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RESUMO

A cOclea € um o6rgéo sensorial do sistema auditivo cujas sinapses excitatorias
sdo mediadas por L-Glutamato. Uma vez que o glutamato possui repercussdes
fisiologicas e patolégicas na céclea, ressalta-se o papel crucial de mecanismos
de transporte de glutamato capazes de regular a concentracdo extracelular
desse neurotransmissor a fim de manter a funcdo auditiva. Dentro desse
contexto, neste estudo buscamos investigar a atividade e expressao de
sistemas de transporte de glutamato em modelo in vitro de culturas primérias
de células gliais cocleares obtidas de camundongos neonatos da linhagem
Balb/C. Para isso, determinamos o transporte de glutamato dependente e
independente de sodio por meio de ensaios de captacdo e liberacdo de
glutamato cujas concentracdes extracelulares foram quantificadas por meio de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a um detector de
fluorescéncia. Por fim, as células foram submetidas ao ensaio de
imunofluorescéncia para marcacdo do transportador de glutamato
independente de sbédio Xcc. Em nossos resultados, demonstramos que as
células gliais cocleares apresentam um sistema de transporte de glutamato
mediado pelo transportador Xcc™. Tais dados sugerem um possivel papel deste
transportador no controle das concentracdes extracelulares de glutamato e
regulacdo do estado redox, que podem auxiliar na preservacdo da funcao

auditiva.

Palavras-chave: Transporte de glutamato, coclea, células gliais, sistema Xce



SUMMARY

The cochlea is a sensory organ of the auditory system whose excitatory
synapses are mediated by L-Glutamate. Since glutamate has physiological and
pathological repercussions on the cochlea, the crucial role of glutamate
transport mechanisms capable of regulating the extracellular concentration of
this neurotransmitter in order to maintain auditory function is highlighted. Within
this context, in this study we sought to investigate the activity and expression of
glutamate transport systems in an in vitro model of primary cultures of cochlear
glial cells obtained from newborn mice of the Balb/C lineage. For this, we
determined the sodium dependent and independent glutamate transport by
means of glutamate uptake and release assays whose extracellular
concentrations were quantified using High Performance Liquid Chromatography
coupled to a fluorescence detector. Finally, the cells were subjected to
immunofluorescence assay for XCG sodium-independent glutamate transporter
labeling. In our results, we demonstrate that cochlear glial cells have a
glutamate transport system mediated by the XCG- transporter. Such data
suggest a possible role of this transporter in the control of extracellular
concentrations of glutamate and regulation of the redox state, which may help

to preserve auditory function.

Keywords: glutamate transport, cochlea, glial cells, Xcc™ system
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1. INTRODUCAO

O sistema nervoso é formado por dois principais tipos celulares,
neurdnios e células gliais. Por muito tempo, os neurdnios foram reconhecidos
como o0s principais elementos celulares envolvidos na transmissdo e
processamento da informagédo neural. Por outro lado, as células gliais eram
consideradas somente como células que ofereciam suporte metabodlico aos
neurénios, sem uma participacdo ativa na transmissao sinaptica. No entanto,
0S avancos nos estudos das células gliais tém alterado a visdo desse tipo
celular como coadjuvante no sistema nervoso (ARAQUE; NAVARRETE,
2010a; BARRES, 1989).

No sistema nervoso central (SNC), constituido pelo cérebro e medula
espinhal, os principais tipos gliais sdo os astrocitos e oligodendrécitos. Os
astrocitos apresentam-se em maior quantidade no SNC e possuem
prolongamentos que interagem de maneira complexa entre 0s corpos celulares
e as fibras neuronais. Por sua vez, os oligodendrécitos sao células que
envolvem os axdnios dos neurdnios e tem como principal funcéo a producéo
de bainha de mielina, que torna possivel a transmissao rapida de sinais
elétricos no cérebro (ALLEN; LYONS, 2018; BARRES, 2008). As funcdes das
células gliais no SNC tém sido investigadas, principalmente, em relacdo a sua
participacdo na sinapse. Nesse contexto, Haydon et al (2002) mostraram que
as elevacdes de calcio nos astrocitos estimulam a liberagcdo de diferentes
substancias neuroativas chamadas gliotransmissores, 0os quais modulam a
excitabilidade neuronal e a transmisséo sinaptica. De forma semelhante, Perea
et al (2005a) mostraram que as células gliais apresentam uma excitabilidade
celular mediada por calcio que pode ser desencadeada através da ativacao de
receptores de neurotransmissores expressos pelos astrocitos. Em conjunto,
esses estudos contribuiram para a introdugcdo do conceito de ‘sinapse
tripartite’, no qual € bem aceito que as células gliais podem sentir,
retroalimentar e antecipar eventos bioquimicos mediados  por
neurotransmissores (ARAQUE; NAVARRETE, 2010b; HAYDON, 2000;
PEREA; NAVARRETE; ARAQUE, 2009; PEREA; SUR; ARAQUE, 2014).

Apesar de existir uma extensa literatura que aborda as funcdes e
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implicacgdes fisioldgicas e patoldgicas das células gliais do SNC, sdo escassas
as informag¢des mais detalhadas acerca da neurobiologia das células gliais
periféricas (JESSEN, 2004). No Sistema Nervoso Periférico, os principais
representantes das células gliais sdo as Células de Schwann, que envolvem
os axobnios, junto as Células Satélites que circundam o corpo celular dos
neurénios (JESSEN; MIRSKY, 2005; PANNESE, 2010). Por muito tempo, a
funcdo predominante atribuida a essas células, sobretudo as células de
Schwann, se refere a producdo de mielina e ao consequente ajuste fino da
transmissao elétrica nas redes neuronais(CHRAST; CASTELO-BRANCO,
2021). Em relagéo as Células Gliais Satélite, apesar de suas funcbes serem
pouco investigadas, ha evidéncias demonstrando que a ativacdo desse tipo

celular contribui para a fisiopatologia da dor cronica (HANANI; SPRAY, 2020).

Apesar do progresso em relacdo as células gliais do SNC, em regides
periféricas como no sistema auditivo - onde as células gliais apresentam-se em
grande quantidade - ainda faltam evidéncias que demonstrem a contribuicao

ativa desses tipos celulares em relacdo a modulacdo da neurotransmissao.

1.1. CELULAS GLIAIS NO SISTEMA AUDITIVO PERIFERICO

O sistema auditivo dispde de uma via de sinalizacdo ascendente que
se inicia com a percepcao dos estimulos sonoros pela céclea na via auditiva
periférica, e se propagam pelas vias auditivas centrais até o cortex auditivo,
onde as informagbes sonoras sao interpretadas (Figura 1; APPLER;
GOODRICH, 2011). O tecido coclear € uma estrutura em formato de espiral
envolvida por uma camada Ossea que formando trés compartimentos
preenchidos por fluidos: a escala timpanica, a escala vestibular e a escala
média (Dror e Avraham, 2009; Ryan e Bauer, 2016). A coclea abriga o Orgéo
de Corti, uma regido banhada por endolinfa composta por diversos tipos
celulares, entre eles as Células Ciliadas Internas (CCIs) e as Células Ciliadas
Externas (CCEs). As CCls realizam a transducdo de estimulos sonoros e
propagam o sinal por meio de sinapses aferentes com Neurdnios do Ganglio
Espiral (NGESs).

Aproximadamente 90-95% dos Neurdnios do Ganglio Espiral (NGES)

periféricos sdo mielinizados pelas células gliais cocleares, representadas pelas
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células de Schwann e Células Satélite que envolvem os axbénios e corpo
celular dos NGEs, respectivamente. Ao longo de toda a via auditiva, os NGEs
estdo em contato proximo com as células gliais, responsaveis pela producao
de varias camadas de mielina fortemente compactadas que sdo essenciais
para a transmissao rapida e sincronizada de potenciais de agcdo (KOHRMAN et
al., 2021). Estudos recentes sugerem que a desregulacdo das células gliais no
nervo auditivo periférico implica em condi¢des patologicas graves como perdas
auditivas induzidas por sons de alta intensidade e por perdas auditivas
relacionadas a idade (AFFORTIT et al., 2021; AKIL et al., 2015; EL-BADRY;
MCFADDEN, 2009; PANGANIBAN et al., 2018; WAN; CORFAS, 2017). Diante
disso, sdo necessarias mais investigacdes sobre a fisiologia e a possivel
participacdo desses tipos celulares na funcdo auditiva em condi¢cdes

fisioldgicas ou patoldgicas.
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Figura 1. A via auditiva. (a) Representagdo esquemdtica do sistema auditivo
periférico, incluindo células de suporte préximas a células ciliadas e células gliais associadas a
neurdnios ganglionares que compdem o nervo auditivo. (b) Representacdo esquemética da via
auditiva central que leva as informac6es sonoras da coOclea até o cortex. (adaptado de
KOHRMAN et al., 2021).

