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RESUMO

O &4cido y-aminobutirico (GABA) e o glutamato s&o, respectivamente, 0S
principais neurotransmissores inibitério e excitatério no Sistema Nervoso
Central (SNC) e sédo fundamentais para o processamento visual. Estudos
revelam que o glutamato induz liberacdo de GABA na retina. Trabalhos prévios
também apontam que compostos tidis regulam a liberagdo de GABA, mas
ainda nao séo totalmente esclarecidos os efeitos de tidis (-SH) sobre 0s niveis
enddgenos deste neurotransmissor na retina. Neste intermédio, a glutationa
(GSH) além de ser o mais importante dos compostos tidis, vem demonstrando
exercer um papel neuromodulador na liberagdo de neurotransmissores. Desta
forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar um possivel efeito modulador de
GSH sobre a liberagédo de GABA mediada por glutamato em retinas de embrido
de galinha. Para isso, utilizamos como modelo experimental tecido retiniano
integro de embrido de galinha, com sete ou oito dias de desenvolvimento. Nos
ensaios de liberagdo de GABA, as retinas foram tratadas com GSH (100 e 500
uM); glutamato (50 e 500 uM) e Butionina Sulfoximina (BSO), inibidor da
sintese de glutationa, (50 uyM) por 15 minutos, e os niveis de GABA liberado
para o meio extracelular foram quantificados por Cromatografia Liquida de Alta
Eficacia (CLAE). Para experimentos de liberacdo de compostos tidis (-SH), as
retinas foram incubadas com glutamato (100 uM) com ou sem Na® por 15
minutos, e os seus niveis extracelulares foram determinados pela reagcdo com
DTNB e quantificados por espectrofotometria (412 nm). Os resultados revelam
que o glutamato, assim como GSH, liberam GABA. Nossos dados também
demonstram que BSO atenua a liberacdo de GABA promovida por glutamato.
Além disso, demonstramos que glutamato induz liberagdo de compostos tidis
independentemente de sodio. Sendo assim, é sabido que glutamato é capaz de
liberar GABA e tidis; dentre estes, GSH é o mais abundante e responsavel por
também liberar GABA. Sabe-se também que uma vez inibida a sintese de
GSH por BSO, a liberagdo de GABA induzida por glutamato € atenuada. Entéo,
se sugere uma possivel modulagdo de GSH na liberacdo de GABA induzida
por glutamato, em retinas integras de embriéo de galinha.

Palavras-chave: GABA, glutationa; glutamato; liberacéo; retina.



ABSTRACT

The y-aminobutyric acid (GABA) and glutamate are, respectively, major
inhibitory and excitatory neurotransmitters in the central nervous system (CNS)
and are essential to the visual processing. Studies show that glutamate induces
the release of GABA in the retina, but the mechanisms involved in this release
are not well elucidated. Previous work also showed that thiols compounds
regulate GABA release, but are not well defined the effects of compounds
containing sulfhydryl (-SH) on endogenous levels of this neurotransmitter in the
retina. In this context, glutathione (GSH) besides being the most important thiols
compounds, have demonstrated perform a neuromodulatory role in the release
of neurotransmitters. Thus, the objective of this study was to evaluate a
possible modulatory effect of GSH on the release of GABA mediated by
glutamate in the retina of chick embryo. For this study, we used as experimental
model, retinal tissue intact chick embryo, with seven or eight days of
development. In tests of release of GABA, the retinas were treated with GSH
(100 and 500 pM), glutamate (50 and 500 uM) and Buthionine Sulfoximine
(BSO), an inhibitor of glutathione synthesis, (50 uM) per 15 minutes, and GABA
levels released into the extracellular medium were quantified by High
Performance Liquid Chromatography (HPLC). For release experiments of thiols
compounds, the retinas were incubated with glutamate 100 uM (with or without
Na +) per 15 minutes, and their extracellular levels were determined by reaction
with DTNB and quantified by spectrophotometry (412 nm). The results show
that glutamate, as well as GSH, release GABA. Our data also show that BSO
attenuates the release of GABA promoted by glutamate. Furthermore, we
demonstrate that glutamate induces release of thiol compounds regardless of
sodium. Therefore, it is known that glutamate is able to release thiols and
GABA, among them, GSH is most abundant and responsible for also release
GABA. It is also known that once inhibited GSH synthesis by BSO, the release
of GABA induced by glutamate is attenuated. Then, it is suggested a possible
modulation of GSH in the release of GABA induced by glutamate in retina intact
chicken embryo.

Keywords: GABA; glutathione; glutamate; release; retina.
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1 INTRODUCAO

A glutationa (GSH) é um tripeptideo composto por glutamato, cisteina e
glicina, que age como um potente antioxidante a nivel sistémico, além de ser
um excelente agente redox, participando de iniumeros fenémenos biol6gicos
importantes (DICKINSON & FORMAN, 2002). Sua estrutura quimica disp&e do
grupamento sulfidrila (-SH), presente na molécula da cisteina, o qual lhe
confere intensa reatividade e instabilidade (AOYAMA et al., 2008).

Dentre seus constituintes moleculares, destacam-se a cisteina e o
glutamato, ambos por exercerem papéis fundamentais em eventos
farmacol6gicos no SNC. Tais compostos sdo capazes de interferir em
receptores e transportadores, j& que o primeiro dispde de receptores sensiveis
a ele, e o segundo apresenta um radical instavel, que pode se ligar a uma
variedade de receptores e/ou carreadores, afetando assim os mecanismos de
transporte celular (JANAKY et al., 1994; OJA et al., 2000).

Amato et al., 1999 reportam estas propriedades supracitadas, quando
relatam que o grupamento sulfidrila de alguns tidis como a glutationa, é capaz
de se ligar, através de uma ponte dissulfeto, com determinadas subunidades
de receptores GABA ,, modulando entdo a atividade destes. GSH pode
também modular a atividade dos transportadores GAT 1, onde,
semelhantemente, hd uma ligacdo do tipo ponte dissulfeto, capaz de provocar
mudanc¢as conformacionais na estrutura quimica do transportador, bloqueando
assim sua atividade (ZOMOT & KANNER, 2003).

Além disso, glutationa pode influenciar alguns receptores
glutamatérgicos, pois em sua composi¢do quimica, ha constituintes que atuem
em tais receptores, sugerindo que esta se comporte como um neuromodulador,
podendo exercer algum efeito sobre a liberacdo de neurotransmissores (LEVY
et al.,, 1991; OJA et al., 2000).

Neste contexto, é sabido que o glutamato promove efluxo de glutationa
via transportador glutamatérgico do tipo GLAST (GARCIA et al., 2011), e que é
descrito um outro transportador que pode atuar liberando glutamato e captando
cistina, que é convertida a cisteina, a qual servira para a sintese de glutationa,

denominado sistema trocador glutamato-cistina (Xce-) (OLIVEIRA et al., 2010).
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Estes mecanismos de transporte celular estdo envolvidos com
alteragbes nos niveis extracelulares de neurotransmissores, dos quais o0
glutamato e o é&cido gama-aminobutirico (GABA), sdo relatados,
respectivamente, como 0s principais neurotransmissores excitatério e inibitério
do SNC, além de estarem fortemente correlacionados, jA que GABA é
sintetizado a partir de glutamato (FONNUM, 1984; ROBERTS, 1986; QUINLAN
et al., 1999).

O GABA estd diretamente ligado & manutencdo da homeostase
celular, e seu desequilibrio no SNC, pode levar ao surgimento de alguns
transtornos neurolégicos, tais como, epilepsia e esquizofrenia, o que torna este
neurotransmissor importante no controle das fungdes cognitivas (TREIMAN,
2001; CONTI et al., 2011).

Além disso, tal composto pode ser encontrado muito precocemente no
SNC, incluindo a retina, geralmente no terceiro dia embrionario (E3), ainda
durante a neurogénese, participando assim de fendmenos relevantes, como
sobrevivéncia, proliferagdo, diferenciagdo neuronal e sinaptogénese (DA
COSTA CALAZA et al., 2000; ANGULO et al., 2008; FERREIRO-GALVE, 2008;
LASSOVA et al., 2010).

A retina, assim como outras areas que contém neurbnios
GABAEérgicos, como hipocampo, cortex e cerebelo (YANG, 2004; MATTHEWS
JR et al., 2009), € um excelente modelo para a avaliagdo da comunicagéo
celular no que tange a mecanismos de transporte de neurotransmissores.

No referido tecido, véarios mecanismos de comunicagdo celular
relacionados com o GABA sdo expressos, sejam por via sinalizagdo vertical,
entre neurdnios de camadas teciduais diferentes (EGGERS & LUKASIEWICZ,
2011), ou via sinalizacdo lateral, onde ha conexado entre neurdnios da mesma
camada tecidual (CHAVEZ et al, 2010), eventos estes que geralmente
decorrem de despolarizagdo da membrana e, consequente liberacdo de GABA
(BOUHOURS et al., 2011).

Por conseguinte, Chavez et al., 2006 demonstraram que a liberagdo de
GABA dependente de calcio, pode ocorrer ndo apenas por despolarizagéo,

mas também por influxo de Ca®*, através da ativacdo de receptores
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glutamatérgicos do tipo AMPA, liberacdo esta que pode ser amplificada pelo
fendmeno bioquimico de liberagdo de célcio induzida por calcio.

Tais eventos citados anteriormente, acontecem quase sempre em
células amacrinas e horizontais, essencialmente GABAérgicas e abundantes
na retina (O'BRIEN & DOWLING, 1985; YAZULLA, 1986), sendo que a primeira
subpopulagdo € amplamente conhecida por desencadear mecanismos de
liberagdo de GABA dependentes de calcio e a segunda, de maneira
independente de célcio (SCHWARTZ, 1982; MOSINGER et al., 1986).

Diversos agentes podem promover a liberagdo deste neurotransmissor
na retina, dentre estes, altas concentracbes de K' ou de aminoéacidos
excitatorios, promovendo despolarizacdo da membrana (HOFMANN &
MOCKEL, 1991), além de oOxido nitrico e etanol via ativacdo de receptores
glutamatérgicos do tipo NMDA (MAGGESISSI et al., 2009; POHL-GUIMARAES
et al., 2010). Entretanto, destes agentes, 0 glutamato recebe destaque por
participar de inimeros eventos fisiolégicos e farmacol6gicos no SNC.

