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RESUMO

Estudos recentes mostram que liberacdo de glutamato por células gliais
hipotalamicas é uma importante resposta fisiologica em situagBes de
hiperosmolaridade. Além disso, estudos prévios apontam um marcante
aumento dos niveis de adenosina no fluido intersticial renal ap6s o aumento da
ingestdo de sodio. Neste contexto, o objetivo do presente estudo foi
caracterizar a possivel relacédo entre a liberacdo de adenosina e a liberacéo de
glutamato em culturas primarias de astrocitos expostas a situacdo de
hiperosmolaridade. Culturas de astrocitos hipotalamicos obtidos de ratos da
linhagem Wistar nos dois primeiros dias de nascidos, foram expostas a
solucao hiperténica com sédio (340mOsm/L) nos tempos 3, 5, 10 e 15 minutos.
Apos o estimulo, o meio de incubacdo foi coletado e os niveis extracelulares de
glutamato e adenosina foram determinados por Cromatografia Liquida de Alta
Eficacia (CLAE). Afim de avaliar a relacdo entre estes compostos em situacdes
hiperosmoticas, utilizou-se o tratamento das culturas com Adenosina, com R-
PIA um agonista do receptor A1, bem como com glutamato e agonista do
receptor tipo NMDA. Nossos resultados demonstraram elevacdo significativa
dos niveis extracelulares de glutamato ap6s o estimulo hiperosmaético com um
pico em 5 minutos. Similarmente, observamos o aumento nos niveis de
adenosina no meio de incubacdo ap6s 10 e 15 minutos. O tratamento com
glutamato induziu aumento nos niveis extracelulares de adenosina apés 15 e
20 minutos em meio iso-osmotico. A exposicdo ao NMDA ndo induziu a
liberacdo de adenosina e em nenhuma das concentracdes utilizadas. Os pré-
tratamentos com adenosina e o agonista A1 R-PIA impediram a liberacédo de
glutamato induzida por hiperosmolaridade. Nossos resultados mostraram
também que o efeito do estimulo na liberagcdo de glutamato e adenosina é
dependente de sddio, e apresenta uma resposta especifica para astrécitos do
hipotalamo que pode ser modulada através da ativacdo do receptor Al de

adenosina.

Palavras chaves: hiperosmolaridade, liberacdo de glutamato, liberagcéo de
adenosina, astrécitos hipotalamicos.



Abstract

Recent studies have shown that glutamate release by hypothalamic glial
cells is an important physiological response to hyperosmolarity. Furthermore,
previous studies point out an accentuated increase of the adenosine levels in
renal interstitial fluid after the intake sodium increases. This study aims to
evaluate the possible relationship between the adenosine and glutamate
releases in primary cultures of astrocytes exposed to hyperosmolarity
conditions. Hypothalamic astrocytes cultures of Wistar rats at the first two days
after birth were exposed to hypertonic sodium solution (340mOsm/L) in different
times (3, 5, 10 e 15 min). After this stimulus, the incubation medium was
harvested and the extracellular levels of glutamate and adenosine were
determined by High Performance Liquid Chromatography. In order to evaluate
the relationship between these compounds in hyperosmotic conditions, we have
used treatment of the cultures with adenosine, with R-PIA (an agonist of the A1
receptor), as well as with glutamate (an agonist of the NMDA receptor). Our
results showed a significant increase of the extracellular levels of glutamate
after the hyperosmotic stimulus with a peak at 5 min. Similarly, we have seen
an increase of the adenosine levels in the incubation medium after 10 and 15
min. The treatment with glutamate induced an increase in extracellular levels of
adenosine after 15 and 20 minutes in isosmotic medium. The exposure to the
NMDA receptor did not induce the release of adenosine in none of the
concentrations utilized. The pretreatment with adenosine and R-PIA Al agonist
blocked the release of glutamate induced by hyperosmolarity. Our results also
showed that the effect of the stimulus on the release of glutamate and
adenosine is sodium-dependent and presents a specific response for
hypothalamic astrocytes, which can be modulated by the adenosine Al receptor

activation.

Key-words: hyperosmolarity, glutamate release, adenosine release,
hypothalamic astrocytes.
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1 - INTRODUGCAO

A maioria dos componentes dos fluidos corporais esta em estado de
fluxo constante e mantido em equilibrio através do mecanismo de
osmorregulacdo (JOHNSON; THUNHORST, 1997). A regulagdo precisa da
osmolaridade dos fluidos corporais e consequentemente do volume celular é de
fundamental importancia para garantir a homeostasia do organismo (SIMARD;
NEDERGAARD, 2004). Estudos mostram que mudancas no volume da célula,
provocadas por alteracées na osmolaridade do meio extracelular, podem levar
a perda de inumeras de suas func¢des (VERBALIS, 2007). Estas alteracdes tém
particular importancia quando se trata de células pertencentes ao sistema
nervoso central (SNC), nas quais pequenas mudancas de volume alteram
significantemente a relagcdo espacial entre neurdnios e outros tipos celulares,

podendo afetar, por conseguinte, a transmisséo sinaptica (VERBALIS, 2010).

O sbédio representa um importante constituinte do compartimento
extracelular e, por permear a membrana celular muito lentamente, €
considerado o principal soluto capaz de promover o aumento da osmolaridade
plasmatica (ANTUNES-RODRIGUES, PICANCO-DINIZ, et al.,, 2005). A
hiperosmolaridade normalmente ocorre como consequéncia da hipernatremia
resultante da perda hipotonica de fluidos e/ou aumento da ingestdo de sédio,
nao compensados pela igestdo suficiente de agua (ANTUNES-RODRIGUES,
PICANCO-DINIZ, et al., 2005)

O principal componente do processo regulatério homeostatico é o
sistema neuroenddcrino hipotalamo neuroipofisario formado por neurénios
localizados nos nucleos supra optico (SON) e paraventricular (PVN)
hipotalamico os quais, apdés eventos de hiperosmolaridade, produzem os
horménios arginina-vasopressina (AVP) e ocitocina (OT) secretados pela
neuroipodfise. Estudos em mamiferos, incluindo humanos, estabeleceram que a
hiperosmolaridade do fluido extracelular estimula a sensagdo de sede
(RAMSAY, 1989) que culmina na busca pela agua e na liberacdo de AVP que
promove a reabsorcdo de agua pelas células renais (ANTUNES-RODRIGUES

et al., 2004). Além disso, a infusdo de solugdes hipertdnicas de NaCl na artéria
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cardtida parece aumentar a natriurese mediada pela liberacédo de ocitona (OT)
na corrente sanguinea (HUANG; LEE; SJOQUIST, 1995).

Ha evidéncias de que o glutamato medeie a maior parte das atividades
excitatorias no hipotadlamo (BUSNARDO et al., 2012), contrariando o que se
acreditava anteriormente que peptideos neuro moduladores ou outros agentes
de acéo lenta seriam as principais substancias neuroativas dessa regiao (PAL;
TROMBLEY; HAVEN, 1993). Estudos sugerem que receptores glutamatérgicos
podem estar envolvidos tanto com a liberagdo basal como na liberacao
osmoticamente ativada tanto de AVP como de OT (CURRAS-COLLAZO; DAO,
1999). Assim, € de singular importancia a descricdo dos mecanismos
regulatérios do transporte de glutamato no hipotalamo em situacdes
homeostaticas ou alostaticas.

A adenosina € conhecida como um importante neuromodulador
enddgeno amplamente distribuido por todos os tecidos de mamiferos (REES;
SCANLON; HAM, 2003; TOME; SILVA; CUNHA, 2010), tendo papel crucial
tanto em condicdes fisioldgicas como patolégicas (CUNHA, 2001). Dados da
literatura mostram ainda, que a adenosina pode ser liberada para o espaco
extracelular mediante diversos estimulos, entre eles, a ativacao de receptores
glutamatérgicos (LATINI; PEDATA, 2001). Ao mesmo tempo, estudos mostram
um marcante aumento dos niveis de adenosina no fluido intersticial renal apés
0 aumento da ingestao de sodio (SIRAGY; LINDEN, 1996) e, tanto a infusédo
intrarrenal com sistémica de adenosina, promove um efeito natriurético em
ratos (FRANSEN; KOOMANS, 1995). Estes resultados mostram claramente um
envolvimento da adenosina na osmorregulacdo periférica. No entanto, pouco
se sabe sobre a participacdo deste nucleosideo na resposta fisiologica
hipotalamica em situacdes de hiperosmolaridade.

Os astrocitos desempenham um importante papel na homeostase
cerebral. Evidéncias mostram que apos o estimulo hiperosmético estas células
apresentam um aumento na expressdo de proteina glial fibrilar acida (GFAP)
(LAFARGA, et al., 1992), proteina FOS (YUAN et al.,, 2010), canais de
conexina 43, (JIANG et al., 2011), além de mudar sua forma e retrair os

prolongamentos celulares que separam neurbnio magnocelulares
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hipotalamicos (KUO; HARIRI; MICEVYCH, 2010). Estudos mostram ainda que
durante o estimulo hiperosmoético, astrécitos hipotalamicos promovem um
aumento na sintese e na liberacdo de glutamato (CAO et al., 2008). Uma vez
que astrécitos tém sido recentemente identificados como uma importante
reserva para uma ampla variedade de gliotransmissores que modulam a
atividade singptica (MART et al., 2007), buscamos investigar se seu papel

homeostéatico sob hiperosmolaridade é mediado pela liberacdo de adenosina.
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1.2 Resposta osmorregulatéria frente a hiperosmolaridade

Ao longo da evolucédo os organismos desenvolveram refinadas respostas
fisiolégicas e comportamentais para se adaptar e sobreviver ao ambiente em
que viviam. A resposta a osmolaridade do meio extracelular foi uma delas
(VERBALIS, 2010). Embora os mamiferos mantenham a osmolaridade dos
fluidos corporais em valores aproximadamente entre 280 e 300 mOsm/L, um
individuo pode sofrer flutuacdes nesses valores dependendo da ingestéo e ou
da perda de agua e sodio, através do suor e da diurese (VERBALIS, 2007). A
perda de agua apds 40 minutos de exercicios fisicos no calor, por exemplo, ou
24 horas de privacao de agua, faz com que haja um aumento da osmolaridade
plasmatica em 10 mOsm/L, o que é suficiente para desencadear uma resposta
fisiolégica (BOURQUE, 2008)

O comportamento de busca pela 4gua estimulada pela sede é um
eficiente mecanismo de correcdo da tonicidade dos fluidos corporais (figural).
Um pequeno aumento de 1 a 2% da osmolaridade plasmatica gera respostas
neuroendocrinas que culminam na busca pela agua (MCCANN; GUTKOWSKA;
ANTUNES-RODRIGUES, 2003). Os nucleos supra Optico (SON) e
paraventricular (PVN) do hipotalamo possuem duas populacdes de células
neuroenddocrinas magnocelulares que sintetizam os peptideos hormonais AVP
e OT, os quais sdo transportados aos terminais axonais localizados na
neuroipdfise e liberados na corrente sanguinea em resposta ao estimulo
hiperosmético (HUSSY et al., 2000). A vasopressina tem principalmenteuma
funcéo antidiurética (MORSETTE et al., 2012; STRICKER; HOFFMANN, 2007,
VOISIN; BOURQUE, 2002), estimulando a reabsorcdo de agua pelo rim. No
entanto, adicionalmente tanto a AVP como a OT, vém sendo reconhecidas por
seu papel natriuréetico (BOURQUE, 2008; MCCANN; GUTKOWSKA;
ANTUNES-RODRIGUES, 2003; MORSETTE et al., 2012)

Como dito anteriormente, o principal responsavel pela osmolaridade
extracelular é o sédio e os anions que o acompanham, principalmente o cloreto
e o bicarbonato (ANTUNES-RODRIGUES, PICANCO-DINIZ, et al., 2005). Em

1937, Gilman mostrou que poderia induzir sede apos a injecdo de NaCl
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hiperténico na artéria carétida de caes. Porém, ndo obteve o mesmo resultado
quando utilizava solu¢cdes osmoticamente equivalentes de ureia a qual é capaz
de atravessar livremente a membrana plasmatica (MCCANN; GUTKOWSKA;
ANTUNES-RODRIGUES, 2003). Esse achado sugeriu que a sensacao de sede
surge como uma consequéncia da “desidratacdo celular” que seria a
diminuicdo de volume resultante do efluxo da &gua citoplasmatica em virtude
do aumento da osmolaridade externa (BOURQUE, 2008).

