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RESUMO

Os GATs sao os principais transportadores de GABA no sistema nervoso central e
alteracbes em sua atividade estdo envolvidas em varias doengas neuroldgicas, incluindo
retinopatias. O presente estudo descreve um método eficiente utilizando cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada a deteccdo por fluorescéncia para determinacao da
atividade dos GATs em preparagcdes de retina. Explants de retina foram incubadas em
concentragbes conhecidas de GABA (50-1000 pM) por 30 minutos, e os niveis do
neurotransmissor derivado de o-ftaldeido (OPA) no meio de incubagédo foram mensurados.
Ao avaliar a diferenga entre as concentragdes inicial e final de GABA no meio (
AGaba = [Gaba] t 0 — [Gaba] t_final), um mecanismo de captacdo saturavel foi
caracterizado ( Km € Vmax de 382,4 uM e 34 nmol/mg proteina/minuto, respectivamente).
Tal mecanismo foi amplamente dependente do Na* e de temperatura, reiterando que o
mecanismo de diminuicdo da concentracdo € de fato captado por transportadores de alta
afinidade. Somado a isso, nossos resultados também demonstraram que o acido nipecotico
(um substrato dos transportadores GAT) inibiu a captacdo de GABA em preparacoes
retinianas, demonstrando uma elevada especificidade dessa metodologia. No geral, o
presente estudo caracteriza um método alternativo e altamente sensivel para avaliar a
atividade do GAT no SNC.

Palavras-chave: GAT; captacdo de GABA; CLAE; Retina; transporte.



ABSTRACT

The GATs are the membrane proteins responsible for the uptake of GABA in the central
nervous system. Alterations in GAT activity are implicated in several neurological diseases,
including retinopathies. The present study describes an alternative method to determine
GAT activity in tissue preparations of the central nervous system, using high performance
liquid chromatography (HPLC) with fluorescence detection. The GABA concentration in the
medium was determined using the o-phthaldehyde (OPA)-derivation protocol validated by
the Brazilian Health Regulatory Agency (ANVISA) and the United States Food and Drug
Administration (US-FDA). The GAT activity in the retinal preparations was determined
through the evaluation of the GABA uptake, which was measured by assessing the
difference between the initial and final concentrations of GABA in the incubation médium
(AGaba = [Gaba] t_ 0 — [Gaba] t_end). The evaluation of the GAT kinetics returned values of
Km = 382.5 + 32.2 uM and Vmax = 34 nmol/mg of protein. The data also demonstrated that
the GABA uptake was predominantly Na® and temperature-dependent, and was also
inhibited by incubation with nipecotic acid, a substrate of GABA transporters. Taken
together, these findings confirm that our approach provided a specific measure of GAT
activity in retinal tissue. The data presented here thus validate, for the first time, an
alternative, simple and sensitive method for the evaluation of GAT activity using high

performance chromatography on preparations of the central nervous system.

Keywords: GAT, GABA, uptake, HPLC, Retina, Transport
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1. INTRODUCAO

1.1 Generalidades sobre o sistema GABAérgico e 0s principais métodos
de estudo de medicao de GABA no SNC (Sistema Nervoso Central)

O acido gama-aminobutirico (GABA) & o principal neurotransmissor em
sinapses inibitérias do Sistema Nervoso Central de vertebrados (BORGES-
MARTINS ET AL., 2019; KUBRUSLY ET AL., 2021). Inicialmente identificado no
encéfalo de camundongos, o GABA cumpre todos os critérios classicos de um
neurotransmissor, sendo eles: 1) Via de sintese em células neuronais; 2)
Mecanismo de liberacdo vesicular no espaco sinaptico; 3) Expressao de
receptores capazes de gerar uma resposta no neurdnio pos-sinaptico; e 4)
Mecanismo de terminacdo da sinalizagdo, sendo, no caso do sistema
GABAérgico, os transportadores de alta-afinidade os principais responsaveis
pela finalizacdo da neurotransmissao (SPIERING, 2018). A partir desses
mecanismos, o0 GABA exerce o seu efeito inibitério no SNC, regulando o balanco
excitacao/inibicdo desse tecido (SELTEN ET AL., 2018).

Nesse contexto, alguns estudos tem demostrado o monitoramento dos
niveis de gaba no SNC, tais como biossensores (raramente), exames de
imagens, métodos de cintilagcao liquida, cromatografia liquida e monitoramento
de metabdlitos utilizando reagdes enzimaticas (CASTRO, ET AL., 2014). Os
topicos seguintes discutirdo aspectos gerais sobre o metabolismo, os
receptores, os transportadores GABAérgicos e os principais métodos utilizados

para dosar gaba no SNC.

1.2 - Asintese e a degradacdo de GABA

O GABA ¢ sintetizado a partir da agado enzimatica da Descarboxilase do
Acido Glutamico (E.C no: 4.1.1.15; GAD, do inglés Glutamic acid decarboxylase),
utilizando o piridoxal fosfato como co-fator para reacdo (ISHIBASHI ET AL.,
2019). Duas isoformas desta enzima foram descritas e caracterizadas de acordo
com o seu peso molecular: GAD 65 kDa e a GAD 67 kDa. Apesar da similaridade
estrutural, essas duas proteinas cumprem papéis distintos na fisiologia celular,
sdo reguladas por mecanismos diferentes e sua ontogenia é temporalmente
distinta (DE MELLO ET AL., 1991). Enquanto a GAD 67 kDa é amplamente
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distribuida por todo o corpo celular, a GAD 65 kDa fica restrita ao terminal
sinaptico, refletindo o papel desta ultima na producdo de GABA para
neurotransmissao, enquanto a isoforma 67 produz GABA como um intermediario
metabdlico para outros processos nao relacionados a comunicacao celular (DE
MELLO ET AL., 1991; TAVAZZANI ET AL., 2014).

Em decorréncia disso, a GAD 65 kDa forma um complexo com o
transportador vesicular de GABA, acoplando a producao deste neurotransmissor
ao seu empacotamento em vesiculas sinapticas prontas para a liberagdo (JIN
ET AL., 2003). Além disso, a expressao de GAD 65 ocorre em estagios
avancgados do desenvolvimento, refletindo a necessidade tardia do SNC em
possuir um sistema inibitério, enquanto a isoforma 67 kDa & expressa em
periodos iniciais da ontogenia central (DE MELLO ET AL., 1991).

