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RESUMO

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatorio em cérebro de mamiferos e esta
envolvido em indmeros eventos fisioldégicos e patolégicos. Um dos papéis mais
importantes dos astrécitos é a remocéo deste neurotransmissor através de transportadores
especificos para glutamato (os EAATS), prevenindo a excitotoxicidade. A descoberta de
novos farmacos capazes de exercer efeitos modulatérios sobre a atividade e/ou expressao
dos EAATS ainda é emergente, visando condigdes nas quais 0s EAATs desempenham
papel regulador chave no processo de patogénese (como déficit de atencdo e
hiperatividade, depressao, epilepsia, Alzheimer). Neste contexto, o peixe-zebra emergiu
como um novo modelo animal para descoberta de novos farmacos, bem como modelo
para doengas neurodegenerativas, complementando o0s estudos em roedores
principalmente pela praticidade de tiragens em larga escala. Apesar dos avancos no estudo
da sinalizacdo glutamatérgica em peixe-zebra, a avaliacdo da funcionalidade dos
transportadores ainda carece de literatura cientifica. Assim, o objetivo deste estudo foi
avaliar o perfil da captacdo de glutamato e a funcionalidade dos EAATS nas diferentes
estruturas cerebrais de peixe-zebra. Foram obtidas as regides encefalicas por dissecacao
(telencéfalo, teto dptico e cerebelo), que foram incubadas com substrato (0,1, 1, 10, 100
e 1000 puM), ou ouabaina 0,1 uM, ou PDC (0,01, 0,1, 1, 10, 50 e 100 uM), ou TBOA
(0,01,0,1, 1, 10 e 100 uM). O telencéfalo apresentou um valor de Vmax de 2,324 nmol
de glu/min.mg de proteina e um Km aparente de 539,7 uM. O teto Optico apresentou um
valor de Vmax de 2,210 nmol de glu/min.mg de proteina e um Km aparente de 740,5 uM,
enquanto o cerebelo apresentou um valor de Vméax de 2,241 nmol de glu/min.mg de
proteina e o valor de Km aparente de 763,4 uM. A inibi¢do da captacéo de glutamato na
presenca de 0,1 UM de ouabaina foi de 86% em telencéfalo, 89% em teto dptico e 91%
em cerebelo. O inibidor PDC apresentou um IC50 de 5,287 uM para telencéfalo, 18,99
MM para teto Optico e 15,30 uM para cerebelo. J& 0 TBOA apresentou um IC50 de 4,53
UM para telencéfalo, 16,06 uM para teto optico e 0,1 UM para cerebelo. Conclui-se que
a captacao sodio dependente apresenta particularidades de acordo com a regido avaliada
e que telencéfalo e cerebelo sdo regides que podem ser estudadas com enfoque mais
translacional por mimetizarem a diferenca de poténcia dos inibidores observada em
roedores.



ABSTRACT

The glutamate is the main excitatory neurotransmitter in the mammalian brain and is
involved in several physiological and pathological events. One of the most important
roles of astrocytes is the removal of this neurotransmitter through specific transporters
(the EAATS), preventing excitotoxicity. The discovery of new drugs capable of
modulating the activity and/or expression of EAATSs is still emerging, targeting
conditions in which EAATS play a key regulatory role in the pathogenesis process (such
as attention deficit hyperactivity disorder, depression, epilepsy, Alzheimer's disease). In
this context, the zebrafish has emerged as a new animal model for drug discovery and
neurodegenerative diseases, complementing studies in rodents, due to the practicality of
large-scale experiments. Despite advances in the study of glutamatergic signaling in
zebrafish, the evaluation of transporter functionality still lacks scientific literature.
Therefore, the aim of this study was to assess the glutamate uptake profile and the
functionality of EAATSs in different zebrafish brain structures. Brain regions
(telencephalon, optic tectum, and cerebellum) were obtained by dissection and incubated
with substrate (0.1, 1, 10, 100, and 1000 pM), ouabain 0.1 uM, PDC (0.01, 0.1, 1, 10, 50,
and 100 uM), or TBOA (0.01, 0.1, 1, 10, and 100 uM). The telencephalon showed a
Vmax value of 2.324 nmol of glu/min.mg of protein and an apparent Km of 539.7 uM.
The optic tectum showed a Vmax value of 2.210 nmol of glu/min.mg of protein and an
apparent Km of 740.5 uM, while the cerebellum showed a Vmax value of 2.241 nmol of
glu/min.mg of protein and an apparent Km of 763.4 uM. The inhibition of glutamate
uptake in the presence of 0.1 UM ouabain was 86% in the telencephalon, 89% in the optic
tectum, and 91% in the cerebellum. The PDC inhibitor had an 1C50 of 5.287 uM for the
telencephalon, 18.99 uM for the optic tectum, and 15.30 uM for the cerebellum. TBOA
showed an I1C50 of 4.53 uM for the telencephalon, 16.06 uM for the optic tectum, and
0.1 uM for the cerebellum. In conclusion, sodium-dependent uptake has peculiarities
depending on the evaluated region, and the telencephalon and cerebellum are regions that
can be studied with a more translational focus, mimicking the potency difference of
inhibitors observed in rodents.