Sabe-se que o glutamato induz liberagdo de GABA por uma via
dependente de sédio e independente de célcio, em culturas de retina de
embrido de galinha, possivelmente por intermédio do transportador de GABA
do tipo GAT 1 (DO NASCIMENTO et al., 1998; CALAZA et al., 2006). Todavia,
0 mais provavel &€ que, como dito anteriormente, haja dois mecanismos de
liberacdo de GABA induzida por glutamato, um dependente e outro
independente de calcio, e que tails mecanismos possam ocorrer
simultaneamente.

Assim, o mecanismo independente de calcio, porém dependente de
sédio, ocorreria via GAT 1 como proposto por Do Nascimento et al., 1998; e o
mecanismo dependente de Ca?', poderia ser decorrente de despolarizac&o
como previsto por Duarte et al, 1992, ou via ativacdo de receptores
glutamatérgicos, tanto do tipo AMPA, quanto do tipo NMDA (CHAVEZ et al.,
2006; JIANG et al., 2008).

Levando-se em consideracdo todas as formas de comunicagéo celular
e interacdes quimicas citadas, a caracterizagdo dos eventos farmacoldgicos e
bioquimicos que envolvam a liberagcdo do neurotransmissor GABA em
neurdnios, assim como, a andlise da participacdo do glutamato e da glutationa

neste sistema, se faz necessaria uma compreensdo da neuroquimica celular e
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da elucidacdo dos mecanismos de transporte desenvolvidos pelos compostos
em questao.

Desta forma, analisaremos neste estudo, a participagéo da glutationa
na liberacdo de GABA induzida por glutamato, considerando o papel
neuromodulador de GSH e a liberagdo de GABA induzida por glutamato,
ambos relatados pela literatura, utilizando-se como ferramenta experimental a
técnica de CLAE, e como modelo experimental, retinas integras de embrido de

galinha.



17

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 SISTEMA NERVOSO CENTRAL E RETINA

O sistema nervoso central (SNC) é formado basicamente por dois tipos
de células: os neurbnios e as células da glia ou neuroglia. Cada neurdnio do
SNC € uma unidade sinalizadora capaz de gerar e conduzir eletricidade e
possui morfologia adaptada para recepcédo, transmissdo e processamento de
sinais, jA& as células da glia estdo associadas a sustentagcdo, protecdo e
nutricdo dos neurdnios, participam também da recaptagdo de substancias da
fenda sinaptica, além de servirem como preenchimento dos espagos entre 0s
neurdnios (BEAR et al., 2008).

O SNC caracteriza-se por ser um aglomerado de estruturas, dispostas
de forma bastante extensa e complexa, pelas quais as reagdes internas do
individuo sé@o correlacionadas e integradas, e através do qual séo controlados
seus ajustamentos ao meio ambiente (BERNE & LEVY, 2000).

As ligagbes entre as células sdo denominadas sinapses, as quais
permitem a propagacdo do potencial de agdo. Tais sinapses encontram-se
principalmente no cértex cerebral e na retina, entre elas pode-se visualizar um
espaco denominado fenda sinptica (BERNE & LEVY, 2000).

A retina se desenvolve a partir do ectoderma neural, que no embrido
também originard as demais areas cerebrais. Dentre todas as estruturas
complexas do SNC, a retina é a que apresenta um maior numero de vantagens
para os estudos a cerca do desenvolvimento. Ela caracteriza-se por uma
camada fina de tecido nervoso, localizada no fundo do globo ocular, capaz de
converter energia luminosa em atividade neural. (RAMON Y CAJAL, 1892).

Como vantagens para este estudo, podemos citar sua localizagéo
periférica privilegiada permitindo facil obtencdo do tecido, livre de tecido
conjuntivo adjacente e de outras populacbes neuronais e gliais. Esta
caracteristica, aliada a uma organizacdo em camadas sinapticas e nucleares

bastante semelhantes ao observado em outras estruturas do SNC, torna este
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tecido um excelente modelo experimental para o estudo do desenvolvimento,
diferenciacdo e manutencdo de células nervosas, tanto in vitro quanto in vivo
(ADLER, 1993; CEPKO, 1993; DOWLING, 1991).

Este modelo experimental € composto de aproximadamente 50 tipos de
células neuronais diferentes, dos quais podemos citar células ganglionares,
células bipolares, células amacrinas e células horizontais, sendo que uma
Unica célula progenitora da retina pode originar qualquer um desses tipos
celulares (DONOVAN & DYER, 2005).

A retina de vertebrados esta organizada em cinco camadas principais,
organizadas histologicamente da seguinte maneira: camada nuclear externa
(CNE), onde encontramos os corpos celulares dos fotorreceptores: cones e
bastonetes; camada plexiforme externa (CPE), na qual os prolongamentos de
fotorreceptores, células bipolares e horizontais fazem conexdes sinapticas
entre si; camada nuclear interna (CNI), em que se encontram 0S COrpos
celulares de células bipolares, horizontais, amacrinas e de células ganglionares
deslocadas; camada plexiforme interna (CPI), onde prolongamentos de células
bipolares, amécrinas e ganglionares fazem sinapse, e camada de células
ganglionares (CCG), que além das células ganglionares, encontram-se 0s
corpos de células amacrinas deslocadas (Figura 1) (DOWLING, 1991).

Embora tenha o0s mesmos tipos de elementos funcionais e
neurotransmissores encontrados em outras areas do SNC, especialmente o
GABA, a retina comp0de-se de apenas cinco classes neuronais, apresentando,
de forma geral, apenas um tipo de célula glial: a célula de Muller, com exce¢éo
das retinas avidrias que dispdem também de astrocitos (NEWMAN &
REICHENBACH, 1996).
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Figura 1: Desenho esquematico da organizagdo estrutural da retina, evidenciando

suas camadas e constituintes celulares (YANG, 2004).
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2.2 GLUTATIONA (GSH)

A glutationa (L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina) ou GSH é um tiol de baixo
peso molecular presente em células de mamiferos, numa concentracdo acima
de 12 mM (KANNAN et al, 1996; COOPER, 2006). E composta pelos
aminoacidos glutamato, cisteina e glicina (Figura 02). Apresenta um
grupamento sulfidrila (- SH) e uma ligagé@o peptidica do tipo y - glutamil entre o
glutamato e a cisteina (AOYAMA et al., 2008).
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CH?2
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SH

/ / /
T D . /
Acido glutdmico  Cisteina Glicina

Figura 2: Estrutura quimica do tripeptideo glutationa, mostrando seus aminoacidos
constituintes e evidenciando o grupo sulfidrila (-SH).
(http:www.marvial.oi.com.br/engqui/topicos/quimbiol11.html).

Acessado em 21 de Outubro de 2011.
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Este tripeptideo é muito importante na defesa celular contra espécies
reativas de oxigénio (ERO), e sua alta concentrag&o intracelular protege contra
as variedades de compostos oxidantes. Desta forma, GSH reage diretamente
com radicais em reac¢des ndo enzimaticas (SAEZ et al., 1990; WINTERBOURN
& METODIEWA, 1994).

Além disso, GSH atua como um doador de elétrons em reduc¢des de
peroxidos catalisados pela enzima glutationa peroxidase (GPx), a qual
participa da reagcdo de oxidacdo deste tripeptideo, convertendo glutationa
reduzida (GSH) em glutationa oxidada (GSSG), acdo esta semelhante a da
glutationa oxidase. Entretanto, este evento pode ser revertido pela glutationa
redutase, com participacdo de NADPH como cofator, fendmeno conhecido
como interconversao da glutationa (Figura 03) (CHANCE et al., 1979).

Os danos herdados do metabolismo de GSH causam defeitos
neuroldgicos severos, por isso ela € considerada um fator chave na defesa do
organismo contra o peroxido de hidrogénio e outros metabdlitos reativos
(KANNAN et al., 1996).

Esta propriedade reativa da glutationa é adquirida pelo residuo — SH
em sua estrutura, o qual lhe confere alta instabilidade quimica. Tal
caracteristica aliada com a localizagédo central do grupamento tiol na estrutura
quimica de GSH em reacdes bioguimicas e farmacoldgicas torna a glutationa
um dos compostos mais participantes de fendmenos biol6gicos importantes
(DICKINSON & FORMAN, 2002).

GSH é sintetizada em todas as células de mamiferos (MEISTER &
TATE, 1976), tendo o figado como local principal da sua biossintese (DELEVE
& KAPLOWITZ, 1991). Esta ocorre no citosol a partir de trés aminoacidos
precursores L-glutamato, L-cisteina e glicina (WANG & BALLATORI, 1998).
Este processo se desenvolve pelas agdes consecutivas de duas enzimas
dependentes da hidrélise de adenosina trifosfato (ATP): a y-glutamilcisteina
sintetase (GIuCys sintetase) e a GSH sintetase (MEISTER & ANDERSON,
1983).
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Figura 3: Interconverséo de glutationa nas suas formas reduzida (GSH) e oxidada
(GSSQG) pela acdo das enzimas glutationa peroxidase (GPx), glutationa oxidase (GO)
e glutationa redutase (GR) (http: bdtd.ufal.br/tde_busca/arquivo). Acessado em 22 de

Outubro de 2011.
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A primeira reagdo de sintese da GSH consiste na formacao de ligacdo
peptidica entre 0 aminoacido cisteina e o amino&cido acido glutamico, que é
catalisada pela y-glutamilcisteina sintetase, e a segunda reacd@o consiste na
formacdo de ligacdo peptidica entre o dipeptideo j& formado e o aminoécido
glicina, catalisada pela GSH sintetase, e em todas as etapas ocorre hidrélise de
ATP em ADP e fosfato inorganico (WANG & BALLATORI, 1998).

ApOs sua sintese, ela é distribuida para alguns compartimentos
subcelulares como reticulo endoplasmatico, mitocdndria, cloroplasto e nucleo
celular, porém, provas experimentais sobre mecanismo de transporte entre o
citosol e as organelas celulares ainda ndo sdo comprovadas (ROUHIER et al.,
2007). Além disso, GSH também ¢é liberada para o espaco extracelular, a
exemplo do plasma sanguineo, para utilizacdo por outras células e tecidos
(BALLATORI et al., 2008).

