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RESUMO

O presente estudo descreve um meétodo eficiente e simples utilizando
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) acoplada a detector de
fluorescéncia para determinacdo dos parametros cinéticos da captacdo de
glutamato (glu) no sistema nervoso central (SNC). O tecido retiniano
embrionario de ave com sete dias de desenvolvimento foi incubado com
concentracdes conhecidas de glu (50-500 uM) por dez minutos. Os niveis do
aminoacido derivado a partir de ortoftaldeido (OPA) no meio de incubacgéo
foram mensurados. Apds avaliar a diferenca entre a concentragcéo de glu inicial
e a final no meio, foi determinada a saturacdo do mecanismo de captacéo (Kn
= 8,2 € Vmax = 9,8 nmol/mg proteina/minuto). Estas determinacfes foram
dependentes e independentes de sbédio e temperatura, indicando que o
mecanismo que regula a diminuicédo dos niveis de glu no SNC, é a captagdo via
transportadores de alta afinidade. Além disso, o cloreto de zinco (ZnCl) (um
inibidor do transportador glu/aspartato) foi utilizado em diversas concentracées
e evocou diminuicdo da captacdo de glu. Com isto, destaca-se a elevada
aplicabilidade desta metodologia. Além deste trabalho caracterizar metodologia
alternativa para avaliar captacdo de glu no SNC usando CLAE, também pode
ser importante ferramenta para estudos relacionados a caracterizacdo do

transporte do neurotransmissor durante injarias no SNC.

Palavras-chave: captacdo de glutamato, CLAE, retina, transporte.



ABSTRACT

The present study describes a simple and efficient method utilizing high
performance liquid chromatography (HPLC) coupled to fluorescence detection
for the determination of kinetic parameters of glutamate uptake in nervous
tissue. Retinal tissue obtained from 7-day-old chicks was incubated to known
concentrations of glutamate (50-2000 uM) for 10 minutes, and the levels of the
o-phtaldehyde (OPA)-derivatized neurotransmitter in the incubation medium
were measured. By assessing the difference between initial and final
concentrations of glutamate in the medium, a saturable uptake mechanism was
characterized (Km = 8,2 € Viax = 9,8 nmol/mg protein/minute). This measure
was largely sodium- and temperature-dependent, strongly supporting that the
mechanism for concentration decrements is indeed uptake by high-affinity
transporters. Added to this, our results also demonstrated that zinc chloride (an
inhibitor of glutamate/aspartate transporters) evoked a concentration dependent
decrease in the glutamate uptake, demonstrating an elevate specificity of our
methodology. Overall, the present work characterizes an alternative
methodology to evaluate glutamate uptake in nervous tissue using HPLC. This
approach could be an important tool for studies associated to the
characterization of glutamate transport related with central nervous system

injury.

Keywords: glutamate uptake, HPLC, retina, transport.
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1 INTRODUCAO

A avaliacdo da captacédo de glutamato (glu) no Sistema Nervoso Central
(SNC) é de fundamental importancia para diversos modelos experimentais em
neurociéncia. A neurotransmissao e seus processos de transporte sao cruciais
e afetam quase todos os aspectos da funcao cerebral (EIJSDEN et al, 2010).
Neste contexto, algumas das metodologias utilizadas para avaliar tais
fendmenos sao baseadas, geralmente, no uso de glu ou aspartato radioativos
ou de medicbes destes no ambiente intracelular por diversos métodos
(MCLAMORE et al., 2010).

Encontram-se na literatura uma variedade de técnicas disponiveis para
medir concentracdes de glu em sistemas biolégicos, dentre estas pode-se
destacar, enzimaticas (RICKUS et al., 2001), patch clamp (HUME et al., 1983;
COPENHAGEN; JAHR, 1989) e microdialise (CHEN; LUNTE, 1995). Segundo
Mclamore et al., (2010) estas técnicas apresentam desvantagens tais como:
limitagcdes temporais, inviabilidade econ6mica, e/ou incapacidade de detectar
alteracdes no transporte de glu sob condicdes fisiolégicas ou alostasicas.

Alguns trabalhos destacaram a avaliacdo do transporte de
neurotransmissores em diversos modelos experimentais. Na década de 70,
Tunnicliff determinou parametros cinéticos da captacdo de glu na retina
embrionaria de galinha por cintilagdo liquida. Kim et al., (1996) analisaram a
cinética de transporte de glu em modelo in vitro de plexo cordide. Palmada
(1998) demonstrou parametros cinéticos de alguns transportadores de
aminoacidos excitatorios (EAATs) no SNC, determinando as constantes de
Michaellis-Mentem (K,) para o transportador de glutamato e aspartato
(EAAT1/GLAST) 80 uM, transportador EAAT-2 (2 uM) e EAAT-3 (12 uM).

Gadea et al., (2004) mostraram parametros cinéticos da captacdo de D-
aspartato em cultura de glia de Muller para determinar possiveis mecanismos
moleculares da modulacao da neurotransmissao excitatoria.

Neste contexto, fica evidente a necessidade de continuos estudos
voltados para caracterizacao do transporte de glu no SNC, ainda que diversos
meétodos de avaliacdo quantitativa de captacdo de aminoacidos excitatorios
sejam utilizados, novas metodologias devem ser aperfeicoadas e simplificadas

para que se obtenham resultados fidedignos, que favorecam o entendimento
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de questdes referentes a captacdo de glu. Métodos analiticos como a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e cromatografia em fase gasosa
(CG) sao capazes de quantificar concentracdes de glu em condi¢cdes
fisiologicas (WATSON et al.,, 2006). Ribani et al., (2004), apontam que a
cromatografia vem se destacando na quimica analitica pela capacidade de
realizar analises de cunho qualitativo e quantitativo em amostras ambientais,
farmacéuticas, biolégicas e em alimentos.

Ruhrmann e Kramer (1992) quantificaram o glu captado no citoplasma
de Zymomonas mobilis. Devido o fato da analise quantitativa ser efetuada no
ambiente intracelular, notou-se que havia perda de informacdo devido o
metabolismo rapido deste aminoacido no citosol. Neste trabalho, os autores
optaram pela utilizacdo de agentes blogueadores da degradacdo do glu para
gue ndo comprometesse a total fidelidade da quantificacdo analitica o que
torna mais dispendiosa a analise, bem como os autores se certificaram que ao
fazer o monitoramento da concentragédo extracelular de glu por CLAE ocorria
diminuicao linear desta.

Ao se considerar que a determinacdo de aminodacidos excitatérios por
CLAE estad bem estabelecida (SPINK et al., 1986; GOLDSMLTH et al, 1987;
ALFREDSSON et al., 1988; MONGE-ACUNA; FORNAGUERA-TRIAS, 2009;
CHAN, et al., 2010), optou-se por utilizar esta técnica neste trabalho para
demonstrar um modelo, no qual ndo é necessario o uso de radiacdo, e de
procedimentos que necessitem lisar a membrana celular ou utilizar compostos
gue impecam o metabolismo de glu intracelular.

Pelo fato de ndo haver qualquer enzima extracelular que possa
metabolizar o glu de forma significativa, por conseguinte, a Unica maneira
rapida para remocédo € por captacdo (BALCAR; JOHNSTON, 1972; LOGAN;
SNYDER, 1972). Este método propde a avaliacdo indireta da captacdo deste
neurotransmissor, e sua doacdo ao tecido retiniano integro sera determinada
pelo calculo da diferenca entre a concentragdo de glu inicial e a final neste

meio.

AGlut = [Glut]ty — [Glut]tsing
Sendo assim, sera disponibilizada nova opcdo metodoldgica para

mensurar a captagdo de glu de forma indireta, porém confiavel, uma vez que se
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propde também sua validacao, seguindo as normas da ANVISA-Brasil (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria) Resolucdo 899/2003, bem como a
determinacdo dos parédmetros cinéticos da captacdo de glu na retina e
comparacdes com outras metodologias descritas na literatura que utilizam
moduladores do transporte de glu, avaliando com isso, a aplicabilidade do

método proposto e aumentando, desta forma, a confiabilidade dos resultados.
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1.1 Glu e SNC

O glu (figura 1) € um importante neurotransmissor excitatério e
gliotransmissor no SNC. Sua modulacao extracelular pela liberacéo e captacéo
dindmica dos neurdnios e astrécitos se torna fundamental para o desempenho
de fungdes fisiologicas, pois € um mecanismo primario para a comunicagao
neuronal (FONNUM, 1984; DANBOLT, 2001; NEDERGAARD et al., 2002).