Lista de abreviaturas
AMPARSs — receptores amino-3-hidroxi-S-metil-isoxazol-4-propionato
EAATSs — transportadores de aminoacidos excitatorios
GABA — acido y-aminobutirico
iGIuRs — receptores glutamatérgicos ionotropicos
KARs — receptores cainato
MGIuRs — receptores glutamatérgicos metabotropicos
NMDARs — receptores N-metil-D-aspartato
PDC - acido pirrolidinico dicarboxilico
SNC — Sistema Nervoso Central
TBOA - theo-beta-benziloxiaspartato
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1. INTRODUCAO
1.1. Neurotransmissao glutamatérgica

O sistema glutamatérgico é o principal sistema de neurotransmissdo excitatorio
no encefalo de mamiferos e esta envolvido em indmeros eventos fisioldgicos, tais como
memoria e aprendizado (lzquierdo and Medina, 1997), desenvolvimento e
envelhecimento (Segovia et al., 2001), proliferacdo e migracdo celular (McDonald and
Johnston, 1990). Além disso, o glutamato esta envolvido em diversas patologias do
sistema nervoso central (SNC), sendo responsavel por eventos de excitotoxicidade e
morte celular (Hoffmann et al., 2004; Matsui et al., 2005; Nedergaard et al., 2002; Pal,
2018).

A sintese do glutamato é realizada a partir de precursores locais, uma vez que este
neurotransmissor ndo é capaz de atravessar a barreira hematoencefalica (Schousboe et al.,
1997). Seu principal precursor é o aminoacido glutamina, sintetizado nos astrécitos e
transportado para os neurdnios através de um sistema de transporte de aminoacidos
neutros. A glutamina é entdo desaminada pela acdo da enzima glutaminase e seu produto,
o glutamato, € posteriormente estocado em vesiculas, onde sua concentracdo pode chegar
a 100 mM (Nedergaard et al., 2002). A outra forma de sintese do glutamato é a partir da
transaminac¢do do intermediario do ciclo de Krebs a-cetoglutarato (Schousboe et al.,
1997).

A neurotransmissao glutamatérgica é decorrente da interacdo precisa entre o
neurotransmissor e seus receptores pré e pds-sindpticos. Assim, para que a
neurotransmissdo glutamatérgica ocorra, as vesiculas de glutamato liberam o seu
conteudo na fenda sinaptica e o neurotransmissor se liga aos receptores expressos
especificamente na superficie celular, os quais podem ser de dois tipos: receptores
ionotropicos (iGIuRs) e/ou metabotrépicos (mGIuRs). Existem trés tipos de receptores
ionotropicos ja identificados: cainato (KARs), amino-3-hidroxi-S-metil-isoxazol-4-
propionato (AMPARS) e N-metil-D-aspartato (NMDARs). Os KAR tém funcdes diversas
que dependem da localizacdo subcelular e da composicao das subunidades, o que resulta
em distintos mecanismos de sinalizacédo (Perrais et al., 2010). Ja os iGIluRs do tipo AMPA
e NMDA medeiam a maior parte da transmissao glutamatérgica cerebral. Os AMPARs
sdo os principais mediadores da transmissdo excitatoria rapida e sdo, na maioria das

sinapses, co-expressos com 0s NMDARs (Cotman et al., 1988; Fan et al., 2014).
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Para encerrar a neurotransmissdo glutamatérgica, bem como manter os niveis
extracelulares de glutamato abaixo daqueles considerados toxicos (entre 1 e 10 uM), este
neurotransmissor necessita ser removido da fenda sinaptica por um mecanismo de
transporte de alta afinidade dependente de sddio. Tanto astrécitos quanto neurbnios
expressam proteinas denominadas de transportadores de aminoacidos excitatorios —
EAATSs (Excitatory Amino Acid Transporters), as quais removem o glutamato da fenda
sinaptica de forma rapida e eficiente (Danbolt, 2001; McKenna, 2007; McKenna, 2013).
Uma disfungdo neste sistema pode causar um acumulo de neurotransmissor na fenda
sinaptica e consequentemente uma excessiva ativacdo dos receptores glutamatérgicos
ionotropicos (principalmente do tipo NMDA), levando o neurbnio a morte por
excitotoxicidade.

1.2. Expressao, distribuicdo e propriedades dos transportadores de glutamato

Os transportadores de glutamato sdo proteinas de membrana pertencentes a
familia SLC1, consensualmente denominadas de transportadores de aminoacidos
excitatorios — EAATs (Arriza et al., 1993). Os EAATs sdo proteinas integrais de
membrana e estdo localizados na superficie celular de astrocitos e neurbnios. Foram
identificados até o presente momento 5 subtipos de EAATS, denominados de EAAT 1-5
(Arrizaetal., 1994; Fairman et al., 1995; Pines et al., 1992). Estes transportadores diferem
entre si pela sua estrutura, capacidade de transporte, afinidade pelo substrato, niveis de
expressdo, distribuicdo e localizacdo subcelular no SNC (Rose et al., 2018; Zhou and
Danbolt, 2014).

EAATL é seletivamente expresso em astrécitos ao longo de todo o SNC de
mamiferos (Lehre et al., 1995) (Rothstein et al., 1994; Schmitt et al., 1997). O knockout
para EAAT1 em camundongos ndo impede o desenvolvimento dos animais, porém resulta
em alteracdes no comportamento social e na coordenacdo motora (Karlsson et al., 2009;
Watase et al., 1998). Além disso, menores niveis deste transportador estdo associados
com o0 aumento na duragéo e severidade de crises convulsivas, apesar de ndo serem 0s
causadores destas (Danbolt, 2001).