A estrutura de GSH tem duas caracteristicas importantes, sendo uma
delas a ligacdo peptidica entre o grupamento y-carboxi terminal do acido
glutdmico e o grupamento amino terminal da cisteina, feita através do carbono
gama do &cido glutamico e ndo pelo carbono alfa, como ocorre comumente.
Esta ligacdo peptidica garante resisténcia a GSH de ser degradada dentro da
célula, sendo esta ligagdo quebrada apenas pela enzima y-glutamil
transpeptidase na superficie externa de certas membranas celulares (WANG &
BALLATORI, 1998).

A vy-glutamil transpeptidase tem alta atividade no rim, pulméo e
intestino e baixa atividade no tecido hepético e no misculo esquelético, sendo
estes tecidos importantes fontes de GSH para o plasma (KRETZSCHMAR,
1996). A outra caracteristica importante é a presenca da glicina na posigéo y-
carboxi terminal, que protege GSH da degradagéo intracelular pela enzima y-
glutamil ciclotransferase (WANG & BALLATORI, 1998).

Quanto a degradacgéo, ocorre exclusivamente no espago extracelular
por acdo da y-glutamiltranspeptidase (y-GT) e das dipeptidases. A ectoenzima
y-GT, sob condi¢cdes fisiologicas, remove o y-glutamil da GSH, transferindo
para uma molécula aceptora formando o dipeptideo CysGly (cistenilglicina).
Este por sua vez é hidrolisado por agdo das dipeptidases, liberando os
aminoacidos cisteina e glicina. Sendo assim, o y-glutamil originar4 o glutamato

gue juntamente com a cisteina e a glicina, liberados na hidrolise da
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cisteinilglicina, poderéo ser reabsorvidos para dentro da célula para reiniciar o
ciclo de sintese da GSH (DRINGEN, 2000).

O metabolismo deste composto pode ser considerado um processo
multiérgdo, j& que a sua sintese ocorre principalmente no figado, local este
onde a degradacdo é muito lenta devido & baixa atividade da y-glutamil
transpeptidase, sendo esta com atividade bastante eficaz no rim. Desta forma,
adota-se a nomenclatura multiérgdo, pois o anabolismo ocorre no figado e o
catabolismo no rim e em outros tecidos (SASTRE et al., 2005).

Devido a instabilidade do tripeptideo, GSH pode ligar-se a receptores
ionotropicos de glutamato através de seu residuo glutamil, similarmente ao
agonista natural L — glutamato. O segundo residuo, a cisteina, é responsavel
pela reatividade do composto em questdo, devido & baixa estabilidade do
grupamento sulfidrila contido em sua estrutura molecular. GSH pode ainda, a
concentragdes milimolares, influenciar o estado redox de receptores de
glutamato por meio de seu grupo tiol livre. O terceiro componente da glutationa,
a glicina, € o principal neurotransmissor inibitorio da medula espinhal, e
comporta-se também como um agonista nos receptores NMDA. (LEVY et al.,
1991).

Além das funges gerais relacionadas com GSH citadas anteriormente,
este tripeptideo parece possuir algumas fungdes especificas no SNC. GSH tem
sido considerada um neuro-horménio baseado nos seguintes aspectos: sua
presenca extracelular no cérebro; sua liberacdo em cortes cerebrais ap0s
estimulo; ligacdo especifica deste tripeptideo em sitios de ligagdo
extracelulares; estimulo de sinais de transdugdo em astrécitos e inducdo de
correntes de sddio no cortex (LEVY et al., 1991; GUO et al., 1992).

GSH é responséavel pelo armazenamento e transporte da cisteina, ja
que este aminoacido € um dos principais fatores da propriedade antioxidante
de GSH, reagindo diretamente com espécies reativas de oxigénio (ERO). E
cofator para a glutationa S-transferase (GST), e para a glutationa peroxidase.
Junto com o fosfato de nucleotideo nicotinamida e adenina (NADPH), ela
participa de reagdes redox, na qual GSH ao reduzir um composto, fica oxidada
(WANG & BALLATORI, 1998; DRINGEN, 2000).

Muitas funcdes da molécula de GSH se dao gracas ao componente

cisteinil que carrega o grupo tiol reativo, dentre estas fungdes podemos citar: a
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manutencdo da estrutura e funcdo de proteinas, através da reducdo de suas
ligagbes dissulfeto; regulagdo da sintese e degradacdo de proteinas; sintese
correta de DNA; manutencdo do sistema imunoldgico; detoxificacdo de
compostos quimicos reativos, como xenobidticos; atuacdo na biossintese de
acidos mercaptaricos; modulacdo de processos microtubulares e até mesmo
formagdo da bile; regulagdo da expressdo génica da apoptose e do ciclo
celular; além de transporte de membrana de moléculas enddgenas e exégenas
(WANG & BALLATORI,1998; BALLATORI et al., 2008).

No SNC, é considerado o peptideo mais abundante (ORLOWSKI &
KARKOWSKY, 1976), e pode ser encontrada tanto na forma reduzida (GSH)
como na oxidada (GSSG), sendo que a maior parte estd na forma reduzida
(SLIVKA et al, 1987). Estdo presentes em ambos 0S espagos intra e
extracelulares e tém sido histoquimicamente localizadas no epitélio e em
células gliais e neuronais (ax6nios e nervos terminais) (HJELLE et al., 1998).

Essas duas formas de glutationa caracterizam-se como o par redox
melhor conhecido do corpo, por mérito do grupo sulfidrila da molécula de GSH,
que intracelularmente elimina os radicais livres, a exemplo do peroxinitrito
(HEALES et al., 1999), protege a membrana celular contra estresse oxidativo,
DNA contra radiacdo e luz ultravioleta e a célula inteira contra xenobio6ticos
(MEISTER & ANDERSON, 1983); entretanto, os possiveis papéis da glutationa
extracelular ainda ndo séo bem esclarecidos.

Além disso, a glutationa foi também implicada no mecanismo de uma
série de transtornos neurolégicos como esquizofrenia e mal de Parkinson
(SIAN et al., 1998), além de haver uma forte possibilidade de que a glutationa
se comporte como um neurotransmissor ou um neuromodulador no SNC (OJA
et al., 2000). Isto refor¢ca o que foi observado por Werman et al., 1971: GSH
estq envolvida em alguns aspectos da liberacdo de neurotransmissores em
anfibios.

Por conseguinte, glutationa é capaz de interferir ativamente em
receptores de glutamato, especialmente NMDA, devido a alta afinidade
apresentada por seus constituintes moleculares, ja que glutamato € seu
agonista natural e cisteina contem o grupamento sulfidrila, altamente instavel
propriedades estas que Ihe remetem um papel neuromodulador (JANAKY et
al., 1994; OJA et al., 2000).
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2.3 GLUTAMATO

O glutamato ou &cido glutdmico (Figura 04) é um aminoacido
sintetizado principalmente a partir da glicose no Ciclo de Krebs, seja por
transaminacdo do a-cetoglutarato por uma transaminase, desaminacao de a-
cetoglutarato pela glutamato desidrogenase, e ainda pode ser formado
diretamente a partir da glutamina (DEUTCH et al., 1999).
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Figura 4: Estrutura quimica do glutamato

(http://www.explicatorium.com/quimica/Aminoacido_Glutamato.php).
Acessado em 22 de Outubro de 2011

Uma vez liberado na fenda sinaptica, o glutamato pode se ligar a seus
receptores no neurbnio poés-sinaptico; pode ser também recaptado pelo
neurdnio pré-singptico; ou também captado pela glia num processo de alta
afinidade que pode ser dependente ou ndo de sodio. Nas células gliais, o
glutamato € transaminado pela glutamina sintetase para formar glutamina. A
glutamina entdo é transportada para os terminais nervosos, sendo convertida
em glutamato pela enzima glutaminase (Figura 05). Este ciclo é conhecido
como “ciclo glutamato-glutamina” (SCHOUSBOE et al.; 1997).
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Figura 5: Sinapse glutamatérgica, evidenciando seus receptores e transportadores
(http://lwww.inecusp.org/cursos/cursoll/principais_neurotransmissores_excitatorios_inib
itorios.htm). Acessado em 10 de Maio de 2012.

Em condigcdes normais, o glutamato localiza-se nos terminais pré-
sindpticos, ficando estocado dentro de vesiculas e sendo liberado na fenda
sinaptica ap6s despolarizacdo da célula, promovida por processos
dependentes de calcio, porém uma despolarizacdo exacerbada leva a um
acumulo deste na fenda sinaptica e, como consequéncia disto, a um quadro de
excitotoxicidade (DANBOLT, 2001).

Este desequilibrio no SNC acontece, pois altas concentracdes de
glutamato no ambiente neuronal podem induzir ativacdo excessiva dos seus
receptores e desencadear processos mediados pelo calcio, provocando assim
a degeneracdo neuronal e morte celular. Sendo assim, os niveis extracelulares
deste neurotransmissor sdo de suma importancia para a manutencédo da
homeostase celular (GAGLIARDI, 2000).
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O glutamato é continuamente liberado a partir de células nervosas apos
estimulo singptico num processo dependente de célcio e rapidamente é
removido do meio extracelular (DANBOLT, 2001). Ao que parece, ainda ndo é
sabido que exista alguma enzima extracelular que possa metaboliza-lo. Sendo
assim, a Unica maneira rapida para retirar o glutamato do liquido extracelular
circundante aos receptores € por captagdo (BALCAR & JOHNSTON, 1972;
JONHSTON, 1995).

No que diz respeito & sua participagdo em condi¢cfes neuropatolégicas,
sabe-se que a toxicidade mediada pelo glutamato € potencialmente envolvida
em casos agudos como isquemia e danos traumaticos cerebrais, além de
casos cronicos, tais quais, esclerose amiotréfica lateral, mal de Parkinson e
esquizofrenia (LIPTON & ROSENBERG, 1994); glaucoma, retinopatia
diabética, mal de Alzheimer e doenca de Huntington (SHELDON &
ROBINSON, 2007).

Tal neurotransmissor estd envolvido na homeostase celular,
promovendo a excitabilidade neuronal, é responsavel por grande parte do
desenvolvimento visual na retina, é referido nos processos de envelhecimento,
plasticidade, memoéria e aprendizado e ainda é apontado em condigbes de
migragao, diferenciacido e morte celular (SHIGERI et al., 2003).