No terminal pré-sinaptico, o glu fica estocado no interior de vesiculas
sendo liberado por exocitose na fenda sinaptica apos despolarizacéo da célula,
promovida por processos dependentes de calcio (MELDRUM, 2000).

Uma vez liberado a fenda sinaptica, as respostas fisiolégicas do glu séo
dadas por receptores que podem ser do tipo ionotropicos e/ou metabotrépicos.
Os receptores ionotropicos sdo: o NMDA (N-metil-D-aspartato), o AMPA (acido
propibnico a-amino-4-hidroxi-5-metil-4-isoxazole) e o cainato, que modulam o
fluxo de ions (Na', K, CI' e Ca™), através da membrana plasmatica. Os
receptores do tipo metabotropicos variam de 1-8 (mGlurs, 1-8). Eles interagem
com proteinas G e assim modulam a atividade no citosol das células via
segundos mensageiros (MELDRUM, 2000).

Como mediador das sinapses excitatorias, o glu exerce papel importante
em fungbes essenciais no SNC (OLNEY, 1978), pois estd envolvido em
processos tais como o envelhecimento (SEGOVIA, 2001), memobria e
aprendizado (IZQUIERDO; MEDINA, 1997). Além disso, também desempenha
importante fun¢do no desenvolvimento do SNC, inducéo e eliminacao sinaptica,
migracdo celular, diferenciagdo e morte celular (DANBOLT, 2001), além de
participar no processo de sinalizacdo inibitéria no SNC, pois atua como
precursor para a sintese do neurotransmissor inibitério GABA (acido VY-
aminobutirico) em neurdnios GABAérgicos, sendo esta reacao catalisada pela
enzima glutamato descarboxilase (GAD) (TAKAHASHI et al., 1996).

O glu pode ser formado a partir da glicose no ciclo de Krebs, por
transaminacdo do a-cetoglutarato por uma transaminase (DEUTCH; ROTH,
1999), desaminacéo de a-cetoglutarato pela glutamato desidrogenase e ainda
diretamente a partir da glutamina.

Apbs sua liberacédo na fenda sinaptica e ter exercido fungdes fisioldgicas,

o0 glu é captado pelos neurbnios e glia por um processo de alta afinidade
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dependente de sodio. Nas células gliais, € transaminado pela glutamina
sintetase para formar glutamina, que € transportada para o0s terminais
nervosos, sendo entdo convertida em glu novamente pela enzima glutaminase
(WESTERGAARD et al.,1995). Este ciclo € conhecido como “ciclo glutamato-
glutamina” (Figura 2).

As principais vias eferentes e aferentes corticais utilizam o glu como
neurotransmissor, assim como 0S NUMEerosos circuitos excitatérios locais no
cortex, hipocampo, cerebelo e retina (DANBOLT, 2001; POW, 2001).

Na retina, o glu participa no processamento do estimulo visual, pois &
responsavel pela transmissdo sinaptica entre células fotorreceptoras, células
bipolares e células ganglionares (KALLONIATIS; NAPPER, 2002). A maior
parte do glu extracelular é captado via transportadores de alta afinidade
acoplados através da retina (REYE et al.,, 2001; KUGLER, 2002; BEYER,
2003), sendo as células de Miller as principais responsaveis por sua remog¢ao
(RAUEN et al.,1998).
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Figura 01: Estrutura molecular de L-glutamato.
DANBOLT, 2001
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Figura 02: Esquema didatico da sintese, liberacdo e captacdo de
glu no SNC. Glutamato (Glu), glutamina (GIn), Gt(n)
(transportador de glutamato neuronal) e Gt(g) (transportador de
glutamato glial). (GOLAN, et al., 2009).
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1.2 Transportadores de glu

Cinco diferentes subtipos de transportadores de glu (transportadores de
aminoacidos excitatorios, EAAT, 1-5) ja foram identificados e caracterizados:
EAAT1 (GLAST), EAAT2 (GLT1), EAAT3 (EAACL), EAAT4 e EAATS. Estes
apresentam localizagdo celular distinta, assim como diferentes caracteristicas
farmacoldgicas, histologicas e moleculares (DANBOLT et al, 1998; SEAL,
AMARA, 1999). Todos séo do tipo eletrogénico, pois utilizam gradiente idnico
de cotransporte e contra-transporte (ZERANGUE; KAVANAUGH, 1996).

A captacdo celular de glu é acoplada ao transporte dos ions inorganicos
Na® e K*, sendo que o transporte de uma molécula de glu para o interior da
célula é vinculado a entrada de dois ou trés ions Na* e um proton, e a saida de
um ion K" (NEDERGAARD et al., 2002).

O EAAT1 em humanos apresenta 96% de homologia ao transportador
GLAST presente em ratos (STORCK, 1992). GLAST é um transportador
especifico para L-glu e L-aspartato e desempenha papel importante na
sinalizacdo dos neurotransmissores has sinapses excitatérias. Este é
predominantemente localizado nas células gliais de Bergmann, no entanto,
pode ser encontrado nas demais células distribuidas por todo sistema nervoso
central, como nos astrdcitos e células de Muller (LEHRE, 1997; FURUTA et al.,
1997).

O EAAT2 presente em humanos apresenta 95% de homologia a
sequéncia do GLT1 presente em ratos (PINES, 1992). O transportador EAAT2,
€ também predominante nas células da glia, apresentando distribuicdo
uniforme e abundante por todo o sistema nervoso central (FURUTA, 1997).

Em relagdo ao EAAT3, possui 92% de homologia com a sequéncia de
coelho chamado EAAC1 (KANAI; HEDIGER, 1998). Os transportadores EAAT3
e EAAT4 sdo, predominantemente, encontrados nos neurdnios, sendo que o
EAAT3 encontra-se expresso por todo o0 sistema nervoso central,
principalmente no cortex e no hipocampo (SIMS; ROBINSON, 1999). O EAAT 4
é expresso no cerebelo, no tronco encefalico, cortex e hipocampo. A sequéncia
de aminoacidos exibe 65%, 41% e 48% homdlogos ao transportador EAAT1,
EAAT2 e EAAT3, respectivamente (PALMADA, 1998).
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O EAATS € um transportador de glutamato presente em humano, cuja
expressdo se da principalmente na retina (ARRIZA et al, 1997). Segundo
Eliasof (1998), a expressao do transportador EAAT5 foi caracterizada como
exclusiva dos neurénios, nas células fotorreceptoras e bipolares na retina.

A concentracdo de moléculas de transportadores de glu no tecido
nervoso é alta. Cerca de 15.000 (quinze mil) a 21.000 (vinte e um mil)
moléculas de transportadores de glu glial estdo presentes por pm? de tecido no
estriado radiado de hipocampo e de camadas moleculares de cerebelo,
respectivamente (LEHRE; DANBOLT, 1998). Segundo Dehnes et al., (1998)
com excecdo de um transportador EAAT4 nas células de Purkinje, a densidade
de transportadores neuronais (EAAC) é desconhecida .

Outro tipo de transporte de glu dependente de cloreto e independente de
sbédio foi descrito e caracterizado farmacologicamente no SNC incluindo a
retina (antiporte cistina-glutamato, sistema Xcg') (SATO et al., 2002; OLIVEIRA
et al., 2010). Este pertence ao grupo da familia de amino&cidos associados a
glicoproteinas. O Xcg- € um antiporte que normalmente regula a captacdo de
cistina em troca da liberagdo de glu. A cistina captada € usada para a sintese
de glutationa (GSH) (MCBEAN, 2002; BRINGMANN et al., 2009).

Uma vez que este sistema Xcg transporta cistina utilizando o gradiente
transmembrana do glu como forca motriz (BANNAI; TATEISHI, 1986), a troca
também pode mediar a captacdo de glu independente de sdédio, pois sua
concentracdo extracelular é elevada (KATO et al., 1993). A figura 3 demonstra
um esquema relacionado aos tipos de transportadores de glu no SNC e suas

distintas localizacg@es.
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Figura 03: Tipos de transportadores de glutamato no SNC e
suas distintas localizagGes. EAATs ( @) e Xc” (@) Danbolt,
2001 (modificado).
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1.3 O Transporte de glu e algumas desordens neurolégicas

Algumas disfun¢Bes nos transportadores de glu promovem seu acumulo
no espaco extracelular podendo levar a morte celular por excitotoxicidade
(IZUMI et al., 1999). Este fen6meno ocorre porque altas concentragcdes do glu
no ambiente neuronal podem induzir ativagdo excessiva dos seus receptores e
desencadear processos mediados pelo célcio, que pode provocar degeneragao
neuronal e morte celular (GAGLIARDI, 2000).