O EAAT2 é predominantemente expresso em astrocitos e é o unico transportador
essencial para a sobrevivéncia e desenvolvimento dos animais (Danbolt, 2001). Este
transportador representa cerca de 1% do total de proteinas no cérebro maduro, sendo em
torno de 4 vezes mais expresso que o EAATL1 no hipocampo e 6 vezes no cerebelo. Além
disso, 0 EAAT2 é responsavel por 95% de toda a captacdo de glutamato em cérebro de
rato adulto (Danbolt et al., 1993; Lehre and Danbolt, 1998).
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O EAATS3 é um transportador encontrado exclusivamente em neurénios, sendo
expresso em maiores niveis no hipocampo e no neocértex (Holmseth et al., 2012;
Rothstein et al., 1994). O EAAT4 é predominantemente encontrado em células de
Purkinje no cerebelo e 0 EAATS5 em células da retina, os quais ndo sdo muito eficientes
como transportadores, mas sim como canais de cloreto, atribuindo-se a eles uma
importante funcdo inibitoria em sinapses glutamatérgicas (Arriza et al., 1997; Dehnes et
al., 1998).

O transporte de glutamato mediado pelos EAAT1-3 é acoplado ao co-transporte
de 3 ions Na* e 1 H* e ao contra-transporte de 1 K* (Levy et al., 1998; Owe et al., 2006;
Zerangue and Kavanaugh, 1996). Adicionalmente, a ligacdo do substrato aos EAATS
induz um fluxo de CI- através do transportador (Vandenberg et al., 1995), o qual é
particularmente importante para 0s EAATS expressos em neurdnios. A ativagdo desta
propriedade de canal de Cl-gera uma hiperpolarizacdo na membrana neuronal, reduzindo
assim a liberacdo de glutamato pré-sinaptico. Além do L-glutamato, os EAATS
transportam D- ou L-aspartato com afinidade similar; porém ndo sdo capazes de
transportar D-glutamato.

1.3. Modulacgéo da atividade dos EAATSs

A atividade dos EAATSs pode ser modulada por inimeros agentes endégenos ou
exogenos, o0s quais podem ser classificados em dois principais grupos: os substratos
inibidores e os bloqueadores. Os substratos inibidores mimetizam a estrutura do substrato
enddgeno e podem ser transportados pelos EAATS, prevenindo assim que o glutamato
seja transportado. Por outro lado, os bloqueadores se ligam ao transportador, evitando que
o glutamato se ligue, porém ndo podem ser eficientemente transportados (\VVandenberg
and Ryan, 2013).

O primeiro e mais estudado substrato inibidor é o D-aspartato. Ele é transportado
pelos EAATs com eficécia similar aos substratos enddgenos L-glutamato e L-aspartato
(Fairman et al., 1995). Posteriormente, outros substratos inibidores ndo seletivos foram
descobertos, como o treo-S-hidroxi aspartato, acido cisteico e os derivados metilados do
glutamato (4-metil-glutamato e treo-e-metil-glutamato) (Arriza et al., 1994; Balcar and
Johnston, 1972). Além disso, compostos acidos pirrolidinicos dicarboxicilos (PDCs)
também sdo capazes de modular seletivamente os EAATSs. Diferente dos derivados
metilados do glutamato, os PDCs ndo apresentam atividade sobre os receptores
glutamatérgicos, e podem ser eficientemente usados para o estudo dos EAATS.

Especificamente o L-trans-2,4-PDC atua como substrato para EAAT1-4 e como
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bloqueador de EAATS (Griffiths et al., 1994). J& o L-trans-2,3-PDC é cerca de 10 vezes
mais potente em sua acdo para EAAT2 atuando também como bloqueador deste
transportador (Koch et al., 1999). Apesar de permitirem a avaliacdo da atividade dos
EAATS, os substratos inibidores podem interagir com alguns receptores ou acumularem-
se dentro da célula. Isto pode levar a inimeras implicac6es, inclusive liberacédo de outros
neurotransmissores.

A necessidade de aumentar a seletividade do blogqueio levou ao desenvolvimento
do composto denominado DL-TBOA (DL-treo-beta-benziloxiaspartato). Este foi o
primeiro composto capaz de bloquear todos os EAATs com pequena reatividade cruzada
com receptores (Shimamoto et al., 1998; Shimamoto et al., 2007). Posteriormente, outros
bloqueadores foram descobertos a fim de estudar cada um dos subtipos de EAATS:
UCPH-101 (bloqueador de EAAT1), WAY-855 e WAY-213613 (bloqueadores de
EAAT2), HIP-B (bloqueador de EAAT3), dentre outros (Dunlop et al., 2005; Dunlop,
2006; Funicello et al., 2004).

A descoberta de novos farmacos capazes de exercer efeitos sobre a atividade e/ou
expressao dos EAATS ainda é emergente. Isto ocorre pelo seu potencial terapéutico como
moduladores da neurotransmissdo glutamatérgica, especialmente em déficit de atencédo e
hiperatividade, depressao, epilepsia, Alzheimer, dentre outras desordens do SNC (Jensen
etal., 2015).

