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Capa: Nus de Edgar Degas

“Mulher penteando seu cabelo”-1886
“A saida do banho”-1889

“Mulher secando seu cabelo”-1905

Um dos grandes mestres do impressionismo, o francés Edgar Degas (1834-1917),
sofreu com uma grave doenca nos olhos. Porém isso ndo sustenta a piada pronta de
que os impressionistas pintavam de forma distorcida porque ndo enxergavam direito.
Mas esses problemas de visdo afetaram, sim a obra tardia desse artista. Um estudo
recente publicado no Archives of Ophtalmology, revista médica americana, utilizou
técnicas de manipulacdo de imagem em computador para elucidar a influéncia das
deficiéncias de visdo nas pinturas de Degas. De autoria do médico Michael Marmor,
professor de oftalmologia na Universidade de Stanford, a pesquisa mostra como certas
caracteristicas que poderiam ser interpretadas como arroubos vanguardistas talvez
sejam uma resposta a limitacdes fisicas.

Marmor recorreu a programas de computador para reconstituir a visdo que Degas
teria de seus préprios quadros. Degas sofria de degeneragcdo macular, doenga que
afeta o centro da retina, embacando progressivamente a visdao. Os primeiros sinais do
problema — que deixaria o artista cego no fim da vida — surgiu nos anos 1880. Os
trabalhos posteriores apresentam um sombreamento mais grosseiro. Distorcendo os
guadros de Degas de acordo com o progresso presumido da doenca, o pesquisador
descobriu um fendbmeno curioso: na visdo nublada de Degas, os delineamentos
grosseiros se tornam mais suaves. “As obras parecem melhores quando observadas
através da visdo anormal”, conclui o estudo.

Revista Veja
Edicdo 2006

02 de Maio de 2006
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PREFACIO

O glaucoma é a designacdo genérica de um grupo de doencgas que atingem o nervo
Optico e envolvem a perda de células ganglionares da retina num padrdo caracteristico
de neuropatia dptica. A pressdo intraocular elevada é um fator de risco significativo
para o desenvolvimento de glaucoma, nao existindo contudo uma relagao causal direta
entre um determinado valor da pressao intraocular e o aparecimento da doenga
enquanto uma pessoa pode desenvolver dano no nervo com pressdes relativamente
baixas outra pode ter pressdo intraocular elevada durante anos sem apresentar lesées.
Se ndo for tratado o glaucoma leva ao dano permanente do disco optico da retina,
causando uma atrofia progressiva do campo visual, que pode progredir para cegueira.

O tipo mais comum é o glaucoma primario de angulo aberto, freqlientemente
assintomatico. Uma das causas pode ser uma obstrucdo do escoamento do humor
aquoso do olho. O humor aquoso é produzido no corpo ciliar do olho, fluindo através
da pupila para a camera anterior. Todos os olhos possuem alguma pressao intraocular
que é causada pela presenga de alguma resisténcia ao fluxo do humor aquoso através
da malha trabecular e do canal de Schlemm. Se a pressdo intraocular (PIO) for alta
demais (maior do que 21,5 mm Hg), a pressdo nas paredes do olho resultard na
compressao das estruturas oculares. Entretanto, outros fatores, como perturbagdes no
fluxo sangliineo no nervo éptico podem interagir com a PIO e afetar o nervo 6ptico.
Em um terco dos casos de glaucoma primdrio de angulo aberto ha PIO
estatisticamente normal. Esses casos sdao chamados de glaucoma de pressdo normal.
Devido ao fato de exames do nervo dptico nem sempre serem realizados juntamente
com medidas de PIO em pacientes de risco, o glaucoma de pressdo normal é mais
raramente diagnosticado até as condigdes se apresentarem adiantadas.

Outro tipo, o glaucoma de angulo fechado, é caracterizado por aumentos subitos de
pressdo intraocular. Isto ocorre em olhos susceptiveis quando a pupila dilata e
bloqueia o fluxo do fluido através dela, levando a iris bloquear a malha trabecular.
Glaucoma de angulo fechado pode causar dor e reduzir a acuidade visual (visdo
borrada), e pode levar a perda visual irreversivel dentro de um curto periodo de
tempo. E considerada uma situacdo de emergéncia oftalmoldgica e requer tratamento
imediato. Muitas pessoas com esse glaucoma podem visualizar um halo em volta de
pontos de luz brilhantes, além da perda de visdo caracteristica da doenga.

Glaucoma congénito é uma doenga genética rara que atinge bebés. Recém nascidos
com globos oculares aumentados e cérneas embacadas. Se considera que a causa da
pressdo intraocular elevada nesses casos é causada pela reducdo da permeabilidade
trabecular.
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Glaucoma secundario ocorre como uma complicagdo de varias condigdes médicas,
como cirurgia ocular, catarata avancada, lesGes oculares, uveites, diabetes ou uso de
corticéides.

Enquanto que o glaucoma pode ou ndo ter sintomas distintos, uma complicagdo quase
inevitavel do glaucoma é a perda visual. A perda visual causada por glaucoma atinge
primeiro a visdo periférica. No comeco a perda é sutil, e pode ndo ser percebida pelo
paciente. Perdas moderadas a severas podem ser notadas pelo paciente através de
exames atentos da sua visdo periférica. Isso pode ser feito fechando um olho e
examinando todos os quatro cantos do campo visual notando claridade e acuidade, e
entdo repetindo o processo com o outro olho fechado. Freqiientemente o paciente
ndo nota a perda de visdo até vivenciar a "visdo tunelada". Se a doenca ndo for
tratada, o campo visual se estreita cada vez mais, obscurecendo a visdo central e
finalmente progredindo para a cegueira do olho afetado.

Esperar pelos sintomas de perda visual ndao é o ideal. A perda visual causada pelo
glaucoma é irreversivel, mas pode ser prevenida ou atrasada por tratamento. Um
oftalmologista deve ser consultado pelas pessoas com risco de desenvolver glaucoma.

Pessoas com historico familiar de glaucoma tém cerca de 6% de chance de desenvolver
a doenga; Diabéticos e negros sao mais propensos a desenvolverem glaucoma de
angulo aberto, e asiaticos tém maior tendéncia a desenvolver glaucoma de angulo
fechado. Idealmente, todas as pessoas devem checar por glaucoma a partir dos 35
anos, com a frequéncia das checagens aumentando com a idade. Metade das pessoas
que sofrem de glaucoma nao sabem disso.

Verificagcdo de glaucoma normalmente é parte do exame ocular padrdo feito por um
oftalmologista. A verificacdo de glaucoma deve incluir medida da pressao intraocular,
além do exame do nervo éptico em busca de lesGes. Se houver qualquer suspeita de
lesao no nervo 6ptico deve ser feita uma campimetria.
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Os glaucomas sdo grupos de neuropatias Opticas que se constituem na causa mais
freqlente de cegueira irreversivel no mundo. O fator de risco mais importante da doenca é o
aumento da pressdo intraocular (PIO) em decorréncia de uma reduc¢do no escoamento normal
do humor aquoso promovendo lesdes no tecido retiniano e no nervo dptico. Por isso ha uma
necessidade de busca de novos tratamentos para essa doenca. Neste sentido os venenos de
artrépodes sdo um dos maiores recursos de moléculas biologicamente ativas que possuem
afinidade com o tecido nervoso interagindo com inuUmeros receptores e neurotransmissores. E
nessa busca por toxinas anticonvulsivantes e neuroprotetoras, o Laboratério de Neurobiologia
e Peconhas investiga componentes do veneno da aranha Parawixia bistriata, fato que nos
levou ao isolamento do composto FrPbAll, o qual atua inibindo os transportes de GABA e
glicina. Anteriormente ja foi demonstrado que a FrPbAIl exerce efeito anticonvulsivante contra
crises induzidas por antagonistas gabaérgicos: bicuculina, picrotoxina e pentilenotetrazol.
Também quando injetada na substancia negra, inibiu crises evocadas pela estimula¢do da Area
tempestas. Sendo assim o presente estudo consistiu em verificar se em um modelo in vivo a
acao da FrPbAll poderia ser mais atribuida ao bloqueio do transporte de GABA ou ao bloqueio
do transporte de glicina. Foram utilizados ratos Wistar machos pesando entre 200-250g (n=3,
por grupo). No dia do experimento, os animais foram anestesiados e contidos em mesa
cirargica, sendo colocada uma canula na camara interna do olho esquerdo. A seguir, os
animais receberam injeg¢Ges por via intra-vitreo com o volume de (5 pL) de: salina (0,9%),
FrPbAIl (0,03; 0,075 and 0,15 pg/ul); FrPbAll (0,15 pg/ul)+bicuculina (40 nmol), FrPbAIll (0,15
pg/ul)+picrotoxina (100 uM), FrPbAIl (0,15 pg/ul)+imidazol (100 uM), FrPbAIl (0,15
ug/ul)+faclofen (0,2mM); FrPbAIl (0,15 pg/ul)+estriquinina (100 uM); acido nipecdtico (12 pg);
SNAP 5114 (20 umol); ALX 5407 (20 uM); FrPbAll (0,03 pg/ul)+ acido nipecético (3pg/ul);
FrPbAIl (0,15 pg/ul)+ acido nipecético (12 pg/ul); FrPbAll (0,15 pg/ul)+SNAP-5114 e FrPbAll
(0,15 pg/ul)+ALX-5407. Apds 15 minutos foi aplicada uma pressdo 120 mmHg, por 45 min,
causando isquemia retiniana. Na metade dos animais o experimento foi interrompido apds a
isquemia. Na outra metade, a pressado foi reduzida aos niveis normais por 15 min. A analise
histopatoldgica das retinas isquémicas com e sem reperfusdo revelou lesGes do tipo
vacuolizacdo citoplasmatica, nucleos picndticos e desorganizacdo das camadas, comumente
descritas em processos de necrose. Os ensaios com antagonistas de receptores para GABA do
tipo A, B e C mostraram redugao e até mesmo reversdao do efeito neuroprotetor da FrPbAll
injetada em associagdo com estes antagonistas nas trés camadas da retina analisadas, tanto
apos isquemia quanto apds isquemia com reperfusdo. A comparacdo do efeito da FrPbAll com
os demais inibidores de transporte mostrou que as densidades de neurOGnios em retinas
tratadas com a FrPbAll foi semelhantes aquelas encontradas para os demais tratamentos em
todas as camadas apds a isquemia. No entanto, nos experimentos onde houve reperfusdo das
retinas, as densidades de neurdnios das retinas pré-tratadas com FrPbAll foi significativamente
maior que aquelas atribuidas aos demais inibidores na camada CNI, enquanto nas camadas
CNE e CCG, foi verificada diferenca entre a FrPbAll e os pré-tratamentos com o inibidor
inespecifico do transporte de GABA SNAP-5114, bem como o inibidor de GLYT 1 ALX-5407. Os
experimentos utilizando associacbes do composto FrPbAll com os inibidores de transporte
acido nipecotico, SNAP 5114 e ALX-5407 demonstraram que, com excecdo da CCG apds
isquemia, as menores densidades de células foram observadas nas retinas dos animais
tratados com a FrPbAll associada ao SNAP 5114, para as trés camadas apds a isquemia ou
isquemia seguida de reperfusao.
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Tostes, J.R. Neuroprotective activity of FrPbAll isolated from the venom of the spider
Parawixia bistriata in Wistar rats submitted to an experimental model of acute glaucoma.
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Preto, Ribeirdo Preto, 2009.

Glaucoma is a generic term for optic neuropathies which are the most frequent causes
of blindness worldwide. An important risk factor is the increase in the intraocular pressure
(IOP) caused by the abnormal drainage of the aqueous humor and leading to the damage of
the retina nervous tissue and to the optic nerve. Therefore, there is a need for novel
therapeutic options to be used both in clinical and basic science. In the light of these facts,
arthropod venoms are an interesting source of biologically active compounds, since they exert
affinity to various neurotransmitter receptors. Therefore, the Laboratory of Venoms and
Neurobiology has searched for novel anticonvulsant and neuroprotective compounds in the
venom o f the spider Parawixia bistriata and identified and isolated FrPbAll that acts by the
inhibition of GABA and glicine re-uptakes. We have previously shown that this compound is
anticonvulsant against seizures induced by GABAergic antagonists; bicuculine, picrotoxin and
pentilenetetrazole. Also, when injected into the substantia nigra, FrPbAll inhibits seizures
evoked by the stimulation of the area tempestas in the pyriform cortex. Thus, in this study, we
examined the action of FrPbAll in the prevention of damage induced by retina ischemia. It was
also investigated if this action in vivo could be more related to an increase in GABAergic or
glycinergic systems. Finally, transport inhibitors were used in order to compare the
neuroprotective activity of FrPbAIl on different GABA transporter subtypes and glicine
transporter GLYT1. Wistar rats (200-250g, n=3, each group), were used. Upon anesthesia the
animals received intra-vitreous injections of salina (0,9%), FrPbAIl (0,03; 0,075 and 0,15 pg/ul);
FrPbAIl (0,15 pg/ul)+bicuculine (40 nmol), FrPbAll (0,15 pg/ul)+picrotoxin (100 puM), FrPbAlIl
(0,15 pg/ul)+imidazole (100 uM), FrPbAIl (0,15 pg/ul)+phaclofen (0,1mM); FrPbAIl (0,15
pg/ul)+strychnine (100 uM); nipecotic acid (12 pg); SNAP 5114 (20 umol); ALX 5407 (20 uM);
FrPbAIl (0,03 pg/ul)+nipecotic acid (3ug/ul); FrPbAll (0,15 pg/ul)+nipecotic acid (12 pg/ul);
FrPbAIl (0,15 pg/ul)+SNAP-5114 and FrPbAIl (0,15 pg/ul)+ALX-5407. 15 min later, the IOP was
raised up to 120mmHg for 45 min (ischemia). In half of the animals the IOP was restored for 15
min (ischemia/reperfusion). At the end of the experiments, animals were euthanized; eyes
were removed and fixed in ALFAC. Histopathologic analyses of ischemic retinas with or without
reperfusion revealed cellular vacuolization, pycnotic nuclei and disorganization of retinal
layers, commonly found in necrotic processes. Pre-treatment with FrPbAll diminished the
damage in the three analyzed layers in a dose-dependent manner. The association of FrPbAll
with GABA receptor antagonists and strychnine decreased the density of neuronal cells, with
worse effects observed after association of FrPbAll and imidazole after ischemia with
reperfusion. All transporter inhibitors protected the neurons in the ischemic retinas in all
examined layers. However, the highest cell densities were found after FrPbAll treatment in all
layers, except GCL. In the experiments with reperfusion, retinas treated with FrPbAll exhibited
a significantly higher number of cells as compared to all the other drugs in the ICL. In the OCL
and GCL, significant differences were found after the comparison of FrPbAIl with SNAP-5114
and ALX-540. Furthermore, retinas pre-treated with the association of FrPbAIl with SNAP-5114
exhibited the lowest cell densities in both ischemia with or without reperfusion in the three
examined layers, except GCL after ischemia. The present findings corroborate previous
experiments in vitro and may indicate that FrPbAIl acts in both GABA and glycine transporters
with same affinity. Also, considering previous findings from anticonvulsant assays, FrPbAll has
a preference for GAT1 transporters, but do not act exclusively on this type of transporter.
Finally, FrPbAIl has an unique mode of action and should be used as a probe for the synthesis
of analogues to be used in both clinical and basic science.
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1- INTRODUCAO

1.1- A Retina

A retina é a porg¢do exteriorizada do cérebro (Shepherd, 1974), derivada da mesma
vesicula primordial da qual se origina o diencéfalo (Cohem, 1980). E composta por dez
camadas das quais, cinco sdo constituidas de sinapses e corpos celulares de neurOnios
(Dantas,1989). Nesta subdivisdo os corpos celulares de neurénios sdo encontrados em trés
camadas nucleares; externa, interna e células ganglionares, e as sinapses podem ser

localizadas em duas camadas plexiformes; a externa e a interna, (Figura 1).