Balancgo Salino Balango Hidrico

Hipertonicidade

I Natriurese |Apetite a0 Na+

T Vasopressina
(retencdo de agua)

l Natriurese t Apetite ao Na+ 1 Sede lVasopressina
(excregdo de agua)

“eas

~

Figura 1 Mecanismos Basicos de Osmorregulacao
Aumento da osmolaridade do fluido extracelular modula respostas homeostaticas que alteram o balango salino
(esquerda) e o balango hidrico (direita) através do principio de feedback negativo. Condi¢Ges hipertbnicas e

hipotonicas levam a mudangas na ingestdo e excre¢do de agua e sddio para manter a osmolaridade do fluido
extracelular préximo a 300mOsm/L. Modificado de (BOURQUE, 2008)

A modulacdo da atividade dos neurdnios magnocelulares pelo estimulo
osmotico resulta da integracdo de multiplos inputs sensoriais que incluem
osmorreceptores periféricos e centrais (figura 2) assim como a
osmossensibilidade intrinseca do proprio neurbnio (BOURQUE, 2008).
Estudos pioneiros de Varney em 1937 apontam para a existéncia de um
mecanismo sensorial capaz de detectar mudanca na osmolaridade do fluido

extracelular. Este mecanismo estaria representado por células as quais ele
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chamou de “osmoreceptores”. Ao promover infusdo de solucao hiperosmatica
nos vasos sanguineos que irrigavam o hipotalamo anterior de caes, Varney
mostrou um efeito antidiurético nesses animais (ANTUNES-RODRIGUES,
PICANCO-DINIZ, et al., 2005). A explicagdo mais parcimoniosa para estes
resultados seria que neurdnios magnocelulares hipotalamicas que secretam
vasopressina seriam por si sO, as células osmorreceptoras, muito embora a
localizacdo destas células, ndo as caracterizasse como osmorreceptores e nem
favorecesse uma resposta rapida a pequenas variacbes na osmolaridade
plasmatica (VERBALIS, 2010)

Um importante achado para a localizacdo dos osmorreceptores foi
proposto em 1977 quando pesquisadores mostraram que lesdes na regido
ventral anterior ao terceiro ventriculo (AV3V) do cérebro provocava adipsia em
ratos, embora, estes continuassem a produzir urina e se tornssem
desidratados. Além disso, mesmo com a desidratacdo severa, 0s ratos nao
ingeriam agua e os niveis de vasopressina eram mantidos nos valores normais
(RAMSAY, 1989). Estudos posteriores sugeriram que uma regido rica em
capilares fenestrados, fora da barreira hemato-encefédlica, os Orgéos
Circunventriculares (OCVs), formados pelo Orgdo Vasculoso da Lamina
Terminal (OVLT), Orgédo Subfornicial (OSF) e o Nucleo Pré-Optico Mediano
(MnPO), seriam o0s principais sitios de osmorreceptores centrais (ANTUNES-
RODRIGUES et al., 2004). Em experimentos no qual essa regiao do encéfalo
foi destruida em ratos, constatou-se tanto a diminuicdo da secrecdo de
vasopressina como a inibicdo da sensacdo de sede em resposta ao aumento
da osmolaridade (JOHNSON; THUNHORST, 1997).

Em humanos, individuos com danos cerebrais na regido do OVLT, séo
incapazes de manter a osmolaridade do plasma mesmo em condi¢cdes basais
(VERBALIS, 2010). A participacdo do OVLT e da éarea que envolve o
hipotalamo anterior na resposta a hiperosmolaridade também tem sido
estudada utilizando técnicas imunoistoquimicas que detectam rapidamente a
intensa producdo de proteina cFos sugerindo que essa area € fortemente
ativada apoOs desidratacdo (MCKINLEY et al., 2008). Além disso, estudos
eletrofisiolégicos mostraram que a taxa de disparo de potenciais de agdo em
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grupos de neurbnios do OVLT varia em funcdo positiva com a
hiperosmolaridade (BOURQUE, 2008).

SFO
o
MnPO
OVLT PVN peripheral
<« — 4| osmosensory
input
* A
SON
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Figura 2 Complexo de Osmorreceptores Centrais
Os neurdnios magnocelulares no SON e PVN projetam seus axonios até o lobo posterior da hipdfise, a qual libera OT

e AVP na circulagdo sanguinea. Eles recebem sinais de neurénios osmossensiveis centrais localizados no OVLT, SFO e
MnPO. Neurdnios do OVLT e SFO também projetam para MnPO. Adaptado de (HUSSY et al., 2000)

A hiperosmolaridade aguda, induzida apos injecdo intraperitonial de
NaCl hiperténico induz a imediata reducdo de volume do encéfalo. Estudos
mostram que ratos submetidos entre 15 e 20 minutos de hipernatremia aguda
apresentam uma reducdo do volume do cérebro proporcional ao aumento da
osmolaridade plasmatica, geralmente estabilizando ap6s 15 a 30 minutos da
injecdo de NaCl (LIEN; SHAPIRO; CHAN, 1990). Segundo Verbalis, 2010 esta
complexa natureza tempo-dependente do processo de adaptacdo do cérebro
envolve um rapido acumulo de ions inorganicos e um lento acumulo de
osmolitos organicos como, por exemplo, o glutamato em um processo
chamado aumento regulatério de volume em neurénios (VERBALIS, 2010). No
entanto, os mecanismos envolvendo o processo de adaptacdo do cérebro a
situacdes hiperosmoticas e o papel de outros tipos celulares tais como
astrdcitos, ainda ndo esta completamente elucidado
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1.3 Astrocitos

O conceito de neuroglia foi introduzido em 1856 por Rudolf Virchow para
dar nome ao material conectivo que dava suporte aos neurdnios. Analisando
tecidos humanos post morten, o patologista notou a presenca de uma
substancia conectiva no tecido nervoso do encéfalo e na medula no qual
estavam inseridos os elementos que formavam o sistema nervoso. Essa
substancia foi inicialmente nomeada nervenkitt, que significa “cimento de
nervo”, que foi mais tarde traduzido como neuroglia (KETTENMANN;
VERKHRATSKY, 2008). A palavra glia, expressao grega para cola, foi usada
para designar células que ligavam neurdnios e a funcéo de suporte foi, naquela
época, a Unica atribuida a estas células. Esta ideia persistiu por todo século
XX, e s6 comecou a mudar nas Ultimas duas décadas, com a descoberta de
mecanismos excitaveis envolvendo o0 aumento das concentracfes
intracelulares de célcio ibnico, os quais mostram que, na verdade, estas células
assumem um papel mais ativo do que Virchow imaginava (AGULHON et al.,
2008). J&4 o termo astrocito, foi introduzido em 1893, por Michael von
Lenhossek para designar a célula glial com morfologia estrelada, (revisado em
MATYASH; KETTENMANN, 2010). Antes disso, ndo havia diferenciacdo entre
astrocitos, células microgliais e oligodendrécitos, que constituem a familia de

células gliais.

Atualmente os astrocitos ndo sdo mais vists apenas como meros
suportes estruturais para o neurbnio. Pesquisas recentes reconhecem estas
células como elementos ativos na comunicagdo celular a qual esta intimamente
envolvida no controle de inUmeras fungfes do cérebro. Uma de suas principais
fungbes é a regulacdo dos niveis extracelulares de neurotransmissores, como 0
GABA e o glutamato (SCHOUSBOE; WAAGEPETERSEN, 2005). Aléem de
expressar uma gama de receptores que reconhecem neurotransmissores que
modulam suas func¢des, podem eles mesmos liberar uma variedade de
moléculas sinalizadoras que transmitem mensagens através da rede de
conexdes gliais (HAMILTON; ATTWELL, 2010). Diversos estudos tém
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identificado ainda, as diferentes vias pelas quais os astrocitos podem liberar
glutamato, entre as quais: exocitose Ca'? dependente, transporte reverso,
antipoter  cistina-glutamato, receptor P2X;, canais de anions e
Conexina/Panexinas, (para revisdo ver MALARKEY, 2009; PARPURA;
GRUBISIC; VERKHRATSKY, 2011).

1.4 Transmisséo glutamatérgica no hipotalamo

No final da década de 1950, Curtis e colaboradores mostraram pela
primeira vez o efeito excitatério do acido glutdmico sobre o cérebro de
mamiferos, quando observaram que a injecao de glutamato de sddio no cértex
motor de caninos e primatas tinha um efeito convulsivante (WATKINS; JANE,
2006). Entretanto, foi somente em meados da década de 1970 que o glutamato
foi amplamente reconhecido como o principal neurotransmissor excitatério do
SNC, onde estudos eletrofisiologicos farmacolégicos e bioquimicos
estabeleceram os mecanismos de acdo deste aminoacido na transmissao
sinaptica (WATKINS; JANE, 2006).

Desde entdo, o glutamato tornou-se um dos neurotransmissores mais
estudados, e os mecanismos de muitos de seus efeitos celulares e moleculares
ja foram elucidados. No sistema nervoso central (SNC), particularmente, atua
como o principal neurotransmissor excitatorio, sendo o mediador quimico de
cerca de 80 a 90% das sinapses excitatorias cerebrais (McKenna, 2007).
Estudos posteriores descreveram algumas mudancas nas propriedades
eletroquimicas e estruturais em canais i6nicos de uma célula neural, quando
modificavam a interacdo da molécula do glutamato com o sitio de ligacdo do
receptor levando a indicios de diferentes tipos de receptores de glutamato no
SNC presentes tanto em neurdnios como em células gliais (KEW; KEMP,
2005).

Dentre os motivos pelos quais o glutamato e seus receptores tém sido
alvo de muitos estudos esta sua importante participagdo em processos

fisiologicos, destacando-se dentre eles, o seu papel na transducdo de sinais
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em células do SNC. No entanto, pouco se sabe sobre as propriedades
fundamentais da transmissdo glutamatérgica em células pertencentes ao
sistema neuroenddcrino. Estudos recentes evidenciam que a liberagédo
fisiologica de vasopressina requer sinapses glutamatérgicas, com propriedades
gue maximizam a atividade de células magnocelulares (MNCs) do ndcleo supra
optico (SON) exibindo ai diversos mecanismos complexos de plasticidade
sinaptica que envolvem o aumento dos niveis intracelulares de Ca?* (PAL;
TROMBLEY; HAVEN, 1993) Além disso, esta liberacdo parece estar envolvida
com a retirada de prolongamentos astrocitarios que separam neurbnios
magnocelulares durante a desidratagcdo, aparentemente para subregular a
transmissdo sinaptica basal em direcdo aos MNCs (IREMONGER,;
BENEDIKTSSON; BAINS, 2010). Ha evidéncias que mostram que o0
transmissor excitatorio primario liberado pelos neurdnios no hipotalamo é o
glutamato, contrariando 0 que se acreditava anteriormente que essas células
utilizariam peptideos — neuromoduladores ou outros agentes de agéo lenta
como principais substancias neuroativas (PAL; TROMBLEY; HAVEN, 1993).
Dados ainda mais recentes mostram que o0 glutamato esta envolvido na
regulacédo do apetite, uma vez que, a injecao intra-hipotalamica em ratos, tanto
de glutamato como de cainato, AMPA ou NMDA estimularam rapidamente uma
intensa busca por alimento (DELGADO, 2013).

Normalmente, quando ha excesso de glutamato extracelular, as células
gliais atuam no sentido de diminuir a excitabilidade e excitotoxicidade
produzida pelo glutamato liberado pelo neurdnio. Frequentemente, isso se da
através da captacdo do glutamato extracelular por estas células gliais.
Entretanto, outras vias que inibem a liberacdo de glutamato por astrocitos
podem estar envolvidas neste mecanismo. Um dado interessante da literatura
mostra que apds cinco minutos de estimulo hiperosmoético ha um aumento da
sintese de glutamato por astrécitos no hipotdlamo que retornam aos niveis
basais ap0s quinze minutos de estimulo (CAO et al., 2008), sugerindo um
mecanismo protetor que envolve a regulacdo dos niveis deste
neurotransmissor em  astrécitos, durante eventos fisiolégicos de

hiperosmolaridade que precisa ser abordado mais profundamente.
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1.4.1 Sintese de glutamato

Uma das vias de sintese do glutamato (figura 3) se da a partir de um
intermediario oriundo do ciclo de Krebs, o a-cetoglutarato. Um grupamento
amino oriundo de outros aminoacidos € adicionado ao a-cetoglutarato através
de enzimas transaminases dando origem ao glutamato (SCHOUSBOE;
WAAGEPETERSEN, 2005). Esta reacdo pode ser reversivel ja que a
desaminacdo do glutamato, por enzimas especificas, leva a formagao do a-
cetoglutarato (VAN DEN HEUVEL et al.,, 2004). O oxaloacetato, outro
intermediario do ciclo de Krebs, também pode receber um grupamento amino
por acdo de uma enzima, a aspartato aminotransferase, originando outro
aminoacido excitatorio, o aspartato (PAGEAU et al., 2006). O glutamato
também pode ser sintetizado através do ciclo glutamato/glutamina que ocorre
em astrocitos. Este ciclo € considerado um mecanismo de reciclagem de
glutamato, por meio do qual este aminoacido sofre um processo de
desaminacao, pela acdo da enzima glutamina sintetase formando assim a
glutamina (BRUSILOW et al., 2010). Em neurénios, o glutamato é estocado em
vesiculas de maneira independente de sédio, sua incorporacdo € possivel
devido a um potencial interno de membrana que é gerado por uma H*- ATPase
vacuolar, a qual medeia o transporte de prétons para o interior de uma
vesicula ( para revisdo, MASSON et al., 1999). Acrescentar como o glutamato

entra na
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Figura 3 Representac¢do esquematica das vias de sintese de glutamato em astrdcitos e neurdnios

Tanto no astrécito quanto no neurdnio, o glutamato pode ser sintetizado a partir do a-cetoglutarato (a-CG),
proveniente do ciclo de Krebs. A desidrogenase do acido glutamico (GDH) é a enzima responsavel por catalisar esta
reagdo. No astrocito, o glutamato pode seguir quatro destinos diferentes: voltar para o ciclo de Krebs como a-
cetoglutarato, reagdo catalisada pela prépria GDH, ou pela aspartato aminotransferase (AAT); ser utilizado para a
sintese de glutationa; ser substrato para a sintese da glutamina pela glutamina sintetase (GS); ou ser metabolizado
para a formagdo de CO2 e H20. O astrdcito pode, ainda, liberar glutamina, e esta, uma vez captada pelo neurdnio,
gerar novas moléculas de glutamato pela reacdo catalizada pela enzima glutaminase ativada por fosfato (PAG).
Adaptado de (PARDO et al., 2011)

1.4.2 Liberacao e captacédo de glutamato

A liberacdo de glutamato pode ocorrer tanto por células neuronais
quanto por células gliais (CURRIE; KELLY, 1981), através de mecanismos
dependentes ou independentes de Ca?* ou Na', que ocorrem tanto na
liberacdo vesicular como por heterotrocadores (COHEN-KASHI-MALINA;
COOPER; TEICHBERG, 2012)
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1.4.3 Liberacao vesicular

A liberacdo vesicular de glutamato requer uma sinalizacdo rapida,
geralmente o aumento da concentracdo de ions calcio no citosol, que pode ser
repetido em alta frequéncia e também inibido ou potencializado com o tempo
(NI; PARPURA, 2009). Resumidamente, o ciclo compreende varias etapas que
se iniciam quando as vesiculas preenchidas com neurotransmissor ficam preé-
ancoradas na zona ativa, regido especializada da membrana pré-sinaptica
(LIGUZ-LECZNAR; SKANGIEL-KRAMSKA, 2007). O processo de ancoramento
na membrana € realizado por um complexo proteico chamado SNARE (Soluble
Nethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor), que consiste na
interacdo entre a proteina vesicular sinaptobrevina/VAMP (v-SNARE) e duas
proteinas de membrana, SNAP-25 (synaptosome associated protein, 25 KD) e
sintaxina (que, juntas formam o tSNARE) (LIGUZ-LECZNAR; SKANGIEL-
KRAMSKA, 2007; MOTHET et al., 2005).