1.4. O peixe-zebra como modelo experimental em neurociéncia

O Danio rerio, conhecido no Brasil como paulistinha ou peixe-zebra, vem sendo
amplamente utilizado como ferramenta para avaliacdo farmacologica e toxicologica
(Baxendale et al., 2012). Este pequeno teledsteo, pertencente a familia Cyprinidae, foi
primeiramente utilizado para estudos de desenvolvimento embrionéario na década de 60
(Grunwald and Eisen, 2002).

Algumas vantagens como 0 pequeno espaco requerido, o baixo custo de
manutenc¢do dos animais, a praticidade de obtencdo de proles em larga escala e o fato de
seus genes serem evolutivamente conservados (apresentando alto grau de similaridade
com mamiferos), fizeram este modelo se difundir facilmente em outras &reas do
conhecimento (Dahm and Geisler, 2006). Além disso, 0 peixe-zebra compartilha dos
principais sistemas de neurotransmissores presentes nos outros vertebrados e, portanto,
pode ser utilizado como um modelo para estudos envolvendo a fisiologia e patologia do
SNC (Lieschke and Currie, 2007).
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Entre os principais sistemas de neurotransmissores ja estudados no peixe-zebra e
parcialmente caracterizados, podemos citar os sistemas dopaminérgico, serotoninérgico,
colinérgico, purinérgico, histaminérgico, nitrérgico, glutamatérgico, glicinérgico e
gabaérgico (Horzmann and Freeman, 2016; Rico et al., 2011).

A figura abaixo ilustra uma linha do tempo com as principais descobertas em

relacdo aos sistemas neurotransmissores em peixe-zebra (adaptado de Rico e al., 2011).

Na*-dependent Glutransporters In brain (Rico et al., 2010)
SHT and DA levels after alcohol treatment (Chatterjee and Gerlai, 2009)

GABA receptors inthe cerebellar corpus (Delgado and Schmachtenberg, 2008)
Difterent ADA and kinetic R etal, 2007)
DA and 5HT have similarii 12l., 2006)
The developmental pattern of ChAT positive neurons (Arenzana et al., 2005)
Characterization of brain ecto-5"nucleotidase (Senger etal,, 2004) - 2005
Modulation of HA system and ior by istidine (Peitsaro etal., 2004).
L of i inthe CNS (Clemente etal., 2004
Distribution of GABA- ining neurons (Kimetal., 2004)
ATP and ADP inbrain (Rico etal,, 2003)

Expression of NOS in CNS (Pool, et al., 2003)

Characterization of iGIUR In olfactory buld (Edwards and Michel, 2003)

Purinergic P2X(3) subunitmRNAis exp during Y
- (Boue-Gabrotet al, 2000;Egan et al,, 2000; Norton et al., 2000)
Gly and GABA activate homomerc GhyR channets with similar single-
channel conductances but different kinetics (Fucile etal,, 1999)

ol MRNA Inthe brain

Pharmacological identification of Gly onthe cells (Legender, 1997) '

Fig. 1. Research hallmarks regarding neurotransmission in zebrafish. The timeline shows important studies related to proteins (enzymes, receptors, transporters) involved in neurotransmitter
systems over the last few decades. Abbreviations: ADA, adenosine deaminase; ChAT, choline acetyltransferase; CNS, central nervous system; DA, dopamine; GABA, Gamma amino butyric acid;
Cly. glycine; GlyR, glycine receptor; Glu, glutamate; HA, histamine; iCluR, ionotropic glutamate receptor; NOS, nitric oxide synthase; P2X(3), ionotropic purinergic receptor 3; SHT, serotonin.

1.5. Neurotransmissao glutamatérgica em peixe-zebra

Existem inUmeros genes humanos importantes para a sintese, metabolismo e
sinalizacdo do glutamato, os quais apresentam genes paralogos e ortélogos em peixe-
zebra. Existem dois paralogos para os transportadores vesiculares de glutamato SLC17A7
e SLC17A6 (slcl7a7a e slcl7a7b, e slcl7a6a e slc17a6b, respectivamente), com apenas
um ort6logo para SLC17A8 (slc17a8) (Dhanasiri et al., 2012). O peixe-zebra possui 8
genes paralogos que codificam subunidades de receptores do tipo AMPA, 6 genes que
codificam subunidades do tipo KA e 13 genes que codificam subunidades de receptores
NMDA (Cox et al., 2005; Hoppmann et al., 2008; Lin et al., 2006). A identificacéo de
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neurdnios glutamatérgicos em cérebros adultos de peixe-zebra é frequentemente feita
com base na presenca de proteinas relacionadas aos genes SLC17A6 e SLC17A7, embora
as células gliais também expressem esses transportadores (Bezzi et al., 2004; Liguz-
Lecznar and Skangiel-Kramska, 2007).

Com relacdo aos transportadores de glutamato de alta afinidade Na*-dependentes
(EAATS), até o presente momento 13 membros foram identificados em peixe-zebra
(Gesemann et al., 2010; Rico et al., 2010).