As principais vias eferentes e aferentes corticais utilizam o glutamato
COMO neurotransmissor, assim como 0S NUMerosos circuitos excitatorios locais
no cértex, hipocampo, cerebelo e retina (SHELDON & ROBINSON, 2007).

Ele apresenta receptores tanto do tipo ionotropicos, os quais modulam
o fluxo de Na*, K*, Ca™ e CI, diretamente pela membrana plasmatica, como
NMDA, AMPA e Cainato; ou metabotropicos, que se encontram acoplados a
proteina G para assim modular a atividade celular via segundo mensageiro, 0s
quais sdo denominados mGIuRs, e que apresentam 8 subtipos mGIuR1 - 8
(MELDRUM, 2000; DANBOLT, 2001). Recentemente, o mGlu4 foi relatado,
juntamente com GABA 4, por participar de um mecanismo de sinalizagéo celular
gue modula a liberacdo de glutamato em axonios cerebelares (ANTFLICK &
HAMPSON, 2012).

Quanto a transportadores, o glutamato faz uso dos EAAT
(transportadores de amino4cidos excitatérios), os quais se subdividem em
EAATL (GLAST), EAAT2 (GLT1), EAAT3 (EAAC1), EAAT4 e EAATS. Estes
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dispéem de localizac@o celular distinta, assim como diferentes caracteristicas
farmacol6gicas e moleculares (SEAL & AMARA, 1999). Em geral, este
transporte é acoplado ao dos fons Na* e K* de forma que a entrada deste
neurotransmissor é concomitante a de trés ions Na" e a saida de um jon K*
(NEDERGAARD et al., 2002).

Destes transportadores citados, o GLAST €& um transportador
especifico para L-glutamato e L-aspartato, desempenhando um papel
importante na neurotransmissdo em sinapses excitatorias. Ele é encontrado em
diversas células distribuidas no SNC, como astrécitos e células de Miuller
(FURUTA et al., 1997), e é predominante nas células gliais de Bergmann
(LEHRE & DANBOLT , 1998).

O transportador EAAT2, é predominante nas células da glia,
apresentando distribuicdo uniforme e abundante por todo o sistema nervoso
central. EAAT3 e EAAT4 s&o encontrados nos neurdnios, sendo que 0 primeiro
encontra-se expresso por todo o sistema nervoso central, principalmente no
cortex e no hipocampo e o segundo também é expresso no cortex e
hipocampo, além do cerebelo e tronco encefélico. Ja O EAATS é expresso
principalmente na retina e € exclusivo dos neurdnios, presente nas células
fotorreceptoras e bipolares da retina. (FURUTA et al., 1997).

Outro tipo de transporte de glutamato crucial no SNC, e primordial na
retina é o sistema trocador cistina - glutamato (sistema Xcs') (OLIVEIRA et al.,
2010). O Xce- € um antiporte que normalmente regula a captacéo de cistina em
troca com a liberac@o de glutamato. A cistina captada é convertida a cisteina e
usada para a sintese de glutationa (BRINGMANN et al., 2009).

Tais receptores e transportadores estdo envolvidos nos mecanismos
de liberagcdo de neurotransmissores, dos quais 0 GABA recebe destaque.
Sabe-se que o glutamato induz liberagdo de GABA por uma via dependente de
sédio e independente de calcio, em culturas de retina de embrido de galinha
(DO NASCIMENTO et al., 1998; CALAZA et al., 2006).

Além disso, outro mecanismo de liberacdo de GABA é descrito,
entretanto de forma dependente de Ca?, o qual pode ser decorrente de
despolarizagdo da membrana, como previsto por Duarte et al., 1992, ou via
ativagcdo de receptores glutamatérgicos, tanto do tipo AMPA, quanto do tipo
NMDA (CHAVEZ et al., 2006; JIANG et al., 2008).
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2.4 ACIDO GAMA AMINOBUTIRICO (GABA)

O GABA ¢é o principal neurotransmissor inibitério do SNC. Encontra-se
distribuido por todo encéfalo, desempenhando atividade inibitria sobre os
neuronios (GOLAN et al., 2009). Contudo, no desenvolvimento do sistema
nervoso, 0 GABA pode atuar como um neurotransmissor excitatério, onde esta
presente no inicio de seu desenvolvimento embrionério (E3), quando ndo ha
quase nenhuma atividade de sua enzima sintetizante acido glutamico
descarboxilase (GAD) (YAMASHITA & FUKUDA, 1993; DA COSTA CALAZA et
al., 2000).

Apresenta em sua estrutura quimica, um radical amino, um grupamento
carboxil, e uma cadeia com quatro moléculas de carbono, o que determina a
sua nomenclatura. Ele exerce um papel fundamental no equilibrio entre
excitagdo e inibicdo neuronal, participando também da codificacdo de
informacdes sensoriais na retina de vertebrados. Além disso, pode mediar
acles inibitérias nos interneurdnios encefalicos e promover a inibicdo pré-
sinptica na medula espinhal (FERREIRO-GALVE et al., 2008).

A sintese deste, quase sempre se d& a partir do glutamato, através da
acdo da enzima acido glutamico descarboxilase, ou glutamato descarboxilase
(Figura 6), a qual estad em atividade na retina no estagio embrionario entre
E6/E9 (HOKOC et al., 1990; DA COSTA CALAZA et al., 2000). No entanto, o
GABA pode adotar uma rota sintética alternativa, independente do glutamato,

esta via deriva da monoacetilagédo da putrescina (ANGULO et al., 2008).
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Figura 6: Biossintese do neurotransmissor GABA (Adaptado de
http://www.explicatorium.com/quimica/Aminoacido_Glutamato.php).
Acessado em 22 de Outubro de 2011.
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Em linhas gerais, a formacdo de GABA via glutamatérgica inicia-se
pela catélise da enzima GAD, utilizando como cofator o fosfato de piridoxal,
enzima limitante na biossintese que controla a concentragdo deste
neurotransmissor no citosol. O produto desta reacéo € catalisado pela enzima
GABA-oxoglutarato transaminase (GABA T), que o converte em aldeido semi-
succinico, o qual é oxidado a succinato por intermédio de uma desidrogenase
(BEAR et al., 2008) (Figura 7).

Apé6s a sua sintese, 0 GABA é armazenado em vesiculas sinapticas
através de transportadores presentes neste compartimento celular. Quando a
célula pré-sinaptica é estimulada, ele é liberado (BORDEN, 1996), por dois
mecanismos: um vesicular, dependente de Ca**, e outro via transportador,
dependente de Na* (DUARTE et al.,1992; DO NASCIMENTO et al., 1998).

Como a expressdao de GABA pelos neurdnios ocorre ainda durante o
desenvolvimento, varios papéis |he estdo sendo atribuidos, tais como
sobrevivéncia, proliferacdo, diferenciagdo neuronal e influéncia na
sinaptogénese, além de ser precursor metabdlico para o metabolismo
energético dos neurdnios indiferenciados. Além disso, o GABA pode exercer
acdo regulatoria sobre sua propria sintese por meio da inibicdo da GAD num
processo denominado retroalimentagdo negativa (YAMASAKI et al.,, 1999;
CALAZA et al., 2000).

Na retina, este neurotransmissor envolve-se na organizacdo dos
campos receptores de células ganglionares e tem sido localizado em células
amacrinas, na camada plexiforme interna e em uma subpopulacéo de células
ganglionares (FAMIGLIETTI, 1981).

Distarbios neuroldgicos, tais como epilepsia, danos ansiogénicos,
esquizofrenia, dor neuropética e toxicodependéncia sdo relacionados a uma
alteragdo no sistema GABAérgico, sendo assim de fundamental importancia o
controle da homeostase de GABA, principalmente no que diz respeito aos
mecanismos de transporte desencadeados pela ativagéo de seus receptores,
assim como, de seus transportadores (TREIMAN, 2001,CONTI et al., 2011).
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2.4.1 RECEPTORES E TRANSPORTADORES DE GABA

Os efeitos inibitérios do GABA sdo mediados por receptores de
membrana, classificados em trés tipos: GABA a, GABA g e GABA ¢ (OKUMICHI
et al, 2008) (Figura 8). O GABA A € 0 mais abundante receptor deste
aminoacido. Ele faz parte de uma familia de canais i6nicos dependentes de
ligantes, denominados de receptores ionotropicos, sendo este permeavel aos
ions cloreto (CI) (DAEMEN et al., 2008).

Subunidades Subunidades

Figura 8: Desenho esquematico da estrutura molecular de receptores de GABA
(Adaptado de http//: www.ualg.pt/dmdocuments/biomedicas/gabaergic_synapses.pdf).
Acessado em 21 de Outubro de 2011.

Os membros desta superfamilia de canais idnicos sdo caracterizados
por apresentarem um conjunto de cinco subunidades protéicas. Para o receptor
GABA A foram descritas 16 diferentes subunidades. A combinacéo de
diferentes subunidades de receptores GABA A da origem a diferentes subtipos
destes receptores, que irdo apresentar propriedades farmacolégicas e
eletrofisioldgicas diferenciadas (DAEMEN et al., 2008).

Estes receptores sdo expressos em todos os tipos de neurbnios da
retina de vertebrados (YANG, 2004), além de estarem igualmente presentes
em células precursoras retinianas (SUN et al., 2002). Ja os receptores GABA g,
sdo do tipo metabotrépico, ligados a proteinas G, e 0 GABA ¢ também é do tipo
ionotrépico (YANG, 2004; GOLAN et al., 2009).
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ApoOs qualquer neurotransmissdo com ativacdo e/ou bloqueio de
receptores da membrana celular, o neurotransmissor em questdo deve ser
removido da fenda sinaptica. Esse processo € facilitado pelos transportadores
ou carreadores, que sdo proteinas integrais de membrana expressos em
neurbnios e em células da glia, localizados proximos as regides onde ocorrem
as sinapses (BECKMAN et al., 1998; GADEA & LOPEZ-COLOME, 2001).

Esses transportadores acoplam-se e captam os neurotransmissores da
fenda sinéptica através do cotransporte de ions. Além dos carreadores de
membrana, temos também os vesiculares, que sdo proteinas dependentes de
protons (H"), responséaveis por armazenar os neurotransmissores (AMARA &
KUHAR, 1993; LESCH et al., 1996).

