UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM NEUROCIENCIAS E BIOLOGIA CELULAR

CAROLINE ARAUJO COSTA DE LIMA

RECEPTOR A2A DE ADENOSINA MODULA O TRANSPORTE DE GLUTAMATO
INDEPENDENTE DE SODIO EM CULTURA PRIMARIA DE CELULAS DA RETINA

BELEM
2024



CAROLINE ARAUJO COSTA DE LIMA

RECEPTOR A2A DE ADENOSINA MODULA O TRANSPORTE DE GLUTAMATO
INDEPENDENTE DE SODIO EM CULTURA PRIMARIA DE CELULAS DA RETINA

Dissertagdo de Mestrado apresentada ao Programa de
Pds-Graduacao em Neurociéncias e Biologia Celular da
Universidade Federal do Para, como requisito parcial
para a obtencdo do grau de Mestre em Neurociéncias e
Biologia Celular — Concentracdo em Neurociéncias.

Orientador(a): Dr(a) Karen Renata Herculano Matos

Oliveira.

BELEM
2024



CAROLINE ARAUJO COSTA DE LIMA

RECEPTOR A2A DE ADENOSINA MODULA O TRANSPORTE DE GLUTAMATO
INDEPENDENTE DE SODIO EM CULTURA PRIMARIA DE CELULAS DA RETINA

Dissertagcdo de Mestrado apresentada ao Programa de
Pds-Graduacdo em Neurociéncias e Biologia Celular da
Universidade Federal do Para, como requisito parcial
para a obtencéo do grau de Mestre em Neurociéncias e
Biologia Celular — Concentracdo em Neurociéncias.

Banca Examinadora:

Prof(a). Dr(a). Karen Renata Herculano Matos Oliveira (Orientadora)

Prof. Dr. Alan Barroso Araujo Grisélia

Prof. Dr. Anderson Manoel Herculano Oliveira da Silva

Prof(a). Dr(a). Luana Ketlen Reis Ledo (Suplente)

BELEM
2024



RESUMO

DesregulacGes nos niveis extracelulares de glutamato estdo diretamente associadas a
diversas patologias do SNC, evidenciando a importancia dos transportadores de glutamato na
manutenc¢édo da homeostasia tecidual e no desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas. A
retina é particularmente vulneravel a eventos excitotoxicos devido aos seus altos niveis de
glutamato extracelular e a exposi¢édo frequente a estimulos oxidantes, refor¢cando a necessidade
de mecanismos regulatorios para preservacdo da fisiologia retiniana. Nesse contexto, a adenosina
emerge como um neuromodulador essencial, apresentando efeitos regulatérios dependentes de
concentracgdo e do tipo de receptor ativado. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi caracterizar
o efeito da adenosina no transporte de glutamato independente de sédio em cultura de células
retinianas. Assim, culturas primérias mistas de embriGes de galinha White leghorn (E7-E8)
foram mantidas por 7 dias em DMEM+10% de FBS a 37°C e 5% de CO.. As células foram
submetidas a uma pré-incubacgdo com bloqueador do receptor A2A e incubadas com diferentes
concentracdes de adenosina para 0s ensaios de liberacéo e captacdo de glutamato. Os niveis de
glutamato foram quantificados por CLAE, e os niveis de proteina pelo método de Bradford, com
substituicdo equimolar de NaCl por LiCl. Além disso, a imunoflurescéncia com anticorpo anti-
XCT e marcador nuclear DAPI foi utilizada para identificar o transportador de glutamato
independente de sddio, com analise de imagens no ImageJ e Photoshop CS6.A analise estatistica
foi realizada pelo teste T de Student e ANOVA one-way com post-hoc Tukey pelo GraphPad
9.0 com dados expressos como porcentagem de controlexD.P. com p<0,05. Os resultados
confirmaram a expressdo da subunidade xCT, indicando que o sistema Xcg™ € 0 transportador de
glutamato independente de sddio nas células da retina. Observou-se também que a adenosina na
concentragdo de 50uM aumentou a liberagdo de glutamato em cerca de 800%, enquanto a
captacdo de glutamato independente de sodio foi completamente inibida. Estes efeitos foram
totalmente revertidos com a inibicdo do A2AR. Assim, mostramos que a ativacdo do receptor
A2A modula o transporte de glutamato independente de sddio cuja expresséo foi detectada em

células da retina.
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ABSTRACT

Dysregulation of extracellular glutamate levels is directly associated with several CNS
pathologies, highlighting the importance of glutamate transporters in maintaining tissue
homeostasis and developing new therapeutic approaches. The retina is particularly vulnerable to
excitotoxic events due to its high levels of glutamate extracelular and the frequente exposure to
oxidative stimuli, reinforcing the need for regulatory mecanisms to preserve retinal physiology.
In this context, adenosine emerges as an essential neuromodulator, exhibiting regulatory effects
that are concentration- and receptor-dependent. Therefore, the objetive of this study was to
characterize the effect of adenosine on sodium-independent glutamate transport in retinal cell
culture. As such, mixed primary cell cultures from White leghorn chick embryos (E7-E8) were
maintained for 7 days in DMEM+10% FBS at 37°C and 5% CO.. The cells were submitted to a
pre-incubation with an A2A receptor blocker and incubated with different adenosine
concentrations for glutamate release and uptake assays. Glutamate levels were quantified by
HPLC, and protein levels were measured by the Bradford method, with equimolar substitution
of NaCl by LiCl. Furthermore, immunofluorescence with an anti-xCT antibody and the nuclear
marker DAPI was used to identify the sodium-independent glutamate transporter, with image
analysis performed using ImageJ e Photoshop CS6. Statistical analysis was conducted using
Student’s test T and ANOVA one-way with Tukey post-hoc test via GraphPad 9.0, with data
expressed as percentage of control+S.D. with p<0,05. The results confirmed the expression of
the XCT subunit, indicating that the system Xcg™ is the sodium-independent glutamate transporter
in retinal cells. Additionally, adenosine at a concentration of 50uM increased glutamate release
by approximately 800%, while glutamate sodium-independent uptake was completely inhibited.
These effects were fully by A2A receptor blockade. Therefore, we demonstrated that activation

of the A2A receptor modulates glutamate sodium independent transport, whose
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1. INTRODUCAO

DesregulacGes na neurotransmissao estdo diretamente relacionadas a fisiopatologia de
diversas doencas que afetam o Sistema Nervoso Central (SNC), como a Doenga de Parkinson,
a Isquemia Cerebral e o Glaucoma (LEWERENZ et al., 2013; SEARS & HEWETT, 2021).
Conforme descrito na literatura, a metilacdo do promotor de transportadores de glutamato
desempenha um papel crucial na disfuncdo astroglial na Esclerose Lateral Amiotréfica
(CHANG et al., 2021), enquanto estudos clinicos com pacientes com esquizofrenia identificam
a desregulacao do transporte de glutamato como um fator relevante na fisiopatologia da doenca
(FOURNIER et al., 2017). Nesse contexto, o controle dos mecanismos de sinalizacdo é
fundamental para o desenvolvimento de novas abordagens farmacoldgicas e terapéuticas,

evidenciando a importancia dos neuromoduladores.