A fusdo das vesiculas a membrana pré-sinptica ocorre ap6s um
aumento intracelular de ions célcio, provocado pela abertura de canais
dependentes de voltagem, o que leva a liberacdo do conteudo vesicular de
neurotransmissor na fenda sinaptica. A proteina sinaptotagmina é considerada
como a provavel proteina sensivel a calcio. O complexo SNARE pode ser
desfeito pela atividade de uma ATPase denominada NSF (Nethylmaleimide-
sensitive factor) que mantém um equilibrio dindmico entre as vesiculas
prontamente liberaveis e as pré-ancoradas a membrana (GODA, 1997;
LONART & SUDHOF,2000). ApGs a exocitose as vesiculas sdo rapidamente
internalizadas por endocitose e recicladas, podendo ou néo ser fusionadas em
um endossoma para serem regeneradas, novamente preenchidas por
neurotransmissor e repetir o ciclo (JAHN et al.,, 2003). Este sistema multi-
protéico também pode sofrer modulacdo por outras vias enziméticas que o
tornam plastico de acordo com o estimulo. As mudancas sofridas podem levar
a modificagdo da quantidade de neurotransmissor liberado e a consequente
mudanca de sensibilidade da regido pds-sinaptica. A fosforilacdo das proteinas
envolvidas na exocitose forma a base da plasticidade pré-sinaptica facilitando a
neurotransmissédo. Ja foi demonstrado que as proteinas do complexo SNARE
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podem ser fosforiladas por diferentes proteinas quinases como a Proteina
Quinase dependente de Ca?" /Calmodulina tipo Il (CaMKIl), Caseina
Quinase,Proteina Quinase dependente de Ca** /Fosfolipideo (PKC) e Proteina
Quinase dependente de AMP ciclico (PKA) (LIN & SCHELLER, 2000).

1.4.4 Liberacao e recaptacéao por transportadores e outros mecanismos

A maior parte do glutamato que chega ao espaco extracelular é de
origem citoplasméatica, ou seja, ndo vesicular. Essa liberacdo ocorre por
mecanismos independentes do influxo de fons Ca?*, observados na presenca
de blogueadores de canais de Ca** dependentes de voltagem, na presenca de
tetrodotoxina que bloqueia canais de sddio e toxina botulinica tetanica, a qual
danifica proteinas essenciais para a exocitose (ROSSETTO et al., 2001).
Outros mecanismos para a liberacdo de glutamato no SNC incluem
heterotrocadores como D-aspartato, L-aspartato e L-cisteato e transportadores
de cistina (sistema Xc) (COHEN-KASHI-MALINA; COOPER; TEICHBERG,
2012) além da liberacdo por transporte reverso, que ocorre em situacdes de
despolarizacdo (GONZALEZ; KAZANIETZ; ROBINSON, 2002).

A liberacdo de glutamato para o espaco extracelular também pode ser
realizada por células gliais. Ja foi demonstrado que astrécitos liberam diversos
neurotransmissores, incluindo o glutamato, por diferentes vias entre as quais:
exocitose Ca'? dependente, transporte reverso, antiporter cistina-glutamato,
receptor P2X7, canais de anios e Conexina/Panexinas (para revisao,
MALARKEY, 2009).

A sinalizagdo por glutamato, assim como por qualguer outro
neurotransmissor, deve poder ser interrompida quando necessario, e sua
concentracdo na fenda sinaptica e no espaco extracelular deve ser muito bem
regulada, pois em excesso pode levar a uma superexcitacdo celular causando
o fendbmeno de excitotoxicidade (CAUDLE; ZHANG, 2009). Como nao ha
evidéncias de metabolismo de aminoacidos excitatorios como o glutamato e o

aspartato fora da célula, esses neurotransmissores devem ser retirados de todo
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o fluido extracelular através de um mecanismo de captacdo promovido por
transportadores presentes tanto em neurdnios como nas células da glia sendo
0 astrécito, no entanto, o principal responsavel pelo processo de retirada do
glutamato do meio extracelular (SCHOUSBOE; WAAGEPETERSEN, 2005).

Até o momento, cinco transportadores de glutamato de alta afinidade
(assim chamados por possuirem um Km na faixa de poucos micromolares)
foram clonados, alguns neuronais, outros gliais distribuidos por todo o SNC.
Sdo eles: Transportadores de Aminoacidos Excitatérios tipo 1 (EAATL),
analogo em humano ao Transportador de Glutamato/Aspartato (GLAST) de
roedor, EAAT2 (KANE et al., 1999), analogo ao Transportador de Glutamato
tipo 1 (GLT-1) de camundongo, EAAT3 analogo ao Carreador de Aminoacidos
excitatorios em ratos (EAACL), EAAT4 e EAATS (JIANG; AMARA, 2011).Todas
essas proteinas promovem o transporte tanto de L como o de D-glutamato,
assim como também de L- e D-aspartato dependentes de ijons Na“ e K*
(DANBOLT, 2001)

Os EAATs estdo distribuidos com maior densidade em areas de
liberagdo do glutamato. O EAAT1/GLAST e EAAT2/GLT-1 sdao encontrados
em células gliais associadas a sinapses, em ndmero, 0s principais
transportadores responsaveis pela captacdo de glutamato no SNC(SIMARD;
NEDERGAARD, 2004) Estudos mostraram que culturas puras de astrocitos
expressam basicamente GLAST, sendo a expressdo de GLT-1 bastante
reduzida (ANDERSON; SWANSON, 2000), embora astrécitos cultivados na
presenca de neurdnios expressem tanto GLAST quanto GLT-1(DUAN et al.,
1999).

O processo de captacdo de aminoacidos excitatérios € guiado pelo
gradiente eletroquimico através da membrana celular. O processo €
eletrogénico e ocorre com a ligacdo do neurotransmissor ao transportador que
0 conduzird para o interior da célula através de um processo dirigido pelo
gradiente eletroquimico, com a entrada de ions Na* e de um préton, e a saida
de um K’ (DANBOLT, 2001). A cada molécula de glutamato captada, uma
molécula de ATP é usada, o que classifica o transporte como ativo secundario,

pois necessita do gradiente de Na' gerado pela Na'/K'/ATPase. A
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estequiometria € diferente para cada tipo de transportador, o EAAT1 necessita
de trés fons Na®, os EAAT2 e 3 de trés ions Na' e um H" e os EAAT4 e 5 de
dois fons Na' para o interior da célula, dai serem caracterizados como

transportadores de glutamato dependentes de sédio (DANBOLT, 2001)

Todos os transportadores de glutamato sdo sensiveis a temperatura e
possuem carater reversivel, podendo atuar tanto na captacdo quanto na
liberacdo de glutamato (SHIGERI; SEAL; SHIMAMOTO, 2004). Outra
caracteristica importante é a capacidade que alguns transportadores como 0s
EAATs 4 e 5 tém de gerar um influxo de ions CI, sendo tal influxo
termodinamicamente independente do transporte e vice-versa (DEHNES et al.,
1998).

O transporte de glutamato pode ser inibido por diversos agentes
farmacoldgicos, como por agonistas de receptores KA, que bloqueiam
especificamente EAAT2/GLT-1 (NANAO et al., 2005), L-trans-pirrolidina-2,4-
dicarboxilato  (trans-PDC), que inibe competitivamente todos o0s
transportadores (MAKI; ROBINSON; DICHTER, 1994); threo-3-hidroxi-
aspartato (THA), que inibe também competitivamente todos os EAATs,com
excecdo do EAATS5 (ANDERSON; SWANSON, 2000) e o DL-thero-p-
benzoxiaspartato (TBOA), que € um inibidor ndo competitivo dos EAATs
(SHIMAMOTO et al., 1998)

Outra forma de transporte glutamatérgico se da através de
heterotrocadores independentes de soédio, a exemplo do sistema Xc  que
medeia a troca de cistina por glutamato na membrana plasmatica de forma
dependente de CI" (BRIDGES; NATALE; PATEL, 2012). Muitos pesquisadores
assumem que este processo exerca um papel passivo, quase insignificante, na
regulacdo do glutamato extracelular, pois parece que nesse sistema nao ha
energia disponivel significativa, no entanto, alguns estudos sugerem que tal
suposicdo nado seja verdadeira. De fato segundo Oliveira e colaboradores,
(OLIVEIRA et al., 2010), em retina, cerca de 50% do transporte de glutamato é
mediado pelo sistema independente de sodio.
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1.4.5 Receptores de glutamato

Os receptores de glutamato séo classificados em duas grandes familias:
ionotropicos e metabotropicos (RIEDEL; PLATT; MICHEAU, 2003). Os
receptores ionotrépicos sdo canais de ions que precisam de um ligante para
serem ativados. Eles se dividem em duas categorias, NMDA e ndo-NMDA. Os
receptores metabotropicos, por sua vez, sdo receptores acoplados a uma
proteina G (HOLLMANNE HEINEMANN, 1994; SCHOEPFER et al., 1994;
BORGES e DINGLEDINE, 1998; NAKANISHI et al., 1998; OZAWA et al., 1998;
DINGLEDINE et al., 1999).

Os receptores ionotropicos sdo formados por mdultiplas subunidades
funcionais, sendo de forma geral, tetrameros. Possuem trés dominios
transmembrana e um dominio que se insere na membrana, mas nao a
atravessa completamente, voltando entdo ao citoplasma. A organizacéo
diferenciada das subunidades pode produzir canais diferentes com funcdes
variadas. A presenca ou auséncia de aminoacidos especificos carregados no
interior do poro do receptor pode modular a sua permeabilidade ao Ca2+ e
ao Na+, que estdo em maior concentragdo no meio extracelular, e os
aminoacidos variam de acordo com as subunidades encontradas em cada
caso (WOLLMUTH, 1996). A ativacao desse receptor depende da ligacdo do
agonista, que promoverda uma mudanca conformacional da molécula,

permitindo que o canal se abra e ocorra um fluxo idnico.

Existem duas familias de receptores ionotropicos de glutamato, que
foram nomeadas de acordo com 0s seus agonistas farmacoldgicos seletivos.
Uma delas é ativada pelo analogo do glutamato, o N-metil-D-aspartato (NMDA)
e compreende as subunidades NR1, NR2(A-D) e NR3(A-B), formando
tetrameros. Esta familia é chamada de receptores NMDA. Porém, duas
subunidades podem formar receptores homoméricos, como por exemplo,
as subunidades NR1, que formam um receptor funcional com
caracteristicas classicas de NMDA, e as subunidades NR2 que formam um
receptor sem funcionalidade (MORIYOSHI et al., 1991; NAKANISHI, 1992;
HOLLMANN e HEINEMANN, 1994; BRANDSTATTER et al., 1998). Os
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receptores NMDA sédo ativados lentamente (10-50 milissegundos) e geram
acOes duradouras, precisando de um tempo maior ainda para se desativar. Sua
ativacdo ocorre a partir da ligacao de alta afinidade de um agonista, que pode
ser o glutamato, o aspartato ou 0 NMDA, e de um co-agonista, glicina ou D-
serina, gerando um influxo de Ca®*, preferencialmente, e de Na+ (WOLOSKER
et al, 1999; JOHNSON e ASCHER, 1987; MacDERMOTT et al., 1986).
Durante o repouso, o poro do receptor NMDA encontra — se bloqueado pelo ion
Mg**. E preciso que haja uma prévia despolarizacdo, causada pela ativacdo de
receptores ndo-NMDA para deslocar o Mg?* do interior do poro, visto que esse
blogueio é voltagem-dependente, para que entdo o receptor NMDA possa ser

completamente ativado.

A outra familia é ativada pelo acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolepropiénico (AMPA) e pelo cainato. Dependendo da sua preferéncia
por AMPA ou por cainato esses receptores podem ser subdivididos entre
receptores AMPA (GluR1-4) e receptores kainato (GIuR5-8, KA1 e KA2), porém
essa ativacdo ndo € completamente seletiva, visto que o AMPA pode
ativar alguns receptores cainato e vice-versa (KEINANEN et al., 1990;
PATNEAU and MAYER, 1990; HERB et al,. 1992).