1.5.1. Transportadores de glutamato Na*-dependentes (EAATS) em peixe-

zebra

Poucos estudos até hoje visaram analisar os EAATs em peixe-zebra. Os genes da
familia SLC1 ja foram investigados em peixe-zebra, e a maioria dos 7 ortélogos humanos
tem um ou dois ortdlogos em teledsteos. No entanto, para duas subfamilias SLC1 dos
teledsteos, ndo foi encontrado nenhum correspondente em vertebrado terrestre. Isto indica
que os vertebrados terrestres devem ter perdido estas duas subfamilias, agora
denominadas SLC1A8/EAAT6 e SLC1A9/EAATY. Estas duas subfamilias ndo sdo
especificas do teledsteo, mas podem ser encontradas em diferentes vertebrados. Uma
andlise das principais linhagens de vertebrados revelou um padrdo de perdas genéticas
especificas da linhagem, moldando a histéria filogenética dos genes SLC1. Em todas as
espécies de vertebrados ndo-humanos, foram encontrados pelo menos um membro das
subfamilias SLC1A8/9 (por exemplo, os anfibios ndo perderam o SLC1A8 nem o
SLC1A9, enquanto as aves perderam o SLC1A9) (Gesemann et al., 2010). Analises como
esta sdo Uteis para guiar a interpretacdo dos dados sobre a funcionalidade destes genes e
fornecem um cenério para estudar a evolugéo das familias de genes em vertebrados.

Embora a identificacdo da familia EAAT esteja bem estabelecida no SNC de
mamiferos, e os genes relacionados com os EAAT em peixe-zebra tenham sido
brevemente elucidados por (Gesemann et al., 2010), o perfil de expressdo destes genes e
a sua funcionalidade ainda ndo estéo totalmente esclarecidos. Assim, o estudo de Rico et
al., 2010 auxiliou na identificacdo e descricdo do perfil de expressdo dos genes
relacionados com os EAATS, bem como avaliou algumas propriedades funcionais da
captacao de glutamato nas trés principais estruturas cerebrais de peixe-zebra: telencéfalo,
teto Optico e cerebelo.

Além da confirmacdo de sequéncias relacionadas com EAATS por uma analise
filogenética, este foi o primeiro estudo a demonstrar o perfil de expressdo de RNA
mensageiro dos membros EAAT1, EAAT2, EAAT3 e EAAT5 em SNC de peixe-zebra.
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EAAT2 e EAAT3 foram os transportadores de glutamato mais abundantemente expressos
em todas as estruturas cerebrais estudadas. Uma expressdo uniforme foi observada para
EAATI1A, enquanto maiores niveis de transcricdo de EAAT1B foram detectados no
telencéfalo. Quantidades mais baixas de transcritos de EAAT1C foram observadas no
cerebelo quando comparadas com outras estruturas. Nenhuma sequéncia relacionada com
EAAT4 foi encontrada no genoma do peixe-zebra. A expressdéo de EAATS5A foi
semelhante ao EAATS5B no telencéfalo, enquanto o EAATSB foi menos expresso que o
EAAT5A no teto Optico e no cerebelo. Além disso, a captacdo de glutamato foi
significativamente maior no teto optico, o que indica diferencas funcionais dentro das
estruturas cerebrais do peixe-zebra. Além disso, foi demonstrado que as estruturas do
cérebro do peixe-zebra tém a capacidade de transportar o glutamato de uma forma
dependente do Na*, similar ao que ocorre em mamiferos terrestres (Rico et al., 2010).
Apesar dos avan¢os no estudo da sinalizacdo glutamatérgica em peixe-zebra, as
propriedades funcionais e farmacoldgicas dos transportadores de glutamato em cérebro
de peixe-zebra ainda sdo desconhecidas. Além disso, o conhecimento mais aprofundado
do perfil da captacdo de glutamato nas diferentes regiGes encefélicas pode contribuir para
a criacdo de novos modelos de doencas do SNC utilizando o peixe-zebra como organismo

modelo.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral
Avaliar as propriedades funcionais e farmacoldgicas dos EAATS nas diferentes
estruturas cerebrais de peixe-zebra adulto.
2.2. Objetivos especificos
- Avaliar a captacgdo de glutamato em diferentes concentragdes de substrato.
- Avaliar se a captacdo de glutamato em cérebro de peixe-zebra € dependente da
atividade da bomba Na*/K*-ATPase.

