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Figura 1: Localizagdes do AMPA nos neurOnios piramidais da éarea CAl. Existem,

basicamente, trés localizagdes distintas do AMPA nos neurdnios piramidais da area
CAl: a zona sindptica, que fica imediatamente oposta aos sitios pré-sinapticos de
liberagdo de vesiculas de L-glutamato, a regido extra-sinaptica, localizada adjacente a
zona sindptica, e o meio intracelular, que concentra cerca de 60% desses receptores
armazenados em vesiculas denominadas endoSSOMAs. ..........cceecveerereieesieenieee e 18

Figura 2: AMPA e seus movimentos durante a atividade sinaptica basal. O AMPA ¢ formado

por combinagdes das subunidades protéicas denominadas GluR1, GluR2 e GIuR3 (A),
que, estruturalmente, se distinguem pelo tamanho de sua cauda, entre outras
propriedades. Assim, enquanto as subunidades GluR2 e GIuR3 contém cauda curta, a
subunidade GIuR1 possui cauda longa (B). Essas subunidades se combinam formando os
tetrAmeros GluR2/GIuR3 e GluR1/GluR2 (B). A composicdo heteromérica do AMPA
esta diretamente implicada com os seus movimentos em condi¢des de atividade celular
basal. Nessas condi¢des, enquanto os heterdmeros GluR2/GIluR3 possuem ciclos de
entrada e saida na membrana citoplasmatica (flechas pontilhadas), os AMPAs
GluR1/GluR2 difundem-se, lateralmente, e alternam-se entre a zona sinaptica e extra-
sinaptica (flechas continuas) (C).......eeoieriiiiieiieieee e 19

Figura 3: AMPA e seus movimentos durante a ocorréncia de LTD. Os heterdmeros

GluR2/GluR3, que sdo mantidos estabilizados na zona sindptica através de suas
associagdes com as proteinas GRIPs/ABPs, durante a LTD, sdo fosforilados pela PKC,
através da mediacdo das proteinas citoplasmaticas PICKs, que se associam aos
receptores. Uma vez fosforilados, os AMPAs GluR2/GluR3, associados as PICKs,
difundem-se até sitios de endocitose, localizados lateralmente em relacdo a zona
sindptica, onde sdo, posteriormente, internalizados. ..........cceeevvverciiieiciie e 20

Figura 4: AMPA e seus movimentos durante a ocorréncia de LTP. Durante a LTP, apenas os

heterdmeros GluR1/GluR2 parecem sofrer uma alteracdo significativa em sua densidade
de canais na zona sinaptica. Dois movimentos desses heterdmeros sdo observados: seu
acimulo na zona sindptica, através de sua difusdo lateral, a partir de areas extra-
sinapticas, e posterior estabilizacdo, em fungdo de sua associagdo com proteinas
especifica como as TARPs, e a inser¢do de novos receptores, provenientes de vesiculas
intracelulares, na membrana celular. Tanto o acimulo de receptores na regido sinaptica
quanto sua inser¢do na membrana requerem fosforilagdes catalisadas por diversas
QUINIASES. +eevvveeeereeerereeeereeaseeaieseeasseesssseasssaeassssasssssasssseessseesssssesssssessssesnsssesssssssssessnsseensseees 21

Figura 5: Esquematizagdo geral do modelo da LTP inicial desenvolvido. O modelo foi

construido contendo o neurdnio piramidal da drea CA1 (A) e, em uma de suas espinhas
dendriticas, que sdo pequenas protusdes encontradas ao longo dos dendritos (B), foram
inseridas as vias bioquimicas da LTP inicial, representadas, em C, apenas por algumas
enzimas (CaMKII, PKA, PKC € ERKI/2)....ccccooiiiiiiiiiiiieiiecteece vttt 34

Figura 6: Representagdo esquematica da construcdo do modelo compartimental. Para o

desenvolvimento do modelo compartimental, o neurdénio € representado através de
pequenos segmentos, simulados a partir de circuitos equivalentes unidos entre si através
de resistividades do meio intracelular (Ra)...........ccccvveiviiiiiiieiciiecie e 39

Figura 7: A espinha dendritica e a representacdo de seu modelo computacional. A espinha

dendritica é uma pequena protusdo encontrada ao longo dos dendritos dos neuronios, que
atua na recepcdo da maior parte das entradas sindpticas excitatdrias. Geralmente, essas
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espinhas possuem uma cabeca e um pescogo (A), cujas dimensodes foram consideradas no
desenvolvimento de seu modelo. A simulacdo da espinha dendritica foi feita com trés
compartimentos, sendo dois para representar a cabega, separados por uma linha
pontilhada, e um compartimento para o pesco¢o, que conecta a cabeca ao seu dendrito
parental (B). Cada compartimento foi simulado através de seu circuito equivalente (C).42
Figura 8: Esquema geral dos receptores AMPA simulados. Os receptores AMPA foram
simulados como duas popula¢des, sendo uma composta pelos heterdémeros GluR 1/GluR2
e a outra pelos GluR2/GluR3. Os AMPAs GIluR2/GluR3 foram simulados como uma
populacdo imdvel de receptores sinapticos, ja os GluR1/GluR2s foi considerados em trés
localizagdes distintas: na zona sinéptica, extra-sinaptica e em vesiculas intracelulares.
Apenas os GIuR2/GIuR3s e os GIuR1/GIluR2s sinapticos mediam a transmissdo
glutamatérgica no modelo. E essa mediag@o pode ser alterada em fungdo da presenca de
TARPs, proteinas transmembranicas que podem se associar com ambos os heteromeros.

Figura 9: A recepcdo de L-glutamato. O L-glutamato ¢ liberado da zona ativa, localizado nos
terminais axonicos pré-sinapticos. Nesses terminais, as vesiculas de neurotransmissor sao
armazenadas até serem exocitadas, liberando-o na fenda. Nessa regido, em funcdo do
grande numero de transportadores de L-glutamato existentes em células glias e nos
proprios neurdnios, esse neurotransmissor atua, apenas por um breve intervalo de tempo,
ativando os receptores sindpticos. Os receptores extra-sinapticos, em funcdo de sua
localizagdo desfavoravel, ndo participam na recepgdo de L-glutamato............c.ccuee.e...e. 48

Figura 10: Esquema cinético do receptor AMPA utilizado para a construgdo de seus modelos
computacionais. Nesse esquema ¢ considerada a associagdo do receptor desativado com
o L-glutamato (e), sua passagem para os seus estados abertos (ativados) e estados
dessensibilizados leves € Profundos..........cceecuierieririiiei et 49

Figura 11: Modelo cinético do NMDA. O NMDA pode se associar ao L-glutamato (e) tanto
em seu estado bloqueado por Mg®" (quadrados) quanto em seu estado desbloqueado
(circulos). Uma vez associado a duas moléculas de L-glutamato, o canal pode abrir ou
entrar em um de seus dois estados dessensibilizados (representados por circulos e
quadrados nAo PreenChidos)........ccceeiiiiiiie it er e eaae s 54

Figura 12: Ciclo de ativacdo da proteina G trimérica e da PLCB. A proteina G € um trimero
formado pelas subunidades a, B € y que, em seu estado inativo, permanece associado ao
nucleotideo GDP. Porém, a chegada de um estimulo na célula leva a dissociacdo do GDP
e a associacdo do GTP em sua subunidade a que, nesse estado, ativa a PLCB. Por sua
vez, a PLCP também age sobre a subunidade a, promovendo uma acelera¢do em sua
atividade de GTPase, ¢ ocasionando a sua volta ao seu estado INativo. ............cceeeuvveneee.. 59

Figura 13: A via de ativagdo da PKC convencional. Para se tornar ativa, a PKC requer sua
associacao ao Ca*, o que determina sua translocagdo até a membrana celular. Na
membrana, essa enzima se associa ao DAG, produto da hidrolise de PIP; catalisada pela
PLCB. Com base nesse seu requerimento, a ativacdo da PKC envolve a atuacdode
INGIURS. <ottt ettt sa et sb e nees 61

Figura 14: Esquema cinético de ativagdo do receptor de IPs. O receptor de IP; ¢ um tetramero
que contém, em cada mondmero, um sitio para a associagdo de IP; (circulos) e um para a
associagio de Ca*" (quadrados). A ligagdo tanto de Ca>" quanto de IP; (representada
pelos sitios de associagdo em preto) pode ocorrer de maneira isolada, ou
simultaneamente. Mas, no modelo do receptor de IP; simulado, ¢ necessario que haja IP;
associado ao receptor para o seu canal abrir. Ou seja, nesse modelo, o Ca*" possui um
carater apenas modulador sobre a ativagao desses reCeptores. .......cveevveererererreeerveeennnn 64

Figura 15: Modelo de interacdo entre a neurogranina (Ng) e a CaM. A neurogranina se
associa preferencialmente a CaM em auséncia de Ca’’, no entanto, ela também pode
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. . 2+ . .
interagir com o complexo Ca”/CaM, embora com afinidade menor. Dessa maneira, a
~ ~ . 2+~ . .~ .
elevacdo na concentracao intracelular de Ca™ ndo causa uma dissociacdo imediata entre
. , 2+ . .-
a neurogranina e a CaM, e complexos contendo as duas proteinas ¢ o Ca™ podem existir.

Figura 16: Esquema do modelo de ativagdo da CaMKII. A CaMKII requer a associacdo de
Ca®’/CaM em sua estrutura para iniciar sua reacio de autofosforilacdo, processo que
ocorre através da ligagdo dessa enzima com o complexo (Ca*")4CaM, ou ainda com os
(Ca2+)3CaM, (Caz+)2CaM e (Ca2+)CaM. Uma vez autofosforilada (CaMKII*), a CaMKII
pode se dissociar de Ca’’ e, em seguida, de CaM, o que ocorre com taxas lentas,
permanecendo auténoma (CaMKII**). Em seu estado autonomo, a CaMKII** pode se
autofosforilar novamente, o que impede, posteriormente, a sua reassociagdo com seus
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Figura 17: Via de ativagdo da PKA. A Ca**/CaM, formada a partir da ativagdo de receptores
NMDA, determina a ativacdo tanto da AC quanto da PDE, enzimas que atuam na
producdo e degradacdo, respectivamente, do AMPc, segundo mensageiro que atua
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Figura 18: Esquema para a simulacdo da ativagdo da AC e da PDE. Nesse esquema, foi
considerado a AC e a PDE, representadas, de maneira genérica, por E, podem interagir
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(Ca®")yCaM). No entanto, apenas a associagio dessas enzimas com o complexo
(Ca®")4CaM resulta em SUAS AHIVAGOES. ..........vv.eveveeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeseeseseeseseseeseeseesseeae 77

Figura 19: A ativagdo da PKA. A PKA ¢ um tetramero formado por duas subunidades R e
duas subunidades C. A associagdo de quatro moléculas de AMPc, duas em cada
subunidade R, determina uma mudanc¢a em sua estrutura que promove a liberagao de
suas subunidades cataliticas ativas no meio intracelular. .............cccocoeciinininininnnns 79

Figura 20: Via da MAPK ERKI1/2. A ativagdo da ERKI1/2 promovida pelos receptores
NMDA inicia-se com a entrada de Ca’" na célula e a ativacio da enzima Ras-GRF. A
Ras-GREF catalisa a ativag@o da Ras, proteina G monomérica que atua no recrutamento e
ativagdo da MAPKKK denominada Raf-1, que age fosforilando e ativando a MEK1/2.
Por fim, a MEK1/2 determina a ativacdo da ERK1/2............cooooiiiiiiiiiiiiie e 85

Figura 21: Etapas para a formacao de NO catalisada pela NOS. A enzima NOS, em seu estado
ativo, converte a L-arginina em NO, através de dez rea¢des de oxido-reducdo que
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Figura 23: Resposta do modelo do neurdnio piramidal CA1 para diferentes injegoes de
corrente aplicadas em seu soma. Para verificar se o modelo simulado nesse trabalho
apresenta 0 mesmo comportamento que o desenvolvido por Traub et al. (1991), ele foi
estimulado por diferentes valores de corrente, injetadas diretamente no soma, o que
resultou nos padrdes de disparos mostrados em A. Em B, ¢ mostrado, em detalhe, a
resposta do neurdnio simulado nesse trabalho para uma corrente 0.25 nA e, logo abaixo,
a resposta do modelo de Traub et al. (1991), evidenciando a concordancia na resposta
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Figura 24: Curva de freqiiéncia de disparos do modelo do neurdnio piramidal da drea CA1 em
fungdo da corrente injetada no seu soma. De acordo com os registros elétricos obtidos
através da estimulagdo por injecdo de corrente dos neurdnios piramidais da area CA1 do
hipocampo, sabe-se que eles apresentam um aumento na freqii€ncia de disparos, em



funcdo da magnitude da corrente utilizada como estimulo, resultado que foi obtido no
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Figura 25: Padrao de ativacdo e desativacao dos heterdmeros do AMPA simulados. De acordo
com a literatura experimental, o AMPA atua na transmissdo glutamatérgica rapida, e
possui um padrdo de ativacdo e desativagdo de poucos milissegundos. Com base nesse
aspecto, para verificar se os dois modelos do AMPA simulados apresentam esse padrao,
eles foram estimulados com um unico pulso de L-glutamato (1 mmol.L™"), com duracio
de 1 ms. Como ¢ observado, a resposta obtida com os modelos estd em concordancia
com os padrdes temporais de ativagdo e desativacdo do AMPA, que apontam para um
tempo de abertura total de 5 ms em analises similares (Swanson et al., 1997; Benke et al.,
1998; Banke et al., 2003; Robert e Howe, 2003; Robert et al., 2005; Pei et al., 2007)..104
Figura 26: A dessensibilizacdo dos heteromeros GluR1/GluR2 e GluR2/GluR3 simulados. O
AMPA apresenta uma dessensibilizagdo profunda que ¢ verificada, experimentalmente,
através de sua exposicdo para pulsos longos de L-glutamato. Para verificar esse
comportamento nos AMPAs simulados, seus modelos foram expostos a um pulso longo
de L-glutamato, com duragdo total de 1 s, e intensidade de 1 mmol.L". Os resultados
obtidos mostram um tempo de abertura total de cerca de 10 ms, para os dois heteromeros
simulados, o que estd em acordo com os valores reportados na literatura (Robert e Howe,
2003; Robert et al., 2005; Mitchell e Fleck, 2007). ......ccvververriiieiieieeiieieeie e 105
Figura 27: Propriedades macroscopicas dos heteromeros do AMPA GluR1/GluR2 e
GluR2/GluR3 simulados em fun¢do de sua estimulagdo por padrdes oscilatorios de L-
glutamato. Para verificar os padrdes de ativacdo e desativacdo dos heterdomeros AMPA
simulados, os modelos foram expostos a diferentes freqiiéncias de L-glutamato,
constituidas por pulsos de duragdo de 0.1 ms (A e B) ¢ 1 ms (C e D). Nessas situacoes,
dez receptores de cada composigio foram expostos a 1 mmol.L" de L-glutamato. Em A
e C, os heterémeros GIuR1/GluR2 e GluR2/GluR3 sdo expostos para os mesmos padroes
de freqiiéncia de L-glutamato (10 Hz), mas com diferentes duragdes por pulso (0.1 ms
para A e 1 ms para C). Ja em B e D, os receptores simulados foram estimulados por
pulsos de L-glutamato com freqiiéncia de 5 Hz. Nesses graficos, ¢ possivel notar que,
enquanto para o pulso de duracdo menor (A e B), independente da freqii€éncia
considerada, ha periodos de somag¢do na corrente observada nos dois heterdmeros,
seguidos por periodos de dessensibiliza¢do. Ja em C e D, que foram estimulados por
freqiiéncias de L-glutamato compostas por pulsos de duragdo maior, o padrao de corrente
registrado mostra uma resposta composta por uma dessensibilizagdo inicial, seguida por
um periodo de estabilizagdo. Cabe ressaltar que a estimulacdo com pulsos de 1 ms de
duracdo aproxima-se mais do periodo de permanéncia de L-glutamato na fenda sindptica
(Diamond e Jahr; 1997). Além disso, também vale notar que, para todas as situacdes
mostradas, o heteromero GluR 1/GluR2 apresenta uma ativagao maior. ..............eeeveen. 107
Figura 28: Propriedades macroscopicas dos heteromeros do AMPA GluR1/GluR2 e
GluR2/GIuR3 para pulsos de 1 mmol.L" de L-glutamato com freqiiéncia de 100 Hz.
Quando os heterdmeros simulados sdo estimulados com 100 Hz, com pulsos de 1 ms de
duragdo, o que se nota ¢ uma grande dessensibilizacdo do GluR1/GluR2, determinando
que sua ativacdo seja menor. Nao ha dados na literatura sobre o comportamento dos
diferentes heterémeros do AMPA, mas, provavelmente, esse comportamento origina-se
de uma taxa mais lenta de recuperacdo apods a dessensibilizagdo. ...........ccceevererrecueennnn 109
Figura 29: Curva dose-resposta para a ativacdo dos heteromeros simulados em fungdo do L-
glutamato. Nao ha registros sobre essas curvas para os AMPAs heteroméricos, no
entanto, considerando os dados sobre os AMPAs homoméricos, os resultados obtidos
com o modelo estdo dentro da faixa de ECs), ou seja, concentragdo de L-glutamato
requerida para que o AMPA apresente metade de sua ativagdo maxima, que fica em



VI

torno de 10-50 ;,tmol.L'1 para o AMPA sem TARP, com pequenas varia¢des em funcao
das subunidades que compdem o receptor, e em torno de 1 mol.L” para o AMPA
associado as TARPs (Robert ¢ Howe, 2003; Robert et al., 2005; Kott et al., 2007). .....110
Figura 30: Diferencas na ativagdo e desativacdo dos AMPAs em fun¢do de sua associacdo
com as TARPs. Para observar as diferencas entre 0o AMPA com ¢ sem TARP, a mesma
situagdo de estimulacdo foi simulada duas vezes. Em cada vez, 20 AMPAs, sendo 10 de
cada composicdo heteromérica, foram expostos a um Unico pulso de L-glutamato de 1
mmol.L™". No AMPA nativo, a presenga de TARPs causa um brutal aumento na corrente
mediada pelo seu canal em fungdo, principalmente, de uma diminuicdo na taxa de
dissociacao dos heteromeros com o L-glutamato. Esse padrao foi observado no modelo
do AMPA com TARP, mostrado em B, que apresenta uma corrente duas vezes maior do
que o modelo do AMPA sem TARP, mostrado em A, além de um maior tempo de
abertura. Além disso, como ¢ possivel notar, independente da presenca de TARP, as
diferencas mencionadas anteriormente sobre a ativagdo dos heterdmeros GluR1/GluR2 e
GIR2/GluR3 sdo mantidas, ou seja, o0 GluR1/GIuR2 apresenta uma ativa¢ao maior.....111
Figura 31: A dessensibilizacdo dos heteromeros do AMPA GIuR1/GluR2 e GluR2/GluR3
com TARP. Para verificar a dessensibilizacdo dos tipos de AMPA simulados, seus
modelos foram expostos a um pulso longo de 1 mmol.L" de L-glutamato, com duragéo
total de 1 s. Os resultados obtidos indicam a maior resisténcia a dessensibilizagdo nos
heterdmeros simulados com TARP em comparagdo com os heteromeros sem TARP (Fig.
26), o que esta de acordo com os dados reportados sobre o efeito dessa proteina (Tomita
et al., 2003; Nicoll et al., 2006; Kott et al., 2007).......ccccvvievrrieirieeiriecree e 112
Figura 32: Diferencas na ativagdo e desativacdo dos AMPAs em fun¢do de sua associacdo
com as TARPs para 100 Hz de estimulagdo. Os GIuR1/GluR2s e GluR2/GluR3s sem e
com TARP foram estimulados por pulsos 100 Hz de 1 mmol.L" de L-glutamato, com
pulsos de duragdo de 0.1 ms. Em A ¢ mostrada a resposta dos dois heteromeros sem
associacdo as TARPs e, em B, com as TARPs. Nesses graficos, evidencia-se a grande
diferenca que a presenga de TARP produz na magnitude da resposta e na
dessensibilizagao dos dois heterOmMEros. ........cuveeeeeuvieieeeiiee e e 113
Figura 33: Propriedades macroscopicas dos heteromeros do NR1/NR2A e NRI/NR2B do
NMDA simulados. Os dois heterdmeros (10 receptores de cada tipo) foram expostos a
pulsos de 0.1 ms ¢ 1 ms de duracdo (A e B, respectivamente) de 1 mmol.L" de L-
glutamato. Durante essas estimulagdes, a voltagem foi grampeada em -50 mV. Como ¢
possivel notar, ha uma ativa¢do superior em amplitude do heteromero NR1/NR2A,
embora o NR1/NR2B responda por um periodo de tempo mais longo. Além disso, cabe
notar que a corrente mediada pelo NMDA ¢ muito superior a do AMPA, quando se
considera 0 mesmo numero de receptores, ja que a condutincia unitaria do NMDA ¢
maior em varias ordens de magnitude. .........occoevieriiiiiiiieieee e 115
Figura 34: Propriedades macroscopicas dos heteromeros doNR1/NR2A e NRI/NR2B do
NMDA. O comportamento dos heterdmeros NR1/NR2A e NR1/NR2B foi analisado com
estimulacdo composta por 10 Hz ¢ 100 Hz, com pulsos de 0.1 ms e 1 ms de duragdo, e 1
mmol.L" de L-glutamato. Durante essas estimulagdes, a voltagem foi grampeada em -50
mV. Como ¢ possivel notar, hd uma ativagdo maior e amplitude do heterdmero
NR1/NR2A para todas as situagdes mostradas. Além disso, a estimulacdo composta por
pulsos de 0.1 ms (A e C) produz uma resposta consideravelmente menor, em funcdo da
taxa mais lenta de associagdo ao L-glutamato do NMDA. Dessa maneira, a estimulagao
com pulsos mais longos, de 1 ms (B ¢ D), produz uma corrente cerca de 2 vezes maior,
independente da freqii€ncia considerada. .........cceeevvveeiiiiieniie e 116
Figura 35: A resposta de alguns componentes do neurdnio simulado para a estimulacdo por L-
glutamato. Nessa simulagdo, o0 modelo do neur6nio piramidal foi estimulado por um
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pulso de Immol.L" de L-glutamato, com duracdo de 1 ms, aplicado diretamente na zona
sinaptica da espinha dendritica. A presenca de L-glutamato, mesmo que por um breve
intervalo de tempo como ocorre em uma sinapse (Diamond e Jahr, 1997) determinou, no
modelo, o influxo de Ca* para o meio intracelular, mostrado a direita, em funcdo da
abertura dos canais ligados aos receptores NMDA, a esquerda. Cabe ressaltar que a
grande magnitude na concentragdo de Ca”" observada se deve ao tamanho reduzido da
espinha dendritica e estd em acordo com valores obtidos experimentalmente (Sabatini et
ALy 2002). ettt s et et ettt 117
Figura 36: Curvas dose-resposta da CaM e da neurogranina. A curva para a formacdo do
complexo (Ca*"),CaM em fungio da concentragdo de Ca®” livre indica um valor de ECs
da ordem de 10 mol.L™' e acordo com os dados medidos experimentalmente (Olwin et
al., 1985; Cox, 1988; Bayley et al., 1996; Persechini et al., 2000). J4 a curva para os
valores de CaM livre obtidos em funcdo da concentragdo de neurogranina indicam a
reducdo da concentragdo de CaM para 50% de seu valor inicial para concentragdes de
neurogranina em torno de 10 mol.L"! (Baudier et al., 1989; Gerendasy et al., 1994). ...118
Figura 37: Curvas dose-resposta da CaMKII, da calcineurina e da NOS. Para as enzimas que
dependem de Ca’"/CaM, as curvas foram tracadas mantendo-se a concentracdo de CaM
constante e variando-se apenas a concentracio de Ca’". Em A ¢é mostrada a curva a
CaMKII indicando ECso de cerca de 0.5 urnol.L'1 (Hanson e Schulman, 1992; Gaertner
et al., 2004b). Em B é mostrada a curva da fosfatase calcineurina, com ECsy de cerca de
5 pmol.L™ (Kincaid e Vaughan, 1986; Stemmer e Klee, 1994; Feng ¢ Stemmer, 2001). E
em C ¢ demonstrada a curva da NOS, que possui ECsy de aproximadamente 0.5 umol.L'1
(Bredt € Snyder, 1990). .......eo e 120
Figura 38: Curvas dose-resposta da PDE, da AC e da PKA. Em A ¢ mostrada a curva dose
resposta da PDE, com ECs, de cerca de 5 pmol. L™ (Cox et al., 1981; Huang et al., 1981).
Em B é mostrada a curva bifasica da AC, que ¢é inibida por concentragdes de Ca®" altas
(Ferguson e Storm, 2004). E, em C, ¢ vista a curva dose-resposta da PKA, ativada por
AMPc, com ECs de aproximadamente 0.1 pmol.L" (Gibson e Taylor, 1997; Francis e
Corbin, 1999). ..ttt 121
Figura 39: Curvas dose-resposta para os componentes da via da PKC. Em A ¢ mostrada a
curva dose-resposta para a ativagdo do mGIluR em fun¢do da concentragdo de L-
glutamato, com ECsy de 1 ;,unol.L'1 (Martin et al., 1993; Jensen et al., 2003). Em B ¢
mostrada a curva para a taxa de GTPase da proteina G, em funcdo da concentragdo de
GTP (Mukhopadhayay e Ross; 1999). Em C ¢ mostrada a curva de probabilidade de
abertura do canal do receptor de IP; em funcdo da concentracdo de Ca*", evidenciando
seu caracteristico padrao bifasico (Bezprozvanny et al., 1991; Mak et al., 2003). Ja em D
¢ demonstrada a curva de ativacdo da PKC em fung¢fo da concentragdo de Ca’’ livre ¢ na
presenca de diferentes concentracdes de DAG (1 pmol.L'l, 10 p.mol.L'1 e 100 p.mol.L'l),
indicando o requerimento dos dois ativadores para a maxima ativacdo da enzima
(Keranen e Newton, 1997; Kohout et al., 2001). A curva com atividade maxima se refere
a presenca de 100 umol.L" de DAG, seguida pelas curvas de 10 pmol.L™' 1 pmol.L™.
......................................................................................................................................... 123
Figura 40: Curvas para caracterizagdo da Ras e da Raf-1. Como ndo foram encontrados os
valores de ECsy para a Ras, sua validacdo foi feita através da curva da concentragdo de
Ras-GRF necessaria para que a Ras apresente metade de sua concentragdo livre de GDP
(A). J& para a validagdo da Raf-1 (B), ndao foram encontrados valores de ECsy. Em C ¢
mostrado o padrao de ativagdo da via da MAPK ERKI1/2, indicando a alta
cooperatividade de ativagdo da ERKI1/2.......cccooviiiiiiiiiiiieiie e 125
Figura 41: As enzimas essenciais da LTP e seus mecanismos de ativacdo. A LTP inicial
hipocampal NMDA-dependente requer, basicamente, a ativacdo de apenas quatro
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enzimas: a CaMKII, a PKA, a PKC e a MAPK ERKI1/2, que, no modelo, foram
simuladas a partir de seus mecanismos de ativacdo e regulacdo induzidos através,
exclusivamente da estimulac@o celular com L-glutamato. .........cccocceviiriieineiiiccnn. 127
Figura 42: A atividade oscilatoria da PKC em funcdo de sua estimulacdo por estimulos
oscilatérios de Ca*". A PKC ¢ altamente sensivel as variacdes temporais na concentragdo
de Ca®", caracteristica que pode ser observadas nas curvas acima que mostram a ativagdo
dessa enzima (1 pmol.L™"), em fungdo de sua estimulagio por pulsos de 10 ms de Ca*",
sendo cada um de 10 umol.L'l. ....................................................................................... 130
Figura 43: Ativagdo da CaMKII para diferentes freqiiéncias de Ca*". A CaMKII (1 pmol.L™),
nesses exemplos, foi estimulada por pulsos de 10 ms de Ca®’, sendo cada um de 10
pmol.L”, e em presenca de 20 pmol.L"' de CaM. Embora a CaMKII seja altamente
sensivel ao Ca", essa sensibilidade é mais evidente para suas espécies que se associam
diretamente ao Ca’", como pode ser visto em A, em que ¢ mostrada a resposta da
CaMKII autofosforilada ligada ao complexo (Ca*");CaM. Em B é mostra sua espécie
associada a ApoCaM (CaMKII trapped), que, em auséncia de Ca™, representa grande
parte de sua POrCeNtaAZEM ALIVA. ......eeviereieeieeeieeetieeie et teette ettt e et e eee st e et esseeseeeeeeseeeenees 132
Figura 44: Formagdo das espécies de CaM associadas ao Ca’" em fungio de padrdes
oscilatorios de variacdo na concentragdo desse ion. A CaM pode apresentar quatro
espécies ligadas ao Ca®", (Ca’")CaM, (Ca*"),CaM, (Ca*");CaM e (Ca*")4CaM, que se
alternam em magnitude, indicada por porcentagem de ativagdo, de acordo com a
amplitude, duracdo e freqiiéncia dos pulsos de Ca’" utilizados com estimulo. Para
exemplificar esses comportamentos, em A ¢ mostrada a resposta da CaM para pulsos de
5 Hz de Ca®™", com concentragio de 100 pmol.L™", ¢ em B, a resposta para 100 Hz de
Ca”", com concentragio de 10 umol.L'1 POT PUISO. woeevieceiieeeie ettt 134
Figura 45: Estimula¢io da via da PKA para diferentes freqiiéncias de Ca>", compostas por
pulsos de 10 pmol.L", com 10 ms de duragio por pulso e 1 s de tempo total de
estimulacdo, em presenca de 20umol.L'1 de CaM. Como ¢é possivel observar em A,
enquanto a ativacdo da AC mostra um alto grau de variagdo oscilatoria, acompanhando
as freqiiéncias de Caz+, a PKA, mostrada em B, é ativada de maneira continua, sem
sofrer o efeito da variagdo temporal da AC. No entanto, esse padrao de ativagdo da AC
pode permitir, durante a LTP, que a PKA seja ativada em funcdo de uma variacao breve
na concentracao intracelular de % ettt 135
Figura 46: Ativagdo da Ras-GRF e da Ras para diferentes freqiiéncias de Ca®", compostas por
pulsos de 10 pmol.L”', com 10 ms de duragio por pulso e 1 s de tempo total de
estimulagdo, em presenga de 20pmol.L' de CaM. No modelo de LTP inicial
desenvolvido nesse trabalho, a ativacdo da ERK1/2 ¢ mediada pelo Ca’" através da
ativagcdo da Ras-GRF, mostrada em A, que requer Ca*'/CaM para se tornar ativa. Como €
possivel notar, enquanto a Ras-GRF & altamente sensivel as oscilagdes de Ca’",
acompanhando seu padrdo pulsatil de variacdo, a Ras, em B, responde as oscilagdes da
Ras-GRF apenas em magnitude de ativagdo, e transmite essa resposta para as demais
ENZIMAS QA VI..c.uiiiiiieiieeiiieiteieeet et et et e aeeteete e sseesseesseessseesseenseessseanseenssesssesnseessnens 136
Figura 47: Ativagdo da PDE e da calcineurina por diferentes freqiiéncias de Ca*", compostas
por pulsos de 10 umol.L'l, com 10 ms de duragdo por pulso ¢ 1 s de tempo total de
estimulagdo, em presenga de 20umol.L™" de CaM. Como é demonstrado, apesar de serem
ativadas diretamente por Ca**/CaM, nem a PDE (A) nem a calcineurina (B) apresentam
atividade oscilatoria. Além disso, ha uma porcentagem de ativagcdo bastante reduzida
dessas enzimas em comparacdo com a ativacdo das demais moléculas mostradas,
estimuladas pelos mesmos protocolos de estimulacdo. Vale atentar, no entanto, para
ativagdo persistente da PDE, que retém a Ca®"/CaM em sua estrutura. ........................ 137
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Figura 48: A sensibilidade intrinseca de algumas enzimas implicadas com a LTP as oscilagdes
de Ca®". Para verificar como as moléculas simuladas respondem a diferentes padrdes de
estimulos de Ca®", elas foram expostas, individualmente ou em presenca de CaM, para os
casos das moléculas que ndo se ligam diretamente a esses ions, a nove protocolos
distintos, que variaram em concentragdo de Ca®" (1: 1 pmol.L'l, 2: 10 prnol.L'l, 3: 20
pmol.L™), e em freqiiéncia de oscilagio (1: 2 Hz, 2: 5 Hz, 3: 20 Hz, 4: 100 Hz). Com
esses padrdes de estimulagdo, utilizando sempre uma concentragio de 0.1 pmol.L™ da
molécula analisada, foi possivel perceber que ha uma grande diferenca no
comportamento dessas enzimas frente ao Ca*". Para quantificar essa diferenga, a curva
de concentracdo do estado ativo de cada molécula simulada, obtida em funcdo de cada
protocolo usado, foi integrada. O valor maximo obtido com essa integragdo foi
considerado como 100% de ativacdo. E, os demais valores, foram transformados em
porcentagem de ativacdo em funcdo do valor definido como 100%. Com esse
procedimento, foi possivel observar que a ativagdo das enzimas mostradas ¢ maior
conforme se utiliza protocolos de estimulacdo compostos por pulsos com intensidade
maior e apresentados em altas freqiiéncias, como ocorre durante a indugdo de LTP.....138

Figura 49: A sensibilidade da calcineurina as oscilagdes de Ca>*. Para verificar como a
calcineurina responde ao Ca®", foram utilizadas 3 concentragdes diferentes de Ca*" (1: 1
pmol.L™!, 2: 10 pmol.L™, 3: 20 pmol.L™"), com freqiiéncias de oscilagdes distintas (1: 2
Hz, 2: 5 Hz, 3: 20 Hz, 4: 100 Hz). Com esses padrdes de estimulacdo, e utilizando
0.1umol.L'1 da calcineurina, foi possivel observar que essa enzima requer uma grande
variagio na concentragio de Ca”" para se tornar ativa. Mas, vale ressaltar que, nesse
grafico, a porcentagem de ativag¢do da enzima foi calculada a partir da integragdo da area
de sua curva de ativagdo. Nesse sentido, a ativacdo mais alta obtida para um protocolo
especifico foi considerada como 100 %. Os demais valores de ativagdo foram colocados
em porcentagens a partir desse valor maximo. Portanto, vale ressaltar que, nessas
situacdes, embora nao seja demonstrado, a ativagdo da calcineurina, em concentragao, €,
SEIMPTE, DATKA. ..eeutiiieiiiriieie ettt ettt ettt sttt et et ebt et es e st e e e nas 139

Figura 50: A inativacdo da CaMKII pela PP1. A CaMKII ¢ uma das enzimas principais para a
ocorréncia de LTP e destaca-se das demais por possuir um complexo padrio de
autofosforilacdo, que possibilita sua permanéncia em um estado ativo autdbnomo. No
entanto, a preseng¢a de fosfatases rapidamente causa sua inativagdo, através de sua
desfosforilagdo. Para ilustrar esse processo, o modelo da CaMKII (1 pmol.L™") foi
estimulado por 1 s por Ca*” (10 pmol.L™), em presenca de CaM (20 pmol.L™"), o que
promoveu a rapida autofosforilagdo da enzima. Em seguida, com o término do estimulo
de Ca®", a CaMKII passa de seu estado autofosforilado para o trapped. Para verificar a
acdo da fosfatase PP1 nesse processo, no periodo de 3 a 4 s, uma concentragao de PP1 (1
pmol.L'l), foi inserida no modelo e depois retirada. Rapidamente, as duas espécies de
CaMKII foram inativadas. .........cccceeeuierienieeiieieestee et esee e ereesteeseseesseessaesesesnseenseens 140

Figura 51: O padrdo de aumento na concentragio de Ca®" em fungio da indugdo de LTP por
um pulso de 100 Hz de L-glutamato durante 1s. A LTP ¢ induzida por protocolos
especificos de estimulagdo que determinam a rapida ativacdo dos receptores AMPA,
seguida pela despolarizagao local da membrana celular, o que determina a ativacao dos
receptores NMDA, cuja corrente ¢ mostrada a esquerda, e, em conseqiiéncia, um intenso
aumento na concentrac¢io local de Ca®", mostrado & direita. ...........o.oveveeveeerreeeereeene. 142

Figura 52: As enzimas que integram o modelo simulado. A LTP inicial hipocampal requer a
ativagdo de quatro proteinas: a CaMKII, a PKC, a PKA e a ERK1/2. No entanto, no meio
intracelular, existem diversas moléculas que atuam determinando a inativacdo dessas
enzimas. Por essa razdo, a compreensdo da LTP envolve, necessariamente, a analise dos
mecanismos que possibilitam que moléculas especificas sejam preferencialmente



ativadas. Entre essas moléculas destacam-se a CaMKII, que pode ser inativada pela PP1
e pela PP2A, a PKC, a PKA, cuja ativagdo ¢ regulada, indiretamente, pela PDEI,
representada por PDE, e pela PDE10, e a EKR1/2, que ¢ inativada pela fosfatase MKP e,
indiretamente, pela PP2A, além de ser regulada pela SynGAP, enzima que acelera a taxa
de inativagdo da Ras. Cabe ainda ressaltar que a SynGAP pode atuar sobre a Ras tanto
em seu estado desfosforilado, que ¢ catalisado pela calcineurina (CaN), quanto apods a
sua fosforilagcdo por CaMKII, fato que aumenta a sua atividade sobre a Ras. ............... 144
Figura 53: Ativacdo das enzimas essenciais da LTP, em funcdo de 1 s de estimulagdo por
pulsos de 1 mol.L™" de L-glutamato simulados com 100Hz de freqiiéncia, considerando
sua organizacdo intracelular juntamente com a acdo de fosfatases e demais moléculas. As
proteinas requeridas para a indug@o de LTP inicial, ou seja, a ERK1/2, a PKA, a PKC e a
CaMKII, indicada em dois estados de ativacdo (autofosforilada e frapped), apesar de
serem altamente sensiveis ao aumento intracelular na concentragdo de Ca’*, fato que
determina que elas sejam capazes de se tornarem ativas mesmo em decorréncia de
variagdes breves na concentracdo desse ion, ndo permanecem persistentemente ativas
quando se considera a coordenacgdo entre a suas ativacdes e a acdo das fosfatases, PDEs e
da SynGAP. Nesse sentido, a compreensdo da ocorréncia de LTP requer,
necessariamente, que a organizacdo temporal e espacial entre seus componentes seja
CONSIACTAAA. ...ttt ettt 145
Figura 54: O efeito da neurogranina sobre a formagio do complexo Ca’"/CaM. A
neurogranina ¢ uma proteina de interagdo com a ApoCaM que mantém a CaM
armazenada em concentragdes basais de Ca®". Mas, além disso, ela dificulta a formacao
do complexo Ca”**/CaM, por promover uma aceleragdo na taxa de dissocia¢do do Ca".
Com isso, mesmo diante de uma forte estimulacdo (100 Hz de Ca*", com 10 ms de
duragio por pulso, para 10 pmol.L™ de CaM), apenas a presenca de neurogranina (100
pmol.L'l) ¢ capaz de suprimir quase totalmente a formagao da espécie (Ca2+)4CaM. ...148
Figura 55: A neurogranina e o papel da PKC na amplificacdo de sinal da LTP inicial. Para
verificar a agdo da PKC no término da interag@o entre a neurogranina ¢ a CaM, o modelo
dessas proteinas foi isolado das demais e, inicialmente, a concentragdo de PKC foi
mantida em zero. A neurogranina permaneceu, no inicio da simulagdo, em presenca de
CaM (10 umol.L'1 de cada uma) e Ca** (20 umol.L'I) e, por um periodo de 2 s, o modelo
foi exposto a PKC ativa (1 pmol.L™"). Como ¢ possivel observar, apenas a presenca
momentanea de PKC ativa ja ¢ suficiente para fosforilar a neurogranina e impedir a
formacao do complexo entre essa proteina € @ ApoCaM. .......ccceeveviieiiririienienieneenenn. 149
Figura 56: A neurogranina e o papel da PKC e da NOS na amplificacdo de sinal da LTP
inicial. Para verificar a acdo da PKC e da NOS no término da interacdo entre a
neurogranina ¢ a CaM, o modelo dessas proteinas foi isolado das demais e, inicialmente,
a concentra¢do de PKC e NOS foi mantida em zero. A concentracdo de neurogranina e
de CaM simuladas foram equimolares (10 pmol.L" de cada uma), além disso, foi, o
modelo foi mantido em presenga de Ca>* (20 pmol.L™"). Por um periodo de 1s, o modelo
foi exposto a NOS (1 pmol.L™"). Em uma segunda simulagio, o modelo foi exposto por
Is a NOS e a PKC juntas e, como mostrado, determinou um rapido término na interacao
entre a neurogranind € @ APOCAM. .......ccciiiiviiiieriiiieiee ettt e re e e ene 151
Figura 57: Amplificacdo de sinal: a agdo da PKC e da NOS. Tanto a PKC quanto a NOS sdo
ativadas assim que hd o aumento intracelular na concentragio de Ca*". Uma vez ativas,
essas enzimas atuam na amplifica¢do de sinal da LTP através da fosforilagdo e oxidagao,
mediada por NO, da neurogranina, impedindo que ela se associe com a CaM. Dessa
maneira, ha um aumento na concentracdo de CaM disponivel para ativar as demais
moléculas que irdo atuar na LTP. .....c.coccoeiiiiiiiiiee e 152
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Figura 58: Coordenacdo e integragdo da PKA e da CaMKII. A ativagdo da PKA e da CaMKII
¢ altamente integrada. Assim, enquanto a PKA age inibindo, indiretamente, a PP1, que ¢
uma das fosfatases que inativam a CaMKII, a CaMKII inibe a calcineurina, fosfatase que
reverte esse processo, além de inibir também a PDE, enzima que termina a sinalizacao
MEdiada POT AMPC. ..c.viiiiieiieeeeeeee ettt s b e b eraeenes 153