Os receptores AMPA e KA estdo amplamente distribuidos no SNC e
realizam a transmissao sinaptica excitatéria rapida. Sao receptores de baixa
afinidade, permeéaveis principalmente ao Na* ou Na* e Ca®, abrindo seus
poros prontamente frente a exposicdo de glutamato, embora sejam
rapidamente dessensibilizados (TANG et al., 1989; TRUSSEL, 1993;
PATNEAU e MAYER, 1990). Os receptores AMPA se recuperam mais
rapidamente da dessensibilizagdo do que os receptores KA, e, podem ser
bloqueados pela adicdo de ciclotiazida, para receptores AMPA, e
concanavalina A, para receptores KA (TRUSSEL et al., 1993; FLETCHER e
LODGE, 1996).

A familia de receptores metabotropicos de glutamato compreende oito
subunidades de receptores (MGIuR1-8) que sao divididos em trés grupos:
Grupo | (mGIuR1 e mGIuR5), Grupo Il (mMGIuR2 e mGIuR3) e Grupo lli
(mGIuR4, mGIuR6, mGIuR7 e mGIuR8). O grupo | é acoplado positivamente a
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fosfolipase C (PLC), levando a um aumento de célcio intracelular e a
producao de inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG), enquanto os grupos Il
e Il estdo acoplados negativamente a adenilil ciclase (AC), causando uma
reducdo dos niveis intracelulares de AMPc (SCHOEPP et al.,, 1992;
HASSEL e DINGLEDINE et al., 2006; PILC e OSSOWSKA, 2007).

Em 1994, ao analisar o hipotdlamo de ratos submetidos a privacdo de
agua durante dois dias, Meeker e colaboradores encontraram um aumento da
densidade de receptores NMDA e metabotrépicos de glutamato no nucleo
supra éptico e na regiao anterior do hipotalamo (MEEKER et al., 1994). Embora
ainda haja controvérsias quanto a existéncia ou nao de receptores NMDA em
astrocitos, todos os outros tipos de receptores de glutamato ja foram
encontrados nestas células (BUSNARDO et al., 2012; LEE; HAYDON, 2007;
NISWENDER; CONN, 2010).

Em diversos experimentos e condi¢cdes patoldgicas, como hipdxia e
isquemia, por exemplo, foi mostrado que além da liberacdo de glutamato,
ocorre também a liberacdo de adenosina (CHEN; GRAHAM; STONE, 1992;
LATINI; PEDATA, 2001). Além disso, tem sido reportada uma interacdo dos
receptores de adenosina com receptores tanto ionotrépicos como
metabotropicos de glutamato (SHAHRAKI; STONE, 2003).

1.5 Adenosina

A adenosina (Ado) € um ribonucleosideo constituido por uma base
purica (adenina) ligada a uma pentose (D-ribose) e é encontrada em todos 0s
tecidos do corpo. Ela desenvolve um papel modulador no SNC tanto em
condicdes fisiologicas quanto em condigbes patoldgicas, capaz de regular a
liberacdo de neurotransmissores e modular a sinalizacdo sinaptica (CUNHA,
2001). De modo geral, a adenosina atua como um mensageiro intercelular,
embora ndo seja considerada um neurotransmissor classico, ja que néo é

estocada em granulos sinapticos ou liberada de forma quantica em resposta a
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potenciais de acdo. Um dos papeis mais conhecidos deste nucleosideo no
SNC é o seu efeito neuroprotetor (WARDAS, 2002), que p6de ser observado
em experimentos que demonstraram que a adenosina impede a morte de
neurdnios induzida pela troca do meio de cultura (PAES-DE-CARVALHO et al.,
2005).

A adenosina extracelular pode derivar tanto de neurdnios pré-sinapticos
como pds-sinapticos (SPERLAGH; VIZI, 2011) e também de células gliais
(LOVATT et al.,, 2012), exercendo suas funcdes modulatérias através da
ativacdo de receptores especificos os quais sdo classificados como: Az, Axa, Az
e Az (FREDHOLM et al., 2001). Todos eles séo pertencentes a superfamilia de
receptores acoplados a proteina G (FREDHOLM, 2010). Quando estimulados,
0s receptores Aza € Azg levam a uma ativacdo da adenilil ciclase, aumentando
a concentracao intracelular de AMPc (LI et al., 2001). J4 os receptores A; e A3
inibem a adenilil ciclase (BJORKLUND et al., 2008), levando a uma diminuic&o
no AMPc e um aumento na concentracdo de Ca®" intracelular ([Ca2+]i), por
uma via que envolve a ativacao da fosfolipase C (BIBER et al., 1997).

Cada receptor possui uma acdo caracteristica, mediando diferentes
eventos. Uma propriedade dos receptores de adenosina é que cada um pode
ser ativado por diferentes niveis de concentracdo de adenosina (FREDHOLM
et al., 2001) e estdo descritos em diferentes populacées neuronais e gliais
(SCHULTE; FREDHOLM, 2000). Com isso, a concentracdo de adenosina no
meio extracelular, sob diferentes condicfes, sera o diferencial para a ativacao
de um ou outro receptor. A afinidade da adenosina por seus receptores em
humanos foi determinada experimentalmente, e os seguintes valores de EC50
foram obtidos: A;, 0.31 uM; Aga, 0.7 uM; Azg, 24 UM; Az, 0.29 uM (FREDHOLM,
2010). Esses valores mostram que os recepotores A1, Aoa € Az podem ser
ativados por concentracdes fisioldgicas, enquanto o receptor do tipo Az requer

concentracdes patologicas de adenosina para que seja ativado.
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1.5.1 Mecanismos de Sintese, Liberacéo e Metabolismo de Adenosina.

A adenosina pode ser sintetizada tanto no meio intra quanto no meio
extracelular (figura 4), no entanto, as enzimas responséaveis pela conversao do
precursor 5’-monofosfato de adenosina (5’-AMP) em adenosina séo diferentes
nestes compartimentos. A forma citoplasmatica da enzima em questdo €
chamada de 5’-nucleotidase e, a forma extracelular, de 5’-ectonucleotidase
(MACKIEWICZ et al., 2003). Desta forma, a adenosina pode ser sintetizada
através da quebra de nucleotideos de adenina, como o ATP (trifosfato de
adenosina), ADP (difosfato de adenosina) que sédo convertidos em AMP
(monofosfato de adenosina) pelas enzimas ectoATP difosfoidrolase (ATP-
Dase) (PLESNER, 1995). Além disso, a adenosina citosolica pode sofrer
translocacdo através de um transportador bidirecional discutido mais adiante.

Outra possivel fonte de adenosina no SNC € via de liberacdo de AMPc
(monofosfato ciclico de adenosina) para o0 meio extracelular através de um
transportador dependente de energia ndo especifico. O AMPc € convertido a
AMP pela ectofosfodiesterase (Ecto-PDE) no meio extracelular (JACKSON et
al., 2007). A adenosina pode ainda ser formada pela hidrélise da S-
adenosilhomocisteina (SAH) pela enzima SAH hidrolase. Essa enzima geraria
adenosina e homocisteina a partir da SAH, entretanto, essa via ndo possui uma

grande importancia na producédo deste nucleosideo (ZIMMERMAN et al., 1980).
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Figura 4 Representacdo esquematica da regulagdo da sintese e metabolismo de adenosina nos meios intra e
extracelular. (modificado de G. Schulte, 2002)

A liberacdo de adenosina € realizada por transportadores localizados na
membrana celular tanto de neurénios como de células da glia. Esta liberacao
pode ser modulada por diversos fatores, como alteracdo na concentracdo dos
substratos metabdlicos e na concentragcdo intracelular de adenosina. Ela pode
ser estimulada por altas concentracbes de K*, por agonistas glutamatérgicos e
por estimulo elétrico (LATINI e PEDATA, 2001). Uma vez que astrocitos
podem manter contato com milhares de sinapses, é concebivel que a liberagédo
astrocitaria tenha um importante papel na modulacdo de sinapses mediada

por adenosina.

7

A remocdo de adenosina extracelular é realizada em parte pela
receptacao, por meio do transportador bidirecional, seguida por sua fosforilacdo
a AMP pela enzima adenosina cinase, e em parte por sua degradacdo a
inosina pela enzima adenosina deaminase. Embora a adenosina deaminase
seja principalmente encontrada no meio citosélico, ja foi descrita, em varios
tecidos, inclusive no tecido nervoso, na forma de uma ectoenzima (FRANCO et

al.,1986). Inibidores da adenosina deaminase, como por exemplo, eritro-9-(2-
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hidroxi-3-inonil) adenosina (EHNA), aumentam, a concentracdo extracelular de
adenosina em diferentes condi¢des experimentais (SCIOTTI & VAN WYLENet
al.,1993; PHILLIS et al.,1991). A maior parte da degradacéo de adenosina &, no

entanto, intracelular

1.5.2 Transporte de Adenosina

Os transportadores de adenosina sdo classificados em dois grupos:
transportadores equilibrativos (ENT), que transportam adenosina de acordo
com o gradiente de concentragdo e os transportadores concentrativos (CNT)
que transportam a adenosina contra 0 seu gradiente de concentracdo e de
forma dependente de um gradiente de Na* Neste caso, a adenosina é co-
transportada juntamente com este ion para dentro da célula, que configura um
transporte ativo secundario (THORN; JARVIS, 1996). Esses transportadores
sdo bidirecionais, promovendo nao sé a liberacdo, mas também a captacao de
adenosina. Os ENTs podem ainda ser divididos em sensiveis e insensiveis a
NBMPR (nitrobenziltioinosina), um inibidor destes transportadores (JARVIS &
YONG, 1986). No sistema nervoso central foi demonstrado uma grande
quantidade de RNAm para os transportadores equilibrativos, principalmente
RNAmM de transportadores sensiveis a NBMPR (DUAN et al., 1999).

1.5.3 Receptores e Sinalizacdo adenosinérgica

A classificagdo dos subtipos de receptores de adenosina € baseada no
efeito oposto que o agonista tem na producdo de AMPc nos diversos tipos de
tecidos: inibitérios para A; e Az e excitatorio para A, (CUNHA, 2001) Receptores
A, sdo subdivididos em Azx e Asg, ISSO porque receptores Aa estimulam a
producdo de AMPc em baixas concentracdes de adenosina (0,1 — 1,0 uM)
engquanto que Ag sdo ativados em altas concentracdes de adenosina (> 10 uM)
(SCHULTE; FREDHOLM, 2002).
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Quando estimulados, os receptores Aza € Azg acoplados a proteina Gg,
ativam a adenilil ciclase, aumentando a concentracao intracelular de AMPc a
partir do ATP (FEOKTISTOV; BIAGGIONI, 1997; OLANREWAJU et al., 2000),
Ja a ativacdo de receptores A; e Az acoplados a proteina Gj,, inibem a
atividade da adenilil ciclase (figura 5), levando a diminuicdo dos niveis de
AMPc (LIANG; JACOBSON, 1998; LINDEN, 1991; REBOLA et al., 2005)

Adenosina

I Extracelular

++++++

Adenilato

ciclase A2A Ay

Intracelular

Sale?

AMPc ATP

Figura 5 Esquema simplificado da agao da adenosina em seus receptores

Esquema simplificado da a¢do da adenosina em seus receptores ativando a proteina G - receptores A,, e
A,s, quando ligados a adenosina, ativam proteina Gs estimulando a enzima adeniliato ciclase e
promovendo um aumento dos niveis de AMPc a partir de ATP. Receptores A; e A3, quando ligados a
adenosina, ativam proteina Gy/o inibindo a enzima adenilil ciclase e com isso, a produgdo de AMPc.

Ha também uma via de transducdo de sinal através de canais idnicos,
em que os receptores A; pré-sinapticos ativados levam a abertura de canais de
K*, aumentando a condutancia desse fon, e o fechamento de canais de Ca** do
tipo N (MOGUL et al., 1993). Ambos os efeitos contribuem para a inibicdo da
liberacdo de neurotransmissores, como o0 glutamato, por resultar na
hiperpolarizacdo dos terminais pré-singpticos (BIBER et al., 1997; REBOLA et
al., 2003).
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De todos os receptores de adenosina o A; é 0 mais abundante (DIXON
et al.,, 1996). Um dos principais papeis deste receptor em diferentes tipos
celulares é referente a habilidade que ele tem de reduzir o metabolismo celular
(ZHONG et al., 1998). Distribuidos por todo o SNC, os receptores A; sao
encontrados tanto em neurbnios, quanto em astrocitos, microglia e
oligodendrécitos (BIBER et al., 1997; GEBICKE- HAERTER et al., 1996;
OTHMAN et al., 2003), e localizam-se abundantemente nos terminais pré e
pos-sinapticos (TETZLAFF et al., 1987).

A adenosina enddgena ativa tanto o receptor A; quanto Apa € esses
receptores podem coexistir em uma mesma célula (CORREIA-DE-SA et
al.,1991). O padrdo de atividade elétrica, a fonte extracelular de adenosina,
bem como sua concentragdo determinam que tipo de receptor sera
preferencialmente ativado. Assim, estimulos de alta frequéncia favorecem a
liberacdo de ATP, e formacdo de adenosina extracelular, ativando
preferencialmente receptores A,a, enquanto estimulos de baixa frequéncia
favorecem a liberagéo de adenosina e preferencialmente a ativagcéo de receptor
A; (CORREIA-DE-SA et al.,1996). Além disso, trabalhos mostram que em
baixas concentracdes de adenosina extracelular ha um predominio da ativacao
de receptor A;, enquanto em altas concentracdes, a adenosina exerce sua
modulacdo via ativacdo de receptores A,a (CORREIA-DE-SA & RIBEIRO,
1996).