Grande parte da captacdo de glu esta acoplada a processos
dependentes de sédio e potassio, seu acumulo nas células pode ser até 10.000
vezes superior as concentragdes extracelulares (MARAGAKIS; ROTHSTEIN,
2006). Os transportadores de glu sdo modulados também pela atividade da
bomba de sodio/potassio. Desta forma, um colapso no gradiente de sodio leva
a condi¢cOes limitantes de energia, 0 que pode promover ineficiéncia no seu
transporte (DANBOLT et al., 1998).

Uma das consequiéncias do mau funcionamento destes transportadores
€ o transporte reverso de glu, quando ao invés de ser captado, € liberado da
célula, aumentando assim sua concentracdo no meio extracelular, o que pode
ser letal aos neurdnios (MONTIEL et al., 2005; MARAGAKIS; ROTHSTEIN,
2006). Desta forma, a concentracdo de glu na fenda sinaptica deve ser mantida
abaixo dos niveis excitotoxicos (LIPTON; ROSENBERG, 1994; DANBOLT,
2001).

Além da manutencéo de niveis ideais de glu nos espacos extracelulares,
seu transporte normal também é essencial para vias metabdlicas como
producdo de energia e sintese de GSH, um tripeptideo com importantes
funcdes antioxidantes no SNC (DANBOLT, 2001). Portanto, o controle do seu
nivel extracelular € de suma importancia para manutencdo da homeostasia no
SNC, incluindo a retina (IZUMI et al., 1999).

A monitoracdo dos niveis glutamatérgicos no SNC se torna importante
pelo fato de se caracterizar valores de referéncia dos niveis normais da
sinalizacdo glutamatérgica, bem como aquelas alteracdes relacionadas as
neuropatologias (DAY, 2006).
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Diversas desordens neurologicas estdo associadas ao transporte de glu
e sua excitotoxicidade, dentre outras se destacam, Alzheimer (HARRIS et al.,
1995), epilepsia (MELDRUM et al., 1994), isquemia (CHOI, 1990), esclerose
amiotréfica lateral, doenca de Parkinson, esquizofrenia (LIPTON;
ROSENBERG, 1994), déficit de atencao/hiperatividade (PERLOV, et al., 2007)
e acidente vascular encefalico (BITTIGAU; IKONOMIDOU,1997).

Como descrito anteriormente existe um tipo de transporte de glu
independente de Na" (Xcg), também envolvido em importantes
neuropatologias. Como destaque, alguns tipos de céancer cerebral (glioma).
Segundo Ye et al., (1999), a proliferacdo de gliomas leva a morte neuronal por
excitotoxocidade. Isto porque, a liberacdo de glu pelo trocador Xcs" aumenta o
excesso deste na fenda sinaptica, que € atenuado por sua captacao atraves de
seus transportadores acoplados aos ions Na* e K*. Porém diversas linhagens
de células de gliomas por apresentarem alta atividade de troca glutamatérgica
pelo sistema Xcg e, em contrapartida, serem deficientes na expressao de
transportadores de glu dependentes de Na+, levam a um acumulo da sua
concentracdo no ambiente extracelular.

Montiel et al., (2007), apds suspeitarem que a inibicdo de uma via
metabdlica intracelular diminuia a captacdo de glu em hipocampo de ratos e
por conseguinte um dano neuronal, recorreram a coleta por microdidlise e
dosagem por CLAE para estabelecer a relacdo entre a inibicdo da via e o
transporte de glu.

Ochiai et al., (2006) determinaram os niveis de captacdo de diversos
aminoécidos entre eles o glu, por cintilacdo liquida e CLAE, em uma linhagem
celular (MOLT 4, célula T4 leucémica humana), para entender alguns aspectos
bioguimicos importantes da atuacao de drogas anti-leucémicas.

Monge-Acufia e Fornaguera-Trias (2009) discutiram em seu trabalho a
importancia da determinacdo de GABA, glu e glutamina em modelos animais
pelo fato de existir uma correlacdo destes aminoacidos a doencas
neuroldgicas. Segundo eles, existe grande interesse no desenvolvimento de
terapias em trabalhos de pesquisa, pré-clinicos e ensaios clinicos, 0s quais se
empenham em reestabelecer o equilibrio do sistema neurotransmissor

GABA/glu. Nesse contexto, existe grande variedade de drogas que foram
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desenvolvidas, as quais se destacam: os ansioliticos, os sedativos hipnéticos,
os estabilizadores de humor, anestésicos e anticonvulsivantes.

Além disso, outras importantes doencas retinianas estao envolvidas com
o transporte glutamatérgico. Dentre elas, a retinopatia diabética e o glaucoma.
Ward et al., (2005) determinaram que havia alteragdes nos niveis da expressao
do transportador GLAST/EAAT1 em modelos de ratos com diabetes. Ambati et
al., (1997), também ja haviam mostrado alteracfes no nivel de glu no vitreo de
pacientes durante a retinopatia diabética.

Dentre outros fatores importantes que levam ao dano retiniano durante o
glaucoma, foi descrito por Naskar et al., (2000), uma baixa regulacdo dos niveis
de expressdo do transportador GLAST. Esta falha de expressao, tem por
consequéncia, o aumento da concentracdo de glu e dano retiniano por
excitotoxicidade.

Considerando os descritos acima, a monitoracdo, seja qualitativa ou
quantitativa, de neurotransmissores em situacdes normais ou patologicas é
fundamental para o progresso dos estudos em neurociéncias. Sendo assim,
ratifica-se a importancia do desenvolvimento de métodos para avaliar o

transporte de glu em amostras bioldgicas (SILVA, et al., 2009).

1.4 Retina embrionaria de aves como modelo de estudo

A retina de aves é um excelente modelo para avaliar alteracdes
neuroquimicas no SNC (BELECKY-ADAMS et al.,, 2008). Devido a sua
localizacdo extracranial, o procedimento de dissecacdo é simples, e causa
menos trauma ao tecido quando comparado com a preparacdo de fatias
cerebrais. Apesar de sua fina espessura, a retina é forte o bastante para
permanecer intacta durante o processo de isolamento, sendo o corte do nervo
optico o unico dano causado ao tecido (POW, 2001; BELECKY-ADAMS et al.,
2008).

Em alguns vertebrados (répteis, aves, anfibios e mamiferos) a retina nao
pOSSui vasos penetrantes, e recebe seus nutrientes por capilaridade de outras

superficies. Portanto este 6rgdo nédo é tao prejudicado ao ser removido do olho
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e transferido para um meio contendo fluido similar ao natural (CENTURIAO,
2004).

Dados morfolégicos, metabdlicos e eletrofisiologicos indicam que a
retina isolada mantém praticamente todas as suas atividades fisiologicas. E um
excelente modelo para avaliar a fisiologia e funcdo dos transportadores de
aminoacidos excitatorios. O estudo do tecido in vitro (assim como acontece
com fatias cerebrais) permite ao observador expor as células de retina intactas
as drogas com concentracbes e tempo de exposicado pré definidos, assim
como, quantificar sua entrada e saida das células (POW, 2001; CENTURIAO,
2004; BELECKY-ADAMS et al., 2008).

1.5 Cromatografia liqguida de alta eficiéncia (CLAE)

CLAE é um método fisico-quimico de separacdo, no qual os
constituintes de determinada amostra interagem com um solvente (fase movel),
o qual passa através de uma coluna cromatogréafica (fase estacionaria). E um
tipo de cromatografia liquida que utiliza colunas preenchidas com materiais
especialmente preparados para a fase movel, eluida sob alta pressao. Assim, a
separacdo destes componentes acontece. Posteriormente tais componentes
sao identificados e quantificados por distintos sistemas de detec¢do como, por
exemplo, espectrofotdbmetro UV/Vis, o fluorimetro e detector eletroquimico. A
CLAE tem a capacidade de realizar separacdes analiticas e analises de cunho
quantitativo de uma variabilidade de compostos presentes em amostras
complexas, em escala de tempo de minutos com alta resolucéo, eficiéncia e
detectabilidade (COLLINS, 2006). Um esquema ilustrativo de seus

componentes € mostrado na figura 4.
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Figura 04: Esquema ilustrativo de um cromatografo liquido. a (fase
movel); b (bomba); ¢ (injetor de amostra); d (coluna analitica); e
(detector), e f (integrador/registrador).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver metodologia analitica para quantificar a captagéo de

glu no tecido retiniano.