- Avaliar a captacdo de glutamato na presenca de inibidores de transportadores.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Animais
Peixe-zebra adultos de 3 a 6 meses de idade, de ambos os sexos, foram obtidos do
Biotério Setorial do Departamento de Bioquimica e mantidos em tanques de 3 L
(densidade de 5 animais/L) em sistemas recirculantes ActiveBlue® (Tecniplast, IT). A
agua foi mantida a 26 + 1° C, pH 7,0 + 1 e condutividade 500 + 100 uS/cm. O ciclo
claro/escuro foi de 10/14 h (luzes acendendo as 8h). Os animais foram alimentados com
racdo Zebrafeed® (Sparos, PT) quatro vezes ao dia (as 09:00, 12:00, 15:00 e 18:00h) até
a saciedade. Todos os procedimentos experimentais seguiram as diretrizes estipuladas nas
ResolucGes Normativas 34 (de 27 de julho de 2017) e 44 (de 01 agosto de 2019) do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e foram
aprovadas pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-UFRGS; projeto n°
31720).
3.2. Captacéo de glutamato
Os animais foram eutanasiados por decapitacéo e o encéfalo foi removido. Foram
utilizados o telencéfalo, teto Optico e cerebelo separadamente, de acordo com o protocolo
previamente descrito por nosso grupo de pesquisa (Rico et al., 2010; Zenki et al., 2014).
A captacéo total de glutamato foi realizada a 37°C em meio HBSS-Hepes. A captacédo
ndo-dependente de Na* foi realizada em meio HBSS-HEPES livre de Na*, o qual foi
substituido por N-metil-D-glucamina. As amostras foram pré-incubadas por 30 minutos
e apos foi adicionado L-glutamato (100 uM) + 0,33 uCi/mL de L-[H?] glutamato. Apds o
periodo de incubacdo (5-7 minutos), as amostras foram duplamente lavadas com HBSS
gelado e a captacdo foi interrompida com a adicdo de NaOH 0,5 N. O contetdo
intracelular de L-[H?] glutamato foi determinado por cintilagdo. A captacdo de glutamato
Na*-dependente foi calculada pela diferenca entre a captagdo total e a captacdo em meio
livre de Na* e foi expressa em nmol [H3]/min.mg de proteina. O conteido de proteina
total foi determinado pelo método de Lowry modificado (Peterson (1977).
3.3. Curva de substrato
As regides encefalicas foram dissecadas e pré-incubadas durante 15 min com
meio HBSS-Hepes. Posteriormente esse meio foi removido e foi adicionado HBSS-Hepes
contendo glutamato ndo radioativo nas seguintes concentragdes (0,1, 1, 10, 100 e 1000
UM) e L-[H?] glutamato 0,33 pCi/mL. Apds o periodo de incubagéo (5-7 minutos), as

amostras foram duplamente lavadas com HBSS gelado e a captacdo de glutamato foi
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interrompida com a adicdo de NaOH 0,5 N. A captacédo de glutamato Na*-dependente foi
determinada conforme descrito no item anterior.
3.4. Efeito do bloqueio da Na*/K* ATPase sobre a atividade dos
transportadores de glutamato
As regides encefalicas foram dissecadas e pré-incubadas durante 15 min com meio
HBSS-Hepes. Posteriormente esse meio foi removido e foi adicionado HBSS-Hepes
contendo Ouabaina (0,1 uM). Quinze minutos apds, o meio foi removido e foi adicionado
HBSS-Hepes contendo glutamato néo radioativo (100 uM), L-[H?] glutamato 0,33 Ci/mL
e Ouabaina (0,1 puM). Apds o periodo de incubacdo (5-7 minutos), as amostras foram
duplamente lavadas com HBSS gelado e a captagédo de glutamato foi interrompida com a
adicdo de NaOH 0,5 N. A captacdo de glutamato Na*-dependente foi determinada
conforme descrito no item anterior.
3.5. Efeito de bloqueadores de EAATS sobre a captacao de glutamato
As regides encefalicas foram dissecadas e pré-incubadas durante 15 min com meio
HBSS-Hepes. Posteriormente esse meio foi removido e foi adicionado HBSS-Hepes
contendo PDC (0,01, 0,1, 1, 10, 50 e 100 uM) ou TBOA (0,01, 0,1, 1, 10 e 100 puM).
Quinze minutos apds, este meio foi removido e foi adicionado HBSS-Hepes contendo
glutamato ndo radioativo (100 pM), L-[H?] glutamato 0,33 Ci/mL e PDC ou TBOA nas
mesmas concentracdes mencionadas acima. Apés o periodo de incubacdo (5-7 minutos),
as amostras foram duplamente lavadas com HBSS gelado e a captacdo de glutamato foi
interrompida com a adigdo de NaOH 0,5 N. A captacédo de glutamato Na*-dependente foi
determinada conforme descrito no item anterior.
3.6. Analise dos dados
Todos os resultados foram expressos como média seguido do intervalo de
confianga 95% (CI 95%).
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4. RESULTADOS

A Fig. 1 mostra o perfil da captacdo de glutamato Na*-dependente em telencéfalo,
teto dptico e cerebelo de peixe-zebra adulto. A faixa de linearidade se estende de 0,1 a
100 uM de glutamato nas trés regides avaliadas, apresentando uma tendéncia a saturacao
em concentracGes maiores. A captacdo de glutamato na concentracdo de 100 uM em
telencéfalo foi de 0,361 nmol de glu/min.mg de proteina, 0,262 nmol de glu/min.mg para

teto Optico e 0,258 nmol de glu/min.mg para cerebelo (Tabela 1).
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Fig. 1. Efeito de diferentes concentragdes de substrato sobre a captacdo de glutamato nas diferentes regides
cerebrais de peixe-zebra adulto. (A) telencéfalo, (B) teto dptico e (C) cerebelo. n = 9 animais/concentragdo
em 3 experimentos independentes.

Tabela 1. Estatistica descritiva: valores de média, desvio padrdo e intervalo de confianca (95%) do perfil
de captacdo de glutamato nas diferentes regibes encefélicas de peixe-zebra adulto.