Neuromoduladores consistem em uma grande variedade de substancias, incluindo
alguns peptideos, que tém a capacidade de modificar a comunicacao sinaptica, influenciando a
liberagdo de neurotransmissores, a excitabilidade neuronal e a atividade e a expressdo de
diversos componentes da transmissao sinaptica, como receptores e transportadores (NADIM &
BUCHER, 2014). Atualmente, um dos moduladores mais amplamente caracterizados no SNC
€ a adenosina, capaz de atuar sobre diversos sistemas de neurotransmissao, como 0
dopaminérgico, o colinérgico, o serotoninérgico e o glutamatérgico (BOREA et al., 2018;
CUNHA, 2011).

ADENOSINA: ASPECTOS GERAIS

A adenosina é um nucleosideo endogeno que desempenha varias fungdes essenciais,
atuando como composto estrutural para o material genético celular, como fonte reserva de
energia na forma de 5’-Adenosina Trifosfato (ATP), além de exercer o papel de sinalizador
celular e neuromodulador (KASHFI et al., 2016). Sob condigdes fisioldgicas normais, 0s niveis
extracelulares deste nucleosideo mantém-se na faixa nanomolar de concentragéo, variando
entre 30-300 nM (HASKO et al., 2008; NAVIA et al., 2020), sendo esta molécula sintetizada
tanto no meio extracelular quanto intracelularmente (BOISON et al., 2012).

No meio extracelular, a adenosina é gerada através da cascata de conversao
ATP/ADP/AMP (ADP, adenosina difosfato; AMP, adenosina monofosfato), mediada pelas
enzimas ecto-nucleosideo trifosfato difosfohidrolase (Ecto-NTPDasel ou CD39) e ecto-5'-
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nucleotidase (Ecto-5'-NT ou CD73), respectivamente. Por outro lado, no meio intracelular, esta
cascata é mediada pela acdo sequencial das enzimas 5'-nucleotidases citoplasméaticas, NDPK
(Nucleotideo Difosfocinase), AK (Adenosina Cinase) e cN (endonucleotidase) (CHANG et al.,
2021). Uma vez sintetizado, este nucleosideo é liberado diretamente no meio extracelular por
meio dos Transportadores Equilibrativos e Concentrativos de Nucleosideos (ENT e CNT, nesta
ordem), os quais também sdo responsaveis pela importacdo de adenosina para 0 meio
intracelular a favor ou contra o gradiente de concentracdo, respectivamente (BOISON et al.,
2012; GU et al., 1995). Além disso, ap0s sua sintese, a adenosina pode ser degradada em
inosina ou AMP por acdo da adenosina deaminase (ADA) e adenosina cinase (AK),
respectivamente (FIGURA 1; BOISON et al., 2012; CHANG et al., 2021), ou pode ativar
quatro subtipos de receptores metabotropicos pertencentes a familia de receptores P1: A1, A2A,
A2B e A3 (Revisado por BOREA et al., 2018).

Atividade Celulas

P00,

@ —> Efetores “7ppp
Proteina G ¢ 7

Atividade Celular e
ADA Transcricao de Genes

Inosina

Figura 1: Esquema simplificado do metabolismo da adenosina. No meio extracelular, o ATP e o ADP
podem ser hidrolisados em AMP pela CD39, sendo o AMP convertido em adenosina pela CD73. A adenosina
extracelular pode ativar a sinalizacdo celular mediada por AR através de proteinas G e efetores associados,
degradar-se em inosina pela ADA ou ser transportada através da membrana plasmatica através dos ENTs ou dos
CNTs. No compartimento intracelular, o ATP pode ser hidrolisado em ADP e AMP por NDPK e AK,
respectivamente, com o AMP sendo convertido em adenosina por cN. A adenosina intracelular pode ser degradada
em inosina pela ADA, transportada para o compartimento extracelular ou ressintetizada em ATP por enzimas
metabélicas. ADA, adenosina deaminase; AK, adenosina cinase; ARs, receptores de adenosina; cN,
endonucleotidase; CNT, transportador concentrativo de nucleosideos; ENT, transportador equilibrativo de
nucleosideos; NDPK, nucleotideo difosfocinase. Fonte: Adaptado de Chang et al., 2021.

Os receptores Al e A3 sdo acoplados as proteinas Gi/o ou Gi/g, enquanto os receptores

A2A e A2B estdo associados as proteinas Gs ou Gs/q (BOREA et al., 2018), com o receptor
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Al apresentando maior afinidade pela adenosina (KASHFI et al., 2016). A ativacdo dos
receptores A1 e A2A modula a atividade da adenilil ciclase, reduzindo e aumentando seus
niveis, respectivamente, afetando diretamente os niveis intracelulares de AMPc (Adenosina
Monofosfato Ciclica) e a atividade da Proteina Cinase A (PKA). Por outro lado, embora 0s
receptores A2B e A3 também influenciem a concentracédo celular de AMPc, sua ativacdo esta
mais associada ao aumento e a reducdo da atividade da Proteina Cinase C (PKC),
respectivamente (Revisado por BOREA et al., 2018).

No SNC, o receptor Al estd amplamente distribuido em areas como cortex, hipocampo
e cerebelo (FREDHOLM et al., 2005), sendo encontrado tanto em neur6nios quanto em células
gliais (GEBICKE-HAERTER et al., 1996; OTHMAN, YAN & RIVKEES, 2003; SHETH et
al., 2014). Por sua vez, o receptor A2A € encontrado em neurdnios, microglia e
oligodendracitos (LI et al., 2001; MELANI et al., 2009; SHETH et al., 2014) no corpo estriado,
no bulbo olfatério (FREDHOLM et al., 2005; SHETH et al., 2014) e na retina (YE, TANG &
SONG, 2021). Por outro lado, os receptores A2B e A3 apresentam uma distribuicdo mais
restrita, com baixos niveis de expressdo em células neuronais e gliais (BRAND et al., 2001;
SEBASTIAO & RIBEIRO, 1996) no hipocampo, cerebelo e striatum (FREDHOLM et al.,
2005; SHETH et al., 2014).

EFEITOS NEUROMODULADORES DA ADENOSINA

No sistema cardiovascular, a adenosina exerce potentes efeitos vasodilatadores (REISS
et al., 2020), com o receptor A2A sendo o principal responsavel pelo relaxamento do musculo
liso arterial, facilitando o fluxo sanguineo e o transporte de oxigénio (HEIN et al., 2001). No
sistema imune, este nucleosideo desempenha um papel crucial no controle de respostas
imunoldgicas (HASKO, ANTONIOLI & CRONSTEIN, 2018), sendo essencial a ativagéo do
receptor Al para a diferenciacdo de mondcitos e para a secrecao de interleucinas em estudos in
vitro (EUDY & DA SILVA, 2021; ZHONG, PENG & ZENG, 2022). Ademais, evidéncias
sugerem que a ativacao dos receptores Al e A2A modula, de forma indireta, a liberagdo de
acido gastrico, gastrina e somatostatina (ARIN et al., 2017; YIP & KWOK, 2004; YIP, LEUNG
& KWOK, 2004), ressaltando a ampla influéncia da adenosina na manutencdo da homeostase
corporal.