A atividade do GABA em sinapses é terminada pela rapida recaptacdo
através dos transportadores especificos dependentes da afinidade Na'/Cl', os
quais séo localizados nas terminacdes nervosas pré-sinépticas e nas células
gliais, principalmente astrdcitos, na justaposi¢do proxima a sinapse (GADEA &
LOPEZ-COLOME, 2001; CASINI et al., 2006).

Os transportadores especificos do GABA s@o chamados de GAT, os
quais realizam a captacdo do neurotransmissor através de um sistema de
captacdo dependente de sddio. Quatro transportadores distintos de GABA ja
foram identificados em mamiferos: o GAT 1, GAT 2, GAT 3 e GAT 4 (CONTI et
al., 2004).

Estes transportadores  apresentam  diferentes  propriedades
farmacoldgicas e distribuicdo tecidual: O GAT 1 estd localizado nas
terminacbes axonais e nos astrocitos, o GAT 2 é expresso nas células
ependimérias, o GAT 3 é predominantemente encontrado nos astrécitos e o
GAT 4 especialmente no tronco encefalico (CONTI et al., 2004; CHIU et al.,
2005).

Qualquer anormalidade que porventura suceda na estrutura molecular
ou na fisiologia destes transportadores, esta diretamente relacionada com
certos tipos de disturbios cerebrais, especialmente a epilepsia (CASINI, et al.,
2006; SMITH, et al., 2007).

O GAT 1 é a isoforma mais predominante no SNC, sendo mais
abundante em areas essencialmente GABAérgicas, tais como, hipocampo,
cortex, cerebelo e retina (MATTHEWS JR et al., 2009).
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O transporte ativo de GABA pelo GAT 1 é impulsionado
eletroquimicamente pelo gradiente de concentracdo dos ions cotransportados
através da membrana celular, onde geralmente a captagdo € acompanhada
pelo cotransporte de dois ions sodio (Na*) e um ion cloreto (CI) (TAMURA et
al., 1995; JENSEN et al., 2003; CASINI et al., 2006; BRINGMANN et al., 2009).

No tecido retiniano é responsével por cerca de 95% da liberacdo de
GABA por vias independentes de Ca?* e dependentes de Na* (DUARTE et al.,
1992; DO NASCIMENTO et al., 1998).

Estudos farmacoldgicos para GAT 2 mostram que ele € abundante na
glia, em especial nas células de Miller, podendo também ser encontrado em
grande parte do encéfalo, bem como no rim e no figado. O GAT 3 é mais
frequente no figado, rim, e também no encéfalo de ratos neonatos, sugerindo-
se que ele possa estar envolvido em processos de modulagdo do
desenvolvimento do SNC destes animais (LIU et al., 1993).

O GAT 4, assim como o GAT 1, é predominante no SNC, sendo
encontrado principalmente no encéfalo e, mais raramente, na medula espinhal.
Sua alta especificidade ao GABA (oito vezes maior que GAT 1), sugere a ele
um importante papel na terminagéo da transmisséo sinaptica (LIU et al., 1993).

Além disso, GAT 1 e GAT 3 sao expressos abundantemente em todo o
SNC de ratos, camundongos e humanos e escassos no sistema nervoso
periférico (BORDEN et al., 1992; LIU et al., 1993), e assim estes dois subtipos
atrairam a atencgéo consideravel como alvos potenciais de drogas utilizadas em
terapias contra neuropatologias (BOHME & LUDDENS, 2001; DALBY, 2003).
Por conseguinte, qualquer mudanga na atividade de GAT, pode ser relevante
em diversas condi¢des que envolvam patologias (ALLEN et al., 2004).

Sendo assim, é notavel que substancias como glutationa e glutamato
sejam capazes de alterar os niveis extracelulares de GABA, uma vez que
podem associar-se a receptores e/ou transportadores especificos de tal
neurotransmissor, influenciando assim no seu transporte e, consequentemente,
na homeostase celular do SNC (CONTI et al., 2004; BRINGMANN et al., 2009).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

» Avaliar o efeito modulador da glutationa na liberagdo de GABA

induzida por glutamato em retinas de embrido de galinha.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Caracterizar o efeito do glutamato na liberagdo de GABA em

retinas de embrido de galinha com idade embrionaria (E7/E8);

» Verificar a influéncia do glutamato na liberagdo de compostos tidis

em retinas de embrido de galinha;

> Avaliar o efeito da glutationa na liberagdo de GABA em retinas de

embrido de galinha;

» Analisar o efeito do bloqueio da sintese de glutationa na liberacao

de GABA induzida por glutamato;

> Averiguar o efeito de agentes redox na liberacdo de GABA em

retinas de embrido de galinha.
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4 METODOLOGIA

4.1 EXPLANTE DE RETINAS DE EMBRIAO DE GALINHA

Para o procedimento experimental explante de retina, foram utilizados
embrides de galinha fornecidos pela empresa Makar( Ltda, em estagio de
desenvolvimento de sete ou oito dias (E7 ou E8), datados de acordo com
Hamburguer & Hamilton (1951). Os embrides foram sacrificados e,
posteriormente, seus globos oculares removidos e postos em placa de Petri
contendo solucéo salina livre de célcio.

Os globos oculares sofreram uma incisdo na regido anterior,
possibilitando assim a prévia retirada do cristalino e do humor vitreo. Em
seguida, as retinas foram cautelosamente dissecadas com o auxilio de pincas
apropriadas, e transferidas de forma integra para uma placa de cultura, na

condi¢éo de uma retina por pogo.
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4.2 SISTEMA DE PERINFUSAO

O sistema de perinfusdo consiste num tipo de microdialise, adaptada
ao monitoramento e quantificacdo das concentragfes de farmacos, substancias
enddgenas e metabdlitos em fluidos biologicos, baseando-se na difusédo
passiva de substancias através de um gradiente de concentragéo.

O equipamento & composto de um banho-maria contendo &gua
destilada com temperatura em torno de 37°C, distribuidor de fluxo de um para
cinco canais, cinco camaras de acrilico forradas com filtro, para acomodar a
retina e permitir que apenas a solu¢cdo que banha o tecido seja difusa por
capilares. Estes capilares estdo conectados nas camaras, e interligados a uma
bomba de microinfuséo, que perfunde o liquido a fluxo constante. A solucéo de
estimulo fica num béquer suspenso por uma estante adaptada ao banho-maria
(Figura 9).

Desta forma, a bomba promove sucg¢éo da solugédo de estimulo contida
no béquer, perpassa pelos capilares, banha o tecido nas cémaras por um
tempo de dez minutos e fluxo de 0,2 mL/min, entdo o liquido de incubacao da
retina é armazenado num tubo coletor e mensurado por espectrofotometria
(PICANCO-DINIZ, et al., 1992).

O volume de &gua do banho-maria deve estar no nivel da camara
contendo o tecido e do béquer contendo a solugédo de estimulo, porém néo
deve cobrir a retina e sim apenas manter a temperatura de 37°C, mimetizando
a temperatura corp6rea do embrido.

Quando a solucdo de estimulo for trocada, apenas serd substituido o
béquer por outro contendo a nova solucdo, espera-se a solu¢do antiga ser
difundida e pbe-se a nova solugdo no sistema, iniciando entdo um novo
tratamento.

Tal sistema foi previamente calibrado com uma analise temporal de
aproximadamente sessenta minutos, medindo-se cada fluxo da bomba e a
respectiva vazdo proporcionada por ele, verificando-se entdo o fluxo 6timo para

0S experimentos.



A: Equipamento completo do Sistema de Perinfusao; B: Estante com o
béquer contendo a solugio de tratamento; C: Banho-maria; D: Bomba de
sucgao; E: Estante com camaras de acomodagéao do tecido; F: Filtro com

tubo coletor; G: Distribuidor de fluxo; H: Camara contendo o tecido.

Figura 9: Esquema ilustrativo do Sistema de Perinfuséo.
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4.3 MEDIDA DOS NIVEIS DE COMPOSTOS TIOIS

Para a mensuracdo dos niveis extracelulares de compostos contendo
sulfidrila (ti6is), foi utilizado o aparato do sistema de perinfusdo descrito acima,
onde a retina integra foi lavada por dez minutos com solucdo de glutamato 500
MM, e este liquido de incubacao entdo coletado, passando a ser a matriz
bioldgica para a medicao dos niveis de tidis. Os experimentos foram realizados
em meio com sédio e sem sodio, sendo que para o experimento sem sadio,
ocorreu a substituicdo equimolar do sédio pelo litio na solucdo de Hank.

O liquido de incubacéo da retina integra foi exposto ao DTNB (&cido
ditionitrobenzéico), que € uma substéncia reativa a grupos tidis expressando
coloracdo amarelada. A reacé@o baseia-se na redugdo de DTNB a TNB (4cido
tionitrobenzoico), resultado da ligacdo do composto ao grupamento - SH,
formando uma ligacdo protéica e um residuo de TNB. As amostras passaram
por andlise espectrofotométrica com comprimento de onda 412 nm, e foram
expressas em densidade optica (OWENS & BELCHER, 1965).

Para isso, primeiramente, construiu-se uma curva-padrdo com
concentragdes ascendentes de um composto tiol, que pode ser glutationa ou
cisteina, a qual serviu de base de célculo para os experimentos. Em seguida, o
liquido de incubacéo da retina foi centrifugado por cinco minutos a 5000 rpm;
adicionou-se 100 pL deste lavado em tubos contendo 800 uL de PBS/EDTA 1
mM e 100 yL de DTNB 5 mM. Feito isso, aguardou-se cinco minutos de reacéo,
e entdo as amostras foram quantificadas por espectrofotometria e calculadas

de acordo com a equacéo da reta dada pela curva-padrao.
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4.4 ENSAIO COM GLUTAMATO E GLUTATIONA

Apos o procedimento de dissecacdo da retina descrito anteriormente,
as retinas foram submetidas a incubac¢do em placa de cultura com solucdo de
glutamato (50 e 500 pM) e glutationa (100 e 500 puM) em experimentos
separados, objetivando observar alguma alteracdo nos niveis de GABA
extracelular. Apés a submerséo da retina com a solucéo de tratamento referida,
as retinas sofreram incubagé&o por dez minutos em placa de cultura mantida em
estufa a 37 °C e 5% CO,, e entdo os niveis extracelulares de GABA foram
mensurados no liquido de incubagcdo da retina. Os experimentos foram
realizados em triplicata, ambos comparados ao grupo controle, no qual o tecido

foi banhado com solugédo de Hank.