[glutamato] Telencéfalo Teto Optico Cerebelo
uM Média sd Cl média sd Cl média sd Cl
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1 00064 0,002 o(,)(,)(())ggza 0,0045  0,0013 06?83556& 0,0066  0,0030 06?(())383961
10 ootz 0022 G0t 00316 oous il 00421 oow4 o0R
100 03614 01325 00 02620 opera G00F 02588 00076 (iolf
1000 1,5100 0,2499 1112295 L 12700 02616 Oi?s45456a 12712 03610 oi?gsosla

A Tabela 2 mostra a analise da cinética michaeliana (velocidade vs concentracéo

de substrato) da captacdo de glutamato Na*-dependente nas trés regides avaliadas. O
telencefalo apresentou um valor de Vmax de 2,324 nmol de glu/min.mg de proteina e Km
aparente de 539,7 uM. Ja para teto dptico, observamos um valor de Vmax de 2,210 nmol
de glu/min.mg de proteina e um Km aparente de 740,5 uM. Em cerebelo o valor de Vmax

foi de 2,241 nmol de glu/min.mg de proteina e o valor de Km aparente de 763,4 uM.
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Tabela 2. Estatistica descritiva: valores de média e intervalo de confianca (95%) dos pardmetros cinéticos

Vmax e Km aparente nas diferentes regides encefalicas de peixe-zebra. Os parametros cinéticos foram

calculados utilizando o GraphPad Prism 9.0.
Vmax (nmol Glu/min.mg

Km aparente

Prot) cl M) Cl
Telencéfalo 2,324 2,027 a2,727 539,7 409,1a743,5
Tecto optico 2,210 1,891 a2,722 740,5 542,7 a 1092
Cerebelo 2,241 1,791 a 3,229 763,4 484,7 a 1470

A Fig. 2 mostra que a captacdo de glutamato é dependente do gradiente de sédio
gerado pela atividade da bomba Na*/K*-ATPase. A reducdo da captacdo de glutamato na
presenca de 0,1 uM de ouabaina foi de 86% em telencéfalo, 89% em teto dptico e 91%

em cerebelo.
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Fig. 2. Efeito do blogueio da bomba Na+/K+ ATPase sobre a captacdo de glutamato nas diferentes regides
encefalicas de peixe-zebra adulto. n = 9 em 3 experimentos independentes.

Tabela 3. Estatistica descritiva: valores de média, desvio padréo e intervalo de confianca (95%) da captacéao
de glutamato na presenca ou auséncia de ouabaina.

Telencéfalo Teto 6ptico Cerebelo
média  sd Cl média sd Cl média  sd Cl

- ouabaina 0,437 0,109 0,353a0,521 0,2652 0,0507 0,226a0,304 0,239 0,032 0,2142a0,263
+ouabaina 0,072 0,042 0,040a20,105 0,0329 0,0346 0,006a0,059 0,024 0,022 0,007 a 0,041

A Fig. 3 mostra o efeito de diferentes inibidores (PDC e TBOA) sobre a captagéo
de glutamato nas diferentes regides cerebrais de peixe-zebra. O PDC reduziu, de forma
expressiva, a captacdo de glutamato em telencéfalo a partir da concentracdo de 1 uM. Ja
em teto Optico e cerebelo, a reducdo ocorreu a partir das concentracdes de 100 e 50 pM,
respectivamente. A partir destas curvas de inibicdo, foi possivel calcular os valores de

IC50 para as diferentes regides cerebrais (Tabela 4). Em telencéfalo, o IC50 para PDC
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foi 5,287 uM (CI 95% = 0,394 a 30,96); para teto dptico, o 1C50 foi de 18,99 uM (CI
95% = 11,91 a 36,83); e 15,30 uM (CI 95% = 4,49 a 74,62) para cerebelo.

Para o inibidor TBOA, houve uma reducéo expressiva da captacdo de glutamato

a partir de 10 uM em telencéfalo, teto dptico e cerebelo. O TBOA apresentou 0s seguintes
valores de IC50: 4,53 uM para telencéfalo (Cl 95% = 0,341 a 16,15), 16,06 UM para teto
optico (ndo foi possivel calcular o Cl 95% devido a grande variabilidade) e 0,1 UM para

cerebelo (ndo foi possivel calcular o Cl 95% devido a grande variabilidade).
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Fig. 3. Captagdo de glutamato na auséncia (verde) ou presenca (azul) dos inibidores PDC e TBOA nas
regides encefélicas de peixe-zebra. N = 9 em 3 experimentos independentes.

Tabela 4. IC50 dos inibidores de EAATSs nas diferentes regifes encefalicas.

Regido encefélica PDC (uM) TBOA (uM)
Telencéfalo 5,287 4,53

Tecto dptico 18,99 16,06
Cerebelo 15,30 0,1




22

5. DISCUSSAO

Nossos resultados mostraram que o cérebro de peixe-zebra possuiu EAATS
funcionais que realizam o transporte de glutamato de maneira sddio-dependente (Fig. 1).
As trés regides cerebrais avaliadas apresentam a capacidade de captar o glutamato,
demonstrando a distribuicdo extensiva dos EAATSs e a importancia do glutamato como
neurotransmissor no cérebro de peixe-zebra. No cérebro de mamiferos, estd bem
esclarecido que a atividade dos EAATS € crucial para a manutenc¢éo do tonus fisioldgico
do sistema glutamatérgico, o qual desempenha um papel central em diversas fungdes
cerebrais (Danbolt, 2001; Maragakis and Rothstein, 2006). O estudo de Rico et al. (2010)
avaliou o perfil de expressdo dos EAATSs no cérebro de peixe-zebra e observou que
existem genes diversos genes ortologos aqueles encontrados em mamiferos. Os genes
ortdlogos EAAT1A, EAATIB, EAATIC e EAAT2 sdao amplamente expressos e
distribuidos no cérebro do peixe-zebra, apresentando niveis consideraveis de transcritos
para esses genes (Rico et al., 2010). Com base nestes resultados, estes autores também
realizaram um ensaio preliminar para avaliar o perfil da captacdo de glutamato, a qual
indicou a presenca de proteinas funcionais nas diferentes regides cerebrais de peixe-zebra.