CNE

CPE

CNI

CPI

CCaG

Figura 1: Imagem esquematizando a retina, suas camadas, tipos celulares e neurénios. CNE
(camada nuclear externa), CPE (camada plexiforme externa), CNI (camada nuclear interna), CPI

(camada plexiforme interna) e CCG (camada de células ganglionares).
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1.1.1- Aspectos morfoldgicos e fisioldgicos dos diferentes tipos celulares da retina

A camada nuclear externa (CNE) é formada pelos nucleos dos fotorreceptores; cones e
bastonetes, intimamente unidos, cujos axénios fazem sinapses com neurdnios bipolares e
horizontais.Estas células podem estar danificadas apds um periodo de 3-9 meses a partir de
um insulto isquémico. Stevens e colaboradores 2002 mostraram que apds um insulto inicial a
diminuicdo de células ganglionares causa diminuicdo das atividades pupilares levando a
degeneracdo dos fotorreceptores. Apds 30 minutos de isquemia as células de Miller e as
células do epitélio da retina se recuperam, mas os fotorreceptores nao. Os fotorreceptores
adaptados a luz sdo mais sensiveis aos efeitos da isquemia do que os ndo adaptados a luz. Por
outro lado os bastonetes sdo mais sensiveis aos efeitos da isquemia do que os cones, em
contraste, quando afetados, os cones ndo conseguem se recuperar tdo rapido quanto os

bastonetes (Hiroi et al, 1994 , Osborne, 2004).

Na camada plexiforme externa (CPE) encontram-se quatro tipos de prolongamentos
celulares os quais correspondem as projecbes dos fotorreceptores, células horizontais,
bipolares e de Miiller, onde as subunidades do receptor GABA, se expressam. Sendo assim,

ocorrem nesta camada muitas sinapses gabaérgicas (Yang, 2004).

A camada nuclear interna (CNI) contém os nucleos dos neurénios bipolares, nucleos de
neurénios de associa¢cdo, denominadas células horizontais e células amacrinas. Nesta camada,
a variedade de tipos celulares leva a uma gama de mecanismos de neurotransmissdo com
varios tipos de receptores e transportadores para muitos neurotransmissores (NTs). Por sua
vez constituem um grupo de células retinianas que também sdo sensiveis a excitoxicidade
glutamatérgica (Fletcher e Kalloniatis, 1997). A expressdao de grandes nimeros de receptores
glutamatérgicos ionotrépicos é uma das caracteristicas que tornam os neurbénios mais

vulneraveis ao evento isquémico (Larsen e Osborne, 1996 , Grunert, 2000).
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A camada plexiforme interna (CPI) é a segunda regido sinaptica da retina. A qual consiste
de processos das células bipolares e dendritos das células ganglionares. Assim como na CPE as
subunidades dos receptores para o GABA também se expressam nesta camada em alguns dos
inimeros prolongamentos sindpticos encontrados. Dentre todas as sinapses ocorridas nesta
camada uma das mais importantes ocorre entre os axonios das células bipolares e amacrinas,

as quais sdo responsaveis pela modula¢do temporal dos sinais gabaérgicos (Yang, 2004).

A camada ganglionar (CG) contém células que variam de tamanhos, apresentando
alguns dendritos na CPIl. Desta forma em modelos experimentais de isquemia retiniana os
resultados sempre mostram uma consideravel diminuicdo das células ganglionares, porque
essas células exibem uma despolarizagdo irreversivel durante a isquemia, que é um resultado
do excesso de L-Glu, que estimula os receptores de cainato e AMPA (presentes nas células

ganglionares). (Goto et al, 2002, Inoue Matsuhisa et al, 2003 , Wood et al, 2003)

Na figura 2 podem-se observar as camadas retinianas de mamiferos com seus tipos

celulares e NTs.

Essas células expressam um grande numero de receptores para glutamato dos tipos

AMPA e cainato o que as torna mais suscetiveis a processos neurodegenerativos.
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Figura 2: Diagrama esquematizando a disposi¢do dos neurotransmissores de acordo com o

tipo de célula na retina de mamiferos.

1.2- A lesdo isquémica e a resisténcia da retina a isquemia

A isquemia esta associada a algumas disfuncdes ou doencas do sistema nervoso
como, por exemplo, um acidente vascular cerebral isquémico ou o glaucoma. A
isqguemia resulta da auséncia ou insuficiéncia do fluxo sanguineo, o que leva a reducdo
dos niveis de oxigénio (Hughes, 1991, Hayreh et al, 2000).

A circulagdo torna-se insuficiente para manter as grandes demandas metabdlicas
teciduais: quando ocorre uma falha na circulagdo geral, ou na circulacdo ventricular, podendo
levar a um choque hipovolémico ou uma falha na circulagdo local. Quando a vascularizagdo fica
comprometida em algum tecido a anatomia do suprimento sanguineo determina o resultado,

ou seja a oclusdo de uma artéria ndo terminal ndo causa danos sérios, mas a oclusdo de uma
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artéria terminal causa isquemia ou infarto. A isquemia retiniana completa requer a oclusdo da

artéria oftalmica, isto é, uma catastrofe vascular (Osborne et al, 2004).

Em nivel celular, a injuria isquémica consiste de uma cascata destrutiva envolvendo
aumento da despolariza¢do neuronial, influxo excessivo de célcio, stress oxidativo iniciados por
uma faléncia de energia e aumento da estimulacdo glutamatérgica. L-Glu. Com o declinio do
suprimento sanguineo os niveis de energia na forma de ATP sdo reduzidos. No neurdnio, esta
reducdo levard a faléncia das bombas dependentes de ATP, sobretudo a bomba de Na+/K+-

ATPase e subseqliente despolarizagdo dos neurdnios, e liberacdo de NTs. Além disso, durante a

isquemia, a alteracdo da atividade da bomba de Ca**-ATPase, eleva os niveis de Ca** dentro
da célula, culminando com a liberagdo de L-Glu. O L-Glu liberado atua em seus receptores,
particularmente receptores NMDA, que por sua vez sofrem uma hiperativacdo permitindo a
entrada excessiva de fons Ca++ num ciclo denominado excitotoxicidade. gste processo inclui a
producdo e a ativacdo de proteases, Oxido nitrico sintetase e producdo de perdxidos e
superdéxidos, os quais clivam lipidios de membrana pela peroxidagdo. Esta degradacdo da
membrana fosfolipidica por sua vez, contribui para a formagao dos radicais livres, liberagao de
mediadores inflamatdrios e de citocinas e fosfolipases (Lantos et al, 1990, Osborne et al,

2004).

Além disso a diminuicdo de ATP pode levar a faléncia de transportadores de L-
Glu, diminuindo a recaptacdo deste transportador e conseqiiente acumulo na fenda
sinaptica.

O processo de excitotoxicidade promove a morte de neurénios de duas maneiras
diferentes que sdo respectivamente: apoptose e necrose (Osborne et al, 1999,

Danbolt, 2001).
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A morte neuronial por necrose é caracterizada pelo comprometimento da
integridade de membrana devido a vacuolizacdo. Neste caso, ocorre a lise da
membrana e o extravasamento do conteddo celular para o meio extracelular;
produzindo uma resposta inflamatdria duradoura. A apoptose, por sua vez, leva a
alteragdes na morfologia da célula e no nucleo dentre as quais a condensacdo e
clivagem do material genético estdo presentes (Osborne et al, 2004). A isquemia priva
o tecido de 3 componentes: oxigénio, substratos metabdlicos e dos “ removedores de
sujeira”. A diminuicdo desses suprimentos inicia uma baixa resposta homeostatica e
gue futuramente ird induzir injuria ao tecido, o qual pode morrer (Osborne 2004 et
al).Uma vez que o SNC de vertebrados ndo se regenera a partir de um dano ou lesdo,
as terapias se concentraram em diminuir os fatores de risco. Dentre estas medidas
encontram-se controle da pressao sanguinea, diminuicdao dos efeitos secundarios,
controle da reperfusdao e também em investigar drogas neuroprotetoras capazes de

proteger o tecido nervoso (Green et al, 2000).
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Figura 3: Esquema mostrando os eventos que ocorrem no processo de neurodegeneragdo da
isquemia retiniana e as possiveis intervengGes terapéuticas conhecidas para este processo.

Adaptado de Osborne et al, 2004.

A retina compartilha com o cérebro muitas caracteristicas estruturais e funcionais. No
entanto ha uma diferenga crucial entre a retina e o cérebro: a resisténcia da retina ao evento
isquémico, pois a retina sobrevive um tempo consideravelmente maior ao evento isquémico
do que o cérebro, alguns minutos de isquemia cerebral resulta em danos irreversiveis e morte
neuronial, por outro lado a retina pode sofrer até 10 minutos de isquemia sem apresentar

danos irreversiveis. A explicacdo para esses resultados se baseia em 3 fatos:
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1- Existem na retina substratos de armazenamento de energia (o humor vitreo contém

qguantidades significantes de glicose e ha também uma espécie de glicogénio armazenado).

2- Essa energia armazenada é utilizada durante os periodos de isquemia.

3- As células da retina conseguem extrair ATP da glicdlise para suprir a falta de oxigénio.

7

Outro fator relevante é o edema causado pela isquemia, a rigidez do cranio nao
acomoda o inchago cerebral e por sua vez comprime a microvasculatura. Em contraste o
edema causado pela isquemia retiniana leva o tecido a expandir para a cavidade do humor

vitreo sem comprimir a microvasculatura (Osborne et al, 2004).

1.2.1 - Isquemia retiniana e mecanismos neurolégicos

Para estudar os efeitos patoldgicos da privacdo de nutrientes e oxigénio na retina,
temos que considerar o funcionamento metabdlico desse tecido e suas condigdes fisioldgicas

(Harding, 1997).

Recentes estudos com autoradiografia mostram que as células da retina metabolizam

glicose, mesmo estando dispostas as condi¢Bes claro/escuro (Winkler et al, 2003).

O primeiro efeito do bloqueio de oxigénio e da glicose retiniana é o rompimento do
metabolismo energético celular que resultard no decréscimo da glicélise e da fosforilacao
oxidativa que por consequéncia causard um baixo nivel de ATP extracelular, levando a
deteriorizagdao das fungdes de membrana, homeostase e do disparo das cascatas bioquimicas,

gue por sua vez levardo a morte celular (Lipton, 1999).
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1.2.2 — Neurotransmissores liberados durante a isquemia

No estado fisiolégico normal os niveis de NTs no espaco extracelular sdo muito baixos.
Mas durante a isquemia retiniana ha um acimulo de L-Glu extracelular. Além disso a liberacdo
de GABA, apds a isquemia, assim como de glicina, dopamina, acetilcolina e adenosina,.também

foram constatadas apds a isquemia (Louzada et al, 1992).

Durante a reperfusdo os NTs presentes no espago extracelular ativam os seus
respectivos receptores, e contribuindo para a morte ou sobrevivéncia de neurbnios. Os
neurénios da CCG sdo mais suscetiveis a isquemia porque eles possuem mais receptores
ionotrépicos do L-Glu que quando superativados causam despolarizacdo e eventual morte
celular. Em contraste, NTs inibitérios como o GABA, podem contrabalancgar os efeitos do L-Glu
nos neurdnios porque causam hiperpolarizacdo reduzindo a probabilidade de disparo. Desta
maneira o aumento da concentra¢do de NTs inibitdrios na fenda que pode fornecer protecao
aos neurénios corroborando com evidéncias de que o GABA é neuroprotetor (Green et al,

2000).

1.2.3 — Causas do aumento de glutamato na isquemia retiniana

Ha muitas evidéncias de que os niveis de L-Glu aumentam durante a isquemia, mas
através de qual mecanismo? Na isquemia cerebral o L-Glu aumenta de uma maneira bifasica
comecando com um aumento dependente do Ca** seguido de um aumento independente do
Ca™ (Waht et al, 1994). Isto ocorre porque quando a energia falha por um longo periodo de
tempo o nivel de ATP fica baixo para suprir a liberagdo dos NTs, entdo a liberagdo de L-Glu
volta a ser independente de Ca™ (Nishizawa, 2001). Esse tipo de libera¢do por sua vez ja foi
demonstrada na isquemia do hipocampo e da retina e ndo é reduzida apds a exposicdo da

retina ao Ca*" extracelular (Zini et al, 2003).
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Neste sentido o transporte reverso de L-Glu através das proteinas transportadoras é o
principal mecanismo que explica a liberagdo do L-Glu independente de Ca™ durante a

isquemia.