A expressdao e atividade da GAD s&o reguladas de acordo com a
necessidade do sistema por atividade inibitoria (ALMEIDA ET AL., 2000). Na
retina embrionaria, a expressao de GAD é negativamente regulada pelo GABA,
sendo esse efeito ndo mimetizado por agonistas de receptores GABAérgicos,
mas bloqueado por inibidores da captacdo de GABA, sugerindo uma acéao
intracelular do GABA sobre a expressao da enzima. Em contraste, aminoacidos
excitatorios (Glutamato e kainato) e doadores de éxido nitrico (NO) aumentam a
expressao da GAD no corpo celular, mas nao nas camadas plexiformes da
retina, sugerindo um mecanismo de regulagao por esses sistemas de sinalizacao
que pode ter implicagcdes em condicoes patoldégicas marcadas por altos niveis
de glutamato e NO (DE MELLO ET AL., 1991; ALMEIDA ET AL., 2000;
MAGGESISSI ET AL., 2009).

A degradacdo de GABA é mediada pela enzima GABA-Transaminase
(GABA-T, E.C 2.6.1.19), a qual transamina o GABA + 2-oxoglutarato em
succinato semialdeido e glutamato, utilizando a vitamina B6 como co-fator
(ISHIBASHI ET AL., 2019), como descrito abaixo:

GABA + 2-oxoglutarato «»Succinato semialdeido + L-glutamato

Como demonstrado na férmula acima, a reagao catalisada pela GABA-T

€ reversivel - de modo que em certos organismos onde as condi¢coes sao
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favoraveis, ela é responsavel pela sintese, e ndo degradacdo de GABA
(TRITSCH ET AL., 2014).

A GABA-T desempenha um papel neuroprotetor central em quadros
isquémicos. A atividade dessa enzima diminui em situa¢des de privagcao de
oxigénio e glicose devido a queda na atividade do ciclo de Krebs, responsavel
por produzir o 2-oxoglutarato utilizado como co-substrato da enzima. Desse
modo, situagdes isquémicas resultam em um aumento nos niveis intracelulares
de GABA em decorréncia da menor atividade da GABA-T, o que disponibiliza
mais GABA a ser liberado para inibir o sistema e, assim, diminuir o custo
metabdlico necessario para sobrevida celular. Esse acoplamento da
neurotransmissao com o metabolismo demonstra a complexidade da sinalizacao
GABAeérgica no sistema nervoso (BRADY E SIEGEL; 2012).

0O 0 ‘
-

HO N OH

HO . OH |
/’——‘ NH,
Via ciclo O
de Krebs a-cetoglutarato Glutamato
o)
C
. (o) o
0
H
“ OH — 2
H
0 | o A NH,
o) HO

Ac:do Succinioo Somi-aldeide succinco GABA

Figura 1. Esquema representativo das vias de sintese e degradacao de GABA.
O GABA ¢ sintetizado a partir da descarboxilagao do glutamato a partir da acéao
da Glutamato Descarboxilase. Na rota de degradacdo, o GABA sofre uma
transaminacao da enzima GABA-T que gera semi-aldeido succinico, que pode
gerar acido succinico — um participante do ciclo de Krebs utilizado como

precursor de glutamato. Fonte: Victor Thomé, 2019.

1.3 — Receptores de GABA

Dois principais receptores de GABA existem no SNC: O receptor GABAa,
acoplado a um canal idnico permeavel a cloreto, e o receptor GABAb, acoplado
a proteina Gi (ISHIBASHI ET AL., 2019; GHIT ET AL., 2021; SALLARD ET AL.,
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2021). Como sera discutido a seguir, os dois receptores atuam por mecanismos
diferentes, mas possuem a mesma finalidade: Inibir a atividade celular.

O receptor GABAa ¢ considerado o principal receptor GABAérgico no
SNC (SALLARD ET AL., 2021). Essa proteina € composta por 5 subunidades
(Pentamérico) que se dispéem de modo a formar um poro central permeavel a
anions cloreto. O GABAa é considerado um dos receptores de maior
complexidade no sistema nervoso devido a sua rica farmacologia, que deriva da
existéncia de diferentes sitios de ligacdo para horménios (Como esterdides e a
melatonina) que modulam a sua atividade (GHIT ET AL., 2021). Ademais, apesar
de ser formado por 5 subunidades, hoje sao descritas 20 possiveis subunidades
para o receptor GABAa, nomeadas como: a (1-6), B (1-3), vy (1-3), 6, € (1-3), 6,
p (1-3) e n (SIEGEL ET AL., 2012). Cada uma dessas subunidades se agrega
para formar canais de cloreto com propriedades biofisicas especializadas para a
regiao onde estao sendo expressas (SALLARD ET AL., 2021). Apesar dessa
ampla variedade, os principais subtipos de GABAa sao formados por duas
subunidades alfa, duas betas e uma gama, ou por subunidades p — as quais
formam o chamado receptor GABAc / GABAa, exclusivo da retina (POPOVA,
2014).
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cytosol

Subunidades do Pentameros do receptor
receptor GABAa GABAa
5 Fluxo ibnico
1
GABA ;

Poro fechado Poro aberto sumesawew

Figura 2. A) Esquema da estrutura dos receptores GABAa na membrana e
permeabilidade a anions cloreto, com representacdo de uma cauda N-terminal
rica em glicosilacdes. B) Representacao das principais subunidades do receptor
GABAa (Alfa, beta e gama) na forma inativa e na forma ativa. Adaptado de
Sallard et al., 2021

A ativagédo do receptor GABAa resulta em um influxo de cloreto que
induz uma hiperpolarizagao transiente no potencial de membrana neuronal e
resulta na chamada inibicao fasica nos neurénios pés-sinapticos (SALLARD ET
AL., 2021). O receptor GABAa também € constitutivamente ativado, possuindo
uma atividade basal que gera a inibicdo tbnica neuronal. A partir desses
mecanismos, o GABAa garante uma acdo inibitéria rapida a atividade neuronal
(JOO ET AL., 2014).

Em contrapartida a essa acao rapida mediada pelo GABAa, o receptor
GABADb exerce uma acéao dita como mais lenta (TERUNUMA, 2018). O receptor
GABADb ¢ considerado um receptor dimérico por possuir duas principais
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subunidades: R1 e R2, com diferentes isoformas. Além disso, o receptor GABAb
€ acoplado a proteina G;j inibindo a adenilato ciclase a partir da sua subunidade
a, € bloqueando canais de calcio por meio do dimero By. Diferente dos
receptores GABAa, os receptores GABAb tém um papel pouco elucidado no
SNC. No entanto, a sua expressao ubiqua nas diferentes regides centrais, assim
como em células neuronais e células gliais sugerem que ele desempenhe um
papel central na fisiologia nervosa (BENARROCH ET AL., 2012; TERUNUMA,
2018).