Figura 59: A inibi¢do da PP1 mediada pela CaMKII. A CaMKII facilita a inibicdo da PP1
fosforilando a calcineurina e a PDE, enzimas que atuam na desfosforilagdo do In-1 e na
hidrolise do AMPc, respectivamente. A inclusdo dessas fosforilagdes no modelo
contribuiu para a manuten¢gdo da atividade da CaMKII que, em seu estado ativo,
gradualmente impede a desinibi¢do da PP1. E, para ilustrar a simulacdo desse processo,
as enzimas calcineurina, PKA, e PP1, em presenca de In-1 fosforilado, foram mantidas
em baixa concentracio de Ca*’/CaM, o que possibilitou a ocorréncia de uma ativagdo
lenta das enzimas PKA e calcineurina. Com esse panorama, duas situagdes foram
modeladas. Em uma delas, o modelo manteve a concentracdo de CaMKII como zero
(curva em preto) e, em outro, em 1 umol.L'1 (curva em cinza). Como ¢ possivel observar,
com a concentragdo Ca>"/CaM persistente no meio, logo a calcineurina iniciou sua agdo
desfosforilando o In-1. Porém, em presenga de CaMKII, curva em cinza, esse processo
gradualmente foi sendo revertido. Ou seja, a CaMKII presente no meio inibiu a atuagdo
da calcineurina e determinou o aumento da concentracao de In-1 fosforilado............... 154

Figura 60: A acdo do GMPc sobre a manuteng¢do da concentracdo de AMPc. O GMPc, no
hipocampo, atua pos-sinapticamente na inibi¢do da PDE10, enzima que gradativamente
degrada o AMPc formado apds a indugdo de LTP. Esse processo foi simulado, mas sua
acdo so ¢ perceptivel apos um longo periodo de tempo. Para ilustrar esse processo, na
situagdo mostrada acima, o AMPc, produzido pela AC, foi mantido sem ser consumido
através de sua hidrolise por PDE1, assumindo-se, portanto, que apenas a PDE10 atua em
sua degradacdo. Como ¢ possivel observar, sua concentracdo cai gradualmente, mas, a
medida que GMPc ¢ produzido, ha o restabelecimento da concentragdo de AMPec....... 155

Figura 61: A ativagio da via da ERK1/2 induzida pelo Ca®". Para ilustrar o papel do Ca*" na
ativacdo da via da ERK1/2, esse modelo foi isolado das demais moléculas simuladas, e
mantido apenas em presencga de suas enzimas (Ras, Raf-1 MEK1/2 ¢ ERK1/2), além de
Ras-GRF e (10 pmol.L™") e CaM (20 pmol.L™"). A alta concentragio dessas tltimas duas
moléculas ¢é proposital, e tem o objetivo de evitar que elas sejam fatores limitantes. Com
essa situacdo, a introdu¢ao no modelo, por apenas 1 s, de pulsos de Ca”" com 100 Hz de
freqiiéncia ¢ capaz de induzir uma répida ativacdo da Ras-GRF, seguida pela ativacao
das demais eNzimas da VIA. ......c.ccceeeeeierieriieiieieesee ettt esee e ereetaeseseesseesaesesesnseensaens 157

Figura 62: O efeito da SynGAP sobre a atividade da Ras. Para evidenciar o papel inibitério da
SynGAP na ativagdo da Ras, ela foi simulada e, de maneira ilustrativa, o modelo da Ras
foi isolado em presenga de CaM, Ca** e Ras-GRF constante. Em uma situacao, a
SynGAP fosforilada foi mantida continuamente no modelo (curva em preto). Em outra,
ela foi introduzida apenas por 5 segundos, ilustrando seu rapido efeito sobre a atividade

Figura 63: Vias das MAPKs ERK1/2 e p38. Tanto a ERK1/2 quanto a p38 tém sua ativacao
mediada por proteinas GRF especificas, que ativam as proteinas G monométicas Ras e
Rap. Mas, enquanto a Ras ¢ relacionada com a ativagdo da ERK1/2, através da Raf-1 e
da MEK1/2, a Rap relaciona-se com a ativagdo da p38, mediada pelas enzimas B-Raf e
IMIKIK3/6. ettt ettt ettt 160

Figura 64: A simulagdo da ativagao da p38 mediada pela Rap. A via da p38 possui, como
principal forma de ativagdo, a a¢do da proteina G monomérica Rap. Uma vez ativa, as
enzimas que integram a via da p38 tem a atividade altamente coordenada com as da via
da ERKI1/2. Por esse motivo, foi importante simular a via da p38 no modelo
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desenvolvido nesse trabalho. Alguns resultados iniciais obtidos com a simulagdo dessa
via sdo mostrados acima, onde € possivel observar a ativacao da p38 em decorréncia da
ativacao prévia, mediada pela PKA, da Rap.......cocceeiiiiiiiii e 162
Figura 65: Modelo integrado das vias da ERK1/2 e da p38. A ativacdo das duas vias envolve
0 aumento na concentragio intracelular de Ca*" que determina a ativagio da Ras mediada
pelas proteinas Ras-GRF1 e Ras-GRF2 ativadas, por sua vez, através de sua associagao
de Ca”"/CaM. Ja a ativagio da Rap ocorre por meio da PKA, que fosforila a proteina Src
que determina, por sua vez, a ativacdo da C3G, enzima que catalisa a ativacdo da Rap.
Uma vez ativas, a Ras e a Rap ativam a B-Raf. Além disso, a Rap ativa a Raf-1, que é
inibida pela Rap. A B-Raf representa um importante ponto de cruzamento e ¢€
responsavel, diretamente, pela ativacdo da ERKI1/2, através da MEK1/2, e da p38,
atraveés da MEKK3/6. .....c..oouiriiiiiiiiiiiece e 163
Figura 66: A ativagio da ERK1/2 e da p38 para um trem de 100 Hz de Ca®". Apos as vias da
p38 e da ERK1/2 terem sido simuladas, elas foram unificadas através dos pontos de
integracdo da atividade de alguns de seus componentes. Com essa integracdo, a
estimulagdo do modelo com 1 trem de Ca®>" com 100 Hz de freqiiéncia, 10pmol. L™ por
pulso e 1 s de tempo total de estimulacdo, resultou em uma ativacdo igual das duas
enzimas finais das vias, ou seja, da ERK1/2 e da p38. ..c.oooeiiiiiiiii e 164
Figura 67: Ativacdo das enzimas essenciais da LTP, considerando a presenga dos mecanismos
de amplificacdo de sinal, coordenacdo e integracdo entre a atividade de algumas de suas
moléculas, em fungio de 1 s de estimulagdo por pulsos de 1 mol.L"' de L-glutamato
simulados com 100Hz de freqiiéncia. Como foi discutido, a LTP inicial hipocampal é
caracterizada por apresentar uma ampla coordenacdo temporal na atividade de algumas
de suas enzimas. Essa integragdo, embora esteja envolvida com a sua ocorréncia, ndo €
capaz de produzir a ativacdo, em grande porcentagem, da CaMKII e da ERK1/2, enzimas
que atuam de maneira fundamental nesse processo. A CaMKII, porém, apresenta uma
porcentagem de ativagdo maior nessa situacdo, em comparagdo com os dados obtidos
para o mesmo protocolo de estimulagdo, mas sem considerar a acdo coordenada entre as
vias SIMuladas (FiZ. 53). c.ei ittt et 164
Figura 68: Contribuicdes especificas do NMDA NR1/NR2A e NR1/NR2B para o aumento de
Ca®" no meio intracelular. Para verificar as possiveis causas da seletividade da LTP no
requerimento da ativagdo do NMDA NR1/NR2A, o modelo foi alterado para incorporar
a contribuicdo exatada de cada subtipo de NMDA na indugdo da LTP. Na zona sinéptica,
os heteromeros NR1/NR2A correspondem a cerca de 65% do total de NMDAs, o que foi
considerado no modelo. O restante de receptores foi simulado como heteromeros
NR1/NR2B. Com essa composicao, a indu¢do de LTP gera uma influxo de Ca’" maior,
em magnitude, mediado pelos NMDASs NRI/NR2A......ccocoiiiiiiiiiiiieee e 168
Figura 69: A ativacdo das enzimas CaMKII, PKA, PKC e ERK1/2 em funcdo do Ca** que
entra para o meio intracelular pelos diferentes heterdmeros de NMDA simulados. Para a
obtengao desses resultados, as vias simuladas foram incorporadas no modelo do neurénio
piramidal desenvolvido, sem considerar, no entanto, a presenca de fosfatases e demais
proteinas que atuam na inibicdo de suas ativacdes. Metade da concentragdo de cada
molécula incorporada nesse modelo recebeu Ca*" provindo apenas de um dos
heteromeros de NMDA simulados. Como pode ser observado, a CaMKII (A) responde
com uma porcentagem de ativagio maior para o Ca>” provindo do NMDA NRI1/NR2A,
em comparac¢ao com sua ativa¢ao em funcao do Ca”*" do NR1/NR2B. O mesmo resultado
foi obtido para a ativagdo da PKC (C), no entanto, a PKA exibiu ativacao similar para o
Ca*" dos dois heterdmeros de NMDA considerados (B). Ja a ERK1/2, apresentou uma
porcentagem de ativacdo em um intervalo de tempo menor em fungdo do Ca*’ que fluir
através do NR1/NR2A, porém, sua ativacdo em estado-estavel foi a mesma independente
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da origem do Ca’" considerada. Vale ressaltar que, nesses graficos, a porcentagem
maxima de ativagdo se refere apenas a concentragdo total de proteinas acoplada com
cada receptor NMDA, que ¢ 50% de sua concentragao total..........cc.cccerervieniencncennenn 169
Figura 70: A ativagdo das enzimas CaMKII, PKA, PKC ¢ ERK1/2 em fungdo do Ca*" que
entra para o meio intracelular pelos diferentes heteromeros de NMDA simulados,
considerando a presenca das fosfatases e demas moléculas que contribuem para a
inativagdo dessas quinases. Para a obtencdo desses resultados, as vias simuladas foram
inseridas no modelo do neurdnio piramidal desenvolvido, e metade da concentragcdo de
cada molécula recebeu Ca>" provindo apenas de um dos heterdmeros de NMDA
simulados. Como pode ser observado, o Ca®" provindo do NMDA NRI/NR2A (A)
promoveu uma ativagcdo maior de todas as quinases essenciais para a ocorréncia de LTP.
Vale ressaltar que, nesses gaficos, a porcentagem maxima de ativacdo se refere apenas a
concentragdo total de proteinas acoplada com cada receptor NMDA, que é 50% de sua
CONCENLIAGAD TOTAL. ..oiiiviiiiiiiieiie ettt et e v eeare e e eaaeeereee e 170
Figura 71: Ativacdo das enzimas essenciais da LTP quando se considera sua integracdo
temporal e a distingdio na fonte de Ca*" que atua na ativagio especifica de cada molécula.
A LTP é um processo que requer, além de coordenacdo temporal entre algumas
proteinas, uma organizag¢do espacial precisa, que atua possibilitando a sua ocorréncia
através do favorecimento da ativacdo de algumas proteinas. E essa organizagdo ¢
especialmente relevante para a ERK1/2, que ¢ ativada, nesse processo, através de seu
posicionamento junto ao heterdmero NR1/NR2A. Esse posicionamento favorece sua
ativacdo pois a mantém isolada de enzimas que atuam em sua inativacdo. Dessa maneira,
a incorporagdo desses processos no modelo de LTP inicial desenvolvido resultou na
obtencao de uma grande porcentagem de ativacdo da ERK1/2. ... 174
Figura 72: A inibicdo da calcineurina através de sua interacdo com a AKAP79/150. No
modelo construido, a principal funcdo da AKAP79/150 foi inibir a calcineurina,
reduzindo sua atividade catalitica para apenas 10% em comparagdo com sua forma livre.
Dessa maneira, a calcineurina, mesmo que se encontre proxima a seus substratos, tem
sua atuacao bastante IMItada. ...........ccooueeiieiiiieiiiiieee e 176
Figura 73: A translocagdo da CaMKII no modelo de LTP desenvolvido. Apos se
autofosforilar, a CaMKII rapidamente migra do citoplasma (Cit) para a densidade pods-

Figura 74: A ativagdo da CaMKI, da PKA, PKC e ERK1/2 durante a LTP inicial hipocampal.
Através da combinacdo de uma organizacdo espacial e temporal precisa, a inducdo de
LTP determinou, no modelo, a ativacdo das enzimas que mediam o aumento do peso
01 015 (ol o RSP PRS 179

Figura 75: A estabilizagdo dos AMPAs na membrana sindptica mediada pela PKC e pela
CaMKII apos a indugdo de LTP. Enquanto a PKC atua na estabilizacgdo do AMPA
apenas por um breve intervalo de tempo, em acordo com sua ativagdo transiente, a
CaMKII contribui mais para o aumento do numero de AMPAs, j& que ela permanece
persistentemente ativa. Dessa maneira, o principal fator limitante, durante esse processo,
para a atuacdo da CaMKII serd o nimero de receptores na membrana celular disponiveis
para serem fOSTOTTlado.........ccuieiiieiecie et 184

Figura 76: A inser¢ao dos AMPAs na membrana sinaptica mediada pela PKC, PKA e ERK1/2
que, em funcao de padrdes temporais de ativagdo distintos e concentragdes diferentes,
geram periodos de aumento de AMPAs na membrana diferenciados. ..........cccceeuenee. 185

Figura 77: O aumento no nimero de AMPAs como conseqiiéncia a LTP. No modelo
desenvolvido, a a¢do coordenada da CaMKII, PKA, ERK1/2 e PKC resultou na insergdo
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de AMPAs na membrana e de sua estabilizagdo na zona sinaptica. Com esses processos,
houve um grande aumento no numero total de AMPAS. .......ccccoeviiriiiiiiinieeeeee, 186
Figura 78: O aumento no nimero de AMPAs como conseqiiéncia a LTP. Em cerca de meia
hora apos a indug@o de LTP, o nlimero maximo de receptores AMPA possivel no modelo
jé foi atingido e se mantém estavel ao longo de duas horas, de acordo com a duragio
total da LTP INICIAL....co.eiiiiiiiiiicic e 187
Figura 79: As alteragdo da LTP podem ser observadas pelo aumento da corrente ou do
potencial de membrana medido na célula pos-sindptica. Para ilustrar esse aumento, o
comportamento do modelo foi comparado antes e depois da inducdo de LTP. Como ¢é
observado, para apenas um pulso de L-glutamato (1 mmol.L™"), h4 a alteragio da corrente
mediada pelo AMPA (A) e, conseqiientemente, do potencial da membrana celular (C),
medido na espinha dendritica, que passa a apresentar uma componente resultante da
ativacdo dos receptores AMPA maior. Em B estd mostrada a corrente do canal do
NMDA, que manteve-se INalterada........c..cccveeieecieeiienieeie ettt e 188



ABP

AC

AKAP79/150

AMPA

AMPc

CaM

CaMKII

EPAC

ERK1/2

GAP

GEF

GRF

GRIP

HFS

In-1

LTP

LTD

MALD-TOF

MAPK

MEK1/2

MKK3/6

MKP

XV

LISTA DE ABREVIATURAS

AMPA receptor binding protein

Adenilato ciclase

A-kinase anchoring protein 79/150
a-amino-3-hydoxy-5-methyl-isoxazoleproprionic acid
Adenosina monofosfato 3’-5’-ciclico

Calmodulina

Calcium/calmodulin-dependent protein kinase 11
AMPc-regulated guanine nucleotide exchange factor
Extracellular signal-regulated kinase 1/2
GTPase-activating protein

Guanine nucleotide exchange factor

Guanine nucleotide releasing factor

AMPA receptor-interacting protein

High frequency stimulation

Inibidor-1

Long-term potentiation

Long-term depression

Matrix-assisted laser desorption/ionization-time-of-flight
Mitogenic-activated protein kinase

Mitogenic-activated protein /extracellular signal-regulated 1/2 kinase
Mitogenic-activated protein /extracellular signal-regulated 3/6 kinase

Mitogenic-activated protein kinase phosphatase
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NMDA N-metil-D-aspartato

PICK Protein interacting with C-kinase

PKA cAMP-dependent protein kinase

PDE Phosphodiesterase

PDZ Postsynaptic density 95/disc large/Dlg/zonula occludens-1/Z0-1
PKC Calcium and phospholipids-dependent protein kinase
PP1 Protein phosphatase 1

PP2A Protein phosphatase 2A

PSD95 Postsynaptic density 95

Ras-GRF Ras-guanine nucleotide-releasing factor

SAP97 Synapse associated protein 97

SynGAP Synaptic GAP

TARP Transmembranic AMPAR regulatory protein

Notas:

1. Adotou-se como convencio nesta tese o uso de abreviaturas e siglas em inglés,
uma vez que muitos dos termos usados ainda ndo possuem traducdo para o
portugués ou, mesmo quando possuem, costumam ser referenciados pelas suas
siglas em inglés.

2. A escrita dos termos técnicos desta tese seguiu o padrio do livro “NELSON,
DAVID L., COX, MICHAEL M. Lehninger - Principios de Bioquimica. 3" Edicao.
Traducio de Arnaldo Antonio Simdes e Wilson Roberto Navega Lodi. Sao Paulo,
Editora Savier, 2002”, cuja traducio para o portugués esteve a cargo da equipe
coordenada pelos Profs. Dr. Arnaldo Antonio Simdes e Dr. Wilson Roberto

Navega Lodi.
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RESUMO

A potenciagdo sinaptica de longa duracdo (LTP) inicial é um aprimoramento
persistente na eficiéncia da transmissdo sinaptica, que ocorre em fungdo da alteragdo no
namero de receptores AMPA na membrana celular. Esse processo ¢ induzido por protocolos
especificos, que causam a ativacdo dos receptores NMDA e determinam o influxo de ions
calcio (Ca2+) para o meio intracelular. O aumento na concentracao de Ca”", durante a LTP,
resulta na ativagdo preferencial de enzimas especificas em detrimento de outras. Uma vez
ativas, essas proteinas mediam o aumento no peso sinaptico promovendo a inser¢do de
receptores AMPA na membrana celular e a sua estabilizagdo na zona sindptica. No entanto, os
eventos exatos e a organizagdo dos componentes que mediam a ocorréncia da LTP, desde a
chegada de L-glutamato na célula pds-sinaptica até o aumento do peso sinaptico independente
de sintese de novas proteinas, ainda sdo, em grande parte, desconhecidos. Com base nesses
aspectos, foi construido um modelo computacional da LTP inicial hipocampal, com a
inten¢do de estudar os mecanismos implicados com a sua ocorréncia. O modelo desenvolvido
baseou-se na simulagdo de um neurdnio piramidal hipocampal da area CA1, no qual, em uma
espinha dendritica, foram inseridos os receptores glutamatérgicos e as moléculas que
participam da LTP inicial. Com essa organizacdo, foi possivel analisar a integracdo espago-
temporal necessaria entre os componentes do modelo para que a LTP, ao final do trabalho,
surgisse como uma propriedade emergente. A partir da realizacdo dessa analise, esse trabalho
demonstrou que a LTP resulta da coordenagdo entre a atividade de moléculas especificas,
somada a atuag@o dos receptores NMDA como integradores temporais e espaciais. E, esses
mecanismos, que favorecem a ativacdo das enzimas essenciais para a LTP, aliados a

processos de direcionamento da atividade catalitica, determinam o aumento do peso sinaptico.
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ABSTRACT

The early long-term potentiation (LTP) is a persistent improvement in the efficacy of
the synaptic transmission that occurs as a result in the number of AMPA receptors in the
cellular membrane. This process is induced by specific protocols that lead the activation of
NMDA receptors and the following influx of calcium ions (Ca*") to the intracellular media.
The increase in the Ca*" concentration during LTP results in the preferential activation of
some enzymes instead of others. Once activated, those enzymes mediate the augment of the
synaptic weight by promoting the insertion and the stabilization of AMPA receptors in the
synaptic zone of the cellular membrane. This process, referred as the augment in the synaptic
efficiency, is widely investigated, but there is still a large gap of knowledge about the exact
mechanisms and the organization of the components that compose the LTP. Based on these
aspects, it was constructed a realistic computational model of the early LTP in hippocampus,
to study the mechanisms that are responsible by the occurrence of this phenomena. The
developed model was based in the simulation of a pyramidal neuron of the CAl region of
hippocampus, with glutamatergic receptors and the molecules that act on the LTP included in
a dendritic spine. This system was used to analyze the spatiotemporal integration among the
components of the model that is required for the occurrence of LTP as an emergent property.
Based on this analysis, this work demonstrated that LTP is a result of the coordination of the
activity of specific molecules, together with the actuation of the NMDA receptors working as
temporal and spatial integrators. These mechanisms, which allow the activation of essential
enzymes for the occurrence of LTP, allied to processes that drive their catalytic activity, will

determinate the augment of the synaptic weight.
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L. INTRODUCAO

1.1 A plasticidade sindptica de longa duracdo, o hipocampo e a memoria

Uma das mais importantes capacidades do cérebro ¢ coletar informagdes do ambiente,
armazena-las e promover uma mudanga comportamental no organismo em conseqiiéncia a
essas novas informagdes (Kandel, 2001). Essa habilidade compreende os processos de
aprendizagem, definido como a aquisicdo de novas informagdes, e memoria, que se refere a
retencdo e evocacdo dos conteudos aprendidos (Squire, 1992; Squire e Zola-Morgan, 1996).
Ambos os processos, além de serem diretamente relacionados, sdo dependentes da atividade,
isto é, partem da experi€ncia do organismo, consciente ou ndo, como ponto inicial para a
aquisi¢do de novos comportamentos (Martin e Morris, 2002; Morris et al., 2003). Com base
na importancia da aprendizagem e da memoria para a adaptacdo dos seres a novas situagdes e,
conseqiientemente, para sua sobrevivéncia, seus estudos constituem um dos principais temas
em neurociéncia, desde seus primoérdios (Andersen, 2003).

Logo no inicio do uso das técnicas de coloragdo e de microscopia, 0 aumento na
compreensdo sobre a organizacdo do cérebro determinou o surgimento das primeiras
hipoteses fisiologicas para a aprendizagem e memoria. J4 nos primeiros trabalhos sobre a
organizagdo do sistema nervoso, verificou-se que os neurdnios apresentam um complexo
padrdo de organizagdo e comunicam-se através de jungdes especializadas, as sinapses (revisto
em Eccles, 1964). A identificagdo da sinapse foi um ponto central para as teorias sobre
memoria que se seguiram, ja que, por um longo periodo de tempo, as células nervosas foram
consideradas incapazes de se regenerar. Assim, em fungdo desse aspecto, as alteracodes
sindpticas emergiram como as principais candidatas a atuarem promovendo, em um nivel

celular, a reorganizacdo fisioldgica necessaria para a aquisicdo de novos comportamentos.



Com isso, desenvolveu-se a teoria sinaptica da memoria (Martin et al., 2000; Martin e Morris,
2002).

Muitos cientistas dedicaram-se a teoria sinaptica da memoria. Mas, sem duvida, o
principal nome ¢ o do psicologo canadense Donald Hebb que, em 1949, no livro The
Organization of Behaviour, propds um postulado que, em linhas gerais, afirma que quando o
axonio de uma célula A esta proximo o suficiente para excitar a célula B e leva-la a disparar
repetida e consistentemente, algum processo de crescimento ou alteragdo metabolica ocorre
em uma ou em ambas as células, ocasionando um aumento na eficiéncia da comunicagdo
entre elas. Tal processo caracteriza-se pela presenca de cooperatividade, associatividade e
especificidade de entrada entre as células, e determina que elas atuem como um sistema
fechado, capaz de se manter ativo mesmo apés o término do estimulo inicial. Ainda segundo
Hebb, esse mecanismo seria responsdvel pelo estagio inicial da percep¢do. Com o passar dos
anos, o postulado de Hebb se difundiu, passou a ser aplicado para outros processos cognitivos,
principalmente para a memoria, € se tornou a base das regras de correlagdo para as
modificagdes sinapticas (Bi e Poo, 2001).

A partir das idéias de Hebb e da nogao crescente de que a memoria deveria residir em
alguma alteracdo sinaptica, iniciou-se a busca pelos mecanismos celulares que seriam capazes
de armazenar mudangas comportamentais induzidas pela atividade, de maneira eficiente e por
longos periodos de tempo (Andersen, 2003; Bliss, 2003; Morris et al, 2003).

A primeira comunicacdo de uma alteracdo sindptica persistente e atividade-dependente
foi feita por Terje Lomo, em 1966, na forma de um resumo apresentado em um congresso
(revisto em Lomo, 2003). No entanto, em funcao de sua divulgacao restrita, os resultados de
Lomo passaram despercebidos. Apenas alguns anos depois, Lomo, em colaboragdo com Bliss,
publicou um artigo sobre o mesmo fendmeno (Bliss e Lomo, 1973). Esse artigo contém

resultados de um trabalho feito pelos dois autores em Oslo, no laboratério de Per Andersen, e



relata, assim como o resumo publicado em 1966, o aumento no potencial excitatério pos-
sindptico, de maneira persistente, em células granulares do giro denteado de coelhos
anestesiados, apos a estimulagdo elétrica repetida nas fibras da via perfurante, que se
estendem do cortex entorrinal até essas células (Amaral e Witter, 1989). Nesse experimento,
quinze, dos dezoito animais utilizados, apresentaram registros elétricos com um aumento na
magnitude do potencial excitatorio pds-sindptico e na probabilidade de disparo da célula pos-
sinaptica, quando estimulada por uma entrada sinaptica constante. Ou seja, houve uma
intensificacdo persistente, com duracdo de varias horas, da comunicagdo sinaptica entre as
células da regido apos a sua estimulacdo. A alteragdo sinaptica publicada por Bliss e Lomo foi
entdo denominada potenciagdo sinaptica de longa duragdo, ou apenas LTP, em fungdo da
abreviatura de seu nome em inglés: long-term potentiation.

No mesmo ano do trabalho de Bliss e Lomo, foi demonstrada a ocorréncia de LTP em
coelhos ndo anestesiados (Bliss e Gardner-Medwin, 1973). E, dois anos depois, foi feita a
inducdo do mesmo fendmeno in vitro (Schwartzkroin e Wester, 1975). A partir dai, os estudos
da LTP se propagaram para outros laboratorios e suas caracteristicas, gradualmente, foram
sendo descobertas.

A LTP é um evento persistente que segue exatamente as trés propriedades propostas
por Hebb (1949) para o aprimoramento da eficiéncia na comunicag¢do sinaptica, também
referida como aumento do peso sinaptico (Martin et al., 2000; McNaughton, 2003). Assim, a
LTP apresenta cooperatividade entre fibras aferentes ativadas, ou seja, uma entrada fraca,
ativada simultaneamente a uma entrada forte, ¢ intensificada. Além disso, a LTP possui
associatividade, isto ¢, ha o requerimento da sincronia na ativa¢ao de certo nimero de fibras
para que ocorra o aumento no peso sinaptico. Por fim, a LTP tem especificidade de entrada:
s0 as fibras que diretamente participam da sinapse apresentam o aprimoramento em sua

comunica¢do. Por possuir essas caracteristicas, a LTP é considerada a principal alteragdo



pléstica hebbiana, o que a torna um importante processo vinculado com a ocorréncia de
fenomenos cognitivos persistentes, destacando-se a memoria (Bi e Poo, 2001). No entanto,
além de ser um processo em acordo com as idéias de Hebb, a LTP também ¢ associada com a
memoria em func¢do de sua ocorréncia marcante em uma area especifica do cérebro: o
hipocampo (Sweatt, 2003).

O hipocampo ¢ uma das estruturas da formac¢@o hipocampal, area localizada no lobo
temporal e que atua na integracdo multimodal (Amaral, 1993). Em decorréncia a essa
localizagdo, o hipocampo participa de diversas funcdes como o processamento de
informacgdes espaciais e temporais (O’Keefe e Dostrovsky, 1971; Morris et al., 1982;
Eichenbaum et al., 1999). Porém, sua principal atuagdo é na formagdo de memoria (Squire et
al., 2004).

A vinculagdo do hipocampo com a memoria tem como marco inicial o trabalho
realizado por Scoville e Milner (1957), no qual os autores relatam prejuizos de memoria em
pacientes com lesdo hipocampal e em estruturas do lobo temporal. Entre esses pacientes, os
dados de H. M. foram os mais significativos e sdo considerados como a primeira evidéncia do
requerimento hipocampal para a formac¢do de memoria.

H.M. teve a seccdo total do lobo temporal medial, bilateralmente, como forma de
tratamento de crises epilépticas. Como conseqiiéncia, houve um quadro grave de amnésia
anterograda, ou seja, H.M. apresentou a impossibilidade de memorizar novas informagoes,
embora suas demais funcdes intelectuais tenham permanecido intactas (Scoville e Milner,
1957). A relevancia desse quadro em decorréncia a seccdo do lobo temporal medial foi
fundamental para a compreensdo das areas anatdmicas envolvidas com a consolidagdo da
memoria. Assim, a amnésia anterograda de H.M. apontou, pela primeira vez, que a regido do
lobo temporal medial, destacando-se o hipocampo, participa da formacgdo de novas memdrias.

No entanto, a preservacdo de conteidos memorizados anteriormente a intervengao cirdrgica



indicou que, embora as regides retiradas sejam fundamentais na aquisi¢do de novas memorias,
elas ndo atuam no armazenamento de informagdes (Squire et al., 2004; Squire e Bayley,
2006).

Os resultados de Scoville ¢ Milner (1957) foram seguidos por outros, realizados por
diferentes autores. Com isso, foi possivel estabelecer alguns pontos centrais do papel do
hipocampo para a memoria. O primeiro desses pontos se refere a existéncia da dissociacdo
entre a memoria e as outras funcdes intelectuais (Mishkin, 1978; Mahut et al., 1981). Além
disso, os efeitos da les@o hipocampal sdo seletivos a determinadas formas de memoria (revisto
em Milner et al., 1998). A explicagdo para a existéncia dessa seletividade esta no fato da
memoria possuir subdivisdes, processadas por areas cerebrais distintas, e classificadas a partir
da natureza da informacdo armazenada e do periodo de tempo pelo qual a informacgdo ¢
mantida (Squire, 1992; McClelland et al, 1995).

De acordo com o contetido armazenado, a memoria pode ser dividida em duas grandes
categorias: a memoria implicita, ou ndo declarativa, que armazena as informagdes
operacionais, adquiridas, muitas vezes, de forma inconsciente, ¢ a memoria explicita, ou
declarativa, responsavel pelo armazenamento de contetdos que a pessoa pode trazer a mente
ou declarar, isto €, informagdes como rostos, eventos e dados biograficos (Squire, 1992).
Ambas as formas de memoria apresentam diversas subdivisoes e sdo processadas por areas
cerebrais distintas. Assim, a memoria implicita requer, principalmente, a atuacao do cerebelo,
amigdala, neocortex e estriado. J& a memoria explicita possui como substrato fisiologico as
estruturas do lobo temporal, destacando-se o hipocampo (Squire e Zola, 1996; Milner et al.,
1998).

Independente da natureza da informacdo armazenada, a memoria ¢ dividida,
temporalmente, em imediata, de curta dura¢do e de longa duragcdo. A memoria imediata, ou

memoria de trabalho, é a manutencdo de uma informacéo por intervalos de tempo que variam



de alguns segundos até¢ minutos (Squire et al., 2004). Lesdes nas estruturas do lobo temporal
ndo causam nenhum dano a esse tipo de memoria, que € processada, essencialmente, pelo
cortex pré-frontal (Goldman-Rakic, 1996).

Conteudos que sdo armazenados por um periodo de tempo maior, isto €, horas, dias,
meses e anos, sao mantidos pelas memorias de curta e de longa duragdo. A memoria de curta
duracdo permanece por cerca de algumas horas apenas, enquanto a memoria de longa duracao
retém informacgdes por meses ou anos (Cohen e Squire, 1980; Squire, 1992). Ambas sdo
processadas pela regido hipocampal e estruturas associadas do lobo temporal, mas envolvem
processos celulares distintos (Izquierdo et al., 1999; Squire et al., 2004).

A LTP hipocampal ¢ vinculada apenas com a formag¢do de memoria de longa duracao
explicita. Tal associagdo baseia-se na existéncia de uma grande concordancia entre os
mecanismos celulares necessarios para a ocorréncia de ambos os eventos (Izquierdo e
Medina, 1995; Kandel, 2001; Lynch, 2004). Em funcdo da existéncia dessa vinculac¢do, os
estudos da LTP avangaram motivados, inicialmente, pela intengdo de se desvendar os
mecanismos celulares da memoria. Ao longo dos anos, porém, alguns dados comecaram a
levantar duvidas em relacdo a associagdo entre LTP e memoria (Stevens, 1998; Martin, 2000;
Martin e Morris, 2002).

Atualmente, mais do que o substrato celular para a memoria, a LTP hipocampal ¢ o
prototipo para o estudo de alteracdo sinapticas de longa durag@o. Nesse sentido, a investigacao
sobre suas propriedades serve como ponto de partida para a compreensdo de intimeros

mecanismos de regulacdo celular (Lynch, 2004; Malenka e Bear, 2004).



1.2 A LTP hipocampal inicial

A partir da consolidagdo da LTP como um importante processo celular, seus estudos
avancaram dando origem a uma area propria de pesquisa. Com isso, logo suas caracteristicas
comegaram a ser desvendadas. A primeira dessas caracteristicas se relaciona com a existéncia
de fases distintas da LTP, denominadas inicial e final. Essas fases diferenciam-se
temporalmente: a inicial comega com a chegada de neurotransmissor na célula pds-sinaptica e
dura cerca de uma a duas horas, ja a fase final inicia-se aproximadamente duas horas apds a
estimulacdo celular e leva cerca de seis horas para ser concluida (Frey et al., 1988; Lynch,
2004; Blitzer et al., 2005). Embora essas fases ocorram, normalmente, em uma seqiiéncia
temporal, ndo hd uma relacdo de dependéncia entre elas. Ou seja, as fases da LTP sdo
processos celulares distintos e que contém mecanismos proprios de indugdo, manutencao e
expressdo (Sweatt, 1999). Dessa maneira, cada fase da LTP requer a ativagdo de vias de
sinalizacdo especificas e, embora ambas determinem o aumento no peso sinaptico, essa
alteracdo resulta da atuacdo de mecanismos diferentes.

A fase inicial da LTP possui o aumento no peso sindptico ocasionado por uma
alteracdo, independente de sintese protéica, no funcionamento de alguns receptores
especificos de L-glutamato, principal neurotransmissor excitatorio do cérebro (Malinow e
Malenka, 2002; Bredt e Nicoll, 2003). Ja a fase final depende de sintese de novas proteinas,
da ativacdo de mecanismos de transcricdo génica e estd implicada como uma reorganizacao
estrutural da célula (Frey et al., 1988; Nguyen et al., 1994; Roberts et al., 1998; Engert e
Bonhoeffer, 1999, Impey et al., 1999; Toni et al.,, 2001). No entanto, em funcéo,
principalmente, de dificuldades experimentais, a fase final da LTP € menos conhecida, ja que,
in vitro, ela requer a manutengdo do tecido nervoso por um longo periodo de tempo (Sweatt,

2003). Por esse motivo, esse trabalho concentrou-se apenas na LTP inicial do hipocampo.
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A LTP hipocampal ocorre em uma sinapse especifica, que envolve os neurdnios
piramidais, principal tipo celular da regido. Anatomicamente, o hipocampo ¢ formado pelas
areas CA1, CA2 e CA3, que se conectam, sinapticamente, de maneira simples em comparagio
com outras estruturas cerebrais (Amaral e Witter, 1989; Ishizuka et al., 1990). A maior
aferéncia que chega a regido provém das células granulares do giro denteado, que mandam
ramificagdes até as células da area CA3. Por sua vez, as células piramidais CA3 enviam
aferéncias, denominadas colaterais de Schaffer, para as células da area CAl. Por fim, as
células piramidais CA1 mandam proje¢des para o subiculo e, em menor quantidade, para o
cortex entorrinal (Amaral e Witter, 1989; Amaral, 1993).

Dentre todas essas conexdes, apenas a sinapse formada entre os neurdnios pré-
sinapticos da area CA3 e os neurdnios pos-sindpticos da area CA1 apresenta a caracteristica
LTP hipocampal. Essa LTP inicia-se com a liberacdo do neurotransmissor L-glutamato pelo
neurdnio piramidal da drea CA3 (Collingridge et al., 1983b; Collingridge, 1985; Collingridge
e Singer, 1990). Uma vez liberado, o L-glutamato se difunde pela fenda sindptica até atingir,
pos-sinapticamente, os receptores glutamatérgicos, que sdo proteinas de membrana
especializadas em sua captacdo. Existem diversas classes de receptores glutamatérgicos, que
se distinguem em func¢do de varias diferengas. Mas, para a LTP, ¢ a chegada de L-glutamato
nos receptores denominados N-metil-D-aspartato (NMDA), que desencadeia o aumento
intracelular na concentragdo do ion calcio (Ca2+), fator determinante para a sua ocorréncia
(Collingridge, 1983a; Lynch et al., 1983; Nowak et al., 1984).

Os receptores NMDA s3o complexos protéicos que podem ser compostos pelas
subunidades denominadas NR1, NR2A, NR2B, NR2C, NR2D, NR3A e NR3B (Cull-Candy et
al., 2001; Cull-Candy e Leszkiewicz, 2004). Essas proteinas se combinam formando
tetrdmeros com duas subunidades NR1, onde se localizam os sitios de ligacdo da L-glicina,

que ¢ um co-agonista essencial do NMDA, e duas subunidades NR2, que contém os sitios de
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interacdo do L-glutamato (Dingledine et al., 1999). No hipocampo, o NMDA ¢ encontrado,
principalmente, como heterdmeros compostos pelas combinagdes NR1/NR2A e NR1/NR2B
(Trovar e Westbrook, 1999; Kohr, 2006).