No SNC, a adenosina participa da regulacdo do sono, do estado de vigilia e do ritmo
circadiano (BURKE et al., 2015; REICHERT, DEBOER & LANDOLT, 2022), além de


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Gebicke-Haerter+PJ&cauthor_id=8808787
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Othman+T&cauthor_id=14515332
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modular diversos processos cognitivos, como memoria e aprendizado, em individuos saudaveis
e em modelos experimentais de Doenca de Huntington e Esclerose Lateral Amiotrofica
(GARCIA-GIL et al.,, 2021). Ademais, este nucleosideo & fundamental em processos
relacionados a adiccéo e dependéncia quimica (NAM et al., 2012), com a ativacdo do receptor
A2A sendo responsavel pela reducdo de sintomas causados por anfetaminas (WYDRA et al.,
2020). Além disso, a adenosina modula a nocicepg¢do, com o receptor A1 promovendo efeitos
antiinflamatérios e analgésicos (HADDAD et al., 2023).

No SNC, um dos principais sistemas de neurotransmissdo modulados pela adenosina é
o glutamatérgico. Segundo Bai et al. (2018), a ativacdo do receptor A2A aumenta 0s niveis
extracelulares de glutamato em um modelo de privagdo de oxigénio-glicose in vitro, além de
inibir a atividade do Transportador de Glutamato-1 (GLT-1) e estimular a liberacdo de
glutamato em astrocitos (MATOS et al., 2012). Adicionalmente, Braga et al. (2019)
caracterizaram que a ativacdo do receptor A1 modula a liberacdo de glutamato induzida por
estimulo hiperténico no hipotdlamo. Ademais, o receptor A2A regula a ativacdo do receptor
NMDA (N-metil-D-aspartato) de glutamato na microglia (FRANCO et al., 2020), e o bloqueio
deste receptor atenua a excitotoxicidade glutamatérgica apds insultos isquémicos (COPPI,
CHERCHI & GIBB, 2023). Além disso, o knockout de ENT altera os niveis extracelulares de
adenosina, promovendo uma regulacdo negativa da expressédo de EAAT2 (Transportador de
Aminoacidos Excitatorios 2; NAM et al., 2012), salientando a importancia da adenosina na

modulacgdo do sistema glutamatérgico (FIGURA 2).

O glutamato € o principal neurotransmissor excitatério do SNC, com suas
concentracdes extracelulares variando entre as ordens nanomolar e micromolar (REINER &
LEVITZ, 2018). Este neurotransmissor pode ser convertido diretamente em glutamina pela
enzima glutamina sintetase, sendo a glutamina um precursor na sintese de neurotransmissores
como o GABA (Acido y-Aminobutirico) e o proprio glutamato. Paralelamente, parcela
significativa do glutamato é metabolizada em a-cetoglutarato, um intermediario do ciclo do
acido tricarboxilico (TCA), contribuindo para a sintese de ATP (SEARS & HEWETT, 2021).
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Figura 2: Esquema da sinalizagdo glutamatérgica modulada por adenosina. No neurdnio pré-sinaptico,
os receptores de adenosina Al e A3 inibem a liberagdo vesicular de glutamato, enquanto o receptor A2A estimula
esta liberacdo. No neurbnio pds-sinaptico, a ativacdo do receptor Al reduz os niveis de AMPc, bloqueando a via
de PKA, inibindo a sintese de glutamato e ion célcio, além de regular a atividade dos receptores mGIuR e NMDA.
Por outro lado, o receptor A2A ativa a via AMPc-PKA, promovendo a sintese de glutamato e regulando a atividade
do receptor AMPA. Nos astrécitos, o knockout do transportador ENT reduz indiretamente a expressdo de
transportador EAATS. A1R, receptor Al de adenosina; A2AR, receptor A2A de adenosina; A3R, receptor A3 de
adenosina; AMPAR, Receptor AMPA (Acido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico); AMPC,
Adenosina Monofosfato Ciclica; ATP, Adenosina Trifosfato; EAATSs, Transportadores de Aminoacidos
Excitatérios; ENT, transportador equilibrativo de nucleosideo; IP3, Inositol Trifosfato; NMDAR, Receptor
NMDA (N-metil-D-aspartato); mGIuR, Receptor Metabotrépico de Glutamato; PKA, Proteina Cinase A; vGIuT,
Transportador de Glutamato Vesicular. Fonte: Adaptado de Jang & Song, 2024.
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Uma vez na fenda sinaptica, o glutamato pode ativar receptores ionotropicos (iGIuRs)
ou metabotrdpicos (MGIuRs), amplamente distribuidos no SNC (REINER & LEVITZ, 2018).
No entanto, seu excesso no meio extracelular pode desencadear a ativacdo desregulada de
iGIuRs, levando a excitotoxicidade, caracterizada por aumento exacerbado na concentracdo
intracelular de célcio. Isto provoca uma sobrecarga nas mitocondrias e um desequilibrio redox,
resultando em morte celular (VERMA, LIZAMA & CHU, 2022), evidenciando a importancia
do controle dos niveis extracelulares deste neurotransmissor. A manutencdo desses niveis
adequados é realizada pelos EAATS, que compreendem cinco subtipos conhecidos (EAAT1-
EAATS; SEARS & HEWETT, 2021), e pelo sistema Xcg, cuja atividade é independente de
sodio (BURDO, DARGUSCH & SCHUBERT, 2006; MARTIS et al., 2020).

SISTEMA Xca

O sistema Xcg™ € composto por uma subunidade estabilizadora (4F2hC ou SLC3A2) e
uma subunidade catalitica (XCT ou SLC7A11), que utilizam o gradiente de ions CI~ para
realizar o antiporte cistina-glutamato na proporc¢éo de 1:1 (FIGURA 3; KOPPULA, ZHUANG
& GAN, 2021). Este transportador capta a cistina que, uma vez no citosol, é convertida em
cisteina por meio de uma reacao de reducdo que consome NADPH (Fosfato de Dinucleotideo
de Adenina e Nicotinamida). A cisteina produzida é entdo utilizada na sintese de GSH em duas
etapas: i) Formagdo de y-glutamilcisteina a partir de cisteina e glutamato, pela y-
glutamilcisteina sintase (y-GCS); ii) Formag¢do de GSH a partir de y-glutamilcisteina pela
glutationa sintetase (GS) (JYOTSANA, TA & DelGIORNO, 2022).

A GSH é um dos principais antioxidantes enddgenos do SNC, e alteracdes em sua
concentragdo intracelular estdo diretamente associadas ao estresse oxidativo e ao acumulo de
espécies reativas (WANG et al., 2022). Este desequilibrio no estado redox esta diretamente
relacionado a diversas patologias que acometem o SNC, como a Doenca de Alzheimer
(OLUFUNMILAYO, GERKE-DUNCAN & HOLSINGER, 2023), destacando a importancia
da GSH na manuten¢do da homeostase celular e a funcdo essencial do sistema Xcg para sua

sintese e combate ao estresse oxidativo.

Sob condic¢Bes normais, a expressdo de xCT in vivo permanece restrita ao sistema
nervoso central e ao sistema imunoldgico, com a deteccdo de seu mRNA no cérebro, na retina,
no timo e no baco (SATO et al., 2002; TAGUCHI et al., 2007). Estudos apontam que

camundongos knockout para Slc7all sdo viaveis, saudaveis e ndo apresentam fendtipo
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deletério evidente (CHINTALA et al., 2005; DE BUNDEL et al., 2011), sugerindo um papel
ndo-essencial do sistema Xcg in vivo. No entanto, pesquisas demonstram que estimulos
estressores, como hipdxia e formagéo de celulas tumorais, promovem uma regulagdo positiva
de XCT (DAHLMANNS et al., 2023). Diversos trabalhos indicam também que, em quadros de
Cancer, Esquizofrenia, Depressao e outras patologias do SNC pode haver um aumento na
expressdo e na atividade deste sistema (FOURNIER et al., 2017; KITAGAWA et al., 2019;
KOPPULA, ZHUANG & GAN, 2021), tornando-o um possivel alvo terapéutico para o
tratamento destas doencas.