2.2 Objetivos especificos

Obter os parametros analiticos necessarios para validacdo do
método (linearidade, curva de calibracdo, tempo de retencdo,
limites de deteccdo e quantificacdo, precisdo, exatiddo e
recuperacdo) para quantificar o aminoacido glu na matriz de

andlise;

Determinar a concentragdo de glu no meio extracelular nos

periodos inicial (To) e final (Tsina) de exposicéo ao tecido nervoso;

Caracterizar a cinética de captacdo a partir de diferentes

concentracdes de glu e tempo de exposicao;

Verificar a aplicabilidade do método de captacdo considerando a
presenca de sodio, diferentes temperaturas e frente a um

bloqueador do transportador de glu.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Explant de retina de embrido de galinha

Utilizou-se o modelo explant de retinas de embrides de galinha em
estagio de desenvolvimento de sete a oito dias, datados de acordo com
Hamburguer e Hamilton (1951). Os animais foram sacrificados e,
posteriormente, tiveram seus globos oculares removidos em placa de Petri
contendo solucdo de Hank gelado (128 mM de NaCl, 4 mM de KCI, 1mM de
MgCl,, 2 mM de CaCl,, 12 mM de glicose e 20 mM de HEPES). A seguir, o
tecido retiniano dissecado intacto, foi transferido para pocos de placa de cultura
de células (uma retina por poco), e submetido aos tratamentos descritos
posteriormente.

Importante ressaltar que devido a escolha deste método optar por néo
trabalhar com procedimentos de extracdo do analito do contetdo intracelular, a
matriz estudada foi a solugéo de Hank.

3.2 CLAE

Foi utilizado cromatégrafo liquido de alta eficiéncia Shimadzu, composto
por bomba, modelo LC20-AT, detector de fluorescéncia, modelo RF-10AXxI,
degaseificador, modelo DGA-20A5, médulo comunicador, modelo CBM-20A
acoplado a microcomputador com software de integracdo Lab solution, injetor
de amostras Rheodyne com alca de injecdo de 20 microlitros, forno, modelo
CTO 20A, coluna cromatografica Shimadzu, Shim-Pack VP-ODS, dimenséao
250 x 4,6 mm e com particulas de 5 um. As amostras foram injetadas no

cromatografo com auxilio de microsseringa de 50 pL (Hamilton).
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3.3 Reagentes

Utilizou-se metanol grau CLAE (Merck). 2-propanol acetato de soédio,
acido acético, acido bodrico, cloreto de zinco, o-phytaldehyde (OPA), N-
acetilcisteina, L-glutamato e L-homoserina foram obtidos de Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA).

3.4 Padroes

3.4.1 Solucdes estoque

As solucbes estoque de glu e de padréo interno, homoserina, foram
preparadas pela dissolucdo dos respectivos aminoacidos em agua ultra pura
para a obtencao das concentracfes de 1,0 mg/mL para o glu e 0,5 mg/mL para

a homoserina.

3.4.2 Solucao intermediéria

A solucdo estoque de glu foi diluida em agua ultra pura com o objetivo

de se obter concentra¢ao de 100 pg/mL.

3.4.3 Solugdes de trabalho

Efetuou-se solucdes de trabalho a partir de diluicbes da solugao

intermediaria em agua ultra pura a fim de se obter as seguintes concentracoes:
0,1;0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0 e 20,0 pg/mL.
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3.4.4 Solucao do padréao interno

A diluicdo da solucdo estoque de homoserina, foi feita em &gua ultra

pura, para a obtencéo da concentracao de 30,0 pg/mL.

3.4.5 Solugdes de calibracao

As solucbes de calibracdo foram preparadas a partir de uma solucéo
estoque Hank (glu na concentracdo de 0,5 mg/mL), para a obtencdo das
concentracoes de 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0 e 20,0 pg/mL.

3.4.6 Solucgdes controle

Para o preparo das solucdes controle, fez-se aliquotas a partir do glu na
concentracdo de 0,5 mg/mL e diluido em solu¢do de Hank, a fim de se obter

concentragdes de 1,0; 10,0 e 20,0 pg/mL.

3.5 Condi¢cbes cromatogréficas

As amostras obtidas foram injetadas, apds processo de derivatizacdo
descrito posteriormente, em um sistema CLAE, gradiente para eluicdo da fase
movel (Tabela 1) composto por fase A tampéo acetato de sédio 50 uM, metanol
e propanol (95% de tampéao acetato com pH 5,67; 5% de metanol e 12 mL de
propanol para cada litro de fase A), e fase B metanol 70 %, fluxo de 1,2 ml/min,
eluicio de 25 minutos, detector fluorescéncia, comprimento de onda de
excitacdo 340 nm e emissdo de 460 nm. O resumo do protocolo para

determinacdo do aminoacido glu encontra-se exposto na tabela 2.
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Tabela 1. Fase mével com gradiente composto por fase A tampdo acetato de
sédio 50 uM, metanol e propanol. pH = 5,67. Fase B metanol 70 %, fluxo de 1,2

mL/min, eluicdo de 25 minutos.

Tempo (minutos) Fase A% Fase B %
0,01 100 0
10 70 30
20 50 50

25 100 0
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Tabela 2: Resumo do protocolo do método para determinacdo do aminoacido

glutamato

Caracteristicas do protocolo

Especificacdes

Fase Movel

Coluna Analitica
Fluxo
Temperatura
Agente Derivatizante

Tipo de Detector

Tempo de elui¢do

Analito quantificado

Fase A (tamp3o acetato de sédio)
Fase B Metanol 70%

Shimadzu, 5uM. 250 x 4,6 mm
1.2’'mL/min
26 °C
OPA (ortoftaldeido)

Fluorescéncia (excitacdo 340 nm
e emissdo 460 nm)

25 minutos

Glutamato
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3.6 Processos de derivatizacéo

O processo de derivatizagao tem por objetivo aumentar a sensibilidade
de deteccdo, sendo assim é um procedimento utilizado comumente em
cromatografia (SILVA, et al., 2009; DEVALL, et al., 2007). Neste estudo foram

feitos processos de derivatizacdo com OPA, detalhados a seguir.

3.6.1 Preparacao de OPA (1° Solucéo)

Em um tubo conico ambar de 2 mL de volume foi feita a mistura de 16,3
mg de N-acetil-cisteina, 13 mg de OPA e 300 puL de metanol. Nesta reacdo o
OPA se ligou ao grupamento tiol da cisteina. E necessario manter repouso por

30 minutos para formar o complexo “OPA + cisteina.” (SHAH, et al, 2002).

3.6.2 Derivatizacdo de aminoéacidos (2° Solucéao)

O complexo “OPA + cisteina” uma vez misturado aos aminoacidos de
interesse (glu ou homoserina) ird formar o derivado isoindol. Este derivado é o
composto que emitira fluorescéncia. Sendo assim, com o objetivo de quantificar
0os aminoacidos utilizando derivados com OPA, foi realizado o seguinte
procedimento: apos 30 minutos de repouso da 1° solucdo, esta foi misturada a
amostra de aminoacidos e tampao borato (pH 9.5) na proporcéo de 1:6:4 (v/v)
respectivamente, em um tubo ambar 2 mL de volume, aguardando um tempo

de cinco minutos antes de aplicar no cromatégrafo.
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3.7 Processos de validacdo do método

3.7.1 Parametros analiticos para validacdo do método

Para validacdo, foram empregados os seguintes parametros: tempo de
retencao; linearidade; curva de calibracao; limite de deteccéo e quantificacao;

exatidao; precisédo e ensaios de recuperacao.

3.7.2 Tempo de retengéo

O tempo de retencdo € o parametro que verifica o periodo para eluicao
do analito desde o ato da injecdo até a saida do ponto maximo do pico do
sistema. Engloba o tempo que o componente em questdo fica no sistema
cromatografico, quer na fase moével quer na fase estacionaria. A obtencéo
deste parametro permite a identificacdo do analito de interesse frente as
condigBes cromatograficas previamente estabelecidas. Para determinagdo do
tempo de retencdo do glu foi injetada a solugdo intermediaria de glu e hom

obtida da solucdo do padréo interno.