K* Ca2n

i Moo |

Mdolét.:ulas de \ Inibigao da
adesao g Adenilato
Moléculas de [ Proteinas l ' e ciclase

trafego (g-filamin s yq2° " " 087

Microfilamentos de actina

Figura 3. llustracao representando o receptor GABAb e suas duas subunidades
acopladas a proteina G, capaz de inibir a atividade da adenilato ciclase e canais
de calcio, além de potencializar a atividade de canais de potassio — favorecendo

a hiperpolarizagao celular. Adaptado de Benarroch, 2012

A ativacado de ambos os receptores € regulada pela disponibilidade de
GABA para se ligar ao sitio de acao (ISHIBASHI ET AL., 2019). Como sera
discutido a seguir, esse papel de modulacao dos niveis extracelulares de GABA
€ mediado - principalmente - pelos transportadores de GABA, responsaveis por
remover esse neurotransmissor da fenda e, portanto, tendo um papel crucial na

sinalizagdo GABAérgica.

1.4 - Os transportadores de GABA
Os transportadores de GABA (GATs) sdao amplamente expressos no
Sistema Nervoso Central (SCIMEMI ET AL., 2014). Essas proteinas pertencem

a familia de Solute carriers 6 (SLC6), os quais co-transportam
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neurotransmissores junto a ions sodio. Desse modo, diz-se que a captacao de
GABA ¢é predominantemente dependente de sédio — uma vez que 80 a 95% do
transporte dessa molécula depende da presenca de Na* extracelular (SCIMEMI
ET AL., 2014; LATKA ET AL., 2020).

A nomenclatura dos GATs varia de acordo com a espécie estudada, como
consta na tabela abaixo. Enquanto em camundongos eles recebem os homes de
GAT 1, 2, 3 e 4, em humanos a homenclatura predominante é GAT-1, BGT-1,
GAT-2 e GAT-3 (ISHIBASHI ET AL., 2019). Para simplicidade e consisténcia do
manuscrito, o presente trabalho utilizara a nomenclatura de humanos ao longo

do texto.

Tabela 1. Descricao das diferentes nomenclaturas para os transportadores de
GABA, diferenciadas a partir da espécie utilizada (Camundongos ou ratos e
humanos).

Espécie Genes

SLC6A1 SLC6A12 SLC6A13 SLC6A11
Camundongo, | GAT-1 GAT-2 GAT-3 GAT-4
ave
Rato, humano | GAT-1 BGT-1 GAT-2 GAT-3

Fonte: Ishibashi et al., 2019.

1.4.1 - Propriedades biofisicas dos transportadores de GABA

Os GATs possuem quatro principais propriedades biofisicas: 1) Eles
acoplam o transporte de GABA ao transporte de sodio a favor de seu gradiente
eletroquimico, mantido pela bomba de Na*/K*, 2) Os GATs tém alta afinidade
pelo seu substrato, possuindo um Ky por volta de 10 uM calculado pela
constante de Michaelis-Menten, 3) Apesar de ions Li* serem capazes de
substituir o Na* em certas condicoes fisioldgicas devido as suas similaridades
quimicas caracteristicas do grupo 1A de metais alcalinos, o sitio de transporte
de Na® é insensivel a presenca de Li*, de modo que apenas o sodio suporta o
transporte de GABA, 4) O influxo de sédio associado a captacdo de GABA
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sugere que a atividade dos GATs é eletrogénica (IVERSEN E NEAL, 1968;
SCIMEMI ET AL., 2014). Ensaios em cultura primaria de células gliais demonstraram
que os GATs dependem tanto de ions Na® quanto de ions CI" no ambiente
extracelular, o que foi confirmado depois por ensaios com marcadores radioativos
demonstrando o influxo de 2 ions Na* e 1 ion CI', sugerindo a estequiometria de 1
GABA: 2 Na™: 1 CI' (). Apesar da relevancia de anions cloreto sobre a captagdo de
GABA ter sido questionado devido a baixa energia fornecida pelo gradiente do CI,
experimentos cinéticos sugerem que o cloreto participa de uma etapa do ciclo de
operagdao dos GATs distinta da translocacdo de GABA, mas que garante uma
conformagao adequada do transportador para mover esse neurotransmissor através
da membrana, de modo a explicar a necessidade por CI" extracelular (BICHO E
GREWER, 2005). A figura 4 demostra um esquema resumido do processo de

transporte de gaba através do GAT.

GAEA
2 Na- \ Cl
\\extra
| /
intra
2 Na* Ci
GABA

Figura 4- Esquema do transportador de GABA. Durante cada
ciclo de transporte, dois ions de sodio, um ion de cloreto e
uma molécula de GABA sofrem translocagdo acoplada
Fonte:https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/gab
a transporter. Acessado em 28/11/20
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1.4.2 - Propriedades farmacoldgicas dos transportadores de GABA

Evidéncias de sitios distintos para captacdo de GABA surgiram a partir de
ensaios farmacoldgicos em cultura purificadas de neurdnios e células gliais
investigando a capacidade diferencial de bloqueadores da captacao de [3H]-
GABA em inibir o transporte desse neurotransmissor (KROGSGAARD-LARSEN
ET AL., 1987). Os achados desses experimentos iniciais sugeriam a existéncia
de sistemas de transporte farmacologicamente distintos entre neurénios e glia.
A isoforma neuronal, por exemplo, € virtualmente insensivel a presenca de beta-
alanina extracelular, enquanto a isoforma glial apresenta maior sensibilidade a
esse aminoacido. O mesmo ocorre para 0 acido nipecotico, que inibe

preferencialmente uma das isoformas de maneira estéreo-especifica.