Os receptores NMDA sdo ionotropicos, isto €, sua estrutura forma um poro que, em
seu estado aberto, permite o fluxo seletivo de ions (Collingridge et al., 1983; Johnson e
Ascher, 1987). Assim, o NMDA possibilita o fluxo de Ca*" e sodio (Na') para o meio
intracelular e potassio (K') para o meio extracelular (Blitzer, 2005). No entanto, para
possibilitar esse fluxo i6nico, 0o NMDA requer, além de sua associacdo com seus agonistas, a
despolarizagio da membrana celular, o que se deve a presenga de um ion magnésio (Mg”")
que bloqueia seu canal i6nico. Essa caracteristica inica faz com que, mesmo ligado a seus
agonistas, 0 NMDA seja incapaz de mediar o fluxo idnico. Porém, a associagio do Mg** no
NMDA ¢ dependente da voltagem e a despolarizacio da membrana determina a sua
dissociacdo (Novack et al., 1984; Coan e Collingridge, 1985). Dessa maneira, a ativa¢ao do
NMDA requer a ocorréncia simultanea da despolarizagdo da membrana sinaptica e a presenga
de L-glutamato na fenda (Collingridge et al., 1983a; Malinow e Miller, 1986). Em funcao
dessa propriedade, o NMDA atua tanto como um detector celular, quanto como um integrador
temporal (Collingridge, 1985; Bliss e Collingridge, 1993).

Para a LTP hipocampal, a agdo do NMDA ¢ fundamental. Mas, como ele requer a
despolarizacdo da membrana para abrir seu canal, outro tipo de receptor glutamatérgico
também ¢é necessario para a indugdo desse processo. Esse receptor ¢ o AMPA (Kauer et al.,
1988; Muller e Lynch, 1988), assim chamado em func¢do da abreviatura de seu nome em
inglés a-amino-3-hydoxy-5-methyl-isoxazoleproprionic acid. O AMPA, de maneira anadloga
ao NMDA, ¢é um receptor ionotropico de L-glutamato, mas que atua, principalmente, na

mediag@o da corrente excitatoria rapida nas células (Dingledine et al., 1999).
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Estruturalmente, os receptores AMPA sdo tetrameros formados por combinagdes de
subunidades protéicas denominadas GluR1-4 (Gouaux, 2003; Mayer e Armstrong, 2004). Na
regido CA1 do hipocampo, os neuronios piramidais apresentam receptores AMPA compostos
por associagdes das proteinas GluR1 e GluR2 (GluR1/GluR2) e das proteinas GluR2 e GluR3
(GuR2/GIuR3) (Wenthold et al., 1996). Esses heteromeros se distinguem por diversas
caracteristicas, incluindo o tamanho de sua cauda citoplasmatica, formadas por residuos que
contém sitios para a interacdo com proteinas especificas (Swanson et al., 1997; Dingledine et
al., 1999). Ou seja, os AMPAs GuR2/GluR3 contém cauda curta, enquanto os heteromeros
GluR1/GluR2 sdo formados por combinacdes de subunidades protéicas com cauda longa
(Palmer et al., 2006). Além de sua cauda, os heteromeros do AMPA possuem outras
diferencas biofisicas e bioquimicas. Mas, uma propriedade é comum a todos os AMPAs dos
neurdnios piramidais hipocampais: a impermeabilidade ao Ca®’, em fungdo da presen¢a da
isoforma GluR2 (Mayer e Armstrong, 2004). Essa propriedade ¢ importante para a
compreensdo de que, nos neurdnios piramidais da area CA1 do hipocampo, o AMPA causa a
despolarizacao da membrana celular, mas ndo media, diretamente, o influxo de Ca* (Magge
et al., 1998; Adesnick e Nicoll, 2007).

O influxo de Ca®" induzido por L-glutamato nos neurdnios piramidais ocorre,
essencialmente, pelos canais dos receptores NMDA. No entanto, a agdo do AMPA nesse
processo ¢ fundamental ja que, por possuir um padrao de ativacdo e desativacao rapido, ¢ ele
que causa a despolarizagdo da membrana pos-sindptica necessaria para a ativagdo do NMDA,
assim que ha neurotransmissores na fenda (Collingridge, 1985; Gouaux, 2003; Hansen et al.,
2007). Por sua vez, o NMDA, por apresentar alta afinidade por L-glutamato, uma vez aberto,
possibilita o influxo de Ca®" por varios milissegundos, favorecendo um grande aumento em
sua concentragdo intracelular (Dingledine et al., 1999; Klee e Means, 2002; Sabatini et al.,

2002).
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O aumento da concentragio de Ca®" no meio intracelular ¢ fundamental para a LTP,
pois determina a ativacdo de inumeras vias de sinalizagdo que irdo atuar nesse processo. No
entanto, o Ca®>” também media a ativagio de vias que agem em outros eventos plasticos, como
a depressdo sinaptica de longa duracdo (LTD, long-term depression) (Lynch et al., 1977).
Assim como a LTP, a LTD ¢ uma forma persistente de alteracdo sinaptica, porém, que
diminui o peso sinaptico em resposta a entrada de Ca®" através do NMDA. Dessa maneira, a
diferenca entre a LTP e a LTD reside nas vias bioquimicas especificas que compdem cada
processo, ativadas por magnitudes e padrdes distintos de variagdo na concentracao
intracelular de Ca*' (Winder e Sweatt, 2001; Malenka e Bear, 2004; Sobczyk e Svodoba,
2007).

A LTP inicial envolve a participacdo de diversas moléculas, e, entre elas, duas
proteinas se destacam: a CaMKII (Calcium/Calmodulin protein kinase II) e a PKA (cAMP-
dependent protein kinase) (Malinow et al., 1989; Sweatt, 1999; Blitzer et al., 2005). Tanto a
CaMKII quanto a PKA, por serem proteinas quinases, catalisam reagdes de fosforilagdo, ou
seja, de transferéncia do grupo y-fosfato de moléculas de adenosina trifosfato (ATP) para
moléculas aceptoras, que passam a apresentar uma alteragdo em sua atividade (Rubin ¢ Rosen,
1975; Adams, 2001). O processo de fosforilagdo ¢ a principal alteracdo covalente no meio
intracelular. No entanto, as fosforilagdes podem ser revertidas por outra classe de enzimas, as
fosfatases, cuja atividade ¢ altamente coordenada com a atuacdo das quinases (Shenolikar,
1994; Hunter, 1995). Dessa maneira, em um evento como a LTP, que requer a ocorréncia de
fosforilagdes duradouras de inimeros substratos, ha a ativagdo de mecanismos que
determinam a manuten¢ao desse estado fosforilado (Dineley et al., 2001; Winder ¢ Sweatt,
2001). E, entre esses mecanismos, destaca-se a ativagao persistente da CaMKII (Lledo et al.,

1995; Sanhueza et al., 2007).
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Estruturalmente, a CaMKII ¢ uma holoenzima composta por 12 subunidades (Brocke
et al., 1999). Cada uma dessas subunidades contém um dominio catalitico, um dominio de
associagdo as outras subunidades, e um dominio regulador onde se liga o complexo
Ca’"/Calmodulina (Ca2+/CaM) (Hanson e Schulman 1992). Em auséncia de Ca*’/CaM, a
CaMKII ¢ mantida inativada por um residuo autoinibitério que impede o acesso tanto de ATP
quanto de substratos a enzima. A ligagdo de Ca®"/CaM elimina esse residuo e inicia um
complexo processo de autofosforilagdo, no qual uma subunidade fosforila a subunidade
vizinha (Mukherji e Soderling, 1994). Uma vez autofosforilada, mesmo ap6s a dissociag¢do de
Ca®" e CaM, a CaMKII permanece em um estado parcialmente ativo denominado auténomo
(Miller et al., 1988). E esse estado auténomo que coloca a CaMKII como uma enzima central
para a LTP inicial, pois possibilita que ela atue sobre seus substratos mesmo apds o término
do estimulo que desencadeou sua autofosforilagdo (Lisman, 1989; Lledo et al., 1995;
Sanhueza et al., 2007).

Uma vez ativa, a CaMKII s6é retorna ao seu estado basal através de sua
desfosforilagdao, reagdo catalisada pelas proteinas fosfatases 1 e 2A, conhecidas pela
abreviatura de seus nomes em inglés como PP1 (protein phosphatase 1) e PP2A (protein
phosphatase 24) (Shields et al., 1985). Ambas as fosfatases sdo abundantes e rapidamente
inativam a CaMKII (Lisman et al., 2002). Mas, durante a LTP, dois mecanismos principais
impedem o acesso dessas fosfatases a8 CaMKII. Um desses mecanismos ¢ a translocacdo da
enzima, isto €, uma vez autofosforilada, a CaMKII rapidamente se desloca do citoplasma e se
associa a densidade pos-sinaptica (Strack et al, 1997b; Yoshimura e Yamauchi, 1997;
Otmakhov et al., 2004), regido localizada logo abaixo da membrana pos-sindptica ¢ que
concentra um grande numero de receptores glutamatérgicos e complexos protéicos (Sheng e
Kim 2002, Nourry et al., 2003; Sheng ¢ Hoogenraad, 2007). Na densidade pds-sinaptica, a

CaMKII deixa de ser substrato da PP2A, e passa a ser desfosforilada apenas pela PP1 (Strack
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et al., 1997a). Em adicdo a isso, nessa regido, a CaMKII pode se associar ao receptor NMDA
e permanecer em um estado de ativacdo resistente as fosfatases (Bayer et al., 2001; 2006). Ou
ainda, a CaMKII pode ser mantida ativa em fung¢do de um processo de inibicdo da PPI
mediado pela PKA (Blitzer et al., 1995; 1998).

A PKA, assim como a CaMKII, tem sua ativacdo determinada pelo aumento na
concentracio de Ca’" na célula, porém, ela ndo se associa diretamente a esse ion, nem ao
complexo Ca**/CaM. A PKA ¢ um tetrimero, formado por duas subunidades cataliticas (C) e
duas reguladoras (R), que mantém a enzima inibida em condicdes basais (Walsh et al., 1968;
Francis e Corbin, 1999). A chegada de Ca®" no meio intracelular determina a formagdo do
complexo Ca”*/CaM, que ativa a enzima adenilato ciclase (AC), responsavel pela formagio
do segundo mensageiro adenosina monofosfato 3’-5’-ciclico (AMPc) (Choi et al., 1992; Calli
et al., 1994; Ferguson e Storm, 2004). Cada subunidade R da PKA possui dois sitios de
associacdo de AMPc, que, quando ocupados, ocasionam uma brusca mudan¢a conformacional
na sua estrutura protéica, liberando as duas subunidades C ativas e capazes de fosforilar
diversos substratos, incluindo uma molécula reguladora de PP1, o inibidor 1 (In-1) (Blitzer et
al., 1995; 1998).

A PPl ¢ uma proteina constitucionalmente ativa, mas que apresenta um grande
numero de reguladores (Shenolikar, 1994; Cohen, 2002). No hipocampo, um de seus
principais reguladores ¢ o In-1 que, fosforilado pela PKA, se associa e inibe a PP1 (Winder e
Sweatt, 2002; Ceulemans e Bollen, 2003). Uma vez inibida, a PP1 néo desfosforila a CaMKII,
que permanece, entdo, persistentemente ativa.

A ativacdo da PKA e da CaMKII ¢ fundamental para a LTP, pois essas duas enzimas
determinam grande parte do aumento do peso sinaptico. E, entre todos seus possiveis alvos de

atuacdo nos neuronios piramidais hipocampais, um € essencial para esse aumento: 0 AMPA.
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Desde a descoberta da LTP, sempre se especulou que o aumento do peso sinaptico
deveria ser mediado por reacdes de fosforilagdo, pois ja se sabia que essas reacdes mediam
grande parte dos eventos celulares. No entanto, naquela época, ainda ndo se conheciam quais
eram as enzimas e os substratos fundamentais para esse processo (Browning et al., 1979).
Com a descoberta do requerimento do AMPA para a LTP, seguida pela identificacdo da
CaMKII e da PKA como enzimas essenciais para o aumento do peso sinaptico, alguns grupos
se dedicaram a buscar as possiveis relagdes entre esses pontos (Lisman, 1989; Malinow et al.,
1989). Assim, logo foi demonstrado que o aumento do peso sinaptico da LTP ocorre em
funcao de uma alteracdo na condutancia mediada pelo AMPA (Benke et al., 1998), que possui
sitios proprios para fosforilagdes catalisadas por PKA e por CaMKII (Barria et al., 1997;
Mammen et al., 1997; Lee et al., 1998; 2000). Com essas descobertas, surgiram as primeiras
vinculagdes entre o influxo de Ca>" para o meio intracelular, a ativagdo de enzimas especificas

e o aumento do peso sinaptico.

1.3 O aumento do peso sindptico: os movimentos do AMPA

A identificagdo de sitios de fosforilagao para a PKA e CaMKII no AMPA, somada ao
descobrimento de que esses receptores mediam o aumento no peso sinaptico, determinou que
se desenvolvesse a hipotese de que, durante a LTP, ha o aumento da condutdncia do AMPA
em decorréncia da fosforilagdo de alguns de seus residuos. Essa idéia, rapidamente, foi
comprovada por alguns autores (Barria et al., 1997; Benke et al., 1998; 2001). No entanto, por
alguns anos, acreditou-se que a alteragdo na condutincia do AMPA fosse um fendémeno
microscopico, ou seja, que afeta apenas a condutincia unitaria do canal do receptor

fosforilado. Atualmente, porém, essa hipotese ja ndo tem mais sustentacao.
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O aumento caracteristico do peso sinaptico durante a LTP inicial reside,
principalmente, em uma alteracdo na condutancia de receptores AMPA, mas esse processo
ndo envolve a mudanga na condutdncia unitaria do canal (Andrésfalvy e Magge, 2004;
Lisman e Raghavachari, 2006). A alteragdo na condutancia do AMPA ¢ causada por um
mecanismo extremamente dindmico: a variacdo no numero de receptores na zona sinaptica
(Malinow et al., 2000; Malinow ¢ Malenka, 2002; Derkach et al., 2007).

A mudanga no nimero de receptores AMPA ¢ mediada por dois processos: difusdo
lateral e insercao de novos receptores na membrana celular (Borgdorff e Choquet, 2002; Bredt
e Nicoll, 2003; Adesnik et al., 2005; Ashby et al., 2006; Cognet et al., 2006). Ambos os
eventos sdo atividade-dependente, requerem a ativagdo dos receptores NMDA e envolvem
mecanismos distintos, de acordo com as isoformas que compoem o AMPA (Shi et al., 1999;
Braithwaite et al., 2000; Lu et al., 2001; Lee et al., 2004).

Na regido CA1l do hipocampo, as subunidades proté€icas que constituem o AMPA
formam heterdmeros que se distribuem na zona sinaptica, nas regides extra-sinapticas
adjacentes e também em vesiculas intracelulares (Hall e Soderling, 1997; Nusser et al., 1998;
Park et al., 2004; Tanaka et al., 2005) (Fig. 1). Em condi¢des de atividade sinaptica basal,
aproximadamente metade dos receptores AMPASs localizados na membrana celular difundem-
se livremente, alternando-se entre a zona sindptica e extra-sinaptica (Groc e Choquet, 2006).
Esses receptores sao formados, principalmente, pelas isoformas GluR1/GluR2 (Passafaro et
al., 2001; Barry e Ziff, 2002). Os receptores compostos pelas proteinas GluR2/GluR3 tém
uma taxa menor de difusdo lateral (Osten et al., 2000; Perestenko e Henley, 2003). No
entanto, os GluR2/GluR3s apresentam, durante a atividade celular basal, uma movimento
constante de internalizagdo (endocitose) e insercdo (exocitose) na membrana celular (Shi et
al., 1999; Lin et al., 2000; Passafaro et al., 2001) (Fig. 2). Esses movimentos continuos nao

contribuem para a alteracdo na densidade de canais do AMPA ao longo do tempo. Porém, a
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atividade sinaptica ocasiona uma rapida modificacdo nessa movimentacdo em funcao,
principalmente, da existéncia de interacdes entre as subunidades do AMPA e proteinas

especificas (Malinow e Malenka, 2002; Bredt e Nicoll, 2003).

Receptores sinapticos

H
Receptores { H
extra-sinapticos H

Receptores
extra-sinapticos

Y
Receptores intracelulares

Figura 1: Localizagdes do AMPA nos neurdnios piramidais da area CA1. Existem, basicamente, trés
localizagdes distintas do AMPA nos neurénios piramidais da area CAl: a zona sinaptica, que fica
imediatamente oposta aos sitios pré-sinapticos de liberagdo de vesiculas de L-glutamato, a regido
extra-sinaptica, localizada adjacente a zona sindptica, e o meio intracelular, que concentra cerca de
60% desses receptores armazenados em vesiculas denominadas endossomas.

O AMPA GluR2/GIluR3 se associa, na densidade pos-sinaptica, com as proteinas
conhecidas como GRIPs (glutamate receptor-interacting proteins) e ABPs (AMPA receptor
binding proteins), que interagem, diretamente, com a subunidade GluR2 (Dong et al., 1997;
1999). As GRIPs/ABPs localizam-se da zona sinaptica, onde permanecem associadas a
densidade pos-sindptica através de palmitoilagdes (Fu et al.,, 2003), e estabilizam os
GluR2/GluR3s (Wyszynski et al., 1999; Osten et al., 2000). Essa estabilizacdo ocorre através
da formacao de complexos multiprotéicos (Hirbec ¢ al., 2002). A GRIP e a ABP contém, cada

uma, sete dominios de interagdo proteina-proteina do tipo PDZ (postsynaptic density 95/disc
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large/Dlg/zonula occludens-1/Z0-1) (Garner et al., 2000; Sheng e Kim, 2002). Cada um
desses dominios pode ser empregado na interagdo proteina-proteina e, dessa maneira, as
GRIPs/ABPs podem, simultaneamente, se ligar ao AMPA e a outras proteinas, formando
estruturas que impedem os receptores GluR2/GluR3s de difundirem-se o longo das zonas

sinaptica e extra-sinaptica (Hung e Sheng, 2002; Perestenko e Henley, 2003).

Figura 2: AMPA e seus movimentos durante a atividade sinaptica basal. O AMPA ¢é formado por
combinagdes das subunidades protéicas denominadas GIluR1, GIuR2 e GIuR3 (A), que,
estruturalmente, se distinguem pelo tamanho de sua cauda, entre outras propriedades. Assim, enquanto
as subunidades GIuR2 e GluR3 contém cauda curta, a subunidade GIuR1 possui cauda longa (B).
Essas subunidades se combinam formando os tetrameros GIluR2/GluR3 e GluR1/GluR2 (B). A
composi¢do heteromérica do AMPA esta diretamente implicada com os seus movimentos em
condi¢cdes de atividade celular basal. Nessas condigdes, enquanto os heteromeros GluR2/GIuR3
possuem ciclos de entrada e saida na membrana citoplasmatica (flechas pontilhadas), os AMPAs
GluR1/GluR2 difundem-se, lateralmente, e alternam-se entre a zona sinaptica e extra-sinaptica
(flechas continuas) (C).

No entanto, os GluR2/GluR3s também se associam com outra molécula, denominada
PICK (protein interacting with C-kinase). Diferentemente da GRIP/ABP, a atuacdo da PICK
sobre 0 AMPA ocorre através de sua interagio com a PKC (Ca’" and phospholipids-
dependent protein kinase) (Dev et al.,, 1999). Com essa interacdo, a PICK media a

fosforilacdo, catalisada pela PKC, do residuo Serina 880 (Serggo) da subunidade GIluR2
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(Staudinger et al., 1997). A fosforilacdo da Ser** pela PKC interrompe a associacdo do
AMPA com as proteinas GRIPs/ABPs (Seidnman et al., 2003). Como conseqiiéncia, o AMPA
se desestabiliza da zona sinaptica e difunde-se, associado a PICK, até sitios de endocitose,
localizados lateralmente em relacdo a zona sinaptica (Ashby et al., 2004; Racz et al., 2004).
Nesses locais, o0s AMPAs sao endocitados em vesiculas especificas, os endossomas (Man et
al., 2000; Lee et al., 2004). Essa endocitose ¢ atividade-dependente (Braithwaite et al., 2000),
requer a ativacdo de receptores NMDA (Iwakura et al., 2001; Sossa et al., 2006), e tem sido
implicada com a ocorréncia de LTD (Nishimune et al., 1998; Liischer et al., 1999; Liithi et al.,
1999; Noel et al., 1999; Braithwaite et al., 2000; Lee et al., 2002; Seidnman et al., 2003;

Holman et al., 2007) (Fig. 3).

m GluR2/GIuR3
\
PKC
l GRIP
o  PICK
é) Fosfato

Figura 3: AMPA e seus movimentos durante a ocorréncia de LTD. Os heterémeros GluR2/GIuR3, que
sdo mantidos estabilizados na zona sinaptica através de suas associagdes com as proteinas
GRIPs/ABPs, durante a LTD, sdo fosforilados pela PKC, através da mediacdo das proteinas
citoplasmaticas PICKs, que se associam aos receptores. Uma vez fosforilados, os AMPAs
GluR2/GluR3, associados as PICKs, difundem-se até sitios de endocitose, localizados lateralmente em
relagdo a zona sinaptica, onde sdo, posteriormente, internalizados.

Por sua vez, o AMPA formado pelas isoformas GIluR1/GluR2 ¢ relacionado,

principalmente, com a ocorréncia de LTP (Malinow e Malenka, 2002; Derkach et al., 2007).
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Dois mecanismos contribuem para essa sua atuagdo (Fig. 4). O primeiro deles se refere ao
acumulo de receptores na zona sinaptica. J4 o segundo € a inser¢do de novos AMPAs na
membrana. Ambos os processos dependem, basicamente, da interacdo da isoforma GluR1
com proteinas especificas (Hayashi et al., 2000; Passafaro et al., 2001; Shi et al., 2001). Vale
ressaltar que ha uma ordem de prioridade nas interacdes realizadas pelo AMPA de acordo
com as isoformas que o compdem. Assim, as interacdes da GluR1 prevalecem no heterdmero
GluR 1/GluR2, enquanto, no heterémero GluR2/GIuR3, as interagdes da GluR2 predominam

em relacdo as da GIuR3 (Passafaro et al., 2001; Lee et al., 2002).

Q GluR1/GluR2

‘ TARP

d’) Fosfato

Figura 4: AMPA e seus movimentos durante a ocorréncia de LTP. Durante a LTP, apenas os
heteromeros GluR1/GluR2 parecem sofrer uma alteragdo significativa em sua densidade de canais na
zona sinaptica. Dois movimentos desses heteromeros sdo observados: seu acumulo na zona sinaptica,
através de sua difusdo lateral, a partir de areas extra-sinapticas, e posterior estabilizacdo, em fungdo de
sua associagdo com proteinas especifica como as TARPs, e a insercdo de novos receptores,
provenientes de vesiculas intracelulares, na membrana celular. Tanto o acimulo de receptores na
regido sinaptica quanto sua insercdo na membrana requerem fosforilagdes catalisadas por diversas
quinases.

Uma das principais proteinas que interagem com a subunidade GIuR1 ¢ a SAP97

(synapse-associated protein 97), que se associa ao receptor através da ligacao de seu dominio
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PDZ com residuos do terminal carboxilico do AMPA (Leonard et al., 1998). Além da SAP97,
0o AMPA também interage com uma classe bastante particular de proteinas transmembréanicas:
as TARPs (transmembranic AMPAR regulatory proteins) (Letts et al., 1998).

As TARPs sdo pequenas proteinas que se associam aos AMPAs e ocasionam uma
série de alteragdes em seu funcionamento, aumentando sua afinidade por L-glutamato, tempo
de abertura, entre outras propriedades biofisicas (Nakagawa et al., 2005; Nicoll et al., 2006;
Tomita et al., 2006; 2007; Ziff, 2007). Existem varias isoformas de TARPs, e a mais bem
caracterizada, denominada estargazina, ¢ encontrada em altas concentracdes no cerebelo
(Osten e Stern-Bach, 2006). No hipocampo, a isoforma de TARP mais abundante ¢ a y8
(Tomita et al., 2003; 2005a). As TARPs podem se associar com todas as isoformas do
AMPA, e, a0 mesmo tempo, interagir, através de seus residuos citoplasmaticos, com outras
proteinas, formando complexos que mediam a estabilizagdo e inser¢do do receptor na zona
sinaptica, durante a atividade celular basal (Rouach et al., 2005). Além disso, as TARPs
contribuem para o acimulo de receptores AMPA sinapticos durante a LTP, aumentando sua
insercdo na membrana e fixagdo na zona sindptica (Tomita et al., 2005b; Nicoll et al., 2006;
Tsui ¢ Malenka, 2006). E esse processo, somado ao fato de que a maioria dos AMPAs
encontra-se associada as TARPs (Nakagawa et al., 2005), tem colocado essas proteinas em
uma posicao de destaque para a compreensao do mecanismo de aumento do peso sinaptico da
LTP, que depende também de reagdes de fosforilagdes (Boehm et al., 2006; Oh et al., 2006;
Zhabotinsky et al., 2006). Ou seja, aparentemente, tanto a presenca de TARPs quanto a
fosforilagdo de residuos especificos sdo eventos necessarios para que haja um aumento do
numero de AMPASs sinéapticos durante a LTP.

As fosforilagoes do AMPA implicadas com seu acimulo e sua inser¢cdo na sinapse
envolvem, principalmente, a isoforma GluR1 (Derkach et al., 2007; Ziff, 2007). Em fung¢éo

disso, ¢ necessario considerar as trés enzimas que a fosforilam diretamente, ou seja, a CaMKII
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(residuo Ser® 1), a PKA (Ser845) e a PKC (Ser818 e Ser831). Todas essas reacoes de fosforilagao
sao observadas durante a LTP (Mammen et al., 1997; Lee et al., 1998; 2000; Esteban et al.,
2003; Boehm et al., 2006). Porém, embora ocorram, nem todas essas fosforilagdes sdo
necessarias para a inser¢do ¢ acumulo de AMPAs na membrana sinaptica (Groc ¢ Choquet,
2006), mesmo que a ativacdo das trés quinases seja fundamental para a LTP inicial (Sweatt,
2003; Blitzer et al., 2005). Esses aspectos apontam que ¢ importante detalhar,
especificamente, a acdo de cada uma dessas proteinas sobre os movimentos do AMPA.

Estudos recentes indicam que, em resposta a elevacdo de AMPc na célula, existe o
aumento no nimero de AMPAs na membrana citoplasmatica, mas ndo na sinapse em si
(Esteban et al., 2003; Sun et al., 2005; Oh et al., 2006). Ou seja, a PKA atua mediando a
insercao de AMPAs na membrana, mas na regido extra-sinaptica.

Ja a ativacdo da CaMKII ndo altera o nimero de receptores localizados extra-
sinapticamente, embora sua acdo determine que haja o acumulo de AMPAs contendo a
isoforma GIuR1 na sinapse (Shi et al., 1999; 2001; Gao et al., 2006).

Por outro lado, a fosforilagdo do AMPA por PKC regula tanto a sua insercdo em zonas
extra-sinapticas quanto sua concentracao na regido sinaptica (Boehm et al., 2006).

Com esses dados, observa-se que duas quinases sdo essenciais para o acumulo de
AMPAs na zona sinaptica: a CaMKII e a PKC, e duas para a sua inser¢do na membrana
celular: a PKA e a PKC. Mas, além delas, outra via atua, diretamente, nesse ultimo processo:
a da MAPK (mitogen-activated protein kinase), cuja ativagdo ¢ mediada pela pequena
proteina G monomérica Ras (Winder et al., 1999; Zhu et al., 2002; Kennedy et al., 2005; Li et
al., 2006).

A Ras, por ser uma proteina G, apresenta seus ciclos de ativacdo e desativacdo
regulados pela sua associacdo com os nucleotideos guanosina trifosfato (GTP) e guanosina

difosfato (GDP). Ou seja, a Ras permanece inativa quando esta ligada ao GDP, e, para se
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tornar ativa, sofre mudancas conformacionais que diminuem sua afinidade pelo GDP, que ¢
substituido pelo GTP. Uma vez ativa, a Ras retorna ao seu estado basal através de sua
atividade de GTPase, catalisando a hidrélise do GTP em GDP (Takai et al., 2001).

Em condig¢des celulares basais, a ativagdo da Ras ocorre com uma taxa muito lenta.
No entanto, esse processo pode ser controlado por diversos reguladores, destacando-se as
proteinas que atuam acelerando sua ativacdo, denominadas fatores de troca do nucleotideo
guanina ou fatores de liberacdo do nucleotideo guanina, mais conhecidas pelas abreviaturas
GEF (guanine nucleotide exchange factor) e GRF (guanine nucleotide releasing factor), e
proteinas que aumentam sua atividade de GTPase, as GAPs (GTPase-activating proteins)
(Mitin et al., 2005). Tanto as proteinas que atuam como GRFs quanto como GAPs sdo
reguladas por inameros fatores e, algumas delas, sdo encontradas em altissimas concentragdes
nos neurdénios piramidais hipocampais da area CAl, concentrando-se, particularmente, na
densidade pos-sinaptica (Peng et al., 2004; Bos et al., 2007). Dessa maneira, cada vez mais
tem sido demonstrado que essas proteinas desempenham um papel fundamental em eventos
plasticos, sobretudo na LTP.

No hipocampo, as isoformas principais das proteinas GRF da Ras sdo a Ras-GRF1 ¢ a
Ras-GRF2, que se relacionam com a ocorréncia de alteracdes plasticas de longa duragdo
(Cook e Lockyer, 2006; Li et al., 2006). Para isso, a Ras-GRF1 e a Ras-GRF2 sdo ativadas
por Ca’’/CaM em decorréncia do influxo de Ca* pelo NMDA, e determinam,
conseqiientemente, a ativagao da Ras.

Uma vez ativa, a Ras inicia a ativacdo da via da MAPK, que ¢ formada por uma
cascata bioquimica composta por trés proteinas: uma MAPK quinase quinase (MAPKKK),
uma MAPK quinase (MAPKK) e uma MAPK (Adams e Sweatt, 2002). Cada uma dessas
quinases contém diversas isoformas, que agem em processos celulares distintos e sao

reguladas por mecanismos diferentes. Assim, a Ras estd relacionada, principalmente, com a
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ativacdo da MAPKKK denominada Raf-1, que, por sua vez, ativa a MAPKK denominada
MEK1/2 (MAP/extracellular signal-regulated 1/2 kinase), que ativa a ERK1/2 (extracellular
signal-regulated 1/2 kinase) (Pearson et al., 2001; Thomas e Huganir, 2005). Uma vez ativa,
essa via atua tanto na LTP final, controlando mecanismos de transcri¢do génica, quanto na
LTP inicial, determinando a inser¢do de novos AMPAs na membrana celular (Zhu et al.,
2002; Huang et al., 2004; Brown et al., 2005).

O aumento no numero de receptores AMPA na zona sinaptica, portanto, ¢ controlado
por quatro quinases, mas de maneiras distintas. A ERK1/2, a PKA e a PKC ocasionam a
insercdo extra-sinaptica de AMPAs provenientes de vesiculas intracelulares. J4 a CaMKII
media a estabilizagdo do AMPA na zona sinaptica, processo que também pode ser catalisado
pela PKC. No entanto, um ponto chave para a compreensdo desses eventos ¢ a maneira como
essas enzimas coordenam suas atividades até determinarem o aumento do peso sinaptico, fato
que ainda é pouco conhecido. Ou seja, embora essas quatro quinases estejam implicadas com
o aumento do peso sinaptico, suas ativagdes emergem de inimeros pontos de cruzamentos
entre vias e mecanismos de regulacdo, cujas andlises s6 podem ser feitas através do uso de
ferramentas especificas.

A CaMKII, por exemplo, ¢ responsavel pela ativacdo da SynGAP (synaptic GAP),
enzima que acelera a atividade de GTPase da Ras, determinando sua volta ao estado inativo e
inibindo, conseqiientemente, a ativacdo da ERK1/2 (Chen et al., 1998; Kim et al., 1998;
Krapivinsky et al., 2004). Além disso, a CaMKII também atua favorecendo a ativagdo de
outra via da MAPK, a da p38, cuja agdo ¢ implicada com a ocorréncia de LTD (Takeda et al.,
2004). Por sua vez, uma outra proteina G monomeérica, a Rap que, em muitos aspectos, possui
acdo antagbnica a Ras, ¢ ativada através da mediagdo da PKA (Grewal et al., 2000; Schmitt e
Stork, 2002a; 2002b). Além disso, todas essas enzimas competem, em algum ponto de suas

. . 2+ . . ,
vias, pelo mesmo ativador, o Ca” . Dessa maneira, o que se torna evidente ¢ que a resposta
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celular final frente a atividade sinéptica e o influxo de Ca®" ¢ resultado de um processo cujo
entendimento esta longe de se basear em cascatas bioquimicas lineares.

Ao longo dos anos, as informagdes sobre as vias que compdem a LTP inicial, seus
mecanismos de regulacdo e intera¢des tém trazido, provavelmente, mais complexidade a area
do que esclarecimento. Assim, cada vez mais, a necessidade de andlises quantitativas, com a
intencdo de se avaliar exatamente o papel de cada molécula e suas interagdes na resposta
celular final, se torna evidente. No entanto, poucas ferramentas possuem tal habilidade e,

provavelmente, a neurociéncia computacional ¢ uma das mais adequadas.

1.4 A Neurociéncia Computacional

A neurociéncia computacional ¢ um campo de pesquisa que se baseia na construcio de
modelos através de descrigdo matematica de areas, células e processos intracelulares do
cérebro, para o estudo do funcionamento e regulacdo do sistema nervoso. Para isso, ¢é
necessario, inicialmente, identificar os componentes do sistema que se deseja simular e
compreender as relagdes existentes entre eles. Em seguida, sdo desenvolvidas as equagdes que
descrevem a evolucdo de cada componente considerado e suas interacdes ao longo do tempo
e/ou espaco. Essas equagdes, para simular adequadamente o sistema bioldgico de interesse,
sdo resolvidas com base em pardmetros reais, ou seja, concentracdes das espécies
bioquimicas, taxa de velocidade das reacdes, constantes que descrevem o funcionamento de
canais i0nicos, dimensdes anatomicas dos compartimentos celulares, etc (Koch e Segev,
1998; Bower e Bolouri, 2001). Esses pardmetros sdo obtidos através de dados experimentais
e, assim que o modelo ¢ construido, € possivel valida-lo através de comparacdes diretas com
caracteristicas que o sistema real apresenta. Depois de validado, o modelo pode ser usado para

testar hipoteses e verificar as propriedades do sistema simulado.
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E necessario esclarecer, no entanto, que a neurociéncia computacional baseia-se,
especificamente, no uso de dados fisioldgicos, anatdmicos e bioquimicos sobre areas, células
e processos nervosos para a constru¢do de modelos biologicamente plausiveis, isto é, que
reproduzem a organizacdo fisioldgica do sistema que se deseja investigar, para que o seu
comportamento surja como uma propriedade emergente. Nesse sentido, ndo se modelam,
diretamente, processos, mas os componentes biofisicos e bioquimicos que atuam como
substratos para os eventos de interesse (Bhalla e Tyengar, 1999; Weng et al., 1999; Bower e
Bolouri, 2001).

A utilizacdo da neurociéncia computacional para a pesquisa de eventos bioquimicos do
sistema nervoso ainda ¢ bastante restrita. Porém, o uso de modelos como ferramenta de estudo
pode ser feito para qualquer processo que possua uma variagdo temporal e/ou espacial
passivel de ser representada matematicamente. Esse fato, somado aos grandes avangos
tecnologicos dos ultimos anos e que possibilitaram o acumulo de um enorme volume de
informagdes sobre o funcionamento, acdo e regulacdo das vias de sinalizacdo celular, tem
determinado o interesse crescente pela aplicacdo de modelos para investigar processos
intracelulares (Weng et al., 1999; Eungdamrong e Iyengar, 2004; Kennedy et al., 2005). Mas,
¢ importante ressaltar que, apesar do desenvolvimento de modelos poder ser aplicado,
teoricamente, para qualquer evento que apresente variagao temporal e/ou espacial capaz de ser
equacionada, sua constru¢do, em neurociéncia computacional, parte de dados biofisicos e
bioquimicos reais. Portanto, s ¢ possivel construir modelos de processos que ja possuam
caracteristicas minimas conhecidas, para que, a partir de seu desenvolvimento, algumas
hipoteses sobre o sistema possam ser investigadas.

Poucos fenomenos celulares s2o tdo estudados como a LTP inicial. Mas, até o presente
momento nao ha, na literatura, nenhum relato sobre modelos de LTP, embora ja existam

trabalhos simulando alguns processos relacionados com a plasticidade sinaptica (Lisman,
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1989; Bhalla e Iyengar, 1999; d’Alcantara et al., 2003; Earnshaw e Bressloff, 2006;
Zhabotinsky et al., 2006).

Com base nesse contexto, esse trabalho se dedicou ao desenvolvimento de um modelo
da LTP inicial hipocampal. A construcdo desse modelo baseou-se, em um primeiro momento,
na identificacdo das principais vias de sinalizacdo envolvidas com a LTP hipocampal, seguida
pela simulacdo de seus mecanismos de ativacdo e regulacdo. Essas vias, uma vez simuladas,
foram validadas com base em dados retirados de artigos experimentais. Posteriormente, elas
foram unificadas originando uma rede de sinalizagdo. Essa rede de sinalizacdo foi inserida no
modelo do neurdnio piramidal da area CA1 para o estudo da LTP hipocampal.

A LTP hipocampal foi investigada com base em dois aspectos centrais. O primeiro
deles se refere aos eventos que culminam na ativacdo persistente de algumas enzimas em
detrimento de outras. Para isso, o modelo foi utilizado para a identificacdo e analise das
propriedades que emergem da organizagdo temporal e espacial dos componentes simulados, e
que determinam a ativagdo preferencial de moléculas especificas. Posteriormente, foram
analisados os mecanismos presentes no modelo responsaveis pelo aumento do peso sinaptico.

Com base nesses pontos, o objetivo central desse trabalho foi estudar a LTP inicial
através da identificacdo e analise das propriedades que emergem da organizagdo temporal e
espacial de seus componentes bioquimicos e celulares e que sdo responsdveis por sua

ocorréncia.
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II. METODOS

O modelo dos mecanismos pos-sinapticos da fase inicial da LTP foi desenvolvido a
partir da simulacdo de um neurdnio piramidal da area CAl contendo, intracelularmente, sua
rede de sinalizacdo. Para a construcdo desses componentes, foram utilizadas equagdes
diferenciais que permitem a simulagdo de fendmenos bioquimicos e biofisicos ao longo do
tempo, com base em descri¢des cinéticas (Connors et al., 1990).

As simulagdes basearam-se na variagao temporal das propriedades elétricas da célula e
nas concentragdes das espécies quimicas simuladas. Para isso, as equacgdes usadas para a
simulacdo do neurdnio seguiram o formalismo de modelagem compartimental (Koch e Segev,
1998), que sera descrita posteriormente. Ja as simulagdes das interagdes bioquimicas foram
feitas de acordo com a lei de a¢do das massas, utilizando equagdes de taxas, através das quais
cada espécie tem sua concentragdo calculada, ao longo do tempo, em fungdo das taxas de
velocidades das reagdes quimicas em que participa como produto ou como reagente (Ferrel,
1999; 2002; Tyson et al., 2003; Eungdamrong e Iyengar, 2004; Sauro e Kholodenko, 2004).