A adenosina pode ser liberada em resposta a estimulos como aumento
do K+, estimulacao elétrica, agonistas glutamatérgicos, hipoxia, hipoglicemia e
isquemia (LATINI & PEDATA, 2001). No hipotalamo, tem sido mostrado que a
adenosina influencia na regulacdo da temperatura, na homeostase do sono e
nas secrecdes enddcrinas (OBRIETAN et al., 1995). No entanto, pouco se
sabe sobre seu efeito no que se refere a regulacdo glutamatérgica em resposta

a eventos de hiperosmolaridade.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o possivel papel modulador da adenosina sobre o0s niveis de
glutamato extracelular induzido pelo estimulo hiperosmoético em cultura de

astrocitos hipotalamicos

2.2 Objetivos especificos

e Observar o efeito do estimulo hiperosmético nos niveis de glutamato

extracelular na cultura de astrécitos hipotalamicos

e Verificar o efeito da hiperosmolaridade na liberacdo de adenosina por

cultura de astrdcitos do hipotalamo

e Observar o efeito do glutamato na liberacéo de adenosina por cultura de

astrocitos hipotalamicos

e Investigar o efeito da substituicdio do sédio por concentracdes
eqguimolares de manitol, com a finalidade de avaliar se o transporte de
adenosina durante o estimulo hiperosmético é dependente ou ndo de

sodio

e Averiguar o efeito do pré - tratamento com adenosina nos niveis de

glutamato extracelular apds exposicao ao tampao hiperosmotico

e Observar o efeito de drogas agonistas e antagonistas do receptor Al de
adenosina nos niveis de glutamato extracelular apos estimulo

hiperosmotico
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1Cultura de astrécitos hipotalamicos

Para a cultura de astroctios do hipotalamo foram utilizados 6 a 8 ratos da
linhagem Wistar com 1 a 2 dias de nascidos (CEPAE-UFPA 140-13). Os
animais foram decapitados e as cabecas imediatamente colocadas em uma
placa de petri contendo meio livre de calcio e magnésio (CMF-Meio Livre de
Célcio) gelado e em seguida levadas para a camara de fluxo laminar para

dissecacéo.

Os encéfalos foram cuidadosamente removidos da caixa craniana e
colocados em uma segunda placa de Petri, novamente contendo CMF gelado.
A partir dai, o hipotdlamo de cada um dos encéfalos foi dissecado com limites
definidos pelo nivel imediatamente rostral ao quiasma Ooptico até os
corpusculos mamilares, as bordas laterais do tuber cinereum e pela parte

superior do terceiro ventriculo (figura 6)

Figura 6 Vista ventral do encéfalo de ratos recém-nascidos (P1 a P2) mostrando a delimita¢do para a remogdo do
hipotalamo para a obtengdo da cultura de astrdcitos

O tecido hipotalamico foi entdo transferido para um tubo coOnico

juntamente com 1 mL de tripsina a 1%. Apds 5 minutos sob a acdo da enzima,
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o tecido foi dissociado mecanicamente através de sucessivas aspiracdes com
uma pipeta. Apos a dissociacdo do tecido, foram adicionados 2 mL de meio
DMEM (Dulbecco Modified Eagle Medium) enriquecido com 10 % de soro
bovino fetal (FBS) para que a acédo da enzima fosse inativada. Para garantir a
adesdo mais rapida das células no fundo da placa, um volume reduzido
(100uL) da suspensao concentrada de células foi distribuido em uma placa de
24 pocos. Em seguida foram acrescentados mais 400 uL de DMEM 10% de

FBS para completar o volume necessario para o crescimento das células.

A placa foi mantida em estufa a 37°C, em uma atmosfera de 5% de
CO.,. ApGs um periodo de 24 horas, o meio de cultura foi trocado com o objetivo
de remover restos celulares presentes. Sucessivas trocas de meio foram
efetuadas a cada quatro dias para remover células que normalmente ficam
aderidas sobre os astrocitos (neurénios, microglia e oligodendrdcitos), além de

renovar os nutrientes para as células, até que a cultura se tornasse confluente.

3.2Estimulo hiperosmético

Apo6s um periodo de 14 dias, a cultura foi submetida & hiperosmolaridade
através da incubacao dos astrocitos com uma solucéo salina de Hank (pH 7,4)
contendo 128 mM de cloreto de sédio (NaCl), 4mM de cloreto de potassio
(KCl), ImM de cloreto de magnésio(MgCl,), 2mM de cloreto de célcio
(CaCly), 12mM de glicose e 20mM de HEPES. Normalmente, a
osmolaridade deste tampao é aproximadamente 300mOsm/L, para o estimulo,
foram adicionados mais 20 mM de NaCl a preparacdo (ou 40mM de manitol
quando houve substituicdo do sodio), obtendo assim, uma solu¢cdo com 340
mOsm/L

A placa de cultura foi dividida nos grupos: ISO (tampdo Hank:
300mOsm/L) e HIPER (tamp&o Hank: 340 mosm/L), ambos mantidos em

incubagéo nos tempos de 3, 5, 10, 15 minutos, com 500uL do tampé&o referente

a cada grupo, a 37 °C. ApGs esse periodo, o meio de incubacéao foi coletado
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dos pocos e transferido para um microtubo para dosagem de glutamato e

adenosina.

3.3 Dosagem de glutamato através de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE)

O método de CLAE é capaz de promover a separacdo dos constituintes
de uma determinada amostra de acordo com sua natureza, da fase movel e da
fase estacionaria. De forma resumida, a amostra € introduzida na coluna
cromatografica preenchida com uma fase estacionaria, e uma fase movel
(solvente). Uma bomba impulsiona a fase mével pelo sistema e, no trajeto a
fase movel arrasta a amostra até a coluna, local onde ocorrera a separacao
dos compostos de acordo com o grau de polaridade dos componentes da

amostra. Ap0s a separacdo, 0s componentes passam pelo detector, o qual

emite um sinal que seré convertido em dados digitais.

Figura 7 Representagdo esquematica de um Sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

(1)Solvente, (2) valvula de gradiente, (3) Bomba de pressdo, (4) Alga de inje¢do da amostra, (5) Coluna analitica, (6)
Detector, (7) Sistema de aquisi¢do de dados.
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3.3.1 Reagentes e Solucdes Analiticas

Em todos os experimentos foram utilizados agua ultrapura (Sistema Mili-
Q Milipore, USA) e metanol grau HPLC. Foram preparadas também solugfes
analiticas de estoque de acido glutamico e homoserina (padrdo interno), ambos

na concentracdo de 1 g/mL.

3.3.2 CondicbGes cromatograficas

Foi utilizado Cromatdégrafo liquido de alta eficiéncia da marca Shimadzu,
equipado com bomba (LC20-AT), detector de fluorescéncia (RF-10Axl),
degaseificador (DGA-20A5), moédulo comunicador (CBM-20A), injetor de
amostras Rheodyne com alca de injecdo de 20 pL, coluna cromatografica
(Shimadzu, Shim-Pack VP-ODS, dimensdo 250 x 4,6 mm), um sistema de

aguisicao de dados LC-Solution, e uma microsseringa de 50 pl (Hamilton).

A fase mével foi composta por duas fases, uma que chamamos de Fase
A (95% de tampdo acetato, 5% de metanol e 12,3 mL de alcool isopropilico) e
Fase B (70% de metanol e 30% de agua ultra pura). A corrida se iniciou com a
fase mével composta por 100% de Fase A, alcancando a relacdo 70% A/ 30%
B em dez minutos de corrida, 50% A/ 50% B em vinte minutos de corrida e
100% de Fase A em 25 minutos. O fluxo da fase moével foi de 1,2 mL/min e os
comprimentos de onda, de excitacdo e emissao, foram de 340 e 460 nm,

respectivamente.

3.3.3 Preparo das Amostras

Para evitar danos a coluna cromatografica e para isolar o maximo
possivel as moléculas de glutamato presentes na amostra, aplicamos uma
etapa de precipitacdo de proteinas, para isso foram adicionados 20 pL de acido
tricloroacético (TCA) 1% a 500 pL da amostra, seguida de agitagdo em agitador

vortex e centrifugacdo a 5000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi
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transferido para microtubo e mantido a uma temperatura de — 20 °C até o
momento das andlises. Para a andlise, 20 pL do padréo interno (homoserina)
foram adicionados a 300 pL da amostra e homogeneizados em seguida. O
padrao interno foi utilizado com o intuito de melhorar a precisédo e exatiddo da

analise

3.3.4 Derivatizagéo

Uma vez que a molécula de glutamato ndo é naturalmente fluorescente,
tivemos que modifica-la para que pudesse ser detectada pelo método de
fluorescéncia. Utilizamos entdo uma solucao derivatizante composta de: Orto-
ftaldeido (OPA) 13 mg, N-acetil-cisteina 16,3 mg e metanol 300 pL. O Orto-
ftaldeido reage com grupos aminos primarios na presenca de grupamento tiol
(N-acetil-cisteina), que em meio alcalino gera um produto fluorescente
chamado isoindol o qual pode ser medido. Durante todo tempo de uso a

solucéo derivatizante foi protegida da luz e mantida em um recipiente com gelo

Antes da injecdo no equipamento, 60 uL da amostra em temperatura
ambiente foram misturadas a 40 pL de tamp&o borato (60 mL de Acido Borico
0,1 M e 40 mL NaOH 1M) e 5 pL de solugdo derivatizante. A solugéo resultante
foi homogeneizada em vértex e injetada no sistema cromatografico apos 5

minuto de reacdao.

3.3.5 Curvade calibracéao

Antes de qualquer dosagem de glutamato foi obtida uma curva de
calibragcdo a partir de solugcbes padroes de glutamato nas seguintes
concentragbes: 6.25, 12.5; 25 e 50 pM. Cada uma delas foi analisada em
triplicata e submetida ao mesmo procedimento das amostras incluindo o
processo de derivatizacdo. Os resultados foram plotados em grafico de
dispersdo do qual se obteve a equacdo da reta utilizada para o calculo das

guantidades de glutamato presente nas amostras.
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3.4 Dosagem de Adenosina pelo Método de CLAE

Para avaliar os niveis extracelulares de adenosina, tivemos que
padronizar um método simples para detec¢édo deste nucleosideo por CLAE em
nosso laboratorio. A validacdo de métodos analiticos desenvolvidos, ou
mesmo, a validacdo de modificacfes e ajuste de métodos ja publicados devem
incluir todas as etapas necessarias para mostrar que os resultados obtidos sao
confiaveis e reprodutiveis. Para isso, foram adotadas as medidas preconizadas
no guia de validacdo de métodos analiticos publicado pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2010)

3.4.1 Reagentes e Solucdes Analiticas

Para o método utilizamos agua ultrapura (Sistema Mili-Q Milipore, USA),

metanol e Adenosina 299% de pureza (Sigma Chemical).

3.4.2 CondicGes cromatograficas

Foi utilizado um equipamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia
da marca Shimadzu, equipado com bomba (LC20-AT), detector de ultra-violeta
(SPD-20A), degaseificador (DGA-20A5), modulo comunicador (CBM-20A),
injetor de amostras Rheodyne com alca de injecdo de 20 pL, coluna
cromatografica (Shimadzu, Shim-Pack VP-ODS, dimensao 250 x 4,6 mm), um
sistema de aquisicdo de dados LC-Solution, e uma microseringa de 50 pl

(Hamilton).

A fase movel foi uma solucdo composta por 70% de metanol e 30% de

agua Milli-Q. A coluna foi equilibrada e eluida sob condi¢cbes isocraticas
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utilizando um fluxo de 0,8 mL/min e a detecc¢éao foi realizada em comprimento

de onda de 257nm com um tempo total de corrida de 10 minutos.

3.4.3 Preparo da solucéo padréo

As solucbes de estoque de adenosina foram preparadas
independentemente em duplicata, pela dissolu¢do de 2,67 mg em 1 mL agua
ultrapura para se obter uma concentracdo de 10 mM cada. A partir desta
solucdo méae foi retirada uma aliguota de 1 mL que foi diluida para a
concentracdo de trabalho 1 mM. Diluicbes seriadas geraram as seguintes
concentracOes usadas para preparar 0os pontos da curva de calibracdo: 200;

100; 50; 25; 10; 5; 1 e 0.5 uM, todos eles analisados em triplicata.

3.4.4 Validacdo do método cromatografico para quantificacdo de
adenosina

Os parametros utilizados para validar a quantificacdo de adenosina por
CLAE foram:

s Tempo de retencéo

Este parametro foi utilizado para definir o periodo para eluicdo da molécula
de adenosina desde o ato da injecdo até a saida do ponto méaximo do pico do
sistema. Para isso utilizamos uma concentracdo inicial de 100 pM de

adenosina diluida em agua mili-Q.

+ Seletividade
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A seletividade de um método instrumental de separacdo como o de
CLAE, é a capacidade de avaliar, de forma inequivoca, as substancias em
andlise na presenca de componentes que podem interferir com a sua
determinacdo em uma amostra complexa, ou seja, avalia o grau de
interferéncia de espécies como outras moléculas ativas, excipientes, impurezas
e produtos de degradagcédo, bem como outros compostos de propriedades
similares que possam estar, porventura, presentes. ISso garante que o pico de

resposta seja exclusivamente do composto de interesse.