4.5 INIBICAO DA SINTESE DE GLUTATIONA

Uma avaliagdo importante realizada foi a inibicAo da sintese de
glutationa, com o objetivo de saber se uma vez diminuido os niveis de GSH no
meio, ocorreria alteracdo dos niveis extracelulares de GABA, hipotetizando que
realmente tal liberagdo de GABA seria decorrente da presencga de glutationa no
sistema. Para isso, utilizou-se o BSO (Butionina Sulfoximina) que €
responsavel por inibir a enzima glutamato-cisteina ligase, impedindo assim a
sintese do tripeptideo.

Este procedimento foi realizado por meio de incubagédo com BSO a 50
MM por dez minutos, o qual foi adicionado em todos os pogos contendo a retina
integra, exceto controle. Apds isso, verificaram-se os niveis de GABA liberados
para o liquido de incubac&o da retina de todos os grupos.

Outro procedimento realizado utilizando BSO; consistiu em trés grupos
experimentais: controle, glutamato 500 uM e pré-tratamento com BSO 50 yM
por trinta minutos, seguido de estimulo com glutamato 500 pyM. Todos foram
incubados por dez minutos e os niveis de GABA quantificados,
semelhantemente aos demais experimentos. Os experimentos supracitados

foram dispostos em triplicata.
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4.6 ENSAIO COM ASCORBATO

Sabe-se que o glutamato é capaz de liberar ascorbato (PORTUGAL et
al., 2009). Entao, para verificar se tal fendbmeno de liberacdo de GABA ndo esta
ligado a seu estado redox, tornou-se necessario a realizagdo de experimentos
de liberagdo de GABA sob estimulo de ascorbato, para que seja sanada
qualquer duvida quanto a liberac@o de tidis por glutamato. Foram realizados
experimentos de liberagdo de GABA por ascorbato a 100 uM e 500 uM e
dosados por CLAE, seguindo as mesmas especificagdes do item anterior. Tais

experimentos foram feitos em triplicata.

4.7 ENSAIO DE LACTATO DESIDROGENASE (LDH)

A lactato desidrogenase é uma enzima citosoélica que uma vez presente
no meio extracelular, indica ruptura da membrana celular. Dosou-se entdo o
LDH nas amostras tratadas com BSO com o intuito de analisar se o GABA
presente extracelularmente ndo € consequéncia de rompimento da membrana
provocado por concentragfes toxicas de BSO nas amostras analisadas.
Utilizou-se para o procedimento o kit comercial LDH-Citotoxicity Assay Kit. Fez-
se a dosagem em leitor de microplaca com comprimento de onda 570 nm. Os
experimentos foram realizados em triplicata e os valores calculados na forma

LDH extracelular / LDH total e expressos em porcentagem do controle.
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4.8 QUANTIFICACAO DE GABA POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
ALTA EFICACIA (CLAE)

O método utilizado para a determinacdo da liberacdo de GABA foi
CLAE com deteccdo por fluorescéncia. A técnica € muito utilizada em
Biogquimica e Quimica Analitica e tem por funcdo identificar, separar e
determinar compostos. O equipamento é composto por uma coluna contendo a
silica (fase estacionaria) que prende a amostra a ser analisada; uma bomba
que promove succéo de duas solugdes, concomitantemente: fase A e fase B,
denominadas de fase moével; e um detector fluorescente, o qual detecta o
analito de interesse que se encontra ligado a um composto fluorescente. Ele
ainda converte a concentragdo do analito para uma escala de milivolt (mV), que
foi expresso na forma de cromatograma com pico de concentragéo (Figura 10).

O equipamento dispfe de um comunicador que se conecta ao
computador, onde estd contido um software que permite a visualizagdo e
controle dos tempos de retengdo de cada constituinte da amostra, variando
dependendo das interagfes entre a fase estacionaria, do composto a ser
analisado e do solvente utilizado. Desta forma, analisou-se o efeito causado
pelos estimulos no tecido retiniano, de maneira a quantificar uma possivel

alteracdo na liberagdo de GABA na retina.
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Figura 10: Cromatograma evidenciando os tempos de retencdo da homosserina

(padréo interno) e GABA (analito de interesse).

4.8.1 CARACTERISTICAS CROMATOGRAFICAS
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Utilizou-se um cromatografo liquido de alta eficacia Shimadzu, composto

por bomba, modelo LC20-AT, detector de fluorescéncia, modelo RF-10AXL,

degaseificador, modelo DGA-20A5, médulo comunicador, modelo CBM-20A,

injetor de amostras Rheodyne com al¢ca de injegdao de 20 pL, coluna

cromatografica Shimadzu, Shim-Pack VP-ODS 5 ym, dimensao 250 x 4,6 mm.

As amostras obtidas foram injetadas em um sistema de CLAE,

apresentando fase mével com eluigcdo gradiente composta por fase A: tampé&o

acetato de sédio 95% e metanol 5%, suplementado com isopropanol, e pH

ajustado com acido etandico para 5,67; e fase B: metanol 70 %.

A fase A, ainda é filtrada com membrana 0,2 ym x 47 mm pelo método

de filtracdo com bomba a vécuo. A eluicdo segue um gradiente curso-temporal:
0,01 minutos, 100% fase A; 10 minutos, 70% fase A e 30 % fase B; 20 minutos,
50% fase A e 50 % fase B; e 25 minutos, 100% fase A.
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Tabela 1: Caracteristicas experimentais da quantificacdo de GABA por CLAE.

Caracteristica

Especificagéo

Analito de interesse GABA

Tempo de retengéo 22 minutos
Tempo de eluicdo 25 minutos
Fluxo 1,2 mL/min

Comprimento de onda detector |340 nm excitagdo / 460 nm emisséo

Método de calibracéo Padréo interno e externo

Padrao interno Homosserina

Agente derivatizante OPA

4.8.2 DERIVATIZACAO E PRE-TRATAMENTO DA AMOSTRA

A derivatizacdo é um processo que ocorre geralmente com
aminoacidos, no qual um composto fluorescente € adicionado na amostra para
se ligar ao analito de interesse e entdo ser mensurado pelo detector. Para este
procedimento, preparou-se uma primeira solugdo, denominada solugdo de
OPA, onde 16,3 mg de N-acetil-cisteina e 13 mg de o-ftalaldeido (OPA), o
composto fluorescente, foram diluidos em 300 pyL de metanol, conforme
descrito por LENDA & SVENNEBY,1980.

O liquido de incubacéo da retina obtido pelo procedimento de explante
e, posteriormente incubado com as solugdes de tratamento especificas de cada
experimento, foi entdo pré-tratado antes da injecdo no equipamento
cromatografico. Para isso, coletou-se 500 pL deste liquido e adicionou-se 20 uL
de TCA (&cido tricloroacético) 1%, com o objetivo de precipitar proteinas, ja que

estas sdo de alto peso molecular e podem obstruir a coluna cromatografica.
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Apos isso, as amostras foram centrifugadas a 5000 rpm por cinco
minutos. 300 pL do sobrenadante foram retirados e neste adicionou-se 20 pL
de homosserina a 100 pg/mL, aminoacido sintético ausente no organismo
animal que serviu como padréo interno.

Entdo apoOs isso, as amostras sofreram agitacdo com vortex para
melhor solubilizagéo, e assim, a inje¢do foi preparada para introdugdo na
coluna cromatografica. Tal inje¢cdo conteve 60 pL desta referida amostra pré-

tratada, 40 pL de tampao borato e 10 uL da solucdo de OPA.

4.9 DOSAGEM DE PROTEINA

O método de Bradford, foi o método de escolha para a determinagao
de proteinas. Este método baseia-se na ligagdo do azul brilhante de
Coomassie com um grupamento protéico. Apos isso, essa ligacdo é comparada
com diferentes concentracdes de uma proteina padréo, geralmente albumina
sérica bovina (BSA) na concentragdo de 0,1 mg/mL. Os valores de liberacdo de
GABA foram corrigidos pelos valores de proteina em cada retina de cada
experimento descrito anteriormente.

Para cada experimento, separou-se em tubos, 100 yL de cada amostra
para a dosagem de proteina, nas quais foram acrescidos 100 yL de hidréxido
de sdédio (NaOH) 1IN e 300 pL de agua destilada. Estes tubos foram
refrigerados por 24 horas para a posterior leitura em espectrofotbmetro com
comprimento de onda 595 nm.

Para analisar as amostras armazenadas, uma aliquota foi retirada,
diluida em agua destilada e, apés isso, adicionou-se 2 mL do reativo e deixou-
se reagir por dois minutos. De trés em trés tubos, fez-se a leitura no
espectrofotdmetro com comprimento de onda de 595 nm. Os resultados de

cada experimento foram divididos pelos valores de proteina respectivos.
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4.10 ANALISE ESTATISTICA

Para os experimentos de CLAE, foi feito uma razdo entre a altura do
pico do analito de interesse e a altura do pico do padréo interno. Para a
avaliacdo estatistica, todos os resultados foram previamente plotados com o
auxilio do programa Excel, tendo como base de célculo uma curva
experimental especifica para cada tipo de experimento e, posteriormente,
submetidos a andlise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste Tukey do

programa BioEstat 5.0.
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5 RESULTADOS

5.1 AVALIACAO DOS NIVEIS EXTRACELULARES DE GABA EM RETINAS
EXPOSTAS A GLUTAMATO

Nossos resultados mostram um aumento significativo na liberacdo de
GABA na presenca de glutamato (50 yM e 500 uM). Quantitativamente, os
niveis extracelulares de GABA aumentaram consideravelmente em iguais
proporcdes, evidenciando que o fendmeno ocorreu independentemente das

concentragdes analisadas (Figura 11).

GABA (UM / mg de proteina)

Controle Glut 50 pM Glut 500 pM

Figura 11: Niveis extracelulares de GABA sob estimulo de glutamato nas
concentracdes de 50 e 500 uM, em retinas de embrido de galinha (E7/E8) * p < 0,01
vs. controle (ANOVA, teste Tukey).
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5.2 ANALISE DA LIBERACAO DE COMPOSTOS TIOIS INDUZIDA POR
GLUTAMATO

Os resultados destes experimentos revelam um consideravel aumento
na liberacdo de compostos tidis. Primeiramente, fizemos uma quantificacdo de
compostos com sulfidrila, liberados em condigdes basais, ou seja, apenas com
solucéo salina, por meio de uma curva temporal, que serve como controle para
0S experimentos seguintes. Em tal curva, observa-se uma linearidade desta
liberacdo no decorrer de sessenta minutos com sucessivas coletas em
intervalos de cinco em cinco minutos (Figura 12).