Assim, por exemplo, na rea¢do abaixo:

A+B—520—%2>5D (1)

cada espécie tem sua variagdo descrita, matematicamente, a partir das taxas de velocidade
para seu consumo e/ou producdo aplicadas a sua concentracdo inicial. Portanto, ainda de
acordo com a reacdo (1), as equagdes que descrevem a concentragdo de cada espécie (A, B, C,

D) ao longo do tempo sdo:

A4l _ .
o=k [41-1B] (1
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Nessas equagdes, ¢ possivel notar que A ¢ B tem apenas uma variagdo negativa ao
longo do tempo, eu seja, essas espécies sdo consumidas na reagdo, com uma constante de
velocidade k;, sem, no entanto, serem produzidas. Ja a espécie C ¢ produzida pela reagdo de A
e B, com a constante de velocidade k;, e ¢ consumida para gerar D. Porém,
estequiometricamente, 2 mols de C sdo utilizados para produzir cada mol de D, o que ¢
considerado nas equacdes (3) e (4). Todas as reagdes quimicas simuladas nesse trabalho
seguiram exatamente esse formalismo. Em todo o modelo, as constantes de velocidade e
demais parametros utilizados foram retirados de artigos experimentais, com excecdo de
alguns componentes do modelo, cujos pardmetros ndo foram encontrados, fato que sera
indicado posteriormente.

As reagdes da LTP inicial ocorrem, essencialmente, nas espinhas dendriticas, que sdo
pequenas protusdes localizadas ao longo dos dendritos dos neurdnios, € que atuam na
recep¢do da maior parte das sinapses excitatorias que chegam a célula (Bloodgood e Sabatini,
2007; Sheng e Hoogenraad, 2007). As espinhas dendriticas sao compostas, geralmente, por
uma cabega, onde se localizam, na superficie, os receptores sinapticos e, logo abaixo, a
densidade pos-sindptica (Harris e Stevens, 1989; Alvarez e Sabatini, 2007). A cabega da
espinha dendritica ¢ unida ao seu dendrito parental por um pescogo, que, por apresentar um
diametro reduzido, limita a difusdo das proteinas para os demais compartimentos celulares

(Nimchinsky et al., 2002; Bloodgood e Sabatini, 2005). Com isso, para a maior parte das
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moléculas que participam da LTP inicial, sua difusdo para outros compartimentos celulares
pode ser desconsiderada. No entanto, algumas espécies simuladas, por possuirem tamanho
reduzido e/ou alta reatividade, apresentam uma taxa de difusdo rapida que limita suas reagdes
(Sabatini et al., 2002; Eungdamrong e Iyengar, 2004). Para esses casos, foi necessario
incorporar ndo apenas a variagcdo temporal das concentracdes simuladas, mas também a
variagdo espacial. Para isso, no inicio desse trabalho, as simulacdes foram feitas a partir de
equacdes diferenciais parciais, que permitem a simulagdo da variagdo temporal e espacial dos
componentes de interesse. Porém, esse formalismo teve que ser substituido em funcdo,
principalmente, da limitacdo técnica para realizar essas simulagdes em larga escala e por
longos periodos de tempo. Dessa maneira, optou-se por simular todas as reagdes a partir de
equacdes diferenciais ordinarias e, para as espécies que possuem a difusdo como um fator
limitante de sua atuagdo, foram utilizados termos de decaimento derivados de seus
coeficientes de difusdo. Para algumas espécies, também foi utilizada a compartimentalizacao
bioquimica, em que se considera que o mesmo componente pode se localizar ou se
movimentar por diferentes compartimentos celulares (Eungdamrong e Iyengar, 2004). Para
isso, foram utilizadas taxas para a mudanga de um compartimento para o outro, obtidas
através de artigos experimentais. Todos esses pontos, conforme o modelo for sendo descrito,
serdo apontados.

Todas as simulacdes foram feitas no programa Mathematica (Wolfram Research,
Inc.), e resolvidas, de maneira deterministica, com os métodos numéricos Runge-Kutta de 4°
ordem e de Adams.

A seguir, no proximo capitulo, serdo descritos os detalhes do modelo, que contém um
neurdnio piramidal CA1 e as vias de sinalizacdo da LTP inicial, simuladas no interior de uma

espinhas dendriticas (Fig. 5), de acordo com as descri¢des da literatura que apontam que ¢
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nessa estrutura que ocorrem as reagdes da LTP inicial (revisto em Sheng e Hoogenraad,

2007).
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Figura 5: Esquematizacdo geral do modelo da LTP inicial desenvolvido. O modelo foi construido
contendo o neurdnio piramidal da area CA1l (A) e, em uma de suas espinhas dendriticas, que so
pequenas protusdes encontradas ao longo dos dendritos (B), foram inseridas as vias bioquimicas da
LTP inicial, representadas, em C, apenas por algumas enzimas (CaMKII, PKA, PKC e ERK1/2).

Entre as enzimas simuladas, destacam-se a CaMKII, a PKA, a PKC ¢ a MAPK
ERK1/2, que foram modeladas considerando-se seus mecanismos de ativagdo e regulacdo

ativados através da estimulacdo celular por L-glutamato. Além delas, ha ainda uma enzima
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importante para a modulacdo da LTP e que também foi incluida no modelo: a 6xido nitrico
sintase (NOS), responsavel pela produgdo de o6xido nitrico (NO). Em adicdo a essas
moléculas, foram simuladas algumas proteinas fosfatases, enzimas que atuam na terminacao
da sinalizagdo mediada por quinases.

Cada molécula foi, em um primeiro momento, modelada isoladamente, a partir de seus
mecanismos de ativacdo e regulagdo determinados pela estimulagdo glutamatérgica.
Posteriormente, seus modelos foram unificados com base nos pontos de conexdo existentes
entre a atividade de algumas enzimas, o que foi feito em acordo com dados reportados na
literatura. Apos essa unificacdo, foi feita a organizagdo espacial dos componentes simulados,
desenvolvida considerando-se a localizagdo especifica de algumas moléculas no meio
intracelular e as conseqiiéncias desse posicionamento para sua atuagao.

Apo6s o desenvolvimento do modelo, ele foi validado com base na capacidade de seus
componentes em apresentar comportamentos caracteristicos observados, experimentalmente,
no sistema bioldgico. Cabe ressaltar, no entanto, que essa validacao foi feita considerando os
componentes simulados de maneira isolada, j& que a maior parte dos experimentos de
caracterizagdo dessas espécies utiliza situagdes experimentais nas quais elas sao analisadas em
sistemas artificiais, com a inten¢do de minimizar interferéncias nos resultados obtidos.

Apods a validagdo do modelo, ele foi utilizado para o estudo da LTP inicial
hipocampal. Esse estudo foi feito em quatro niveis principais. O primeiro considerou apenas
algumas propriedades intrinsecas das proteinas simuladas e que podem explicar sua ativacao
durante a LTP. Em seguida, foram analisados os pontos de coordenagdo temporal entre a
atividade dessas proteinas ¢ como eles se relacionam com a ocorréncia de LTP. No nivel
posterior, foi considerada a organizagdo espacial dos componentes simulados no meio
intracelular, considerando como essa organizagao favorece a ativagdo preferencial de algumas

enzimas essenciais para a LTP e, em seguida, como ela determina a atuacdo dessas enzimas
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na mediagdo do aumento do peso sinaptico. Por ultimo, foi proposto um mecanismo para
explicar como deve ocorrer o aumento do peso sinaptico na LTP.

Os resultados obtidos com o modelo desenvolvido sdo expressos, na maior parte das
vezes, em termos de porcentagem de ativacdo das enzimas simuladas, considerando-se que
100% de ativacao se refere a concentracao total de uma determinada enzima simulada em seu
estado ativo. Alguns componentes, porém, sdo mostrados, diretamente, em concentracao,
dada em pmol.L”'. Além disso, a variagdo no niimero de receptores AMPA ¢ apresentada,
diretamente, em nimeros de canais. E, em adi¢@o a essas formas de apresentagdo, hd também
dados mostrados em termos de corrente (canais sinapticos) e, para a célula elétrica, potencial
da membrana.

As formas de analises dos resultados basearam-se, durante a fase de valida¢do do
modelo, na comparagdo direta dos resultados obtidos com os componentes do modelo com
algumas caracteristicas das espécies reais, como dependéncia de seus ativadores, para as
enzimas simuladas, padroes de abertura e fechamento dos canais sinapticos, entre outras.
Além dessa analise, os demais resultados obtidos foram avaliados com base em sua habilidade
para apresentar comportamentos emergentes, ou seja, provenientes da organizacdo entre os

componentes do modelo, em acordo com dados existentes na literatura.
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I111. O MODELO

3.1 O modelo do neuronio piramidal hipocampal CAl

O primeiro componente do modelo de LTP inicial simulado foi o neur6nio piramidal
hipocampal. Para isso, utilizou-se a modelagem compartimental, técnica de simulagdo que se
baseia na representacdo dos neurdnios através de circuitos equivalentes. Ou seja, nesse tipo de
simulacdo, o neurdénio ¢ dividido em pequenos compartimentos. Cada um desses

compartimentos ¢ representado por um circuito equivalente que ¢ simulado através de

equagdes diferenciais ordinarias (Koch e Segev, 1998; Kath, 2005) (Fig. 6).

Vml k-1

Vm3 I+l

Figura 6: Representagdo esquematica da constru¢do do modelo compartimental. Para o
desenvolvimento do modelo compartimental, o neurdnio ¢ representado através de pequenos
segmentos, simulados a partir de circuitos equivalentes unidos entre si através de resistividades do
meio intracelular (Ra).

A simulagdo da célula da area CA1 foi feita com base em um modelo compartimental
ja existente, desenvolvido por Traub et al. (1991). Essa escolha se deve, principalmente, ao

fato desse modelo apresentar, de maneira eficiente, o comportamento de um neurdnio



40

piramidal CAl através de poucos compartimentos, o que € vantajoso do ponto de vista
técnico, pois possibilita que as simulagdes da célula sejam feitas sem um alto custo
computacional.

O neurdnio piramidal da area CA1 do hipocampo é composto por um soma, axonio,
dendritos basais e apicais que se ramificam formando arborizac¢des dendriticas (Ishizuka et al.,
1990; 1995). Essas caracteristicas morfologicas sdo simuladas, no modelo de Traub et al.
(1991), através de dezenove compartimentos: nove representando dendritos basais, um para o
soma, e nove para os dendritos apicais. A mesma organizagdo foi incorporada no modelo do
neurénio piramidal utilizado nesse trabalho. Cada compartimento elétrico foi simulado de

acordo com a equagao:

dv,

C, Ttk =YVi-1k (Vk—l -V, )+ ny (Vk+1 -V, )— Lisicar 5)

em que k ¢ o compartimento considerado, Cy € a capacitdncia no compartimento &, ¥+ € @
condutancia entre os compartimentos k ¢ k+[, V; € o potencial no compartimento &, Vi.;e Vis;
sdo as voltagens nos compartimentos vizinhos ao compartimento £ considerado, € lisnicax
representa as correntes ionicas existentes no compartimento k. Os parametros utilizados no
modelo do neurdnio foram: resistividade do meio intracelular (R,) = 100 Qcm, resisténcia
especifica da membrana (R,) = 10000 Qcm?, capacitancia especifica da membrana (C,,) = 3
uF/cmz, resisténcia de entrada nos dendritos apicais = 60 MQ, resisténcia de entrada nos
dendritos basais = 90 MQ, e resisténcia de entrada em toda a célula = 32 MQ (Traub et al.,
1991; Mainen et al., 1996).

O modelo do neurénio piramidal foi simulado com seis correntes idnicas, sendo uma

de Ca*", uma de Na' e as demais de K (Traub et al., 1991). Cada uma dessas correntes ¢
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responsavel por uma caracteristica elétrica especifica. A corrente transiente de sodio (Ia,
sodium current) gera potenciais de acdo. As correntes de potassio retificadora com atraso
(Ik pr, delayed rectifier potassium current) e transiente do tipo A (Ik a, A-type transient
potassium current) sdo responsaveis por repolarizar os potenciais de agdo. A corrente de
potassio ativada por calcio (Ix_anp, Ca’"-dependent afterhypoplarization potassium current) e
a corrente de potassio de curta dura¢do sensivel a voltagem e ativada por célcio (Ix ¢, short
duration voltage- and -Ca’*-dependent potassium current) atuam na adaptagio lenta da
freqiiéncia de disparos de potenciais de agdo. A corrente de cdlcio de baixo limiar (Ic,) €
responsavel por disparos em rajada (burst). Além disso, o modelo também possui uma
corrente de vazamento que simula o fluxo passivo de ions através da membrana e contribui
para o potencial de repouso. As equacdes utilizadas para a constru¢do dessas correntes foram
retiradas de Traub et al. (1991).

Ap6s a construcdo desse modelo de acordo com sua descrigdao original (Traub et al.,
1991), foi necessario altera-lo. O trabalho de Traub et al. (1991) ndo simula, explicitamente,
as espinhas dendriticas, o que ¢ um fato comum em diversos modelos de neurdnios, que
representam essas estruturas apenas como um prolongamento da drea da membrana dendritica
(Mainen et al., 1996). No entanto, ¢ na espinha dendritica que se localiza a densidade pds-
sinaptica, concentrando as proteinas e receptores que agem na LTP, além dos sitios para
endocitose e exocitose (Spacek e Harris, 1997; Nimchinsky et al., 2002; Bloodgood et al.,
2005; Sheng e Hoogenraad, 2007). Assim, foi necessario incluir uma espinha dendritica
explicitamente, onde foi, posteriormente, inserida a rede de sinaliza¢do simulada.

A simulagao da espinha dendritica foi feita a partir de sua estrutura morfoldgica, que ¢
formada por uma cabega, aonde chegam as entradas sinapticas, € um pescog¢o que conecta a

cabeca ao dendrito parental (Volfovisky et al., 1999; Tsay e Yuste, 2002; 2004). O modelo
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desenvolvido baseou-se na espinha dendritica do tipo cogumelo, que ¢ comum em células
piramidais hipocampais (Nimchinsky et al., 2002; Bloodgood e Sabatini., 2007).

A espinha dendritica foi simulada com 3 compartimentos cilindricos, com uma altura
total de 1.5 um (Fig. 7). O primeiro e o segundo compartimentos representam a cabeca, e sao
simulados como cilindros com didmetro da base de 0.71 um (Mainen et al., 1996; Volfovsky
et al., 1999). A densidade pos-sinaptica ocupa apenas o primeiro compartimento da cabega e
tem altura de 0.3 um (Sorra e Harris, 2000; Ebihara et al., 2003). O pescogo foi simulado
como um cilindro de altura igual a 0.43 um e diametro da base de 0.20 pum (Mainen et al.,

1996; Volfovsky et al., 1999).

3 .g_l_’ﬂ"_ f > Espinha dendritica
1 f Cabeca |
{ i :

{ Pescoco{ 'J_ J
¥ _EJ / ..... _-,HIJ_.-,:,“ |::' Lw_l

Figura 7: A espinha dendritica e a representacdo de seu modelo computacional. A espinha dendritica é
uma pequena protusdo encontrada ao longo dos dendritos dos neurdnios, que atua na recepcdo da
maior parte das entradas sindpticas excitatorias. Geralmente, essas espinhas possuem uma cabega € um
pescoco (A), cujas dimensdes foram consideradas no desenvolvimento de seu modelo. A simulagédo da
espinha dendritica foi feita com trés compartimentos, sendo dois para representar a cabeca, separados
por uma linha pontilhada, e um compartimento para o pescoco, que conecta a cabega ao seu dendrito
parental (B). Cada compartimento foi simulado através de seu circuito equivalente (C).

Todos os compartimentos da espinha dendritica foram modelados de acordo com a
equacdo (5), exceto o primeiro compartimento da cabeca, onde se localiza a zona sinaptica,
que foi simulado considerando a presenca dos receptores AMPA ¢ NMDA de acordo com a

equacao:
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id = I:INMDA 1 s — [ V=L J - ( Vi@ =V j:l . e (6)
dt R R Cm

m a

onde ¥ € a voltagem no primeiro compartimento da cabega, £,¢, (-70mV) € o seu potencial de
repouso, R, (10000 Qcm?) ¢é a resisténcia especifica da membrana, C, (1 uF/cmz) ¢ a
capacitancia especifica da membrana no compartimento, e R, (200 Qcm) ¢ a resistividade do
meio intracelular (Holmes e Levy, 1990; Mainen et al., 1996). Iyyp4 € Liupa s30 as correntes
do NMDA e AMPA, respectivamente e foram construidas considerando a condutancia
unitaria para cada canal, multiplicada pelo nimero de canais abertos ao longo das simulagdes,
para a obtencdo da condutancia macroscopica na regido. Essa condutancia multiplicada pelo
potencial da membrana fornece o valor da corrente para cada tipo de canal simulado.
Portanto, a condutancia e a corrente variam de acordo com o niimero de canais AMPAs e

NMDAs abertos em cada instante das simulacdes.

3.2 Os receptores de L-glutamato ionotropicos: AMPA e NMDA

De acordo com os dados da literatura, nos neurdnios piramidais hipocampais da regido
CA1 sdo encontrados, principalmente, dois tipos de receptores ionotropicos de L-glutamato, o
AMPA e o0 NMDA, que se colocalizam nas sinapses (Spruston et al., 1995; Nusser, 2000).
Além do AMPA e do NMDA, ha ainda um terceiro tipo de receptor ionotrdpico de L-
glutamato, o kainato. Porém, os receptores kaiato ndo s@o abundantes nos neuronios da area
CAl, o que determina que eles tenham um papel apenas modulatério na LTP dessa regido,
embora sejam fundamentais para a LTP em outras areas do cérebro (Colquhoun et al., 1992;
Bortolotto et al., 1999; Lerma, 2003). Em fung¢do desse ponto, os receptores kainato ndo

foram simulados.
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Geralmente, ha apenas uma sinapse em cada espinha dendritica dos neur6nios da area
CAl, composta, pré-sinapticamente, pela zona ativa de liberacdo de vesiculas e, pos-
sinapticamente, pelos receptores sindpticos e pela densidade pos-sinaptica (Harris e Stevens,
1989; Sorra e Harris, 2000). Todas as sinapses excitatorias dos neurdnios hipocampais CA1
contém receptores NMDA (Nusser, 2000; Racca et al., 2000). J4 os receptores AMPA sado
encontrados em 85% delas (Liao et al., 1995; Takumi et al., 1999; Tanaka et al., 2005). Além
disso, nas sinapses que contém AMPA, seu numero varia consideravelmente (3-140
receptores por sinapse) (Nusser et al., 1998; Matsuzaki et al., 2001). E esse nlimero se altera
ao longo do tempo, em fung¢do da atividade sindptica (Morales e Goda, 1999; Shi et al., 1999).

Para incorporar a variagdo no nimero de AMPAs ao longo das simulagdes, foi
necessario considerar a existéncia de duas populagdes de receptores, diferenciadas em fungao
de suas subunidades. Ou seja, no modelo, foi simulada a existéncia de uma populagdo de
AMPAs GluR2/GluR3 e uma de AMPAs GluR1/GluR2. Além dessas duas populacdes, 80%
do total de AMPAs simulados, independente de sua composi¢do, foi considerado associado as
TARPs (Nakagawa et al., 2005).

Os GluR2/GluR3 foram simulados como uma populagao fixa de receptores sinaptico,
pois, durante a atividade celular basal, eles apresentam um movimento continuo de exocitose
e endocitose na membrana que ndo altera sua densidade de canais (Liischer et al., 1999;
Passafaro et al., 2001). Da mesma forma, a difusao lateral do GluR2/GluR3 ¢ menor do que a
dos GIuR1/GluR2, e ndo ¢ capaz de gerar qualquer modificagdo no peso sinaptico durante a
LTP (Shi et al., 1999; 2001). Ou seja, os GluR2/GluR3 ndo apresentam uma varia¢do, em
numero, significativa para a ocorréncia de LTP e, portanto, seus movimentos ndo foram
incorporados no modelo desenvolvido.

Em contrapartida ao comportamento dos GluR2/GluR3, os receptores GluR1/GluR2

estdo amplamente implicados com a ocorréncia de LTP (Malinow e Malenka, 2002; Palmer et
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al., 2006). Durante as condigdes celulares basais, esses receptores difundem-se na membrana
celular alternando-se entre a zona sinaptica e extra-sinaptica, sem, porém, causar qualquer
mudanca na densidade de canais na zona sinaptica (Tardin et al., 2003; Adesnik et al., 2005).
No entanto, durante a LTP, os receptores da membrana citoplasmatica param de se difundir
livremente e sdo recrutados para a zona sinaptica, através de processos mediados por reagdes
de fosforilacdo (Ashby et al., 2006; Bats et al., 2007). A LTP também causa a entrada de mais
receptores GluR1/GluR2 na membrana, provenientes de vesiculas intracelulares especificas,
os endossomas de reciclagem (Park et al., 2004). Esses receptores novos sdo inseridos,
necessariamente, na zona extra-sinaptica podendo, posteriormente, se moverem até a regiao
sinaptica através de difusdo lateral (Ashby, 2004; 2006; Groc e Choquet, 2006). Todos esses
pontos foram considerados no modelo de LTP inicial desenvolvido. Para isso, foi necessario
simular trés espécies de AMPAs GluR1/GluR2 distintas espacialmente: GluR1/GluR2 em
vesiculas intracelulares, GluR1/GluR2 na zona extra-sindptica e GluR1/GluR2 na regido
sinaptica (Hall e Soderling, 1997; Park et al., 2004; Ashby et al., 2006).

Os receptores intracelulares foram modelados a partir de suas interagdes com proteinas
especificas e sua movimentacdo entre a membrana ¢ as vesiculas intracelulares. Nao foi
considerada a inser¢do de AMPAs na membrana durante a atividade celular basal. Ou seja, s6
a ocorréncia de LTP foi associada com a entrada desses receptores na membrana. E, para
serem inseridos, o0s AMPAs GluR1/GluR2 do modelo devem estar associados as TARPs ¢
serem fosforilados. Uma vez inseridos na membrana celular, o que necessariamente ocorre na
zona extra-sinaptica, os GuR1/GluR2 podem difundir ao longo da cabeg¢a da espinha

dendritica. Para simular esse processo, foi utilizada a seguinte equagao:

d[ AMPA
dt

vol A

A
= = 'k'[AMPAimm_fmjorﬂ]_ e -d, -[AMPA ]+ d, -[AMPA,] (7)

extra intra extra

extra
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onde AMPA.., se refere aos receptores extra-sinapticos, cuja populagdo varia em fungdo da
entrada de receptores intracelulares fosforilados na membrana, representados por
AMPAinira_fossorit; €m fungdo de sua difusdo para a zona sinaptica e em fungdo da difusdo de
receptores sinapticos, representados por AMPAg;,, para a regido extra-sinaptica. Nessa
equacdo, k ¢ a taxa de insercdo desses receptores, d; € a taxa de difusdo dos receptores extra-
sindpticos para a zona sinaptica e ¢ a taxa dos receptores sinapticos para a zona extra-sinaptica
(Tardin et al., 2003; Bats et al., 2007). Como essas trés localizacdes possuem dimensdes
geométricas diferentes, ¢ necessario multiplicar cada um desses termos por fatores de
conversdo que calculam o numero de receptores em fungdo das dimensdes da regido
considerada. Assim, vol ¢ o volume do meio intracelular da espinha dendritica, Aev, € a area
da membrana extra-sinaptica ¢ 4;,,,, da membrana sinaptica.

Como foi mencionado anteriormente, no modelo, os GluR1/GluR2 se difundem
livremente até serem estabilizados na zona sinaptica durante a LTP. Para haver a sua
estabilizacdo, o AMPA deve atender a dois critérios: estar associado com TARP e ser
fosforilado, em concordancia com dados experimentais (Tomita et al., 2005b; Tsui e Malenka,
2006). Com base nesses pontos, ¢ importante ressaltar que foram simuladas quatro espécies de
AMPA GIuR1/GluR2 em cada localizacdo espacial considerada: com e sem proteina de
associacdo (TARP), fosforilado com e sem proteina de associagdo (Fig. 8). Vale notar que
uma fosforilagao especifica é requerida para a entrada do AMPA na membrana, catalisada
pela ERK1/2, pela PKA, ou pela PKC, e outra ¢ necessaria para a fixagdo do receptor na zona
sinaptica, sendo catalisada pela CaMKII ou pela PKC.

Na zona sinaptica, tanto os receptores GluR1/GluR2 quanto os GluR2/GluR3 foram
considerados capazes de se ligarem ao L-glutamato ¢ mediarem a despolarizagio celular. E
importante ressaltar, no entanto, que os GluR1/GluR2 extra-sinapticos nao foram simulados

como capazes de participarem da transmissdo sinaptica. Essa simplificacdo foi adotada por
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que os receptores extra-sinapticos contribuem muito pouco para a despolarizagdo celular, em
funcao de sua localizacdo desfavorecida para a recepcdo do neurotransmissor (Raghavachari e

Lisman, 2004) (Fig. 9).

; m GIR1/GIuR2
: @ GIuR2/GIuR3
, TARP

E d,) Fosfato

Figura 8: Esquema geral dos receptores AMPA simulados. Os receptores AMPA foram simulados
como duas populagdes, sendo uma composta pelos heteromeros GIuR1/GluR2 e a outra pelos
GluR2/GluR3. Os AMPAs GluR2/GIuR3 foram simulados como uma populagdo imével de receptores
sinapticos, ja os GluR1/GluR2s foi considerados em trés localizagdes distintas: na zona sinaptica,
extra-sinaptica e em vesiculas intracelulares. Apenas os GIuR2/GluR3s e os GluR1/GIuR2s sindpticos
mediam a transmissdo glutamatérgica no modelo. E essa mediagcdo pode ser alterada em funcdo da
presenca de TARPs, proteinas transmembranicas que podem se associar com ambos os heterdmeros.

Para simular a atuagdo do AMPA na transmissdo sinaptica, foi necessario considerar
seu padrdo de abertura, fechamento e dessensibilizagdo em presenca de L-glutamato, que ¢
independente de sua composicdo protéica (Dingledine et al., 1999). Ou seja, tanto o
GluR1/GluR2 quanto o GluR2/GluR3 podem ser representados pelo mesmo esquema

cinético, que descreve as transi¢des entre os estados de seus canais.
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Figura 9: A recepgdo de L-glutamato. O L-glutamato ¢ liberado da zona ativa, localizado nos terminais
axonicos pré-sinapticos. Nesses terminais, as vesiculas de neurotransmissor sdo armazenadas até
serem exocitadas, liberando-o na fenda. Nessa regido, em fun¢do do grande nimero de transportadores
de L-glutamato existentes em células glias e nos proprios neurdnios, esse neurotransmissor atua,
apenas por um breve intervalo de tempo, ativando os receptores sinapticos. Os receptores extra-
sinapticos, em fungdo de sua localizagdo desfavoravel, ndo participam na recepcao de L-glutamato.

Estruturalmente, o AMPA ¢ formado a partir de combinagdes diméricas de suas
isoformas, ou seja, primeiro duas subunidades se associam, formando um dimero e, através da
juncdo de dois dimeros, forma-se o arranjo tetramérico do receptor (Madden, 2002; Gouaux,
2003; Hansen et al., 2007). E essa organizagio dimérica inicial que permite que o canal idnico
do AMPA apresente, pelo menos, trés estados abertos, ou seja, associado a duas, trés ou
quatro moléculas de agonista (Swanson et al., 1997; Pei et al., 2007). Cada um desses estados
abertos ¢ vinculado a uma condutancia unitaria especifica (Raghavachari e Lisman, 2004).
Além dos estados abertos e fechados do canal, 0 AMPA também apresenta uma rapida e
profunda dessensibilizacdo (Colquhoun et al., 1992; Sun et al., 2002). Assim, a breve corrente
mediada pelo AMPA ¢ controlada, em grande parte, por suas taxas de desativacdo, ou seja, a

taxa de decaimento da corrente i6nica apos a retirada do agonista, ¢ de dessensibilizagéo,
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definida como o decaimento na corrente que flui pelo canal em presenca continua do agonista
(Hansen et al., 2007; Mitchell e Fleck, 2007). Para incorporar essas caracteristicas, o modelo

do AMPA foi construido de acordo com o esquema cinético mostrado na Fig. 10.

Ativado

Desativado

Dessensibilizado

Dessensibilizado

Figura 10: Esquema cinético do receptor AMPA utilizado para a constru¢do de seus modelos
computacionais. Nesse esquema € considerada a associagdo do receptor desativado com o L-glutamato

(), sua passagem para os seus estados abertos (ativados) e estados dessensibilizados leves e
profundos.

O esquema cinético do AMPA foi utilizado como base para simula-lo, através das
equacoes diferenciais mostradas abaixo, em que R representa o receptor, L o L-glutamato, D o
estado dessensibilizado leve, D’ o estado dessensibilizado profundo (2* dessensibilizacdo), k;.
23 s30 as constantes de taxa para a passagem de um estado para o outro do receptor (Tabela I,
Anexo I), e o numero subscrito apos o L indica a quantidade de moléculas de L-glutamato

associadas ao AMPA:

dIR]

i =—(k, -[R]-[L]=k_, -[RL]) = (ky3 -[R] =k 5 -[D]) @®)
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d[RL]
dt
- (kz [RL] ' [L] - kfz '[RLz ])

= (kl [R]-[L]- k71 [RL]) - (k14 [RL]- k714 -[DL])

d[RL
[dt 2] = (k, -[RL]-[L]~k_, -[RL,1) - (k, -[RL,]-[L] - k_, -[RL,])

_(kls '[RLz]_k—ls '[DLz ]])_(kZI '[RLz]_k—zl '[OLz ])

d[RL,)
dt
- (k16 . [RL3 ] - k7|6 : [DL3 ]]) - (kzz ' [RL3] - kfzz : [0L3 ])

= (k; -[RL,]-[L] =k 5 -[RLy]) = (k, -[RLy]-[L] =k _, -[RL,])

d[RL,]
dt
- (k23 : [RL4] - k723 ' [0L4 ]])

= (k4 ' [RL3] : [L] - k74 : [RL4]) - (k|7 : [RL4] - k717 ' [DL4 ]])

iZ’E_;lzzlz(k”'[R]_k—w'[D])—(ks'[D]-[L]—k_s-[DL])
d[iL] = (ks [DI[L]~ k[ DL]) - (kg [ DLI[L]~ k_([DL, )
d
[ZLJ = (k. -[DL)-[L]1-k_, -[DL,]) - (k, -[DL,1-[L]—k_, -[DL,])

- (klg '[DLz]_kflg '[D'Lz ])

d[DL,]
dt
—(kyy -[DL1~k_y -[D'L;])

= (k7 : [DLz] [L]- k77 ’ [DL3 D- (ks : [DLz 1-[L]- kfs ’ [DL4 D

d[§f4] = (kg -[DL,]-[L]—k ¢ -[DL,])—(k,, -[DL,1—k_,, -[D'L,])
d '

[Ddth] = (ks -[DL, 1=k ;s - [D'L,]) = (ko -[D'L,]-[L]1-k o -[D'L,])
d '

[Ddth] = (ky, -[DL,]1-k o -[D'L]) — (ko -[D'L,]-[L]-k_ -[D'L,])

_(klo '[D'L3]'[L]_k_10 '[D'L4])

d[D'L,]
dt

= (kzo '[DL4]_k720 '[D'L4])+(k10 '[D'Ls]'[[l]_kqo '[D'L4])

©)

(10)

(11)

(12)

(13)

(14)

(15)

(16)

(17)

(18)

(19)

(20)
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d[OL, ]

Cdt = (ky -[RL,]=k_y -[OL,]) = (ky, -[OL, ]-[L] = k_;, - [OL,1]) 1)
d[O

[dtL ) Gl -[RL, =k oy -TOL,]) =k -[OL, T[]k, -[OL, 1) 22)
dl[o

O] Gy [RL) = s (OL) + (e [OL] (L] - K [OL,) @)

A cinética do receptor AMPA, além de ser dependente das isoformas que o compdem,
também ¢ profundamente alterada em funcao da presenga de TARP (Kristensen e Traynelis,
2005). Como ja foi mencionado, as TARPs sdo pequenas proteinas transmembranicas que se
associam aos AMPAs nos reticulos endoplasmaticos, local em que os receptores sdo
glicosilados antes de serem inseridos na membrana (Tomita et al., 2003; Nicoll et al., 2006).
Ao que se sabe, a associagdo das TARPs nesses receptores aumenta sua taxa de inser¢ao na
membrana celular e na zona sinaptica, através de sua interagdo com as proteinas da densidade
pos-sinaptica (Rouach et al., 2005; Tomita et al., 2005b; Ziff, 2007). Além disso, as TARPs
também modificam a ativagdo do AMPA, aumentando sua afinidade por agonista, diminuindo
sua taxa de desativagcdo ¢ aumentando o tempo necessario para 0 AMPA entrar em seu estado
dessensibilizado (Tomita et al., 2003; 2005a; 2006; 2007).

Em fungdo desses pontos, foi necessario incluir a intera¢do entre as TARPs e o AMPA
no modelo, ja que os parametros utilizados, retirados de trabalhos em que o receptor é
expresso sem TARP, provavelmente estdo divergentes em relacdo ao comportamento do
AMPA nativo (Hansen et al., 2007). No entanto, é necessario ressaltar que, como a descoberta
das TARPs ¢ recente (Letts et al., 1998), ainda existem inumeros pontos desconhecidos e,
para a constru¢ao do modelo, alguns aspectos foram considerados, embora ainda sejam pouco

conhecidos.
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O primeiro desses aspectos se refere a estequiometria de interagdo entre as TARPs e o
AMPA que foi considerada como fixa e 1:1. Cerca de 80% dos AMPAs sdo colocalizados
com as TARPs, independentemente da composi¢do do receptor (Tomita et al., 2003;
Nakagawa et al., 2005), o que foi incorporado nas simulagdes. Esses receptores associados as
TARPs foram simulados com uma taxa de dissociacdo de L-glutamato 50% mais lenta
(Tomita et al., 2005; Kott et al., 2007). Também foi necessario alterar os pardmetros para a
dessensibilizacdo do AMPA, que, com TARP, ocorre apdés um intervalo de tempo 50% maior
(Priel et al., 2005; Turetsky et al., 2005). Assim, embora o modelo cinético utilizado para
simular o AMPA tenha sido o mesmo para o GluR1/GluR2 e GluR2/GIuR3 com e sem TARP
(Fig. 9), a composicao do receptor e a presenca de TARP foi considerada através do uso de
taxas de velocidade distintas, retiradas de dados experimentais (Robert e Howe, 2003;
Nakagawa et al., 2005; Priel et al., 2005; Robert et al., 2005; Tomita et al., 2005; Turetsky et
al., 2005) (Tabela 1, Anexo I).

Uma vez na zona sindptica, o AMPA media grande parte da despolarizagdo da
membrana celular. E, de acordo com a despolarizagdo da membrana celular, pode ocorrer a
abertura dos canais dos receptores NMDA, que também foi simulado.

Em comparacdo com o AMPA, o NMDA apresenta movimentos muito lentos na
membrana celular, o que se deve, em grande parte, a sua interagdo direta com a actina
(Wyszynski et al., 1997). Esses movimentos aparentemente ndo possuem vinculagdo com a
ocorréncia de LTP ou LTD (Groc et a., 2004), embora esse fato seja controverso (Tovar e
Westbrook, 2002). Além disso, os receptores NMDA concentram-se, principalmente, na
membrana celular, ¢ ndo em vesiculas intracelulares, ¢ apresentam densidade de canais
relativamente constante do ponto de vista temporal (Nusser, 2000; Racca et al., 2000).
Portanto, o0 modelo do NMDA nao considerou a variagdo em sua densidade de canais ao

longo das simulagdes.
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O NMDA ¢ um tetramero formado, geralmente, a partir da combinagdo de duas
subunidades NR1 e duas NR2 (Cull-Candy et al., 2001; K&hr, 2006). A maior parte dos
receptores NMDA nos neurdnios piramidais CAl ¢ formada por duas subunidades NR1 e
duas NR2B, ou duas NR1 e duas NR2A (Tovar e Westbrook, 1999). Ha uma sensivel
diferenca na distribui¢do desses receptores ao longo das espinhas dendriticas. O NMDA
NR1/NR2B, que predomina na regido sindptica durante o desenvolvimento, na fase adulta
migra para a zona extra-sinaptica (Cull-Candy et al., 2001; Cull-Candy e Leszkiewicz, 2004).
Ja o NRI/NR2A, na fase adulta, ¢ encontrado principalmente na zona sinaptica, onde ¢
estabilizado através de associacdes com proteinas da densidade pos-sinaptica (Watanabe et
al., 1998; Janssen et al., 2005).

Embora a composicdo do NMDA interfira, consideravelmente, em suas propriedades
biofisicas e bioquimicas, os padroes cinéticos de abertura, fechamento ¢ dessensibilizagao dos
dois heterdmeros, ao que se sabe, sdo iguais (Vicini et al., 1998; Erreger et al., 2005). Assim,
para o NMDA abrir, ¢ preciso ocorrer a sua ligacdo com duas moléculas de L-glicina nas
isoformas NR1, e duas moléculas de L-glutamato nas subunidades NR2 (Collingridge et al.,
1983; Johnson e Ascher, 1987). No entanto, diferentemente do AMPA, os dados sobre a
cinética do receptor NMDA apontam para a existéncia de apenas um estado aberto, que ocorre
com o receptor completamente associado aos seus agonistas (Banke e Traynelis, 2003),
porém, evidéncias recentes t€m sugerido a existéncia de, possivelmente, trés estados abertos
do canal (Popescu e Auerbach, 2003), mas esses estados ndo foram incluidos no modelo.

Além dos estados abertos e fechados, o NMDA apresenta dois estados
dessensibilizados, um rapido e um lento (Kampa et al., 2004; Erreger et al., 2005). E, em
adicio a essas caracteristicas, o0 NMDA contém um Mg>" que bloqueia o seu canal ¢ &
liberado de maneira voltagem-dependente. Assim, para 0 NMDA abrir, além de sua ligacao

aos seus agonistas, deve ocorrer a despolarizacdo da membrana.
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Todos esses pontos mencionados anteriormente foram considerados para desenvolver
o modelo cinético do NMDA (Fig. 11). Porém, ndo foi simulada, explicitamente, a associa¢ao
do NMDA com a L-glicina, ou seja, a ativacdo do NMDA teve, como etapas limitantes,
apenas a ligacdo de L-glutamato e a liberagio do Mg*" do poro do canal. Uma vez associado
ao L-glutamato, o NMDA apresenta dois estados dessensibilizados, um répido e um lento.
Além disso, de acordo com dados recentes, todos esses estados podem ocorrer associados ou
nio com o Mg*". Ou seja, o NMDA estd em equilibrio constante com o Mg®". E esse
equilibrio ¢ importante, pois a presenga de Mg2+ altera algumas das taxas de transi¢do dos
estados do NMDA (Kampa et al., 2004; Vargas-Caballero e Robinson, 2004; Clarke e Johson,

2006) .

Figura 11: Modelo cinético do NMDA. O NMDA pode se associar ao L-glutamato (e) tanto em seu
estado bloqueado por Mg®* (quadrados) quanto em seu estado desbloqueado (circulos). Uma vez
associado a duas moléculas de L-glutamato, o canal pode abrir ou entrar em um de seus dois estados
dessensibilizados (representados por circulos e quadrados nédo preenchidos).
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De maneira analoga ao AMPA, o modelo cinético do NMDA foi utilizado para
simular seus dois heterdmeros, a partir da utilizacdo de constantes cinéticas diferentes (Tabela
II, Anexo I). Os parametros foram retirados de artigos experimentais (Banke e Traynelis,
2003; Kampa et al., 2004; Vargas-Caballero e Robinson, 2004; Erreger et al., 2005).