Para determinar a seletividade, comparamos o0 cromatograma de uma
concentracdo padrdo de adenosina diluida no tampao de incubacdo de
amostras (Hank 300mosm/L) com o cromatograma da injecdo somente do
tampdao de incubacdo Hank, com o intuito de garantir que nenhum interferente

do tampé&o eluisse no mesmo tempo de retencdo da adenosina.

+ Linearidade da curva de calibragcéo

Determinamos a linearidade da curva para avaliar se os resultados
obtidos pelo detector foram diretamente proporcionais as concentracdes do
padrdo, sendo as concentracfes dos padrbes escolhidas com base nos
resultados esperados para 0s niveis extracelulares de adenosina. A curva de
calibracdo define, adequadamente, a relacdo que existe entre as
concentracbes da amostra analisada e a reposta obtida pelo equipamento. A
construcdo da curva foi feita mediante a correlagdo da altura do pico do
cromatograma e a concentracéo do padréo analisado, sendo a curva composta
por 10 pontos (25.0, 10.0, 7.5, 5.0, 2.5, 1, 0.5, 0.25, 0.05, 0.01 uM), cada um
deles analisado em triplicata. Essa correlacao foi expressa matematicamente
como uma equacdo da reta denominada curva analitica. A estimativa dos

coeficientes desta curva foi efetuada a partir do método da regresséo linear.

+ Limite de deteccéo (LD) e quantificacdo (LQ)



52

Para determinarmos o LD do método utilizamos diluicbes seriadas de
adenosina até obtermos aquela que podia ser detectada, mas nao
necessariamente quantificada. Ja o LQ representou a maior concentracdo de
adenosina que pbde ser medida e quantificada com certo grau de
confiabilidade. No nosso caso, adotamos que deveria ser pelo menos cinco
vezes maior que qualquer ruido com o mesmo tempo de retengdo presente na

amostra branca (apenas tampéao ou solvente) (FDA, 2001)

< Precisdo

A preciséo representa o grau de dispersao de resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou
padrées, sob condicdes definidas (RIBANI et al., 2004). Neste caso foi
determinada em condi¢des de repetibilidade no qual resultados independentes
foram obtidos usando o0 mesmo equipamento, mesmo método, para a mesma
amostra, no mesmo laboratério, pelo mesmo operador, em curto intervalo de

tempo.

A precisao foi expressa como o desvio padrdo (DP) ou desvio padrdo

relativo (DPR) utilizando a equacéo:

(DPx100)
CMD

Onde: DP = /Z(C—CMD)Z
n—1

Ci= concentracao determinada;

DPR (%) =

CMD = concentracdo média determinada,;

n = numero de medicodes.
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De acordo com o manual de métodos publicado pela ANVISA (2010), o

valor maximo aceitavel nédo deve ser superior a 5%.

X/

+ Estabilidade dos padrGes e das amostras

Para garantir resultados confidveis e reprodutiveis, as amostras, 0s
padrbes e os reagentes usados devem ter um periodo razoavel de
estabilidade (por exemplo um dia, uma semana, um més, dependendo da
necessidade). A estabilidade das amostras e padrdes é importante em
termos de temperatura e tempo. Se uma solucdo nao for estavel em
temperaturas ambientes, a diminuicdo da temperatura pode aumentar a
estabilidade das amostras e padroes. Com relagcdo ao tempo, estabilidade
de dias ou meses é mais desejavel. Entretanto em alguns casos, as
solucBes precisam ser preparadas cada vez que forem realizadas as
analises. Em certos tipos de amostras, faz-se necessario avaliar a
estabilidade da substancia para determinar o tempo de estocagem das
amostras. Tempos longos de estocagem de amostras bioldgicas, por
exemplo, aumentam a probabilidade de degradacdo dos compostos de
interesse, com subsequente formacdo de metabdlitos. Conhecendo a
estabilidade, as analises podem ser completadas antes de ocorrer a
degradacéao (RIBANI et al., 2004)
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3.5 Andlise Estatistica

Os resultados foram processados pelo programa BioEstat 5.0 e expressos
como média aritmética e desvio padrao da média. Foi utilizado o teste ANOVA -
um critério, com pos - teste de Tukey para comparar os resultados de todos os
tratamentos ao controle. Os valores foram considerados significativos quando p
< 0.05.
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4. RESULTADOS

4.1 Niveis de glutamato extracelular ap6s estimulo hiperosmaotico

A dosagem dos niveis extracelulares de glutamato mostrou que o
estimulo hiperosmotico induziu aumento significativo dos niveis de glutamato
em 5 minutos de exposicdo, 0 que ndo aconteceu no periodo anterior de 3
minutos (3 min= 107+40% p>0.05; 5 min= 278 +23% p<0.01) assim como nos
tempos seguintes (10 min.= 143+14% p>0.05, e 15 min.= 98+24% p>0.05).
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Figura 8 Niveis de glutamato extracelular apds estimulo hiperosmético em cultura de
astrocitos hipotalamicos.

ISO: tampdo HANK 300mOsm/L; HIPER: tampdo HANK 340 mOsm/L. n=6, ANOVA,** P<0.01
em relagdo ao tempo correspondente do controle I1SO.
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4.2 Niveis extracelulares de adenosina apés estimulo hiperosmaético

Uma vez que a adenosina ja é bem caracterizada na literatura como um
importante modulador do SNC, buscamos avaliar se o estimulo hiperosmotico
era capaz de induzir sua liberagdo para o meio extracelular. Para isso,
medimos o0s niveis deste nucleosideo nos meios de incubacéo utilizando o
método de CLAE padronizado em nosso laboratorio. Os resultados (figura 9)
mostraram que 0s niveis extracelulares de adenosina se elevavam a partir do
décimo minuto de incubacéo (3 min. = 1.0 £ 0.1 pg/ml p>0.05; 5min.= 1.26 *
0.11 pg/ml p>0.05; 10 min.= 1.6 + 0.1 pg/ml p <0.01; 15 min.= 2.1+£0.12 pg/ml
p<0.01. n = 6).
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Figura 9 Niveis extracelulares de Adenosina apds estimulo hiperosmético em cultura de
astrdcitos hipotaldmicos. 1ISO: tampdo HANK 300mOsm/L; HIPER: tamp&do HANK 340 mOsm/L.
n=6, ANOVA,** P<0.01 em relacdo ao tempo correspondente do controle I1SO.
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4.3 Sobreposicao dos niveis extracelulares de adenosina e glutamato
apoés estimulo hiperosmatico

Para melhor observar o efeito do estimulo hiperosmético na liberagéo
temporal de glutamato e adenosina, sobrepusemos os dois resultados (figura
10) evidenciando a relacdo inversa entre os dois apds os periodos de
incubacdo. Notamos que em cinco minutos, quando ha liberacdo de glutamato,
ainda ndo h& elevacdo de adenosina, e que em seguida, em dez minutos,
quando os niveis de glutamato retornam para os valores basais, temos um
aumento dos niveis extracelulares de adenosina que permanece em quinze
minutos, levantando a hipétese de que a adenosina estaria sendo liberada para

manter os niveis ideais de glutamato durante eventos de hiperosmolaridade.
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Figura 10 sobreposi¢do dos niveis extracelulares de glutamato e adenosina. A linha preta representa o
glutamato e a linha vermelha a adenosina **p<0.01 versus basal do glutamato; ## p<0.01 versus basal
da adenosina. ANOVA, n=6.



58

4.4 Efeito do glutamato na liberacdo de adenosina

Para verificar se a liberacdo de adenosina mostrada da figura 10 poderia
ser resultante do estimulo glutamatérgico, incubamos os astrécitos com
glutamato a 10 pM por 3, 5, 10 e 15 minutos. Como resultado (figura 11)
tivemos o aumento da liberagdo de adenosina apds 15 minutos de ativagédo dos
receptores glutamatérgicos (3min.= 1.9 + 0.4 p>0.05, 5min.= 2.3 + 0.40 p>0.05,
10min.=2.7+£0.2 p>0.05, 15 min.=4.6+0.2 p<0.01) que se manteve elevado nos
20 minutos de exposicdo (20min.=5.8+0.4, p < 0.01). Este dado nos levou a
suspeitar que a liberacdo de glutamato em cinco minutos de estimulo
hiperosmotico poderia ser um sinal para a liberacdo de adenosina que ocorre

no décimo minuto.
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Figura 11: Adenosina extracelular apds incubagdo com 10 uM de glutamato nos tempos 3, 5, 10, 15 e
20 minutos. n=6, ANOVA, ** p< 0,01 em relagdo ao tempo correspondente do controle ISO.
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4.5 Efeito da substituicdo do sodio por manitol promovendo a
hiperosmolaridade nos niveis extracelulares de glutamato.

Para verificar se a liberacdo de glutamato mostrada na figura 8 é
dependente do ion sédio ou resultante da tensdo superficial na membrana
celular do astrocito, devido aumento da osmolaridade do compartimento
extracelular, substituimos o sédio por manitol, o qual é capaz de promover
hiperosmolaridade na mesma intensidade que o sédio. Nossos resultados
mostraram que a incubacdo com tampdo Hank com sodio como agente
promotor da hiperosmolaridade (sédio HIPER) manteve o efeito mostrado na
figura 8 com valores de 150 + 2.3% e p<0.01 quando comparado ao controle
ISO 100 £ 7.8%. Entretanto, ndo tivemos o mesmo efeito utilizando o Manitol
como agente promotor da hiperosmolaridade (MANITOL HIPER), sendo os
valores de glutamato extracelular mantidos em 110 + 11% sem diferenca

estatistica quando comparado ao controle ISSO (figura 12).

180 * %
160
140
120
100 I
80
60
40
20

controle

Glutamato exra celular em % do

SODIO ISO SODIO HIPER MANITOL ISO MANITOL HIPER

5 minutos de estimulo

Figura 12: Niveis extracelulares de glutamato apds estimulo hiperosmético promovidos por
sédio e manitol. ISO: tampdo HANK 300mOsm/L; HIPER: Tampdo HANK hiperosmético apds
acréscimo de sddio, 340 mOsm/L; MANITOL: tampdo HANK com manitol substituindo o sddio
300mOsm/L; MANITOL HIPER: tampdo HANK sem sdédio com manitol promovendo

hiperosmolaridade 340mOsm/L .**p<0.01 em relacdo ao controle ISO, ANOVA, n=6.
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4.6 Efeito da substituicho do sodio por manitol promovendo
hiperosmolaridade nos niveis extracelulares de adenosina

Assim como com o glutamato, a substituicdo do sédio por manitol
para gerar o estimulo hiperosmético ndo induziu o aumento 0s niveis
extracelulares de adenosina (figura 13). Em 10 minutos o resultado de
exposicao da cultura ao tampao HANK com sodio (HIPER) apresentou valor
de 6.24 = 0.5 pg/mL com p=<0.01 quando comparado ao controle I1SO
(4.6+£0.15 pg/mL), reproduzindo o efeito mostrado na figura (). Ja no
estimulo hiperosmético com manitol substituindo o sédio - MANITOL
(HIPER), os niveis de adenosina foram de 5.14 + 0.1 pg/mL, sem diferenca
estatistica quando comparado ao controle ISO. Além disso, o acréscimo de
manitol ao tampdo HANK com sodio para promover hiperosmolaridade
340mOsm/L, induziu valores de 5.7+0.1 pg/m com p<0.05 quando

comparado ao controle ISO
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Figura 13 Niveis extracelulares de adenosina apds estimulo hiperosmdético com sddio e
manitol. ISO: tampdo HANK 300mOsm/L; HIPER: Tampdo HANK 340 mOsm/L; MANITOL:
tampdo HANK com manitol s/ sédio 300mOsm/L; MANITOL HIPER: tampdo HANK com manitol
340mOsm/L s/sédio; HANK SODIO + MANITOL (MANITOL promovendo hiperosmolaridade 340
mOsm/L).n=6, ANOVA,**p<0.01, * p<0.05 em relag&o ao controle ISO
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4.7 Efeito do NMDA nos niveis extracelulares de adenosina ap0s estimulo
hiperosmaotico

Uma vez que ha estudos que mostram que apos longos periodos de
deprivacdo de agua ocorre um aumento na expressao de receptor NMDA no
hipotalamo, incubamos a cultura de astrocitos hipotalamicos por 10 minutos
com concentracdes crescentes (0.1, 1.0 2 10 uM) de NMDA. No entanto,
nenhuma das concentragdes utilizadas foi capaz de promover o aumento dos
niveis extracelulares de adenosina (0.1 pM: 4.5+0.5 p>0.05, 1 uM: 4.47+0.2
p>0.05,10 pM: 5.1+0.46 p>0.05, n=6)
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Figura 14 Niveis de adenosina extracelular apds estimulos hiperosmético em 10 minutos de

incubagdo com NMDA nas concentra¢cdes de 0.1, 1 e 10 uM em cultura de astrdcitos

hipotalamicos. n=6, ANOVA, **p<0.01, em relagao ao controle ISO.
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4.8 Efeito do Dipiridamol nos niveis extracelulares de glutamato apés
estimulo hiperosmatico

Para avaliar o efeito da retirada da adenosina do compartimento
extracelular durante o estimulo hiperosmotico, utilizamos o dipiridamol a 10 pM,
concentracdo suficiente para saturar por completo os transportadores de
adenosina. A seguir, medimos o0s niveis de glutamato em 10 e 15 minutos de
estimulo, periodos em que este neurotransmissor retorna aos niveis basais
mostrado na figura 8. Os resultados da analise por CLAE (figura 15) mostraram
qgue o dipiridamol (DIPIR) em meio isotbnico promoveu uma diminuicdo dos
niveis extracelulares de glutamato tanto em 10 (55+5.4% versus controle ISO
em 10 minutos 100 + 16%) quanto em 15 minutos (50+5% versus controle 1SO
em 15 minutos 100 +14%). Além disso, quando em meio hipertdnico, o
dipiridamol impediu que os niveis extracelulares de glutamato retornassem aos
valores basais nos dois periodos, mantendo os valores de HIPER + DIPIR (10
minutos) em 259 + 9.7 % quando comparado ao controle ISO (10 minutos) e os
valores de HIPER + DIPIR (15 minutos) em 197 + 20 % quando comparado ao

controle 1ISO (15 minutos).
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Figura 15 niveis de glutamato extracelular apds estimulo hiperosmético por 10 e 15 minutos
em astroécitos hipotalamicos pré incubados com Dipiridamol a 10 uM. **p<0.01. ANOVA, n=6.