Tabela 2. Descricdo da inibicdo de um composto (IC 50) dos diferentes
substratos dos transportadores de GABA, demonstrando uma seletividade de
alguns substratos por isoformas neuronais sobre as isoformas gliais

Droga Neurbnios Glia
GABA 15 3

5
Beta-Alanina >5000 1000
L-DABA 1000 >5000
ACHC 200 700
R-Acido nipecoético 70 3

0
S-Acido nipecotico 500 1000

Fonte: Krogsgaard-Larsen et al., 1987

Na mesma linha de investigacao, foi demonstrado que os inibidores da
captacao de [°H]-GABA possuem distintos mecanismos de acao, podendo ser
transportaveis, isso €, competindo com o GABA pelo sitio de transporte, ou nao-
transportaveis, bloqueando outro componente do transportador que o impede de
translocar as moléculas de GABA (SCIMEMI ET AL., 2014). A figura 4 apresenta
a estrutura molecular de diversos inibidores da captacdo de GABA. Dentre essas
moléculas o RS-acido nipecético (ANp) se destaca por ser um dos inibidores de
GATs de maior poténcia (SCHTINE ET AL., 2007). Ensaios em fatias de cértex
cerebral de ratos caracterizaram que o [3H]-ANp possui um sistema de captacgao

dependente de Na* com Kn de 11 pM que é quase completamente inibido por
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bloqueadores da bomba de Na*/K* e por GABA, sugerindo que essas moléculas
compartilham o mesmo sitio de transporte (JOHNSTON ET AL., 1976). Em
contrapartida, o ANp bloqueia até 50% da captacdo total de [°H]-GABA,
fortalecendo a hipétese de essas moléculas compartilharem um mesmo sitio de
transporte (JOHNSTON ET AL., 1976; SCHTINE ET AL., 2007).
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Figura 5. Estrutura molecular de diferentes bloqueadores da captagcdo de GABA.

Trabalhos de clonagem dos GATs permitiram uma distincdo entre os
diferentes subtipos de transportadores, assim como permitiram uma melhor
caracterizacdo farmacoldgica dos diferentes inibidores da captacao de [3H]—
GABA, demonstrando a seletividade de certas compostos que permitem isolar e

estudar certos sistemas de transporte GABAérgicos.



Tabela 3. Descricdo dos diferentes substratos dos subtipos de GATs e
seus respectivos IC50 para cada transportador.

Droga GAT-1 BGT-1 GAT-2 GAT-3
GABA 30 42 17 33
ACHC 132 107 259 55100
0 00
Guavacina 39 142 228 378
0
Hidroxinipecotic 44 384 567 467
o] 0
(R.S)-Acido 24 235 113 159
nipecotico 0
NNC-711 0.38 357 729 349
0
Hipotaurina 101 536 52 73
0
Beta-Alanina 292 110 66 110
0 0
GES 484 480 696 915
0 0
L-DABA 128 528 300 710
Taurina 323 132 127 2860
00 00 0

Fonte: Borden et al., 1996

1.4.3 - Os diferentes subtipos de GATs

1. GAT-1

O GAT-1 foi o primeiro transportador de neurotransmissor a ser clonado. A
expressao do gene que codifica esse transportador em odcitos de Xenopus
laevis corroborou os achados anteriores de estudos in vitro e ex vivo em
preparacbes nervosas de um sistema de transporte dependente de Na™ e CI’
extracelular, com elevada afinidade (Km de 7 pM) e transporte saturavel
(BORDEN ET AL., 1996). Por ter sido o primeiro a ser clonado, a proteina foi
nomeada como “GAT-1" (GUASTELLA ET AL., 1990). Ensaios farmacoldgicos
demonstraram que o GAT-1 é altamente sensivel ao NNC-711, RS-acido
nipecotico, ACHC e L-DABA, e largamente insensivel a beta-alanina, sugerindo
gue esse é o subtipo expresso por células neuronais por expressar 0 mesmo
perfil farmacoldgico do sistema de captagao neuronal.

A distribuicdo do GAT-1 e sua localizagcdo celular foram posteriormente
confirmadas por técnicas de moleculares e de microscopia Optica ou eletrénica.

Apesar de ser amplamente expresso no SNC, o GAT-1 possui maior marcagao
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no cerebelo, ganglios basais, bulbo olfatorio e na retina, enquanto o neocértex,
hipocampo e talamo sdo moderadamente marcados para o RNAm que codifica
essa proteina (DURKIN ET AL., 1995; BORDEN ET AL., 1996; SCIMEMI ET AL.,
2014). No entanto, estudos sobre a expressao proteica de GAT-1 encontraram
maior expressao desse transportador no hipocampo, neocértex e bulbo olfatorio
— demonstrando diferengas na deteccao dependendo do método de investigacao
utilizado (IKEGARI ET AL., 1994). Apesar disso, a distribuicdo ampla do GAT-1
no SNC é indiscutivel e isso o torna o principal transportador de GABA nesse
tecido.

Em termos celulares, o GAT-1 & expresso principalmente em terminais
sinapticos de células neuronais, corroborando os achados farmacolégicos
descritos anteriormente (SCIMEMI ET AL., 2014). Essa localizacao fortalece o
seu papel na neurotransmissdo GABAérgica — auxiliando na terminacao dos
inputs inibitérios do GABA, assim como na reciclagem dessa molécula para
posterior liberacao. Além das células neuronais, o GAT-1 também foi detectado
— em menor nivel - em subpopulagdes astrécitos tanto in vitro quanto in vivo,
sugerindo um papel para essas células na sinalizacdo GABAérgica (FATTORINI
ET AL., 2020).

Na retina de primatas, o GAT-1 é expresso exclusivamente nos terminais
sinapticos de neurbdnios, sendo predominante na Camada Plexiforme Interna —
uma regido rica em conexdes sinapticas (CASINI ET AL., 2006). No entanto, o
perfil de localizacdo celular de GATs depende da espécie estudada, como
discutido por YAZULLA ET AL., (2010). Enquanto o GAT-1 é predominantemente
expresso por neurbnios na retina da maioria dos vertebrados, duas excecoes
sdo descritas na literatura: Sabe-se que na retina de aves as células de Miller
expressam uma isoforma desse transportador (BRINGMANN ET AL., 2013),
apesar da funcionalidade desse transportador ser debatida, uma vez que
inibidores seletivos de GAT-1 ndo interferem na captacdo de [*H]-GABA por
essas células (SCHITINE ET AL., 2007). Aléem das aves, foi descrito que as
células de Miiller da retina de ratos sao capazes de captar até 100 uM de GABA
em 70 ms por agao do GAT-1, sugerindo um sistema glial funcional de captagao
de GABA nessa espécie mensurado por técnicas de fluorescéncia acoplada a
NADPH (BIEDERMANN ET AL., 2002). O racional por tras dessas diferencas na
retina de diferentes espécies ndo é bem esclarecido, mas podem refletir
diferentes metodologias utilizadas para avaliar a captagdo de GABA.
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2. BGT-1

Dentre os GATs, o BGT-1 € o menos caracterizado no Sistema Nervoso
Central (SCIMEMI ET AL., 2014). Parte da razao por tras disso decorre de sua
baixa expressao no SNC, assim como sua baixa afinidade pelo substrato - o que
levanta o questionamento sobre a sua relevancia para a sinalizagcao
GABAeérgica. Por outro lado, a auséncia de inibidores seletivos para BGT-1 e de
anticorpos altamente seletivos para esse carreador limitam os estudos sobre o
seu papel no SNC (BORDEN ET AL., 1996).