Adicionalmente, 0 XCT desempenha um papel crucial no cultivo in vitro, uma vez que
a cistina captada pelo sistema Xcg™ € fator limitante para a sintese de GSH, e a deplecéo deste
antioxidante esta associada a morte celular (DAHER, VUCETIC & POUYSSEGUR, 2020;
POLTORACK & DIXON, 2021). Martins et al. (2023) caracterizaram o sistema Xce' COMO 0
principal mediador da captacdo de glutamato independente de sddio nas células gliais do tecido
coclear. Ademais, Oliveira et al. (2010) demonstraram que o transporte sodio-independente de
glutamato apresenta proeminente atividade in vitro, sendo responsavel por quase metade da
captacdo deste neurotransmissor na retina. Portanto, é fundamental compreender quais
moléculas podem afetar a atividade deste transporte sodio-independente e desregular o

funcionamento tecidual normal.



18

Glutamato @
o ® o® p AL

° 5 .
® Sistema xc ®® (Cistina

Extracelular

Intracelular P Cistina
o o®
[ = ]
® o
Glutamato NADP*
NADPH
®e’e
® : Cisteina

l v-GCS

v-Glutamilcisteina

Glicina j GS

GSH

Figura 3: Estrutura e funcionamento do transportador Xcg. O transportador Xce™ € um heterodimero
composto pelas subunidades SLC7A11 e SLC3A2, e funciona como um antiportador de cistina/glutamato,
captando cistina e liberando glutamato de forma sédio-independente. Uma vez captada, a cistina é convertida em
cisteina por meio de uma reacédo de reducao que consome NADPH. Em seguida, a cisteina é utilizada para a sintese
de GSH através de um processo de duas etapas: i) A cisteina forma y-glutamilcisteina em conjugacdo com
glutamato sob agéo da y-GCS; ii) A glicina é adicionada a y-glutamilcisteina por acdo da GS, resultando na
produgéo de GSH. y-GCS, y-glutamilcisteina sintase; GS, glutationa sintetase; NADPH, fosfato de dinucleotideo
de adenina e nicotinamida. Fonte: Adaptado de Koppula, Zhuang & Gan, 2021.

Nesse contexto, 0 modelo in vitro de células retinianas se destaca como uma ferramenta
essencial para a compreenséo do transporte de glutamato independente de sodio, considerando
a relevancia deste sistema de transporte no cultivo celular (DAHER, VUCETIC &
POUYSSEGUR, 2020; KOPPULA, ZHUANG & GAN, 2021). O estudo in vitro da retina de
diferentes espécies de aves é amplamente difundido na literatura devido a facilidade de seu
isolamento sem contaminagéo por outros tecidos, ao amplo conhecimento sobre a neurogénese
na retina de embrides de galinha (DOS SANTOS-RODRIGUES et al., 2015) e as semelhancas
morfoldgicas e fisioldgicas com a retina humana (HAMBURGUER & HAMILTON, 1951).
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Adicionalmente, estudos indicam que a retina abriga os principais sistemas de
neurotransmissdo do SNC, como os sistemas GABAérgico e glutamatérgico (DOS SANTOS
RODRIGUES et al., 2015). A atividade do sistema glutamatérgico é observada em células
ganglionares, bipolares, horizontais e fotorreceptores, com a liberacdo continua de glutamato
sob a influéncia de estimulos luminosos (BADEN, EULER & BERENS, 2020). Ademais,
celulas da retina de embrides de galinha in vitro apresentam um sistema especifico de captagédo
de alta afinidade para adenosina, molécula que estd diretamente relacionada ao
desenvolvimento deste tecido e a fisiopatologia de doencas, como glaucoma e isquemia
retiniana (VENTURA et al., 2018). Dessa forma, o objetivo deste estudo é investigar o
potencial papel modulador da adenosina sobre o transporte de glutamato independente de

sodio.
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Figura 4: Representacdo esquematica da retina e suas camadas celulares. A retina € uma estrutura em
camadas, consistindo em uma camada pigmentada, o Epitélio Pigmentar Retiniano (EPR), que esta em contato
com 0s segmentos externos dos bastonetes e dos cones. Os segmentos externos dos fotorreceptores, 0s corpos
celulares, constituem a camada nuclear externa (CNE). Os axdnios dos fotorreceptores fazem sinapse com as
células neuronais (bipolares, améacrinas e horizontais) da camada nuclear interna (CNI) por meio da camada
plexiforme externa (CPE). Os ax6nios das células CNI, por sua vez, fazem sinapse com a camada de células
ganglionares (CCG) através da camada plexiforme interna (CPI). Os axdnios das células ganglionares convergem
para formar o nervo Optico. Fonte: Adaptado de Ferrara et al., 2021.
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2. OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar o efeito da adenosina sobre o transporte de glutamato independente de

sodio em cultura priméaria mista de células da retina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Verificar a expressdo do transportador Xce™ em cultura priméria mista de células

do tecido retiniano por imunofluorescéncia;

- Avaliar o efeito de diferentes concentra¢des de adenosina (20uM, 50uM e
100uM) sobre a atividade do transportador de glutamato independente de s6dio em cultura

primaria mista de células da retina com sete dias de desenvolvimento in vitro;

- Identificar o receptor responsavel por mediar os efeitos da adenosina sobre a
atividade do transportador de glutamato independente de sodio utilizando bloqueador
especifico do receptor A2A de adenosina.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

Os reagentes para cultivo celular foram obtidos da ThermoFisher Scientific Inc. O
anticorpo primario anti-xCT foi adquirido da Abcam (ab216876), assim como o anticorpo
secundario anti-Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit 1gG (ab150077) e o marcador de nucleo
celular 4,6-diamidina-2-fenilindol (DAPI; ab228549). Adenosina (CAS: 58-61-7), antagonista
do receptor de adenosina A2A (5-amino-7-[2-feniletil]-2-[2-furil]-pirazolo[4,3-€]-
1,2,4triazolo[1,5-c]pirimidina ou SCH58261); CAS: 160098-96-4) da Sigma-—Aldrich (St.
Louis, MO, EUA). Ovos fertilizados da espécie White leghorn foram obtidos de um incubatério

local e mantidos em atmosfera umidificada a 37-39°C.

3.2 CULTURA PRIMARIA MISTA DE CELULAS DA RETINA

Os embrides de galinha da linhagem White leghorn foram armazenados seguindo 0s
protocolos estabelecidos por Hamburguer e Hamilton (1951). AS culturas primarias mistas de
neurdnios e células gliais da retina foram preparadas conforme descrito por Herculano et al.
(2006), em conformidade com as diretrizes do Comité de Etica Local (ANEXO |; CEPAE
9829240621).