3.7.3 Linearidade

Este processo corresponde a capacidade do detector em fornecer
resultados diretamente proporcionais a concentracdo do analito em analise, em
determinada faixa de aplicacdo. Apds as solucdes de trabalho juntamente com
0 padrdo interno passarem pelo processo descrito no item 3.6.2, foram
injetadas no cromatografo liquido sob as condicdes cromatograficas
estabelecidas na tabela 1. Em seguida os valores das relacbes das areas do
glutamato e do padrao interno foram projetados no eixo das ordenadas e as
concentragdes do analito no eixo das abscissas. Andlise de regresséo linear foi
utilizada para determinar o coeficiente de correlacéo e a equacao de reta. Os

ensaios foram realizados em triplicata.
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3.7.4 Curva de calibracao

As solugbes de calibracdo apds passarem pelo processo descrito no
item 3.6.2, foram injetadas no cromatografo liquido sob as condicGes
cromatograficas estabelecidas na tabela 1. As relacdes das areas de glu e do
padrdao interno foram projetadas no eixo das ordenadas enquanto que as
respectivas concentracdes no eixo das abscissas. A curva de regresséo linear
foi efetuada para obtencéo do coeficiente de correlacdo e equacéo da reta. Os

ensaios foram realizados em triplicata.

3.7.5 Limites de Deteccdao (LD) e Limites de Quantificacdo (LQ)

O LD do método representa a menor concentracdo do analito em exame
gue pode ser detectado, mas nao necessariamente quantificado, utilizando um
determinado procedimento experimental, que neste caso, foi observado pela
diferenca do ruido da linha de base (relacéo sinal-ruido). Apos as solucdes de
trabalho passarem pelo processo descrito no item 3.6.2, foram injetadas no
cromatdgrafo liquido sob as condi¢cdes cromatograficas estabelecidas na tabela
1. Este procedimento foi determinado a partir das sucessivas solucfes diluidas
de glu nas concentracfes abaixo ou igual ao ultimo ponto da curva de
calibragao.

O LQ é o valor limite que define o quanto de uma amostra pode ser
detectada e quantificada com elevada precisdo estatistica (coeficiente de
variacdo igual ou inferior a 10%). ApOs as solucdes de calibracdo passarem
pelo processo descrito no item 3.6.2, foram injetadas no cromatografo liquido
sob as condi¢des cromatogréficas estabelecidas na tabela 1. Para tal avaliacédo

utilizou-se concentracoes de glu superiores ao limite de deteccéo.
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3.7.6 Exatidao

Representa o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como
verdadeiro. A exatidao foi determinada a partir das solu¢cdes controle, que apos
passar por processo descrito no item 3.6.2, foram injetadas no cromatdgrafo
liguido sob as condigcbes cromatogréficas estabelecidas na tabela 1. Os
ensaios foram feitos em quintuplicata durante trés dias consecutivos. Para

calcular a exatidao efetuou-se a seguinte equacao:

. concentragdo obtida
Exatidao (%) = — ——x 100
concentracgao teérica

3.7.7 Precisao

E a dispersdo de resultados entre ensaios independentes, repetidos de
uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, sob condi¢des
definidas. A precisdo do método foi avaliada pelo coeficiente de variacdo
intraensaio e interensaio, utilizando-se as solucfes controle, apds 0s processos
descritos no item 3.6.2 e sob as condi¢cdes descritas na tabela 1. Os ensaios

foram realizados em quintuplicata durante trés dias consecutivos.

3.7.8 Ensaios de recuperacao

A recuperagéo do analito indica o quanto foi perdido durante as diversas
etapas ocorridas nos procedimentos de preparo da amostra. A recuperagao do
presente método foi determinada a partir das solugdes controle que foram
mensuradas apds os diferentes processos de tratamentos descritos no
fluxograma apresentado na figura 5, e seguindo os procedimentos do item
3.6.2 e condicbes estabelecidas na tabela 1. Os ensaios foram feitos em
triplicata durante dois dias consecutivos. Para calcular a recuperagao utilizou-

se a seguinte equacao:



. valor obtido
Recuperagao (%) = valor adicionado x 100

Amostra

500 pL

Hank
* 20 yL de padraointerno
* 20 pL de TCA 1%
*Agitacao em vortex 30
segundos
* Centrifugacdao 7000 rpm
5 minutos

300 uL

sobrenadante
* Agitar em vortex 30 segundos

Derivatizacao
* 5 minutos

CLAE

Figura 05: Fluxograma do procedimento analitico para
determinacao de glu por CLAE.
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3.8 Captacao indireta de glutamato por CLAE

3.8.1 Curso temporal de captacdo de glutamato naretina

Para determinagdo do curso temporal de captacdo de glu no tecido
nervoso, realizou-se o mesmo procedimento descrito no item 3.1, a seguir foi
feita a incubacao de glu no tecido a uma concentracédo conhecida (50 uM), em
um volume total de 2 mL para cada poco a 37 °C, mantido em estufa de CO,
por 30 minutos, sendo realizadas coletas de 500 uL do meio de incubacgéo a
cada cinco minutos. Posteriormente, as amostras foram acrescidas do padréo
interno e &cido tricloroacético (TCA) a 1% para precipitacdo das proteinas e
posterior centrifugagdo do material a 7000 RPM (rotagbes por minuto) por um
periodo de cinco minutos. Por fim, fizeram-se coletas de 300 pL do
sobrenadante para quantificacdo de glutamato remanescente no meio de
incubacdo. A figura 5 mostra o fluxograma do procedimento analitico. Os

ensaios de captacao foram feitos em triplicata.

3.8.2 Cinética de captacao de glutamato (Kny € Vmax)

Para avaliar a cinética de captacdo de glu no tecido retiniano, foi
adotado o mesmo procedimento do item 3.1 e as mesmas condi¢cdes descritas
em 3.8.1 e seguindo 0 mesmo processo de determinacdo analitica apresentado
na figura 5. As retinas dissecadas foram expostas as diferentes concentracées
de glutamato (50-2000 uM) para se obter um ponto de saturacdo da captacao,
sendo o tempo de andlise aguele em que houve a captacdo maxima pré-
estabelecida. A seguir, os valores referentes a constante da cinética enzimatica
de Michaellis-Mentem (K, e Vma), foram determinadas com o auxilio do
programa Graphpad Prisma V4.0.
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3.8.3 Aplicabilidade do método

3.8.3.1 Captacdao de glu em funcéo da presenca de sodio

Com o objetivo de verificar a aplicabilidade da metodologia, avaliou-se a
captacdo do glu em meio contendo sédio ou ndo. Para isto, o tecido nervoso foi
incubado com solucdo de Hank com NaCl (Hank cloreto de sodio) ou LiCl
(Hank cloreto de litio). As retinas foram dissecadas conforme descrito no item
3.1 e submetidas as mesmas condi¢cdes descritas no item 3.8.1 e seguindo o
mesmo processo de determinacao analitica apresentado na figura 5, realizou-
se incubacbes a concentracdao conhecida de glutamato (cerca de 160 uM) na
retina, no tempo de captacdo de dez minutos. Os ensaios foram realizados em

triplicata.

3.8.3.2 Captacdao de glutamato em diferentes temperaturas

Seguindo o mesmo procedimento do item 3.1, se estabeleceu trés
grupos de tratamento. No primeiro grupo, 0s ensaios de captacdo de glu foram
realizados a temperatura de 37°C. O segundo grupo foi exposto a uma
temperatura néo fisiolégica (8 °C) e o terceiro grupo o ensaio de captacao
glutamatérgica foi realizada em um ambiente também nao fisiolégico (0 °C). Os

ensaios foram realizados em triplicata.

3.8.3.3 Ensaios de captacdo frente a um bloqueador do transporte de

glutamato

De acordo com mesmo procedimento do item 3.1, 3.8.1 e figura 5, foi
feita uma curva de captacdo de glutamato frente a um antagonista do
transportador GLAST, cloreto de zinco (ZnCl). As retinas foram incubadas em

uma concentracdo de glu pré-estabelecida (160 pM) com variacbes nas
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concentracdes de cloreto de zinco (10 a 10 M). Os ensaios foram feitos em

triplicata.

3.9 Dosagem de proteina

A dosagem de proteina foi realizada de acordo com o método de
Bradford (1976). Este método consiste no seguinte fundamento, ocorre ligacao
do corante azul de Coomassie com grupos funcionais ou aromaticos das
proteinas. A ligacdo ocorre em dois minutos e esta dura aproximadamente
duas horas. Durante o processo, a interacdo entre a proteina de alto peso
molecular e o corante provoca o deslocamento do equilibrio do corante para a
forma anidnica, que absorve fortemente em comprimento de onde de 595 nm.