Sabe-se que a expressdo de BGT-1 no SNC é quase exclusiva das
leptomeninges, sendo quase nula nas demais regides encefalicas (ZHOU ET
AL., 2012). Ademais, o BGT-1 apresenta maior afinidade pela betaina em
comparagao ao GABA, um intermediario na via metabdlica da homocisteina. No
entanto, a betaina esta presente em baixissimos niveis no encéfalo, sendo
predominante no figado (KICKINGER ET AL., 2019), sugerindo uma relevancia
mais periférica para esse transportador. Apesar disso, ja foi caracterizado que
condicdes epilépticas e de hipertonicidade modulam a expressdao de BGT-1,
abrindo a possibilidade de um papel ainda desconhecido desse transportador em
condicdes patologicas (BORDEN ET AL., 1996).

3. GAT-2

A partir de técnicas de clonagem, um novo transportador de GABA foi
caracterizado: O GAT-2 (BORDEN ET AL., 1992). Analises da expressao de
RNAm identificaram que esse transportador esta presente em parte do SNC
(Encéfalo e retina), possuindo altissima afinidade por GABA como demonstrado
em estudos in vitro (BORDEN ET AL., 1992), com um Km de 17 uM equiparavel
ao do GAT-1, sugerindo que esse carreador possui uma alta relevancia na
fisiologia GABAérgica.

Farmacologicamente, o GAT-2 pode ser distinguido dos demais GATs devido
a sua maior afinidade por hipotaurina, taurina, GES e beta-alanina, como consta
na Tabela 3, o que permite uma melhor caracterizacdo de seu papel em
condigoes fisiologicas e patologicas, assim como o desenvolvimento de
farmacos objetivando modular a sua fungdo. Além da distingdo farmacolégica, o

GAT-2 também possui propriedades biofisicas diferentes dos demais GATSs.
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Enquanto a remocao de CI extracelular reduz para <56% a captagao de [*H]-
GABA mediada por GAT-1, o transporte mediado por GAT-2 cai para 43% -
sugerindo uma diferente dependéncia ibnica entre esses transportadores
(BORDEN ET AL., 1992), o que pode representar um mecanismo do sistema em
manter uma captacdo de GABA em situagdes onde os niveis extracelulares de
anions cloreto & baixa, como no inicio do desenvolvimento do SNC.

Na retina de ratos, o GAT-2 é expresso no epitélio pigmentado, como
demonstrado por microscopia de fluorescéncia (HONDA E SAITO, 1995) e na
célula de Miller da retina de sapos (YAZULLA ET AL., 2010), sugerindo uma
funcdo outrem além da neurotransmissdo GABAérgica neuronal. Estudos
utilizando knockout em camundongos para o gene do GAT-2 detectaram
alteracdes nos niveis plasmaticos de taurina, sugerindo que esse transportador
tem um papel relevante no transporte dessa molécula sinalizadora (ZHOU ET
AL., 2012).

4. GAT-3

Junto ao GAT-1, o GAT-3 é um dos subtipos mais expressos no SNC
(SCHITINE ET AL., 2015). Apesar de ter uma afinidade por GABA menor em
comparagao aos demais membros da familia, o0 GAT-3 € amplamente expresso
no Sistema Nervoso Central (BORDEN ET AL., 1996), sendo abundante no
bulbo olfatério e na retina, seguido dos géanglios basais, septo, talamo, amigdala,
nos coliculos e no neocortex (LEE ET AL., 2015) (Figura 5).
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Figura 6. Distribuicdo dos principais GATs no neocortex visualizadas por imuno-
histoquimica. Como pode ser visualizado, o GAT-1 é amplamente expresso ao
longo das camadas do cértex. O GAT-2, por sua vez, esta restrito a primeira
camada junto a células epiteliais. O GAT-3 € amplamente distribuido no
neocortex, apesar de qualitativamente apresentar menor marcacéo em relagao
ao GAT-1. Fonte: Scimemi et al., 2014

No nivel celular, o GAT-3 €& tido como um transportador quase
exclusivamente glial (MINELLI ET AL., 1996) - sendo expresso em processos
astrociticos, oligodendrdcitos e por células de Miller (SCHITINE ET AL., 2007).
A localizagdo desses transportadores na regiao sinaptica sugere uma fungao
complementar a do GAT-1 (SCIMEMI ET AL., 2014). Enquanto este ultimo esta
em contato proximo com a zona ativa da sinapse em comparagao ao GAT-3,
sugerindo que eles regulam diferentes vias de sinalizacdo do GABA e servem
para diferentes propositos na manutencgao dos niveis extracelulares de GABA.

Estudos sobre a regulacdo da expressdao do GAT-3 em retina de aves
demonstraram que esse transportador € downregulado a partir de inputs
glutamatérgicos que favorecem uma menor captacao de GABA, aumentando a
disponibilidade extracelular desse neurotransmissor (SCHITINE ET AL., 2015).

Apesar do GAT-3 nao estar expresso fisiologicamente na retina de galinha, a

sua expressao é acentuada em situacdes de dano tecidual, sugerindo que esse
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transportador participa de algum mecanismo neuroprotetor contra o estresse na
retina (SCHITINE ET AL., 2015). Na figura 06 A é demostrada uma
representacao tridimensional do modelo de homologia do transportador de
GABA humano GAT-1, bem como em B as estruturas do ligante endégeno

GABA, acido R-nipecotico e a droga anticonvulsiva tiagabina.