63

4.9 Efeito da adenosina nos niveis extracelulares de glutamato apos
estimulo hiperosmatico

Uma vez que em nossos resultados a adenosina sO se encontrava
elevada apds dez minutos de hiperosmolaridade, investigamos qual seria o seu
efeito caso estivesse aumentada em cinco minutos apés o estimulo, momento
em que ja ocorre a elevacao dos niveis extracelulares de glutamato. Para isso,
incubamos a cultura de astrécitos previamente com 0,1uM de adenosina
durante 30 minutos. A quantificacdo dos niveis extracelulares de glutamato
(figura 16) mostrou que a adenosina preveniu a liberacdo deste aminoacido
induzido por estimulo hiperosmaético, mantendo os valores em 94.4 + 13.8% no
quinto minuto, sem diferenga significativas com os valores basais de 100% e
apresentando p< 0.01 quando comparado ao estimulo hiperosmético sem pré
incubacdo com adenosina (HIPER). Além disso, a incubacdo com adenosina
em condi¢cfes isotdnicas promoveu diminuicdo dos niveis extracelulares de
glutamato estatisticamente significante quando comparada ao controle (ISO +
Ado 0,1 uM 61.2+6.9%).
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Figura 16 Niveis de glutamato extracelular em porcentagem do controle apds cinco minutos de
incubacdo com meio hiperosmético (HIPER)340mOsm/L em cultura de astrdcitos hipotalamicos pré
incubada com adenosina (Ado) a 0,1 uM. **p<0.01 versus controle ISO; ## p<0.01 versus HIPER.
ANOVA.n=6.
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4.10 Efeito do Agonista A1 R-PIA nos niveis extracelulares de glutamato
apoés estimulo hiperosmatico

A partir dai, seguimos com a farmacologia para identificar o provavel
receptor de adenosina envolvido no processo. A literatura relata que os
receptores de adenosina relacionados com a diminuicdo dos niveis
extracelulares de glutamato sdo o Al e o A3. No entanto, somente o receptor
do tipo Al foi encontrado no hipotdlamo. Com isso, utilizamos o R-PIA a 10 uM,
um agonista seletivo deste receptor para averiguar seu efeito na liberacdo de
glutamato durante os cinco minutos de estimulo hiperosmético. Nossos
resultados (figura 17) mostraram que o0 R-PIA, preveniu a liberagdo de
glutamato promovida por estimulo hiperosmético mantendo os niveis de
glutamato em 81+5.29% sem diferenca estatistica quando comparado ao
controle 1ISO 100 + 18.86%. J& no estimulo HIPER sem o R-PIA os niveis de

glutamato se mantiveram elevados em 158 + 16.91% em comparagdo com o

controle ISO.
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Figura 17 Niveis de glutamato extracelular em porcentagem do controle apds cinco minutos de
estimulo hiperosmético 340 mOsm/L (HIPER) em cultura de astrdcitos hipotaldmicos pré —
incubada com R-PIA. **p<0.01 versus controle ISO. ANOVA; n=6.
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4.11 Efeito do CPT nos niveis extracelulares de glutamato apés estimulo
hiperosmaotico

30

Utilizamos também o CPT, um antagonista do receptor A1 de adenosina,
minutos antes do estimulo hiperosmoético. Os resultados (figura 18)

mostraram que o CPT impediu que os niveis de glutamato extracelular

retornassem aos Vvalores basais apdés 10 minutos de estimulo como

normalmente acontece sem o0 uso do antagonista (figura8), mantendo os

valores significantemente elevados de 5 minutos em 265 = 18.9% quando

comparado ao controle ISO de 5 minutos 100 £ 10.7%; de 10 minutos em 285 +
14.5% comparado ao controle 1ISO de 10 minutos 100 £17.7% e o de 15

minutos em 251 + 21.3% comparado ao controle ISO de 15 minutos 100 *
17.7%.
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Figura 18 Niveis de glutamato extracelular apds estimulo hiperosmadtico em astrdcitos pré
incubados com CPT por 3, 5 10 e 15 minutos. **p<0.01, em relacdo ao controle 1SO
correspondente de cada tempo, ANOVA. N=6
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4.12 Niveis extracelulares de glutamato e adenosina ap0s estimulo
hiperosmotico em cultura de astrécitos corticais

Para investigar se os resultados obtidos com a cultura de astrécitos
hipotalamicos se reproduziam em outras regides do cérebro, utilizamos uma
cultura de astrocitos corticais para produzir o estimulo hiperosmaético e
medimos os niveis de glutamato e adenosina nos meios de incubacdo. Porém,
diferente do que acontece no hipotalamo, os niveis extracelulares de glutamato
e adenosina mantiveram valores semelhantes ao do controle em todos o0s

tempos analisados (figuras 19 e 20)
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Figura 19 niveis extracelulares de glutamato apds 3, 5, 10 e 15 minutos de estimulo
hiperosmotico em astrdcitos corticais. ANOVA, n=6
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Figura 20 Niveis extracelulares de adenosina apds 3, 5, 10 e 15 minutos de estimulo
hiperosmadtico em astrdcitos corticais. ANOVA, n=6
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5 DISCUSSAO

Este estudo fez uma abordagem temporal da resposta de astrécitos
mantidos em cultura considerando a liberacdo de glutamato e adenosina em
ambiente hiperosmotico. Como mostrado nos resultados, o estimulo
hiperosmoético induziu um aumento significativo dos niveis extracelulares de
glutamato nos primeiros cinco minutos de incubacdo. Este dado esta de
acordo com alguns estudos prévios que mostram a liberagdo de glutamato por
astrocitos hipotalamicos durante o estimulo o hiperosmotico (CAO et al., 2008;
JIANG et al., 2011; YUAN et al., 2010). Segundo YUAN et al., (2010) as
juncdes comunicantes do tipo conexina 43 (Cx43) podem estar envolvidas
neste processo. Embora este seja um importante achado, pouco se conhece
sobre os mecanismos envolvidos no controle da liberagdo de glutamato

induzida pelo estimulo hiperosmatico.

No presente estudo demonstramos que a liberagdo de glutamato
mediada por astrocitos submetidos a estimulo hiperosmaético se eleva nos
primeiros minutos e retorna para o0s valores basais apds periodos de
estimulacdo mais longos, figura 8. Resultados semelhantes foram observados
por Jiang et.al (2011) que relataram que o estimulo hiperosmético promoveu
aumento dos niveis extracelulares de glutamato ja no terceiro minuto,
permanecendo elevado até o décimo quinto minuto de estimulo. Embora o
estimulo hiperosmotico utilizado no referido trabalho tenha sido quimicamente
diferente do utilizado em nosso estudo, ambos os resultados apoiam a hipotese
de que os astricitos podem representar importantes células envolvidas no
controle hidroeletrolitico no hipotalamo. Os resultados apresentados em nosso
estudo vao além do que foi explorado por Jiang et al (2011), pois observamos
que a liberacdo de glutamato pelas células astrocitarias parece sofrer um
mecanismo de regulacdo autocrina considerando que o0s niveis deste
neurotransmissor diminuem significativamente com o tempo mesmo o astrécito

estando submetido a ambiente hiperosmatico.

De fato, a liberacdo de glutamato por astrocitos em meio hipertdnico

ainda é motivo de discussao. Autores como Verbalis (2010) questionam o fato
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de que em condi¢cdes hiperosmaoticas a célula libere o glutamato, jA que
juntamente com outros aminodcidos e acucares, este neurotransmissor é
considerado um osmodlito organico. Sendo assim, ao diminuir de volume
durante eventos de hipertonicidade, a célula manteria o glutamato no meio
intracelular para facilitar o influxo de agua, em um processo denominado
Aumento Regulatério de Volume, cujos mecanismos ainda nado estao
totalmente elucidados, mas que parecem ser altamente controlados. A resposta
bifasica do astrocito mostrada em nossos resultados, revelou que esta célula
capaz de regular a liberagdo do glutamato em reposta ao estimulo
hiperosmotico, havendo em um primeiro momento, uma grande liberacdo deste
neurotransmissor que foi rapidamente suprimida, sugerindo a participacédo de
um mecanismo regulador desta liberacdo. Em comparacéo a outros estudos ja
publicados, tanto a intensidade quanto a duracdo do estimulo utilizado em
nosso trabalho foram menores. Enquanto € comum se encontrar trabalhos
utilizando horas ou até mesmo dias de estimulo (ARIEFF; GUISADO, 1976),
encontramos resultados ja com cinco minutos de incubacdo, o que sugere um
mecanismo mais refinado do astrocito na resposta ao aumento da
osmolaridade do meio extracelular. Isso estd de acordo com dados da
literatura que mostram que no SON, o estimulo hiperosmoético aumenta a
expressdo de proteina FOS nas células gliais mas ndo nos neurbnios
magnocelulares (LUDWIG et al.,, 1996). Outro estudo importante que
fundamenta nossa hipétese, mostra que a ativagcdo neuronal pelo estimulo
hipertbnico depende da ativacdo prévia do astrécito (YUAN et al., 2010).
Sugerindo que a resposta do astrécito ao aumento da osmolaridade se da de
forma mais rapida que a do neurdnio. E poderia ser, de certa forma mais
eficiente, se levarmos em consideracdo a posicado estratégica destas células,

as quais tém um contato mais intimo com 0s vasos sanguineos.

De forma geral nossosresultados suportam a hipotese que o0 astrocito
responde ao estimulo hiperosmético liberando glutamato para o meio
extracelular. Esta liberagdo parece ser regulada negativamente por fatores
liberados pelo préprio astrécito. Neste sentido, a literatura demonstra que entre
0s varios componentes capazes de regular a liberacédo de glutamato, o sistema

purinérgico aparece com consideravel destaque. E bem conhecido que
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astrocitos liberam tanto adenosina quanto ATP quando estimulados. Assim,
procuramos avaliar se o estimulo hiperosmaético seria capaz de induzir a
liberacdo de adenosina em cultura de astrocitos. Considerando que o ATP
sofre uma rapida acdo de ectonucleotidases e que os astrocitos apresentam
uma elevada expressado de receptores purinérgicos do tipo Al, a adenosina
quando liberada poderia ser um regulador da liberacdo de glutamato induzida
por estimulo hiperosmético em astrocitos. De fato, nossos resultados
demonstraram pela primeira vez que astrocitos liberam adenosina quando
submetidos a ambiente hiperosmoético, sendo esta liberacdo caracterizada

como dependente de sodio (figura 9).

Interessantemente, essa liberacéo se inicia em dez minutos de estimulo,
coincidindo com os tempos em que o glutamato retorna para os valores basais
(figura 10). Ja € bem descrito na literatura que a adenosina é capaz inibir a
liberacdo de glutamato em diversas condicbes (ARRIGONI et al., 2001;
FIELDS; BURNSTOCK, 2006; LATINI; PEDATA, 2001; TOME; SILVA; CUNHA,
2010). Desta forma, nossos achados nos levaram a sugerir que a adenosina
poderia estar sendo liberada pelo astrocito como um mecanismo capaz de
conter a liberacdo do neurotransmissor, permitindo o input excitatorio sem o
risco do fenbmeno de excitotoxicidade promovido pelo excesso de glutamato
no meio extracelular, ou ainda, para recuperar o volume perdido em
decorréncia da hipertonicidade do meio como proposto por Verbalis
(VERBALIS, 2010).

Assim como o estimulo hiperosmaético o tratamento com glutamato
também induziu a liberagdo de adenosina (figura 11). Com isso, acreditamos
que a liberacdo de adenosina, durante 0 aumento da osmolaridade do meio,
seja resultante da ativacao prévia de receptores glutamatérgico que ocorre em
cinco minutos quando ha liberacdo de glutamato neste periodo. Diversas
evidéncias ja relatam que a liberacdo de adenosina pode ser estimulada apos
tratamento com agonistas glutamatérgicos (ZAMZOW,; BOSE; PARKINSON,
2009; ZAMZOW; XIONG; PARKINSON, 2008). Em tecido nervoso retiniano,
por exemplo, ja foi demonstrado que tanto a ativacdo de receptores AMPA,
como NMDA ou cainato induzem a liberagdo de purinas (PAES-DE-

CARVALHO et al., 2005). No hipocampo e em neurdnios corticais a liberacao
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endogena de adenosina também pdde ser estimulada apds ativacdo de
receptores NMDA (CHEN; GRAHAM; STONE, 1992; CRAIG; WHITE, 1993).
Embora ja tenha sido mostrado que durante longos periodos de privacédo de
agua, ocorre um aumento na expressado de receptores NMDA no hipotalamo
(MEEKER et al., 1994), em nossos resultados, a incubacdo com NMDA nao
exerceu nenhum efeito na liberacdo de adenosina, figura 14. A expressao de
receptores NMDA em astrocitos humanos ja foi demonstrada em estudo
recente (LEE et al., 2010) no entanto, a presenca de receptores NMDA
funcionais em astrocito de roedores ainda permanece controversa (DZAMBA,
HONSA; ANDEROVA, 2013). Outra possivel hipotese que poderia explicar
nosso resultado € a de que o receptor envolvido na liberacdo de adenosina em
condi¢cBes de hiperosmolaridade seja do tipo ndo NMDA (cainato e AMPA), ou

ainda pertencente ao grupo de receptores metabotropicos de glutamato.