O NMDA foi simulado de acordo com as equacdes a seguir, onde R ¢ receptor, L € o
L-glutamato, D e D’ sdo os estados dessensibilizados do receptor, O ¢ seu estado aberto e &, e

k. sdo as constantes de velocidade cujos valores estdo na Tabela 2 (Anexo I):

% = —(ky -[R-[L] =k, -[RL]) = (kyy, -[R1 =Ky [RMg*"]) (24)

ARLY _ e tRY-TL1—k . -[RLT)— (k. -[RL]-[L]—k . -
7 (ky -[R]-[L]= K -[RL]) = (k, -[RL]-[L] =k, -[RL,]) 25)

—(ky, [RL]=k_,,, -[RMg’"L])

d[§f2] = (k, -[RL]-[L1-k_, -[RL,1) = (k -[RL,]1—k_ -[DL,1)
~(ky “[RL, )~k -[D'L, ) = (ky -[RLy ) = ks -[OL, ) (26)

- (kMg ' [RLz ] - k—Mg '[RMg%Lz ])

d[DL, ]

o (ks -[RL,1=k_5 -[DL, 1) = (ky, -[DLy1=k_yy, -[DMg™ L, 1) 27

d[Dd'th] = (k, -[RL,]=k_, -[D'L,]) = (ky, -[D'L, 1= k_y, [D'Mg* L,]) (28)

d — 2+
[Zth] = (ky -[RL, 1= k_y -[OL, 1) = (kyy, -[OL,1~k_,,, -[OMg** L, 1) (29)

ARYE ]k, -RMg™ (11 e [RM™ LD+ Ky (RI= K, [RME™ D) ¢0)

ARMETLY _ ([ RMg> |- [L]~k . -[RMg™
= U [RMg™ 1-[L] -k, -[RMg™'L]) (1)

—(k, [RMg™ L1-[L]—k_, - [RMg™ L, 1) + (k,, - [RL] - k_,,, -[RMg"L])

_Mg
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d[RMc* L e 2
% = (k, -[RMg* L)-[L]~k_, -[RMg* L)
- (k6 . [RMg%L2 1- k,é . [DMngrL2 - (k8 -[RMg 2+L2 1- k,g . [D'MngrL2 D (32)

—(kyo [RMg™ L]~ k_, -[OMg* L, ) + (ky, -[RL,1~k_,, - [RMg™" L,])

> = (kg -[RMg*> L,1- k_, -[DMg* L,]) (33)

+ (kMg ' [DLz ] - k—Mg ' [DMg2+L2 ])

d[D'Mg*L,] . ).
— S 2. (k.- [RMe* L,1—k .- [D'Meg* L
7 (kg -[RMg™ L,]1—k ¢ -[D'Mg~ L,]) (34)

+ (kMg '[D'Lz ] - k—Mg '[D'Mg2+L2 ])

d[OMg2+L ] . +
=k [RMg™ L)k, [OMg ™ L)) (35)

+ (kMg : [OLz ] - k—Mg ' [OMg2+L2 ])

Uma vez aberto, 0 NMDA media o influxo de Ca’" na célula e inicia a ativacdo das
vias Caz+-dependente. Porém, no modelo, além da entrada de Ca’" através do NMDA, hé a
sua liberagdo a partir de vesiculas intracelulares, que é mediada por outro tipo de receptor

glutamatérgico, os metabotropicos (mGluRs).

3.3 A liberacao intracelular de Calcio e a via da PKC convencional

Os mGluRs compreendem trés grupos de receptores (I, II e III), cuja ag@o intracelular
¢ mediada pela proteina G trimérica (revisto em Pin et al., 2004; Conn et al., 2005). O grupo I
¢ formado pelos receptores mGIuR1 e mGIuR5 e estd relacionado com a hidrdlise de
fosfoinositdis (PI). J& os grupos II e III sdo compostos, respectivamente, pelos receptores
mGluR2-3 e mGluR4-8, e sdo acoplados, intracelularmente, com a proteina G;j, responsavel
pela inativagdo da enzima AC. No hipocampo, os mGluRs encontrados em maior abundéancia

pertencem apenas a classe I (Romano et al., 1995; Lujan et al., 1996).
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Nos neuronios piramidais da area CAl, tanto os mGluR1 quanto os mGIluR5 sdo
encontrados na zona peri-sinaptica,ou seja, ao redor da zona sindptica (Lujan et al., 1996), o
que determina que sua ativagdo seja menor do que a dos receptores ionotropicos de L-
glutamato posicionados sinapticamente. Uma vez ativos, os mGluRs ocasionam,
intracelularmente, a ativagcdo da proteina G.

A proteina G ¢ uma familia de enzimas triméricas, cujas isoformas sdo compostas por
subunidades denominadas o, B e y (revisto em Sprang, 1997). Existem diversos tipos de
proteinas G, classificados de acordo com os efetores da subunidade o.. Os mGluR1 e mGIluRS
nos neurdnios piramidais hipocampais sdo acoplados, especificamente, com a proteina Go;
(Tanaka et al., 2000), que ¢é responsavel pela ativacdo da enzima fosfolipase C3 (PLCP) (Rhee
e Choi, 1992; Exton, 1996; Rebecchi e Pentyala, 2000).

Para simular esses eventos, ou seja, a ativagdo da proteina G e da PLCP, foi
considerado que, em seu estado inativo, a proteina G encontra-se associada ao nucleotideo
GDP através da subunidade o. A ativacdo do receptor metabotrdpico determina uma mudanga
conformacional na G, que rapidamente se dissocia do GDP e se liga ao GTP, ocasionando a
ativacdo da enzima. Para algumas classes da proteina G, essa ativagdo ocasiona a dissociagdo
da subunidade a do receptor e das subunidades Py, porém, para a G;;, aparentemente esse
processo ndo ocorre, ou seja, a ligacdo de GTP ocasiona apenas uma reorganizacao estrutural
do trimero e o recrutamento da enzima PLC[B para a membrana (Jenco et al., 1997;
Mukhopadhayay e Ross, 1999; Wang et al., 1999). Dessa maneira, o processo de ativacao da
proteina G foi simulado considerando, inicialmente, o mGluR ligado a G, e sua associagdo ao

L-glutamato, originando o mGIluR*:

d[mGIuR *|

7 =(k, -[mGluR]-[glu] -k, - [mGIuR*]) (36)
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A proteina G, associada ao mGluR com L-glutamato, libera o GDP, formando a
espécie representada como mGluRa*. Em seguida, hd a associacdo da enzima ao GTP

(mGluRoGrp*). Uma vez ligada ao GTP, a subunidade o ativa a PLC:

d[mGIuR ar*]
I = (ks -ImGIUR¥)~ K, -[GDP)-[mGluRa)) a7
—(k,, -[GTP]-[mGluRa*] k- [mGluR et 5 ¥])
d[mGluR oy, *
[mG& i‘h %o _ (& [GTP]-[mGluRa*]k,, - [mGluRa ™)) .

— ke -[mGluR 0t g *]

As constantes de velocidade para essas equacdes, representadas por kg € kyy, foram
retiradas de artigos experimentais e estdo mostradas na Tabela 3 (Anexo I) (Biddlecome et al.,
1996; Chidiac et al., 1999; Mukhopadhayay e Ross, 1999; Zhong et al., 2003; Thomas et al,
2004).

Em seu estado ativo, a subunidade o se associa e ativa a PLCJ (Blank et al., 1991; Lee
et al., 1992; revisto em Preininger € Hamm, 2004). No entanto, a ativagdo da PLCP também
contribui para a inativagdo da propria proteina G, ja que a PLC causa um aumento na
atividade de GTPase da subunidade o (Biddlecome et al., 1996; Chidiac et al., 1999;
Mukhopadhayay e Ross, 1999; Ross e Wilkie, 2000) (Fig. 12).

Para a simulacdo desse processo, cujos parametros sdo dados na Tabela 3 (Anexo I) e
foram retirados de artigos experimentais (Biddlecome et al., 1996; Chidiac et al., 1999;
Mukhopadhayay e Ross, 1999), a ativacdo da PLCP foi considerada dependente apenas de sua
associacao a subunidade o ativa, formando a espécie PLC*. Uma vez ativa, a PLCP retorna

ao seu estado inativo pela dissociagcdo da subunidade o ativa, ou apos a enzima hidrolisar o
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GTP, o que ocorre com uma taxa maior do que a observada para a proteina G livre. Com base

nesses pontos, apenas uma equacao foi utilizada para simular a ativagdo da PLCR:

d[PCLB *]
dt
- kGTPase' . [PCLﬂ*]

= (k4 -[mGluRea 5, *]-[PCLE*] -k, - [PCLB*]) (39)

Figura 12: Ciclo de ativacdo da proteina G trimérica e da PLCf. A proteina G é um trimero formado
pelas subunidades o, B e v que, em seu estado inativo, permanece associado ao nucleotideo GDP.
Porém, a chegada de um estimulo na célula leva a dissociacdo do GDP e a associagdo do GTP em sua
subunidade a que, nesse estado, ativa a PLCP. Por sua vez, a PLC também age sobre a subunidade a.,
promovendo uma aceleragdo em sua atividade de GTPase, e ocasionando a sua volta ao seu estado
inativo.

Antes de retornar ao seu estado inativo, a PLCP catalisa a quebra do fosfolipidio de

membrana fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP,), formando os segundos mensageiros DAG e
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inositol 1,4,5-trifosfato (IP3;) (Berridge e Irvine, 1984; Hokin, 1985; Majerus et al., 1986).
Assim que sao produzidos, os dois segundos mensageiros atuam em processos distintos.

O DAG age na ativagdo da PKC convencional, classe de enzimas composta pelas
isoformas PKCa, PKCBI, PKCBII e PKCy, e amplamente implicadas com alteragdes plasticas
(Colley et al., 1990; Boehm et al., 2000).

As PKCs convencionais sdo compostas por dois dominios principais (C1 e C2) que
regulam sua a¢io. O dominio C2 interage com o Ca’" diretamente, ¢ 0 dominio C1 se associa
ao DAG. Por apresentar esses dois dominios, a ativacdo das isoformas convencionais de PKC
requer o aumento na concentragio intracelular de Ca>", que se associa com a PKC e determina
que a enzima se mova do citosol at¢ a membrana (Newton, 2001; Gallegos et al., 2006). Na
membrana, a PKC ligada ao Ca®" se associa fracamente a fosfolipidios acidos, como a
fosfosserina, ¢ se difunde até encontrar o DAG (Newton ¢ Koshland, 1989; Edwards e
Newton, 1997; Mosior e Newton 1998; Giorgione et al., 2003). Assim que a PKC encontra o
DAG, ela interage com ele através de seu dominio C1 (Slater et al., 2001; 2002). A interagdo
da enzima com o Ca’" ¢ DAG promove entdo a remoc¢ao de um pseudo-substrato de sua
estrutura, através de uma mudanga conformacional, o que a torna ativa (Bittova et al., 2001;
Kohout et al., 2002). Esse processo foi simulado considerando a associagdo da PKC com o
Ca®" formando a PKC*, seguida por sua translocacdo até a membrana, originando a espécie

representada por PKC**, e a sua associagdo com DAG, formando a PKC***;

d[l;]fc‘] = —(k,s -[PKC]-[Ca®*|* = k5 -[PKC*]) “
d[PKC *] _ ‘ . 2492 *
== = (ks [PKCY-[Ca™ I ks - [PKCH)) (41)

= (ko -[PKC*] = kyq - [PKC*¥])
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d[PKC**] _ % ok
= = (kg [PKC¥] =k, - [PKC**]) (42)

—(k,, -[PKC **]-[DAG] -k, -[PKC ***])

Os parametros para a construcdo da via da PKC (Fig. 13), da mesma maneira que foi
feito para as demais moléculas simuladas, foram retirados de artigos experimentais (Kohout et
al., 2001; Nalefski ¢ Newton, 2001; Ananthanarayanan et al., 2003; Stahelin et al., 2005;
Gallegos et al., 2006; Giorgione et al., 2006; Driers et al., 2007) e sdo mostrados na Tabela 3

(Anexo I).

NMDA mGluR

PLCP

& <
« «

1P; DAG

C az+

v

\ 4

PKC

Figura 13: A via de ativacdo da PKC convencional. Para se tornar ativa, a PKC requer sua associagéo
ao Ca™, o que determina sua translocagcdo até a membrana celular. Na membrana, essa enzima se
associa a0 DAG, produto da hidrolise de PIP, catalisada pela PLCB. Com base nesse seu
requerimento, a ativagdo da PKC envolve a atuagdode mGluRs.

A ativagdo da PKC, conseqiiente a agdo da proteina G e da PLCP, ocorre
simultaneamente a outro evento celular: o aumento na concentragao de Ca*" mediada por IPs,

segundo produto da hidrélise de PIP,. Assim que é produzido, o IP; media a liberagdo de Ca*"
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armazenado nos reticulos endoplasmaticos, organelas intracelulares encontradas em diversos
compartimentos celulares, incluindo as espinhas dendriticas (Harris e Stevens, 1989). Ou seja,
na membrana dos reticulos endoplasmaticos, ha canais de Ca”" ativados por IP3, que, uma vez
associados ao ligante, permitem o fluxo de Ca’" do interior reticular (limen) para o
citoplasma (Berridge e Irvine, 1984; Berridge, 1998).

Com base nesses aspectos, para simular a liberagdo intracelular de Ca*" mediada pelo
IP3, foi necessario considerar, primeiro, sua producdo pela PLCP, seguida pela sua associa¢do
aos seus receptores e sua degradagdo. Com isso, a equacdo que descreve a variacdo na

concentracdo de IP; ¢ dada abaixo:

AlR]_how e TPLCPVIPIRY | 1))
dt Ks +[PIP,] (43)
= (ks "[UR) 1 (Ca™)  IRR]-[IP 1= ks -[(IPy) (Ca™ ) I, R])

O receptor de IP; foi simulado como um complexo tetramérico que contém um sitio
para IP; em cada monomero. Além dos sitios de ligagdo de IP;, cada mondémero possui, pelo
menos, um sitio de associacdo de Ca?", que, quando preenchido, também contribui para a
abertura dos canais de Ca*" ativados por IP; (Worley et al., 1987; Migneri e al., 1990). Dessa
maneira, o receptor de IP; foi simulado contendo quatro sitios para IP; e quatro para Ca®"

(Fig. 14), e a equacdo que descreve seu estado ligado aos seus agonistas ¢ dada por:

dlur,) .(ca™), IPR] ) )
2 (kg [P, (Ca™) , IPR]-[IP,]~ k5 - [(IP,) (Ca™),, IP,R])
@ ; : (44)

+(kyo -[(UP,),(Ca®™), | IP,R]-[Ca* 1~k -[(IP,),(Ca™)  IP,R])
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Nessas equacdes (43) e (44), o receptor de IP3, representado por IPs;R, pode se ligar a x
moléculas de IP; e y de Ca*’, formando a espécie (IPg)X(Ca2+)yIP3R, e x<4 e y<4. Assim,
enquanto todos os sitios de associagdo de agonistas ndo estdo preenchidos, o receptor pode se
associar a mais moléculas de IP; ou a mais Ca’>". As constantes de velocidade e demais
parametros sdo mostrados na Tabela 3 (Anexo I) e foram obtidas a partir de artigos
experimentais (Meyer et al., 1990; James et al., 1995; LeBeau et al., 1999; Moraru et al. 1999;
Hofer et al., 2002; Baran, 2003). A ligacdo de 2-4 moléculas de IP; em presenga ou ndo de
Ca’" determina a transi¢do do canal para o estado aberto.

A partir da associacdo de duas moléculas de IP;, com ou sem Ca’" estimulando a
liberagdo de Ca®', o canal de Ca®*" ativado por IP; pode abrir e permitir o fluxo idnico,

representado por Jrg:

J re :fNB; '[Ca2+]_[ca2+]RE (45)

onde f ¢ a taxa maxima de fluxo por cada canal, N é o nimero de canais abertos, / Ca2+] ¢a
concentragdo de Ca®' livre no citoplasma, [ Ca2+] re € a concentragdo do ion no interior do
reticulo endoplasmatico, e P, ¢ a probabilidade de abertura dos canais dependente da
concentra¢do de Ca®’. Esse ultimo termo ¢ fundamental, j& que, quando a concentracdo de
Ca®" no meio intracelular se eleva acima de determinados valores, o Ca*" passa a inibir a
abertura dos canais de Ca®" ativados por IP; (Bezprozvanny et al., 1991). Existem evidéncias
de que a inibicdo da abertura dos canais ligados aos receptores de IP; ¢ mediada pela CaM
(Patterson et al., 2004; Rossi e Taylor, 2004), mas esse fato ndo ¢ consensual (Foskett et al.,
2007). Assim, para incorporar essa inibicdo, foi considerado que P, ¢ dada pela seguinte

equacdo (Mak et al., 2003; Foskett et al., 2007):
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P, =0.81{1+[[C"2+]] } (46)
Ki

. .~ A . . . ~ 2+
onde Ki e Hi sdo parametros determinados para a inativagdo de Ca”" sobre a abertura do canal

de IP3

Figura 14: Esquema cinético de ativagdo do receptor de IP;. O receptor de IP; é um tetramero que
contém, em cada mondmero, um sitio para a associacdo de IP; (circulos) e um para a associacao de
Ca’" (quadrados). A ligagdo tanto de Ca*" quanto de IP; (representada pelos sitios de associagdo em
preto) pode ocorrer de maneira isolada, ou simultaneamente. Mas, no modelo do receptor de IP;
simulado, ¢ necessario que haja IP; associado ao receptor para o seu canal abrir. Ou seja, nesse
modelo, o Ca*" possui um carater apenas modulador sobre a ativagdo desses receptores.

Uma vez abertos, tanto os canais ligados aos receptores de IP3; quanto aos receptores

: ~ : 2+ r

de NMDA, ocasionam o aumento da concentragdo intracelular de Ca”’, evento que ¢

fundamental para a ativagdo das vias de sinalizacdo da LTP. Porém, assim que ha o aumento
~ 2+ , , . ~ - . , .

na concentracdo de Ca”™', ha também a ativacdo de inimeros mecanismos responsaveis pelo

roe . , . N 2+ .
rapido restabelecimento de seu nivel basal. Com isso, a variagdo de Ca™ no meio intracelular
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¢ rapida, fato que determina que sua atuacdo seja apenas transiente. Para simular essa
. ~ . N . + . , . . .

variacdo, denominada dindmica de Ca*", foi necessario, portanto, considerar as origens do

aumento na concentragdo do ion e os mecanismos de restabelecimento dessa concentragdo ao

seu nivel basal.

3.4 Dinamica de Calcio

A sinalizagio de Ca*" é um mecanismo importante de integragdo e transmissdo de
informagdo em varios processos. E, para atuar como um sinal no meio intracelular, o Ca*"
apresenta variacdes em sua concentracdo que sdo altamente reguladas (Berridge, 1998;
Berridge et al., 2003). Durante a LTP, a variacdo na concentracdo de Ca”" é um evento breve,
mas que ocorre com uma grande magnitude e determina a ativagao, direta o indiretamente, de
todas as moléculas que atuam nesse processo. Para incorporar essas caracteristicas da
dindmica de Ca*" no modelo, quatro processos de controle da concentragio intracelular desse
ion foram simulados: o influxo para o meio intracelular, a associagdo com quelantes
endogenos, a difusdo ao longo da célula e a extrusdo.

No modelo de LTP inicial desenvolvido nesse trabalho, ha duas formas de influxo de
Ca®" para o meio intracelular. Uma delas € a partir da abertura de canais de Ca*" ativados por
IP;, como descrito anteriormente, € a outra ¢ através dos canais ligados aos receptores

NMDA, cujo fluxo foi incorporado nas simulagdes de acordo com a equagao:

JNMDA -

W NG-r) (47)
2-F Vol

onde Vol é o volume da espinha dendritica, F' é a constante de Faraday, N é o nimero de

canais ligados aos receptores NMDA abertos, V,, € o potencial da membrana celular e y ¢ a
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conduténcia unitdria do NMDA, que depende das subunidades que o compdem (NR1/NR2A:
68pS e NR1/NR2B: 62.3pS) (Erreger et al., 2005).

Uma vez que ha o aumento na concentracdo de Ca” no meio intracelular, dois
mecanismos de extrusdo contribuem para sua rapida volta ao estado basal. Essas extrusdes sdo
catalisadas pelas enzimas Ca*"-ATPases da membrana celular e do reticulo endoplasmatico. A

~ 2+ .. .
acao das duas Ca”"-ATPases foi simulada da mesma maneira:

k(_'a2+7/47'[’as(' ’ [Ca2+] 48
Vext = K 2+ ( )
Ca?* — ATPase + [Ca ]

em que Ve é a velocidade de extrusio do Ca®™ kcar+-a7pase ¢ a constante de velocidade das
Ca**-ATPase (dois valores foram utilizados: 140 s e 15 s™), /Ca’"] é a concentragdo de Ca*"
livre no citoplasma, € Kcyo+-47prase € @ constante de dissociagdo de Ca’" da Ca*-ATPase (dois
valores foram utilizados: 1 prnol.L'1 ¢ 0.5 pmol.L™") (Gill et al., 1984; Jencks, 1989).

Além da entrada de Ca®" através dos canais e de sua saida mediada pela acdo das Ca*'-
ATPases, a concentracdo de Ca*" ainda varia em fungdo da difusdo do ion para os outros
compartimentos celulares, simulada de acordo com uma taxa de decaimento (0.0025s")
calculada a partir do coeficiente de difusdo do Ca*".

Ainda ¢ necessario considerar que uma grande quantidade de moléculas atua como
quelante no meio intracelular ¢ se associa ao Ca®'. Essas moléculas sdo responsaveis por
grande parte da sinalizagio de Ca*" no meio intracelular, o que é uma propriedade essencial ja
que muitas proteinas, embora dependam de Ca®’, ndo se associam a ele diretamente. Nesse
sentido, apesar do aumento na concentragdo celular de Ca’" ser o sinal inicial para
desencadear a ativagdo da maior parte das vias que atuam na LTP inicial, poucas moléculas

implicadas nesse evento possuem a habilidade de se associar a esses ions (Persechini e
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Stemmer, 2002; Tran et al., 2003; Kennedy et al., 2005). Dessa maneira, a maior parte da
sinalizagdo de Ca®", nos neurdnios, é mediada por proteinas especificas, destacando-se, para a

LTP, a CaM (Chin e Means, 2000; Xia e Storm, 2005).

3.5 O complexo Ca’*/Calmodulina

A CaM ¢ uma pequena proteina globular encontrada em todas as células eucariontes,
onde representa cerca 0.1 % (~1 — 10 pmol.L™") da concentragio protéica total das células em
que ¢ encontrada (Stoclet et al., 1987; Persechini e Stemmer, 2002). Porém, particularmente
no cérebro, sua concentracdo ¢ maior ¢ varia entre 10 a 100 pmol.L'l, de acordo com a area
considerada (Xia e Storm, 2005).

A CaM nao possui atividade enzimatica e sua principal fun¢ao nas células ¢ mediar a
sinalizagdo de Ca*". E, para desempenhar tal papel, a CaM precisa se liga aos ions rapida e
reversivelmente (Chin e Means, 2000). Para isso, a CaM contém quatro sitios de associacdao
ao Ca”™", com constantes de dissociagdo (Kp) na ordem de 107 - 10° mol.L™ (Crouch e Klee,
1980; Sabatini et al., 2002). A ligacdo dos ions nesses sitios ndo ¢ seqiiencial e ordenada, o
que resulta na formacdo de quatro espécies de CaM associada ao Ca*" (Ca%)CaM,
(Ca®"),CaM, (Ca*")3CaM, (Ca®")4CaM (Haiech et al., 1981; Cox, 1988).

Para incorporar a formagao dessas espécies no modelo, a simulagdo da interacdo entre
a CaM e o Ca’' foi feita através de equagdes diferenciais ordinarias utilizando as constantes
de velocidade para a associagdo e dissociagdo, ks.4 € kp;.4, Tespectivamente, do Ca?" com a
CaM especificas para cada sitio (Tabela 4, Anexo I), retiradas de artigos experimentais
(Haiech et al., 1981; Cox, 1988; Linse et al., 1991; Martin et al., 1985; 1992; Bayley et al.,

1996):
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@ = —(k,[Ca* ]-[CaM1+ k,, -[(Ca*)CaM])
- (kfz . [Ca 2+ ] . [(Ca 2 )CaM] + kbz . [(Ca 2 )2 CaM]) (49)

- (kf3 ~[Ca2+]~[(Ca2+)2CaM] +ky; '[(Ca2+)3 CaM )
—(k,, [Ca*™]-[(Ca®),CaM | +k,, -[(Ca’"),CaM])
d[CaM]

- ~k,, -[Ca® ]-[CaM 1+ ky; -[(Ca®"),CaM ] (50)

dlca*ycam] o e
= (k- [Ca™ ) [CaM )k, [(Ca™ )CaM ) -

= (kyy -[Ca™]-[(Ca*")CaM ]+ k,, -[(Ca™"),CaM])

d[(Ca2+)2CaM]_ . 2+, 2+ . 2+
% =(ky, -[Ca™]-[(Ca™ )CaM]+k,, -[(Ca™),CaM ]) 52)

—(kyy [Ca™]-[(Ca™),CaM 1+ ky; [(Ca™); CaM])

d[(Ca2+)3CaM]_ ) 247, 2+ ) 24
o —(kf3 [Ca™]-[(Ca™),CaM |+ k,, -[(Ca™),CaM]) (53)

—(k;y [Ca™ - [(Ca’");CaM 1+ k,, - [(Ca™),CaM])

d|(ca*), cam] L
dt -

kyy-[Ca®]-[(Ca’),CaM ]+ k,, -[(Ca®"),CaM]) (54)

Uma vez associada ao Ca*’, a CaM interage com seus alvos. Porém, como a maior
parte das moléculas ativadas por Ca®" requer a mediagdo de CaM, essa proteina acaba se
tornando um importante fator limitante na célula (Persechini e Stemmer, 2002; Tran et al.,
2003; Kim et al., 2004). Esse fato ¢ extremamente relevante para um estudo sobre a LTP,
pois, para entender como esse processo acontece, ¢ necessario considerar quais sdo os eventos
que podem atuar como seus fatores limitantes. Assim, considerando-se que entre todas as
enzimas essenciais para a LTP, apenas uma, a PKC, ndo requer Ca?'/CaM para se tornar ativa,
¢ preciso compreender como a disputa por esse ativador ocorre na célula. Para isso, ¢
fundamental levar em conta que, durante a atividade celular basal, a CaM ndo se encontra

livre no citoplasma, mas associada a proteinas especificas (Alexander et al., 1987). Essas
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proteinas interagem preferencialmente com a CaM em sua forma livre de Ca®’, denominada
Apocalmodulina (ApoCaM), e possuem um papel importante nos neurdénios piramidais:
armazenar a CaM em locais estratégicos, como as espinhas dendriticas, liberando-a assim que
ha um aumento na concentracdo de Ca®" (Gerendasy et al., 1994; 1995).

Nos neurdnios piramidais hipocampais, duas proteinas de associacdo & ApoCaM tém
ganhado notoriedade, pois, aparentemente, sua atuacdo para diversos processos plasticos €
fundamental (Liu e Storm, 1990; Gamby et al., 1996). Essas proteinas, denominadas
neuromodulina e neurogranina, localizam-se em compartimentos celulares distintos
(Alexander et al., 1987; Baudier et al., 1989). Assim, enquanto a neuromodulina ¢
essencialmente pré-sinaptica, a neurogranina ¢ altamente concentrada nas espinhas dendriticas
(Repressa et al., 1990). Com base nessa localiza¢cdo, no modelo de LTP inicial construido,
apenas a neurogranina foi simulada.

A simulag@o da interagdo entre a neurogranina ¢ a CaM foi feita considerando sua
associacdo com a ApoCaM, e também com as espécies de CaM associadas ao Ca*, ou seja,
(Ca2+)CaM, (Caz+)2CaM, (Ca2+)3CaM, (Ca2+)4CaM (Gaertner et al., 2004a). A presenca de
Ca®" associado & CaM causa uma diminuicdo na afinidade da neurogranina por CaM, o que
favorece a dissociacdo entre as duas, principalmente se, no sistema considerado, existirem
outras moléculas que competem por Ca**/CaM (Jurado et al., 1999; Huang et al., 2000).
Dessa maneira, tem sido demonstrado que, além de atuar na localizagdo celular de CaM, a
neurogranina também determina um retardo na ativacdo das enzimas dependentes de
Ca®"/CaM, por competir com elas.

Cinco espécies de neurogranina associada a CaM foram simuladas: neurogranina
associada a ApoCaM (CaMNg), neurogranina associada a (Ca’")CaM ([(Ca’")CaM]Ng),
neurogranina associada a (Ca2+)2CaM ([(CaH)gCaM]Ng), neurogranina associada a

(Ca2+)3CaM ([(Ca2+)3CaM]Ng) e, por fim, neurogranina associada a (Ca2+)4CaM
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([(Ca2 "4CaM]Ng). E, para as espécies em que a CaM est4 associada a menos de quatro Ca*’,
foi simulada também a possibilidade de associacdo com mais ions, até a formagdo do

complexo entre a neurogranina e a (Ca®")4CaM, representado por [(Ca’")4CaM]Ng (Fig. 15).

“

Figura 15: Modelo de interagdo entre a neurogranina (Ng) e a CaM. A neurogranina se associa
preferencialmente a CaM em auséncia de Ca®", no entanto, ela também pode interagir com o complexo
Ca’*/CaM, embora com afinidade menor. Dessa maneira, a elevagdo na concentragio intracelular de
Ca’" ndo causa uma dissociagdo imediata entre a neurogranina e a CaM, e complexos contendo as duas
proteinas e o Ca®" podem existir.

As equacdes utilizadas para a simulacdo da interacdo entre a neurogranina e a CaM

sao mostradas abaixo, os parametros estdo na Tabela 4 (Anexo I):

% =k, -[Ng]-[CaM ]+ k,; -[CaMNg]~ k ,, -[CaMNg].[Ca® ] 55
+ kg {[(Ca2+ )CaM]Ng}

d{[(cahilf"M Ivef k¢ -[CaMNg.[Ca* 1=k, {[(Ca**)Cam |Ng}+

+k,, -[CaM (Ca®*)]-[Ng] -k, - {(Ca*)CaM INg ) (56)

k- (carycam |Ng}-[Ca* 1~ K,y - {(Ca?), Camt |Ng}

thee )étcaMJN 81—ty fica cam e} (Ca -k - fca, Cart ve)

+k,, -[(Ca®),CaM-[Ng] -k, - {(Ca®), CaM INg} (57)
- kf10 ’ {[(Cah )2 CaM]Ng}~ [Ca® ]+ Ky - {[(Ca2+)3 CaM]Ng}
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d{[(c"z";f’ el fca, can e i1, -ficat), cane i)

Ky -[(Ca™),CaM1-[Ng]—k,, - {(Ca**), Cant INg ) (58)
ko -l(ca®y Cart Vg -[Ca* 1~ &y, - {(Ca*), Cart g

d{[<c"2+’;f"M]Ng} e bl -t e

ks -[(Ca*),CaM]-[Ng] - ky, - {(Ca®), Cabt INg)

(59)

Em seguida a constru¢do do modelo da CaM e do modelo de sua interagdo com a
neurogranina, foram simuladas as proteinas dependentes de Ca>’/CaM. Nos neurdnios
piramidais hipocampais, a Ca’"/CaM ¢ responsavel pela ativagdo de diversas enzimas,

destacando-se, para a LTP, a CaMKII.

3.6 CaMKII

A CaMKII ¢ uma enzima multifuncional extremamente abundante (Hanson e
Schulman, 1992; Griffith et al., 2003), mas, embora possua intimeras isoenzimas, no
hipocampo, apenas duas espécies, a CaMKlIlo e a CaMKIIf, sd@o encontradas em grande
concentracdo, com predominancia da ordem de 3:1 da a em relagdo a B (Erondu e Kennedy,
1985).

A CaMKII ¢ uma enzima multimérica composta por 6-12 subunidades que se
organizam radialmente (Hanson e Schulman, 1992; Brocke et al., 1999; Hook e Means, 2001;
Soderling et al., 2001). Cada uma dessas subunidades contém um dominio de interagdo com o
complexo Ca’’/CaM, um residuo auto-inibitorio, um dominio catalitico ¢ um dominio de
interagdo com as subunidades vizinhas. A associacdo de Ca’’/CaM determina uma mudanga

conformacional na subunidade considerada, que libera seu residuo auto-inibitério e possibilita
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C — . . 286
o inicio de sua autofosforilagao no residuo treonina 286 (Thr

). Vale ressaltar, porém, que
durante muitos anos acreditou-se que somente a interagdo da CaMKII com a (Ca*")4CaM seria
capaz de iniciar sua autofosforilagdo. Mas, recentemente foi demonstrado que essa enzima se
associa e inicia sua autofosforilacdo, com taxas cataliticas menores, com outras espécies de
CaM associada ao Ca*", ou seja, com a (Ca*)CaM, a (Ca’"),CaM e a (Ca*");CaM (Shifman et
al., 2006), o que foi considerado na constru¢do desse modelo.

A autofosforilagdo da CaMKII ¢ uma reagdo intra-holoenzima, mas inter-subunidade:
uma subunidade fosforila a subunidade vizinha da mesma holoenzima (Mukherji e Soderling,
1994). Para isso, ambas as subunidades devem estar ligadas ao complexo Ca*"/CaM (Rich e
Schulman, 1998).

Uma vez autofosforilada, a CaMKII apresenta um grande aumento em sua afinidade
por CaM, mesmo em auséncia de Ca®", o que possibilita que ela mantenha a CaM presa
(trapped) em sua estrutura ap6s a dissociagio de Ca*" (Meyer et al., 1992; Singla et al., 2001).
E, mesmo depois da lenta dissociacdo da CaM, a CaMKII autofosforilada mantém um estado
ativo parcial, denominado auténomo (Lisman et al., 2002). A CaMKII auténoma possui taxas
cataliticas menores, mas ela pode restabelecer suas taxas se associando, de novo, a CaM e ao

Ca’". Porém, a CaMKII autéonoma também pode se autofosforilar novamente, em outro

305 306

residuo, o residuo Thr” para a isoforma o e Thr para a isoforma (3. Essa nova
autofosforilacdo impede a reassociacdo da CaMKII com a CaM, mantendo a enzima apenas
com sua atividade parcial (Colbran e Soderling, 1990; Patton et al., 1990).

Com base nesses pontos, 0 modelo da CaMKII foi feito de acordo com o esquema
mostrado na Fig. 16, no qual se considera que essa enzima ¢ capaz de se associar com todas
as espécies de Ca’'/CaM, ou seja, (Ca2+)CaM, (Ca2+)2CaM, (Caz+)3CaM e (Caz+)4CaM, em

seguida, se autofosforilar (CaMKII*) e depois, a partir da dissociacdo de seus ativadores, se

manter em seu estado autonomo (CaMKII**). Nesse estado, a CaMKII pode se autofosforilar
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novamente (CaMKII***), o que impede sua reassociagdo com o Ca’" e a CaM. Cabe ainda
ressaltar que, para todos os estados em que a enzima estd associada & CaM, o Ca>" pode se
ligar e se desligar do complexo, propriedade que confere a CaMKII uma alta sensibilidade as

variacdo na concentragdo desse ion (De Koninck e Schulman,1998).

A\ 4

CaMKII** CaMKIT***

Figura 16: Esquema do modelo de ativagcdo da CaMKII. A CaMKII requer a associacdo de Ca*"/CaM
em sua estrutura para iniciar sua rea¢do de autofosforilagdo, processo que ocorre através da ligacdo
dessa enzima com o complexo (Ca*"),CaM, ou ainda com os (Ca*");CaM, (Ca’"),CaM e (Ca*")CaM.
Uma vez autofosforilada (CaMKII*), a CaMKII pode se dissociar de Ca’ e, em seguida, de CaM, o
que ocorre com taxas lentas, permanecendo autonoma (CaMKII**). Em seu estado autonomo, a
CaMKII** pode se autofosforilar novamente, o que impede, posteriormente, a sua reassociacdo com
seus ativadores.

As equagoes utilizadas para a simulagdo da atividade da CaMKII sao dadas por:

d{(Ca®),CaM ], CaMKII |
dt

—kyy, - {(ca’), cam |, camxir-k ., -{(Ca*)  Cam], camtkir}- [ca* (60)
—kys - {(ca®),, cam ] camkir}-k,, - {(Ca*), Cam ], Camikir}

—k,,, -[(Ca*), Cam | -[Camkir]

cat
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d{(Ca*") CaM 1, CaMKII *| _ i

Aca®), camr), camxir )

dt cat (61)
~ ko - l(Ca™), CaM ], Camit *}+ k ;- [(Cab), Cabkil #]-[Ca® |

d[(CaM)zdfaMKH *] k- [(CaM)z CaMKII *]+ k/” . [CaMKII * *] [CaM]2 (62)
d|CaMKII **

% = kyy7 -[(CaM), CaMKII *| - k ;- [CaMKII **]-[CaM | (63)
- kcal2 : [CaMK[I * *]

ACMEI ]y v “

onde o termo [(Ca’)xCaM],CaMKII representa a CaMKII associada 4 CaM com x Ca®’, e x
< 4, CaMKII* é a enzima autofosforilada, CaMKII** é ela em seu estado autonomo e
CaMKII*** representa a espécie da CaMKII em seu estado fosforilado no residuo Thr*®?%.
As constantes de taxa utilizadas, representadas por k,, foram retiradas de artigos
experimentais (Colbran e Soderling, 1990; Patton et al., 1990; Meyer et al., 1992; Singla et
al., 2001; Gaertner et al., 2004b) e s3o mostradas na Tabela 5 (Anexo I).

A incorporacdo da CaMKII a partir dessas equagdes originou um modelo composto
por multiplos estados da enzima. E, entre esses estados, sete sdo considerados ativos: o estado
da CaMKII autofosforilada ligada com a CaM e com o Ca®" (1, 2, 3 ou 4 fons), da CaMKII
com a CaM frapped, da enzima autébnoma e da CaMKII autofosforilada no residuo Thr’*>%,
Cabe ressaltar, portanto, que todas essas espécies ativas podem fosforilar os mesmos
substratos, mas com uma taxa que varia em fun¢do do nimero de Ca*" presentes.Ou seja,
segundo Hanson e Schulman (1992), ha um amento de cerca de 25% na atividade da CaMKII

2+ r . \ . . . ~
para cada Ca”" que ¢ associado a sua estrutura, o que foi considerado nas simulagdes de sua

atividade catalitica.
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Em seguida a constru¢do do modelo da CaMKII, outras moléculas que dependem de

Ca®"/CaM foram modelados, iniciando-se pelas enzimas que integram a via da PKA.

3.7 A via da PKA

Além da CaMKII, a PKA também ¢ fundamental para a ocorréncia de LTP. No
entanto, grande parte dos estudos sobre a sua acdo na LTP utiliza protocolos baseados na
ativacdo de receptores -adrenérgicos, que, por serem ligados intracelularmente a proteina
Go,, atuam na ativagdo das enzimas ACs, responsavel pela produgdo de AMPc a partir do
ATP (Levistki, 1986; Taussig e Gilman, 1995; Sunahara et al., 1996). Mas, diferentemente de
outras regides, no hipocampo, as isoformas predominantes de AC, a ACl ¢ a ACS8, sdo
ativadas, principalmente, através de sua associagdo com o complexo Ca**/CaM (Brostrom et
al., 1976; Salter et al., 1981; Choi et al., 1992; Nielsen et al., 1996; Guillou et al., 1999b;
Wang et al., 2003; Ferguson e Storm, 2004). Portanto, durante a LTP NMDA-dependente, a
entrada de Ca®" na célula, determinando a formagio do complexo Ca**/CaM, ¢ suficiente para
ativar as enzimas AC1 e ACS e iniciar a produ¢do de AMPc (Ferguson e Storm, 2004; Wang
et al., 2004). Dessa maneira, a via da PKA (Fig. 17) pode ser ativada exclusivamente por
estimulacdo glutamatérgica, embora a presenga de agonistas de receptores P-adrenérgicos
tenha um papel facilitador na indugdo de LTP (Dineley et al., 2001; Morozov et al., 2003).

Uma vez produzido, o AMPc ¢ rapidamente degradado por outra classe de enzimas
denominadas  fosfodiesterases, = também  conhecidas pela  abreviatura ~ PDE
(phosphodeasterase). As PDEs compdem uma familia com 11 membros, agrupados em
subfamilias (Goraya e¢ Cooper, 2005). No hipocampo, a classe de PDE presente em

abundancia é a PDE1.