Na coclea, alguns estudos demonstraram que a perda transitéria de
células de Schwann mielinizantes podem prejudicar o processamento sonoro
(BUDAK et al., 2021; WAN; CORFAS, 2017). O mecanismo pelo qual a perda
de células gliais impacta a funcdo auditiva ainda ndo estd elucidado,
reforcando a necessidade de investigacbes que busquem compreender a
maquinaria celular associada as células gliais e suas implicacdes no

processamento sonoro.

Além disso, as células de Schwann e células Satélite sdo importantes
para a plasticidade no sistema auditivo. Hurley et al., (2007) mostraram que
apos a inducéo de perda de células ciliadas hd uma degeneracdo continua de

NGEs, porém, as células de Schwann que envolvem esses neurbnios
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apresentam a capacidade de se desdiferenciar e re-mielinizar novos NGEs. De
modo semelhante, Wise et al., (2017) demonstraram que a desdiferenciagcéo
das Células de Schwann apés injuria, foi acompanhada pela formacédo de
processos gliais que apresentavam prolongamentos que se estendiam
aparentemente em uma tentativa de interagir com NGEs residuais. Em outros
ganglios sensoriais, ja foi visto que as células satélites também sdo capazes
de se regenerar e induzir a proliferacdo espontanea e regeneracdo de células
satélites, no entanto esse papel ndo é tdo claro no sistema auditivo periférico
(AVRAHAM et al., 2020). Nesse contexto, essa capacidade de recuperagao
rapida dos nervos periféricos apos injurias denota a plasticidade das células de
Schwann e mostra a interacdo complexa entre as células gliais e os axénios de
NGEs.

Somado a isso, estudos mais recentes destacam um papel crucial das
Células de Schwann para o desenvolvimento de NGEs, uma vez que estédo
envolvidas na migragdo, maturacdo e sobrevivéncia neuronal. As células de
Schwann produzem inerentemente pequenas quantidades de fatores
neurotroéficos, incluindo as neurotrofinas BDNF, Ntf3, neurotrofina-4/5 e NGF
para promover ou garantir a sobrevivéncia neuronal (HANSEN, et al., 2001,
MATTHEW J. PROVENZANO, SARAH A. MINNER, KAITLIN ZANDER, J.
JASON CLARK, CATHERINE J. KANE, STEVEN H. GREEN, 2012;
PETTINGILL; MINTER; SHEPHERD, 2008). Nesse contexto, Whitlon et al.,
(2009) observaram que as células de Schwann podem influenciar o estado de
diferenciagdo e crescimento dos neurdnios e controlar a orientagdo dos
axénios, proporcionando um ambiente favoravel ao crescimento. Além da
producdo de fatores neurotréficos, essas células também produzem e
secretam proteinas da matriz extracelular, como laminina e fibronectina, e
expressam moléculas de adesao celular em sua superficie (FROSTICK;
KEMP, 1998; REYNOLDS; WOOLF, 1993). Ressalta-se, por fim, que a
mieliniza¢do do circuito auditivo coincide com o desenvolvimento funcional do
sistema auditivo, reforcando um importante papel dessas células na fisiologia
coclear (LONG, 2018). Conforme descrito, as fungbes mais conhecidas das
células gliais no sistema auditivo periférico dizem respeito principalmente a
mielinizacdo, plasticidade e a producdo de neurotrofinas, no entanto, pouco se

sabe sobre o0 papel dessas células em relacgdo ao transporte de
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neurotransmissores na via auditiva.

1.2.NEUROTRANSMISSAO GLUTAMATERGICA E A VIA AUDITIVA

Ja é bem descrito que a transmissdo sinaptica na via auditiva
periférica € mediada principalmente pelo glutamato, um importante
neurotransmissor excitatério que € constantemente liberado pelas células
ciliadas internas de forma multivesicular e ativa receptores de glutamato em
neurénios ganglionares (GLOWATZKI; FUCHS, 2002). No SNC, ap0s ser
liberado, o glutamato pode atingir uma concentracdo de até 1mM na fenda
sinaptica e ativar seus receptores ionotropicos (iGIuRs) e metabotropicos
(mGIuRs) sendo em seguida removido da fenda sinaptica por meio da
atividade de transportadores de alta afinidade expressos, majoritariamente, na
membrana de astrocitos (CLEMENTS et al.,, 1992; VANDENBERG; RYAN,
2016). No entanto, o desbalanco na liberacdo e/ou na captacédo de glutamato
pode desencadear a excitotoxicidade glutamatérgica, caracterizada pela
ativacao excessiva de receptores ionotropicos de glutamato permeaveis a ions
e canais de Ca?* dependentes de voltagem (DONG; WANG; QIN, 2009). O
aumento de calcio intracelular leva a uma sobrecarga de calcio nas
mitocondrias, gerando um desbalanco oxidativo e subsequente morte celular
(VERMA,; LIZAMA; CHU, 2022).

No sistema auditivo periférico, estimulos sonoros de alta intensidade
induzem um inchacgo neuronal, que pode levar a degeneracdo e sinaptopatia
coclear mediadas pela excitotoxicidade glutamatérgica (Figura 2; DING et al.,
2021; HICKMAN et al., 2020; MA et al., 2021). Corroborando com isso, alguns
trabalhos demonstraram que a utilizacdo de antagonistas de receptores de
glutamato protege neurdnios contra a excitotoxicidade glutamatérgica,
sugerindo que a excitotoxicidade induzida pelo glutamato pode estar
relacionada a patologias auditivas (BASILE et al., 1996; PUEL et al., 1994).
Nesse contexto, ressalta-se a necessidade de sistemas de transporte na via
auditiva capazes de limitar a atividade glutamatérgica exacerbada e proteger

0s neurdnios que compdem a via auditiva dos danos excitotoxicos.



17

Corpo celular
de NGE

Figura 2: Excitotoxicidade mediada por glutamato na via auditiva periférica. (a)
Representacdo esquematica do sistema auditivo periférico, incluindo células de suporte
préximas a células ciliadas e células gliais associadas a neurdnios ganglionares que comp&em
0 nervo auditivo. (b) Ampliacdo da sinapse entre as células ciliadas e os neurdnios
ganglionares, demostrando um aumento na liberacdo multivesicular de glutamato que induz a
ativacdo excessiva de receptores de glutamato em NGEs e da inicio a excitotoxicidade
glutamatérgica e morte celular. (adaptado de Kohrman et al., (2021)

No SNC, grande parte dos transportadores de glutamato séao
expressos em células gliais e fazem parte do processo de metabolizacdo do
glutamato que ocorre por duas principais vias: 1) O glutamato é convertido a
glutamina por meio da acédo da enzima glutamina sintetase. A glutamina, por
sua vez, pode ser imediatamente liberada e captada por neurdnios, onde serve
como precursor para a sintese de neurotransmissores, como glutamato e
GABA. 2) Uma parcela significativa de glutamato € metabolizada a a-
cetoglutarato, um intermediario do acido tricarboxilico (TCA) que resulta na

producdo de uma significativa quantidade de ATP (SCHOUSBOE et al., 2014).
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De forma similar ao que é visto no SNC, no sistema auditivo periférico,
as células de suporte que se localizam ao redor das células ciliadas séo
reconhecidas por seu papel na captacdo e metabolizacdo de glutamato por
meio do ciclo glutamato-glutamina (GALE; JAGGER, 2012). Apesar de muitos
estudos apontarem para um protagonismo desse tipo celular na captacao de
glutamato na sinapse aferente coclear, poucas investigacdes foram feitas
acerca do papel das células gliais que envolvem o0s neurdnios ganglionares ao
longo de toda a via auditiva periférica (KOHRMAN et al., 2021; LI-DONG et al.,
2008; WAN; CORFAS; STONE, 2013). Eybalin, et al. (1996), demonstraram
que células de Schwann e Células Satélite expressam GInS, enzima que
catalisa a conversdo de glutamato em glutamina. Furness, et al. (1997)
observaram a expressao do transportador de glutamato GLAST, que no SNC é
o principal responsavel pela remocdo de glutamato extracelular (LEHRE;
DANBOLT, 1998). Tais resultados sugerem uma possivel participacdo das
células gliais na captacdo e metabolizacao de glutamato por meio de sistemas
de transporte, os quais podem contribuir para a regulacdo das concentracfes

extracelulares de glutamato ao longo da via auditiva.