A andlise da cinética dos transportadores (Tabela 1) demonstrou que ndo ha
grandes variacgOes no valor de Vmax entre as diferentes regides. Tendo em vista que 0 Vmax
pode refletir a quantidade total de proteinas funcionais, podemos inferir que ndo ha
grandes varia¢es no numero absoluto de EAATS funcionais entre as regides estudadas.
Em relacdo ao Km aparente, nds observamos que o telencéfalo apresenta maior afinidade
por glutamato, o qual foi seguido por teto dptico e cerebelo. Nestas duas Ultimas regides,
o Km aparente se aproxima muito da Ultima concentragdo de substrato utilizada nos
ensaios, indicando sua baixa afinidade por glutamato frente ao telencéfalo. Na literatura,
medic¢des da captacdo de glutamato mediadas pelos diferentes subtipos de EAATSs em
células transfectadas produziram valores de Km que variaram entre 48 e 97 uM (Arriza
et al., 1994). Outros estudos mostram que 0 Km dos EAATs em mamiferos pode variar
de 5 uM a 5 mM, dependendo do tecido estudado, da técnica empregada e de outros
fatores (Kanai and Hediger, 1992; O'Kane et al., 1999). Diferencas nos valores de Km
podem ser atribuidas ao sistema de estudo e ao metodo de quantificacdo empregado (Km
ou Km aparente), diferencas na composicéo lipidica, modificacBes pds-traducionais e
diferencas na expressdo dos diferentes subtipos de EAATSs (Arriza et al., 1994). Além
disso, parece explicito que os transportadores de glutamato possam ter diferengas em suas

propriedades cinéticas de acordo com a espécie estudada.
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A terminacdo da sinalizacdo glutamatérgica no cérebro € mediada pela captacao
de alta afinidade de glutamato, a qual €é realizada principalmente por astrocitos, mas
também neurénios. Os EAATSs sdo proteinas transmembrana que, para exercerem sua
funcdo, dependem do gradiente de ions Na* gerado pela bomba Na*/K*-ATPase (Rose et
al., 2009). Nossos resultados mostraram que os EAATS de peixe-zebra tém sua atividade
diretamente acoplada ao gradiente idnico deste ion, uma vez que o bloqueio da atividade
da bomba Na*/K*-ATPase por ouabaina, reduziu drasticamente o transporte de glutamato
(Fig. 2).

Neste estudo, mostramos também que os EAATs em cérebro de peixe-zebra
podem ser farmacologicamente modulados por PDC e TBOA, inibidores competitivos do
transporte de glutamato (Fig. 3). Ambos os inibidores reduziram a captacdo de glutamato
nas 3 regides estudadas. O inibidor PDC apresentou maior poténcia em telencéfalo, com
acdo semelhante em teto dptico e cerebelo (Tabela 3). Ja para o inibidor TBOA, o 1C50
foi menor quando comparado ao PDC. Em telencéfalo e cerebelo, os valores de IC50
foram bastante baixos, demonstrando a maior poténcia do inibidor. Em cultura de
astrécitos de mamiferos, ambos inibidores mostraram ser menos potentes do que em
cérebro de peixe-zebra, sendo seus IC50 de 74,1 uM (PDC) e 40,6 uM (TBOA)
(Anderson et al., 2001). A discrepancia entre os valores pode ser em decorréncia de que
nossos valores foram obtidos em amostras de tecido, 0s quais apresentam maior
diversidade de transportadores, o que levaria a uma acdo farmacoldgica distinta. Apesar
das diferencas nos valores absolutos de IC50, é importante destacar que o0 TBOA é um
inibidor mais potente que o PDC, conforme ja descrito e relatado na literatura
(Waagepetersen et al., 2001). Estas discrepancias na farmacologia observadas de acordo
com a regido encefalica avaliada tém sido sugeridas como determinantes para existéncia
de diferentes subtipos de transportadores de glutamato (Robinson et al., 1993), o que
também estaria relacionado as diferentes propriedades cinéticas de cada regido encefalica.
Assim, estes resultados podem sugerir diferencas na expresséo dos subtipos de EAATS
ao longo das trés regibes estudadas, refletindo-se em particularidades cinéticas e
diferentes respostas farmacoldgicas na inibi¢do do transporte de glutamato. Estes nossos
achados contribuem para uma melhor compreensdo do papel da sinalizacdo
glutamatérgica no encéfalo de peixe-zebra adulto, possibilitando novos desenhos

experimentais e melhoria dos modelos com foco em excitotoxicidade e neuroprotecéo.
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6. CONCLUSOES

Com os resultados desta dissertacdo foi possivel concluir que os transportadores
de glutamato presentes no cérebro de peixe-zebra apresentam a sua atividade dependentes
do ion sddio, o qual é gerado pela atividade da bomba Na/K-ATPase.

Portanto, a atividade dos transportadores de glutamato no peixe-zebra é similar a
dos mamiferos, demonstrando que eles operam como uma unidade funcional para regular

a capta(;éo deste neurotransmissor, e consequentemente a sua neurotransmissao.
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