76

Ca5+/CaM

o
-

;

AC PDE
e e
AMPc

f——

—‘ '—
PKA

— e

Figura 17: Via de ativagio da PKA. A Ca*"/CaM, formada a partir da ativagio de receptores NMDA,
determina a ativagdo tanto da AC quanto da PDE, enzimas que atuam na produc@o e degradagio,
respectivamente, do AMPc, segundo mensageiro que atua promovendo a ativagao da PKA.

A PDEI possui diversas isoformas, e, entre elas, apenas duas, a PDE1A2 e a PDE1BI,
sdo encontradas em alta concentragdo no hipocampo (Grab et al., 1981; Sharma e Wang,
1985; 1986; Kincaid et al, 1987). Ambas as isoformas sao ativadas, in vitro ¢ in vivo, por
Ca’'/CaM (Sharma et al., 1980; Cheung et al., 1981; Kincaid et al., 1981; 1984). E, em
funcdo desse requerimento, é possivel notar que a atividade da PDE1 ¢ altamente coordenada
com a da AC. A incorporagdo dessa coordenacdo no modelo de LTP inicial ¢ importante, pois
¢ a partir dela que € possivel investigar os padrdes de estimulo que irdo determinar a producao
de niveis elevados de AMPc.

A simulag@o do modelo da ativagdo da AC e da PDE foi feito considerando o mesmo
esquema para a associacdo dessas enzimas com o complexo Ca’"/CaM (Fig. 18). De maneira
similar ao que tem sido notificado para a CaMKII, essas duas proteinas também sio capazes
de se associar com a Ca’"/CaM com menos de quatro fons Ca®", embora essa interagdo com
essas espécie ocorra com afinidade menor (Cox et al., 1981; Cox, 1988; Yuan et al., 1999;
Simpson et al., 2006). Mas cabe ressaltar que, embora essas enzimas possam interagir com a

. 2+ . ~ r
CaM ligada a menos que quatro Ca”, sua ativacdo requer a presenca dos quatro ions.
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Figura 18: Esquema para a simulagdo da ativacdo da AC e da PDE. Nesse esquema, foi considerado a
AC e a PDE, representadas, de maneira genérica, por E, podem interagir todas as espécies de CaM
associadas ao Ca’" ((Ca’")CaM, (Ca*"),CaM, (Ca’");CaM e (Ca*"),CaM). No entanto, apenas a
associagdo dessas enzimas com o complexo (Ca*"),CaM resulta em suas ativagdes.

Com base nesses pontos, a ativagdo da AC e da PDE foi simulada considerando a
existéncia de quatro complexos formados entre a enzima (E), que pode ser a AC ou a PDE, a
CaM e o Ca®": (Ca’"CaM.E, (Ca’"),CaM.E, (Ca*");CaM.E e (Ca’"),CaM.E. Todas as
espécies em que a CaM, ligada a E, estd associada a menos do que quatro Ca®’, mais ions
podem se associar, até formar a unica espécie de cada enzima considerada ativa, ou seja, a
(Ca®")4,CaM.AC, para a AC, e (Ca®");CaM.PDE, para a PDE. Esse processo foi simulado de

acordo com as equagoes:

dca*ycaM E] . -
dr _(kfls [(Ca™)CaM]-[E] -k, -[(Ca™ )CaM .E]) (65)

— (k9 [Ca *1-l(Ca*)CaM .E]1-k,, -[(Ca’"),CaM .E])

d|(Ca LA | (Ca™ ), Cab - [E) -k -[(Ca™ ) Cabt ED
+(k 1y -[Ca® ]-[(Ca™ )CaM E] =k, -[(Ca™), CaM .E]) (66)

—(kyyy [Ca™]-[(Ca™),CaM .E]~k,,, -[(Ca®"),CaM .E])
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djCa* P | (Ca™), Cad] E1 by [(Ca™ ), Cab )
+(kyy -[Ca *1-[(Ca™),CaM E]~k,,, -[(Ca®"),CaM .E)) (67)

~(k 1, -[Ca® ]-[(Ca*),CaM .E] -k, [(Ca®"),CaM .E])

d[(ca . anM-E] = (ky -[(Ca 2+ )sCaM ]-[E]—-k,,, - [(Ca o ), CaM .E])

+(k 5y -[Ca® ]-[(Ca®"),CaM .E] ~ky,, -[(Ca*"),CaM .E])

(68)

Uma vez ativas, a acdo catalitica de ambas as enzimas foi simulada de acordo com
reagoes de equilibrio rapido. Porém, diferentemente da PDE, a atividade da AC apresenta um
padrio bifasico caracteristico em fungdo da variacdo na concentragdo de Ca®™, ou seja, essa
enzima ¢ inibida por concentragdes elevadas do ion (Cooper, 2003a). Para considerar essa
caracteristica na produgdo de AMPc, a equacao que descreve sua concentragdo, em funcao da

atividade da AC e da PDE, ¢ dada por:

[ATP]
M — [AC*]'kca; o KM
dt ) [4TP]  [Ca™],
1+ + re (69)
KMfAC Ki
[AMPc]

[ ] cat _ PDE KMiPDE +[AMPC]

em que Kear ac, kear ppE, Kt ac, Ky ppE, sS40 as constantes cataliticas para a AC e PDE, [ATP]
¢ a concentragdo do ATP, que ¢ o substrato da AC, [AC*] e [PDE*] sdo as concentragdo de
AC e PDE ativas, respectivamente, e K; ¢ a constante de inibi¢ao da AC por Ca®". Da mesma
maneira que foi feito para as demais moléculas modeladas, a simulagdo da ativagdo da AC e

da PDE se baseou em parametros experimentais mostrados na Tabela 6 (Anexo I) (Cheung et
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al., 1981; Cox et al., 1981; Huang et al., 1981; Sharma e Wang, 1985; 1986; Cox, 1988; Wang
et al., 2003; 2004; Simpson et al., 2006).

Uma vez que a acdo catalitica da AC, no modelo, supera a da PDE, ha um excesso de
AMPc no meio intracelular suficiente para ativar a PKA.

Como ja foi mencionado, a PKA ¢ um tetramero formado por duas subunidades
cataliticas (C) e duas reguladoras (R). Para se tornar ativa a enzima se liga a quatro moléculas
de AMPc, em sitios localizados nas subunidades R, o que promove a liberagdo das duas
subunidades C ativas (Corbin et al., 1978; Ogreig e Doskeland; 1980; 1981a; 1981b) (Fig.
19). Dessa maneira, o fator limitante para a ativacdo da PKA ¢ a existéncia de AMPc no meio
intracelular. Cada par de AMPc se liga a uma subunidade R da PKA, em sitios distintos
denominados A e B (Ogreig e Doskeland, 1980; Ogreig e Doskeland, 1981a; Ogreig ¢

Doskeland, 1981b).

PKA  AMPe

L

Figura 19: A ativacdo da PKA. A PKA ¢é um tetrdmero formado por duas subunidades R e duas
subunidades C. A associa¢do de quatro moléculas de AMPc, duas em cada subunidade R, determina
uma mudanga em sua estrutura que promove a liberagdo de suas subunidades cataliticas ativas no meio
intracelular.

Para simular essa associagdo, foi considerada a formacdo de duas espécies da PKA:
com dois AMPc, representada por (AMPc),PKA, e com quatro AMPc, representada por
(AMPc)4PKA. E, em seu estado associado a quatro moléculas de AMPc, a PKA sofre uma
mudanga conformacional que resulta na perda da afinidade entre as subunidades R e C, que se
dissociam. Com base nesses aspectos, o modelo de ativacdo da PKA foi feito de acordo com

as seguintes equagoes:
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d[(AMPc),PKA] ) ~
” = (k5[ AMPc]” -[PKA] ~ k ;,s[(AMPc), PKA]) 70)

- (k_m[AMPc]2 [(AMPc), PKA] -k ;,,[(AMPc) , PKA])

d [(AM’Z;)‘*P KAD _ (k LAMPCT -[(AMPe), PKA) ~ kyp -[(AMPC), PKA) on

— (kyyy - [(AMPc), PKA] =k ;; - [(AMPc) R]-[CT")

% = (kyay -[(AMPC), PKA]~k 3, -[(AMPc), RI-[CT’) (72)

onde [C] e [R] representam a concentragdo de subunidade catalitica e reguladora livres,
respectivamente, [(AMPc),PKA] e [(AMPc),PKA] sdo as concentracdes da PKA associada
com dois e quatro moléculas de AMPc, e ks e ki, sdo as constantes de velocidade, cujos
valores estdo descritos na Tabela 6 (Anexo I) e foram retirados de artigos experimentais
(Ogreig e Doskeland, 1980; Rannels e Corbin, 1980; Ogreig e Doskeland, 1981a; Ogreig e
Doskeland, 1981b; Zawadzdi e Taylor, 2004):

Em seguida a via da PKA, foi simulada a quarta via fundamental para a LTP inicial, a

da MAPK ERK1/2.

3.8 Avia da MAPK ERK1/2

As enzimas MAPKs sdo implicadas, principalmente, com processos de proliferacao
celular e mecanismos de transcri¢do génica (Adans et al., 2000; Weeber e Sweatt, 2002).
Porém, algumas dessas enzimas, destacando-se, para a LTP, a ERK1/2, estdo envolvidas
também no controle da inser¢do dos receptores AMPA na membrana (Zhu et al., 2002;
Krapivinsky et al., 2003; 2004; Kim et al., 2005; Qin et al., 2005; Ivanov et al., 2006; Li et al.,

2006).
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As proteinas MAPKSs podem ser ativadas através da chegada de inumeros estimulos a
célula, no entanto, a forma mais conhecida para essa ativagdo ¢ através da estimulacdo de
receptores tirosina quinase (Ray e Sturgill, 1988; Hubbard e Till, 2000; Kovalchuk et al.,
2002). Mas as MAPKs também podem ser ativadas através da estimulacdo celular apenas com
L-glutamato (Rosen e al., 1994; Wang et al., 2007). E, independente do mecanismo de
estimulacdo utilizado, geralmente, a ativacdo das enzimas MAPKs ¢ mediada pelas proteinas
G monoméricas.

As proteinas G monoméricas sdo pequenas enzimas que formam uma superfamilia
dividida, por sua vez, em cinco subfamilias denominadas Ras, Rho, Rab, Sarl/Arf e Ran
(Takai et al., 2001). Para a LTP inicial, apenas as enzimas da familia da Ras tem sido
apontadas como importantes.

As enzimas da familia da Ras s3o classificas, em mamiferos, como Ras (Ki-Ras, Ha-
Ras, N-Ras, R-Ras e M-Ras), Ral (RalA e RalB), Rap (RaplA, Rap1B, Rap2A e Rap2B), Rin
Tc21, Rit, Rad e Kir/Gem. Para a LTP inicial, especialmente as enzimas agrupadas como
Ras, ou seja a Ki-Ras, Ha-Ras, N-Ras, R-Ras e M-Ras, tém sido implicadas, embora existam
poucos dados sobre a atuagao especifica de cada uma dessas proteinas. Nesse sentido, ao
longo das simula¢des, ndo foram feitas consideragdes em func¢do de possiveis diferengas das
isoformas da Ras.

Para simular a Ras, foi necessario considerar seus mecanismos de ativagdo ¢
desativa¢do. De maneira andloga as proteinas G triméricas, as proteinas G monoméricas
possuem seu ciclo de ativagdo/desativacdo regulado pela presenga de GTP/GDP,
respectivamente. No entanto, a ativacdo ¢ desativagao das G monomeéricas € um evento que
envolve inimeros reguladores, agrupados em duas grandes classes, sendo uma dessas classes
compostas por moléculas que atuam no aumento da velocidade de liberacdo de GDP,

denominadas GEF ou GRF, enquanto a outra ¢ formada por moléculas que agem promovendo
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o aumento em sua atividade de GTPase, ¢ sdo chamadas GAPs (Takai et al., 2001; Mitin et
al., 2005; Yarwood et al., 2006; Bos et al., 2007).

Nos neurdnios piramidais hipocampais, existem diversos tipos de GEFs que atuam
especificamente sobre a Ras. Mas, entre as proteinas que catalisam a ativacdo da Ras em
decorréncia da estimulacdo glutamatérgica, destacam-se a Ras-GRF1 e a Ras-GRF2. Ambas
as enzimas estdo presentes na regido sinaptica e requerem a associagio com Ca*’/CaM para se
tornarem ativas (Farnsworth et al., 1995; Buchsbaum et al., 1996; Fam et al., 1997; Freshney
et al., 1997; Sturani et al., 1997). No entanto, embora se saiba que a Ras-GRF1 e a Ras-GRF2
sdo ativadas através de sua associagio com a Ca>’/CaM, existem poucos dados sobre esse
processo. Sabe-se, porém, que a interacdo da Ras-GRF1 e da Ras-GRF2 com a CaM ¢ similar
a de outra enzima, a IQGAP. Com base nesse ponto, o modelo de ativacdo das duas RGFs foi
construido considerando sua associagdo com a ApoCaM e com as espécies de CaM associada
ao Ca”". Esse tipo de interagdo, similar ao processo observado na associa¢io entre a CaM ¢ a
neurogranina, caracteriza-se por envolver um motivo protéico especifico, o IQ. Proteinas que
possuem motivos IQ se associam com a CaM preferencialmente em auséncia de Ca*" (Jurado
et al., 1999). Algumas moléculas, no entanto, possuem o motivo IQ incompleto, como a
IQGAP e as Ras-GRFs 1 e 2, e se ligam a CaM em presenga e em auséncia de Ca®*, embora
em presenca do ion sua afinidade pela CaM seja cerca de duas ordens de magnitude maior
(Houdusse e Cohen, 1995; Li e Sacks, 2003). Dessa maneira, a simulagdo da interagdo entre
as proteinas Ras-GRF1 e Ras-GRF2 se baseou nas equacdes utilizadas para a simula¢do das
interagdes entre o Ca>*, a CaM e a neurogranina. Em seguida, foi simulada sua interagio com
a Ras.

Em seu estado ativo, que foi considerado como o estado associado a CaM com quatro
Ca®", a Ras-GRF1 e a Ras-GRF2 catalisam a liberagao de GDP da Ras, através da formacao

de um complexo terndrio entre a Ras, o GDP e a Ras-GRF, representado por Ras-
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GRF*RasGDP. Em seguida, o GDP ¢ liberado, formando o complexo binario Ras-GRF*Ras,
que se associa ao GTP, resultando no complexo terndrio Ras-GRF*RasGTP, que, pode se
dissociar mantendo a Ras ativa (Lenzen et al., 1998; Zhang et al., 2005; Bos et al., 2003).

Esse processo foi simulado de acordo com as equagdes:

d[RasGDP]

7 =—(k;y, -[Ras — GRF*]-[RasGDP] - k3, -[Ras — GRF * RasGDPY) (73)

d[Ras — GRF * RasGDP]
dt

— ks, -[Ras — GRF * RasGDPY) (74)

= (ky35 -[Ras — GRF * RasGDP] - k 55 -[Ras — GRF * Ras]-[GDP]))

= (k 1, -[Ras — GRF*]-[RasGDP]

d[Ras — GRF * Ras]
dt

—k 35 -[Ras — GRF * Ras]-[GDPY)) (75)

— (k35 [Ras — GRF * Ras]-[GTP] -k, -[Ras — GRF * RasGTP]))

= (k5 -[Ras — GRF * RasGDP]

d[Ras*]
dt

= k5, -[Ras — GRF * RasGTP] -k, -[Ras*]-[Ras — GRF*] (76)
em que [RasGDP], e [Ras*] representam as concentragdes de Ras inativa através de sua
associacdo com o GDP e Ras ativa ligada ao GTP, respectivamente, e /GDP] e [GTP] sdo as
concentragdes de GDP e GTP e [Ras-GRF*] ¢ a concentragdo de Ras-GRF em seu estado
ativo. As constantes ky € kp sdo mostradas na Tabela 7 (Anexo I) e foram retiradas de artigos
experimentais (Lenzen et al., 1998; Zhang et al., 2005).

O retorno da Ras ao seu estado ligado ao GDP também ¢ catalisado por proteinas
especificas, as GAPs. Nos neurdnios piramidais hipocampais, uma GAP destaca-se por ser
extremamente abundante da densidade pos-sinaptica, a SynGAP (Chen et al., 1998; Kim et

al., 1998). Com base nesse fato, foi simulada a interagdo entre a SynGAP ¢ a Ras em seu
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estado ligado ao GTP, seguida pela hidrolise do nucleotideo, o que resulta no retorno da Ras

ou da Rap ao seu estado inativo:

d[RasGDP]
dt

=k ;5 -[Ras * SynGAP] (77)

Uma vez ativa, a Ras inicia a ativa¢ao da via da MAPK.

As enzimas MAPKs ndo compdem apenas uma via, mas varias vias que se
caracterizam por possuir, pelo menos, trés quinases acopladas em série, e que sao
responsaveis uma pela ativagdo da outra. Assim, a primeira enzima da via ¢ uma MAPKKK,
que ativa, através de duas fosforilagcdes, uma MAPKK, que ativa a MAPK. Cada uma dessas
quinases compreende uma classe de enzimas que possuem mecanismos de ativagdo distintos e
regulam processos especificos (Pearson et al., 2001).

A Ras age preferencialmente na ativagdo da MAPKKK denominada Raf-1 (Hallberg
et al., 1994). Essa ativacdo envolve o recrutamento da Raf-1 para a membrana, onde a Raf-1
se torna ativa através de sua associagdo com a Ras, seguida por mecanismos adicionais como
sua interagdo com fosfolipidios, fosforilagdes e, possivelmente, dimerizagao (Kyriakis, 2007).
Mas, cabe ressaltar, que a interagdo entre a Ras ¢ Raf-1 ¢ a etapa limitante dessa reagao ¢ foi o
unico evento simulado.

Uma vez ativa, a Raf-1 catalisa a ativacdo das MAPKKs denominadas MEKI1 e
MEK2, que podem ser agrupadas, em funcdo de suas semelhancas, como MEKI1/2. A
MEK1/2, por sua vez, catalisa a ativacdo da ERK1/2 (Fig. 20), através de um processo
bastante particular. As MEK1/2, assim com as demais enzimas MAPKKSs, sdo proteinas
quinases duais, ou seja, que catalisam fosforilacdes em residuos treonina e tirosina de seus

alvos, as enzimas MAPKSs (Cobb e Goldsmith, 1995; Roux e Blenis, 2004).
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Figura 20: Via da MAPK ERK1/2. A ativagdo da ERK1/2 promovida pelos receptores NMDA inicia-
se com a entrada de Ca”" na célula e a ativagio da enzima Ras-GRF. A Ras-GRF catalisa a ativagio da
Ras, proteina G monomérica que atua no recrutamento e ativagdo da MAPKKK denominada Raf-1,

que age fosforilando e ativando a MEK1/2. Por fim, a MEK1/2 determina a ativagdo da ERK1/2.

Todo esse processo de ativagdo das trés enzimas da via da MAPK foi simulado de

acordo com as seguintes equacdes:

% = (ks -[Ras]-[Raf — 1]~ kyy, -[Raf — 1¥])
d[lmld# (k 139 -[Ras]- [Raf—l]—kb39 -[Raf —1*])

—(k 14 -[Raf —1*]-[MEK1/ 2]~ ky,, -[Raf —1* MEK1/2])
+ k., -[Raf —1* MEK1/2]

—(k 140 -[Raf —1*]-[MEK1/ 2*] - k,, -[Raf —1* MEK1/2*])
+k,, - [Raf —1* MEK1/2*]

d[MEK1/2]

— = (ki [Raf —1*]-[MEK1/ 2]~ ki, -[Raf —1* MEK1/2])

d[Raf —1* MEK1/2]
dt
—k, -[Raf —1* MEK1/2]

—(k”0 [Raf —1%]-[MEK1/2]—k,,, -[Raf —1* MEK1/2])

d[MEK1/2¥]
dt
—(k 149 -[Raf —1¥]-[IMEK1/2¥]~k,,, -[Raf —1* MEK1/2¥])

= k., -[Raf —1* MEK1/2]

d[Raf —1* MEK1/2*]
dt
k.., -[Raf —1* MEK1/2*]

= (k49 -[Raf —1¥]-[MEK1/2¥]~ k,,, -[Raf —1* MEK1/2*])

(78)

(79)

(80)

(81)

(82)

(83)
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d[MEK1/2*%]
dt
—k,, -[MEK1/2**ERK1/2])+k,,, -[MEK1/2**ERK1/2]

— (k4 -[MEK1/2%*]-[ERK1/2¥]~k,,, -[MEK1/2**ERK1/2¥])
+k_, -[MEK1/2**ERK1/2*]

= k4 -[Raf —1* MEK1/2¥]~(k ., -IMEK1/2**]-[ ERK1/2]

%:_(l{/m -[MEK1/2**].[ERK1/2]~k,,, -[MEK1/2**ERK1/2])
sk k
d[MEKl/zdt ERKl/z] :(ka [MEK1/2**][ERK1/2]—kb41 [MEK1/2**ERK1/2])

—k,,, -[MEK1/2**ERK1/2]

d[ERK1/2*]
dt
(k4 -[MEK1/2**]-[ERK1/2¥]~ k,,, -[MEK1/2**ERK1/2¥])

=k, -[MEK1/2**ERK1/2]

d[MEK1/2**ERK1/2*]
dt
—k,,, -[MEK1/2**ERK1/ 2*]

= (k4 -[MEK1/2**]-[ERK1/ 2¥] ~ k,,, -[MEK1/2**ERK1/2¥])

% %
% — k., -[MEK1/2**ERK1/ 2]

(84)

(85)

(86)

(87)

(88)

(89)

onde kg e ky sdo constantes de velocidade para a associacdo e dissociacdo dos complexos

protéicos indicados, e k., sdo constantes de velocidade para as reagdes de fosforilagdo. Esses

parametros utilizados sdo mostrados na Tabela 7 (Anexo I) e foram retirados de artigos

experimentais (Catling et al., 1994; Gorman et al., 1996; Kiel et al., 2004).

Com a constru¢do do modelo da via da MAPK ERK1/2, finalizou-se a parte das

simulagdes consideradas essenciais para a LTP. No entanto, inimeras outras enzimas

desempenham um papel modulador importante para a LTP e, entre elas, destaca-se a NOS,

responsavel pela produgdo do segundo mensageiro NO.

3.9 Via da NOS: formacgdo de NO
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O NO foi identificado, pela primeira vez, no sistema nervoso central em 1988 (revisto
em Garthwaite e Boulon, 1995). Sua a¢ao, nessa regido, ¢ bem diversificada em funcao de seu
carater altamente reativo, o que possibilita sua atua¢do ndo apenas em alvos proximos ao seu
local de sintese, mas também em compartimentos celulares distantes e até mesmo em outras
células (Garthwaite, 1991; Girard e Potier, 1993).

A ac¢do do NO mais estudada ¢ na estimulagdo da producdo de guanosina monofosfato
5°,3’-ciclico (GMPc), através da ativacdo da enzima guanilato ciclase soluvel (sGC)
(Denninger e Marletta, 1999; Bon e Garthwaite, 2003; Toda e Okamura, 2003). Porém, além
dessa atuacdo, o NO também age, diretamente, sobre inimeros alvos oxidando residuos
cisteina (Radi et al., 1991; Stamler et al., 1992; Girard e Potier, 1993; Lipton et al., 1993).

Independente do alvo de agdo do NO, sua producdo ocorre em decorréncia da ativagdo
da NOS que, por sua vez, é mediada pelo influxo de Ca*".

Nos neurdnios, a principal isoforma de NOS encontrada, denominada NOS neuronal
(nNOS), se localiza proxima as subunidades NR1 dos receptores NMDA (Griffith e Stuehr,
1995; Weiss et al., 1998), e ¢ ativada assim que ha o influxo de Ca*" para o meio intracelular,
j& que essa proteina, assim como diversas outras enzimas simuladas, ¢ dependente de
Ca*"/CaM (Bredt e Snyder, 1990). E, assim como a AC, a CaMKII e outras enzimas de
interagdo com a Ca**/CaM, a NOS também ¢ capaz de se associar com a CaM em sua forma
com menos de quatro Ca? (Persechini et al., 1996; Censarek et al., 2002). Dessa maneira, a
interagio entre a CaM, o Ca>" ¢ a NOS origina quatro espécies distintas: (Ca2+)CaM.NOS,
(Ca*"),CaM.NOS, (Ca*");CaM.NOS e (Ca*"),CaM.NOS, simuladas de acordo com as
equagdes (65)-(68). Cabe ressaltar, no entanto, que apenas a espécie da NOS ligada na
(Ca®")4CaM, representada por (Ca’"),CaM.NOS, foi considerada capaz de se associar ao seu
substrato, a L-arginina, representada por Arg, formando o complexo enzima/substrato,

(Ca2+)4CaM).NOS.Arg. Mas, cabe ressaltar que a atividade catalitica da NOS ¢ dependente,
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além de (Caz+)4CaM, dos co-substratos 0o NADPH e O, e resulta na producdo da L-citrulina
em adi¢do ao NO, a partir da oxidacdo da L-arginina (Marletta, 1993; Masters, 1994; Stuehr,
1997; 2001).

Além de sua interagdo com o complexo Ca’'/CaM, a simulagdo da atividade da NOS
também teve que considerar outros aspectos. Estruturalmente, a NOS ¢ uma enzima dimérica
que possui, em cada monomero, um dominio oxidase e um redutase, acoplados a diversos
grupos prostéticos, incluindo, no dominio oxigenase, um grupo ferro-protoporfirina IX (heme)
(McMillan et al., 1992; Schimidt et al., 1992; Stuehr e Ikeda-Saito, 1992; Sheta et al., 1994;
Werner et al., 2003; Stuehr et al., 2004; Wei et al., 2005). A reagdo catalitica total para a
formagao de NO ocorre em dois passos, nos quais ha a oxidagdo do NADPH, no terminal
redutase, a migragdo de seus elétrons através dos grupos prostéticos até o grupo heme, onde
ha a redugdo de seu atomo de ferro (Fe’" — Fe®") (revisto em Marletta, 1993; Masters, 1994;
Griffits e Stuehr, 1995; Stuehr, 1997; Santolini et al., 2001; Stuehr et al., 2001). Apos a
reducdo do atomo de ferro do grupo heme, ha a associacdo de O,. O O, ¢ reduzido e reage
com a agua. Com isso, ha a hidroxilagdo da L-arginina, que resulta na formacdo do
intermediario N®-hidroxi-L-arginina (NOHA). Uma vez formado, o NOHA ¢ entdo, no
segundo passo da reacdo, consumido para formar L-citrulina e NO. A catalise do NOHA
envolve as mesmas etapas requeridas para a sua producdo. Porém, ao invés de sofrer uma
reacdo de hidroxilagdo, hd uma reagdo de oxidagdo do NOHA, que resulta na formagao dos
produtos finais da reac¢do, destacando-se, para o modelo, o NO. Depois de formado no
terminal oxidase, o NO se dissocia lentamente da enzima, e a maior parte dessa dissociacdo ¢
mediada pela oxidagdo do Fe* por O, (revisto em Marletta, 1993; Masters, 1994; Griffits ¢
Stuehr, 1995; Stuehr, 1997). Todo esse processo foi utilizado como base para a construcio da

producdo de NO e baseou-se em um modelo ja existente (Santolini et al., 2001) (Fig. 21).
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As equacdes utilizadas para a construcdo do modelo de producdo de NO seguem

abaixo:

d|Fe* + + +
%Z—kr[fﬂ& ]+k7-[Fe}3\,0]+k10-[Fe,2\,0]
dFez+ + + +
[T]:kl'[Fe3 ]"'ks'[FelZvo]_kz'[Fez ]

F 2+
d[eTtOZ] = —k, -[Fe* 0,]+k, [Fe']

d F 3+
Pl (g ok, 1re 0,)

d 1 NOHA

o) g treg - b Rt
% =k -[Fel ]~k -[Felh1- kg -[Felb ]
% =k, -[Ferp 1+ ks -[Feyo 1=k, -[Feyo]
% =k, -[Fe, 14k, -[Fe2 ]

(90)

1)

92)

(93)

(94)

(95)

(96)

7)

onde os termos subscritos NOHA e NO se referem a NOS ligada ao intermedidrio

NOHA ou NO, respectivamente. J4 as constantes cataliticas, k,, foram retiradas de artigos

experimentais e estdo demonstradas na Tabela 8 (Anexo I) (Su et al., 1995; Santolini et al.,

2001; Stuher, 2001; Ost e Daff, 2005). Como essas equagdes descrevem o processo catalitico

de oxidagdo da L-arginina, elas foram simuladas foram simuladas como processos

irreversiveis.
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| L-Arginina |

A 4

Figura 21: Etapas para a formagdo de NO catalisada pela NOS. A enzima NOS, em seu estado ativo,
converte a L-arginina em NO, através de dez reagdes de 6xido-reducéo que ocorrem seqiiencialmente.

Uma vez produzido, o NO ¢ rapidamente consumido para a formag¢ao de compostos
nitrogenados, que atuam nas reacdes de oxidacdo no meio intracelular. Essa oxidagdo ocorre,
principalmente, através de trocas de grupos tiois (R-SH) por nitrotidis (R-SNO), processo
chamado de nitrosa¢do (Radi et al., 1991; Stamler et al., 1992; Girard e Potier, 1993; Lipton et
al., 1993). A formag@o de nitrotidis € bastante susceptivel a liberagdo posterior do grupo NO,
levando a formacdo de pontes de dissulfeto, o que € uma forma comum de indugdo de
rearranjo na estrutura protéica (Meister e Anderson, 1983; Stamler et al., 1992; Girard e
Potier, 1993). Esse processo foi simulado, pois esta implicado com a regulacdo do nivel de
CaM livre, o que serd descrito em detalhes posteriormente, e segue as seguintes reagdes

(Kharitonov et al., 1995; Miao et al., 2000):

2NO +0, —=52NO, (2)
2NO, + NO—t25 N, 0, 3)

Em seguida, ha a reagdo dos tidis das cisteinas com o N,Os, formando nitrotibis,
RSNO. Por fim, os nitrotidis reagem entre si para formar ponte de dissulfeto (RSSR),

regenerando o NO utilizado na rea¢ao inicial (Wink et a., 1997; Miao et al., 2000):
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N,O, + RSH —*= 5 H* + NO; + RSNO (4)

O produto da reacdo, um nitrotiél, RSNO, reage com outro RSNO para formar as

pontes de dissulfeto:

2RSNO—*u+ 5 RSSR +2NO (5)

Esse processo foi simulado com base nas seguintes equagoes:

d[l;/t@] —k, [NOIO,]~k,,[NO,]INO] o5
% = k,_,[NO,]INO]~k, ,[N,O,1[RSH] 09)
% = k,s[N,O,[RSH] - k., ,[RSNOJ’ (100

Os parametros para essas equacdes estdo na Tabela 8 (Anexo I) (Radi et al., 1991;
Kharitonov et al., 1995; Singh et al., 1996; Wink et a., 1997; Miao et al., 2000).

Além da oxidacao de residuos cisteina localizados em algumas proteinas especificas, o
NO ativa a enzima sGC. Existem diversas divergéncias na literatura sobre os mecanismos
exatos para o reagdo entre o NO e a sGC (Stone e Marletta, 1996;Cary et al., 2006). Porém,
para a constru¢cdo do modelo de ativagdo a sCG, optou-se pela simulagdo de um mecanismo
de associacao rapida entre o NO ¢ essa enzima. Essa ligacdo ocorre através da associacao do
NO com o grupo heme da sGC, que contém um atomo de ferro (Fez+) penta-coordenado
ligado em um residuo histidina (His'®). Quando ha NO no meio, o Fe*" se associa

rapidamente a ele, com taxa de velocidade proxima a velocidade de difusdao do NO, e forma o
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complexo intermediario hexa-coordenado Fe®-nitrosil. Em seguida, ha o rompimento da
ligagdo entre o Fe*" e o residuo His'", mantendo apenas o complexo penta-coordenado Fe*'-
nitrosil, e promovendo a ativag¢do da enzima (Bellamy e Garthwaite, 2002; Roy e Garthwaite,
2006).

A partir desses dados, a ligagdo do NO com a sGC foi modelada em uma reagdo com
duas etapas, nas quais ocorre a ligagdo do NO com o grupo heme, formando o complexo
hexa-coordenado, representado por sGC*, e, em seguida, a quebra da ligagdo entre o fon Fe*"

105

e residuo His ™, o que determina a ativacao da sGC, indicada por sGC**:

d[sGC*] x
S =~k [INOIISGCT + k., [GC*] (101)

—k,[sGC*]+k_,[sGC **]

d[sGC **]

L = ka[sGCH] =k, [sGC ] (102)

A inativagdo do complexo NO.sGC ndo depende apenas da degradacdo do NO, mas
também de sua taxa de difusdo, que é rapida (t;»,~5s) (Hall e Garthwaite, 2006). Porém, antes
de retornar ao seu estado inativo, a SCG catalisa a producdo do nucleotideo GMPc¢ a partir do
GTP, o que foi simulado através de uma equagao de Michaelis-Menten. Uma vez produzido, o

GMPc atua em inimeros processos.

3.10 Fosfatases

Como foi mencionado até esse momento, a LTP ¢ um evento que envolve a ativagao
persistente, principalmente, de proteinas quinases e reacdes de fosforilagdo. Porém, toda

fosforilagao pode ser revertida pela agdo das proteinas fosfatases (Sweatt, 2001).
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Em contraste com as proteinas quinase, que apresentam complexos padrdes de
ativacdo, as fosfatases sdo, muitas vezes, enzimas constitucionalmente ativas, embora sua
acdo catalitica possa ser regulada por inimeros moduladores. Além disso, ainda em
comparagdo com as quinases que possuem um grau elevado de especificidade de atuagdo, as
fosfatases sdo menos especificas (Winder e Sweatt, 2001). Ou seja, as mesmas enzimas
catalisam uma grande gama de reagdes e, geralmente, com altas taxas cataliticas. Nesse
sentido, a LTP nd3o ¢ apenas um processo que requer a ativacdo das quinases, mas que,
necessariamente, envolve a inibicdo das fosfatase, ou ainda, a prote¢do dos residuos
fosforilados. Com base nisso, foi necessario simular a atuacdo das fosfatases, que foram
incluidas no modelo a partir de suas reagdes com seus substratos e de seus principais
mecanismos de regulacio.

Assim como ocorre com as quinases, que sdo classificadas como serina/treonina ou
tirosina quinases em fungdo dos residuos que fosforilam, ha duas grandes classes de proteinas
fosfatases, divididas de acordo com sua especificidade de atuacdo. A primeira dessas classes €
composta pelas fosfatases especificas para a desfosforilacio de residuos serina/treonina,
destacando-se, para a LTP, a PP1, a PP2A e a calcineurina (também chamada de PP2B)
(Shenolikar, 1994; Cohen, 2002; Winder e Sweatt, 2001). As trés enzimas possuem uma
ampla atuacdo e desfosforilam todos os residuos serina/treonina fosforilados pela CaMKII,
pela PKA, pela PKC e pelas enzimas da via das MAPKs (Millward et al., 1999; Winder e
Sweatt, 2001; Ceulemans e Bollen, 2003). No entanto, existem poucas informagdes sobre as
isoformas e taxas cataliticas especificas para cada uma dessas fosfatases. A PP2A, por
exemplo, ¢ um trimero formado por uma subunidade catalitica, uma subunidade reguladora e
uma ancoradoura, que posiciona a enzima em locais especificos da célula. Cada uma dessas
subunidades possui diversas isoformas, cujas especificidades sdo pouco conhecidas (Millward

et al., 1999; Janssens e Goris, 2001).
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A PPI1, na LTP, é mais estudada do que a PP2A. E isso ocorre por que a PP1 ¢ uma
das principais fosfatases encontradas no hipocampo (Strack et al., 1999), e que recebe
consideravel atencdo por ser a Unica enzima capaz de catalisar a inativagdo da CaMKII na
densidade pos-sinaptica (Shields et al., 1985; Strack et al., 1997b). Além desses aspectos, a
PP1 possui uma grande variedade de reguladores e, no hipocampo, um deles se destaca: o In-1
(Cohen, 2002; Ceulemans ¢ Bollen, 2003).

Em condigdes celulares basais, o In-1 é capaz de se associar apenas fracamente com a
PP1, mas, durante a LTP, ele passa a ser fosforilado pela PKA. Uma vez fosforilado, o In-1
rapidamente se associa e inibe a PPl. Dessa maneira, a ativagdo da PKA favorece a
manuten¢do da atividade da CaMKII (Blitzer et al., 1995; 1998). Esse processo porém, pode
ser revertido por outra fosfatase, a calcineurina, que age na desfosforilagao do In-1 (Mulkey et
al., 1994).

A calcineurina, juntamente com a CaMKII, ¢ uma das enzimas mais abundantes do
sistema nervoso central (revisto em Klee et al., 1998; Rusnak e Mertz, 2000). Seu papel em
eventos plasticos ¢ fundamental, especialmente em processos que determinam a diminui¢ao
do peso sindptico, como a LTD (Mulkey et al., 1994). Mas, em comparagdo com a PP2A e
com a PP1, a calcineurina nido se encontra ativa em condigdes celulares basais e, assim como
muitas quinases, ela requer a presenca de ativadores para iniciar sua atuacdo. Assim, para
incorporar esse requerimento no modelo, foi necessario considerar alguns aspectos sobre a
regulagdo dessa enzima.

Estruturalmente, a calcineurina ¢ um dimero, composto pelas subunidades CaNA e
CaNB (Klee et al., 1998). A CaNB ¢ uma subunidade reguladora que se assemelha a CaM
(Gallagher et al., 2001), e possui quatro sitios de associagio ao Ca®’, que modulam sua

atividade (Klee et al., 1979; Stemmer ¢ Klee, 1994; Kakalis et al., 1995). Porém, dois desses
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sitios possuem afinidade tdo alta por Ca*" que estdo sempre preenchidos e sdo considerados
sitios estruturais (Feng e Stemmer, 1999).

A ligagdo de Ca*” na CaNB é um pré-requisito para que a CaNA, que contém o sitio
ativo da enzima, se associe a Ca’"/CaM e inicie sua atividade catalitica (Yang e Klee, 2000;
Feng e Stemmer, 2001). E, assim como outras moléculas, a calcineurina se liga a Ca*/CaM
ndo apenas com quatro mas também com trés, dois e um Ca®’, embora ela necessite estar
associada com a CaM com quatro Ca’" para iniciar sua atividade catalitica (Kincaid e
Vaughan, 1986).

Com base nesses pontos, o0 modelo da calcineurina foi feito considerando, primeiro,

sua associagdo com dois Ca>" e, em seguida, as espécies de Ca’*/CaM (Fig. 22).

(Ca”)CaM | + | (Ca™),CaN < | (Ca )CaM.(Ca™),CaN
A

A
C az+ Ca2+
\ 4 \ 2
(Ca™),CaM | + | (Ca™),CaN | —=> | (Ca™),CaM.(Ca™),CaN
A A
C a2+ Ca2+
\ 4 \ 4
(Ca™);CaM | + | (Ca™),CaN | <= | (Ca’™);CaM.(Ca™"),CaN
A A
C a2+ Ca2+
\ 4

\ 4
(Ca™),CaM | + | (Ca™),CaN | <= | (Ca™"),CaM.(Ca”"),CaN

Figura 22: Esquema de ativagdo da calcineurina. A calcineurina precisa estar associada a dois Ca*" em
sua subunidade CaNB para poder se ligar as espécies de Ca*'/CaM. E, embora a calcineurina seja
capaz de se ligar a CaM com menos de quatro Ca*", a enzima so é ativada através de sua associagdo
com a (Ca’"),CaM.