Para a dosagem de proteina, separou-se em tubos de 1,5 mL,
homogeinezado de 100 puL de amostra de tecido em agua destilada, a seguir
acrescentou-se 100 pL de hidréxido de sédio (NaOH) 1N e completados 500 uL
com agua destilada. Para analisar estas amostras, colocou-se, em tubos de
ensaio, 50 pL destas e adicionou-se 150 pL de agua destilada. Apos isto,
adicionou-se 2 mL do reativo de Bradford e deixou-se reagir por dois minutos.
De trés em trés tubos, foram realizadas leituras no espectrofotdbmetro com
comprimento de onda de 595 nm. Os valores foram obtidos pelo uso de uma

curva pré-estabelecida com BSA (albumina sérica bovina) e reativo.

3.10 Analises estatisticas

Para a avaliacdo estatistica, os resultados foram submetidos a andlise
de variancia (ANOVA), seguida pelo teste Tukey do programa BIOESTAT 5.0
(* p<0,05).

Com o auxilio do programa GraphPad Prism, V4.0, a analise de
regressao nao-linear foi utilizada para determinar as constantes de Michaelis-
Menten (Km € Vmax).
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4 RESULTADOS

4.1 Validacdo do método para quantificar glutamato.

4.1.1 Tempo de retencao

O tempo de retencdo dos aminoacidos glu e padrdo interno nas
condi¢cBes cromatograficas padronizadas foram de 11 minutos e 14,8 minutos,

respectivamente, como demonstrados na Figura 06.
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Figura 06: Tempo de retencdo do glu e hom nas condicdes
cromatograficas estabelecidas. Amplitude do pico expressa em

volts.
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4.1.2 Linearidade

Utilizando-se as solucdes de trabalho observou-se que a resposta do
detector foi diretamente proporcional as concentracées de glu de 0,1 pg/mL a
20 pg/mL, com equacédo da reta y= 0, 128x + 0, 097 e coeficiente de correlacdo
igual a 0, 998. Resultados mostrados na tabela 3. Os valores calculados foram
feitos a partir da relacéo de area do pico, do aminoacido glu e de hom.

Tabela 3: Parametros da curva de linearidade. A resposta do detector foi
diretamente proporcional nas concentragdes do glu de 0,1 pg/mL a 20 pg/mL.

Coeficiente de Equacéo
correlacao
Glutamato 0,998 y =0,128x + 0,097
Padrao
interno

4.1.3 Curva de calibracéo

A curva de calibracéo foi realizada a partir das solucdes de calibracdo
contendo glu nas concentragcbes de 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0 e 20,0 pg/mL,
posteriormente as relacfes de area do pico do glu e do padréo interno, foram
calculados e projetados no eixo das ordenadas e as concentracfes no eixo das
abscissas. Curva apresentada na figura 07. Os valores do coeficiente de
correlacdo para a curva de calibracéo foi de 0, 995 e equacao da retay = 0,
125x + 0, 136, como mostrado na tabela 4.
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Figura 07: Curva de calibracdo em solucdo de Hank. As
concentracbes variaram de 0,5 a 20 pg/ml. No eixo das
ordenadas a relacao de area do pico dos padrdes de glu e padrédo

interno e nas abscissas as diferentes concentragdes de glu.

Tabela 4: parametros da curva de calibracdo em solucdo de Hank, com

respectivos coeficientes de variacdo e equacgao da reta

Coeficiente de Equacéo
correlacao
Glutamato @ y = 0,125 + 0,136

Padrao
interno
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4.1.4 Limites de deteccao e quantificacéo

O LD do método foi determinado depois de sucessivas injecbes de
solucbes de trabalho de glu (0,5 pg/mL) e as posteriores injecdes com
concentracdes inferiores a esta. O resultado para o LD foi de 0, 025 pg/mL,
com um coeficiente de variagdo de 27%. O LQ foi determinado a partir de
solugdes de calibragdo diluidas contendo glu nas concentracdes de 0,5; 0,1e O,
025 pg/mL. O valor para o LQ do método foi de 0,1 pug/mL com coeficiente de
variacdo de 7% e desvio padrao de 0,0099. Os valores estdo apresentados na
tabela 5.

Tabela 5: Limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ) com

respectivos coeficientes de variagdes (CV%).

LD (CV%) LQ (CV%)

Glutamato 0,025 ug/mL 27 % 0,1 ug/mL 7%

4.1.5 Exatidao

Os valores de exatiddo intra e interensaios do método obtidos a partir
das solugdes controle de glu foram determinados pela relagdo entre a
concentracdo média determinada experimentalmente e a concentragdo teorica
correspondente, valores expressos em percentagem mostrados na tabela 6. Os

ensaios foram feitos em quintuplicata durante trés dias consecutivos.
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4.1.6 Precisao

As solugbes controle de glu também foram empregadas para obtencéo
dos valores da precisdo intra e interensaios do método. A precisdo foi
determinada pelo coeficiente de variacdo mostrado na tabela 6. Os ensaios

foram feitos em quintuplicata durante trés dias consecutivos.

Tabela 6: Valores da precisdo e exatidao intraensaio e interensaio em trés
concentracfes (baixa, média e alta). Os valores da precisao foram expressos
pelo coeficiente de variacdo (C.V) e a exatidao foi calculada pela razdo da
média da concentracdo determinada pelo método e a concentracdo teodrica,

multiplicado por 100 (cem). n = numero de determinacdes.

Precisao (C.V%) Exatido (%)
Glutamato Intra-d;a Inter‘;gia intra-dia inter-dia
n= n=
Hg/mL
1 52 45 102 107
10 8,8 3,2 97,6 98,3
20 6,1 41 98 98,8

4.1.7 Recuperacgéo

A recuperacdo do método foi determinada a partir de solugdes controle
de glu em trés diferentes concentragdes, baixa, média e alta (1, 10 e 20 pg/mL,
respectivamente) ap0s serem expostas a processos de tratamento conforme
mostrado na figura 5. Os resultados da recuperacdo do método sé&o

apresentados na tabela 7.



46

Tabela 7: Valores obtidos referentes aos ensaios de recuperacdo do método
utilizado. A recuperacao foi determinada apds serem feitas comparacdes entre
as amostras que nao foram tratadas e as que foram tratadas. O coeficiente de

variacdo também foi determinado. n = nUmero de determinacdes.

Glutamato n Recuperagio Coeficiente de
Mg/mL (%) variagao (%)
1 6 99,2 4,19
10 6 99,8 6,76
20 6 99 6 4,88

4.2 Curso temporal de captacédo de glu naretina

A captacéo de glu ocorreu em diferentes intervalos de tempo. Do tempo
inicial 0’ (zero minutos) até o intervalo de 5 (cinco minutos), notou-se
diminuicAo da concentracdo extracelular de glu em torno de 60%.
Posteriormente, foi analisada sua concentragdo em um periodo de 10’
(minutos), quando a captacdo alcancou seu nivel maximo (20 nmol/mg de
proteina), seguindo a partir de entdo uma saturacdo da captacdo nos intervalos
de tempo de 15, 20’, 25’ e 30’, respectivamente (Figura 08).

4.3 Cinética de captacao de glu naretina

Os valores de K, e Vmax para o transporte de glu no tecido nervoso
foram 8,2 e 9,85 nmol/mg proteina/minuto, respectivamente, resultados

mostrados na figura 09.
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Figura 08: Curva de captacdo de glu no tecido retiniano a uma
concentracdo de 50 uM em diferentes tempos (0, 5, 10, 15, 20,
25 e 30, minutos). Houve diferenca estatistica entre o tempo 5
e 0s demais grupos (*P < 0,01 ). Nao houve diferenca
estatistica entre os grupos a partir de 10 minutos. Ensaios

realizados em triplicata.
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Figura 09: Cinética de captacao de glu no tecido nervoso
no tempo de dez minutos. Os valores calculados do K, e
Vmax foram de 8,2 e 9,85 nmol/mg proteina/minuto,
respectivamente. Posteriormente a curva foi transformada

para Lineweaver-Burk. Ensaios realizados em triplicata.
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4.4 Aplicabilidades do método

4.4.1 Captacdo de glu em funcéo do Na*

Avaliou-se a captacédo de glu utilizando-se a concentracdo de 160 uM
em um meio contendo NaCl e outro LiCl apds dez minutos de incubagéo. Os
resultados indicam que houve diminuicdo de captacdo de aproximadamente 50
% em relacdo ao controle (solucdo de Hank com NacCl), quando os tecidos
retinianos foram incubados com glutamato em solucdo de Hank contendo LiCl.
Os valores s&o mostrados na figura 10.