Em contraste, a recaptacdo do L-Glu n3o requer ATP e é mantida pelo gradiente de Na*
juntamente com a concentracdo de K*. Porém quando a isquemia reduz os suprimentos de ATP
que alimentam a bomba de Na’/K" o K se acumula no espaco extracelular despolarizando as
células; o gradiente de Na’ que guia a recaptacdo de L-Glu é diminuido, entdo o L-Glu

permanece na fenda (Rossi et al, 2000).

A excitotoxicidade glutamatérgica na isquemia esta classificada em duas fases: aguda e
tardia: na fase aguda a excitotoxicidade é gerada pelos influxos de Na*, CI e 4gua e tem como
resultado uma excessiva despolariza¢cdo que estd associada aos receptores AMPA e cainato. J4
na fase tardia, é dependente de Ca*" e estd associada com a ativacdo de receptores NMDA

(Lipton e Rosenberg 1994).

O aumento de L-Glu que ocorre durante a isquemia ndo ativa apenas os receptores
ionotrépicos, mas também os mGluRs, os quais possuem oito subtipos distintos e estdo
localizados nas camadas plexiforme, associados com as células de Miller. A estimula¢do dos
mGIluRs pode amplificar ou diminuir a excitotoxicidade glutamatérgica dependendo do subtipo

ativado (Thoreson e Witkovisky, 1999).

Outro mecanismo que contribui para a excitotoxicidade glutamatérgica sdo as ondas de
despolarizacdo que envolvem um aumento abrupto de K" precedido por um lento aumento,

logo apds ha liberagao de L-Glu (Nedergaard e Hansen, 1993).



Tostes, J.R.

1.2.4. - Os efeitos dos ions de Ca**, Na* e Zn™* na isquemia retiniana

H& muitas evidéncias de que o Ca* é o maior mediador da morte neuronial na isquemia.

Vérios mecanismos parecem contribuir para o aumento do Ca** presente no evento isquémico,
. ~ . . ++ .

esses mecanismos sao gerados por: receptores ligados a canais de Ca™’, canais de voltagem

dependentes do Ca™ e efluxos de neurénios que liberam Ca** (Wang et al, 2002).

Os niveis elevados de Ca™ iniciam vérias cascatas destrutivas que contribuem para a
degenereracdo neuronial. Dentre essas cascatas a mais critica é a que culmina com a formacéo
de emite radicais livres e oxido nitrico, que ativam fosfolipases, proteases com consequentes

danos ao citoesqueleto (Sattler e Tymianski, 2001).

Estudos de retinas de coelhos mostraram que 50 % do ATP disponivel para a retina é
utilizado para o transporte de Na* portanto, quando o nivel de ATP diminui o transporte de
Na’/K" fica mais vulneravel, causando irregularidades no potencial de membrana, no volume
da célula e no gradiente de Na*. Farmacologicamente, a inibi¢io da bomba de Na“/K" produz
neurotoxicidade, sugerindo assim que esse transporte é afetado durante a isquemia (Osborne

et al, 2004).

A reduc3o da bomba de Na“/K' compromete a repolariza¢do constante das membranas
sindpticas axonais, causando a ativacdo dos receptores de NMDA e o influxo de Ca™. Além
disso, os receptores de AMPA também s3o ativados aumentando o influxo de Ca™, Na*, Cl" e
agua que contribuird para o edema (Lipton 1999). E importante lembrar que vérios tipos de
receptores sdo ativados durante o evento isquémico pelo aumento de niveis extracelulares dos
seus receptivos NTs. Assim, durante o evento isquémico os neurdnios hiperpolarizados
encontram-se inativados, porém eles podem ser despolarizados um tempo apds a reperfusdo

(Vaegan e Millar, 1994).
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Além do Ca™ estudos recentes sugerem que a participacdo do Zn"" como mediador da
morte neuronial durante a isquemia retiniana. Em condi¢des normais neurénios de ratos
contém uma quantidade pequena de Zn"" dentro das vesiculas de NTs excitatdrios, sendo este
ion liberado quando ocorre a despolarizagdo da membrana (Wenzel et al, 1997 e Vogt et al,

2000).

Alguns trabalhos mostram que o bloqueio da atividade do Zn** reduz a morte neuronial
causada pela isquemia (Lee et al, 2002). Além disso, mesmo em baixas concentracdes de Zn"*
acumuladas no espaco extracelular durante a isquemia, influenciam o grau de morte celular de
maneira positiva através da regulacdo dos receptores NMDA e bloqueio dos efeitos dos

receptores GABA, (Draguhn et al, 1990).

1.2.5- Radicais livres, mediadores inflamatdrios e acidose na retina

Muitas cascatas geradas pelo L-Glu resultam na formacado de radicais livres, os quais sao

importantes mediadores dos danos isquémicos (Bonne et al, 1998).

Neste sentido a infiltracdo dos neutrdfilos que ocorre durante o inicio da reperfusao,
provavelmente é o fator responsavel pelos altos niveis de citocinas e pela formacdo de radicais

livres (Tsujikawa et al, 1999).

Outro aspecto é a liberagdo de mediadores inflamatdrios durante a isquemia os quais
contribuem para a injuria isquémica especialmente apds a reperfusdo. H4 muitos mecanismos
pelos quais os agentes inflamatdrios contribuem para os danos neuroniais e o uso de

antiinflamatdrios pode resultar em protegao contra perda neuronial (Danton e Dietrich, 2003).

A acidose acontece na isquemia retiniana devido ao acumulo de acido latico que é
causado pela fosforilacdo oxidativa da glicdlise anaerdbica, quando os niveis de Na* sobem e

reduzem a extrus3o de H' presente no transporte Na“/H* (Shimizu et al, 1993).
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Além disso, a acidose inibe o seqiiestro de Ca"™ intracelular, cuja concentrac3o ji se
encontra elevada durante a isquemia. Uma severa acidose causa degeneragao das células da
glia contribuindo para o aumento da necrose, que causarad danos microvasculares e inibird a

respiracdo mitocondrial, com conseqliente edema celular (Staub et.al. 1993).

1.2.6 — Tolerancia isquémica e estratégias de neuroprotecao

A tolerancia isquémica é um processo adaptativo onde o tecido se torna mais resistente
para uma subseqliente isquemia. Essa tolerancia é ativada por fatores que sdo executados

apos o evento isquémico (Zhu et.al,. 2002).

Neste sentido a hipertermia e a hipdxia protegem o tecido contra um subseqliente

evento de andxia (Caprioli et. al,. 1996).

As estratégias de neuroprotecdo ndo devem promover apenas a perfusdo das regides
isquémicas, mas devem também induzir a reducdo do consumo de energia dos neurdOnios.
Além disso, drogas que diminuem a excitabilidade neuronial causando hiperpolarizacdo na
membrana celular, levam a uma restricdo do consumo de energia e prolongam o tempo de
tolerdncia dos neurdnios a eventos isquémicos. Neste contexto varios estudos mostram que a
inibicdo dos canais de Na* durante a isquemia é uma maneira efetiva de reduzir a quantidade
de energia consumida pelas bombas presentes na membrana das células excitaveis as quais

mantém os gradientes de Na" e K" ao longo da membrana celular (Sapolsky, 2001).

1.3- O Glaucoma experimental

Um grande nimero de modelos animais em mamiferos tem sido desenvolvidos para
estudar a isquemia retiniana. Contudo, esses modelos animais tém que replicar o maior

numero possivel de caracteristicas e sintomas do problema clinico: a isquemia retiniana que
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ocorre nos humanos. Todos os modelos animais apresentam desvantagens. No entanto, se um
modelo consegue replicar as patologias humanas, certamente os tratamentos podem

melhorar e serem mais efetivos na clinica (Osborne et al, 2004).

O método de aumento da pressdo intra ocular (PIO) produz isquemia global uma vez
gue causa obstrucdo da circulagdo retiniana, e produz as mesmas caracteristicas patoldgicas
do método de oclusdo da artéria retiniana central (OARC) representando um modelo de
glaucoma agudo de angulo fechado. Para serem percebidas mudancas imunoldgicas, a
isquemia deve durar pelo menos 35 minutos, para serem percebidas mudancas
histopatoldgicas a isquemia deve durar pelo menos 45 minutos (Selles Navarro et al 1996, Safa

e Osborne 2000).

Varios artigos descrevem metodologias diferentes de inducdo do glaucoma
experimental. As mais utilizadas sdo aumento da (PIO) (Hughes, 1991, Louzada-Jr et al,
1992, Mohand-Said et al., 1997, Osborne et al, 1999), oclusdo de artéria cerebral
(Martinou et al., 1994; Hayreh e Jonas, 2000) e fototrombose (Schmidt-Kastner e Eysel,
1994; Matini et al, 1997).

O aumento da PIO interrompe o fluxo sanguineo levando a um quadro de
isqguemia que permanece por um tempo determinado. Ao final deste periodo a PIO
volta ao normal, restabelecendo o fluxo sangtliineo e iniciando a fase de reperfusao, a
qual é um periodo critico e de grande importancia que ocorre na doenca (Louzada Jr.
et al, 1992; Osborne et al, 1999).

Visto que essa doenga pode levar a cegueira irreversivel, modelos experimentais
sdo de grande importancia, pois simulam o problema clinico, além disso, permitem
quantificar o grau das lesdes e avaliar drogas potencialmente neuroprotetoras (Yoles e

Schwartz, 1998).
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1.4- Neurotoxinas de aranhas

As aranhas constituem o grupo mais amplo de aracnideos terrestres com
aproximadamente 40.000 espécies descritas no mundo todo (Rash e Hodgson, 2002). Nos
ultimos trinta anos, as neurotoxinas de aranhas tém sido estudadas quimica e biologicamente
gerando varios compostos heterogéneos do ponto de vista estrutural, bem como do ponto de
vista dos mecanismos de acdo (Beleboni et al, 2004a). Dentre estes compostos encontram-se
as poliaminas, proteinas enzimas, peptidios, aminoacidos e alcaldides os quais podem interagir
com vdrios sistemas bioldgicos, incluindo o SN (Jacksonn e Parks, 1990; Beleboni, 2004; Cairrdo

et al, 2004 a).

Neste contexto, as neurotoxinas isoladas de venenos de aranhas podem atuar sobre o
SN de insetos e vertebrados, causando assim uma grande variedade de efeitos neuroldgicos.
Dentre estes efeitos estdo incluidas as alteracdes na liberagdo de NTs, interagées com diversos

canais idnicos de Na*, K" e Ca**, bem como transportadores (Rash & Hodgson, 2002).
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1.5- A aranha Parawixia bistriata

A aranha Parawixia bistriata é uma aranha colonial distribuindo-se pela América Central

e América do Sul, principalmente na regido sudeste do Brasil. Esta aranha se agrupa em

ninhos, e possui habitos de caca noturnos (Levi, 1992).

Figura 4: Fotografias de espécimes da aranha Parawixia bistriata dos arquivos do laboratério
de neurobiologia e peconhas-FFCLRP-USP. (A) Colonia coletada na regido de Mococa, interior

do estado de Sao Paulo. (B) Exemplar da aranha Parawixia bistriata. Valor da barra 1 cm.

A caracterizacdo dos componentes da peconha desta aranha comegou em nosso
laboratério quando foi observado que a injecdo do veneno bruto em térmitas
provocava paralisia destes isépteros (Fontana et al, 2000). Tendo em vista que a
juncdo neuromuscular de insetos é predominantemente composta de sinapses
gabaérgicas e glutamatérgicas (Churchill et al, 2003), foi possivel prever que os
componentes do veneno de P. bistriata apresentassem efeitos no SN de ratos e outros

mamiferos.
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Desta forma, Rodrigues e colaboradores (2001) mostraram que o veneno da aranha P.
bistriata é heterogéneo, e possui componentes com atividade farmacoldgica diversificada.
Esses autores demonstraram que a injegdo por via intracerebroventricular (i.c.v.) do veneno
bruto de P. bistriata provoca crises limbicas, cujas alteracées comportamentais sdo bastante
distintas daquelas induzidas pela injecdo do agonista glutamatérgico acido cainico, indicando
qgue os componentes do veneno atuam em sitios diferentes do acido cainico. Quando
desnaturado, o veneno de P. bistriata aumenta a recaptacdo do GABA em sinaptossomas
cérebro corticais de ratos (SCCR), além de bloquear crises generalizadas tonico-clonicas
induzidas pelos antagonistas gabaérgicos bicuculina, picrotoxina e pentilenotetrazol (PTZ),

quando injetados por via i.c.v. em ratos Wistar (Cairrdo et al, 2002).

Recentemente diversos compostos foram identificados no veneneo de P. bistriata, como
a inosina que apresenta efeito paralisante sobre insetos e pré-convulsivante em ratos (Cairrdo
et al, 2004). Além disso, Fontana e colaboradores (2003) isolaram, e testaram o composto
PbTx 1.2.3 (Parawixina-l) e constataram que este composto estimula a recaptagdo de
glutamato em SCCR, além de atuar como neuroprotetor em modelo de lesdo da retina de
ratos. Recentemente o mecanismo de acdo da Parawixina | foi completamente elucidado.
Segundo Fontana e colaboradores (2007) este composto aumenta o influxo de L-Glu pelo

transportador EEAT-2, expresso em células COS.

Na busca por toxinas anticonvulsivantes e neuroprotetoras, nds continuamos a
investigar os componentes do veneno da aranha Parawixia bistriata, fato que nos levou ao
isolamento do composto FrPbAll, o qual apresenta seletivamente um potente efeito inibitdrio
sobre a recaptacdo do GABA. Além disso, este composto apresentou efeito anticonvulsivante
contra crises agudas induzidas pelo bloqueio dos receptores GABA, pela injecdo intracerebral

de bicuculina (Cairrao et al, 2002).
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O composto FrPbAll (174 Da) é um aminoacido modificado, altamente hidrofilico, muito
parecido com o préprio GABA, o qual inibe o transporte deste neurotransmissor, em SCCR, de
maneira competitiva e dose dependente. Apesar de apresentar estrutura semelhante ao
GABA, esta molécula n3o altera a atividade dos canais de Na*, K" e Ca™, bem como n3o possui

efeito sobre receptores de GABA (Beleboni et al, 2004b).