As equagdes para a associacdo da calcineurina, representada por CaN, com os dois

Ca’" sdo dadas abaixo:
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@ =—(k, -[Ca’*]-[CaN]~-k,, -[(Ca’ )CaN]) (103)
d|(Ca2+)CaN|_ . 247, _ X 2+
7 =(k;, -[Ca™]-[CaN] =k, -[(Ca™)CaN]) (104)

~(ky, -[Ca™]-[(Ca*")CaN]~k,, -[(Ca™"),CaN])

d|(ca*),caN] &
dt -
— (k5 -[(Ca**),CaM]-[(Ca*")CaN]~k,; -[CaN*])

r2*[Ca*" 1-[(Ca*")CaN]~ky, -[(Ca™),CaN]) (105)

em que (Ca’*)CaN e (Ca’),CaN sio suas espécies com um e dois Ca”" associados na CaNB,
respectivamente. J& a espécie CaN* representa a calcineurina ativa, ou seja, associada tanto ao
Ca®’, na CaNB, quanto a (Ca’");CaM, na CaNA. As constantes de velocidade estdo
representadas por kj € kpx € tiveram seus valores, mostrados na Tabela 9 (Anexo I), retirados
de dados experimentais (Hubbard e Klee, 1987; Stemmer e Klee, 1994; Perrino et al., 1995;
Feng e Stemmer, 2001; Perrino et al., 2002; Quintana et al., 2005). As constantes kj; € k3,
até ky33 € kp33 se referem a associagdo da calcinerina na CaM com menos de quatro ions Ca’'e
suas equacdes seguem o mesmo formalismo das equagdes (65)-(68).

Uma vez ativa, a calcineurina e as fosfatases PP1 e PP2A desfosforilam inimeros
substratos, através, inicialmente, da formacdo de um complexo (fosfatase.Sub PQO,) entre a
enzima (fosfatase) e seu alvo (Sub_PO,), seguida pela remog¢do do grupo fosfato e liberagao

da fosfatase e do substrato desfosforilado:

d[Sub_Po,] _

I —k , [ fosfatase]- [Sub _PO, ] +k, - [ fosfatase.Sub _ PO, ] (106)

d [ fosfatase.Sub PO, ]

. =k, [ fosfatase]-[Sub_PO, ]~ (k, +k

)-[fosfatase.Sub_PO4] (107)

cat
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em que k; ky e k. sd0 constantes cataliticas especificas para cada enzima e substrato
considerado, e serdo apontadas posteriormente.

Vale ressaltar ainda que, além das serina/treonina fosfatases, ha ainda uma segunda
classe de fosfatases que agem na desfosforilagdo de residuos tirosina. Essas enzimas sao
pouco conhecidas na LTP, embora se saiba que elas atuam em uma grande variedade de
substratos (Stoker, 2005). No entanto, no modelo de LTP inicial desenvolvido, apenas a
ERK1/2 requer a desfosforilagdo em residuos tirosina para retornar ao seu estado basal.
Porém, geralmente, essas desfosforilagdes sdo catalisadas por enzimas especificas, as MKPs
(mitogenic-activated protein kinase phosphatase) (Zheng e Guan, 1993; Farroq e Zhou, 2004;
Martin et al., 2005).

Diferentemente das demais proteinas fosfatases, as MKPs possuem atividade dual e
desfosforilam dois residuos, um treonina ¢ um tirosina, da ERK1/2 ativa. A maioria dessas
fosfatases, porém, localizam-se apenas no nticleo celular, ndo agindo, portanto, na LTP inicial
(revisto em Dickinson e Keyse, 2006). Mas, algumas delas sdo encontradas no citoplasma e
regulam, localmente, o nivel de ativacdo das enzimas das MAPKSs (Husi et al., 2000). Por essa
razao, essas enzimas foram simuladas.

As reagoes utilizadas para a simulagdo da atividade das MKPs envolvem exatamente o
mesmo mecanismo descrito pelas equagdes (106) e (107), porém, esse mecanismo ¢ realizado
duas vezes, uma para a desfosforilagdo de cada residuo fosforilado da ERK1/2 (Dickinson e
Keyse, 2006).

Dessa maneira, ¢ importante ressaltar que o modelo contou com a agéo coordenada de
quinases e fosfatases. Por serem menos seletivas, as mesmas fosfatases desfosforilam

diferentes substratos regulando, portanto, o nivel de ativacdo das enzimas do modelo.
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1V. RESULTADOS

4.1 A Validacdo do Modelo

Os primeiros resultados obtidos nesse trabalho foram utilizados para a validagdo do
modelo do neurdnio piramidal, dos receptores AMPA ¢ NMDA e das proteinas simuladas.
Para isso, cada componente citado foi analisado com base em algumas de suas caracteristicas
observadas experimentalmente. Ou seja, a validacdo do modelo foi feita, na maior parte das
vezes, através da comparacdo direta de algumas propriedades dos componentes simulados
com dados experimentais retirados da literatura.

O primeiro componente do modelo analisado foi o neur6nio piramidal da area CAl.
Nessa etapa de validagdo, como o modelo da célula foi feito baseado no artigo de Traub et al.
(1991), optou-se por analisa-lo apenas a partir de sua capacidade para apresentar os mesmos
resultados do trabalho original. No artigo em questdo, os autores estudaram, entre outros
aspectos, os padroes de disparo do neurdnio piramidal para diferentes valores de injegdes de
corrente. E esse foi um dos aspectos verificados no modelo desenvolvido nesse trabalho. Para
isso, ele foi estimulado por diferentes valores de corrente, injetadas diretamente no soma, o
que resultou na obtencdo dos padrdes de disparo iguais aos obtidos no artigo original (Fig.
23), cuja freqliéncia aumenta, gradualmente, 8 medida que a corrente injetada ¢ maior (Fig.
24).

Apos a verificagdo de que o modelo do neurdnio piramidal desenvolvido apresenta o
mesmo comportamento do modelo original, iniciou-se a analise dos demais componentes
simulados.

Para o desenvolvimento do modelo da LTP inicial, foi necessario simular, em

detalhes, os receptores sinapticos AMPA e NMDA, que foram validados separadamente.
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Experimentalmente, tanto o AMPA quanto o NMDA sd@o analisados, na maior parte das
vezes, através de sua expressao em células especificas como o6citos. Nessas situacdes, apenas
um tipo de receptor é expresso e seu comportamento é analisado através de sua exposigdo a
diversos protocolos de estimulagdo. Dessa forma, € possivel verificar as taxas de abertura e
fechamento do canal do receptor, entre outras caracteristicas (esse tipo de andlise foi feita, por
exemplo, no artigo de Banke e Traynelis, (2003)). Com base nesse procedimento
experimental, a validacdo do modelo do AMPA e do NMDA foi feita, isoladamente, através
da simulagdo da exposicdo de cada um dos receptores simulados para padrdes distintos de

estimulacdo de L-glutamato.

Padrio de disparos do modelo do neurdnio piramidal simulado para diferentes inje¢des de corrente

o7an - I MMM, | 55 v
vemn IOIIIIII I 50 ms
0.1 nA __J__A__A__J___J 100 mV

A= WA sy

50 ms

Corrente njetada

Figura 23: Resposta do modelo do neurénio piramidal CAl para diferentes injegdes de corrente
aplicadas em seu soma. Para verificar se o modelo simulado nesse trabalho apresenta o mesmo
comportamento que o desenvolvido por Traub et al. (1991), ele foi estimulado por diferentes valores
de corrente, injetadas diretamente no soma, o que resultou nos padrdes de disparos mostrados em A.
Em B, é mostrado, em detalhe, a resposta do neurénio simulado nesse trabalho para uma corrente 0.25
nA e, logo abaixo, a resposta do modelo de Traub et al. (1991), evidenciando a concordancia na
resposta obtida nesse trabalho em comparagdo com o original.

O primeiro receptor analisado foi o AMPA. A principal caracteristica do AMPA ¢
mediar a neurotransmissdo glutamatérgica rapida, o que se deve a sua baixa afinidade por L-

glutamato, associada a rapidas taxas de ativacdo e desativacdo (Swanson et al., 1997; Hansen
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et al., 2007; Mitchell e Fleck, 2007). Essa caracteristica, ou seja, sua acdo como mediador da
corrente sinaptica rapida, foi um dos pontos analisados no modelo dos AMPAs
desenvolvidos. Para isso, os heteromeros simulados foram expostos a um breve pulso de L-

glutamato, reproduzindo um procedimento de analise bastante utilizado experimentalmente.

Curva de freqiiéncia de disparo versus corrente injetada
1107

1007
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Figura 24: Curva de freqiiéncia de disparos do modelo do neurdnio piramidal da area CA1 em fungéo
da corrente injetada no seu soma. De acordo com os registros elétricos obtidos através da estimulagdo
por injecdo de corrente dos neurdnios piramidais da area CAl do hipocampo, sabe-se que eles
apresentam um aumento na freqiiéncia de disparos, em fungdo da magnitude da corrente utilizada
como estimulo, resultado que foi obtido no modelo.

Como pode ser observado na Fig. 25, os dois heterdmeros simulados (10 de cada),
estimulados por um pulso de 1 mmolL' de L-glutamato por um periodo de 1 ms,
apresentaram, como resposta, uma corrente rapida. Experimentalmente, andlises similares
indicam que, nessa situacdo, o0 AMPA possui um tempo total de abertura de cerca de 5 ms
(Swanson et al., 1997; Benke et al., 1998; Banke et al., 2003; Robert ¢ Howe, 2003; Robert et
al., 2005; Pei et al., 2007), o que esta em pleno acordo com os resultados do modelo. Da
mesma maneira, a magnitude da resposta obtida na simulagdo, que fica abaixo de 5 pS, estd

em concordancia com a pequena condutincia unitdria do AMPA, que varia entre 5-12 pS em
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funcdo do numero de L-glutamato associados ao receptor (Raghavachari e Lisman, 2004;
Nicoll et al., 2006). Porém, é importante ressaltar que, embora a magnitude e o padrdo
temporal obtidos com os heterdmeros simulados estejam em acordo com a faixa de valores
apresentada nos artigos consultados, nas situacdes experimentais, os AMPAs analisados sdo
sempre homoméricos. Nesse sentido, apesar de haver uma grande concordancia entre os
dados existentes na literatura e os resultados do modelo, ndo ¢ possivel fazer uma validagao

mais aprofundada, que possibilite uma andlise quantitativa precisa.
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Figura 25: Padrdo de ativacdo e desativagdo dos heteromeros do AMPA simulados. De acordo com a
literatura experimental, o AMPA atua na transmissdo glutamatérgica rapida, e possui um padrao de
ativacdo e desativagdo de poucos milissegundos. Com base nesse aspecto, para verificar se os dois
modelos do AMPA simulados apresentam esse padrao, eles foram estimulados com um unico pulso de
L-glutamato (1 mmol.L™"), com duragdo de 1 ms. Como é observado, a resposta obtida com os
modelos esta em concordancia com os padrdes temporais de ativagdo e desativagdo do AMPA, que
apontam para um tempo de abertura total de 5 ms em analises similares (Swanson et al., 1997; Benke
et al., 1998; Banke et al., 2003; Robert e Howe, 2003; Robert et al., 2005; Pei et al., 2007).

Além de sua rapida ativagdo e desativagdo, o AMPA apresenta uma profunda
dessensibilizacao, que ¢ sensivel a duragao do pulso de L-glutamato, nimero de pulsos ¢ sua
intensidade, ou seja, concentracdo de L-glutamato (Hansen et al., 2007). Esses padroes de

comportamento puderam ser observados nos modelos dos heteromeros GIluR1/GIluR2 e
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GluR2/GluR3 através de sua estimulag@o por um pulso de L-glutamato (1 mmol.L™") de longa
duracdo (1 s) (Fig. 26). A resposta obtida estd em acordo com dados recentes reportados por
Mitchell e Fleck (2007), e também com dados de outros autores (Robert ¢ Howe, 2003;
Robert et al., 2005), que demonstram a profunda dessensibilizagdo do AMPA para pulsos de
L-glutamato longos. A dessensibilizagdo do AMPA ocorre com uma constante de tempo de
decaimento um pouco mais lenta do que sua desativacdo, e ¢ reportada, na literatura, variando
entre 1-10 ms, de acordo com a composi¢do do AMPA considerada ¢ com a concentra¢do de
L-glutamato utilizada. Assim, para concentragdes de L-glutamato de mmol.L", a duragio total
da abertura do AMPA diante de um pulso prolongado de seu agonista ¢ de, aproximadamente,

10 ms, como foi obtido com o modelo.
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Figura 26: A dessensibilizagdo dos heteromeros GluR1/GluR2 ¢ GIuR2/GluR3 simulados. O AMPA
apresenta uma dessensibilizacdo profunda que ¢ verificada, experimentalmente, através de sua
exposicdo para pulsos longos de L-glutamato. Para verificar esse comportamento nos AMPAs
simulados, seus modelos foram expostos a um pulso longo de L-glutamato, com duragéo total de 1 s, e
intensidade de 1 mmol.L™". Os resultados obtidos mostram um tempo de abertura total de cerca de 10
ms, para os dois heterdmeros simulados, o que estd em acordo com os valores reportados na literatura
(Robert e Howe, 2003; Robert et al., 2005; Mitchell e Fleck, 2007).
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Além desse padrdo de estimulacdo, as propriedades macroscopicas dos AMPAs
simulados puderam ser verificadas através do uso de estimulagdo pulsatil, composta por de
pulsos de 1 mmol.L™" de L-glutamato com duragdes diferentes (0.1 ms e 1 ms), e freqiiéncias
de 5 e 10 Hz (Fig. 27). Nessas situacdes, ¢ possivel notar que, para pulsos breves (0.1 ms), os
AMPAs simulados apresentaram uma somacdo gradual em sua resposta, seguida por uma
brusca dessensibiliza¢do (Fig. 27A e 27B), em acordo com dados apresentados por outros
autores (Robert ¢ Howe, 2003; Robert et al., 2005). Ja para pulsos de L-glutamato com
duracdo maior (1 ms), ha a ocorréncia de uma dessensibiliza¢do inicial, percebida logo ns
primeiros pulsos de estimulacdo, seguida por um periodo de atividade regular (Fig. 27C e
27D). E, para os dois valores de duracao de pulso utilizados, o padrdo de resposta observado
variou pouco em funcdo da freqiiéncia utilizada. Ou seja, aparentemente, a duragdo do pulso ¢é
um fator que influéncia mais a ativacdo do AMPA do que o intervalo entre um pulso e outro.
Cabe ressaltar, no entanto, que ndo ha dados na literatura para esses padrdes exatos de
estimulagdo, mas, considerando que a LTP ¢ induzida por estimulos oscilatorios, foi
importante verificar as respostas dos AMPAs simulados para essas situagdes. Para essas
mesmas formas de estimulacdo, foi possivel notar também as diferencas mais significativas
dos modelos dos AMPA simulados em fun¢@o de suas composigdes.

Na literatura, praticamente ndo ha dados para o comportamento do AMPA
heteromérico. A maior parte das informagdes existentes sobre esse receptor provém de
estudos que utilizam sua expressdo homomérica. Em funcdo desse fato, a andlise do
comportamento dos heteromeros simulados foi feita de maneira simplificada, baseando-se,
exclusivamente, em algumas caracteristicas especificas de suas subunidades descritas em

artigos que as expressaram formando AMPAs homoméricos.
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Figura 27: Propriedades macroscopicas dos heterdmeros do AMPA GIluR1/GluR2 e GluR2/GluR3
simulados em fungdo de sua estimulagdo por padrdes oscilatorios de L-glutamato. Para verificar os
padrdes de ativacdo e desativagdo dos heterdmeros AMPA simulados, os modelos foram expostos a
diferentes freqiiéncias de L-glutamato, constituidas por pulsos de duragdo de 0.1 ms (A e B) e 1 ms (C
e D). Nessas situagdes, dez receptores de cada composi¢do foram expostos a 1 mmol.L"' de L-
glutamato. Em A e C, os heteromeros GluR1/GluR2 e GIuR2/GIuR3 sdo expostos para os mesmos
padroes de freqiiéncia de L-glutamato (10 Hz), mas com diferentes duragdes por pulso (0.1 ms para A
e 1 ms para C). J4 em B e D, os receptores simulados foram estimulados por pulsos de L-glutamato
com freqii€éncia de 5 Hz. Nesses graficos, ¢ possivel notar que, enquanto para o pulso de duragdo
menor (A e B), independente da freqiiéncia considerada, ha periodos de somagfo na corrente
observada nos dois heteromeros, seguidos por periodos de dessensibilizagdo. J4 em C e D, que foram
estimulados por freqiiéncias de L-glutamato compostas por pulsos de duragdo maior, o padrao de
corrente registrado mostra uma resposta composta por uma dessensibilizacdo inicial, seguida por um
periodo de estabilizagdo. Cabe ressaltar que a estimulagdo com pulsos de 1 ms de duragdo aproxima-se
mais do periodo de permanéncia de L-glutamato na fenda sinaptica (Diamond e Jahr; 1997). Além
disso, também vale notar que, para todas as situagdes mostradas, o heterdmero GluR1/GluR2
apresenta uma ativagdo maior.

A principal diferenca entre os receptores GluR1/GluR2 e GIluR2/GIuR3 estd na
presenca da subunidade GluR1, que apresenta taxas cinéticas mais lentas, especialmente para
sua desativagdao, enquanto as subunidades GIuR2 e GluR3 possuem comportamento de

abertura, fechamento e dessensibilizacdo com constantes de tempo similares (Swanson et al.,
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1997; Robert ¢ Howe, 2003; Pei et al., 2007). Provavelmente em funcdo dessas taxas
diferentes, a presenca da subunidade GluR1 no heteromero GluR1/GluR2 ocasiona, em
diversas situagdes analisadas, uma ativacdo maior, como foi observado na Fig. 27. No
entanto, esse padrdo de resposta ndo é constante. Assim, por exemplo, para a estimulagdo dos
dois heteromeros por pulsos de 1 mmol.L'1 de L-glutamato com frequéncia de 100 Hz, o
heteromero GIluR1/GluR2 passou a apresentar uma ativagdo menor, o que se explica,
provavelmente, por sua lenta taxa de restabelecimento apos a dessensibilizagdo (Sun et al.,
2002; Robert e Howe; 2003; Robert et al., 2005; Pei et al., 2007) (Fig. 28). Seria interessante
verificar o comportamento dos dois heterdmeros in vivo, ja que essas diferencas certamente
tem alguma razdo fisiolégica e devem contribuir em processos patologicos. Mas, cabe
enfatizar que ndo foram encontrados dados sobre o padrdo do AMPA heteromérico e,
portanto, os resultados obtidos com o modelo devem ser analisados com cautela. Além disso,
o comportamento do AMPA nativo ¢ mais complexo, ja que 80% desses receptores

apresentam-se associados as TARPs.

As TARPs, como ja foi mencionado, sdo proteinas transmembranicas que atuam como
subunidade auxiliares dos receptores AMPAs nas células. Essas proteinas foram descobertas
recentemente no camundongo mutante Stargazer (Letts et al., 1998), que apresenta crises
epilépticas de auséncia. A primeira TARP identificada, denominada estargazina em referéncia
ao Stargazer, logo foi classificada como sendo apenas uma isoforma de uma familia de
proteinas transmembranicas que, funcionalmente, se assemelham as subunidades auxiliares v,

presentes em canais de Ca** dependentes da voltagem (Osten e Stern-Bach, 2006).

Nos neurdnios, as isoformas das TARPs encontram-se associadas com a maior parte
dos receptores AMPA (Tomita et al., 2003; Nakagawa et al., 2005). E, uma vez associado a
essas proteinas, o AMPA apresenta uma grande alteracio em seu padrido de ativacdo e

desativagdo, o que ¢ decorrente de um aumento em sua afinidade por L-glutamato (Fig. 29).
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Ou seja, o AMPA associado as TARPs possui uma taxa de desativacdo mais lenta, embora
mantenha sua taxa de ativagdo inalterada (Tomita et al., 2003; Kott et al., 2007). Além disso,
o periodo de tempo de exposicdo ao L-glutamato necessario para esse receptor entrar em
dessensibilizacdo ¢ maior quando ele esta associado as TARPs (Priel et al., 2005; Turetsky et
al., 2005). Com isso, ha um favorecimento da abertura do canal do AMPA em estados de

condutancia altos (Nicoll et al., 2006; Osten ¢ Stern-Bach, 2006).
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Figura 28: Propriedades macroscopicas dos heteromeros do AMPA GIluR1/GluR2 e GluR2/GIuR3
para pulsos de 1 mmolL" de L-glutamato com freqiiéncia de 100 Hz. Quando os heterdmeros
simulados sao estimulados com 100 Hz, com pulsos de 1 ms de duragdo, o que se nota € uma grande
dessensibilizagdo do GluR1/GluR2, determinando que sua ativagdo seja menor. Ndo hd dados na
literatura sobre o comportamento dos diferentes heteromeros do AMPA, mas, provavelmente, esse
comportamento origina-se de uma taxa mais lenta de recuperacao apos a dessensibilizagao.
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Figura 29: Curva dose-resposta para a ativacao dos heteromeros simulados em fun¢do do L-glutamato.
Nao ha registros sobre essas curvas para os AMPAs heteroméricos, no entanto, considerando os dados
sobre os AMPAs homoméricos, os resultados obtidos com o modelo estdo dentro da faixa de ECs,, ou
seja, concentracdo de L-glutamato requerida para que o AMPA apresente metade de sua ativagdo
méxima, que fica em torno de 10-50 pmol.L"' para 0 AMPA sem TARP, com pequenas variagdes em
fungdo das subunidades que compdem o receptor, ¢ em torno de 1 mol.L"' para o AMPA associado as
TARPs (Robert ¢ Howe, 2003; Robert et al., 2005; Kott et al., 2007).

Nao ha, na literatura, nenhum registro de modelos de AMPA com TARPs, e ainda ndo
foram feitas caracterizagdes biofisicas precisas da extensdo da presenga dessas proteinas para
o funcionamento desses receptores. No entanto, de acordo com os dados existentes sobre as
TARPs, ¢ possivel observar, nos resultados dos heteromeros simulados com TARP, um
grande aumento no tempo total em que os canais permanecem abertos em funcdo de uma
estimulagdo composta por um breve pulso de L-glutamato, o que se deve a diminuigdo na taxa
de desativagdo do canal, associada a um aumento na afinidade por L-glutamato (Fig. 30). E,
para gerar esses resultados, os receptores AMPA simulados com TARP foram expostos a um
tinico pulso de L-glutamato de 1 mmol.L", com duragdo de apenas 0.1 ms. Com essa

simulacdo, como pode ser observado (Fig. 30), o periodo de tempo de abertura total do
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AMPA com TARP ¢ de cerca de duas vezes e meia maior do que periodo de tempo de
abertura total do AMPA sem TARP. Esse aumento no tempo de abertura ocorre,
simultaneamente, a um grande aumento na condutancia do canal, que, nos heterdmeros com
TARP, ¢ duas ordens de magnitude maior, em funcdo, principalmente, do aumento na
afinidade do AMPA por L-glutamato, que determina a abertura de seu canal em estados de
condutancia mais elevados (Nicoll et al., 2006).
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Figura 30: Diferencgas na ativacdo e desativacdo dos AMPAs em fungdo de sua associagdo com as
TARPs. Para observar as diferengas entre o AMPA com e sem TARP, a mesma situacdo de
estimulagdo foi simulada duas vezes. Em cada vez, 20 AMPAs, sendo 10 de cada composicdo
heteromérica, foram expostos a um tnico pulso de L-glutamato de 1 mmol.L"'. No AMPA nativo, a
presenca de TARPs causa um brutal aumento na corrente mediada pelo seu canal em fungdo,
principalmente, de uma diminui¢@o na taxa de dissociagdo dos heteromeros com o L-glutamato. Esse
padréo foi observado no modelo do AMPA com TARP, mostrado em B, que apresenta uma corrente
duas vezes maior do que o modelo do AMPA sem TARP, mostrado em A, além de um maior tempo
de abertura. Além disso, como ¢é possivel notar, independente da presenca de TARP, as diferengas
mencionadas anteriormente sobre a ativagdo dos heteromeros GIuR1/GluR2 e GIR2/GIuR3 sao
mantidas, ou seja, o GluR1/GluR2 apresenta uma ativagdo maior.

A presenga de TARPs associada nos heteromeros GluR1/GluR2 e GluR2/GluR3
simulados também ocasiona a ocorréncia de uma resisténcia a dessensibiliza¢do em presenca
de L-glutamato (1 mmol.L’l) por um longo periodo de tempo (1 s). Assim, como € mostrado
na Fig. 31, os AMPAs simulados com TARP dessensibilizam com uma constante de tempo
que ¢ cerca de duas vezes mais lenta. Cabe ainda notar que, ambos os heteromeros simulados

com TARP apresentaram, nessa situagdo, uma corrente residual durante todo o periodo de
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duracdo do estimulo, o que também foi observado para os AMPAs sem TARPs simulados,
mas com menor intensidade, comportamento que tem sido notificado na literatura (Tomita et

al., 2006; Mitchell e Fleck; 2007).
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Figura 31: A dessensibilizag@o dos heterdmeros do AMPA GluR1/GluR2 e GluR2/GluR3 com TARP.
Para verificar a dessensibilizacdo dos tipos de AMPA simulados, seus modelos foram expostos a um
pulso longo de 1 mmol.L™" de L-glutamato, com duracio total de 1 s. Os resultados obtidos indicam a
maior resisténcia a dessensibilizagdo nos heteromeros simulados com TARP em comparagdo com os
heteromeros sem TARP (Fig. 26), o que esta de acordo com os dados reportados sobre o efeito dessa
proteina (Tomita et al., 2003; Nicoll et al., 2006; Kott et al., 2007).

Os modelos dos AMPAs associados as TARPs também apresentam menor
dessensibilizacdo em resposta a sua estimulacdo pulsatil, como pode ser observado, por
exemplo, na situagdo mostrada na Fig. 32, utilizando um padrao de estimulo composto por
pulsos de Immol.L" de L-glutamato, como freqiiéncia de 100 Hz. Com esses resultados, ¢
possivel afirmar que esses modelos de AMPA estdo plenamente em acordo com o que tem
sido reportado sobre os efeitos das TARPs no funcionamento dos AMPAs (Tomita et al.,

2003; 2005a; 2006; Kott et al., 2007).
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Figura 32: Diferencas na ativacdo e desativacdo dos AMPAs em fungdo de sua associagdo com as
TARPs para 100 Hz de estimulagdo. Os GluR1/GluR2s e GluR2/GluR3s sem ¢ com TARP foram
estimulados por pulsos 100 Hz de 1 mmol.L" de L-glutamato, com pulsos de duragdo de 0.1 ms. Em
A ¢ mostrada a resposta dos dois heterdbmeros sem associagdo as TARPs e, em B, com as TARPs.
Nesses graficos, evidencia-se a grande diferenga que a presenca de TARP produz na magnitude da
resposta e na dessensibilizacdo dos dois heteromeros.

Diferentemente dos receptores AMPA, os NMDAs sdo responsaveis pela condutancia
sinaptica lenta, em fun¢do de sua alta afinidade por L-glutamato (Dingledine et al., 1999). No
entanto, os dois heteromeros simulados, 0 NR1/NR2A e o NR1/NR2B, possuem inumeras

diferencas em seu padrao de resposta quando sdo expostos a seu agonista.
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Para verificar as diferencas dos tipos de NMDAs simulados, os dois heteromeros
foram expostos a estimulos distintos de L-glutamato, como mostrado na Fig. 33. Como ¢
possivel observar, ha uma diferenca brutal na corrente mediada por cada heterdmero do
NMDA, assim, enquanto o NMDA NRI/NR2A apresenta um padrio de ativagdo e
desativagdo rapido, o NR1/NR2B ¢ mais lento, porém, ¢ mais resistente a dessensibilizacao.
De acordo com o tamanho do pulso de L-glutamato utilizado, a diferenca entre o tempo total
de abertura entre esses dois heteromeros do NMDA varia. Assim, para pulsos de 1 ms, o
NR1/NR2A apresenta uma desativagdo com taxa cerca de 6 vezes mais rapida, como
observado na Fig. 33, permanecendo aberto por, aproximadamente, 50 ms, enquanto o
NR1/NR2B fica por cerca de 300 ms (Cull-Candy e Leszkiewicz, 2004; Liu et al., 2004;
Erreger et al., 2005; Kohr, 2006). E, geralmente, para o mesmo valor de L-glutamato, o
NR1/NR2A apresenta um pico de corrente que ¢, em magnitude, o dobro da apresentada pelo
NR1/NR2B (Erreger et al., 2005). Os modelos dos NMDAs construidos apresentam, portanto,
a mesma faixa de magnitude e padrdo temporal de resposta reportada na literatura. Cabe
ressaltar, no entanto, que ndo ¢ possivel fazer uma analise quantitativa mais precisa entre os
dados da literatura e os resultados obtidos com modelo, ja que, experimentalmente, esses
estudos sdo feitos em células especificas e com densidade de canais ndo estimada.

O receptor NMDA NRI1/NR2A, em comparacdo com o NR1/NR2B, apresenta um
padrao de ativagao e desativacao rapido (Vicini et al., 1998; Banke e Traynelis, 2003). Dessa
maneira, para poucos pulsos de L-glutamato, a resposta do NRI/NR2A ¢ maior em
intensidade, embora o heteromero NR1/NR2B permaneca aberto por um periodo de tempo
mais longo. Além disso, o NRI1/NR2A apresenta uma dessensibilizagdo acentuada, o que
determina que sua corrente seja mais sensivel as variacdes na duragdo do pulso de L-
glutamato e no intervalo entre esses pulsos (Banke e Traynelis, 2003; Erreger et al., 2005).

Todos esses comportamentos podem ser observados no modelo dos dois heteromeros. Assim,



115

o NR1/NR2A possui uma resposta muito mais intensa, em magnitude, para pulsos breves,
como ¢ mostrado na Fig. 34. Porém, o NR1/NR2A apresenta uma dessensibilizagdo maior, o
que fica muito evidente na Fig. 34A, embora ambos os heteromeros dessensibilizem
gradualmente, em fungdo da exposicdo prolongada ao L-glutamato, o que esta em acordo com
padroes de respostas obtidos por outros autores (Vicini et al., 1998; Banke e Traynelis, 2003;

Erreger et al., 2005) (Fig. 34).
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Figura 33: Propriedades macroscopicas dos heteromeros do NR1/NR2A e NR1/NR2B do NMDA
simulados. Os dois heteromeros (10 receptores de cada tipo) foram expostos a pulsos de 0.1 ms e 1 ms
de duragdo (A e B, respectivamente) de 1 mmol.L"' de L-glutamato. Durante essas estimulagdes, a
voltagem foi grampeada em -50 mV. Como ¢ possivel notar, hd uma ativag¢@o superior em amplitude
do heterdmero NR1/NR2A, embora o NR1/NR2B responda por um periodo de tempo mais longo.
Além disso, cabe notar que a corrente mediada pelo NMDA ¢ muito superior a do AMPA, quando se
considera o mesmo nimero de receptores, ja que a condutancia unitaria do NMDA ¢é maior em varias
ordens de magnitude.

Apods a verificagdo de que os modelos dos AMPAs e dos NMDAs demonstram
comportamentos em concordancia com os dados experimentais existentes na literatura, eles
foram inseridos na espinha dendritica simulada, ja acoplado ao modelo do neurénio piramidal,
para verificar como esses componentes integrados respondem a estimulacdo. Para isso, foi
simulada a ocorréncia de apenas uma sinapse, através da exposicdo do modelo para um pulso
de 1 mmol.L"' de L-glutamato com 1 ms de duragdo (Diamond e Jahr, 1997) (Fig. 35). Como

pode ser observado, a magnitude da variagdo na concentragdo de Ca*" obtida ¢ alta, em
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perfeita concordancia com dados de Sabatini et al. (2002), que determinaram que, para uma
Unica sinapse, a elevacdo na concentracdo de Ca’" fica, aproximadamente, em 12 j.tmol.L'l. E
esse fato ¢ fundamental que seja seguido pelo modelo, ja que, durante a LTP, a maior parte

. , . +
das enzimas responsaveis por esse processo dependem de Ca”".
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Figura 34: Propriedades macroscopicas dos heterdmeros doNR1/NR2A e NR1/NR2B do NMDA. O
comportamento dos heteromeros NR1/NR2A e NR1/NR2B foi analisado com estimulagdo composta
por 10 Hz e 100 Hz, com pulsos de 0.1 ms e 1 ms de duracdo, e 1 mmol.L"" de L-glutamato. Durante
essas estimulagdes, a voltagem foi grampeada em -50 mV. Como ¢ possivel notar, hd uma ativagio
maior e amplitude do heterdmero NR1/NR2A para todas as situagdes mostradas. Além disso, a
estimulagdo composta por pulsos de 0.1 ms (A e C) produz uma resposta consideravelmente menor,
em fungdo da taxa mais lenta de associag@o ao L-glutamato do NMDA. Dessa maneira, a estimulagdo
com pulsos mais longos, de 1 ms (B e D), produz uma corrente cerca de 2 vezes maior, independente
da freqiiéncia considerada.

Ap0s essa etapa de andlise dos receptores ionotropicos glutamatérgicos, iniciou-se a
validacdo do modelo das proteinas simuladas. Essa validacao foi feita com base nas curvas

dose-resposta caracteristicas de cada enzima, o que permite verificar seus valores de ECs, ou
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seja, a concentracdo de ativador necessaria para que a enzima atinja metade de sua atividade

maxima. Essa validacdo foi adotada por ser de facil comparagdo com resultados

experimentais, além de ser um dado amplamente utilizado.

Corrente do NMDA e influxo de Ca?" para a ocorréncia de uma tnica sinase
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Figura 35: A resposta de alguns componentes do neurdnio simulado para a estimulacdo por L-
glutamato. Nessa simulacdo, o modelo do neurdnio piramidal foi estimulado por um pulso de
Immol.L" de L-glutamato, com duragio de 1 ms, aplicado diretamente na zona sinaptica da espinha
dendritica. A presencga de L-glutamato, mesmo que por um breve intervalo de tempo como ocorre em
uma sinapse (Diamond e Jahr, 1997) determinou, no modelo, o influxo de Ca®* para o meio
intracelular, mostrado a direita, em fun¢do da abertura dos canais ligados aos receptores NMDA, a
esquerda. Cabe ressaltar que a grande magnitude na concentragio de Ca*" observada se deve ao
tamanho reduzido da espinha dendritica e estd em acordo com valores obtidos experimentalmente

(Sabatini et al., 2002).

Para o desenvolvimento das curvas dose-resposta, foi simulada a exposi¢do de cada
enzima para diferentes concentragdes de seu ativador, reproduzindo um tipico experimento de
caracterizagdo enzimatica in vitro. Para cada concentragdo de ativador simulada, foi anotada a
concentracdo de enzima ativa em estado estavel e, em seguida, esses dados foram organizados
na forma de graficos. Com isso, cada ponto nas curvas se refere ao estado estavel da enzima
ativa obtido em uma simulag¢do. Cabe ressaltar que nem todas as moléculas simuladas
possuem atividade enzimatica. Com isso, a CaM, por exemplo, que ndo ¢ uma enzima, foi

validada através de seu requerimento por Ca** para formar o complexo (Ca*"),CaM. E o valor
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obtido para a concentracdo de Ca*" necesséria para a formagdo de metade da concentragdo de
(Ca*)4CaM (~10 mol.L™") esta de acordo com os dados experimentais (Olwin et al., 1985;
Cox, 1988; Bayley et al., 1996; Persechini et al., 2000) (Fig. 36A).

Além da CaM, outra molécula simulada que ndo possui atividade catalitica ¢ a
neurogranina. Diferentemente da CaM, a neurogranina ndo apresenta nenhum tipo de
ativador. Considerando, no entanto, a habilidade da neurogranina em se associar a ApoCaM,
sua validagdo foi feita com base em sua concentragdo necessaria para reduzir a concentragdo
de CaM livre através da formacdo do complexo CaMNg. Os resultados obtidos também estdao

em acordo com observagdes experimentais (Baudier et al., 1989; Gerendasy et al., 1994)

(Fig.36B).
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Figura 36: Curvas dose-resposta da CaM e da neurogranina. A curva para a formacdo do complexo
(Caz+)4CaM em fungdo da concentragdo de Ca’" livre indica um valor de ECs, da ordem de 10 mol.L"!
e acordo com os dados medidos experimentalmente (Olwin et al., 1985; Cox, 1988; Bayley et al.,
1996; Persechini et al., 2000). Ja a curva para os valores de CaM livre obtidos em fungdo da
concentracdo de neurogranina indicam a reducdo da concentracdo de CaM para 50% de seu valor
inicial para concentragdes de neurogranina em torno de 10 mol.L™" (Baudier et al., 1989; Gerendasy et
al., 1994).
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Em relacdo as moléculas simuladas que possuem atividade enzimatica, sua validagdo
foi feita com base na verificacdo de seus valores de ECsyp. As enzimas que dependem de
Ca’’/CaM foram caracterizadas segundo o mesmo padrio, ou seja, cada molécula foi
analisada isoladamente e, em presenca de concentracdo de CaM saturante (10 umol.L'1 de
CaM para 0.1 pmol.L" de enzima), a concentracio de Ca*" foi variada. A Fig. 37 e 38
mostram os resultados obtidos para a CaMKII, a calcineurina, a PDE e a AC, NOS ¢ para a
PKA, todos em acordo com dados experimentais sobre a ativacdo de cada enzima (as espécies
ativas sdo representadas com um asterisco). No modelo, portanto, a CaMKII exibe metade da
ativagio méxima para concentragdes de Ca®" da ordem de 0.2-0.5 pmol.L" (Hanson e
Schulman, 1992; Gaertner et al., 2004b) (Fig. 37A), valor similar ao requerido pela fosfatase
calcineurina (ECsy ~ 0.5-1 umol.L'l) (Kincaid e Vaughan, 1986; Stemmer e Klee, 1994; Feng
e Stemmer, 2001) (Fig. 37B), e também pela NOS (ECso ~ 0.5 pumol.L™") (Bredt e Snyder,
1990) (Fig. 37C). A PDE, embora possua uma afinidade alta por Ca*"/CaM, apresenta valor
de ECs, consideravelmente maior (~1 - 5 pmol.L™") (Cox et al., 1981; Huang et al., 1981)
(Fig. 38A). Ja a AC, como foi mencionado anteriormente, possui resposta bifasica ao Ca*',
sendo estimulada por concentragdes ionicas dentro da faixa de variagdo fisioldgica, mas inibia
por valores de Ca*" (ICsp) maiores (ECso ~ 0.8 umol.L" e ICso ~ 10 umol.L™), o que seu
modelo reproduziu adequadamente (Fig. 38B) (Ferguson e Storm, 2004). A PKA, cuja curva
dose-resposta ¢ mostrada na Fig. 38C, ndo depende de Ca’*/CaM, mas de AMPc. Portanto,
essa curva foi tracada através da exposicdo da enzima para diferentes concentragdes de
AMPc. Em concordancia com os dados experimentais, a PKA simulada demonstrou metade
de sua ativagio maxima para valores de AMPc da ordem de 0.1 umol.L™ (Gibson e Taylor,

1997; Francis ¢ Corbin, 1999).
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Figura 37: Curvas dose-resposta da CaMKII, da calcineurina e da NOS. Para as enzimas que
dependem de Ca®/CaM, as curvas foram tragadas mantendo-se a concentragdo de CaM constante e
variando-se apenas a concentragdo de Ca’". Em A é mostrada a curva a CaMKII indicando ECs, de
cerca de 0.5 ;,tmol.L'1 (Hanson e Schulman, 1992; Gaertner et al., 2004b). Em B € mostrada a curva da
fosfatase calcineurina, com ECs, de cerca de 5 umol.L'1 (Kincaid e Vaughan, 1986; Stemmer e Klee,
1994; Feng e Stemmer, 2001). E em C ¢ demonstrada a curva da NOS, que possui ECsy de
aproximadamente 0.5 umol.L™" (Bredt e Snyder, 1990).
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Figura 38: Curvas dose-resposta da PDE, da AC e da PKA. Em A é mostrada a curva dose resposta da
PDE, com ECs, de cerca de 5 umol.L™" (Cox et al., 1981; Huang et al., 1981). Em B é mostrada a
curva bifasica da AC, que ¢ inibida por concentragdes de Ca" altas (Ferguson e Storm, 2004). E, em
C, ¢é vista a curva dose-resposta da PKA, ativada por AMPc, com ECs, de aproximadamente 0.1
pmol.L™" (Gibson e Taylor, 1997; Francis e Corbin, 1999).