Classicamente a literatura demonstra que o glutamato pode induzir a
liberacdo de ATP tanto em astrocitos humanos (WERRY; LIU; BENNETT,
2006) como no de ratos (JEREMIC et al., 2001). Desta forma, o glutamato
liberado pelo estimulo hiperosmético mostrado em nosso modelo, poderia
induzir a liberacdo do proprio ATP e exercer o mesmo efeito sobre o0s niveis de
glutamato através da ativacdo do receptor P2Y (MENDOZA-FERNANDEZ;
ANDREW; BARAJAS-LOPEZ, 2000) ou ainda, sofrer a acdo de ecto-
nucleotidases até formar a adenosina, detectada no método de CLAE. Nosso0s
resultados, no entanto, mostraram que o dipiridamol, um inibidor do
transportador de nucleosideo (MEESTER et al., 1998), impediu que 0s niveis
extracelulares de glutamato retornassem aos valores basais a partir do décimo
minuto, figura 15, confirmando que o efeito observado sobre o glutamato €, de
fato, resultante da agédo da adenosina enddgena, liberada via transportador, e

nao do ATP ou de algum produto do seu metabolismo.

Tem sido reportado na literatura que o transportador de adenosina do
tipo equilibrativo - ENT (independente de sb6dio) esta muito mais presente no
SNC que o do tipo concentrativo - CNT (dependente de sddio), encontrado
mais comumente em érgdos como o rim, duodeno, jejuno e ileo (LU et al.,
2004). Entretanto, Anderson et al. mostraram haver predominantemente a

presenca de transportadores tipo CNTs dependentes de sodio no hipotalamo
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(ANDERSON et al., 1996). Esta evidéncia se afirmou em nossos resultados,
0S quais mostraram que a substituicdo do sédio por manitol nos tampdes de
incubacdo, ndo exerceu nenhum efeito sobre os niveis de adenosina (figura
13), sugerindo que os CNTs podem ter um papel chave na resposta astrocitica

durante estimulo hiperosmaotico promovido pelo sodio.

Do ponto de vista fisiolégico, sabemos que os niveis enddégenos de
adenosina sao capazes de determinar a ativacdo de um ou de outro receptor.
Trabalhos anteriores demonstraram que a adenosina, na concentracdo
utilizada em nossos experimentos (0,1uM), tem maior afinidade por receptores
do tipo A1 (CUNHA, 2001), desta forma, o efeito inibitdrio mostrado em nossos
resultados, figura 14, se reafirma em inidmeros estudos que tém associado a
ativacdo deste receptor a efeitos pré-sinapticos que levam a diminuicdo da
liberacdo de glutamato (LINDEN, 1991). Em astrdcitos do hipotalamo, este
receptor vem sendo associado ao controle da ingestdo de alimentos.
Recentemente, foi proposto que estas células funcionariam como uma espécie
de interruptor que controlaria o comportamento de busca por alimentos,
aparentemente por meio da variacdo dos niveis extracelulares de adenosina
que, através do receptor Al, modularia neurbnios AGRP (Agouti-related
protein) no ndcleo arqueado hipotalamico, uma populacdo de neurdnios que
liberam o Neuropeptideo Y, associado a sensacdo de fome (YANG; QI; YANG,
2015).

A ativacao especifica de receptores Al através da incubacao com R-PIA
em nosso modelo (figura 17), impediu a liberacdo de glutamato mediada pelo
estimulo hiperosmatico, assim como o uso do antagonista A1, CPT, mostrado
na figura 18, fez com que o glutamato fosse continuamente liberado para o
meio extracelular durante os periodos de estimulo. Juntos, esses dados nos
mostram que o astrocito tem um papel fundamental na resposta ao aumento da
osmolaridade do compartimento extracelular, através da liberagdo de
glutamato, capaz de estimular a liberacdo de adenosina. Esta, por sua vez,
atua em receptores do tipo Al, promovendo a diminuicdo da liberacdo deste
neurotransmissor. Vé-se ai, um claro efeito de retro regulacdo negativa no

astrocito que pode ter sido por muito tempo negligenciado.
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Uma vez observado o papel do astrocito na resposta ao estimulo
hiperosmotico no hipotalamo, verificamos se este efeito se reproduzia em
outras regides do cérebro, utilizando o mesmo estimulo em uma cultura de
astrocitos corticais. Nossos resultados mostraram que apdés o estimulo
hiperosmotico, o astrécito do cortex encefalico, ndo liberou nem glutamato nem
adenosina em nenhum dos tempos analisados, figuras (19 e 20). O que nos
levou a sugerir que o astrocito hipotalamico possa ter especializacdo funcional
na resposta ao estimulo hiperosmdético. Essa especializacdo astrocitica ja vem
sendo descrita alguns em estudos. Kasymov et al.,, (2013), por exemplo,
mostraram que o astrocito do tronco cerebral e do cértex apresentam padrdes
diferente na resposta a mudancas de pH. Eles notaram que em pH baixo, o
astrocito proveniente do tronco cerebral aumenta a exocitose de vesiculas
contendo ATP, enquanto que os do cortex ndo sdo afetados pela acidificacédo
do meio extracelular. Além disso, a diversidade fenotipica do astrdcito pode ser
resultado do préprio microambiente em que estas células se desenvolveram.
Ao contrario do coértex, o hipotdlamo apresenta regides ricas em capilares
fenestrados, que faz com que as células ali presentes tenham um contato mais
intimo com a corrente sanguinea e, por este motivo, tenham desenvolvido a
capacidade de responder mais facilmente a mudancas ocorridas no plasma.
Ainda neste contexto, considerando que em nosso método utilizamos células
de ratos recém-nascidos, podemos inferir que o astrécito do hipotalamo ja
apresenta, desde entdo, a programacéao bioquimica necessaria para responder
a diferencas na osmolaridade dos fluidos, uma vez que nao utilizamos qualquer

fator que induzisse a especializagédo destas células.

Nossos resultados podem apoiar a hipdtese defendida por alguns
pesquisadores de que a celula osmorreceptora seja na verdade o astrocito, ao
invés do neurdnio. Alguns estudos ja fazem referéncia a presenca de células
gliais especializadas, chamadas tanicitos, que tem a morfologia intermediaria
entre um astrécito e uma célula ependiméria e que podem, segundo algumas
publicacdes, estar relacionadas com o controle da alimentagéo e do balanco
energético (BOLBOREA; DALE, 2013). Mais interessante ainda, ha estudos
propondo que estas ceélulas possuem caracteristicas de quimiossensores,

capazes de responder a variagdes da concentracdo de glicose, por exemplo, e



74

transmitir sinais para rede de conexdes neurais hipotalamicas e assim modular
suas operacbes (RODRIGUEZ et al., 2005). Embora n&o tenhamos feito
nenhum estudo imunocitoquimico, o qual pudesse identificar se as células
astrocitarias utilizadas em nosso trabalho, tinham alguma caracteristica de
tanicito, os diferentes resultados obtidos nos experimentos com cortex e
hipotadlamo, sugerem que a resposta ao aumento da osmolaridade mediado
pelo sédio pode ser de uma célula especializada presente unicamente no

hipotalamo.
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6 Conclusodes

A partir de nossos resultados pudemos concluir que o astrécito € capaz
de responder ativamente ao aumento da osmolaridade extracelular, através da
liberacdo de glutamato, que por sua vez pode induzir a liberacdo de adenosina,
de maneira sodio dependente, e esta ativar receptores A; presentes no proprio
astrocito, que através de uma via inibitoria restabelece os niveis de glutamato

para valores basais.
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Anexo |

Validacao da quantificacdo de Adenosina pelo método de CLAE

1. Resultados

% Tempo de Retengdao

O tempo no qual o pico gerado pela injecdo de adenosina no sistema
CLAE foi entre 3 e 5 minutos. No total a corrida foi de 10 minutos e representou
0 tempo que o nucleosideo ficou no sistema cromatografico, quer na fase

movel quer na fase estacionéria.

'

00000+

240000+

Figura 1 Cromatograma ilustrando o pico de adenosina gerado apds a injecio de uma
amostra padrao
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+ Seletividade

Para quantificar um determinado analito em diferentes tipos de amostras
que, por vezes, podem ser bastante complexas e possuirem na sua
constituicdo espécies interferentes, é muito importante averiguar se o método
de analise que vai ser utilizado € seletivo para o analito em questdo. Para isso,
comparamos 0s cromatogramas de injecdes apenas do tampao de incubacao
utilizado nos experimentos (HANK 300 mOsm/L), com um cromatograma do
padrdo de adenosina diluido neste tampédo. Onde A, representa a altura do pico
de adenosina, quando injetamos 2.5 pg do padrédo solubilizado no tampé&o
HANK, e B a altura de qualquer pico, nho mesmo tempo de retencdo da

adenosina, quando injetamos apenas o tampao.

A B

11540 -
12988 -
10769 -

Tabela 1 - Altura do pico gerado apés a injegéio do padréio de adenosina (A) e do solvente HANK (B)

Uma vez que a injecdo apenas do tampao HANK, ndo gerou nenhum pico
no mesmo tempo de retencdo para adenosina, podemos dizer que NOSSo

método € seletivo para este analito.

X/

% Linearidade da curva de calibracao

Para a avaliacdo da linearidade, realizamos uma curva de calibragéo
que permitiu estabelecer a relagdo entre o sinal medido (altura do pico) e a

concentracdo do na solucdo padrédo de adenosina.
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Adenosina pg/mL Média da Altura do
Cromatograma
0,05 379
0,1 949
0,25 2847
0,5 5691
1 11399
2,5 15540
5 34907
7,5 51995
10 69274
25 17163

Tabela 1 - Diferentes concentragdes de Adenosina injetados no Sistema CLAE e a respectiva média da
altura do pico do cromatograma correspondente.

Matematicamente, a estimativa dos coeficientes de uma curva analitica a
partir de um conjunto de medi¢gGes experimentais pode ser efetuada usando o
método matematico conhecido como regressao linear. Além dos coeficientes
de regressao, também é possivel calcular, a partir dos pontos experimentais, o
coeficiente de correlacdo (r). Este parametro permite uma estimativa da
qualidade da curva obtida, pois quanto mais proximo de 1.0, menor a disperséo
do conjunto de pontos experimentais e menor a incerteza dos coeficientes de
regressdo estimados. Um coeficiente de correlagdo maior que 0.999 é
considerado como evidéncia de um ajuste ideal dos dados para a linha de
regressao. A ANVISA recomenda um coeficiente de correlacdo igual a 0,99 e o
INMETRO um valor acima de 0.90 (RIBANI et al., 2004). Em nossos
resultados, o valor de r foi de 0.999, o que caracteriza 0 nosso método de

dosagem de adenosina como um método linear.



200000 - y = 6845,3x + 593,26
180000 - R2=0,999

160000 -
140000 -
120000 -
100000 -
80000 -
60000 -
40000 -
20000 -

0 T T T T T T T T T T T T
0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Altura do Pico de Adenosina

Concentragdo de Adenosina em pg/mL

Figura 21- Curva de calibragdo gerada pela inje¢do seriada dos padrées de adenosina

Limite de deteccao (LD) e quantificacdo (LQ)

Neste trabalho optamos por definir como limite de quantificagéo, 0 menor
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ponto da curva de calibragdo (0.05 pg/mL) e como limite de deteccéo, 1/3 deste
ponto (0.01 ug/mL).

X/
L X4

PRECISAO

Para medir a exatiddo do nosso método, utilizamos 3 niveis de

concentracéo do padrédo, dosados em quintuplicata em trés dias consecutivos.



ug/mL 0.1
0,081
0,089
0,084
0,087
0,082
MEDIA 0,085
DESVPAD 0,003
DPR % 3,9

12 Dia

1,433
1,519
1,423
1,503
1,552
1,486
0,056

3,8

10
10,034
9,573
9,767
10,139
9,577
9,818
0,260
2,6

0.1
0,059
0,058
0,058
0,058
0,058
0,058
0,001

1,1

22 Dia
1
1,443
1,402
1,394
1,393
1,421
1,411
0,021
15

10
10,125
9,577
10,139
10,060
9,428
9,866
0,337
3,4

0.1
0,055
0,054
0,054
0,053
0,053
0,054
0,001

1,7

32 Dia
1
1,408
1,544
1,531
1,555
1,530
1,514
0,060
4,0

92

10
9,525
9,603
9,452

10,111
9,570
9,652
0,262

2,7

Tabela 2 Valores medidos apds a injecdo das amostras padrGes, nas concentragGes de 0.1, 1.0 e 10
ug/mL., das quais obtivemos o desvio padrdo relativo (DPR%)

Uma vez, que os valores de DPR ndo ultrapassaram 5%, como

recomendado pela ANVISA, podemos inferir que nosso método € preciso.

Desta forma, levando em consideracdo todos os itens escolhidos para a

validacdo de métodos em HPLC, pudemos assumir que em nosso o estudo, o

método para quantificar adenosina foi devidamente validado.