No SNC, a principal via de captacéo de glutamato ocorre por meio de
transportadores dependentes (xac) e independentes de sodio (Xcc;
DANBOLT, 2001). Os transportadores dependentes de sédio sdo conhecidos
como transportadores de aminoacidos excitatorios (EAATS), e séao
responsaveis pela captacdo da maior parte do glutamato extracelular. Os
EAATS apresentam 5 subtipos de transportadores (EAAT1-5) representados,
em roedores, pelos transportadores GLAST, GLT-1, EAACL, EAAT4 e EAATS
(ROSE et al., 2018a). O sistema xac utiliza um gradiente de sodio e potassio
para remover o glutamato da sinapse e do espaco extracelular circundante, de
modo que a captacao de glutamato por esses transportadores € acoplada ao
influxo de trés ions Na*, H* e o efluxo de um ion K* (LEVY; WARR; ATTWELL,
1998; OWE; MARCAGGI; ATTWELL, 2006; ZERANGUE; KAVANAUGH,
1996). A maior parte do glutamato é removida da fenda sinaptica pelos
transportadores GLAST e GLT-1, os quais contribuem com mais de 80% da
captacdo total de glutamato no SNC, e ambas as proteinas sdo expressas
principalmente em células gliais no cérebro adulto e na medula espinhal
(VANDENBERG; RYAN, 2016). A alta capacidade de captacdo dos EAATs
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evita que os receptores de glutamato sejam sobrecarregados por altas taxas
de atividade excitatéria, e limita a difusdo de glutamato para fora das sinapses
(BEART; O’'SHEA, 2007; GONCALVES-RIBEIRO et al., 2019)

Na coclea, o GLAST é considerado o principal transportador
responsavel pela captacdo de glutamato na sinapse entre as células ciliadas e
0S neurdnios ganglionares, sendo expresso majoritariamente nas células de
suporte ao redor das células ciliadas (FURNESS; LEHRE, 1997; GLOWATZKI
et al., 2006). Apesar de ja ter sido descrita a expressdo de GLAST em células
de Schwann e Células Satélite, ndo foi investigada a contribuicéo funcional do
transportador nesse tipo celular (FURNESS et al., 2002; FURNESS; LAWTON,
2003; TAKUMI et al., 1997). No entanto, uma diversidade de autores tem
demonstrado que disfungcbes na captacdo de glutamato por meio do
transportador GLAST estédo relacionadas a patologias auditivas. Hakuba et al.
(2000) observaram uma perda auditiva exacerbada apos excessiva
estimulacdo acustica em camundongos knockout para GLAST, o0 que sugere o
papel protetor desse transportador no sistema auditivo. Além disso, dados
recentes mostraram que a auséncia do GLAST gera danos sinapticos em
camundongos que ndo foram expostos a hiperestimulagdo acustica,
reforcando o papel do transportador em um contexto fisioldgico (TSERGA et
al., 2020). Embora o sistema Xac, representado pelo GLAST, apresente uma
relevancia para a regulacdo da transmissao sinaptica glutamatérgica na
coclea, algumas evidéncias sugerem a existéncia de um outro sistema de
transporte de glutamato, possivelmente mediado pelo transportador Xce', que
também pode contribuir para a manutencdo da homeostase na via auditiva
(CHEN; KUJAWA; SEWELL, 2010).

Os transportadores independentes de sodio sédo representados
principalmente pelo sistema Xce', uma familia de transportadores que realizam
o antiporte de glutamato e cistina de acordo com o gradiente na propor¢ao de
1:1 (BRIDGES; NATALE; PATEL, 2012; DANBOLT, 2001). Embora o sistema
Xce™ transporte ambos os aminoacidos em ambas as dire¢des, em condigcbes
fisiologicas o sistema Xcc geralmente importa cistina enquanto exporta
glutamato (Figura 3; BANNAI, 1986; SATO et al., 2002). No SNC, alguns
trabalhos demonstraram que o glutamato liberado pelo transportador Xcc™ pode
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modular a neurotransmissdo glutamatérgica por meio da ativacdo de
receptores extra sindpticos, contribuindo para injurias excitotoxicas (ARMADA.-
MOREIRA et al., 2020). Em contrapartida, a captacdo de cistina pelo Xcc™ faz
com que sua atividade esteja atrelada a protecdo do tecido contra o estresse
oxidativo, uma vez que a cistina é utilizada pela maioria das células para
sintetizar a glutationa (GSH), um dos principais antioxidantes end6genos no
cérebro (CALABRESE; MORGAN; RIEMER, 2017; CHO; BANNAI, 1990;
FOURNIER et al., 2017; SEIB; PATEL; BRIDGES, 2011; SHIH et al., 2006).
Nesse sentido, um conjunto de dados aponta para o envolvimento do sistema
Xce™ na (i) sintese de GSH e, assim, no aumento das defesas intracelulares
contra o estresse oxidativo; (ii) na modificacdo do meio redox extracelular; e

(i) na regulacédo do nivel de glutamato extracelular.
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Figura 3: Estrutura e funcéo do transportador Xce™ O sistema Xce™ funciona como um
antiportador de cistina/glutamato que, geralmente, capta cistina enquanto libera glutamato. O
transportador Xce™ € um heterodimero que consiste na subunidade xCT, que medeia a
atividade antiportadora do sistema Xce', € na subunidade 4F2HC, responsével por ancorar o
XCT a membrana plasmatica e manter a estabilidade da proteina xCT. A cistina extracelular é
importada para a célula através do xCT e, em seguida, é convertida em cisteina através de
uma reacdo de redugdo que consome NADPH. Subsequentemente, a cisteina é utilizada para
sintetizar GSH através de um processo de duas etapas. A cisteina forma y-glutamilcisteina em
conjugagédo com glutamato na primeira etapa catalisada por y-GCS. A segunda etapa envolve
a adigdo de uma molécula de glicina para produzir GSH a partir da acdo da GS. A sintese de
GSH a partir de cisteina é necessaria para manter o equilibrio redox e a liberagdo nao
vesicular de Glu pelo transportador pode atuar potencialmente na sinalizacdo neuronal

(adaptado de Koppula, et al., 2021).
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Disturbios na homeostase do glutamato e no estado redox tém sido
associadas a varios estados patologicos tanto no SNC quanto no SNP,
podendo levar a mudancas generalizadas na atividade sinaptica (CHEN;
KUKLEY, 2020; FETONI et al.,, 2019; INQUIMBERT et al., 2012; LAU;
TYMIANSKI, 2010; MAHMOUD et al., 2019; MATUTE; DOMERCQ;
SANCHEZ-GOMEZ, 2006a). No sistema auditivo, sabe-se que condicdes de
estresse, como exposicdo ao ruido, andxia e tratamento com drogas
ototoxicas, geram um aumento da liberacdo de glutamato que resulta em
excitotoxicidade, quadro que esta clinicamente ligado a etiologia de uma série
de disturbios auditivos (BASILE et al.,, 1996; BOERO et al., 2021; FRYE;
RYAN; KURABI, 2019; HENDERSON et al.,, 2006; KIM et al., 2019;
ROBERTSON, 1983; YU et al., 2016). Chen et al., (2010) demonstraram que a
inibicdo dos transportadores de glutamato dependentes de sodio in vivo, ndo
altera a funcdo coclear, sugerindo a participacdo de outros mecanismos de
captacdo de glutamato na coéclea capazes de compensar a falta de atividade
dos EAATSs. O principal componente que poderia estar associado ao fenébmeno
descrito anteriormente é o transportador de glutamato independente de sodio
Xcae™. Nesse sentido, uma vez que o Xce ndo pertence a familia dos EAATS,
sua funcionalidade n&o seria alterada diante da inibicdo desses
transportadores, o que poderia justificar uma possivel captacdo do excesso de
glutamato extracelular por meio do Xcc e a minimizagdo dos danos

excitotéxicos e das alteracdes na funcéo auditiva.