Sob condicBes assépticas, 1-2 embriGes com 7-8 dias de idade embrionaria (E7—ES8)
foram removidos dos ovos e decapitados em placas de Petri contendo meio livre de célcio e
magnésio (CMF-Calcium Medium Free; em mM: NaCl 128, CsHi2Os 12, KCl 4 ¢
NaH2PO..2H-O 1; pH=7,2-7,4, ajustado com NaOH) mantido a 4°C. Em seguida, os globos
oculares foram extraidos, e tanto o cristalino quanto o humor vitreo foram removidos para

dissecacéo e isolamento da retina.

O tecido retiniano foi transferido para tubos de ensaio de 15mL contendo 1mL de
solugcdo de tripsina 0,05% (diluida em Solucdo Tampdo Fosfato (PBS-Phosphate Buffer
Saline); acrescido de (em mM): NaCl 137, NaH2PO.4.2H-0 10, KCI 2,7 ¢ KH2PO4 2; pH=7,2-
7,4, ajustado com NaOH) e mantido durante 3-5 minutos em banho-maria a 37°C com agitagao
constante. Para inativacdo da tripsina, foi adicionado 1mL de Meio Eagle Modificado de
Dulbecco (DMEM; 10 g acrescido de: NaHCOs 3,7 g; CsHi20s 2,5 g; Penicilina 5 mL;

Fungisona 1 mL; Gentamicina 100 pL) enriquecido com 10% de Soro Bovino Fetal (FBS).
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O tecido retiniano foi entdo submetido a dissociacdo mecanica por meio de sucessivas
aspiragdes utilizando uma pipeta. As células obtidas foram semeadas em placas de cultura de
celulas com 24 pocgos e mantidas a 37°C em uma atmosfera umidificada com 5% CO.—95%
de ar. O meio foi trocado a cada 2 dias ou de acordo com a necessidade, até alcancar
confluéncia. Apdés 7 dias in vitro (DIV7), as culturas apresentaram uma monocamada

confluente composta por neurdnios e células gliais.

3.3 ENSAIO DE IMUNOFLUORESCENCIA

Apos as células atingirem a confluéncia, o0 meio foi removido, e as células foram lavadas
trés vezes com PBS (10 minutos por lavagem). Em seguida, foram fixadas com metanol 100%
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Apos a fixacdo, as células foram novamente
lavadas com PBS (3 lavagens de 10 minutos cada) e incubadas com solucao blogueio composta
por PBS contendo glicina 0,3M e albumina de soro bovino 1% (BSA) por 3 horas a temperatura
ambiente. Apés incubacdo com solugdo bloqueio, esta solucéo foi retirada, e as células foram
incubadas o anticorpo primario anti-xCT (1:200; diluido em PBS contendo BSA 1%) para
deteccdo da subunidade XCT do transportador Xcc™. A incubagdo com anticorpo primario foi
realizada overnight (12-16 horas) a 4°C. Posteriormente, as células foram lavadas trés vezes
com PBS e incubadas por 2 horas com anticorpo secundario anti-Alexa Fluor 488 (1:1000;
diluido em PBS contendo BSA 1%) a temperatura ambiente e sob protecdo da luz. Apds esta
etapa, 0s nucleos celulares foram corados com DAPI (1:10000; diluido em PBS) durante 1
minuto, também a temperatura ambiente e sob protecdo da luz. Por fim, as células foram
visualizadas em microscopio de fluorescéncia (Nikon - ECLIPSE Ni) e as imagens foram

processadas e analisadas nos softwares ImageJ e Photoshop CSé.

3.4 TRATAMENTOS FARMACOLOGICOS

Para avaliar o efeito da adenosina no transporte de glutamato independente de sédio, as
celulas foram incubadas com diferentes concentra¢des de adenosina (20uM, 50uM e 100uM;
diluidas em DMEM) (FERREIRA, J.M. & PAES-DE-CARVALO, R., 2001) por 4 horas. Apds
este periodo, foram realizados ensaios de liberagdo e captacdo de glutamato. Para identificar o
receptor de adenosina envolvido nos possiveis efeitos moduladores, as celulas foram pre-

incubadas por 20 minutos com o antagonista do receptor A2A, SCH58261 (50nM; diluido em
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Dimetilsulfoxido 100% (DMSQO) e DMEM) antes da incubacdo com adenosina. Apoés as etapas
de incubacdo, as células foram lavadas duas vezes com solucdo LiCl-Hank's Balanced Salt
Solution Modificado (LiCI-HBSS; em mM: LiCl 128, HEPES 20, CsH1.0s 12, KC1 4, CaCl. 2
e MgCl. 1; pH=7,2-7,4 ajustado com KOH). Todas as incubagdes foram realizadas a 37°C em
estufa com 5% CO>—95% de ar.

3.5  ENSAIOS DE LIBERACAO E CAPTACAO DE GLUTAMATO E ANALISE
POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

Para o ensaio de liberagdo de glutamato, as células foram lavadas duas vezes com
500uL de LiCI-HBSS e, em seguida, incubadas com 500uL desta mesma solucdo por 20
minutos a 37°C, em estufa com 5% CO.. Apos a incubacdo, o sobrenadante foi coletado e
armazenado para posterior analise por CLAE. Em seguida, para 0 ensaio de captacdo de
glutamato, as culturas da retina foram lavadas duas vezes com 500uL de LiCI-HBSS e
incubadas com 500uL de solucdo contendo 50uM de Glutamato (diluido em LiCI-HBSS) por
20 minutos a 37°C, também em estufa com 5% CO.. Apds o periodo de incubagdo, o
sobrenadante foi coletado e armazenado para posterior analise (Figura 5). Todas as amostras

coletadas foram mantidas a -80°C até sua preparacdo e quantificacdo por CLAE.

Para dosagem de glutamato por CLAE, as amostras foram gradualmente descongeladas
e inicialmente preparadas pela adicio de 20uL de Acido Tricloroacético 1% (TCA) a cada
500uL de amostra, seguida por centrifugacdo a 5000 rpm durante 10 minutos. Apos a
centrifugacdo, 300uL do sobrenadante foram coletados, e 20pL de Homoserina (HMS;
10pg/mL; diluida em agua ultrapura) foram adicionados como padréo interno da técnica.

A derivatizagdo das amostras foi realizada adicionando-se 10puL de Ortoftalaldeido
(OPA; 0,013g diluido juntamente com 0,016g de N-Acetilcisteina em 300uL de metanol
absoluto) e 40uL de tampéo borato (0,1M; diluido em agua ultrapura; pH=9,5 ajustado com
NaOH) a cada 60uL de amostra ou solucdo padrdo de L-Glutamato. Apos este processo, as
amostras foram injetadas em um sistema de CLAE com gradiente, utilizando a fase movel A
(composta por 95% de tampé&o acetato de sodio 50uM, pH=5,67 ajustado com &cido acético;
5% de metanol absoluto e 12 mL de propanol por litro de fase A) e fase B (metanol 70%). A
eluicéo foi realizada com fluxo de 1,2 mL/min, em um tempo total de 25 minutos, utilizando
detector de fluorescéncia com comprimento de onda de excitagdo 340 nm e emissdo de 460 nm.

Por fim, a quantificacdo de glutamato liberado e captadas foi realizada conforme padronizado
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por Moraes et al. (2012). A captacdo de glutamato foi calculada por meio da equagdo: AGlut =
[Glut]to — [Glut]ted, onde [Glut]to representa a concentracdo inicial de glutamato e [Glut]tend

representa esta concentracdo ao final do experimento.