A estrutura quimica do composto FrPbAll foi recentemente elucidada, bem como parte
do seu mecanismo de agdo. De acordo com Beleboni e colaboradores (2006) o composto inibe
o transporte de GABA e glicina em SCCR. Além disso, o composto FrPbAll foi utilizado em
modelo de lesdo retiniana aguda, onde a injecdo endovenosa deste composto apresentou
efeito neuroprotetor sobre os neurbénios das camadas: nuclear interna e externa, mas nao

sobre a camada ganglionar (Beleboni et al, 2006).

Estudos comportamentais recentes com o composto também mostraram que este
suprime a expressdo de crises tonico-clonicas generalizadas, provocadas pela inje¢do de
pilocarpina, acido cainico e picrotoxina injetados por via i.c.v., além do petilenotetrazol (PTZ)
por via sistémica, sendo sua atividade anticonvulsivante comparada as atividades do diazepam

(DZP) e do acido nipecdtico (Gelfuso et al, 2007).

Os resultados que foram obtidos estudando-se essa peconha sdao importantes pois,
fornecem informacgGes que podem ser usadas em estudos neuroquimicos e comportamentais.
Os efeitos desses compostos, os quais modulam e bloqueiam os transportadores de L-Glu e
GABA s3do de grande interesse cientifico e farmacéutico, podendo indicar uma fonte

alternativa de compostos neuroativos.
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2- OBJETIVOS

2.1- Objetivo geral

Conhecendo as limitagdes no tratamento do glaucoma, o grande potencial que pegonhas
de artropodes representam na criacdo de novos farmacos e que o composto FrPbAll inibe o
transporte de GABA e glicina, os quais exercem atividade inibitéria sobre o SN, este estudo
teve como objetivo analisar os efeitos neuroprotetores deste composto utilizando o modelo
de glaucoma experimental agudo em ratos Wistar. Para tanto foram analisadas as camadas
histoldgicas da retina observando-se a sobrevivéncia de neurbénios apds a isquemia e isquemia

seguida de reperfusdo através de coloragdo por hematoxilina/eosina (HE).

2.2- Objetivos especificos

1- Obter a dose efetiva (DEs;) do composto através da injecdo de trés diferentes

concentragoes.

2- Uma vez que a FrPbAll inibe os transportes de GABA e glicina com doses efetivas
semelhantes, avaliamos se o efeito fisiolégico do composto na retina deve-se mais a agao
sobre o sistema GABAérgico ou glicinérgico. Para tanto, foram associadas a FrPbAll as
seguintes drogas: a bicuculina (antagonista competitivo de GABA,), picrotoxina (antagonista
nao competitivo de GABA,), imidazol (antagonista de GABA(), faclofen (antagonista de GABAg)

e estriquinina (antagonista seletivo de receptores de glicina).

3- Comparar a poténcia do composto FrPbAll com as seguintes drogas: acido
nipecotico (inibidor seletivo do transportador de GABA do tipo GAT1), SNAP 5114
(inibidor dos transportadores de GABA do tipo GAT2 e GAT3) e ALX 5407 (inibidor

seletivo do transportador de glicina do tipo GLYT1).
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3- MATERIAL E METODOS

3.1- Coleta das aranhas e extragao das glandulas e reservatério de veneno

As aranhas foram coletadas nos municipios vizinhos a Ribeirdo Preto-SP, e
armazenadas em gelo durante a coleta, a extragao das glandulas e reservatério de
veneno foi realizada com auxilio de pinga e tesoura oftalmica, sendo o material

armazenado a —80 °C até posterior utiliza¢3o.

3.2- Purificagao do composto FrPbAll

Um total de 4.500 glandulas foram maceradas formando um extrato, ao qual foram
adicionados 1000 pL de solugdo H,0 : ACN (50%), sendo posteriormente centrifugado a
10.000g, a 4 °C por 10 minutos. A seguir, o sobrenadante foi filtrado em filtros Milipore (>3000
DA), liofilizado e pesado. A purificagdo do extrato que continha compostos com massas
moleculares abaixo de 3000 DA, foi conduzida de acordo com Beleboni e colaboradores

(2007).

A purificagdo do composto FrPbAll em cromatégrafo liquido de alto desempenho
(CLAD) foi realizada em duas etapas, sendo que a primeira etapa foi realizada no laboratdrio
do Prof. Dr. Noberto Peporine Lopes (FCFRP-USP), e a segunda etapa foi realizada no
laboratério do Prof. Dr. René de Oliveira Beleboni (Biotecnologia-UNAERP). Na primeira fase
de purificagdo, o extrato liofilizado foi ressuspendido em 1 mL de solugdo H,0 : ACN (50%), em
CLAD. A fracdo ativa foi re-cromatografada, sendo os dois estagios de purificacdo de acordo
com Beleboni et al (2006). A massa do composto foi constatada através de espectometria de
massa; em um espectrometro de massa triplo quadripélo (Quatro LC, Micromass, UK Gra-
Bretanha) sendo o espectro de alta resolu¢do adquirido em um aparato UltrOTOF (Bruker

daltonics, Billerica, USA). A seguir o composto foi re-suspendido em salina 0.9% para a
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realizacdo dos ensaios bioldgicos. A figura 5 mostra as etapas do processo de isolamento, até a

cirurgia.

Coleta dasaranhas —  Retirada das glandulas de veneno — Purificagdo em CLAD

<3

Cirurgia — Isquemia/Reperfusdo -« Espectrometria de massa D —

Figura 5: Fluxograma ilustrando as etapas do isolamento do composto FrPbAll.e bioensaio.

Fotografias dos arquivos do laboratdrio de neurobiologia e pegonhas-FFCLRP-USP.
3.3-Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos pesando entre 200-250 g, fornecidos pelo
Biotério Central da Universidade de Sdo Paulo, Campus de Ribeirdo Preto. Os animais
foram acondicionados em caixas aos pares, e alojados no biotério de manutencdo do
Departamento de Biologia com ciclo claro/escuro de 12/12 horas (luzes as 7:00 h) e
temperatura (25°C) e umidade (55%) controladas, com disponibilidade de dgua e rac3o
ad libitum Os animais foram tratados conforme as diretrizes para o uso de animais em
pesquisa segundo a Sociedade Brasileira para Neurociéncias. Foi solicitado o
certificado do Comité de Etica para o Uso de Animais (CEUA) do Campus de Ribeirdo

Preto, cujo nimero do processo é: 06.1.1280.53.5.
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3.4- Drogas

Neste trabalho foram utilizadas as seguintes drogas: bicuculina (40 nmol — Oliveira,
2004), picrotoxina (100 uM - Ye, 2007), imidazol (100 uM — Tunniclif, 1998), faclofen (0,1mM —
Waraczynski, 2007) e estriquinina (100 uM — Salceda, 2005), &cido nipecético (12 pg —
Gelfuso, 2007), SNAP 5114 (20 umol — Dalby, 2000) e ALX 5407 (20 uM — Kinney, 2003). Todas

as drogas supracitadas foram adquiridas da Sigma-Aldrich, EUA e foram injetadas via humor

vitreo.

Para a anestesia foram utilizados: o colirio anestésico Allergam® (Frumtost, Brasil) e o

tiopental sddico (Cristalia, Brasil).

3.5- Cirurgia: Modelo de isquemia —glaucoma experimental

Foi utilizado o modelo de isquemia, com pressao de ar na cdmara interna do olho
do animal, induzido por um sistema semelhante ao desenvolvido por Louzada Jr et al.
(1992), seguindo o mesmo protocolo experimental.

Em resumo, os animais (n=3, por grupo) depois de anestesiados por injecdo
intraperitoneal de tiopental sddico (50 mg/kg), foram contidos em uma mesa cirurgica
e em seguida, aplicou-se o colirio anestésico no olho esquerdo (experimental). A seguir
foram injetados os pré-tratamentos com o auxilio de um cateter tipo butterfly
diretamente no humor vitreo do olho experimental. Foram conduzidos os seguintes
pré-tratamentos: salina, FrPbAll (0,03; 0,075 e 0,15 pg/uL), FrPbAIl (0,15
ug/uL)+bicuculina; FrPbAll (0,15 ug/uL)+picrotoxina; FrPbAIl (0,15 pg/ul)+imidazol;
FrPbAIl (0,15 pg/uL)+faclofen; FrPbAIl (0,15 pg/ul)+estriquinina; salina+acido
nipecdtico (12 pg/uL); salina+SNAP-5114; salina+ALX-540; FrPbAIl (0,03 ug/uL)+acido

nipecético (3 ug/uL); FrPbAIl (0,15 pg/uL)+acido nipecético (12 pg/uL); FrPbAIl (0,15
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ug/uL)+SNAP-5114; FrPbAIl (0,15 pg/puL)+ALX-540. Cada pré-tratamento foi
administrado antes da isquemia e antes da isquemia seguida de reperfusao.

Dez minutos apds a administragdo das drogas, a pressao foi lentamente elevada
até 120 mmHg permanecendo neste patamar por 45 min. A pressdao utilizada foi
monitorada por um manometro. Os animais dos grupos isquemia foram entdo
sacrificados e seus olhos foram eunucleados.

Em um segundo experimento (isquemia+reperfusdo), a pressao intra-ocular
retornou aos niveis normais e permaneceu neste patamar por 15 min. Nestes casos,
apos os animais foram entdo sacrificados e seus olhos eunucleados ao final do periodo

de reperfusao.

3.6- Procedimentos histolégicos

Todos os olhos experimentais, foram enucleados rapidamente, imersos em
solucdo de ALFAC (85 mL de alcool 80%, 10 mL de formaldeido e 5mL de acido acético)
por um periodo de 15 horas. Depois dos olhos fixados, as cérneas e os cristalinos
foram removidos. Em seguida as retinas foram destinadas a desidrata¢do e inclusdo
em parafina. Apés a montagem dos blocos, as retinas foram cortadas transversalmente
a 4 um de espessura, os cortes distendidos em ldmina, e corados com

hematoxilina/eosina.

3.7- Analise qualitativa dos resultados
De cada grupo experimental foram feitas cinco capturas de imagens por retina,
totalizando 15 imagens por grupo, por um sistema que compreende uma camera

digital colorida Leica (DFC300 FX) conectada a um microscépio (DM 5000 B, Leica
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Microsystems — Alemanha) e a um computador, e o auxilio do software Q-Win (Leica
Microsystems — Alemanha). Destas, uma captura de imagem para cada grupo foi
escolhida para representacdao fotografica. Na analise qualitativa das retinas foram
verificados os seguintes parametros: degeneracdo, necrose, edema e desorganizagao

das camadas retinianas. Na figura sdo mostradas as etapas do procedimento cirurgico.

Inje¢do no humor vitreo ——— Isquemia —_— Reperfusdo

Sacrificio

Contagem de células «— Histologia

Figura 6: Fluxograma ilustrando as etapas da parte experimental do trabalho. Inje¢do no
humor vitreo; Cirurgia para a indugdo da isquemia através do aumento da PIO; Reperfusdo;
Seccdo histoldgica da retina e Sistema para captura de imagens e contagem de células.

Fotografias dos arquivos do laboratdrio de neurobiologia e pegonhas-FFCLRP-USP.
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3.8- Andlise quantitativa dos resultados

Apds a obtengdo das imagens a contagem das células foi feita manualmente de
forma mascarada (masked fashion) enquanto as espessuras foram mensuradas em pum.
Os resultados desses experimentos foram normalizados utilizando o método de

correcao de Abercrombie, (Abercombrie, 1949), de acordo com a seguinte férmula:

n[T/(T+D)]

N/ mm? =
A(mm?)

Onde: N — niumero real; n — niumero observado; T — espessura do corte; D —
diametro do nicleo e A —drea em mm®.

3.9- Andlise estatistica

Para analise dos dados foi utilizada analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida de
pos-teste de Tukey, considerando significativo p<0.05. Estes dados foram demonstrados como
média + EPM, e as anadlises foram feitas utilizando-se o programa SPSS 13.0 e os graficos foram

confeccionados utilizando-se o programa Graph prism 4.0.
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4- RESULTADOS

4.1 - Analise qualitativa

4.1.1- Retinas submetidas a isquemia

Nas figuras 7, 8 e 9 podem ser visualizadas microfotografias das camadas CNE, CNIl e CCG
das retinas dos ratos submetidos a isquemia e coradas com HE. A andlise histopatoldgica
destas sec¢Ges indica a presenca de vacuolos no citoplasma de algumas células bem como
nucleos encolhidos e picnéticos em todas as camadas, as quais se apresentam desorganizadas.
Estas caracteristicas em conjunto indicam um processo de degeneracdo tecidual. Em
contraste, as retinas tratadas com a FrPbAll nas doses: 0,075 pg/pL e 0,15 pg/uL e com acido
nipecdtico apresentaram raros nucleos picnoticos e células vacuolizadas (Figura 7 D, E e F).
Além disso, pode-se observar preservacdo estrutural de todas as camadas retinianas. No
entanto, nao foi observado preservagdo do tecido apds a associacdao da FrPbAll principalmente

com o imidazol (8 G) e estriquinina (9 C).

Animais tratados com a associacdo de bloqueadores de receptores de GABA A, C e de
glicina com a FrPbAll apresentam seccbes histoldgicas semelhantes aos animais sem
tratamento. Desta forma, nas sec¢des dos animais tratados com antagonistas GABAérgicos e
glicinérgicos associados a FrPbAll, podem ser observadas as caracteristicas de dano neuronial

descritas para os animais submetidos a isquemia sem pré-tratamento (Figuras8 C,De Ge 9 C).



Tostes, J.R.