Uma vez que a co6clea apresenta sinapses glutamatérgicas
constantemente ativas e um padréo de disparo neuronal continuo, ha uma alta
suscetibilidade dessa regido a danos excitotoxicos e estresse oxidativo
mediados por glutamato que podem culminar em patologias
auditivas(GUITTON; DUDAI, 2007; KIM et al., 2019; L. POIRRIER et al., 2010;
MOSER; PREDOEHL; STARR, 2013; SEBE et al., 2017). Visto que j& é bem
descrito que transportador Xcc® desempenha um papel particularmente
significativo na manutencdo da capacidade antioxidante enddgena devido a
sintese de GSH a partir da captacao de cistina, € possivel que o transportador

seja crucial para manter o estado redox na coclea (CONRAD; SATO, 2012).
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Em modelo ex vivo do tecido coclear exposto a estresse oxidativo, foi
demonstrado que houve uma regulacao positiva da expressdo da subunidade
XxCT, que € a proteina especifica para o transportador de glutamato
independente de sédio Xce™ (CHEN et al., 2015; LI et al., 2015). Esses dados
sugerem uma possivel participacdo do sistema Xce™ ha coOclea, no entanto
esses estudos ainda nao sdo capazes de descrever a localizagcdo e

funcionalidade desse transportador a nivel celular.

A caracterizacdo de sistemas de transporte de glutamato na coclea
mostra-se essencial para a melhor compreensao dos mecanismos subjacentes
a desregulacdo glutamatérgica e o desbalanco oxidativo nessa regido. Uma
vez que as células gliais estdo em contato intimo com neurdnios ao longo de
toda a via auditiva, a expressdo e a atividade do transportador de cistina-
glutamato na glia coclear pode ser essencial para a regulacdo da transmisséo
sinaptica e manutencdo do estado redox no sistema auditivo periférico
(KOHRMAN et al., 2021; LOCHER et al., 2014). Dessa forma, destaca-se a
necessidade de caracterizar o papel das células gliais cocleares em relagao a

atividade de sistemas de transporte de glutamato.

Nesse sentido, o modelo in vitro de células gliais da coclea apresenta-
se como uma ferramenta essencial para a compreensdo dos mecanismos de
transporte de glutamato nesse tipo celular, uma vez que reproduz algumas das
caracteristicas do tecido observadas in vivo (HANSEN et al., 2001; WHITLON
et al., 2009). Durante o periodo poés-natal, a coclea de camundongos
apresenta-se pouco calcificada, facilitando a dissecacdo e o isolamento do
tecido de outras estruturas presentes na regido. Embora as células gliais
estejam préximas a uma diversidade de outros tipos celulares no tecido
coclear, o protocolo de dissecacdo e purificacdo de células gliais da céclea
(adaptado de Hansen et al., 2001) garante uma alta quantidade de células
gliais apés 5-7 dias in vitro. Portanto, no presente trabalho buscamos avaliar a
contribuicdo das células gliais da coclea para o transporte de glutamato a partir
da caracterizagcdo da expressédo e atividade de sistemas de transporte de

glutamato presentes nesse tipo celular.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL
Caracterizar a expressao e atividade do transportador de glutamato Xcc™ em

células gliais obtidas do tecido coclear.

2.2.OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar quais sistemas de transporte de glutamato apresentam
atividade em células gliais da coclea;

Estabelecer a contribuicdo do transporte de glutamato dependente e
independente de sbédio em células gliais cocleares;

Avaliar a participacao do transportador de glutamato Xcc™ no transporte
de glutamato em células gliais da céclea;

Verificar a expressao do transportador Xcc em células gliais da coclea.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 CULTURA PRIMARIA DE CELULAS GLIAIS DA COCLEA
Neste estudo foram utilizados camundongos da linhagem Balb/C (P1-

P2) adquiridos do Biotério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da
Universidade Federal do Para (UFPA). Todos os protocolos foram aprovados
pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) sob o protocolo
(CEPAE 140-13). Os animais foram decapitados e foi realizada a dissecacao
da coclea conforme descrito por Hansen, et al. (2001). Apds a dissecacao, 0s
tecidos cocleares foram dissociados em 500uL de tripsina 0,05% durante 5
minutos e, em seguida, foi adicionado 1 mL de Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) suplementado com 10% de Soro Bovino Fetal (SBF) a fim de
neutralizar a acdo enzimatica da tripsina. Posteriormente, realizamos a
dissociacdo mecéanica utilizando pipeta automética de 5000uL e,
subsequentemente, foram adicionados 4 mL de DMEM + 10% SBF. Foram
utilizadas placas de 24 pogos nas quais foi distribuido 250uL do homogenato
de células e 350uL de DMEM +10% FBS por poco. As células foram cultivadas
em meio DMEM + 10% FBS, mantidas durante 7 dias em estufa com 5% de
CO2 a 37°C e a troca de meio foi realizada a cada trés dias até as células
atingirem a confluéncia ideal para a realizacdo dos ensaios (adaptado de
Oliveira, et al., 2019).

3.2 CULTURA PRIMARIA DE ASTROCITOS CORTICAIS
Para a cultura primaria de astrécitos, camundongos Balb/C neonatos (P0-P3)

foram obtidos do Biotério Central do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
(Universidade Federal do Pard). Todos os protocolos foram aprovados pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) sob o protocolo (CEPAE
140-13). O cortex dos animais foi dissecado em meio isento de célcio e
magnésio e dissociado mecanicamente com o0 auxilio de uma pipeta em
DMEM+10% Soro Fetal Bovino. A suspensdo de células resultante deste
processo foi utilizada para plagueamento em placas de 12 pocos (3,5 cm?) a
uma densidade de 1,5x10% células por cm?. As células foram entdo mantidas
em DMEM+10% FBS em estufa de CO2 (37°C — 5% CO2/95% 0O2). A primeira
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troca de meio foi realizada 24 horas apés o plagueamento, e depois a cada 3-4

dias in vitro, e as células atingiram a confluéncia entre 12 e 15 dias in vitro.

3.3 DROGAS E REAGENTES

Para os ensaios de liberacdo e captagcao de glutamato foram utilizados
0s reagentes: L-cisteina ((R)-2-Amino-3-mercaptopropionic acid, 97% de
pureza; CAS: 52-90-4), substrato para o transportador Xcc, € 0 antagonista
seletivo do transportador Xcc', &cido a-aminoadipico (DL-a-Aminoadipic acid),
98% de pureza; CAS: 542-32-5) ambos adquiridos de Sigma Aldrich - S&o
Paulo. Para os ensaios de imunofluorescéncia, foram utilizados os anticorpos:
anticorpo primario anti-xCT (Abcam; ab216876); anticorpo secundario anti-
AlexaFluor488 (abcam; ab150077).

3.1.AVALIACAO DO TRANSPORTE DE GLUTAMATO

3.1.1. ENSAIO DE LIBERAQAO DE GLUTAMATO
Apos atingir a confluéncia total, as culturas foram submetidas ao ensaio

de liberacdo de glutamato para posterior dosagem do neurotransmissor por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (MORAES et al., 2012). Para o ensaio
de liberacdo de glutamato, as células foram lavadas com 500uL de Hank’s
balanced salt solution (HBSS) que consiste (em mM): NaCl 128, MgClz 1, CaClz
2, glicose 12 e HEPES 20, com pH ajustado para 7.4 com KOH 1N. Os grupos
utilizados para o ensaio de liberacdo de glutamato foram: 1. NaCl, no qual as
células foram incubadas com HBSS contendo NaCl; 2. LiCl, no qual as células
foram incubadas com HBSS contendo LiCl; 3. Cys 500uM, no qual as células
foram incubadas com 500uM de cisteina diluida em HBSS contendo LiCl. Apés
20 minutos de incubacdo em estufa de CO2 a 37°C o meio de incubacéo foi
coletado e armazenado em -80°C para posterior preparo e dosagem das

amostras por cromatografia liquida (Figura 4).
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Figura 4: Esquema representativo dos procedimentos para o ensaio de liberacéo
de glutamato. (1) Grupos experimentais; (2) Solu¢des de incubacgéo; (3) Coleta das amostras;

(4) Armazenamento das amostras. (Figura: Autoral; llustragdo produzida em BioRender.com).