5%CO; 4, 20 min 37°c

l | i

Hank Li* Glu 50uM ol

¢ 4 ' 5

Ensaio de Liberacgao de Ensaio de Captacao de Armazenamento -
Glutamato Glutamato das amostras a Analise por

-80°C CLAE (Moraes
et al., 2012).
¥ Y
Coleta de amostra Coleta de amostra

Figura 5: Esquema representativo dos ensaios de liberagéo e captagdo de glutamato. As células foram
inicialmente incubadas com solu¢do LiCI-HBSS para avaliacdo da liberacdo de glutamato, seguida de uma
incubagdo com 50puM de glutamato para 0 ensaio de captacdo de glutamato. As amostras coletadas foram
preparadas e analisadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, conforme descrito por MORAES et al.
(2012). CLAE, Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia; Glu, Glutamato; Hank Li*, Solugdo LiCI-HBSS. Fonte:

Autoral (llustracdo produzida em BioRender.com).

Todos os reagentes quimicos utilizados foram de grau CLAE. Para correcdo de valores,
foi realizada a dosagem de proteina, no minimo, 24 horas apés a obtencao da amostra segundo
método descrito por Bradford (1976).

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados com o software GraphPad Prism 9.3.0 (GraphPad Software
Inc., San Diego, CA, EUA). O teste t ndo-pareado foi utilizado para comparacao de dois grupos
e a comparacdo entre maltiplos grupos foi realizada pelo teste one-way ANOVA com post-hoc
Tukey. Os dados séo expressos como porcentagem do controlexdesvio padrdo com o nivel de

significancia definido em p<0.05.
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4. RESULTADOS

4.1 CELULAS DA RETINA IN VITRO EXPRESSAM O TRANSPORTADOR XcG

Atualmente, o sistema Xcc™ € 0 Unico transportador de glutamato conhecido por operar
na auséncia do ion sodio, ao contrario dos EAATS, que permanecem inativos na auséncia deste
fon. Dessa forma, supde-se que o transporte de glutamato em nosso modelo experimental seja
mediado pelo transportador Xcg™. Assim, para investigar sua presenca, realizamos a deteccéo

da subunidade xCT por meio do ensaio de imunofluorescéncia.

Nossos resultados demonstram a especificidade da reagéo, evidenciada pelo controle
negativo do anticorpo primario (FIGURA 6A), e confirmam a viabilidade celular por meio da
marcagao positiva para o marcador de nucleos celulares DAPI (FIGURA 6B; azul). A Figura
6C revela a proeminente expressdo do XCT (verde) em células com caracteristicas morfoldgicas

distintas.
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Figura 6: Imunomarcacao para XCT em células da retina. A) Controle negativo; B) Marcacdo do nicleo
celular com DAPI (Indicado pelas setas vermelhas); C) Células marcadas positivamente para xCT (Indicado pelas

setas brancas). Aumento de 40x.
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4.2 ADENOSINA AUMENTA A LIBERACAO E DIMINUI A CAPTACAO DE
GLUTAMATO INDEPENDENTE DE SODIO EM CELULAS DA RETINA

Considerando a importancia do transporte de glutamato sédio-independente no tecido
retiniano e a relevancia do efeito modulador da adenosina sobre a neurotransmisséo
glutamatérgica, além da deteccdo de um transportador sddio-independente em nosso modelo
experimental, buscamos avaliar o possivel impacto da adenosina sobre o transporte de
glutamato independente de sodio.

O gréfico a seguir mostra os resultados da liberacdo de glutamato independente de sodio
(em porcentagem do controle) ap6s o tratamento com diferentes concentragdes de adenosina.
Nossos resultados indicaram que as concentra¢es de ADO 20uM e 100uM nao apresentaram
diferencas significativas em relacdo ao grupo controle. Por outro lado, a incubagdo com
adenosina 50uM resultou em um aumento de aproximadamente 800% na liberacdo de
glutamato sddio-independente em comparacao ao grupo controle (FIGURA 7). Estes resultados
sugerem que a adenosina pode exercer um efeito modulador significativo sobre a liberacéo de

glutamato sodio-independente, com a concentra¢do de 50 uM promovendo o maior aumento.
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Figura 7: Liberaco de glutamato independente de sddio sob efeito da adenosina. Avaliagdo da liberacéo
de glutamato independente de sodio sob efeito de diferentes concentracdes da adenosina em cultura de células
retinianas de embrides de galinha. Valores expressos como porcentagem do controle (Ctrl 100+54,82, n=5; ADO
20uM 118,92+31,92, n=5; ADO 50uM 1106,18+375,08, n=5; ADO 100uM 206,74+81,02, n=6; ****p<0,0001
vs. Ctrl; ####p<0,0001 vs. ADO 50uM). ADO, adenosina; Ctrl, controle.
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Em virtude da magnitude do efeito da adenosina sobre a liberacdo de glutamato por um
sistema independente de sodio, avaliamos também a captacdo deste neurotransmissor. O
grafico a seguir mostra os resultados da captacdo de glutamato independente de sddio (em

porcentagem do controle) apds o tratamento com diferentes concentraces de adenosina.

Nossos resultados indicaram que a incubacdo com adenosina nas concentracdes de
20uM, 50uM e 100uM promoveu um bloqueio completo na captacdo de glutamato em
comparacdo ao grupo controle, com diferenca significativa entre ADO 50uM ¢ 100uM
(FIGURA 8). Assim, estes dados ressaltam um proeminente efeito modulador da adenosina
sobre a captacdo de glutamato independente de sodio.

De modo geral, os resultados da liberacdo e da captacdo de glutamato sddio-
independente indicam uma acdo direta da adenosina sobre o transporte sddio-independente
deste neurotransmissor. Considerando que a concentragdo de ADO 50uM apresentou 0S efeitos
mais proeminentes em ambas as avaliacOes, esta concentracdo foi entdo selecionada para 0s
testes subsequentes.
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Figura 8: Captacdo de glutamato independente de sodio sob efeito da adenosina. Avaliacdo da captagao
de glutamato independente de sddio sob efeito de diferentes concentragfes da adenosina em cultura de células
retinianas de embriGes de galinha. VValores expressos como porcentagem do controle (Ctrl 100+£16,86 n=4; ADO
20uM 1,968+3,191, n=4; ADO 50uM -24,79+16,34, n=4; ADO 100uM 9,903+20,94, n=5; ****p<0,0001 vs. Ctrl;
####p<0,0001 vs. ADO 50uM). ADO, adenosina; Ctrl, controle.
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4.3 BLOQUEIO DO RECEPTOR A2A MEDEIA OS EFEITOS INDUZIDOS PELA
ADENOSINA SOBRE O TRANSPORTE DE GLUTAMATO SODIO-INDEPENDENTE IN
VITRO

Ap0s estabelecer o efeito significativo da adenosina sobre o transporte de glutamato
sodio-independente, nosso objetivo foi caracterizar farmacologicamente este fendmeno,
identificando o receptor responsével pelos efeitos observados. Estudos indicam que o receptor
A2A desempenha um papel crucial na modulagdo da neurotransmissdo glutamatérgica,
promovendo efeitos semelhantes aos encontrados em nossos resultados. Assim, buscamos

investigar a contribuigdo do receptor A2A nos efeitos observados em nosso estudo.