“* 4.. ‘+w=~

o ".-g»;; ﬁ‘ |

Figura 7: Fotografias de sec¢Oes de retina de ratos Wistar submetidos a isquemia e coradas com (H.E.). (A)
controle, (B) isquemia + salina, (C) tratamento com a FrPbAIl 0,03 pg/uL, (D) tratamento com a FrPbAIl 0,075
pg/uL, (E) tratamento com a FrPbAIl 0,15 pg/uL, (F) tratamento com o acido nipecdtico 12 pg/uL e (G)
tratamento com o acido nipecdtico 3 ug/uL + FrPbAIl 0,03 pg/pL. Setas vermelhas indicam nucleos

picndticos, setas pretas indicam vacuolizacdes. Aumento de 400x.Valor da barra 53 um.
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Figura 8: Fotografias de sec¢Oes de retina de ratos Wistar submetidos a isquemia e coradas com (H.E.). (A)
controle, (B) tratamento com o acido nipecdtico 12 pg/uL + FrPbAIl 0,15 pg/uL, (C) tratamento com a
bicuculina + FrPbAIl 0,15 pg/uL, (D) tratamento com a picrotoxina + FrPbAIl 0,15 pg/uL, (E) tratamento com o
imidazol 14,81 pg/uL, (F) tratamento com o imidazol 14,81 pg/pL (sem cirurgia) e (G) tratamento com o
imidazol + FrPbAIl 0,15 pg/uL. Setas vermelhas indicam nucleos picndticos, setas pretas indicam

vacuolizagdes. Aumento de 400x. Valor da barra 53 pm.
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Figura 9: Fotografias de sec¢Oes de retina de ratos Wistar submetidos a isquemia e coradas com (H.E.). (A)
controle, (B) tratamento com o faclofen + FrPbAIlI 0,15 pg/uL, (C) tratamento com a estriquinina + FrPbAlIl
0,15 pg/uL, (D) tratamento com o SNAP 5114 5 pg/uL, (E) tratamento com o SNAP 5114 + FrPbAll 0,15 pg/ulL,
(F) tratamento com o ALX 5407 0,3 pg/ulL e (G) tratamento com o ALX 5407 + FrPbAll 0,15 pg/uL. Setas
vermelhas indicam nudcleos picndticos, setas pretas indicam vacuolizagdes. Aumento de 400x. Valor da barra

53 pum.
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4.1.2-Retinas submetidas a isquemia com reperfusdo

Nas figuras 10, 11 e 12 podem ser visualizadas microfotografias das camadas CNE, CNI e
CCG das retinas dos ratos submetidos a isquemia com reperfusdo e coradas com HE. A analise
histopatoldgica destas seccOes indica a presenca de vacuolos no citoplasma de algumas células
bem como nucleos encolhidos e picndticos em todas as camadas, as quais se apresentam
desorganizadas. Estas caracteristicas em conjunto indicam um processo de degeneragdo
tecidual. Em contraste, as retinas tratadas com a FrPbAIl nas doses: 0,075 pg/ulL e 0,15 pg/ulL e
com acido nipecético apresentaram raros nucleos picnéticos e células vacuolizadas (Figura 10
D, E e F). Além disso, pode-se observar preservagao estrutural de todas as camadas retinianas.
No entanto, ndo foi observado preservacdo do tecido apds a associacdo da FrPbAll

principalmente com o imidazol (11 G) e estriquinina (12 C).

Animais tratados com a associacdo de bloqueadores de receptores de GABA A, C e de
glicina com a FrPbAll apresentam secg¢bes histoldgicas semelhantes aos animais sem
tratamento. Desta forma, nas sec¢des dos animais tratados com antagonistas GABAérgicos e
glicinérgicos associados a FrPbAll, podem ser observadas as caracteristicas de dano neuronial
descritas para os animais submetidos a isquemia sem pré-tratamento (Figuras 11 C,De Ge 12

C).
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Figura 10: Fotografias de sec¢des de retina de ratos Wistar submetidos a isquemia com reperfusdo e coradas
com (H.E.). (A) controle, (B) isquemia + salina, (C) tratamento com a FrPbAlII 0,03 pg/uL, (D) tratamento com
a FrPbAIl 0,075 pg/uL, (E) tratamento com a FrPbAll 0,15 pg/uL, (F) tratamento com o acido nipecdtico 12
pg/uL e (G) tratamento com o acido nipecético 3 ug/uL + FrPbAIl 0,03 pg/uL. Setas vermelhas indicam

nucleos picnédticos, setas pretas indicam vacuolizagcdes. Aumento de 400x. Valor da barra 53 um.
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Figura 11: Fotografias de sec¢des de retina de ratos Wistar submetidos a isquemia com reperfusdo e coradas
com (H.E.). (A) controle, (B) tratamento com o dcido nipecdtico 12 pg/ulL + FrPbAII 0,15 pg/uL, (C) tratamento
com a bicuculina + FrPbAIl 0,15 pg/uL, (D) tratamento com a picrotoxina + FrPbAIl 0,15 pg/uL, (E) tratamento
com o imidazol 14,81 ug/uL, (F) tratamento com o imidazol 14,81 ug/uL (sem cirurgia) e (G) tratamento com
o imidazol + FrPbAll 0,15 pg/ulL. Setas vermelhas indicam nlcleos picnédticos, setas pretas indicam

vacuolizagdes. Aumento de 400x. Valor da barra 53 pm.
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Figura 12: Fotografias de sec¢des de retina de ratos Wistar submetidos a isquemia com reperfusdo e coradas
com (H.E.). (A) controle, (B) tratamento com o faclofen + FrPbAll 0,15 pg/uL, (C) tratamento com a
estriquinina + FrPbAll 0,15 pg/uL, (D) tratamento com o SNAP 5114 5 pg/uL, (E) tratamento com o SNAP
5114 + FrPbAIl 0,15 pg/uL, (F) tratamento com o ALX 5407 0,3 pg/uL e (G) tratamento com o ALX 5407 +
FrPbAll 0,15 pg/uL. Setas vermelhas indicam nucleos picndticos, setas pretas indicam vacuolizaces.

Aumento de 400x. Valor da barra 53 um.
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4.2- Anadlise quantitativa

4.2.1- Retinas submetidas a isquemia

Curva dose-resposta

A andlise quantitativa das retinas revelou diferencas significativas entre as densidades
médias das retinas submetidas a isquemia com relagdo aos grupos controle e aos grupos
tratados com diferentes doses da FrPbAIll na CNE [F(4,74)= 17,35; p=0,0002], na CNI [F(4,74)=

20,24; p<0,0001] e na CCG [F(4,74)= 26,29; p<0,0001].

Na CNE observou-se que as retinas dos olhos submetidos a isquemia apresentaram
uma reducdo na densidade de neurdnios em média a 43% da densidade de neurdnios
encontradas em retinas dos olhos ndo submetidos a isquemia (p<0,001). Nesta camada, o pré-
tratamento com a FrPbAll exerceu um efeito neuroprotetor dependente de dose. As
estimativas de densidade de neurdnios na CNE com rela¢do ao grupo controle ndo submetido
a isquemia mostraram que 50% de células neuroniais foram preservadas para a dose de

0,03ug/lL; 84% para a dose 0,075 ug/uL e 95% para a dose de 0,15 pg/ulL (p<0,05) (figura 1).
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Figura 13: Grafico representativo das densidades neuroniais médias (£ EPM) na camada
nuclear externa (CNE) de retinas submetidas a isquemia por 45 min sem reperfusdo. Dados
obtidos de olhos de animais tratados com salina sem isquemia (controle - a); tratados com
salina e submetidos a isquemia (isquemia - b) e tratados com trés doses de FrPbAll (0,03 - c;

0,075 e 0,15 pg/uL - e). Foi utilizada ANOVA de uma via seguido do pds-teste de Tukey,
considerando-se p<0.05. *p<0,05 e ***p<0,001.

Na CNI observou-se que as retinas dos olhos submetidos a isquemia apresentaram
uma reducdo na densidade de neurbnios em média a 33% da densidade de neur6nios
encontradas em retinas dos olhos ndo submetidos a isquemia (p<0,001). Nesta camada, o pré-
tratamento com a FrPbAll exerceu um efeito neuroprotetor dependente de dose. As
estimativas das densidades de neurdnios na CNI com relagdo ao grupo controle ndo submetido
a isquemia foram de 28% de células neuroniais preservadas para a dose de 0,03ug/uL; 58%

para a dose 0,075 ug/uL e 82% para a dose de 0,15 pg/uL (p<0,05) (figura 2).
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Figura 14: Grafico representativo das densidades neuroniais médias (+ EPM) na camada
nuclear interna (CNI) de retinas submetidas a isquemia por 45 min sem reperfusdo. Dados
obtidos de olhos de animais tratados com salina sem isquemia (a - controle); tratados com
salina e submetidos a isquemia (b- isquemia) e tratados com trés doses de FrPbAll (0,03 - c;

0,075 e 0,15 pg/uL - e). Foi utilizada ANOVA de uma via seguido do pds-teste de Tukey,
considerando-se p<0.05. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001.

Na CCG observou-se que as retinas dos olhos submetidos a isquemia apresentaram
uma reducdo na densidade de neurbnios em a média, 38% da densidade de neurdnios
encontradas em retinas dos olhos ndo submetidos a isquemia (p<0,001). Nesta camada, o pré-
tratamento com a FrPbAIll exerceu um efeito neuroprotetor dependente de dose. As
estimativas das densidades de neurdnios na CNI com relagdo ao grupo controle ndo submetido
a isquemia foram de 41% de células neuroniais preservadas para a dose de 0,03ug/uL; 81%

para a dose 0,075 ug/uL e 99% para a dose de 0,15 ug/uL (p<0,05) (figura 3).



Tostes, J.R.

CCG
300+
T T
[aY]
E b,c**
@B
O 2004
C
e
>
()
c
[}
-O a e***
q) a’e*** 3
-t% 100
i)
(%)
C
O]
[a]
(V=
Controle Isquemia FrPbAll 0.03ug FrPbAll 0.075ug FrPbAll 0.15ug

Figura 15: Gréfico representativo das densidades neuroniais médias (xr EPM) na camada de
células ganglionares (CCG) de retinas submetidas a isquemia por 45 min sem reperfusao.
Dados obtidos de olhos de animais tratados com salina sem isquemia (a - controle); tratados
com salina e submetidos a isquemia (b- isquemia) e tratados com trés doses de FrPbAll (0,03 —

c; 0,075 e 0,15 ug/ulL - e). Foi utilizada ANOVA de uma via seguido do pds-teste de Tukey,
considerando-se p<0.05. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001.

Associagdo da FrPbAll com antagonistas de receptores de GABA e glicina

Os dados obtidos apds a analise dos olhos injetados com a FrPbAll (0,15 pug/uL) em
associacdao com antagonistas de receptores de GABA do tipo A, B e C, bem como o antagonista
de receptores de glicina revelou diferencas significativas entre os diferentes tratamentos nas
trés camadas retinianas analisadas; CNE [F(7,119)= 8,865; p<0,0001], na CNI [F(7,119)= 27,15;

p<0,0001] e na CCG [F(7,119)= 11,56; p<0,0001].



Tostes, J.R.

Neste sentido, foi observado que o efeito neuroprotetor da FrPbAll foi parcialmente
revertido pelo bloqueio dos receptores de GABA e glicina na camada CNE, sendo observada
uma reducdo na porcentagem de neurdnios sobreviventes apds a isquemia. FrPbAll com os
antagonistas. Nesta camada, as densidades das retinas ndo submetidas a isquemia foram
significativamente maiores que as densidades das retinas dos animais pré-tratados com
FrPbAIl em associacdo com os antagonistas (p<0,05). No entanto, ndo foram registradas
diferencas estatisticas entre as densidades neuroniais das retinas tratadas com FrPbAll com

relagdo as associagdes da da FrPbAll com todos os antagonistas (figura 4).
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Figura 16: Grafico representativo das densidades neuroniais médias (£ EPM) na camada
nuclear externa (CNE) de retinas submetidas a isquemia por 45 min sem reperfusdo. Dados
obtidos de olhos de animais tratados com salina sem isquemia (a - controle) ou submetidos a
isquemia apos o tratamento com salina (b- isquemia); FrPbAll (0,15 pg/uL - c); Bicuculina (0,25
pg/uL - d); Picrotoxina (12 pg/uL - e); Imidazol (14,81 pg/uL - f), Faclofen (2,3 ug/uL - g) ou
Estriquinina (12 pg/uL - h). Foi utilizada ANOVA de uma via seguido do pos-teste de Tukey,
considerando-se p<0.05. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001.
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Com relagdo a CNI, foi observado que o efeito neuroprotetor da FrPbAll foi revertido
pelo bloqueio dos receptores de GABA e glicina sendo observada uma redu¢ao acentuada na
porcentagem de neurdnios sobreviventes a isquemia para todas as associacdes, sendo
encontrada para a associacao FrPbAll+imidazol as menores densidades neuronais. Neste
sentido, foram registradas diferencas estatisticas entre as densidades neuroniais das retinas
tratadas com FrPbAIll em comparacdo as retinas tratadas com as associa¢cdes da FrPbAll com

todos os antagonistas (p<0,05) (figura 5).
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Figura 17: Grafico representativo das densidades neuroniais médias (+ EPM) na camada
nuclear interna (CNI) de retinas submetidas a isquemia por 45 min sem reperfusdo. Dados
obtidos de olhos de animais tratados com salina sem isquemia (a - controle) ou submetidos a
isquemia apos o tratamento com salina (b- isquemia); FrPbAIl (0,15 pg/uL - c); Bicuculina (0,25
ug/uL - d); Picrotoxina (12 pg/uL - e); Imidazol (14,81 pg/uL - f), Faclofen (2,3 pg/uL - g) ou
Estriquinina (12 ug/uL - h). Foi utilizada ANOVA de uma via seguido do pds-teste de Tukey,
considerando-se p<0.05. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001.
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Os dados obtidos através da andlise da densidade de neurdnios da CCG demonstraram
qgue o efeito neuroprotetor da FrPbAll foi revertido pelo bloqueio dos receptores de GABA do
tipo A de modo competitivo (bicuculina), mas ndo do modo ndo competitivo (picrotoxina),
bem como o bloqueio dos receptores de GABA tipo B e C e glicina. Neste caso, as menores
densidades de neurdnios foram observadas nas retinas dos animais injetados com o
antagonista de receptores de GABA tipo C, imidazol. Neste sentido, foram registradas
diferencgas estatisticas entre as densidades neuroniais das retinas tratadas com FrPbAll em
comparacdo as retinas tratadas com as associa¢des da FrPbAIl com os antagonistas bicuculina

(p<0,05), imidazol (p<0,001), faclofen (p<0,01) e estriquinina (p<0,05) (figura 6).
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Figura 18: Gréfico representativo das densidades neuroniais médias (x EPM) na camada de
células ganglionares (CCG) de retinas submetidas a isquemia por 45 min sem reperfusao.
Dados obtidos de olhos de animais tratados com salina sem isquemia (a - controle) ou

submetidos a isquemia apds o tratamento com salina (b- isquemia); FrPbAIl (0,15 ug/uL - c);
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Bicuculina (0,25 pg/uL - d); Picrotoxina (12 pg/ulL - e); Imidazol (14,81 ug/uL - f), Faclofen (2,3
pg/uL - g) ou Estriquinina (12 ug/ulL - h). Foi utilizada ANOVA de uma via seguido do pds-teste
de Tukey, considerando-se p<0.05. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001.