Figura 7 Estruturas tridimensionais do GAT-1 (a) Representagao
tridimensional do modelo de homologia do transportador de GABA
humano GAT-1. As caracteristicas estruturais mencionadas no texto
estdo marcadas. S1, o sitio de ligagao do substrato; S2, o sitio de
ligacdo secundario/interino; TM1 (TM3, TM6 e TMS8), regiao
transmembranar 1 (3, 6 e 8); e EL4, algca extracelular 4. (b)
Estruturas do ligante endoégeno acido gama-aminobutirico, GABA,
acido R-nipecdtico e a droga anticonvulsiva tiagabina. Modificado
(LATICA et all., 2020)
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1.5-Importancia dos Transportadores de GABA para a fisiologia do SNC

Os GATs sao responsaveis por remover o GABA extracelular e, desse modo,
terminar a sinalizagdo GABAérgica - garantindo o ajuste fino dessa
comunicacao. Ademais, considerando que o SNC de vertebrados possui bilhdes
de neurbnios e ainda mais conexdes sinapticas justapostas em um espaco
extremamente limitado, a atividade dos GATs € essencial para evitar o
extravasamento de GABA da sinapse, garantindo a fidelidade de resposta de um
circuito neural. Desse modo, o comprometimento na atividade dos GATs pode
causar ou amplificar condi¢cdes patoldgicas no sistema nervoso (BORDEN ET
AL., 1996). Nesta secao, sera brevemente discutido o estado da arte sobre a
participagcdo dos carreadores de GABA em condi¢cdes psiquiatricas e

neurodegenerativas.

1.5.1 - O papel dos GATs em transtornos neuropsiquiatricos

Transtornos psiquiatricos sdo definidos como alteragdes de pensar,
humor e/ou comportamento que comprometem gravemente a qualidade de vida
do individuo (WARREL ET AL., 2015). Atualmente, os principais transtornos
neuropsiquiatricos sao os de depressao e os de ansiedade, que acometem 3 e
4% da populacao, respectivamente (WHO, 2017). Sabe-se que alteracbes na
sinalizacdo GABAérgica fazem parte da fisiopatologia dessas condigoes.

Diminuic¢des nos niveis extracelulares de GABA em condig¢des de estresse
foram descritas em diferentes modelos experimentais (NUSS, 2015; ASSAD ET
AL., 2020), o que pode refletir uma queda na liberagdo ou um aumento na
captacdo desse neurotransmissor. Dentro desse contexto, foi reportado que o
estresse cronico induz alteragdes na expressao de transportadores vesiculares
e de membrana de GABA, sugerindo que o transporte dessa molécula de fato
participa da patogénese de transtornos relacionados ao estresse (LYDIARD,
2003; MA ET AL., 2016).

Estudos com camundongos knockout para GAT-1 demonstraram um

fenotipo menos ansioso e menos susceptivel ao comportamento tipo-depressivo
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em comparacgao aos controles selvagens (LIU ET AL., 2007), sugerindo que os
GATs participam de condi¢des psiquiatricas ao regular a disponibilidade de
GABA no ambiente extracelular. Corroborando isso, estudos de caso-controle
demonstraram uma associacao positiva de polimorfismos no gene que codifica
o GAT-1 com a severidade de transtornos de ansiedade (THOERINGER ET AL.,
2008).

A relevancia da captacdo de GABA é tamanha para a ansiedade que
moduladores farmacologicos do transporte de GABA estao sendo utilizados em
ensaios pré-clinicos para o tratamento dessas condigbes. A tiagabina, um
bloqueador do transporte de GABA, apresentou efeito positivo no tratamento de
pacientes com disturbios de panico (ZWANGER ET AL., 2009), um efeito mais
proeminente que ansioliticos classicos da classe dos Inibidores da Recaptacéao
de Serotonina, como a paroxetina (CLAUSS ET AL., 2021). Desse modo, a
modulacado farmacolégica do transporte de GABA apresenta-se como uma
estratégia interessante no controle dessas condicoes.

Apesar dessa relevancia, pouco se sabe sobre quais as alteragdées na
captacdo de GABA em transtornos de ansiedade e depressao. Apesar de haver
estudos utilizando métodos genéticos e gendmicos associando alteracées na
captacao com essas patologias, a literatura carece de trabalhos com ensaios
avaliando diretamente a captacdo de GABA nas diferentes regides do SNC,
assim como quais transportadores estariam por tras das alteragdes nos niveis
extracelulares de GABA. Parte dessa caréncia deriva de limitagdes técnicas que
falham em avaliar com preciséo o transporte de GABA, como sera discutido mais

a frente.

1.5.2 - A captacdo de GABA em doencgas neurodegenerativas

De acordo com o Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos,
doencas neurodegenerativas sdo marcadas pela perda de funcdo e morte
neuronal excessiva ao longo do tempo (NIH, 2017). Uma das causas mais
estudadas dessas doencas € a excitotoxicidade causada pelo excesso de
glutamato no ambiente extracelular (LEWERENZ E MAHER, 2015). No estado
fisioldgico, a acdo excitatoria do glutamato € contrabalanceada pela inibigao
provocada pelo GABA - evitando um quadro de hiperexcitabilidade e
excitotoxicidade (DO NASCIMENTO ET AL., 1985). Desse modo, é intuitivo
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pensar que as doencas neurodegenerativas sao marcadas por alteragdes
GABAérgicas que acompanham as altera¢des glutamatérgicas.

Ha quatro principais linhas de investigacdo demonstrando uma
associacao entre o sistema GABAérgico e a doengca de Alzheimer (DA),
considerada a condicdo neurodegenerativa mais prevalente no mundo: 1)
Estudos post-mortem; 2) Estudos ante-mortem; 3) Estudos de imageamento
cerebral; 4) Estudos com marcadores GABAérgicos (LANCTOT ET AL., 2004).
A primeira categoria € a mais utilizada e demonstrou uma série de alteracdes
nos niveis totais de GABA, assim como alteragdes na quantidade de receptores
de GABA, em especial na regido do neocértex — uma das principais acometidas
na doenca de Alzheimer (LANCTOT ET AL., 2004). Além disso, o neocortex de
pacientes diagnosticados com essa condigao apresenta menores niveis de sitios
de captacdo de GABA, demonstrado por ensaios de binding com o [3H]-Acido
nipecotico (SIMPSON ET AL., 1988) — sugerindo alteragcbes ndo apenas nos
receptores, mas na expressao dos transportadores de GABA.

Dentro dessa linha de investigacdo, foi demonstrado que o perfil de
expressao dos GATs é completamente alterado na DA (FUHRER ET AL., 2017),
com um aumento significativo nos niveis de BGT-1 no giro denteado do
hipocampo, assim como um aumento na expressdao de GAT-1 em todas as
camadas do neocortex, acompanhadas por um decréscimo nos niveis de GAT-
3 no hipocampo e no cortex entorrinal. Essas alteragbes abriram o caminho para
a ideia de que mudancas no transporte de GABA acompanham a DA, e que
talvez haja mecanismos diferenciados de regulacdo para os diferentes
transportadores nessa condicao.