120

80 -+

*k

20 -

Captacéao de glutamato (% ).
3

(NaCl) (LiCl)

Figura 10: Captacéo de glu considerando a presenca do NaCl. A captacao
de glu reduziu a aproximadamente 50% quando o tecido foi incubado com
glu em solucdo de Hank livre de NaCl. Ensaios realizados em triplicata.
**p < 0,01 (teste Tukey).
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4.4.2 Captacao de glu em diferentes temperaturas

Os tecidos retinianos incubados em diferentes temperaturas (37°, 8° e
0°C) foram expostos a concentracdo de glu a 160 uM durante um periodo de
dez minutos. Os valores da captacéo de glu na temperatura fisiologica de 37 °C
indicam o controle e as temperaturas de incubacao de 8 e 0, °C, a modulagao
da captacao dependente de temperatura. Os resultados indicaram que ocorreu
diminuicdo da captacao de glu conforme menor a temperatura. Os dados estao

dispostos na figura 11.
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Figura 11: Captacao de glu em diferentes temperaturas: 37°, 8° e 4, °C.
Os valores obtidos foram reducdo de mais 50%, e de aproximadamente
90% nas temperaturas de 8 e 0 °C, respectivamente, em relacdo ao
controle. Ensaios foram realizados em triplicata. *p < 0,05 (ANOVA, teste
Tukey).
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4.4.3 Modulacéo da captacéao de glu por ZnCl

Efetuou-se a modulacdo da captacdo de glu nas diferentes
concentracdes (10°-10° Molar) de cloreto de zinco (ZnCl) . Coincubou-se as
retinas com glu na concentracdo de 160 uM nas diferentes concentracdes de
ZnCl durante um periodo de dez minutos. ZnCl nas concentracdes de 10° &
107 inibiu a captacéo de glu em aproximadamente 10%, na concentracéo de
10°® inibiu cerca de 30%, e de 10 & 10 a inibic&o foi acima de 50%. Os dados

estdo demonstrados na figura 12.
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Figura 12: Modulacéo da captacdo de glu em diferentes concentracdes
de ZnCl (10°-10" Molar). A concentracao de glu utilizada foi de 160 uM
durante um tempo de incubag¢do de dez minutos. Os ensaios foram
realizados em triplicata. *p < 0,05 (ANOVA, Teste Tukey).
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5 DISCUSSAO

O presente estudo descreve uma metodologia alternativa utilizando
CLAE acoplado a um detector de fluorescéncia para a determinagéo dos
parametros cinéticos da captacédo de glu no SNC. A técnica de CLAE tem sido
amplamente utilizada para determinagdo da concentracdo de glu com altos
niveis de sensibilidade em diferentes tecidos (CLARKE et al, 2007; SILVA et
al, 2009; WATSON et al, 2006; ZHANGA et al, 2003). No entanto, poucos
métodos, seja de natureza semiquantitativa ou quantitativa, foram
desenvolvidos para avaliar a captacdo deste neurotransmissor.

De fato, registros da literatura mostraram que dentre as técnicas
utilizadas destacam-se patch clamp (MIM etal.,, 2005), utlizacdo de
biossensores (MCLAMORE et al., 2010), e na maioria dos estudos
radiomarcacao (TUNNICLIFF, 1975). Neste trabalho, foi proposto um protocolo
analitico inovador para a determinacdo de parametros da captacdo de glu
utilizando o tecido retiniano de aves como modelo experimental.

A metodologia apresentada difere dos inUmeros protocolos da literatura
pelo fato de né&o utilizar procedimentos que envolvam avaliagdo do glu no
ambiente intracelular ou utilizacdo de radionuclideos. Em relacdo aos
protocolos que quantificam os niveis de glu no ambiente intracelular no SNC,
uma limitagcdo técnica importante é passivel de discusséao, isto porque o glu
€ rapidamente metabolizado a glutamina pelas células da glia, também é
utilizado para producdo de GSH, além de servir como substrato para diversas
vias bioquimicas que o utilizam como combustivel para o metabolismo
oxidativo. Estes eventos ndo permitem uma quantificacdo precisa de glu
transportado para a célula, e podem influenciar na caracterizacao do transporte
do neurotransmissor (BRINGMANN et al., 2009).

Os meétodos que utilizam compostos marcados radioativamente
geralmente sdo passivos de perda de informacdes, principalmente pelo
fenbmeno de radidlise, o qual se caracteriza pela degradacdo do analito em
virtude da quebra das ligagbes quimicas de sua estrutura pela excessiva

atividade radioativa do isotopo que confere marcacdo, ou ao fenémeno
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quenching, que estd associado a diminuicdo da deteccdo da atividade
radioativa, ou pelo decaimento do radiois6topo, ou por impedancias no meio de
andlise. Trabalhos anteriores demonstram que estes fenémenos fisicos
reduzem  significativamente  a sensibilidade dos experimentos que
envolvem compostos radiomarcados estocados por longos periodos (GUINN,
1964; NASCIMENTO FILHO, 1977).

Além disso, a manipulacdo destes tipos de compostos radioativos
aumenta as chances de contaminacdo do ambiente de trabalho e
consequentemente a saude humana, uma vez que alguns isotopos tem meia
vida longa, a exemplo do tritio (H®) que tem meia vida de 12 anos (BROWN;
BADMAN, 1960; GUINN, 1964; NASCIMENTO FILHO, 1977).

Métodos alternativos e sensiveis capazes de caracterizar pequenas
alteracdes no transporte de glu no SNC sdo essenciais para pesquisas em
neurociéncias, uma vez que este neurotransmissor representa importante
mediador da toxicidade no SNC, incluindo a retina (DAY et al, 2006;
KALLONIATIS; NAPPER, 1996; SUEMORI et al, 2006). De fato, varios
trabalhos descreveram que a familia dos transportadores de alta afinidade Na*-
dependentes estdo envolvidos na regulacédo das concentracdes extracelulares
de glu abaixo dos niveis excitotoxicos (AMARA; FONTANA, 2002; O'SHEA,
2002)).

Somado a isto, estudos neuroquimicos tém fornecido evidéncias que
diversos eventos relacionados ao desenvolvimento do SNC s&o associados a
ténues mudancas na atividade dos transportadores glutamatérgicos
(DANBOLT, 2001; NORTHINGTON et al.,1999). A retina é uma extenséo do
SNC e demonstra fisiologia e citoarquitetura privilegiada para estudos
relacionados aos sistemas de neurotransmissdo. Estudos classicos
demonstram que este tecido representa uma estrutura com organizacao e
fisiologia bastante conservadas entre os vertebrados, neste contexto, a
utilizacdo de retina aviaria como modelo de estudo pode gerar informacdes
relevantes sobre o funcionamento do SNC de mamiferos, incluindo o homem
(BELECKY-ADAMS et al, 2008; KANEKO, 1979; RAUEN et al, 1996).

No que tange ao transporte de glu, assim como na de mamiferos, a

retina aviaria expressa 0s principais transportadores glutamatérgicos, o que
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justifica a utilizacdo deste modelo em tal estudo (BELECKY-ADAMS et al.,
2008; HARADA et al, 1998; RAUEN et al, 1996; SULLIVAN et al, 2006).

E importante destacar que no protocolo experimental deste trabalho, a
matriz de analise foi a solucéo de incubacéo do tecido retiniano. Sendo assim,
no procedimento experimental, o tecido é exposto a uma concentracao
conhecida de glu, e os niveis do neurotransmissor no meio de incubacdo sdo
quantificados por CLAE ap0s determinados periodos de incubacéo. Pelo fato
do glu ndo ser degradado no ambiente extracelular (BALCAR; JOHNSTON,
1972), a reducdo da concentracdo de glu no meio observado foi atribuida ao
influxo mediado por transportadores do glu presente na membrana das células
retinianas.

Silva et al., (2009) demonstraram que a CLAE acoplada a detecgcao por
fluorescéncia €& uma técnica eficiente para a determinacdo de altas
concentragbes de glu nas diferentesareas do SNC.Embora esta
metodologia represente um ensaio interessante para medi¢cdes de glu no
tecido, alteracBes na captacdo deste sdo primeiramente identificadas na faixa
micromolar, que cria a necessidade de um ensaio que permita a exata medicéo
de pequenas diferencas nas concentracdoes deste neurotransmissor
(MCLAMORE et al., 2010).

De acordo com as recomendacdes vigentes estabelecidas pela ANVISA-
Brasil foram executados antes das avaliacbes quantitativas 0s seguintes
parametros: tempo de retencdo, curva de linearidade, curva de calibracao,
limite de deteccéo, limite de quantificacdo, exatiddo, precisdo e ensaios de
recuperacdo. Esse processo caracterizado como validacdo do método
respaldou a quantificacao analitica deste trabalho.