Comparacgdo do efeito neuroprotetor da FrPbAIl com o de inibidores do transporte de GABA e

glicina

Os dados obtidos apds a analise dos olhos injetados com a FrPbAIll (0,15 pg/uL) em
associacdo com os inibidores do transporte de GABA e glicina revelou diferengas significativas
entre os diferentes tratamentos nas camadas retinianas; CNE [F(5,89)= 8,865; p<0,0001], CNI

[F(5,89)= 27,15; p<0,0001] e CCG [F(5,89)= 15,82; p<0.0001].

Nestes experimentos foram encontradas diferencas significativas entre as densidades
de neurbnios das trés camadas CNE, CNI e CCG dos animais submetidos aos diferentes pré-
tratamentos apenas com relagdo ao grupo de retinas submetidas a isquemia pré-tratadas com
salina (p<0,05). Desta forma, ndo foram verificadas diferengas estatisticas entres estes os
tratamentos, nem com relagao as densidades das retinas ndo-submetidas a isquemia (figuras

7,8¢e9).
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Figura 19: Gréfico representativo das densidades neuroniais médias (£ EPM) na camada
nuclear externa (CNE) de retinas submetidas a isquemia por 45 min sem reperfusdo. Dados
obtidos de olhos de animais tratados com salina sem isquemia (a - controle) ou submetidos a
isquemia apds o tratamento com salina (b- isquemia); FrPbAIl (0,15 ug/uL - c); Acido
nipecdtico (12 pug/uL - d); SNAP 5114 (5 ug/uL -e) e ALX 540 (0,3 pg/uL -f). Foi utilizada ANOVA

de uma via seguido do pds-teste de Tukey, considerando-se p<0.05. *p<0,05; **p<0,01 e

*%%0<0,001.
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Figura 20: Grafico representativo das densidades neuroniais médias (+ EPM) na camada
nuclear interna (CNI) de retinas submetidas a isquemia por 45 min sem reperfusdo. Dados
obtidos de olhos de animais tratados com salina sem isquemia (a - controle) ou submetidos a
isquemia apds o tratamento com salina (b- isquemia); FrPbAll (0,15 pg/uL - c); Acido
nipecdtico (12 pug/uL - d); SNAP 5114 (5 ug/uL -e) e ALX 540 (0,3 pg/uL -f). Foi utilizada ANOVA
de uma via seguido do pds-teste de Tukey, considerando-se p<0.05. *p<0,05; **p<0,01 e

*¥%p<0,001.
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Figura 21: Gréfico representativo das densidades neuroniais médias (x EPM) na camada de
células ganglionares (CCG) de retinas submetidas a isquemia por 45 min sem reperfusao.
Dados obtidos de olhos de animais tratados com salina sem isquemia (a - controle) ou
submetidos a isquemia apds o tratamento com salina (b- isquemia); FrPbAIl (0,15 pg/uL - c);
Acido nipecético (12 pg/uL - d); SNAP 5114 (5 ug/ul -e) e ALX 540 (0,3 pg/ulL -f). Foi utilizada
ANOVA de uma via seguido do pds-teste de Tukey, considerando-se p<0.05. *p<0,05; **p<0,01
e ***p<0,001.

AssociagGo da FrPbAll com inibidores de transporte



Tostes, J.R.

Os dados obtidos apds a andlise das retinas injetadas com a FrPbAll (0,15 pg/uL) em
associacao com os inibidores do transporte de GABA e glicina revelou diferencas significativas
entre os tratamentos nas camadas retinianas; CNE [F(4,74)= 9,691; p= 0,0004] e na CNI

[F(4,74)=7,829; p=0,0013], mas ndo na camada CCG [F(4,74)= 0,5153; p=0,7257].

Os dados obtidos através da analise da camada CNE apontaram diferengas estatisticas
apenas entres as densidades das retinas tratadas com a associagao entre FrPbAll e o inibidor
do transporte de glicina SNAP-5114, com relacdo as densidades de retinas tratadas com

FrPbAll sozinha e associada ao acido nipecético (p<0,05) (figura 11).
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Figura 22: Grafico representativo das densidades neuroniais médias (+ EPM) na camada
nuclear externa (CNE) de retinas submetidas a isquemia por 45 min sem reperfusdo. Dados
obtidos de olhos de animais submetidos a isquemia apds o tratamento com FrPbAll (0,15
ug/uL - a); FrPbAIl (0,03 ug/uL+Acido nipecético (3 pg/ul - b); FrPbAIl (0,15 pg/uL+Acido
nipecético (12 ug/uL - c); FrPbAII(0,15 ug/uL+SNAP 5114 (5 pg/uL -d) e FrPbAll
(0,15ug/uL)+ALX 540 (0,3 pg/uL -e). Foi utilizada ANOVA de uma via seguido do pds-teste de

Tukey, considerando-se p<0,05(*).
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Na camada CNI, a andlise das densidades de neurbnios sobreviventes apontou
diferencgas estatisticas entre as densidades das retinas tratadas apenas com a FrPbAll (0,15
pg/uL) e aquelas tratadas com a associagdo entre FrPbAll e todos os demais inibidores do
transporte de GABA e glicina (p<0,05). Nestes experimentos, as menores densidades de
neurdnios sobreviventes foram encontradas nas retinas dos animais tratados com a associagao

FrPbAII+SNAP-5114 (figura 12).
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Figura 23: Grafico representativo das densidades neuroniais médias (+ EPM) na camada
nuclear interna (CNI) de retinas submetidas a isquemia por 45 min sem reperfusdo. Dados
obtidos de olhos de animais submetidos a isquemia apds o tratamento com FrPbAll (0.15
ug/uL - a); FrPbAIl (0,03 ug/uL+Acido nipecético (3 pg/uL - b); FrPbAIl (0,15 pg/uL+Acido
nipecdtico (12 pg/uL - c); FrPbAII(0,15 pg/uL+SNAP 5114 (5 ug/uL -d) e FrPbAll
(0,15ug/uL)+ALX 540 (0,3 ug/uL -e). Foi utilizada ANOVA de uma via seguido do pos-teste de

Tukey, considerando-se p<0,05(*).
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Por fim, na camada CCG n3ao foram observadas diferengas significativas entre os

tratamentos (figura 13).
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Figura 24: Grafico representativo das densidades neuroniais médias (+ EPM) na camada de
células ganglionares (CCG) de retinas submetidas a isquemia por 45 min sem reperfusao.
Dados obtidos de olhos de animais submetidos a isquemia apds o tratamento com FrPbAll
(0.15 pg/uL - a); FrPbAII (0,03 ug/ulL+Acido nipecético (3 ug/ul - b); FrPbAll (0,15 ug/ulL+Acido
nipecdtico (12 pg/uL - c); FrPbAII(0,15 pg/uL+SNAP 5114 (5 ug/uL -d) e FrPbAll
(0,15ug/uL)+ALX 540 (0,3 ug/uL -e). Foi utilizada ANOVA de uma via seguido do pos-teste de

Tukey, considerando-se p<0,05(*).
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4.2.2- Retinas submetidas a isquemia com repefusao

Curva dose-resposta

A andlise quantitativa das retinas revelou diferencas significativas entre as densidades
médias das retinas submetidas a isquemia por 45 min seguida de reperfusdo por 15 min com
relacdo aos grupos controle e aos grupos tratados com diferentes doses da FrPbAIl na CNE
[F(4,74)= 26,51; p< 0,0001], na CNI [F(4,74)= 23,04; p<0,0001] e na CCG [F(4,74)= 43,20;

p<0,0001].

Na CNE observou-se que as retinas dos olhos submetidos a isquemia seguida de
reperfusdo apresentaram densidades de neurdnios equivalentes em média a 36,8% da
densidade de neurdnios encontrada em retinas dos olhos ndo submetidos a isquemia
(p<0,001). Nesta camada, o pré-tratamento com a FrPbAll exerceu um efeito neuroprotetor
dependente de dose. A quantificacdo da densidade de neurénios na CNE com relagdo ao grupo
controle n3o submetido a isquemia/reperfusdo mostrou que 43% de células neuroniais foram
preservadas para a dose de 0,03ug/lL; 57% para a dose 0,075 pg/uUL e 81% para a dose de

0,15 ug/uL (p<0,05) (figura 13).
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Figura 25: Grafico representativo das densidades neuroniais médias (+ EPM) na camada
nuclear externa (CNE) de retinas submetidas a isquemia por 45 min com reperfusdo. Dados
obtidos de olhos de animais tratados com salina sem isquemia (controle - a); tratados com
salina e submetidos a isquemia (isquemia - b) e tratados com trés doses de FrPbAll (0,03 - c;
0,075 e 0,15 ug/uL - e). Foi utilizada ANOVA de uma via seguido do pds-teste de Tukey,
considerando-se p<0.05. *p<0,05 e ***p<0,001.

Na CNI observou-se que as retinas dos olhos submetidos a isquemia/reperfusdo
apresentaram uma redug¢do na densidade de neurdnios a em média, 29% da densidade de
neurdnios encontradas em retinas dos olhos ndo submetidos a isquemia (p<0,001). Nesta
camada, o pré-tratamento com a FrPbAll exerceu um efeito neuroprotetor dependente de
dose. As estimativas das densidades de neur6nios na CNI com relagdo ao grupo controle ndo
submetido a isquemia/reperfusdo foram de 41% de células neuroniais preservadas para a dose
de 0,03ug/uL; 56% para a dose 0,075 pg/uL e 87% para a dose de 0,15 pg/ulL (p<0,05) (figura

14).
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Figura 26: Gréfico representativo das densidades neuroniais médias (£ EPM) na camada
nuclear interna (CNI) de retinas submetidas a isquemia por 45 min com reperfusdo. Dados
obtidos de olhos de animais tratados com salina sem isquemia (a - controle); tratados com
salina e submetidos a isquemia (b- isquemia) e tratados com trés doses de FrPbAll (0,03 - c;

0,075 e 0,15 pg/uL - e). Foi utilizada ANOVA de uma via seguido do pds-teste de Tukey,
considerando-se p<0.05. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001.

Na CCG observou-se que as retinas dos olhos submetidos a isquemia/reperfusdo
apresentaram uma reducdo na densidade de neurbénios a em média, 38% da densidade de
neurdnios encontradas em retinas dos olhos ndo submetidos a isquemia/reperfusdo (p<0,001).
Nesta camada, o pré-tratamento com a FrPbAll exerceu um efeito neuroprotetor dependente
de dose. As estimativas das densidades de neurdnios na CNI com relacdo ao grupo controle
ndo submetido a isquemia/reperfusdo foram de 41% de células neuroniais preservadas para a

dose de 0,03ug/uL; 81% para a dose 0,075 pg/uL e 99% para a dose de 0,15 pg/uL (p<0,05)

(figura 15).
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Figura 27: Gréfico representativo das densidades neuroniais médias (x EPM) na camada de
células ganglionares (CCG) de retinas submetidas a isquemia por 45 min com reperfusao.
Dados obtidos de olhos de animais tratados com salina sem isquemia (a - controle); tratados
com salina e submetidos a isquemia (b- isquemia) e tratados com trés doses de FrPbAll (0,03 —

c; 0,075 e 0,15 ug/ulL - e). Foi utilizada ANOVA de uma via seguido do pds-teste de Tukey,
considerando-se p<0.05. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001.

Associagdo da FrPbAll com antagonistas de receptores de GABA e glicina

Os dados obtidos apds a analise dos olhos injetados com a FrPbAll (0,15 pg/uL) em
associacdao com antagonistas de receptores de GABA do tipo A, B e C, bem como o antagonista
de receptores de glicina revelou diferencas significativas entre os diferentes tratamentos nas
trés camadas retinianas analisadas; CNE [F(7,119)= 65,57; p<0,0001], na CNI [F(7,119)= 35,51;

p<0,0001] e na CCG [F(7,119)= 38,29; p<0,0001].