3.1.2 ENSAIO DE CAPTACAO DE GLUTAMATO
Por sua vez, para avaliar a captacdo de glutamato, os pocos foram

lavados com 500pL de Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) que consiste (em
mM): NaCl 128, MgClz 1, CaClz 2, glicose 12 e HEPES 20, com pH ajustado
para 7.4 com KOH 1N. Para os experimentos sem sodio, foi feita a substituicdo
equimolar de NacCl por LiCl. No ensaio de captacdo de glutamato, a todas as
solugdes de incubacao foi adicionada uma concentragéao de glutamato de 50uM
(Moraes, et al., 2012). Os grupos experimentais utilizados para o ensaio de
captacdo de glutamato em células gliais cocleares foram: 1. NaCl (incubacéo
com HBSS contendo NaCl; 2. LiCl (incubacdo com HBSS contendo LICl); 3.
Cys 500uM (incubacdo com cisteina diluida em HBSS contendo LICl); aAA
500uM (pré-incubacdo de 10 minutos com aAA 500uM diluido em HBSS
contendo LICl, seguido por incubacdo com HBSS contendo LiCl); e Cys 500uM
+ oAA 500uM, (pré-incubagdo de 10 minutos com aAA 500uM diluido em
HBSS contendo LiCl, seguido por incubacdo com cisteina 500uM diluida em
HBSS contendo LiCl). Apds 20 minutos de incubacéo em estufa de CO2a 37°C
0 meio de incubacdo foi coletado e armazenado em -80°C para posterior
preparo e dosagem das amostras por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(Figura 4). A captagao de glutamato foi determinada através da quantificagdo
da diferenca entre as concentracdes inicial e final de glutamato no meio de

incubacéo.
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Figura 5: Esquema representativo dos procedimentos para o ensaio de captagcdo de
glutamato. (1) Grupos experimentais; (2) Solu¢des de incubacéo; (3) Coleta das amostras; (4)

Armazenamento das amostras. (Figura: Autoral; llustragdo produzida em BioRender.com).

3.1.3 DOSAGEM DE GLUTAMATO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
ALTA EFICIENCIA (CLAE)

Para a andlise das amostras obtidas nos ensaios de liberacdo e captacao,
foi realizada a preparacdo das amostras e dosagem de glutamato em
Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE), como descrito por Moraes, et
al (2012). Para a precipitagdo de proteinas nas amostras, foram adicionados 20
uL de &cido tricloroacético (TCA) 1% a 500 pyL da amostra, seguida de agitacao
em agitador vortex e centrifugacdo a 5000 rpm por 10 minutos. Em seguida, foi
realizada a coleta de 300uL do sobrenadante, adicionado 20 pL do padréo
interno (homoserina) e homogeneizados em seguida, com o intuito de melhorar
a precisdo e exatiddo da andlise por CLAE. Por fim, as amostras foram
misturadas com Tampédo Borato (pH 9.5) e submetidas ao processo de
derivatizacdo com O-phtaldehyde, que tem como objetivo aumentar a
sensibilidade da deteccéo pelo cromatografo (Moraes, et al 2012).

ApOs o processo descrito previamente, as amostras foram injetadas em
um sistema de CLAE com gradiente para eluicdo da fase mével A, composta
por tampéao acetato de sodio, metanol e propanol (95% de tampéao acetato com
pH 5,67; 5% de metanol e 12 mL de propanol para cada litro de fase A) e fase
B, constituida por metanol 70 %, fluxo de 1 ml/min, eluicdo de 25 minutos,
detector de fluorescéncia, comprimento de onda de excitagcdo 340 nm e
emissao de 460 nm. Por fim, os niveis de glutamato liberado e captado foram
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quantificados utilizando como referéncia uma curva de calibragéo de glutamato

previamente estabelecida.
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Figura 6: Esquema representativo do método para deteccdo de aminoécidos por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada ao detector de fluorescéncia. (1) Fase moével
(2) Bomba de pressao, (3) Alca de injecdo da amostra, (4) Coluna analitica/Fase Estacionéria,
(5) Detector, (6) Sistema de aquisicdo de dados. Figura: Autoral; llustracdo produzida em

BioRender.com).

3.2 DOSAGEM DE PROTEINA
ApoOs a retirada do meio de incubacdo, 300 pyL de NaOH 1N foi

adicionado aos pocos e as células foras raspadas do fundo da placa com
auxilio de pipeta automatica. As amostras foram entdo armazenadas em
microtubos e apdés 24h submetidas a dosagem de proteina pelo método
descrito por Bradford (1976). Este método consiste na interacdo entre o corante
azul de coomassie e as proteinas da amostra de modo que a reagao provoca a
mudanca do corante da sua forma cationica (coloragdo marrom) para a forma
anidnica (coloracéao azul), de acordo com a quantidade de proteinas presente
na reacdo. Durante o ensaio, pipetamos em triplicata na placa de 96 pogos
uma quantidade de 5uL de cada amostra e 15uL de agua ultrapura por poco.
Em seguida, foi adicionado aos pocos 200uL do reagente de Bradford (100mg
de Coomassie Brilliant Blue, 50ml de etanol 95% e 100mL de &cido fosforico

85%) e a reacdo ocorreu durante 5 minutos a temperatura ambiente. Em
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seguida, a placa foi lida em espectofotdbmetro em um comprimento de onda de
595nm e as concentracdes de proteina (pg/mL) foram determinadas pela

comparacao com uma curva padréo de albumina sérica bovina (BSA).

3.3 ENSAIO DE IMUNOFLUORESCENCIA
Com o intuito de caracterizar a expressdo do transportador de

glutamato independente de sodio na cultura de células gliais, foi realizada a
marcacao com o anticorpo especifico para o transportador Xcc™. ApOs atingirem
confluéncia ideal, as células foram lavadas com tampéo fosfato (PBS 0,1M; pH
7,2) e fixadas em 1mL de metanol por trés vezes com intervalos de 10 minutos
a cada lavagem. As células foram incubadas durante 2 horas com a solucao de
bloqueio contendo 10% de soro de coelho e 2,5% de Triton X-100, 0,3 M de
glicina, 1% de DMSO e 1% de soro bovino (BSA) diluidos em PBS (0,2M). Em
seguida, as células foram incubadas com o anticorpo primario anti-xCT (1:500)
durante 12 horas a 4°C e entdo submetidas a lavagens com PBS e incubadas
durante duas horas, a 37°C, com o anticorpo secundario anti-AlexaFluor 488
(1:1000). Posteriormente, foi realizada a incubacédo com o marcador de nucleo
celular DAPI (4,6-diamidina-2- fenilindol) durante dois minutos, em seguida as
células foram colocadas em meio de montagem (Fluroshield) e visualizadas em
microscopio de fluorescéncia (Nikon - ECLIPSE Ni). A presenca de células de
Schwann na cultura de céclea foi confirmada em dados publicados
anteriormente por nosso grupo a partir da sobreposicdo de marcacéo entre os

ndcleos celulares marcados com DAPI e a proteina S100 (Oliveira et al., 2019).

3.4 ANALISE ESTATISTICA
Os dados foram apresentados como porcentagem do controle e a

comparacao entre dois grupos foi analisada por teste t-student ndo pareado. A
comparacao entre multiplos grupos foi feita por Analise de Variancia de uma via
seguido do pos-teste de Tukey. Todos os dados foram normalizados por meio
do teste de Shapiro-Wilk e as andlises foram realizadas com o software
GraphPad Prism versédo 9.3.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA),
considerando *p<0,05 como significante.
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4. RESULTADOS

4.1 CELULAS GLIAIS DA COCLEA APRESENTAM UM MECANISMO DE
CAPTACAO DE GLUTAMATO INDEPENDENTE DE SODIO

No presente estudo, utilizamos um modelo in vitro de cultura primaria
de células gliais da céclea, utilizando um protocolo que no qual a maioria das
células obtidas apresenta marcacdo positiva para S100 - uma proteina
majoritariamente expressa em células gliais (Oliveira et al., 2019). Na figura 8
estdo representadas as fotomicrografias representativas de culturas primarias
da coéclea com 5 dias in vitro (Figura 7A) e 7 dias in vitro (Figura 7B) que
demonstram a morfologia caracteristica de células gliais durante o periodo de

cultivo.

\zl 7 DIV

5 DIV

Figura 7: Fotomicrografia representativa de cultura de células gliais da coclea com A: 5 dias in
vitro (aumento de 400x). e B: 7 dias in vitro em B (aumento de 200x).