O grafico a seguir mostra os resultados da liberacéo de glutamato independente de sddio
(em porcentagem do controle) apds o bloqueio do receptor A2A de adenosina. O bloqueador
SCH58261, especifico para o receptor A2A de adenosina, ndo apresentou diferenca
significativas em relacdo ao grupo controle, sugerindo que os efeitos observados anteriormente
ndo sdo de natureza fisiologica. No entanto, ao realizar a pré-incubacdo das células com o
bloqueador, seguida da incubagdo com ADO 50uM, foi observada uma inibi¢do do fenémeno
promovido pela adenosina na liberacdo de glutamato independente de sédio, indicando que a

ativacdo do receptor A2A medeia os efeitos observados com por ADO 50uM.
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Figura 9: Liberacdo de glutamato independente de s6dio com bloqueio do receptor A2A de adenosina.
Liberacdo de glutamato independente de s6dio com bloqueio do receptor A2A de adenosina por SCH58261 em
cultura de células retinianas de embrides de galinha. Valores expressos como porcentagem do controle (Ctrl
100+47,51, n=4; SCH 58261 (50nM) 255,35+160,71, n=4; ADO 50uM 2614,54+886,52, n=5; SCH 58261 (50nM)
+ADO 50uM 61,47421,29, n=4; ****p<0,0001 vs. Ctrl; ####p<0,0001 vs. ADO 50uM). ADO, adenosina; Ctrl,
controle.



30

O gréfico a seguir mostra os resultados da captacdo de glutamato independente de sodio
(em porcentagem do controle) apds o bloqueio do receptor A2A de adenosina. De modo
semelhante ao que foi observado na liberacéo de glutamato independente de sodio, a utilizacdo
do inibidor do receptor A2A nédo blogqueou a captagéo basal de glutamato, confirmando que os
efeitos promovidos pela adenosina sobre o transporte sodio-independente deste
neurotransmissor ndo sdo de natureza fisiologica. Novamente, a pré-incubacdo com o
bloqueador, seguida pela incubagdo com ADO 50uM, inibiu 0s efeitos mediados pela
adenosina sobre a captacdo de glutamato independente de sodio, conforme ilustrado na Figura
10. Assim, estes resultados corroboram a hipdtese de que o efeito modulatério observado é

mediado pela ativacdo do receptor A2A de adenosina.
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Figura 10: Captacdo de glutamato independente de sddio com bloqueio do receptor A2A de adenosina.
Captacdo de glutamato independente de sodio com bloqueio do receptor A2A de adenosina por SCH58261 em
cultura de células retinianas de embrides de galinha. Valores expressos como porcentagem do controle (Ctrl
100+11,86, n=4; SCH58261 (50nM) 100+11,86, n=4; ADO 50uM -30,83%19,68, n=5; SCH58261 (50nM) + ADO
50uM 100+11,86, n=4; ****p<0,0001 vs. Ctrl; ####p<0,0001 vs. ADO 50uM). ADO, adenosina; Ctrl, controle.
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5. DISCUSSAO

Os resultados deste estudo indicam, pela primeira vez, que a adenosina modula a
atividade do sistema Xcg™ por meio da ativacdo do receptor A2A em células retinianas in vitro.
Considerando que este transportador desempenha um papel crucial na sintese de GSH, estes
achados abrem novas perspectivas para 0 combate ao estresse oxidativo, fendmeno central em
diversas patologias, como degeneracdo macular relacionada a idade e retinopatia diabética
(Revisado por LEWERENZ et al., 2013). Dessa forma, os resultados obtidos ressaltam a

importancia de nossas descobertas e o potencial de futuras investigacdes.

Considerando que a expressdao do transportador Xcec™ em condices fisioldgicas
permanece sendo alvo de intensa investigacdo (JYOTSANA, TA & DELGIORNO, 2022;
MARTIS et al., 2020), avaliamos, neste estudo, a expressdo do xCT e sua localizacéo celular.
Nossos resultados indicaram a expressdo do XCT em estruturas morfologicas distintas
(FIGURA 10), sugerindo que diferentes tipos celulares expressam o sistema Xcg™. Estudos
demonstram que este transportador pode estar presente tanto em neurdnios quanto em células
gliais no cérebro e outras regides do SNC de camundongos, ratos e humanos (BURDO,
DARGUSH, & SCHUBERT, 2006; LA BELLA et al., 2007). Por outro lado, pesquisas mais
recentes apontam que o trocador cistina-glutamato é mais proeminente nas células gliais
(Revisado por DAHLMANNS et al., 2023; LEE & ROH, 2021). Mesci et al. (2015) relatam
que neurdnios motores da medula espinhal ndo expressam a subunidade xCT, conclusao
corroborada por Ottestad-Hansen et al. (2018) que ndo observaram marcacéo positiva para a
subunidade XxCT em neurdnios do cérebro de camundongos. Assim, com base nas evidéncias
apresentadas e nos resultados obtidos, sugerimos que o trocador cistina-glutamato é expresso
predominantemente em células gliais da retina embrionaria in vitro, quando comparado a
expressao em neurdnios. Contudo, experimentos adicionais sdo necessarios para confirmar esta

hipdtese e elucidar o papel deste sistema de transporte na fisiologia retiniana.

Estudos indicam que células do Epitélio Pigmentar Retiniano regulam positivamente a
producdo de GSH por meio do influxo de cistina pelo sistema xcc™ (GAO et al., 2020), e que a
inibicdo deste transportador na retina diminui os niveis deste antioxidante, levando a disfuncéo
tecidual in vivo (KATO et al., 1993). Além disso, Dun et al. (2006) demonstraram que 0
aumento na expressao do mRNA para a subunidade xCT promove a elevagdo dos niveis de
GSH em Ceélulas Ganglionares da Retina em quadros de desbalango redox, contribuindo para

manuten¢do da homeostase e combate ao estresse oxidativo. Este achados ressaltam o papel
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crucial do transportador de glutamato sodio-independente na defesa antioxidante do tecido
retiniano.

Por outro lado, o sistema Xcc™ esta diretamente envolvido em diversos processos
patologicos, sendo alvo frequente de estudos que buscam novas alternativas terapéuticas.
Pesquisas indicam que este transportador desempenha um papel crucial no metabolismo e na
proliferacdo de céelulas tumorais, além de contribuir para a evasdo imune e facilitar a metastase
(DAHER, VUCETIC & POUYSSEGUR, 2020; KOPPULA, ZHUANG & GAN, 2021; LEE
& ROH, 2021). Além disso, 0 aumento da expressao do transportador Xcc™ € a consequente
elevacdo na liberacdo de glutamato estdo associados a quadros convulsivos e epilépticos, com
camundongos knockout para a subunidade XCT apresentando limiar elevado para convulsées
induzidas por farmacos (Revisado por DAHLMANNS et al., 2023). Nesse contexto, dada a
relevancia do transporte de glutamato independente de sddio tanto na fisiologia normal quanto
em diversas patologias, torna-se essencial a investigacdo de mecanismos capazes de modular

sua atividade.