Apbs serem estabelecida as condigBes cromatogréaficas a partir de Silva
et al., (2009), porém otimizadas de acordo com as necessidades deste
protocolo, os resultados referentes ao tempo de retencdo dos padrdes de
aminoacido glu e do padrdo interno homoserina, injetados no cromatégrafo
liguido nas concentracdes de 10,0 pg/mL e 6,0 pg/mL, respectivamente,
apresentaram um cromatograma com picos de alta resolucdo e sem
interferentes a eluicdo no tempo de vinte e cinco minutos, absolutamente livre
de ruidos interferentes significativos da linha de base. A homoserina foi

empregada como padrao interno para minimizar eventuais variabilidade da
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amostra em decorréncia dos procedimentos de preparacdo e derivatizacao
(BAGLEY; MOGHADDAM, 1997; RAJ et al., 2001).

Na avaliacdo da correlacdo entre a resposta do detector e a
concentracdo do analito, tanto nas analises de linearidade quanto da curva de
calibracéo, os resultados demonstraram resposta linear do sistema. Os valores
dos coeficientes de correlagéo da linearidade e curva de calibragdo foram de
0,998 e 0,995, respectivamente. Isto demonstra resultados aceitdveis e bem
acima dos valores minimos toleraveis determinados pela ANVISA-Brasil, no
intervalo de concentracfes de 0,1 pug/mL a 20,0 pg/mL.

O LD e LQ obtidos neste trabalho foram de 0,025 pg/mL e 0,1 pg/mL,
respectivamente. A ANVISA-Brasil estipula valores toleraveis para o coeficiente
de variacdo, que € uma medida relativa de dispersao, util para a comparacao
em termos relativos do grau de concentracdo em torno da média, de igual ou
inferior a 10 % para LQ. Os dados aqui apresentados para LD e LQ foram de
27% e 7%, respectivamente. A concentracao obtida para o LD foi trés vezes
maior que o ruido da linha de base e o CV obtido para LQ foi abaixo do critério
usual estipulado.

Para o estudo da precisdo inter e intraensaios desta metodologia
apresentadas na tabela 5, os valores do CV, que deverdo ser iguais ou
menores que 15 % (Anvisa-Brasil), foram satisfatorios nos intervalos das
concentracfes analisadas. Indicando que o método foi preciso.

A exatiddo do método inter e intraensaios foram avaliados pela
porcentagem da relagdo da concentracdo obtida pela concentracdo teérica. A
ANVISA-Brasil determina que estes valores nao ultrapassem 15 % do valor
nominal. Neste estudo os resultados referentes a exatiddo do método,
apresentados na tabela 5, foram considerados aceitaveis.

Além disso, as condi¢Bes cromatograficas mostraram elevado nivel de
recuperacdo (acima de 99%; tabela 6) na faixa micromolar que é semelhante
ao descrito em trabalhos anteriores (CLARKE et al., 2007; ZHANGA et al,
2003). Estes dados estdo proximos do valor de 100 % devido a determinagao
indireta da captacdo de glu (com base sobre o consumo de glutamato
extracelular) ndo ser influenciada por disturbios do metabolismo celular como
frisado anteriormente, bem como pelo fato de ndo sofrer perda da amostra que

geralmente ocorre devido a processos de separagao e extracdo do analito.
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Antes da determinacdo dos parametros cinéticos da captacdo de glu no
tecido nervoso, se fez necessario normatizar um tempo de incubacéo, o qual
seria utilizado como tempo padrao de referéncia para todos os experimentos de
captacdo. Os dados apresentados apds curva tempo-dependente (5°, 10°, 15,
20’, 25’ e 30’) indicaram que o tempo em que houve maior captacao de glu foi
de dez minutos, corroborando com o tempo de incubacéo utilizado por
Tunnicliff 1975 e Ward et al., (2005) em seus experimentos.

Sobre os parametros cinéticos, obteve-se valores de Ky, € Vimax (8,2 € 9,8
nmol/ mg proteina / minuto, respectivamente) de acordo com os descrito em
estudos anteriores realizados em diferentes areas do sistema nervoso central,
(BERETTA etal.,, 2004; GEGELASHVILI; SCHOUSBOE, 1998; PALMADA;
CENTELLES, 1998; SCHOUSBOE; DIVAC, 1979). Estas determinacfes séo
importantes para a compreensao do comportamento do transportador diante
das concentracdes de glu na fenda sinaptica, as quais sdo minunciosamente
reguladas (DANBOLT, 2002).

Apos ter sido rigorosamente validado seguindo as normas técnicas
obrigatdrias para determinacdes analiticas e ser caracterizado os parametros
cinéticos de captacdo de glu, este estudo também avaliou determinacfes
aplicaveis de acordo com trabalhos prévios.

Na literatura se evidenciam dois sistemas distintos de transporte de
glutamato, sendo um Na*-dependente (PALACIN et al., 1998; YASUSHI et al.,
2004) e outro dependente de cloreto e Na'-independente (BANNAI, 1986;
SATO et al.,, 2002); avaliou-se a participacdo dos distintos sistemas pelo
método proposto neste trabalho. Nota-se que os valores apresentados (112 uM
de captacdo para o sistema contendo Na*, e 55 uM de captacio para o sistema
sem Na") estdo de acordo com os resultados apresentados por Oliveira, et al.,
(2010), ou seja, uma reducdo de cerca de 50% da captacdo de glu num
sistema livre de Na™ (*p < 0,05).

Outro fato relevante foi a observacdo da captacdo de glu frente a
variacdes de temperatura. Sabe-se que a captacdo deste neurotransmissor é
afetada por tal oscilacdo (TUNNICLIFF, 1975), entdo para demonstrar que o
protocolo proposto reproduzia a quantificacdo analitica com alta sensibilidade e
preciséo tal fenébmeno, foram realizados ensaios de captacdo de glu em trés

diferentes temperaturas. Os experimentos mostraram claramente que ao
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incubar o tecido nervoso a 37°, 8° e 0°, °C, os valores de captacao foram de
42,5; 248 e 4 uyM (*p < 0,05), respectivamente. Portanto, a captacéo
temperatura-dependente foi caracterizada por este método.

Para ratificar se a aplicabilidade deste estudo continuava sendo eficaz,
optou-se por executar a modulacdo da captacdo de glu com inibidores
farmacologicos especificos de seu transporte. Ao se utilizar cloreto de zinco
(ZnCl), os resultados observados destacaram modulagédo da captacéo de glu
dependente de concentracdo de ZnCl. Os dados expressos em percentagem
do controle indicaram que 0s grupos incubados com concentracdes do
bloqueador variando entre 10°-10° molar, reduziram a captagéo de glu (*p <
0,05 ANOVA, e Teste Tukey), enquanto que 0s grupos com concentragdes que
variaram de 10°-10 molar diminuiram a captacdo com nivel de significancia
de *p < 0,01 (ANOVA, e Teste Tukey).

A modulacdo da captacdo de glu por este agente bloqueador pode
ocorrer de duas maneiras: pela conjugacao do ZnCl com o glu ou pela inibicdo
da captacao de glu via GLAST pelo ZnCl, segundo descrito por Spiridon et al.,
(1998), este dado corrobora com os mostrados nas condi¢cdes experimentais
descritas por Gabrielsson et al., (1986) os quais determinam que altas doses
de zinco bloqueia a captacdo de glu, bem como aqueles demonstrados por
Spiridon et al, (1998), os quais determinaram o transporte de glu modulados
por ZnCl.

Todos o0s parametros aqui analisados ressaltam claramente a
aplicabilidade eficiente deste protocolo para estudos em neurociéncias, além
de ser proposta uma metodologia simples e eficiente com alta sensibilidade
para a quantificacdo da captacdo de glu no SNC determinada por
CLAE. Esta abordagem se torna uma ferramenta importante para
estudos associados a caracterizacdo de alteracdes em escala de minutos no
transporte de glutamato em situacdes fisioldgicas, bem como relacionados com

injurias no SNC.



58

6 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que a
quantificacdo de glu no tecido retiniano pelo calculo da diferenca entre a

concentracéo inicial e final na matriz de analise, foi bem estabelecida, pois:
A validacdo dos parametros analiticos para determinacdo de glu por
CLAE demonstrou ser um método reprodutivel e satisfatério, atendendo as

normas estabelecidas pela ANVISA;

Foi estabelecido um tempo padrao de referéncia para avaliar a captacao

de glu em tecido nervoso;

Foi caracterizada a cinética de captacao de glu no tecido nervoso;

A modulacdo do transporte de glu por bloqueadores especificos

demonstrou aplicabilidade satisfatéria.
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