Considerando que a principal caracteristica dos sistemas de transporte
de glutamato é a dependéncia ou ndo de sodio, buscamos verificar a
responsividade das células gliais em ambas as condi¢cbes. Nesse sentido, apos
atingirem a confluéncia ideal, as células gliais cocleares foram submetidas ao
ensaio de captacdo de glutamato na presenca e auséncia de sédio, sendo feita
a substituicdo equimolar do Cloreto de Sédio (NaCl) por Cloreto de Litio (LICl)
guando necessario. Em nossos resultados, observamos que =70% do
glutamato total foi captado no grupo LiCl (Figura 8; NaCl 100 + 24.99 vs. LiCl
70.19 £ 12.69, df=11, p(bilateral) = 0,0179), sugerindo a atividade de um
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mecanismo de transporte de glutamato independente de sddio que parece
contribuir de forma relevante para a captacdo total de glutamato na céclea
(Figura 8).

140 *

1204

Captacdo de glutamato (% do controle)

NacCl LiCl

Figura 8: Avaliacdo da captagdo de glutamato na presenca e auséncia de sédio em cultura de
células gliais obtidas do tecido coclear de camundongos neonatos. As células gliais da céclea
apresentaram uma captacao de glutamato expressiva em meio sem sodio quando comparada
ao grupo controle, evidenciando a presen¢ca de um componente independente de sédio na
captacdo de glutamato nesse tipo celular. Valores expressos como porcentagem do controle
NaCl (n=7) vs LiCl (n=6). (Teste t de Student. *p<0,05).

Para comparar a atividade dos sistemas de transporte em diferentes
tecidos, comparamos a captacdo de glutamato entre culturas primarias de
células gliais da céclea e astrocitos do cortex na presenca e auséncia de sodio
(Figura 9). Nossos dados mostraram uma discreta captacdo de glutamato de
~3% em relacdo ao controle (Figura 9B; NaCl 100 + 24.42 vs. LiCl 3.40 + 3.29,
df = 9, p(bilateral) = 0,0001), corroborando com alguns dados ja observados na
literatura e demonstrando que a captacdo de glutamato independente de sodio
por células gliais corticais tem uma contribuicdo distinta da que observamos em
células gliais cocleares. Em conjunto, esses resultados reforcam a hipotese de
que a contribuicdo dos sistemas de transporte de glutamato ocorre de forma
diferenciada de acordo com o tecido em que estdo localizados e sugerem que
na glia da coclea ha uma participacdo proeminente do sistema independente

de sbdio, quando comparado aos astrocitos corticais.
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Figura 9: Atividade diferencial dos sistemas de transporte de glutamato em cultura primaria de
células gliais da céclea e cultura primaria de astrocitos do cortex. (A) Nas células gliais
cocleares houve uma expressiva captagéo de glutamato no grupo LiCl em relacdo ao controle,
sugerindo a participacdo relevante de um mecanismo independente de sédio no transporte de
glutamato nesse tecido (B) Em astrécitos corticais houve uma captacdo de glutamato discreta
no grupo LiCl quando comparado ao controle, sugerindo uma menor contribui¢do do sistema
de transporte de glutamato independente de sédio nesse tipo celular em relagdo as células
gliais cocleares. A: Valores expressos como porcentagem do controle NaCl (n=6) vs LiCl (n=7).
Teste t de Student *p<0,05) e B: Valores expressos como porcentagem do controle NaCl (n=3)
vs LiCl (n=3; Teste t de Student. *p<0,05)

4.2 O TRANSPORTADOR Xce© MEDEIA O TRANSPORTE DE
GLUTAMATO INDEPENDENTE DE SODIO EM CELULAS GLIAIS DA
COCLEA

Visto que observamos uma atividade proeminente do sistema de
transporte de glutamato independente de sddio, buscamos investigar se o
componente responsavel pelo efeito que observamos seria o transportador Xce’
- principal representante da familia de transportadores de glutamato
independente de sédio no SNC. Para tanto, as células foram incubadas por 10
minutos em meio sem sodio com 500 uM de aAA, um inibidor competitivo do
transportador Xcc. Os resultados demonstraram que a inibicdo do
transportador Xcc™ reduziu em =80% a captacdo de glutamato em relacdo ao
grupo controle (Figura 10; 4; LiCl 100 +10.42 vs. aAA 500 uM 20.39 + 1.56; F
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(3, 9) = 53,46; p =0.0001), ratificando a hip6tese de que o transportador Xcc

apresenta uma atividade funcional em células gliais da coclea.

140 =
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Figura 10: O transportador Xce medeia o transporte de glutamato independente de sddio em

células gliais da coclea. A exposicao de células gliais ao aAA, inibidor seletivo do transportador
XcaG,, reduziu significativamente a captacdo de glutamato independente de sddio. Dados

expressos em porcentagem em relacéo ao controle. **** p< 0,001 vs aAA 500uM (LiCl (n=6) vs
aAA (n=2). (Teste t-student).

Somado a isso, avaliamos o efeito da incubacéo das células gliais com
cisteina, um reconhecido substrato do transportador Xcec. Em nossos
resultados observamos que a incubagdo com cisteina em meio sem sodio
gerou uma reducao de =65% na captacéo de glutamato quando comparada ao
grupo controle (Figura 11; LiCl 100 = 10.42 vs. Cys 500 uM 32.53 * 6.89; (F (3,
9) = 53,46; p = 0.0001), demonstrando que o0 uso de um substrato do
transportador deslocou a captacdo de glutamato e reforcando a ideia de uma
possivel atividade do Xcc™ nas células gliais da coclea. Da mesma forma, o pré-
tratamento com aAA e a subsequente incubagdo com cisteina (500 pM) para o
ensaio de captacdo de glutamato, resultou em uma diminuicao significativa da
captacdo de glutamato em =85% (Figura 11; LiCl 100 + 10.42 vs. aAA+ Cys
500 uM 12.26 + 14.03; F (3, 9) = 53,46; p =0.0001).
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Figura 11: Efeito da incubacdo com Cisteina (500 puM) e aAA (500 puM) na captagdo de
glutamato independente de sodio em cultura de células gliais obtidas do tecido coclear de
camundongos neonatos. Houve uma reduc¢éo significativa da captacdo de glutamato no grupo
exposto a cisteina isoladamente e, de forma similar, no grupo exposto de forma combinada
com cisteina e aAA. Valores expressos como porcentagem do controle LiCl (n=4); aAA 500 uM
(n=2); Cys 500uM (n=3); aAA + Cys (n=4) **** p< 0,0001 vs controle/LiCl; ANOVA uma via

seguido de pOs-teste Tukey.

Além disso, verificamos que a incubagdo com cisteina aumentou em =250% a
liberacdo de glutamato em relacdo ao grupo LIiCl (Figura 12). Em conjunto,
esses dados demonstram que as células gliais da coclea apresentam uma
maquinaria de transporte de glutamato sensivel a cisteina mesmo em um
ambiente onde ndo ha a presenca de transportadores de glutamato
dependentes de sodio, reforcando a hipétese da possivel atividade do

transportador xce™ na glia coclear.
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Figura 12: Efeito da incubagdo com Cisteina (500 pM) na liberagdo de glutamato independente
de sédio em cultura de células gliais obtidas do tecido coclear de camundongos neonatos. A
incubacéo das células gliais da céclea com cisteina em meio sem sédio induziu um aumento na
liberacdo de glutamato. Valores expressos como porcentagem do controle Ctrl/NaCl (n=4) vs
Cys 500uM (n=4). *p< 0,05 vs NaCl.; LiCl (n=3); Cys 500uM (n=4). (ANOVA, pos-teste Tukey).

4.3 CELULAS GLIAIS COCLEARES EXPRESSAM O TRANSPORTADOR
DE GLUTAMATO INDEPENDENTE DE SODIO Xcg

Conforme observado em nossos resultados anteriores, a exposi¢cao das
células gliais da céclea a um substrato do transportador Xcc™ e a inibicao
seletiva do transportador, ambos na auséncia de sodio, modulam o transporte
de glutamato. Esses dados reforcam a hipétese de que as células gliais da
cOclea apresentam um sistema de transporte de glutamato independente de
sodio mediado pelo transportador Xcc™ Nesse sentido, com o intuito de reiterar
a participacdo do transportador Xce™ em células gliais da coéclea, realizamos a
imunomarcacdo com anticorpo especifico para a subunidade catalitica XxCT que
€ especifica para o transportador Xcc, € com o marcador de nucleo celular
DAPI (Figura 13).