Feito isso, avaliamos o efeito do glutamato na liberagcdo de compostos
contendo sulfidrila, em que se lavou o tecido em questao com solucéo salina, e
em substituicdo do ion sédio por litio, de forma equimolar. Com isso, sugere-se
que a liberacédo destes compostos mediada por glutamato é independente de
sbédio, jA que em ambas as situagdes houve esta liberacdo em termos

percentuais equiparados (Figura 13).
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Figura 12: Curso temporal da liberacéo basal de compostos contendo sulfidrila, em
unidades de absorbancia, mensurado por espectrofotometria,
em retinas de embrido de galinha (E7/ES8).
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Figura 13: Analise temporal da liberagdo de compostos com sulfidrila, em unidades de
absorbancia, mediada por glutamato em meio com sédio e sem sédio, em retinas de
embrido de galinha (E7/E8) * p < 0,01 vs. controle (ANOVA, teste Tukey).
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5.3 AVALIACAO DOS NIVEIS EXTRACELULARES DE GABA EM RETINAS
EXPOSTAS A GLUTATIONA

Semelhantemente aos dados de liberacdo de GABA por glutamato,
constatou-se uma elevacdo progressiva no transporte de GABA para o meio
extracelular em situagcdes de exposi¢cdo a glutationa nas concentracdes de 100
e 500 pM, mostrando, neste caso, que GSH induz esta liberagdo de forma

dependente das concentragdes analisadas (Figura 14).
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Figura 14: Niveis extracelulares de GABA induzido por glutationa nas concentracfes
de 100 e 500 uM, em retinas de embrido de galinha (E7/E8) * p < 0,01 vs. controle
(ANOVA, teste Tukey).
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5.4 ANALISE DA LIBERACAO DE GABA INFLUENCIADA POR BSO

Visando esclarecer se realmente a liberacdo de GABA pode ser
potencializada por GSH, como descrito nos resultados, as amostras foram
expostas ao BSO, uma vez que este composto bloqueia a sintese de glutationa
e nos da parametros de que GSH esta participando da liberacéo de GABA.

Realizou-se entdao, um tratamento com BSO a 50 uM por trinta
minutos. Os resultados demonstram o efeito deste composto no sistema, onde
se percebe que ele atua diminuindo significativamente os niveis extracelulares
de GABA em relacéo ao controle (Figura 15).

Além disso, julgou-se necesséario proceder com um novo experimento
com BSO, porém usando-o como um pré-tratamento nas mesmas condi¢bes
de tempo e concentragdo descritas anteriormente. Nossos dados revelam que
o glutamato a 500 pM, promove uma significativa liberagdo de GABA quando
comparada ao controle, além disso, o pré-tratamento com BSO 50 uM por trinta
minutos ameniza o efeito gerado pelo glutamato no que diz respeito a niveis

extracelulares de GABA (Figura 16).
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Figura 15: Diminuigao dos niveis extracelulares de GABA, provocada por BSO 50 uM,
em retinas de embrido de galinha (E7/E8) * p < 0,01 vs. controle (ANOVA, teste
Tukey).

F ‘ﬂ ‘=‘
L [e) =] -
n L L )

GABA (UM / mg de proteina)

(=]
i

Controle Glutamato BSO + Glutamato

Figura 16: Efeito inibitério do BSO 50 uM nos niveis extracelulares de GABA
induzidos por glutamato 500 uM, em retinas de embrido de galinha (E7/E8) * p < 0,01
vs. Controle; # p < 0,01 vs. Glutamato (ANOVA, Teste Tukey).



54

5.5 AVALIACAO DA LIBERAGAO DE GABA MEDIADA POR ASCORBATO

A fim de avaliarmos se a liberagdo de GABA induzida por GSH estava
associada a alteragbes no estado redox da célula, o liquido de incubacéo das
retinas foi exposto a ascorbato como descrito nos métodos. Nossos resultados
demonstram que o ascorbato nao interfere na liberagdo de GABA como
mostrado na Figura 17.
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Figura 17: Niveis extracelulares de GABA apds exposicdo a ascorbato nas
concentragdes de 100 e 500 uM, em retinas de embrido de galinha (E7/E8)
(ANOVA, teste Tukey).
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5.6 QUANTIFICACAO DE LACTATO DESIDROGENASE (LDH)

A titulo de andlise de viabilidade celular, foram realizados ensaios de
LDH, para identificar uma possivel morte celular por ruptura de membrana
provocada pelo BSO. Com base na Figura 18, é possivel visualizar que tanto o
tratamento com glutamato, quanto o grupo pré-tratado com BSO e,
posteriormente, incubado com glutamato, ndo apresentaram indices de ruptura

de membrana significativos, quando comparados ao grupo controle.
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Figura 18: Teste de viabilidade celular pelo método de LDH entre os grupos controle,
glutamato 500 yM e BSO 50 uM + glutamato 500 uM em retinas de embrido de galinha
(E7/E8) (ANOVA, teste Tukey).
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6 DISCUSSAO

Diversos trabalhos demonstram que o glutamato é capaz de liberar
GABA no tecido retiniano por dois mecanismos: um dependente de Ca?*, o
qual requer despolarizagdo da membrana e entrada deste ion para o ambiente
intracelular, resultando num processo de exocitose; e outro independente de
Ca?* e dependente de Na', em resposta a despolarizacdo da membrana
(NELSON & BLAUSTEIN, 1982; BERNATH & ZIGMOND, 1988; SANTOS et
al., 1991).

Do Nascimento & De Mello, 1985 também reportam que em culturas
retinianas de embrido de galinha, glutamato induz liberacdo de GABA de
maneira independente de célcio, porém dependente de sédio, sugerindo que
haja a participagdo de um cotransportador GABA/Na" no referido sistema;
fendmeno este que foi reforcado por Do Nascimento et al., 1998, sugerindo que
o transportador GAT 1 participe de tal liberagio de GABA mediada por
glutamato.

Tendo em vista o fato de ndo existirem relatos na literatura sobre o
suposto mecanismo de liberagdo de GABA com participagao de glutationa, tais
dados mencionados estimularam nossos questionamentos sobre a modulacéo
do sistema GABA-Glutamato, pois supomos que a glutationa atue de forma a
modular a liberacdo de GABA induzida por glutamato, como mostrado em
nossos resultados.

NoOs observamos que houve uma elevacéo significativa dos niveis de
liberacdo de GABA, de forma independente de concentragdo, quando a retina
foi exposta a glutamato na concentracdo de 50 pM; o mesmo foi observado
quando o tratamento foi realizado com 500 yM de glutamato, onde tais valores
de liberacao perpassaram a faixa de 4 uM, valores estes considerados
bastante relevantes, uma vez que 0s niveis basais aproximaram-se de 500 nM,
equiparando-se aos resultados de liberagdo de GABA induzida por glutamato,
propostos por Do Nascimento & De Mello, 1985 e Bernath & Zigmond, 1988.

Paralelamente a isso, julgamos importante verificar a influéncia do

glutamato na liberagdo de compostos tidis, dentre os quais, a glutationa € o
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mais abundante, j& que Frade et al., 2008 demonstraram que o glutamato é
capaz de liberar glutationa em culturas de astrécitos de ratos; dados estes
corroborados com os de Garcia et al., 2011, os quais mostraram que ha um
efluxo de glutationa provocado por glutamato em culturas retinianas de embrido
de galinha, e que tal liberacdo é mediada pelo transportador de glutamato
GLAST, acontecendo de forma dependente de sodio.

Nossos resultados assemelham-se aos acima citados, pois nos
tratamentos com glutamato, os niveis de compostos tidis liberados para o meio
extracelular foram duplicados quando comparados ao grupo controle, e que tal
forma de liberagéo de tidis segue um mecanismo independente de sddio, uma
vez que em substituicdo equimolar de sodio por litio, os niveis de liberacdo de
tais compostos ndo tiveram alteracfes significativas. Porém, em todas as
situacdes os valores de liberagcdo de compostos com sulfidrila foram
significativos em relagdo aos niveis basais, ratificando o que antes fora
proposto por Frade et al., 2008 e Garcia et al., 2011.

Os mecanismos do referido transporte ainda ndo foram esclarecidos,
entretanto pode-se supor que seja por intermédio do sistema trocador Xcg', 0
qual realiza um antiporte com glutamato e cistina ou cisteina, obedecendo a um
gradiente de concentracdo, ja que este mecanismo de transporte esta
relacionado a uma neuroprotecdo em quadros de excitotoxicidade promovida
pelo excesso de glutamato no espago extracelular. Sendo assim, o
transportador em questdo, poderia estar captando o glutamato para o ambiente
intracelular e liberando o composto tiol para fora da célula, conforme descrito
por Oliveira et al., 2010.

Sabendo-se dos efeitos provocados por glutamato nos niveis de GABA,
assim como, de glutationa e de tidis no geral, e de tais interligages,
verificamos se GSH poderia estar participando de forma moduladora na
liberagdo de GABA mediada por glutamato, pois ela ja é referida por causar
mudancas conformacionais na estrutura quimica de transportadores GAT 1,
abundantemente encontrados na retina, gragas a instabilidade do grupamento
sulfidrila presente em sua molécula, o qual se liga na superficie extracelular do
transportador por uma ligacdo ponte dissulfeto, bloqueando assim sua
atividade (ZOMOT & KANNER, 2003; ROSENBERG & KANNER, 2008).
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Esta caracteristica ratifica sua capacidade moduladora em eventos
neuroquimicos, propriedade esta primordialmente reportada por Oja et al.,
2000, que sugere interferéncia ativa de GSH na fungdo de receptores
glutamatérgicos, pois sua composi¢do quimica € repleta de constituintes com
propriedades reativas em tais receptores.