Apesar de caracterizado uma mudanga na expressao dos GATSs, ensaios
mensurando o transporte de GABA ainda sao escassos na literatura. Apesar de
parecer l6gico pensar que mudancgas na expressdo dos transportadores irdo
repercutir na taxa de transporte, € muito estabelecido que sistemas biologicos
sdo redundantes e geralmente possuem uma série de mecanismos que
compensam a perda ou o ganho de func¢des, de tal modo que a queda nos niveis
de um subtipo de transporte pode ser acompanhada pelo aumento na expressao
de outro subtipo ou de alteragdes pds-transcricionais que aumentem a afinidade
do sitio de translocacéao pelo substrato (RITTER, 2020). Desse modo, avaliar o
transporte de GABA € essencial para caracterizar o papel da captacao deste

neurotransmissor na DA.
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1.6 - Métodos para avaliar a captacdo de GABA em preparos do Sistema
Nervoso Central

Alguns métodos tém sido utilizados para estudar mecanismos funcionais
no SNC, estes consideram varios aspectos: como comportamento, morfologia,
bem como atividade eletrofisiolégica e bioquimica. E importante estudar o SNC
com métodos e técnicas confiaveis, para entender melhor a atividade do
mesmo, durante condi¢cdes normais e patologicas (CASTRO, ET AL., 2014).
Os resultados desses estudos sao importantes para desenhar novas
estratégias, tratamentos, medicamentosos e conhecer os mecanismos basicos
de acdo desses (ROY-BYRNE, 2005)

Algumas técnicas para estudar o SNC podem ser realizadas em tempo
real e com resolucdo espacial precisa, como eletroencefalografia (EEG),
ressonancia magnética (RM), ressonancia magnética nuclear de prétons e
biossensores, que podem ser usados para estudar comportamentos e atividade
fisiologica (CASTRO, ET AL., 2014). Além de tais métodos, as andlises
bioquimicas demostram resultados pertinentes para caracterizar mecanismos
de transportes no SNC (MORAES ET AL., 2012)

De acordo com Castro, et al., (2014), a técnica de microdialise cerebral é
o método preferido para monitorar varios neurotransmissores e alteracoes
nestes durante a atividade cerebral, que podem estar relacionadas a um
determinado comportamento ou fungédo cerebral alterada. Este procedimento
obteve grande impacto nos estudos bioquimicos desde que Delgado et al., o
introduziram em 1972. Esta técnica € geralmente acoplada a métodos de
CLAE. O tipo de neurotransmissor a ser estudado determina o método de
separagcao e o sistema de deteccdo que pode incluir: densidade Optica,
fluorescéncia, eletroquimica, luminescéncia e espectroscopia de massa (MS).

Além dos processos descritos acima, Moraes et al., (2012) demonstrou
um método no qual ndo ha utilizacdo de microdialise para avaliar transporte de
neurotransmissor. O procedimento utiliza a técnica de CLAE para mensurar tais
niveis, porém a coleta é feita de sobrenadantes apods exposicao de
concentragdes conhecidas de analito em tecido retiniano integro e o calculo do
valor mensurado segue a equagdo: AAnalito = [Analito] t 0 —
[Analito] t_final, vale ressaltar que o analito de interesse desse estudo foi o

gaba.

35



O GABA é homogéneo e amplamente distribuido no SNC e tem um
papel importante na fisiologia cerebral. A medigao precisa e acurada do GABA
em fluidos biolégicos é importante para o estudo da neurofarmacologia, uma
vez que alteragbes em sua concentracdo sado de relevancia em muitas
patologias neurologicas como; epilepsia, convulsdes, esquizofrenia, ansiedade
e transtornos bipolares (SHIAH & YATHAM, 1998). Também o sistema
GABAérgico é um dos principais alvos dos anestésicos gerais (MIHIC, ET AL.,
1997).

Véarios meétodos de analise foram desenvolvidos com base nos
instrumentos disponiveis, na sensibilidade necessaria e nas espécies ou
tecidos a serem analisados. Os primeiros métodos utilizados foram papel e
cromatografia em coluna (CLARK, ET AL.,2007). A presenca de GABA in vivo
pode ser determinada de trés maneiras. A primeira requer uma coleta de
amostra realizada através do procedimento de microdialise, push-pull ou push-
pull de baixo fluxo (CASTRO, ET AL., 2014).. A segunda opc¢ao consiste na
quantificacdo in vivo e in situ via implantagdo de microssensores ou
microeletrodos; e a terceira op¢ao sao as técnicas de imagem nao invasivas in
vivo, que permitem a deteccdao de metabdlitos em humanos (O’GORMAN,
2011), como a ressonancia magnética funcional (fMRI) e a tomografia por
emissao de positrons (ROBINSON, ET AL., 2008)

A medicdo direta de GABA no SNC enfrenta varios desafios
significativos, uma vez que nao é fluorescente nem eletroativo e é dificil de
detectar por reagdes enzimaticas porque nao foi encontrada uma oxidase ou
hidrogenase. A deteccdo de GABA por fluorescéncia e métodos eletroquimicos
requer derivatizacdo usando diferentes reagentes com alguns compostos
fluorogénicos (REA, ET AL., 2005).

Além destes a captacao de GABA é geralmente mensurada utilizando
GABA radioativamente marcado com tricio — um isétopo de hidrogénio ([3H]-
GABA) - ou com carbono 14 (['*C]-GABA). O principio da técnica consiste em
incubar, por um certo tempo, a preparacao biolégica com o GABA marcado e
depois quantificar quanto do GABA radioativo entrou nas células (DO
NASCIMENTO ET AL., 1985).

Outro aspecto interessante para a medicdo direta de GABA séo os
poucos relatos sobre biossensores do mesmo. Isso provavelmente se deve a
baixa sensibilidade e a um limite de detecc¢ao insuficiente para determinar o
GABA em fluidos fisiologicos (CASTRO, ET AL., 2014)

Dentro desse contexto, técnicas alternativas sdo utilizadas para avaliar o
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transporte de GABA. Dentre essas técnicas, a Cromatografia Liquida de Alta
Eficacia (CLAE) se destaca como uma das principais. A CLAE & um método
fisico-quimico de separacao, no qual os constituintes de determinada amostra
interagem com um solvente (Fase modvel), que passa através de uma coluna
cromatografica (Fase estacionaria). E um tipo de cromatografia liquida que utiliza
colunas preenchidas com materiais especialmente preparados para a fase
movel, eluida sob alta pressao. Assim, a separacdo destes componentes é
realizada. Posteriormente tais componentes sado identificados e quantificados por
distintos sistemas de detec¢do como, por exemplo, espectrofotdmetro UV/Vis, o
fluorimetro e detector eletroquimico (MALVIYA, ET AL., 2009)

A CLAE tem a capacidade de realizar separagdes analiticas e analises
de cunho quantitativo de uma variabilidade de compostos presentes em
amostras complexas, em escala de tempo de minutos com alta resolucéo,
eficiéncia e detectabilidade (COLLINS, 2006).
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Figura 8. A) Esquema representativo da Cromatografia Liquida de Alta Eficacia, mostrando
os diferentes componentes do equipamento: Bomba, injetor, coluna, detector de
fluorescéncia, e um computador com o software para controle das operagdes. B) Foto real
do CLAE do Laboratorio de Neurofarmacologia Experimental (ICB/UFPa), utilizado ao longo

deste trabalho.