Neste sentido, foi observado que o efeito neuroprotetor da FrPbAIl na CNE foi
totalmente revertido pelo bloqueio antagonistas dos receptores para GABA do tipo A,

bicuculina e picrotoxina, bem como o antagonista de receptores para GABA do tipo C, imidazol
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(p<0,0001). Além disso, a injecao de faclofen (antagonista GABAg) e estriquinina (antagonista
de glicina) em associacdo com a FrPbAll reduziu a densidade de neurdnios sobreviventes a
isquemia/reperfusdo (p<0,05). Por fim, foram registradas diferencas estatisticas entre as
densidades neuroniais das retinas tratadas com associacdo FrPbAll+bicuculina quando
comparadas as densidades resultantes das associagdes FrPbAll+estriquinina e FrPbAll+faclofen

(figura 16).
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Figura 28: Grafico representativo das densidades neuroniais médias (+ EPM) na camada
nuclear externa (CNE) de retinas submetidas a isquemia por 45 min com reperfusdo. Dados
obtidos de olhos de animais tratados com salina sem isquemia (a - controle) ou submetidos a
isquemia apos o tratamento com salina (b- isquemia); FrPbAll (0,15 pg/uL - c); Bicuculina (0,25
pg/uL - d); Picrotoxina (12 pg/uL - e); Imidazol (14,81 pg/uL - f), Faclofen (2,3 ug/uL - g) ou
Estriquinina (12 ug/uL - h). Foi utilizada ANOVA de uma via seguido do pds-teste de Tukey,
considerando-se p<0.05. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001.
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Com relacdo a CNI, foram observados resultados semelhantes aos obtidos na CNE. As
retinas tratadas com as associacdes da FrPbAIl com bicuculina, picrotoxina, imidazol
apresentaram as menores densidades de neurdnios, quando comparadas as retinas tratadas
apenas com FrPbAll ou retinas ndo-isquémicas (p<0,0001). Além disso, foram registradas
diferencas estatisticas entre as densidades neuroniais das retinas tratadas com a associacdo
FrPbAll+faclofen em comparagdo as retinas tratadas com as associagdes FrPbAll+bicuculina;

FrPbAll+picrotoxina; FrPbAll+imidazol e FrPbAll+estriquinina (p<0,05) (figura 17).
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Figura 29: Gréfico representativo das densidades neuroniais médias (£ EPM) na camada
nuclear interna (CNI) de retinas submetidas a isquemia por 45 min com reperfusdo. Dados
obtidos de olhos de animais tratados com salina sem isquemia (a - controle) ou submetidos a
isqguemia apos o tratamento com salina (b- isquemia); FrPbAIl (0,15 ug/uL - c); Bicuculina (0,25
ug/uL - d); Picrotoxina (12 pg/uL - e); Imidazol (14,81 pg/uL - f), Faclofen (2,3 pg/uL - g) ou
Estriquinina (12 ug/uL - h). Foi utilizada ANOVA de uma via seguido do pds-teste de Tukey,
considerando-se p<0.05. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001.
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Os dados obtidos através da andlise da densidade de neur6nios da CCG demonstraram
que a associacdao da FrPbAll com antagonistas de receptores GABA, e glicina em retinas
submetidas a isquemia/reperfusdo apresentaram densidades de neurbnios sobreviventes
significativamente menores que retinas tratadas com FrPbAll ou retinas controle (p<0,001). A
associacdo FrPbAll+faclofen também reduziu o nimero de neurGnios, mas neste caso, as
densidades foram maiores do que nas associacOes supracitadas (p<0,05). Além disso, foi
verificada diferenca estatistica entre as densidades de neurdnios de retinas tratadas com a
associacdo FrPbAll+faclofen quando comparada as densidades de neurbnios das retinas

tratadas com a associagao FrPbAll+imidazol (figura 18).
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Figura 30: Gréfico representativo das densidades neuroniais médias (x EPM) na camada de
células ganglionares (CCG) de retinas submetidas a isquemia por 45 min com reperfusao.
Dados obtidos de olhos de animais tratados com salina sem isquemia (a - controle) ou
submetidos a isquemia apds o tratamento com salina (b- isquemia); FrPbAIl (0,15 ug/uL - c);
Bicuculina (0,25 pg/uL - d); Picrotoxina (12 pg/ul - e); Imidazol (14,81 ug/uL - f), Faclofen (2,3
ug/uL - g) ou Estriquinina (12 pg/ulL - h). Foi utilizada ANOVA de uma via seguido do pos-teste
de Tukey, considerando-se p<0.05. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001.
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Comparacdo do efeito neuroprotetor da FrPbAIl com o de inibidores do transporte de GABA e

glicina

Os dados obtidos ap6s a analise das retinas injetadas com a FrPbAlIl (0,15 pg/uL) em
associacao com os inibidores do transporte de GABA e glicina revelou diferencas significativas
entre os diferentes tratamentos nas camadas retinianas; CNE [F(5,89)= 87,96; p<0,0001], CNI

[F(5,89)= 34,29; p<0,0001] e CCG [F(5,89)= 46,19; p<0.0001].

Nestes experimentos, a CNE das retinas pré-tratadas com a FrPbAll apresentaram
maiores densidades de neurdnios quando comparadas aos demais inibidores de transporte,
exceto o acido nipecético (p<0,01). Ainda, as retinas pré-tratadas com acido nipecdtico, SNAP-
5114 e ALX-540 apresentaram densidades neuroniais diferentes daquelas das retinas nao-

isquémicas (p<0,001) e retinas isquémicas sem pré-tratamento (p<0,01) (figura 19).
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Figura 31: Grafico representativo das densidades neuroniais médias (+ EPM) na camada

nuclear externa (CNE) de retinas submetidas a isquemia por 45 min com reperfusdo. Dados
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obtidos de olhos de animais tratados com salina sem isquemia (a - controle) ou submetidos a
isquemia apds o tratamento com salina (b- isquemia); FrPbAll (0,15 pg/uL - c); Acido
nipecotico (12 pug/uL - d); SNAP 5114 (5 pg/uL -e) e ALX 540 (0,3 ug/uL -f). Foi utilizada ANOVA
de uma via seguido do pds-teste de Tukey, considerando-se p<0.05. *p<0,05; **p<0,01 e

*%%p<0,001.

A andlise das densidades da camada CNI mostrou que nesta camada as retinas pré-
tratadas com os inibidores; acido nipecético, SNAP-5114 e ALX-540 diferiram das densidades
de retinas ndo-isquémicas (p<0,001). Na CNI, as retinas tratadas com FrPbAll também
apresentaram maiores densidades de neurénios quando comparadas aos demais inibidores de
transporte (p<0,05). Além disso, foi verificado que apenas as densidades neuronais das retinas
pré-tratadas com acido nipecdtico foram significantemente diferentes das retinas isquémicas

sem pré-tratamento (p<0,01) (figura 20).
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Figura 32: Grafico representativo das densidades neuroniais médias (+ EPM) na camada
nuclear interna (CNI) de retinas submetidas a isquemia por 45 min com reperfusdo. Dados
obtidos de olhos de animais tratados com salina sem isquemia (a - controle) ou submetidos a
isquemia apds o tratamento com salina (b- isquemia); FrPbAll (0,15 pg/uL - c); Acido

nipecotico (12 pug/uL - d); SNAP 5114 (5 pg/uL -e) e ALX 540 (0,3 ug/uL -f). Foi utilizada ANOVA
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de uma via seguido do pds-teste de Tukey, considerando-se p<0.05. *p<0,05; **p<0,01 e

*%%p<0,001.

As densidades das camadas CCG das retinas submetidas a isquemia seguida de
reperfusdo e pré-tratadas com FrPbAll ou acido nipecdtico apresentaram densidades de
neurdnios semelhantes as retinas ndo-isquémicas. Quando foram comparadas as densidades
das retinas sem pré-tratamento, verificou-se diferenga estatistica entre estas e as densidades
de neurdnios das retinas tratadas com todos os inibidores de transporte (p<0,01). Além disso,
as densidades neuroniais das retinas tratadas com FrPbAll foram maiores do que aquelas das
retinas tratadas com SNAP-5114 e ALX-540 (p<0,05). Finalmente, apesar das retinas pré-
tratadas com estes Ultimos inibidores apresentarem densidades maiores que as retinas que
sofreram isquemia/reperfusdo sem pré-tratamento, as densidades de neurénios sobreviventes

foi inferior as encontradas em retinas nao-isquémicas (p<0,01) (figura 20).
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Figura 33: Grafico representativo das densidades neuroniais médias (+ EPM) na camada de células
ganglionares (CCG) de retinas submetidas a isquemia por 45 min com reperfusdo. Dados obtidos de
olhos de animais tratados com salina sem isquemia (a - controle) ou submetidos a isquemia apds o

tratamento com salina (b- isquemia); FrPbAll (0,15 pg/uL - c); Acido nipecético (12 ug/uL - d); SNAP
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5114 (5 pg/uL -e) e ALX 540 (0,3 ug/uL -f). Foi utilizada ANOVA de uma via seguido do pos-teste de
Tukey, considerando-se p<0.05. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001.

Associagdo da FrPbAIl com inibidores de transporte

Os dados obtidos apds a andlise dos olhos injetados com a FrPbAll (0,15 pg/uL) em
associacdao com os inibidores do transporte de GABA e glicina revelou diferengas significativas
entre os tratamentos nas camadas retinianas; CNE [F(4,74)= 9,059; p= 0,0004], na CNI

[F(4,74)=7,783; p=0,0005] e na camada CCG [F(4,74)=5,117; p= 0,0042].

Os dados obtidos através da analise da camada CNE apontaram diferengas estatisticas
entres as densidades das retinas tratadas com a associagdo entre FrPbAll e o inibidor do
transporte de glicina SNAP-5114, com relagdo as densidades de retinas tratadas com FrPbAll

bem como a associagdo FrPbAIl (0,15ug/uL)+ acido nipecdtico (12 pg/uL) (p<0,01) (figura 22).
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Figura 34: Grafico representativo das densidades neuroniais médias (+ EPM) na camada
nuclear externa (CNE) de retinas submetidas a isquemia por 45 min com reperfusdo. Dados
obtidos de olhos de animais submetidos a isquemia apds o tratamento com FrPbAll (0,15
ug/uL - a); FrPbAIl (0,03 ug/uL+Acido nipecético (3 pg/uL - b); FrPbAIl (0,15 pg/uL+Acido
nipecético (12 ug/uL - c); FrPbAII(0,15 ug/uL+SNAP 5114 (5 pg/uL -d) e FrPbAll
(0,15ug/uL)+ALX 540 (0,3 pg/uL -e). Foi utilizada ANOVA de uma via seguido do pds-teste de

Tukey, considerando-se p<0,05(*).

Na camada CNI, a andlise das densidades de neurbnios sobreviventes apontou
diferencas estatisticas entre as densidades das retinas tratadas apenas com a FrPbAll (0,15
ug/uL) e aquelas tratadas com a associagdo entre FrPbAIl com os demais inibidores do

transporte de GABA e glicina, exceto o 4cido nipecético na dose de 12 ug/uL (p<0,05) (figura

23).
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Figura 35: Gréfico representativo das densidades neuroniais médias (£ EPM) na camada
nuclear interna (CNI) de retinas submetidas a isquemia por 45 min com reperfusdo. Dados
obtidos de olhos de animais submetidos a isquemia apds o tratamento com FrPbAll (0.15
ug/uL - a); FrPbAIl (0,03 ug/uL+Acido nipecético (3 pg/uL - b); FrPbAIl (0,15 pg/uL+Acido
nipecético (12 ug/uL - c); FrPbAII(0,15 ug/uL+SNAP 5114 (5 pg/uL -d) e FrPbAll
(0,15ug/uL)+ALX 540 (0,3 pg/uL -e). Foi utilizada ANOVA de uma via seguido do pds-teste de

Tukey, considerando-se p<0,05(*).

Por fim, na camada CCG foram observadas diferencas significativas entre as
densidades das retinas que sofreram isquemia/reperfusdo pré-tratadas com FrPbAll e a

associagdo entre FrPbAll e acido nipecdtico na menor dose (3 pug/uL) (figura 24).
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Figura 36: Grafico representativo das densidades neuroniais médias (x EPM) na camada de
células ganglionares (CCG) de retinas submetidas a isquemia por 45 min com reperfusao.
Dados obtidos de olhos de animais submetidos a isquemia apds o tratamento com FrPbAll
(0.15 ug/uL); FrPbAIll (0,03 pg/uL+Acido nipecético (3 pg/uL); FrPbAIl (0,15 ug/ulL+Acido
nipecdtico (12 ug/uL); FrPbAII(0,15 pg/WL+SNAP 5114 (5 ug/uL) e FrPbAll (0,15ug/uL)+ALX 540

(0,3 ug/uL ). Foi utilizada ANOVA de uma via seguido do pds-teste de Tukey, considerando-se
p<0,05.
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5- DISCUSSAO

O termo glaucoma nao abrange um unico mecanismo patolégico, mas sim um
grupo heterogéneo de doengas, as quais tém como caracteristica comum uma
neuropatia éptica associada a alteragdes do campo visual, associada a um aumento da
PIO (Hayreh et.al, 2000; Guizzo et.al, 2005). Estimativas mostram que existe mais de 3
milhdes de cegos por glaucoma em todo mundo, e mais de 100 milhdes de individuos
tém PIO elevada. Os gastos com a assisténcia aos pacientes cegos por glaucoma chega,
em alguns paises, a 1 bilhdo de ddlares anuais, sendo o custo de cada individuo
aproximadamente USS 12 mil (Dantas, 1989, Yoles et.al, 1998). No Brasil, estudos
revelam que o glaucoma estd entre as principais causas de deficiéncia visual
(Giampani, 2000).

Neste estudo foi utilizado um modelo experimental de aumento da pressao
intra-ocular que mimetiza o glaucoma agudo de angulo fechado, o qual envolve o
processo isquémico retiniano que ocorre durante a progressdo da doenca (Osborne et
al., 2004). Além de fornecer dados importantes sobre a isquemia retiniana, este
modelo pode ser utilizado para identificar compostos que interferem em diferentes
etapas das cascatas desencadeadas pela isquemia. Isto se deve ao fato de que os
processos de neurodegeneracdo decorrentes de eventos isquémicos no encéfalo e na
retina sdo muito semelhantes (Louzada et al., 1991).

A andlise histopatoldgica das retinas submetidas tanto a isquemia quanto a
isquemia seguida de reperfusdao mostram caracteristicas de morte celular por necrose,
entre as quais vacuolizagdo celular, nucleos picnéticos, edema e desorganizacdo das

camadas retinianas. Estas caracteristicas foram relatadas por Louzada et al. (1991), os
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quais atribuiram-nas ao aumento nos niveis de L-Glu que ocorre durante a isquemia.
Este aumento pode levar a ativagao de receptores NMDA em neurdnios de terceira
ordem (células amdcrinas e ganglionares), que sdo excitdveis pelo L-Glu liberado de
células bipolares, iniciando uma cascata de excitotoxicidade que culmina com a perda
neuronial (Green et al., 2000).

Este efeito lesivo do glutamato pode ser revertido pela potenciacdo da acdo do
GABA produzindo significantes efeitos neuroprotetores; hiperpolarizando neuronios
reduzindo a liberacdo de NTs ou disparos de potenciais de acdo. Estes efeitos podem
ser produzidos utilizando-se agonistas de receptores de GABA, bem como drogas que
inibem a recaptacdo do GABA, mantendo-o na fenda sinaptica (Green et al, 2000,
Soudijn et al, 2000, Schousboe et al, 2004).