Nossos dados remetem uma elevacdo progressiva nos niveis
extracelulares de GABA, quando as retinas foram expostas a concentragdes de
glutationa. A 100 uM de GSH, os valores de liberacdo de GABA, atingiram a
faixa de 1 yM. Tendo em vista que a liberacao basal é cerca de 0,1 uM, pode-
se inferir que houve um aumento de aproximadamente 90% em tais valores
liberados para o espago extracelular, confirmando as suspeitas de que GSH
interfere na liberagdo de GABA, provavelmente por sua caracteristica
moduladora previamente mencionada por Oja et al., 2000.

Por conseguinte, na concentracao de 500 uM de GSH, estes niveis de
GABA extracelular foram acrescidos substancialmente, chegando a quase 3
MM, o que delibera mais de 100% de aumento desta liberagdo, nos mostrando
que o fendmeno é dependente de concentracdo e que os dados reportados por
Oja et al., 2000 e Zomot & Kanner, 2003, a respeito da capacidade moduladora
de GSH séo pertinentes, e que tal fendmeno bioguimico € importante, a ponto
de influenciar os niveis de liberagdo de GABA.

O mecanismo pelo qual o transporte acima descrito venha ocorrer
ainda ndo foi elucidado completamente, entretanto, diversas hipéteses se
levantam com o intuito de explicar o presente fato, dentre as quais, a ja
mencionada intera¢do de grupamentos sulfidrilas com a superficie extracelular
do transportador GAT 1, devido haver oxidacdo da molécula pela formacao de
ligagdes do tipo ponte dissulfeto (ZOMOT & KANNER, 2003).

Além disso, outro mecanismo provavel é baseado na modulacdo
exercida por agentes redox em receptores GABA ,, modulagdo esta que
depende da subunidade do receptor expressa no tecido estudado. Neste
evento, também h& uma interacdo do grupamento - SH com a referida
subunidade no sentido de formar uma ponte dissulfeto (AMATO et al., 1999),
porém para a caracterizacdo exata do mecanismo de transporte envolvido
neste fendmeno, experimentos futuros que englobem bloqueio farmacolégico

de receptores e transportadores de GABA se fardo necessarios.
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Tais hipoteses salientam uma interagdo direta entre GSH e GABA, seja
via receptor ou via transportador. Porém, mesmo que o mecanismo pelo qual
este evento aconteca venha a ser um dos citados anteriormente, o presente
estudo sugere que tal mecanismo possa néo ocorrer de forma isolada, mas que
simultaneamente, possa haver uma participagéo efetiva de GSH, no sentido de
modular a liberagdo de GABA induzida por glutamato, potencializando este
evento, tendo em vista a forte influéncia que a glutationa promove em
receptores glutamatérgicos (LEVY et al., 1991; OJA et al., 2000) .

E sabido que os trés constituintes moleculares de GSH atuam em
receptores glutamatérgicos, pois o glutamato € agonista natural de seus
receptores; cisteina apresenta elevada instabilidade quimica podendo ligar-se
efetivamente com estes receptores; e glicina é um agonista de receptores
glutamatérgicos do tipo NMDA (LEVY et al, 1991), ressaltando assim a
hip6tese da modulacdo de GSH em receptores de glutamato, no sentido de
alterar os niveis extracelulares de GABA.

Todavia ndo se descarta a possibilidade de dois ou mais mecanismos
atuarem em conjunto ou independentemente para a realizagéo deste transporte
celular, uma vez que tanto glutamato, quanto GSH alteram o0s niveis
extracelulares de GABA, como j& descrito em nossos resultados.

Além da glutationa, outro antioxidante importante no organismo e
abundante no SNC, é o ascorbato, ambos apresentam tal propriedade em
virtude de suas caracteristicas reativas e instaveis do ponto de vista molecular,
as quais Ihes conferem atributos de agentes redox (REBEC & PIERCE1994;
RICE 2000).

Portugal et al., 2009 demonstram que glutamato € capaz de liberar
ascorbato por mecanismos que dependem de Ca*", via ativacéo de receptores
ionotropicos de glutamato, seja do tipo NMDA ou AMPA/cainato, evento este
que pode ser correlacionado com os dados de Rice, 2000 que reportam o
ascorbato como um neuromodulador, e corroborados com os de Garcia et al.,
2011 que mostram a liberacdo de glutationa por glutamato, porém via
transportador GLAST.

Estas condi¢cdes nos remetem a uma possivel associagédo de glutamato
com a liberagdo de agentes redox, a exemplo de GSH e ascorbato, nos

induzindo a hipotetizar que ndo seria GSH propriamente dita, a responséavel
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pela modulacédo da liberagdo de GABA induzida por glutamato, e sim qualquer
composto redox, como o ascorbato, levando-se em consideracao os relatos de
Rebec & Pierce 1994 e Rice, 2000.

Sendo assim, tornou-se necessario uma avaliagdo de uma possivel
liberacdo de GABA induzida por ascorbato. Os resultados nos mostram que
ndo ha liberacdo de GABA significativa quando as retinas foram expostas a
tratamentos com ascorbato nas devidas concentracfes mencionadas acima;
reforcando entdo a ideia de que seja de fato a glutationa, a responsavel por
esta modulagéo da liberagdo de GABA mediada por glutamato, e ndo qualquer
agente redox, hipbtese esta levantada a partir dos dados proferidos por
Portugal et al., 2000.

Considerando este dado, julgou-se necessario caracterizar
efetivamente o envolvimento de GSH neste sistema. Partimos do pressuposto
de que se fosse inibida a sintese deste tripeptideo, seria possivel averiguar se
a presenca dele no ambiente celular era crucial para o evento de liberagdo de
GABA, pois, Bernardo et al., 2004 nos mostram que a deplecdo de GSH no
SNC pode desencadear morte celular. Entdo, uma vez inibida sua sintese, e
ainda assim houvesse uma permanéncia nos niveis de GABA liberados para o
espaco extracelular, implicaria dizer que outra substancia estaria atuando no
fendmeno em questéo.

Vale ressaltar que sua sintese pode ser inibida por Butionina
sulfoximina (BSO) que bloqueia a a¢do da enzima y-glutamilcisteina sintetase,
a qual catalisa a ligacdo do glutamato com a cisteina para a formagédo de
glutamilcisteina, primeira etapa da sintese de glutationa, diminuindo assim os
niveis intracelulares de GSH (YAO et al., 1993).

Roh et al., 2007 revelam que BSO é capaz de inibir os niveis de GSH
intracelular e, consequentemente, afetar alguns eventos celulares
protagonizados por este tripeptideo, por isso, foram avaliados os efeitos
causados por BSO a 50 pM, na liberacdo de GABA. Nossos dados revelam
uma perceptivel inibicdo desta liberacdo, a qual alcancou niveis aproximados
de 60%, quando comparados ao controle, tratado com solugédo de Hank. Isto
nos mostra que, uma vez inibida a sintese de GSH, os valores de liberacéo de
GABA séao reduzidos em relagdo aos basais, sugerindo assim que GSH tenha

participagcédo no fendmeno de liberagéo de GABA.
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Todavia, era preciso conciliar esta hipotese de inibicdo de GSH com a
liberagdo de GABA evocada por glutamato, j& que Roh et al., 2007 revelaram
alteracdes em eventos celulares quando o tecido era tratado com BSO. Entéo
se realizou um experimento semelhante ao anterior, porém utilizando glutamato
e BSO. Neste procedimento, foi feita uma pré-incubacéo da retina com BSO 50
MM por trinta minutos, objetivando a inibicdo da sintese de GSH e, passado
este tempo, tratou-se este tecido com glutamato.

Estes resultados reportam que glutamato libera GABA e que em
situacdes de auséncia de GSH no sistema, devido inibicdo de sua sintese, a
liberagdo de GABA induzida por glutamato é amenizada em torno de 30%,
consolidando assim a teoria de que GSH ¢é capaz de modular a liberagcdo de
GABA mediada por glutamato. Entretanto, tal inibicdo enziméatica provocada
pelo BSO pode gerar morte celular como mencionado por Bernardo et al.,
2004.

Ent&o se tornou necessario avaliar uma possivel morte celular induzida
pelo bloqueador da sintese de GSH, pois se sabe que uma exposi¢do de trinta
minutos com BSO ao tecido pode ser téxica. Por isso, decidimos realizar um
teste de viabilidade celular para esclarecer se tal substincia n&o estava
provocando morte celular, e assim afetando os referidos niveis de liberagéo,
uma vez que Treichel et al., 2004 mostraram aumento dos niveis de LDH em
situacBes de longa exposicdo a agentes quimicos.

Visando avaliar esta possivel consequéncia experimental, foram
realizados ensaios de dosagem de lactato desidrogenase, enzima citosélica a
qual presente no espago extracelular remete ruptura da membrana e,
consequentemente, morte celular, pois de acordo com Treichel et al., 2004, a
exposicdo a BSO pode promover deplecdo de ATP e aumento dos niveis
extracelulares de LDH.

Entretanto, os valores de dosagem desta enzima revelaram que nao
houve morte celular significativa, nos levando a reafirmar que a diminuigéo da
liberagdo de GABA induzida por glutamato em tecido pré-tratado com BSO, foi
oriunda da inibicdo da sintese de glutationa e ndo reflexo de morte celular,
sugerindo que este tripeptideo € responsavel por modular os valores de

liberacdo de GABA induzida por glutamato.
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Deste modo, o presente trabalho infere uma participagdo moduladora
de GSH na liberagcdo de GABA induzida por glutamato em retinas de embrido
de galinha, entretanto o mecanismo pelo qual isso ocorre ainda ndo pode ser
totalmente demonstrado, j& que diversas vias que envolvam receptores e
transportadores de GABA podem protagonizar tal evento e, para que sejam
elucidadas, necessitam da aplicacdo de farmacos que atuem por bloquear

estas estruturas celulares.
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7 CONCLUSOES

» O glutamato induz liberacdo de GABA em células retinianas de

embrido de galinha;

» O glutamato promove efluxo de compostos tidis em retinas de

embrido de galinha, fenémeno este independente de sodio;

» A glutationa aumenta os niveis extracelulares de GABA em

retinas de embrido de galinha;

» BSO, inibidor da sintese de glutationa, ameniza a liberacao de

GABA mediada por glutamato, em retinas de embrido de galinha;

» O ascorbato nao interfere na liberacdo de GABA em retinas de

embrido de galinha;

» GSH modula a liberagéo de GABA induzida por glutamato.
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