Em nossos resultados, verificamos que as células gliais apresentaram
marcacgao positiva para o transportador de glutamato Xce', ratificando os dados
anteriores. Em conjunto, demonstramos pela primeira vez que as células gliais
da coclea apresentam um sistema de transporte de glutamato funcional

mediado pelo transportador de cistina e glutamato Xcec, cujas funcdes
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relacionadas a regulacao das concentracdes extracelulares e a manutencéo do

estado redox podem ser essenciais para a homeostasia coclear.

50pm

Figura 13: Avaliacdo da imunomarcacao para o transportador Xcec™ em células gliais cocleares.
a) Controle negativo; b) Marcacao com DAPI do nucleo de células gliais; ¢) Células marcadas
positivamente para a subunidade xCT; d) Sobreposicdo de imagens demonstrando a co-

localizagdo de DAPI e xCT.
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5. DISCUSSAO

5.1 TRANSPORTE DE GLUTAMATO EM CELULAS GLIAIS DA COCLEA
Nossos resultados mostram, pela primeira vez, que as células gliais do

sistema auditivo periférico apresentam os sistemas de transporte de glutamato
dependente e independente de sddio, sendo o transporte independente
mediado pelo sistema Xcec. De modo semelhante aos nossos resultados,
Eybalin et al. (1983) observaram que as células gliais apresentavam ambos os
sistemas de transporte de glutamato. No entanto, tais resultados ndo foram
capazes de elucidar a contribuicdo de cada sistema de transporte para a
captacdo de glutamato na via auditiva, e quais componentes poderiam mediar
esse mecanismo ha presenca ou auséncia de soédio. Nesse contexto, Furness
e Lehre (1997) demonstraram que as células de Schwann da céclea
expressam o transportador GLAST, responsavel pela maior parte da captacédo
de glutamato no SNC. Esse resultado € promissor visto que demonstra que as
células gliais possuem a maquinaria necessaria para realizar o transporte de
glutamato, porém a atividade funcional desse transportador nas células gliais
cocleares ndo foi elucidada. Nesse sentido, embora as células gliais se
apresentem em grande nimero e se distribuam ao longo de toda a via auditiva,
h& poucos avancos no que tange a investigacdo do papel dessas células na
regulacdo da neurotransmissao glutamatérgica no sistema auditivo. Por isso,
baseado em estudos in vitro e in vivo, formulamos a hipétese que as Células
Gliais da Céclea (CGCs) apresentam a expressado e atividade de sistemas de
transporte de glutamato cujos componentes podem contribuir para a
manutencdo da homeostase na via auditiva em um contexto fisiolégico e/ou

patolégico.

A presenca e atividade funcional do sistema de transporte de glutamato
dependente de sodio na coclea foi amplamente descrita em células de suporte
ao redor de células ciliadas, sendo representada majoritariamente pelo GLAST
(FURNESS; LAWTON, 2003; WAN; CORFAS; STONE, 2013). Por outro lado,
apesar da expressao deste transportador ja ter sido descrita na glia da coclea,
ha poucas evidéncias que suportem um papel funcional do GLAST para a
captacdo de glutamato nessas ceélulas. Nesse sentido, nosso trabalho contribui

para a literatura ao demonstrar que cerca de =30% da captagcéo de glutamato
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decorre da atividade de um sistema de transporte de glutamato dependente de
sodio. De forma similar ao que encontramos em nossos resultados, Eybalin et
al. (1983) observaram em seus estudos auto-radiograficos que as CGCs
apresentaram uma marcacao de glutamato relevante na presenca de sédio. Em
conjunto, esses dados sugerem que as células gliais cocleares apresentam um
sistema de transporte de glutamato dependente de sdédio, possivelmente
mediado por GLAST, cuja expressdo ja foi descrita nesse tipo celular. No
entanto, € necessaria uma avaliacdo farmacologica mais detalhada a fim de
elucidar o componente responséavel pelo transporte de glutamato dependente
de sodio nas CGCs.

Em relacdo a avaliacdo do transporte de glutamato independente de
sédio em células gliais da coOclea, nossos resultados demonstraram uma
captacao de glutamato expressiva em torno de 70%, sugerindo a atividade de
um mecanismo de transporte independente de sodio. Conforme
extensivamente relatado na literatura, o sistema de transporte Xcc™ € o principal
representante da familia de transportadores de glutamato independentes de
sédio, fato que reforca a hipotese de que o transportador pode ser responsavel
por mediar o fendmeno observado em nossos resultados (BANNAI, 1986;
BRIDGES et al, 2012). Nossos dados, entretanto, contrastam com o
observado no trabalho de Eybalin et al. (1983), no qual foi observado uma
marcacado discreta de glutamato no meio sem sédio em células gliais. No
entanto, apesar dos dados obtidos por Eybalin (1983) aparentemente
divergirem com o que observamos em nossos resultados, € importante
ressaltar que ambos os estudos demonstraram a existéncia de sistemas de

transporte de glutamato dependente e independente de s6dio em CGCs.

5.2 ATIVIDADE DIFERENCIAL DO TRANSPORTADOR Xca
Em nossos resultados, observamos que as células gliais da coclea apresentam

um mecanismo de transporte de glutamato independente de sédio expressivo,
possivelmente mediado pelo transportador Xce™. Esse transportador se localiza
majoritariamente em células gliais, apresentando um papel bem caracterizado
no SNC em relacdo a regulacdo da concentragdo de glutamato extracelular e a
manutencao do estado redox (KUPCHIK et al., 2012; LIU; XIA; HUANG, 2020;
LIU et al., 2020; MASSIE et al., 2015; MORAN et al., 2005). Algumas
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evidéncias sugerem que a atividade desse transportador parece ser
proeminente em regides com maior susceptibilidade ao estresse, a exemplo de
células da retina e de gliomas. Oliveira et al. (2010), por sua vez,
demonstraram que o sistema Xcg™ contribui com cerca de =50% do transporte
de glutamato em células gliais da retina, regido constantemente exposta a
danos oxidativos mediados por glutamato. De forma similar, em gliomas
mostrou-se que o sistema Xce™ contribui com cerca de =55% da captacdo de
glutamato independente de sodio, além de estar associado a manutencdo de
altos niveis de glutationa e subsequente regulacdo redox (CHO; BANNAI,
1990; SHIH et al., 2006). Além disso, € bem descrito que a exposicdo de
células a desbalanco redox leva a um aumento da expressao do transportador
Xce™ fato que pode ser justificado devido ao papel do Xce na captacdo de
cistina, um precursor do antioxidante enddégeno glutationa cuja principal funcao
diz respeito a manutencado o estado redox ((CONRAD; SATO, 2012; HABIB et
al., 2015).

Considerando esse cenario, uma vez que o sistema auditivo esta
continuamente exposto a excitotoxicidade mediada por glutamato e estresse
oxidativo, é razoavel propor que as CGCs apresentem uma maquinaria
responsavel por limitar os danos associados a esses fenbmenos por meio da
regulacéo das concentracdes extracelulares de glutamato (BOERO et al., 2021;
HENDERSON et al., 2006; L. POIRRIER et al., 2010). Nossos dados, conforme
anteriormente descrito, corroboram com essa hipétese apontando uma
contribuicdo proeminente do sistema Xcc™ de cerca de 70% na captagéo de
glutamato independente de sodio na glia coclear. Em contraste, quando
avaliamos o transporte de glutamato em astrécitos do cortex, localizados em
uma regido do SNC que nédo esta diretamente exposta a estimulos nocivos,
observamos uma discreta captacdo de glutamato independente de sédio de
=3%. Coletivamente, esses dados reforcam a hipotese de que a atividade do
sistema de transporte de glutamato independente de sodio mediada pelo
sistema Xcg  varia entre os tipos celulares, além de estar relacionada a

suscetibilidade ao estresse ao qual o tecido é submetido.
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530 TRANSPORTADOR Xce© MEDEIA O TRANSPORTE DE
GLUTAMATO EM CELULAS GLIAIS DA COCLEA

Visto que demonstramos que as CGCs apresentam a atividade de um
componente independente de sbédio que é responsavel por uma expressiva
captacdo de glutamato, buscamos investigar se o efeito observado decorre da
atividade do transportador Xcc. Para tanto, expusemos as células gliais
cocleares ao acido a-aminoadipico (aAA), inibidor seletivo do transportador
Xca', e a cisteina, um reconhecido substrato do transportador Xcec™ (MCBEAN,
2002). Oliveira et al. (2010) demonstraram que a exposicao das células gliais
retinianas a concentracdo de 500uM de aAA induziu o bloqueio do transporte
de glutamato. A partir disso, realizamos a inibicdo seletiva do transportador
Xce” com aAA (500uM), que provocou uma reducédo de =75% na captacdo de
glutamato, confirmando que as CGCs apresentam um mecanismo de
transporte de glutamato independente de sédio mediado pelo trocador de

cistina-glutamato Xca'.