No contexto bioldgico do presente trabalho, a CLAE se apresenta como
um método vantajoso devido a: 1) sua capacidade de detectar GABA enddgeno,
2) elevada sensibilidade, permitindo dosar neurotransmissores na escala do
picomolar; 3) maior estabilidade no armazenamento das amostras. Ademais,
trabalhos anteriores ja caracterizaram a eficiéncia da CLAE na determinacao da
captacéao de glutamato, demonstrando a utilidade deste método na avaliagao do
transporte de neurotransmissores (MORAES ET AL., 2011).

Apesar das suas vantagens, ndao € padronizado um método que a utilize
para avaliar a captacao de GABA em preparac¢des do tecido nervoso central por
meio da CLAE - o que representaria um avanc¢o nos estudos de transporte de

GABA em diferentes contextos do SNC. Desse modo, o presente trabalho
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buscou desenvolver um protocolo de avaliagdo da atividade dos GATs em

preparacoes de retina de embrido de galinha.

1.7 — Aretina de embrido de galinha como modelo para ensaios neuroquimicos

A retina de aves € um excelente modelo para avaliar alteragbes neuroquimicas no
SNC (BELECKY-ADAMS et al., 2008). Devido a sua localizacdo extracranial, o
procedimento de dissecacdo € simples, e causa menos trauma ao tecido quando
comparado com a preparacao de fatias cerebrais. Apesar de sua fina espessura, a retina é
forte o bastante para permanecer intacta durante o processo de isolamento, sendo o corte
do nervo 6ptico o unico dano causado ao tecido (POW, 2001; BELECKY-ADAMS et al.,
2008).

Em alguns vertebrados (répteis, aves, anfibios e mamiferos) a retina ndo possui
vasos penetrantes, e recebe seus nutrientes por capilaridade de outras superficies.
Portanto este 6rgédo nao é tao prejudicado ao ser removido do olho e transferido para um
meio contendo fluido similar ao natural (CENTURIAO, 2004). Na figura 7 esta representada

uma imagem ilustrativa da organizacao celular retiniana.
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ESTRUTURA DA RETINA FUE
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Figura 9. Representacdo das diferentes camadas da retina e dos diferentes tipos celulares
que compdem esse tecido. A retina de vertebrados € composta por 6 camadas principais:
Camada ganglionar, camada plexiforme interna, camada nuclear interna, camada
plexiforme externa, camada nuclear externa, segmento de fotorreceptores. Além disso,

junto a retina esta o epitélio pigmentado. Imagem original.

Dados morfolégicos, metabolicos e eletrofisiolégicos indicam que a retina isolada
mantém praticamente todas as suas atividades fisiologicas (DE MELO REIS ET AL., 1995;
CALAZA E GARDINO, 2010). E um excelente modelo para avaliar a fisiologia e funcéo dos
transportadores de aminoacidos (DO NASCIMENTO ET AL., 1985; DE FREITAS ET AL.,
2016). O estudo do tecido in vitro (assim como acontece com fatias cerebrais) permite ao
observador expor as células de retina as drogas com concentragcdes e tempo de exposi¢cao
pré definidos, assim como, quantificar sua entrada e saida das células (POW, 2001;
CENTURIAO, 2004; BELECKY-ADAMS et al., 2008).

No que tange a captacdo de GABA, a retina de embrido de galinha apresenta os
dois principais GATs do SNC: O GAT-1 e o GAT-3 (SCHTINE ET AL., 2015), além de
possuir uma estrutura altamente definida que permite a caracterizagdo de métodos

bioquimicos com maior qualidade. Estudos em culturas purificadas de glia de Mailler
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caracterizam o transporte de GABA por essas células como possuindo as mesmas
propriedades biofisicas do transporte observado nas demais regides do SNC: Dependente
de temperatura, dependente de sodio e cloro, e sensivel a agentes farmacolégicos como o
acido nipecético (SCHTINE ET AL., 2007). Desse modo, o presente trabalho utilizara a
retina como um modelo experimental para caracterizar a cinética de captacdo de GABA
determinada por CLAE.



43

2 - OBJETIVO GERAL

= Desenvolver metodologia analitica para avaliar o transporte de GABA na

retina.

2.1 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Obter os parametros analiticos necessarios (linearidade, curva de calibracéo,
tempo de retencéao, limites de deteccdo e quantificacdo, precisdo, exatidao,
recuperacgao e estabilidade para quantificar o aminoacido GABA na matriz de

analise;

* Determinar a concentragdo de GABA no meio extracelular nos periodos inicial

(To) e final (Trinal) de exposi¢do ao tecido nervoso;

= Caracterizar a cinética de captacédo a partir de diferentes concentracdes de

GABA e tempo de exposicao;

= Verificar a aplicabilidade do método de captacao nas situagdes, considerando
a presenca de soédio, diferentes temperaturas e frente um bloqueador do
transportador de GABA.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - Explant de retina de embrido de galinha

Foi utilizado o modelo explant de retinas de embrides de galinha em estagio de
desenvolvimento de sete ou oito dias datados de acordo com Hamburguer e Hamilton
(1951). Os animais foram sacrificados e, posteriormente tiveram seus globos oculares
removidos em placa de Petri contendo solu¢cdo de Hank gelado (128mM de NaCl, 4mM de
KCI, 1mM de MgClz, 2mM de CaClz, 12mM de glicose e 20mM de HEPES). A seguir, o
tecido retiniano foi dissecado intacto com posterior transferéncia para pocos de placa de
cultura de células (uma retina por poc¢o), e submetido aos tratamentos descritos
posteriormente.

Importante ressaltar que devido a escolha deste método optar por nao trabalhar com
procedimentos de extracdo de material de andlise do conteudo intracelular, a matriz
estudada sera a solugdo de Hank, com concentracbes de gaba. Além disso as coletas
foram feitas do