A localizagao dos receptores GABAx e GABA: nos neurbnios da CNE foi
confirmada em varias espécies por radioautografia e imuno-histoquimica. Os
receptores GABAc nesta camada sdo encontrados nos terminais dos axénios dos cones,
e ha evidencias de que estes estdao associados a proteinas microtubulares. Os
receptores GABA, sdao encontrados nos cones e também nos bastonetes. Dessa
maneira, o GABA exerce nesta camada um potencial inibitério devido as correntes de
CI" que sdo liberadas, assim este efeito inibitério pode ser bloqueado por antagonistas
destes receptores como a bicuculina e o imidazol (Osborne et al., 1999, Soudijn et al,
2000, Yang, 2004).

As células bipolares recebem correntes GABAérgicas das células horizontais e
medeiam estas correntes inibitdrias para os neuronios gabaérgicos da CPE. O receptor

GABA, é encontrado nos axonios destas células, enquanto o receptor GABA: é
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encontrado nos dendritos destas células. Os efeitos do GABA nesta camada podem ser
bloqueados pela bicuculina demonstrando assim o envolvimento dos receptores
GABAA. As células horizontais as quais também estdao presentes nesta camada
apresentam mecanismos dependentes de canais de Na* e Ca** devido o envolvimento
dos seus receptores GABA, e GABA: com estes canais. A presenca do Ca™" nesta
camada causa uma hiperpolarizacdo levando as células a um nivel de voltagem de
resposta maxima a luz. Por outro lado, as células amacrinas também presentes na CNI,
expressam exclusivamente receptores GABA,, os quais também sdo antagonizados
pela bicuculina (Osborne et al, 2004, Yang, 2004). Na CCG também sdo expressos
receptores GABA, e GABA( presentes em terminais de neurOnios gabaérgicos os quais
fazem sinapse com células da CPE e CPI (Osbrne et al, 2004, Yang, 2004).

Na década de 80 a primeira caracterizagao da recaptacdo do GABA no tecido
cerebral sugeria a existéncia de duas vias distintas para o transporte. Porém na década
de 90 a purificagdo, a analise da sequéncia e a clonagem do transportador de GABA do
subtipo 1 (GAT-1), nos mostrou que esse transportador pode ser o primeiro membro
de uma familia de transportadores os quais estdo acoplados ao Na*/Cl(Dalby, 2000,
Gadea e Lopes, 2001).

Os transportadores de GABA compde um grupo de 4 transportadores
diferentes. Inicialmente foi descoberto que o acido nipecdtico e a guvacina sdo
inibidores do transporte de GABA contra efeitos mediados pelo pentilenotetrazol. Mais
tarde, os inibidores tiagabina, NNC 05-0711, Cl-966 e SKF 100330, foram descobertos e
também se mostraram seletivos para os transportadores GAT-1. No entanto, uma

variedade de drogas sem afinidade aparente com os transportadores de GABA parece
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afetar o transporte de GABA através de mecanismos presentes na maquinaria do
transporte de proteinas pela membrana plasmatica. Além disso, liberagao do GABA
independente do Ca* pode ser bloqueada pela recaptagdo dos inibidores do GABA em
células da retina, neurdnios cerebrais e em células da glia do cerebelo. Assim é possivel
que exista um transporte reverso de GABA (causado pelo Na* sistdlico), sugerindo
entdo que este mecanismo seja uma fonte de GABA extracelular (Gadea e Lopes,
2001,.Dalby, 2003).

Neste contexto, o laboratoério de Neurobiologia e Peconhas identificou e isolou
o composto presente no FrPbAll veneno da aranha Parawixia bistriata o qual inibe a
recaptacdo de GABA e glicina em sinaptossomas cérebro corticais de ratos. Resultados
prévios demonstraram que a administracdo da FrPbAll no SNC (por via i.c.v.) inibe
crises convulsivas desencadeada por varios convulsivantes quimicos: bicuculina,
picrotoxina, PTZ, acido cainico e pilocarpina (Cairrao et al., 2002; Gelfuso et al., 2007).
Além disso, a administragao intra-nigral da FrPbAll inibe crises induzidas pela
estimulagdao da Area Tempestas do cértex piriforme enquanto a administragao intra-
hipocampal exerce efeito ansiolitico (Liberato et al., 2006).

A agao neuroprotetora da FrPbAll ja foi investigada em modelos de epilepsia
secundariamente adquirida (dados ndo publicados) e no préprio modelo da isquemia
retiniana (Beleboni et al., 2006). Neste ultimo trabalho a FrPbAIl administrada por via
endovenosa protegeu duas das trés camadas retinianas estudadas. No presente
trabalho, a injecdo intra-vitreo da FrPbAll protegeu as trés camadas retinianas de

modo dependente de dose.



Tostes, J.R.

De acordo com Beleboni e colaboradores (2006) o mecanismo primario de a¢do
da FrPbAIl parece ser o bloqueio do transporte de GABA e glicina, os quais ocorrem na
mesma ordem de poténcia. Deste modo, neste trabalho foi investigado se em um
modelo in vivo a agao da FrPbAIl poderia ser mais atribuida ao bloqueio do transporte
de GABA ou ao bloqueio do transporte de glicina. No caso do transporte de GABA, os
experimentos realizados com ratos in vivo sugerem haver uma preferéncia pelo
transportador de GABA do tipo GAT1, ndo obstante em alguns aspectos a FrPbAll atuar
como um inibidor inespecifico dos transportadores de GABA (Liberato et al., 2006).

Os ensaios com antagonistas de receptores para GABA do tipo A, B e C
mostraram reducdo e até mesmo reversdo do efeito neuroprotetor da FrPbAll injetada
em associacdo com estes antagonistas nas trés camadas da retina analisadas, tanto
apos isquemia quanto apds isquemia com reperfusdo. Nos dois experimentos, as
menores densidades de neurdnios foram encontradas em retinas pré-tratadas com
FrPbAll associada ao antagonista de GABA( imidazol. No entanto, ndo foram relatadas
diferengas entre as densidades de retinas tratadas com FrPbAll associada aos outros
antagonistas gabaérgicos e ao antagonista glicinérgico utilizado, corroborando os
dados obtidos nos experimentos de neuroquimica. As baixas densidades neuroniais
encontradas em secgdes histoldgicas de retinas pré-tratadas com a associagao
FrPbAll+imidazol pode ser atribuida a regulacdo da atividade dos receptores de GABA(
pelo transportador de GABA, GAT1 (Hull et al., 2006). Em um estudo realizado
utilizando retinas de salamandra, foi demonstrado que a inibicdo dos transportadores
GAT1 inibe a ativacdo de receptores GABA( (Ichinose and Lukasiewicz, 2002). Em um

estudo mais recente, foi demonstrado que a inibicdo de GAT1 pelo inibidor especifico
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NO-711 inibiu a ativacdo de GABA¢, mas ndo alterou a atividade de GABA, (Hull et al.,
2006). Estes dados corroboram com a hipétese de que a acdo da FrPbAll sobre o
transporte de GABA ndo é seletiva para GAT1l, mas pode ser que ocorra uma
preferéncia por este tipo de transportador, justificando, inclusive a diferenga de agao
entre este composto e o acido nipecético também verificada em alguns experimentos
deste trabalho e dos trabalhos prévio com modelos de inducdo de crise.

A comparacdo do efeito da FrPbAIl com os demais inibidores de transporte
mostrou que as densidades de neurbnios em retinas tratadas com a FrPbAll foi
semelhantes aquelas encontradas para os demais tratamentos em todas as camadas
apos a isquemia. No entanto, nos experimentos onde houve reperfusdo das retinas, as
densidades de neuroOnios das retinas pré-tratadas com FrPbAll foi significativamente
maior que aquelas atribuidas aos demais inibidores na camada CNI, enquanto nas
camadas CNE e CCG, foi verificada diferenga entre a FrPbAll e os pré-tratamentos com
o inibidor inespecifico do transporte de GABA SNAP-5114, bem como o inibidor de
GLYT 1 ALX-5407.

De acordo com Clausen et al. (2006), a associacdo do inibidor seletivo de GAT1
de alta poténcia, tiagabina, com inibidor inespecifico de ambos GAT1 e GAT2, EF1502,
resultou em efeito anticonvulsivante sinérgico. Segundo estes autores, este sinergismo
foi associado ao bloqueio de GAT2, ao invés de dupla acdo sobre os transportadores do
tipo GAT1. Segundo White e colaboradores (2002), drogas que inibem transportadores
de GABA astrociticos (GAT2, 3) sdo mais potentes que inibidores de transportadores
neurdnios GABAérgicos (GAT1), (Gadea & Lopez-Colomé, 2001). Uma vez que o acido

nipecotico atua especificamente sobre o subtipo GAT1 é plausivel inferir que esta
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droga seja menos potente do que um inibidor ndo seletivo neste modelo (Schousboe
et al., 2004). De acordo com Honda e colaboradores (1995) os transportadores GAT-1
sdo expressos na retina nas células amacrinas e nos processos celulares da CPI. Ja os
transportadores GAT-3 sdao expressos apenas nas células de Muller. O bloqueio destes
ultimos foi previamente associado a um efeito neuroprotetor durante eventos
patoldgicos (Gadea e Lopes, 2001).

A diferenca de atividade entre a FrPbAll e o acido nipecético ja foi demonstrada
previamente. Liberato e colaboradores (2006) mostraram que a injecdo intra-nigral da
FrPbAll previne crises desencadeadas pela estimulacdo da Area tempestas, enquanto
acido nipecodtico é ineficiente neste modelo. Interessantemente, o GAT 1 é pouco
expresso no mesencéfalo de ratos adultos, onde se localiza a substdncia negra. Isto nos
levaria a pensar que a FrPbAll estaria atuando em outros subtipos de transportadores
de GABA. Desta forma, a associagdao do composto FrPbAll e acido nipecético deveria
produzir uma acdo sinérgica neuroprotetora sobre os neurbnios das retinas
isquémicas, como descrito para associagao de inibidores de GAT 1 e 2.

Outro importante ponto é a acdo da FrPbAll sobre os transportadores de
glicina, a qual ndo pode ser descartada. Neste sentido, a glicina € um importante
neurotransmissor inibitério do SNC, e exerce sua agdo como um ligante nos canais de
CI" os quais sdo ativados pela glicina e competitivamente antagonizados pela
estriquinina. Além disso, a glicina também participa da neurotransmissdo excitatoria
atuando como um co-agonista do L-Glu nos receptores NMDA, os quais sdo insensiveis
a estriquinina (Betz et al 1993; Gadea e Lopes-Colomé, 2001b). Segundo Pow e

Hendrickson (2000) o transportador de glicina do tipo 1 (GLYT1) é expresso em células
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amacrinas da retina de mamiferos. No entanto, a regulagdao extracelular de glicina
através dos seus transportadores precisa ser mais bem estabelecida (Gadea e Lopes,
2001b).

Os experimentos utilizando associagdes do composto FrPbAll com os inibidores
de transporte acido nipecdtico, SNAP 5114 e ALX-5407 demonstraram gue, com
excecdo da CCG apds isquemia, as menores densidades de células foram observadas
nas retinas dos animais tratados com a FrPbAll associada ao SNAP 5114, para as trés
camadas apods a isquemia ou isquemia seguida de reperfusdo. Além disso, a andlise das
camadas das retinas que foram tratadas com a associa¢do FrPbAll (0,14 nmol) + acido
nipecotico (46,5 nmol), mostrou que estas apresentam os mesmos danos isquémicos
observados nos grupos sem pré-tratamento. Isto pode ser observado tanto nas retinas
gue sofreram isquemia, quanto nas retinas dos animais submetidos a isquemia com
reperfusao, nas trés camadas. Este resultado pode indicar que nao ha potenciagao dos
efeitos dos dois compostos.

Varios estudos tém analisado os efeitos neuroprotetores da aplicagao de novas
substancias ou associagdes entre substancias existentes sobre processos de lesdao do
tecido nervoso. Os compostos utilizados na maior parte destes estudos nao passam a
fases de teste clinico e ndo chegam a ser utilizados como terapia para um grande
numero de doencas neurodegenerativas. As estratégias terapéuticas investigadas
incluem inibicdo de receptores excitatorios, agonismo de receptores inibitorios,
inibicdo do transporte de neurotransmissores inibitérios e aumento do transporte de
neurotransmissores excitatérios. Neste contexto, o laboratério de Neurobiologia e

Peconhas identificou e isolou trés compostos que atuam no transporte de
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neurotransmissores; a parawixina 1 (Fontana et al., 2003; 2007), a FrPbAll (Beleboni et
al., 2006) e a PbTx 10 (dados ndo publicados). A parawixina 1 e a PbTx10 aumentam a
captacdao de L-Glutamato, enquanto a FrPbAIl atua sobre ambos GABA e glicina. Estes
sdo apenas trés exemplos do potencial terapéutico dos compostos presentes em

venenos de artropodos, os quais permanecem em sua maioria ainda inexplorados.
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6-Conclusoes

Tendo em vista os dados obtidos no presente trabalho pode-se concluir que:

A FrPbAll possui uma potente acdo neuroprotetora contra os danos neuroniais
induzidos pela isquemia retiniana seguida ou nao por reperfusao.

A acdo da FrPbAll aparentemente é atribuida ao aumento sinérgico das
neurotransmissdes inibitdrias GABAérgica e glicinérgica, uma vez que o uso de
antagonistas de GABA e glicina em associagao com este composto reverte a sua
acao neuroprotetora.

A FrPbAll, em dose sub-efetiva, ndo potencializa a acdo da dose sub-efetiva do
inibidor seletivo de GAT1, acido nipecotico.

A FrPbAll parece ter atividade neuroprotetora superior a do inibidor do
transportador GAT1 (acido nipecético); a do inibidor ndo-seletivo dos
transportadores GAT2 e 3 (SNAP-5114) e a do inibidor do transportador GLYT1.
A administragdo combinada da FrPbAll com os inibidores supracitados nao
gerou um efeito sinérgico em nenhum dos casos, sendo observada apds a
isqguemia seguida de reperfusdo, uma drastica diminuicdo da atividade
neuroprotetora da FrPbAll co-administrada com o inibidor do transportador de
glicina GLYT1.

A FrPbAll tem um mecanismo de agao Unico e pode ser considerada como
ponto de partida para sintese de compostos neuroprotetores e
anticonvulsivantes a serem utilizados para ambos; ciéncia basica e terapia

clinica.
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