Somado a isso, considerando a caracteristica de antiporte do
transportador Xcc', 0 qual realiza o transporte de cist(e)ina e glutamato de
acordo com o gradiente, realizamos a alteracdo do gradiente de concentracao
incubando as células gliais com cisteina (500uM) em meio sem sédio a fim de
verificar a atividade isolada do transportador Xcc™ frente a incubacdo com este
substrato. Em nossos resultados, observamos que a incubacao com cisteina
induziu uma reducdo na captacdo de glutamato (265%) indicando que as

células gliais cocleares apresentam uma maquinaria sensivel a cisteina.

Além disso, com o intuito de descartar um possivel efeito sinérgico
entre a cisteina e aAA, as células foram expostas a ambos os substratos do
transportador Xcc. ApOs a exposicdo, o efeito de inibicdo da captacdo de
glutamato mostrou-se semelhante ao que foi observado nas células gliais
tratadas com aAA e cisteina, isoladamente, reforcando a hipotese de que o
Xcec™ € 0 principal responsavel pela captacdo de glutamato independente de
sodio em CGCs.

Visto que observamos uma modulacdo independente sodio na
captacdo de glutamato, buscamos avaliar o efeito da cisteina na liberacao de

glutamato em CGCs. Em nossos resultados, demonstramos que a
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cisteina induziu um aumento expressivo (2250%) na liberacdo de glutamato.
Diante disso, formulamos a hipdtese de que, devido a mudanca no gradiente
de concentracdo, € possivel que o transportador esteja atuando para captar a
cisteina fornecida ao sistema e induzindo a liberagcdo de glutamato no meio
extracelular. Tais dados sugerem que as células gliais cocleares apresentam
um mecanismo de transporte de glutamato independente de sodio que é
sensivel a cisteina e reforcam a hipotese da atividade do transportador Xcc

nessas células.

Nesse sentido, uma vez observado que as células gliais da céclea
apresentam a atividade do transportador Xce, buscamos ratificar nossos
resultados a partir da avaliacdo da expressdo deste transportador nessas
células. Para tanto, realizamos o0 ensaio de imunomarcacdo no qual
observamos, pela primeira vez, que as células gliais cocleares expressam o
transportador Xce. Embora alguns estudos tenham avaliado a expresséao
desse transportador na cOclea, nosso trabalho é o primeiro a avaliar a sua
expressado a nivel celular e sugerir que a atividade desse componente pode ter

repercussdes funcionais em relacdo ao transporte de glutamato na via auditiva.

Grande parte dos estudos sobre o sistema Xcc na céclea associam o
transportador ao seu papel na manutencdo do estado redox, devido ao
fornecimento de cistina para a manutencao dos niveis intracelulares de GSH.
Li, et al (2015) observaram que a diminuicdo dos genes pro-oxidantes, aliada
ao aumento da expressao do gene Slc7all, que codifica o transportador Xca’,
protege os neurdnios ganglionares contra a degeneracéo induzida por lesao
oxidativa. Além disso, o mesmo grupo demonstrou que alteracdes nos niveis
de expressao do gene Slc7all influenciam a sobrevivéncia das células ciliadas
submetidas ao dano oxidativo na coclea (CHEN et al., 2015). Esses dados séo
promissores no que diz respeito a possiveis implicagcbes do Xce™ contra o
estresse oxidativo e reforcam a hipotese de que a atividade do Xcc™ pode ser
crucial na coclea devido ao seu papel na manutencéo do estado redox. Apesar
disso, tais estudos ndo foram capazes de avaliar a atividade funcional do Xce
em relacdo ao transporte de glutamato e demonstrar a localizagdo do

transportador a nivel celular.
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A participacdo das CGCs na regulacdo dos niveis extracelulares de
glutamato por meio de sistemas de transporte pode ser essencial para a via
auditiva, uma vez que as células gliais localizam-se em regides extra sinapticas
(KOHRMAN et al.,, 2021). No SNC, é bem descrito que em situacbes
patologicas o glutamato pode se difundir para o espago extra sinaptico devido a
um spillover da fenda sinaptica, que resulta de uma baixa densidade ou
atividade de transportadores na fenda sinaptica (ARMADA-MOREIRA et al.,
2020). Como consequéncia, hda uma ativacdo excessiva de receptores de
glutamato expressos em células gliais préximas a sinapse, como 0s astrécitos,
oligodendrocitos, microglia e células de Bergmann que possivelmente
desencadeiam danos excitotdxicos nesta regido (BERGLES; DIAMOND; JAHR,
1999; MATUTE; DOMERCQ; SANCHEZ-GOMEZ, 2006b; ROSE et al., 2018b;
SAAB et al., 2012; ZHANG et al., 2020). Nesse sentido, a presenca de
transportadores de glutamato nessas regides, se mostra crucial para evitar a
ativacdo inapropriada de receptores de glutamato devido ao spillover do
neurotransmissor (BRIDGES et al., 2012; NIE; WENG, 2009).

Na céclea, assim como no SNC, os receptores AMPA e Cainato estao
intrinsecamente envolvidos nos danos excitotéxicos mediados por glutamato
(DING et al.,, 2021; FUJIKAWA et al.,, 2014; HAYM GREEN et al.,, 2021;
MORTON-JONES; CANNELL; HOUSLEY, 2008; NIEDZIELSKI; WENTHOLD,
1995; RUEL et al., 1999; SEBE et al., 2017). A expressao de AMPA e Cainato
ja foi observada nos axénios e soma de neurbénios do ganglio espiral e, alguns
estudos de hibridizacdo in situ, forneceram evidéncias discretas de uma
possivel localizagdo glial dos receptores AMPA e Cainato (NIEDZIELSKI;
WENTHOLD, 1995). Nesse sentido, em um contexto de exposicao a altas
intensidades sonoras, por exemplo, o aumento na liberacdo de glutamato na
fenda sinaptica pode levar ao transbordamento do glutamato para o espaco
extra sinaptico onde se encontram o0s receptores glutamatérgicos expressos
nas fibras nervosas e ceélulas gliais (EYBALIN, 1993; VERKHRATSKY;
KIRCHHOFF, 2007). A ativacdo excessiva dos receptores de glutamato extra
sinapticos pode contribuir para quadros de excitotoxicidade e morte celular, fato
que ressalta a importancia da presenca de sistemas de transporte de glutamato
em ceélulas gliais cocleares capazes de limitar possiveis injarias excitotoxicas

na via auditiva.
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Dessa forma, nosso trabalho contribui para a literatura demonstrando
gue as CGCs apresentam a atividade dos sistemas de transporte de glutamato
dependente e independente de sodio, apontando para um possivel papel
funcional destes sistemas em relacdo a regulacdo das concentracdes
extracelulares de glutamato na coclea. Além disso, no presente trabalho
demonstramos que o transportador Xce’, contribui de forma significativa para a
captacao total de glutamato e determinamos pela primeira vez sua expressao

em células gliais cocleares.

6. CONCLUSAO

Demonstramos que as células gliais cocleares apresentam um
expressivo sistema de transporte de glutamato independente de sdédio que é
sensivel a aAA e cisteina, reforcando a hipotese de que o transportador Xcc €
responsavel pela captacdo de glutamato. Além disso, demonstramos pela
primeira vez a expressdo do transportador Xcc™ em células gliais cocleares,
sugerindo uma possivel contribuicdo deste componente na fisiologia coclear.
Dessa forma, o presente trabalho conclui que em culturas primarias de células
gliais da coclea, o transportador de glutamato Xcec™ medeia a captacdo de

glutamato independente de sadio.
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