Na retina, 0 bloqueio do receptor Al resulta em um aumento na liberacdo de GABA
induzida por D-aspartato (FERREIRA et al., 2014), enquanto a ativacdo do receptor A3 protege
as células retinianas contra a morte celular por excitotoxicidade em modelos in vitro (GALVAO
et al., 2015). Ademais, Madeira et al. (2015) demonstraram que o blogueio do receptor A2A
inibe a morte de células ganglionares em um modelo ex vivo de glaucoma, além de modular a
neuroinflamacéo, a reatividade microglial e a perda de células ganglionares no tecido retiniano
em modelos de glaucoma in vivo (MADEIRA et al., 2016). Estes achados ressaltam o papel
crucial da adenosina na manutencao da homeostase retiniana e na protecdo do tecido retiniano.
Assim, avaliamos a possivel influéncia da adenosina, um dos principais moduladores do SNC,

no transporte sodio-independente de glutamato.

Os resultados obtidos indicam que somente a concentragdo de 50uM de adenosina
induziu um efeito significativo sobre a liberacdo de glutamato sodio-independente, em
contraste com as concentragoes de 20uM e 100uM, que ndo apresentaram diferencas em relagéo
ao grupo controle. Por outro lado, nos dados de captacdo as concentragoes de 20uM, 50uM e
100uM de adenosina apresentaram diferengas em comparagao ao grupo controle. Ademais, 0s
valores abaixo do “Eixo x” nas Figuras 8 e 10 representam a concentracdo extracelular de
glutamato ap6s incubacdo com Glutamato 50uM, indicando que houve um aumento na
quantidade de glutamato no meio extracelular no final do experimento, em comparacdo ao

inicio. Este padrdo sugere que a liberacdo de glutamato sddio-independente predominou sobre
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a captacdo devido a acdo da adenosina. Nesse sentido, os resultados deste estudo indicam que
a incubacdo com adenosina nas concentragdes de 20uM, 50uM e 100uM promoveu alteracoes
significativas nos niveis de captacdo de glutamato independente de s6dio em comparagéo ao

grupo controle.

No presente estudo, foram utilizadas concentracdes elevadas de adenosina (20uM,
50uM e 100uM; OHANA et al.,, 2001), uma vez que estudos apontam que diferentes
concentracdes de adenosina podem induzir efeitos contrastantes, decorrentes da ativacao
diferencial de seus receptores (Revisado por BOREA et al., 2018). Pesquisas demonstram que
baixas concentracbes de adenosina podem promover a metastase de células cancerigenas,
enquanto concentracfes mais elevadas inibem a proliferacdo celular (TARNOWSKI et al.,
2017). Além disso, estudos relatam que agonistas do receptor A3, em altas concentracdes,
induzem apoptose, enquanto concentracbes mais baixas ndo resultam em morte celular
(OHANA et al., 2001). Esses achados ressaltam a complexidade dos efeitos da adenosina e
reforcam a necessidade de um estudo mais aprofundado para entender os mecanismos
subjacentes a essas respostas, particularmente em relagdo ao transporte de glutamato sodio-
independente. Assim, buscamos identificar o receptor responsavel pelos efeitos no transporte

de glutamato independente de s6dio em nossos resultados.

Pesquisas indicam que a adenosina exerce seus efeitos moduladores por meio da
ativacdo dos receptores Al e A2A, principalmente (COSTA et al., 2020; FREDHOLM et al.,
2005; NAVIA et al., 2020). Paes-de-Carvalho (2002) descreve que a ativacdo do receptor Al
de adenosina promove uma diminuicdo dose-dependente no acimulo de AMPc mediado pela
dopamina em células retinianas in vitro. Ademais, da Silva et al. (2017) relatam que a ativacéo
do receptor A2A previne o desenvolvimento de disfuncGes cardiacas de forma dose-dependente

em ratos hipertensos.

Segundo Li et al. (2011), a ativacdo do receptor Al inibe a liberacdo espontanea de
GABA e glutamato em neurdnios corticais, além de inibir a liberacdo evocada de glutamato em
sinaptossomos (MARCHI et al., 2002). Ademais, este receptor promove a depressao sinaptica
da neurotransmissdo glutamatérgica no corpo estriado dorsal (FRITZ, YIN & ATWOOD,
2021) e inibe a exocitose do glutamato mediada pela PKC em sinaptossomos cérebro-corticais
(BARRIE & NICHOLLS, 1993). Nesse sentido, os efeitos inibitorios da ativacéo do receptor
Al descritos na literatura ndo coincidem com o efeito estimulatdrio observado em nosso estudo

(FIGURA 7). Assim, supomos que a ativacao deste receptor ndo esteja diretamente envolvida
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com os efeitos observados em nosso estudo, sendo necessarios mais experimentos para

corroborar esta hipotese.

Por outro lado, conforme destacado por Matos et al. (2012), a adenosina exerce um
controle rapido sobre a atividade dos transportadores de glutamato e regula negativamente sua
expressao a longo prazo, por meio da ativacdo do receptor A2A. Além disso, a ativacdo aguda
deste receptor promove uma liberagdo de glutamato dependente de Ca™ em astrécitos do
hipocampo in vitro (Matos et al., 2012). Ademais, foi observado que o receptor A2A medeia 0
efeito inibitdrio da adenosina sobre a captacdo de glutamato no hipocampo e regula tanto a
liberacdo quanto a captacdo desse neurotransmissor no corpo estriado (PINTOR et al., 2004).
Nesse sentido, sugerimos que o receptor A2A modula a atividade do sistema sodio-

independente em cultura de células da retina.

Nossos resultados mostram que o blogueio do receptor A2A inibiu o efeito da adenosina
sobre a liberagdo e a captacdo de glutamato sodio-independente, sem alterar os niveis basais do
transporte deste neurotransmissor (FIGURAS 9-10). A ativacdo deste receptor aumenta
indiretamente a atividade da PKA, sendo que diversos estudos associam a atividade desta cinase
a modulacdo de mecanismos de sinalizacdo celular (ZHANG & PANDEY, 2003; UEMATSU
et al., 2016). Baker et al. (2002) demonstraram que receptores metabotrépicos de glutamato do
grupo Il modulam a atividade do transportador cistina-glutamato por meio de um mecanismo
dependente de PKA em fatias do striatum, e que o XCT humano contém dois sitios de
fosforilacdo para esta cinase. Posteriormente, Resch et al. (2014), mostraram que 0
Polipeptideo Ativador de Adenilato Ciclase Hipofisario Pleiotrépico (PACAP) aumenta a
captacdo de cistina via sistema xcg™ através de uma via dependente de PKA. Assim, com base
nestas evidéncias, sugerimos que os efeitos promovidos pela ativagao do receptor A2A ocorrem
por meio de uma via de sinalizagdo mediada pela PKA. No entanto, experimentos adicionais
sdo necessarios para confirmar esta hipotese, uma vez que ndo avaliamos diretamente a

atividade desta cinase em nosso estudo.

Embora mais investigacOes sejam necessarias para caracterizar integralmente o
mecanismo responsavel pelos resultados obtidos neste estudo, este trabalho apresenta uma
significativa contribuicdo para o estudo da neuroquimica da retina, onde é demonstrado pela
primeira vez um efeito modulador da adenosina sobre o transporte de glutamato independente

de sodio.
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6. CONCLUSAO

Concluimos que a adenosina pode modular o transporte de glutamato independente de sédio
pela ativacdo do receptor A2AR. Esse processo parece estar associado a expressdo do
transportador de glutamato xcc™ nas células da retina, sugerindo um papel crucial da adenosina

na regulacao da sinalizagdo glutamatérgica retiniana.
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