Em seguida, foram feitas as validagdes das moléculas que integram a via da PKC
convencional. Essas analises foram feitas a partir dos ativadores especificos para cada

molécula simulada. O inicio da ativacdo dessa via ocorre através da associacdo de L-
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glutamato com o mGIuR, com ECs de aproximadamente 1 pmol.L™ (Martin et al., 1993;
Jensen et al., 2003) (Fig. 39A).

Posteriormente, ha a ativacao da proteina Gay;, que, por sua vez, determina a ativagdo
da PLCP. A validagao desse ponto da via foi feita em fungdo da atividade de GTPase da Ga1,
cuja a curva ¢ mostrada na Fig. 39B.

Uma vez ativa, a PLCP produz DAG e IP;. Assim que ¢ produzido, o IP; media a
liberagdo intracelular de Ca™". A principal caracteristica desse processo € seu carater bifésico,
em funcdo de sensibilidade do receptor de IP; as concentragdes intracelulares de Ca*"
(Bezprozvanny et al., 1991). Assim, para concentragdes citoplasmaticas de Ca*" de 107
mol.L™ até cerca de 10 pmol.L™', o préprio Ca®" se associa aos receptores de IP; e estimula
sua liberacdo, aumentando a probabilidade de abertura dos canais ligados aos receptores.
Porém, para concentracdes do ion acima desse valor, ele passa a atuar inibindo a sua liberacdo
intracelular, através da diminuicdo da probabilidade de abertura dos canais ligados aos
receptores de IP; (revisto em Foskett et al., 2007). Esse comportamento ¢ muito caracteristico
e foi utilizado para validar o modelo do receptor de IP; através da simulacdo da exposi¢cdo do
receptor a diferentes concentracdes de Ca”" e verificando a variagdo em sua probabilidade de
abertura. O resultado obtido, mostrado na Fig. 39C, estd plenamente em acordo com dados
experimentais (Bezprozvanny et al., 1991; Mak et al., 2003).

O tultimo ponto dessa via caracterizado foi a PKC, que foi analisada em fung¢ao de seu
requerimento por Ca™", cujo valor de ECs fica em torno de 1 umol.L" (Keranen e Newton,
1997; Kohout et al., 2001). Para isso, sua atividade foi analisada em presenca de diferentes
concentragdes de DAG (1 pmolL”, 10 pmolL' e 100 pmol.L™'), demonstrando o
requerimento dos dois ativadores, ou seja, Ca®" e DAG, para que a enzima atinja sua atividade

maxima (Fig. 39D).
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Figura 39: Curvas dose-resposta para os componentes da via da PKC. Em A ¢ mostrada a
curva dose-resposta para a ativacdo do mGluR em fungdo da concentragdo de L-glutamato,
com ECsq de 1 umol.L'1 (Martin et al., 1993; Jensen et al., 2003). Em B ¢ mostrada a curva
para a taxa de GTPase da proteina G, em fun¢do da concentracdo de GTP (Mukhopadhayay e
Ross; 1999). Em C ¢ mostrada a curva de probabilidade de abertura do canal do receptor de
IP; em funcdo da concentragio de Ca’", evidenciando seu caracteristico padrdo bifasico
(Bezprozvanny et al., 1991; Mak et al., 2003). J&4 em D ¢é demonstrada a curva de ativagdo da
PKC em fungdo da concentragdo de Ca®’ livre e na presenga de diferentes concentracdes de
DAG (1 umol.L™, 10 pmol.L™" ¢ 100 umol.L™"), indicando o requerimento dos dois ativadores
para a maxima ativa¢ao da enzima (Keranen ¢ Newton, 1997; Kohout et al., 2001). A curva
com atividade méaxima se refere a presenga de 100 pmol.L™ de DAG, seguida pelas curvas de
10 pmol. L 1 pmol.L™.

Por fim, foram analisadas as enzimas da via da MAPK ERK1/2. A primeira molécula
analisada foi a Ras, a partir de sua ativacdo em fun¢do da presenca de Ras-GRF1. Existem
poucos artigos de caracterizagdo da Ras em funcdo de seus reguladores. Por isso, ndo foi

possivel tracar sua curva dose-resposta no mesmo padrao utilizado para as demais enzimas
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simuladas, ja que ndo foram encontrados dados que pudessem ser usados para comparacao.
Assim, seu modelo foi caracterizado apenas com base na porcentagem de liberacdo de GDP
em fungdo da concentragdo de Ras-GRF1, reproduzindo o experimento reportado por Gotoh
et al., (1997) (Fig. 40A).

Em seguida, foi feita a curva dose-resposta para a Raf-1 em fun¢do da concentracao de
Ras ativa. Como ¢ possivel observar na Fig. 40B, o modelo da Raf-1 apresenta um valor de
ECs, baixo, de acordo com a alta afinidade entre as duas enzimas, com valor de Kp em torno
de 10 mol.L"! (Gorman et al., 1996; Kiel et al., 2004). No modelo simulado, o valor de ECsg
obtido ficou em torno de 0.1 urnol.L'1 (Fig. 40B). No entanto, ndo foram encontrados valores
na literatura que pudessem ser utilizados para comparagdo. O mesmo fato ocorreu para todas
as demais moléculas dessa via, que ndo puderam ser validadas, pois ndo foram encontrados
dados sobre seus valores de ECsy ou outros parametros que pudessem ser usados para
comparagdo. Na Fig. 40C ¢ mostrada apenas a resposta da via em estado-estavel, indicando
seu caracteristico comportamento biestavel, no qual a ERKI1/2, em fungdo da alta
cooperatividade presente em todos os niveis de sua via de ativagdo, apresenta uma ativacao
com um carater denominado ultra-sensivel (Huang e Ferrel, 1996).

Com essas analises, todo o modelo foi validado com base em sua comparacdo com o0s
dados disponiveis na literatura. Certamente, essa validagdo ¢ limitada, especialmente para os
heteromeros dos receptores AMPA simulados com TARP e para a via da MAPK ERKI1/2.
Porém, ndo existem dados suficientes que possibilitem uma andlise mais aprofundada desses

componentes, 0 que impossibilitou a realizac¢do de verificagdes mais precisas e aprofundadas.
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Figura 40: Curvas para caracterizagdo da Ras e da Raf-1. Como ndo foram encontrados os valores de
ECs para a Ras, sua validagdo foi feita através da curva da concentracdo de Ras-GRF necessaria para
que a Ras apresente metade de sua concentrago livre de GDP (A). Ja para a validagdo da Raf-1 (B),
ndo foram encontrados valores de ECsp. Em C é mostrado o padrdo de ativagdo da via da MAPK
ERK1/2, indicando a alta cooperatividade de ativagdo da ERK1/2.
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Mas, apesar dessas limitagdes, vale a pena ressaltar que o modelo foi todo construido
utilizando pardmetros experimentais, e desta maneira, as suas propriedades emergentes,
provavelmente, devem refletir caracteristicas do sistema biologico que ainda ndo foram
mostradas experimentalmente devido a limitagdes inerentes a algumas técnicas.

Uma vez validado, o modelo foi utilizado para o estudo da LTP inicial hipocampal.
Para isso, € necessario esclarecer exatamente as questdes principais que foram consideradas.

Quando o projeto para a realizacdo desse trabalho foi proposto, seu objeto era simular
o neurdnio piramidal contendo as vias de sinalizacdo da LTP, e, com esse modelo, estudar os
mecanismos necessarios para induzir o aumento do peso sinaptico. Para isso, foi necessario
simular os componentes que integram a LTP, ou seja, o neuronio, alguns de seus receptores
sinapticos e determinadas vias de sinalizagdo. Porém, a LTP ndo ¢ um evento que resulta
simplesmente da ativagdo de algumas enzimas, mas ¢ um processo no qual a ativacdo de
algumas moléculas supera a de outras. Essa ativagdo maior ¢ a etapa inicial para a
compreensdo da LTP e envolve a seguinte questdo: que caracteristicas as enzimas essenciais
da LTP possuem que favorecem a sua ativacdo mediante protocolos especificos? Nesse
sentido, € necessario considerar que a LTP inicial ¢ um fendmeno persistente, gerado por um
estimulo transiente. Com essa pergunta em mente, uma parte consideravel desse trabalho se
dedicou, exclusivamente, a identificar quais sdo os mecanismos da rede de sinalizacao da LTP
que a tornam possivel. Em adig@o a esses pontos, foi necessario considerar outro aspecto: uma
vez que essas enzimas estdo ativas, como elas mediam o aumento do peso sinaptico? Nesse
sentido, foi necessario fazer um amplo levantamento bibliografico, buscando responder a
essas questoes com base nas hipoteses mais recentes propondo mecanismos que explicam,

exatamente, como a LTP ocorre.
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4.2 A LTP inicial e as propriedades intrinsecas de suas moléculas: a
decodificacao temporal

A LTP inicial hipocampal requer, basicamente, a ativacdo de apenas quatro proteinas:
a CaMKII, a PKA, a PKC ¢ a MAPK ERK1/2 (Fig. 41). Portanto, a compreensdo de sua
ocorréncia passa, necessariamente, pelo entendimento de quais mecanismos possibilitam a
ativacao preferencial dessas enzimas, em conseqiiéncia a breves estimulagdes, em detrimento
de outras proteinas, cuja acdo estd implicada com eventos celulares diferentes, incluindo

outras formas de plasticidade sinaptica.

Figura 41: As enzimas essenciais da LTP e seus mecanismos de ativacdo. A LTP inicial hipocampal
NMDA-dependente requer, basicamente, a ativagdo de apenas quatro enzimas: a CaMKII, a PKA, a
PKC e a MAPK ERK1/2, que, no modelo, foram simuladas a partir de seus mecanismos de ativagao e
regulacdo induzidos através, exclusivamente da estimulacao celular com L-glutamato.
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A LTP ¢ induzida por protocolos muito particulares, compostos, na maioria das vezes,
por uma estimulagdo breve e intensa (Bliss e Collingridge, 1993; Taube e Schwartzkroin,
1988; Daoudal et al., 2002). Esses protocolos de indugdo sdo constituidos por descargas
elétricas aplicadas diretamente nas fibras que compdem o colateral de Schaffer, o que induz
uma liberagdo ritmica de L-glutamato na fenda sinaptica (Sabatini e Regehr, 1999; Sweatt,
2003). O principal protocolo de indu¢do da LTP, denominado estimulagdo de alta freqiiéncia
(HFS, high frequency stimulation), ¢ composto apenas por 1 trem de pulsos com freqiiéncia
de 100 Hz, aplicado no colateral de Schaffer por 1 segundo (Taube e Schwartzkroin, 1988).
Outros exemplos de protocolos sdo formados por trés pulsos de 100 Hz separados por alguns
minutos, ou ainda, por 3 trens de 5 Hz, separados por 20 segundos, sendo que cada trem ¢
formado por 10 estimulos compostos, individualmente, por 4 pulsos de 100Hz. Além desses
protocolos, hd outros que utilizam variagdes nos padroes de freqiiéncia e niumeros de trens
(Malinow e Tsien ; 1990; Bi e Poo, 2001). Mas, o que ¢ importante notar ¢ que todos os
protocolos de indugdo de LTP sdo constituidos por estimulos rapidos e intensos.

Com base no requerimento da LTP por protocolos de indugcdo compostos por padroes
de estimulos breves e em alta freqiiéncia, uma questdo analisada com o modelo desenvolvido
nesse trabalho foi quais sdo os possiveis mecanismos celulares que determinam tal
requerimento.

Como ja foi mencionado, a LTP depende da ativacdo, principalmente, de quatro
enzimas. Nesse sentido, para se compreender como a LTP ocorre, ¢ importante considerar
como essas enzimas podem ser ativadas através de estimulos breves. Na literatura, uma
hipétese comum que vincula a estimulagdo breve com a indugdo de LTP ¢ a grande
sensibilidade que algumas moléculas apresentam para os padrdes de variacdo na concentragdo
intracelular de Ca?*. Em funcdo dessa propriedade, a ocorréncia da LTP seria explicada,

essencialmente, pela sua dependéncia de enzimas capazes de se tornarem ativas mesmo
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quando s@o estimuladas por sinais muito breves (Lisman, 1989; Zhabotinsky, 2000). Ou seja,
segundo essa hipotese, o ponto central para a ocorréncia de LTP esta na alta sensibilidade de
algumas moléculas as variagdes da concentracdo de Ca’’, propriedade intrinseca que
determinaria a ativacdo preferencial de algumas enzimas em detrimento de outras, de acordo
apenas com o padrao de estimulacdo considerado.

Com base nessa hipotese, o primeiro ponto analisado com o modelo foi a sensibilidade
das vias simuladas as varia¢des de Ca*". O Ca* ¢ o estimulo que inicia, intracelularmente, a
LTP. Porém, o aumento em sua concentracdo ¢ breve, o que ocasiona a ativagdo preferencial
das moléculas com alta afinidade ¢ altas taxas de associa¢do a esse ion. E, uma forma de
verificar tal caracteristica, & expor, isoladamente, as vias simuladas a padroes distintos de
sinais de Ca’’. Dessa maneira, é possivel verificar, exatamente, a magnitude de ativagdo
apresentada por cada molécula simulada para estimulos oscilatorios de Ca" e, através desse
procedimento, estabelecer uma relagdo entre sua sensibilidade ao Ca®* e sua ativagio em
funcdo do protocolo de indugdo de LTP.

Duas enzimas da LTP, a PKC ¢ a CaMKII, sdo exemplos bastante conhecidos de
moléculas sensiveis as oscilacdes de Ca* (De Koninck e Schulman, 1998; Oancea e Meyer,
1998; Mogami et al., 2003; Violin et al., 2003). Tal caracteristica possibilita que a PKC
apresente atividade catalitica oscilatoria, ou seja, tdo logo ha um aumento de Ca*" no meio
intracelular, ela se torna ativa e fosforila, de forma pulsatil, inimeros substratos. De maneira
analoga, esse padrdo de estimulagdo possibilita que a CaMKII se autofosforile entre uma
oscilagdo e outra, fato que determina que ela atinja um alto grau de ativagdo, mesmo quando
estimulada por sinais compostos por breves pulsos de Ca®" (De Koninck e Schulman, 1998).
Com base nesses aspectos, 0 modelo das vias de ativacdo dessas duas enzimas foi exposto,
isoladamente, a estimulos artificiais de Ca*" compostos por pulsos de freqii€ncia, duracao e

amplitude diferentes. A inten¢do com esse procedimento foi verificar apenas a magnitude de
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ativacdo apresentada por cada uma dessas moléculas em funcdo de sua estimulag@o por sinais
oscilatorios.

Na Fig. 42 e 43 sdo mostradas as respostas do modelo da PKC e da CaMKII para
diferentes freqiiéncias de Ca®", com pulsos de duracdo de 10 ms, e amplitude de 10 umol.L™.
Como ¢ possivel observar, quando estimuladas por sinais formados por breves pulsos de Ca®",
ambas as enzimas atingem uma alta porcentagem de ativacdo, fato que indica que, em

situacdes de variacdo rapida na concentracdo intracelular de Ca®’, certamente, essas moléculas

deverdo ser ativadas facilmente.

A Ativagido da PKC para diversas freqiiéncias de Ca®"
1007
92
2 Hz —
80 r
5SHz ssmmmmn

70
3 20 Hz I
< 60 [
8 : :
5 LARRE LN 100H  s—
z 50 |- H i Pe T
I H X B
[5) H-Y FE- 4
< Y HE .
E 40 |- REEE :
5} H [ H .
g E H
g 30 5 o
o . .
8 N | p

20 S A

10 - Y " RN

0 . . \ .

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Tempo (ms)

Figura 42: A atividade oscilatoria da PKC em fungdo de sua estimulag@o por estimulos oscilatorios de
Ca’". A PKC ¢ altamente sensivel as variagdes temporais na concentragio de Ca’", caracteristica que
pode ser observadas nas curvas acima que mostram a ativagdo dessa enzima (1 pmol.L™), em fungio
de sua estimulagio por pulsos de 10 ms de Ca*", sendo cada um de 10 pmol.L™".

Ainda vale ressaltar que, nessa situagdo de estimulagdo simulada, a PKC apresentou
uma atividade altamente oscilatoria, comportamento que estd em concordancia com dados
experimentais (Oancea e Meyer, 1998; Mogami et al., 2003; Violin et al., 2003). E esse fato

. . , 2+ .
aponta que, apesar de ser facilmente ativada por estimulos breves de Ca™, essa enzima
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também ¢ desativada rapidamente. Essa caracteristica sugere que, provavelmente, durante a
LTP, a PKC ¢ ativada apenas por um breve periodo e, apds o término da estimulacdo inicial,
ela rapidamente retorne a seu estado basal. Tal propriedade apresentada pelo modelo nunca
foi observada experimentalmente, mas estd em acordo com o requerimento da PKC para a
inducdo da LTP inicial, e ndo para a sua expressdo (Malinow et al., 1988; Sweatt, 1999;
Dineley et al., 2001). Cabe ressaltar, porém, que alguns autores defendem o requerimento da
ativacao persistente da PKC durante toda a fase inicial da LTP (Klann et al., 1991; 1993), mas
esse ponto nao ¢ consensual (Blitzer et al., 2005; Zhabotinsky et al., 2006).

A PKC convencional, espécie que foi simulada nesse modelo, apresenta,
experimentalmente, uma rdpida desativagdo em funcdo do decréscimo na concentracdo
intracelular de Ca®" (Keranen e Newton, 1997). No entanto, a PKC também pode permanecer
persistentemente ativa através de sua proteolise (Takai et al., 1977), processo que ¢ mais
estudado com uma isoforma da PKC atipica, a PKCC, e esta vinculado com a manutencao da
ativacdo dessa enzima durante a fase final da LTP (Sacktor et al., 1993; Serrano et al., 2005).
A protedlise das isoformas convencionais da PKC também pode ocorrer sustentando, por
exemplo, suas atuagdes durante a LTP. No entanto, ndo ha, até o momento, nenhuma
comprovagdo de que um mecanismo desse tipo na LTP inicial.

Diferentemente da PKC, a CaMKII tem a habilidade de se manter persistentemente
ativa, mesmo apds sua estimulacdo apenas por sinais transientes de Ca®". Mas essa
persisténcia s6 ¢ observada para algumas espécies da CaMKII ativa. Ou seja, no modelo da
CaMKII, ha diversos estados ativos dessa enzima. Assim, ela inicia sua ativacdo com sua
autofosforilacdo e, gradativamente, se dissocia do Caz+, mantendo-se ativa, até chegar a
espécie denominada trapped, na qual essa enzima encontra-se associada apenas com a
ApoCaM. Esse estado ¢ duradouro e, no modelo, ¢ observado em alta porcentagem. Mas,

além desses estados, a CaMKII ainda continua ativa depois de liberar a CaM, estado
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. n . , 305/306
conhecido como autonomo, e pode se autofosforilar novamente, nos residuos Thr . De

. . + ..
todos esses estados, apenas os que se ligam diretamente ao Ca>" possuem atividade altamente
r 2+ : . ~ : r
sensivel ao Ca”', sendo capazes de variarem, rapidamente, em concentragdo, assim que héa o
aumento na concentracdo desse ion. E, essa sensibilidade ¢ transferida para os demais niveis
de atividade da enzima como um aumento persistente em sua ativagdo global. Por possuir tal
caracteristica, a CaMKII permanece ativa durante toda a LTP e ¢ fundamental para sua

ocorréncia (Lisman et al., 2002).

Ativaciio da CaMKII para diferentes freqiiéncias de Ca"
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Figura 43: Ativacio da CaMKII para diferentes freqiiéncias de Ca*". A CaMKII (1 umol.L™"), nesses
exemplos, foi estimulada por pulsos de 10 ms de Ca", sendo cada um de 10 pmol.L"', e em presenca
de 20 pmol.L™' de CaM. Embora a CaMKII seja altamente sensivel ao Ca’", essa sensibilidade ¢ mais
evidente para suas espécies que se associam diretamente ao Ca®", como pode ser visto em A, em que é
mostrada a resposta da CaMKII autofosforilada ligada ao complexo (Ca*"),CaM. Em B é mostra sua
espécie associada & ApoCaM (CaMKII trapped), que, em auséncia de Ca®", representa grande parte de
sua porcentagem ativa.

Além da CaMKII e da PKC, a LTP ainda requer a ativagdo da PKA e da MAPK
ERK1/2. Essas duas enzimas ndo sdo ativadas, diretamente, por Ca*", porém, as moléculas
que atuam em suas ativagdes sdo dependentes do complexo Ca®’/CaM. Nesse sentido, antes
de considerar as vias da ERK1/2 e da PKA, ¢ importante analisar outro aspecto: a resposta da

2+ ./ . s s . . ~ . ’
CaM ao Ca“', ja que ¢ ela que ird mediar a ativacdo de todas as demais proteinas.
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Como ja foi mencionado, entre todas as moléculas que atuam na LTP, poucas se ligam
diretamente ao Ca®". Porém, muitas requerem Ca*"/CaM. Assim, a CaM ndo apenas é um
fator limitante para a ocorréncia de LTP, mas principalmente, ¢ o ponto inicial da sinalizacao
de Ca*' para inimeras vias (Persechini e Stemmer, 2002; Tran et al., 2003; Xia ¢ Storm,
2005).

Para atuar como mediador da sinalizagdo de Ca®", a CaM deve se ligar a ele, rapida e
reversivelmente, ¢ mediar a sua atuacdo através de uma mudanca conformacional brusca e
imediata, fato que possibilita o seu reconhecimento e a sua associagdo com seus alvos (Chin e
Means, 2000). No entanto, a sensibilidade da CaM ao Ca’" é um evento pouco explorado na
literatura. Para verificar esse aspecto no modelo, da mesma maneira como foi feito com a
CaMKII e com a PKC, a CaM foi exposta ao Ca®" de maneira isolada, ou seja, sem a presenca
de outras moléculas no meio, para evitar que a competi¢io por Ca’" entre diferentes enzimas
mascarasse o padrdo de resposta observado. Essa exposi¢do foi feita utilizando padrdes de
estimulos de Ca®" artificiais, e que foram variados em amplitude, duragdo e numero exatos de
pulsos. Os resultados obtidos, mostrados parcialmente na Fig. 44, demonstram que as espécies
de CaM ligadas ao Ca*', ou seja, (Ca2+)CaM, (Caz+)2CaM, (Ca2+)3CaM e (Caz+)4CaM, se
alternam em intensidade, isto ¢, em porcentagem de ocorréncia, de acordo com o padrdo de
estimulagdo utilizado. Assim, quando a amplitude de Ca*" ¢ alta (Fig. 44A), mesmo para
baixa freqliéncia (5 Hz), hd uma grande porcentagem de proteina complexada na forma
(Ca2+)4CaM, que ¢ a espécie que determina a ativagao, indiretamente, da ERK1/2 e da PKA.
Se a amplitude de variagdo de Ca®" é menor, s6 ha uma prevaléncia das espécies de CaM com
trés e quatro Ca*" para freqiiéncias maiores (Fig. 44B). Nesse sentido, um fato importante
para ser ressaltado ¢ que, numa situagdo em que ndo ha a prevaléncia do complexo
(Ca2+)4CaM, as enzimas que possuem a habilidade de se associarem com a CaM com menos

2+ . ~ . , . ~
de quatro Ca” tem sua ativagdo favorecida através de sua ligacdo com a CaM com menos de
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quatro ions. Assim, essas moléculas armazenam a CaM em sua estrutura e, quando ha um
~ 2+ ’ re:
novo aumento na concentra¢do de Ca™, esses ions preenchem os sitios da CaM que estavam

vazios, possibilitando sua ativagdo rapida.

Formacio das espécies da Calmodulina ligada ao Ca®" para diferentes padrdes de estimulagio
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Figura 44: Formacdo das espécies de CaM associadas ao Ca’" em fungdo de padrdes oscilatorios de
variagio na concentragio desse fon. A CaM pode apresentar quatro espécies ligadas ao Ca’’,
(Ca®CaM, (Ca’"),CaM, (Ca’");CaM e (Ca*"),CaM, que se alternam em magnitude, indicada por
porcentagem de ativagio, de acordo com a amplitude, duragdo e freqiiéncia dos pulsos de Ca®*
utilizados com estimulo. Para exemplificar esses comportamentos, em A ¢ mostrada a resposta da
CaM para pulsos de 5 Hz de Ca®*, com concentragdo de 100 pmol.L"', e em B, a resposta para 100 Hz
de Ca®", com concentragdo de 10 umol.L" por pulso.

Como a CaM apresenta um padrio de resposta altamente sensivel as variagdes na
concentragdo de Ca®’, foi importante verificar qual ¢ a extensdo dessa sensibilidade para as
demais moléculas essenciais da LTP, ou seja, a PKA e a ERK1/2. Para analisar esse ponto, as
vias da PKA e da ERK1/2 foram expostas, isoladamente, a padrdes de estimulagao compostos
por oscilagdes de Ca®". Como pode ser observados nas Fig. 45 ¢ 46, ambas as vias sdo
altamente sensiveis ao Ca®" no seu primeiro nivel, ou seja, na AC para a via da PKA e na Ras-
GREF, para a via da MAPK ERK1/2. E essa sensibilidade indica que as enzimas que se ligam
diretamente ao complexo Ca®"/CaM nessas vias sdo capazes de se tornarem ativas, ¢ em

3 : X fad 2+
grande proporcdo, mesmo com estimulagdo composta por sinais breves de Ca”™ . Dessa
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maneira, durante a indugdo de LTP, assim que ha o aumento na concentragdo de Ca*" no meio
intracelular, elas rapidamente respondem e mediam a ativacdo dos demais componentes de
suas vias. Com base nesses comportamentos observados, que emergem de propriedades
intrinsecas dessas moléculas, é possivel afirmar que, um dos pontos centrais para a ocorréncia
de LTP ¢, de fato, a habilidade de algumas moléculas para se tornarem ativas em fun¢do de
um sinal breve, o que estd em acordo com hipoteses sugeridas por alguns autores (Lisman,

1989; Zhabotinsky, 200; Dineley et al., 2001; Lisman et al., 2002).

Ativaciio da AC e da PKA para diferentes freqiiéncias de Ca**
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Figura 45: Estimulacio da via da PKA para diferentes freqiiéncias de Ca**, compostas por pulsos de 10
pumol.L”, com 10 ms de duragio por pulso e 1 s de tempo total de estimulagio, em presenga de
20umol.L" de CaM. Como é possivel observar em A, enquanto a ativagio da AC mostra um alto grau
de variacdo oscilatoria, acompanhando as freqiiéncias de Ca’’, a PKA, mostrada em B, ¢ ativada de
maneira continua, sem sofrer o efeito da variagdo temporal da AC. No entanto, esse padrao de ativagdo

da AC pode permitir, durante a LTP, que a PKA seja ativada em func¢do de uma variagdo breve na
concentracdo intracelular de Ca*".

p .. 2+ L, . . .
Porém, no meio intracelular, o aumento de Ca” necessario para induzir LTP pode
. : . : . 2+
ativar outras enzimas, destacando-se a calcineurina, que € uma fosfatase Ca™ -dependente, ¢ a
enzima PDE, responsavel pela hidrolise de AMPc. Ambas as proteinas apresentam um padrao

C. 2+ . .
de resposta similar frente ao Ca”’, sendo ativadas em uma porcentagem muito menor do que
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as outras moléculas anteriormente mostradas, fato que foi verificado utilizando os mesmos
padroes de estimulagdo ja descritos. Os resultados obtidos mostram que tanto a PDE quanto a
calcineurina ndo apresentam atividade oscilatoria, mas possuem uma ativa¢do que aumenta,
proporcionalmente, com a freqiiéncia de estimulagio de Ca®" utilizada. E esse comportamento
deve ocorrer em funcdo, principalmente, da somagdo na concentracdo de enzima ativa ao
longo da ocorréncia dos pulsos de Ca’". No entanto, em funcdo, provavelmente, de taxas
lentas de associacdo aos seus ativadores, ambas as enzimas apresentam uma porcentagem de
ativacdo muito menor que as demais proteinas analisadas (Fig. 47). Vale ainda notar que a
PDE, diferentemente das demais proteinas simuladas, reteve a Ca*"/CaM por um periodo de
tempo longo, mesmo ap6s o término do estimulo. Essa caracteristica ¢ comum para algumas
moléculas e tem sido apontada como um ponto essencial para a compreensdo de diferentes

eventos celulares (Xia e Storm, 2005).

Ativagiio de algumas enzimas da via da ERK1/2 para diferentes freqiiéncias de Ca®*
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Figura 46: Ativagio da Ras-GRF e da Ras para diferentes freqiiéncias de Ca®", compostas por pulsos
de 10 pmol.L"', com 10 ms de duragdo por pulso e 1 s de tempo total de estimulagdo, em presenca de
20pmol.L" de CaM. No modelo de LTP inicial desenvolvido nesse trabalho, a ativagio da ERK1/2 é
mediada pelo Ca®" através da ativagdo da Ras-GRF, mostrada em A, que requer Ca>"/CaM para se
tornar ativa. Como ¢é possivel notar, enquanto a Ras-GRF ¢ altamente sensivel as oscilagdes de Ca",
acompanhando seu padrao pulsatil de variacdo, a Ras, em B, responde as oscilagdes da Ras-GRF
apenas em magnitude de ativagdo, e transmite essa resposta para as demais enzimas da via.
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Ativagio da PDE e da calcineurina para diferentes frequéncias de Ca”
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Figura 47: Ativacdo da PDE e da calcineurina por diferentes freqiiéncias de Ca®’, compostas por
pulsos de 10 umol.L", com 10 ms de duragio por pulso e 1 s de tempo total de estimulagdo, em
presenca de 20pmol.L" de CaM. Como é demonstrado, apesar de serem ativadas diretamente por
Ca’*/CaM, nem a PDE (A) nem a calcineurina (B) apresentam atividade oscilatéria. Além disso, ha
uma porcentagem de ativag@o bastante reduzida dessas enzimas em comparagdo com a ativagdo das
demais moléculas mostradas, estimuladas pelos mesmos protocolos de estimulagdo. Vale atentar, no
entanto, para ativagio persistente da PDE, que retém a Ca’"/CaM em sua estrutura.

A partir desses dados, pode-se sugerir que, apenas em fungdo de suas caracteristicas
intrinsecas, uma intensa estimulagdo como a utilizada para a induc¢ao de LTP, determina um
nivel alto de ativacdo de todas as quinases fundamentais para sua ocorréncia. E essa
propriedade fica ainda mais evidente quando essas enzimas sdo analisadas por outros padrdes
de estimulacao por Ca*". Com esse tipo de analise, como mostrado na Fig. 48, demonstra-se
que as enzimas da LTP que se associam diretamente ao Ca*" ou a0 complexo Ca”"/CaM, sdo
ativadas em grande porcentagem por sinais de Ca>” compostos por breves pulsos, mas com
ampla magnitude, ou seja, alta concentragdo do ion, como ocorre durante a inducao de LTP.
Além disso, as moléculas fundamentais para a LTP que ndo se ligam diretamente ao Ca* ou
ao complexo Ca*’/CaM apresentam padrdes de resposta altamente sensiveis a ativagio de
outras enzimas de suas vias o que determina que, para breves estimulos, elas sejam ativadas
em grande porcentagem. Nesse sentido, o que se torna evidente ¢ que a LTP depende de

proteinas cuja ativacdo ocorre facilmente com estimulos breves, como os utilizados para
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induzir esse fendomeno. E essa caracteristica se torna mais evidente quando se compara os

dados mostrados na Fig. 48, com os dados da calcineurina (Fig. 49).
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Figura 48: A sensibilidade intrinseca de algumas enzimas implicadas com a LTP as oscilagdes de Ca*".
Para verificar como as moléculas simuladas respondem a diferentes padrdes de estimulos de Ca", elas
foram expostas, individualmente ou em presenga de CaM, para os casos das moléculas que nio se
ligam diretamente a esses fons, a nove protocolos distintos, que variaram em concentragio de Ca®" (1:
1 pmol.L™", 2: 10 pmol.L™", 3: 20 umol.L™), e em freqiiéncia de oscilagio (1: 2 Hz, 2: 5 Hz, 3: 20 Hz,
4: 100 Hz). Com esses padrdes de estimulagio, utilizando sempre uma concentragio de 0.1 pmol.L™
da molécula analisada, foi possivel perceber que ha uma grande diferenga no comportamento dessas
enzimas frente ao Ca*". Para quantificar essa diferenca, a curva de concentragio do estado ativo de
cada molécula simulada, obtida em fun¢do de cada protocolo usado, foi integrada. O valor maximo
obtido com essa integragdo foi considerado como 100% de ativag@o. E, os demais valores, foram
transformados em porcentagem de ativagdo em fungdo do valor definido como 100%. Com esse
procedimento, foi possivel observar que a ativagdo das enzimas mostradas ¢ maior conforme se utiliza
protocolos de estimulagdo compostos por pulsos com intensidade maior e apresentados em altas
freqiiéncias, como ocorre durante a indugdo de LTP.

A calcineurina tem uma das maiores afinidade por CaM reportada, no entanto, suas

taxas de associacdo ¢ de dissociagdo com seu ativador sdo lentas. Por isso, sua resposta a
2+ ~ r ;s . r o] c o~

presenca de Ca” nao ¢ rapida, ou seja, € necessario haver uma grande variacdo na

concentragdo idnica, ou, provavelmente, uma variacdo por um longo periodo, para que essa



139

enzima passe a responder. Esse fato, certamente, explica por que a LTD, processo no qual a
atuacdo da calcineurina € essencial, requer protocolos de indu¢do compostos por cerca de 900

pulsos de estimulagdo com 1 Hz de freqiiéncia (Taube e Schwartzkroin, 1988; Sweatt, 2003).

Calcineurina

Porcentagem de ativagéo (%)

Frequéncia

Concentracdo

Figura 49: A sensibilidade da calcineurina as oscilagdes de Ca®". Para verificar como a calcineurina
responde ao Ca’", foram utilizadas 3 concentragdes diferentes de Ca>" (1: 1 pmol.L™, 2: 10 pmol.L™,
3: 20 umol.L™"), com freqiiéncias de oscilagdes distintas (1: 2 Hz, 2: 5 Hz, 3: 20 Hz, 4: 100 Hz). Com
esses padrdes de estimulagio, e utilizando 0.1umol.L" da calcineurina, foi possivel observar que essa
enzima requer uma grande variagdo na concentragio de Ca’" para se tornar ativa. Mas, vale ressaltar
que, nesse grafico, a porcentagem de ativagdo da enzima foi calculada a partir da integrag@o da area de
sua curva de ativagdo. Nesse sentido, a ativacdo mais alta obtida para um protocolo especifico foi
considerada como 100 %. Os demais valores de ativagdo foram colocados em porcentagens a partir
desse valor maximo. Portanto, vale ressaltar que, nessas situagdes, embora ndo seja demonstrado, a
ativacdo da calcineurina, em concentragao, €, sempre, baixa.

No entanto, no meio intracelular, além da calcineurina, existem outras fosfatases, e
varias delas s3o constitucionalmente ativas. Com isso, a ativagdo das enzimas requeridas pela
LTP pode ser, rapidamente, revertida. Nesse sentido, apesar da sensibilidade intrinseca dessas
moléculas ao Ca®" favorecer suas ativacdes para os protocolos de indugdo da LTP, apds o
término do estimulo, elas sdo desativadas.

A acgdo das fosfatases sobre as enzimas que integram a LTP pode ser facilmente
ilustrada considerando, por exemplo, a rapida inativacdo que elas promovem na CaMKII. A
CaMKII ¢ apontada, por muitos autores, como a principal molécula para a ocorréncia de LTP

(Lledo et al., 1995; Lisman et al., 2002; Sanhueza et al., 2007). Esse fato se explica por sua
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capacidade de se autofosforilar e permanecer ativa por longos periodos de tempo

(Zhabotinsky, 2000), situacdo que ¢ revertida por duas fosfatases, a PP2A e a PP1, que sdo

proteinas abundantes nos neurdnios piramidais da area CA1 (Strack et al., 1997a; Winder e
Sweatt, 2001). Uma vez presentes no meio, essas enzimas inativam a CaMKII e inibem a
manutengdo de seu estado persistentemente ativo impedindo, como conseqiiéncia, sua ac¢ao
durante a LTP. Para ilustrar esse fato, o modelo da CaMKII foi exposto, brevemente, a um
estimulo de Ca*’, o que determinou a ativacdo da enzima, e, em seguida, foi simulada a
presenga de PP1 por um pequeno intervalo. Como pode ser observado na Fig. 50, essa
situacdo simulada resultou na total reversdo da ativacdo da CaMKII indicando que, s6 a
presenga de Ca® ndo é capaz de induzir a manutengao da atividade dessa enzima.

PP1

IS LI

CaMKII \

autofosforilada

CaMKII trapped

Figura 50: A inativacdo da CaMKII pela PP1. A CaMKII ¢ uma das enzimas principais para a
ocorréncia de LTP e destaca-se das demais por possuir um complexo padrio de autofosforilagdo, que
possibilita sua permanéncia em um estado ativo auténomo. No entanto, a presenca de fosfatases
rapidamente causa sua inativacao, através de sua desfosforilagdo. Para ilustrar esse processo, 0 modelo
da CaMKII (1 pmol.L™") foi estimulado por 1 s por Ca*" (10 pmol.L™"), em presenga de CaM (20
pumol.L™), o que promoveu a rapida autofosforilagdo da enzima. Em seguida, com o término do
estimulo de Ca”>", a CaMKII passa de seu estado autofosforilado para o trapped. Para verificar a agdo
da fosfatase PP1 nesse processo, no periodo de 3 a 4 s, uma concentragio de PP1 (1 umol.L™), foi
inserida no modelo e depois retirada. Rapidamente, as duas espécies de CaMKII foram inativadas.
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Certamente, quando se consideram as moléculas da LTP integradas e estimuladas por
padrdes de variagio na concentragio de Ca®’, a resposta obtida é diferente. Para observar essa
resposta, primeiro é importante verificar, exatamente, como ¢ o padrio de variacdo
intracelular de Ca®" durante a inducio de LTP, o que foi feito através da exposi¢do do modelo
do neurdnio piramidal, contendo os receptores glutamatérgicos, para um protocolo de inducao
de LTP. Mas, inicialmente, ndo foram inseridas as vias intracelulares no modelo, para que
fosse possivel analisar, sem interferéncias, 0 aumento na concentragdo de Ca** produzido. A
estimulacdo utilizada consistiu em um Unico trem de L-glutamato com freqiiéncia de 100 Hz e
amplitude de 1 mmol.L"!, em acordo com a concentragio que ¢ liberada na fenda sinaptica
(Danbolt, 2001). E importante notar que, durante as simulagdes de indugdo de LTP, a
densidade de receptores de NMDA utilizado foi de 83.3 receptores por pm?, e a de AMPA foi
de 62.5 por pmz. Com isso, a despolarizacdo medida na cabega da espinha dendritica tem uma
componente mediada pelo NMDA maior. Mas esse fato era esperado. A quantidade de
AMPAs por sinapse varia muito, podendo chegar até a sua auséncia total (Liao et al., 1995;
Nusser et al., 1998; Nusser, 2000; Matsuzaki et al., 2001). No entanto, o valor usado como
inicial para a densidade de AMPAs foi escolhido com base na densidade média de canais
mostradas em dados obtidos com andlises protedomicas recentes, utilizando semi-
quantificagdes ¢ quantificagdes absolutas medidas por MALD-TOF (matrix-assisted laser
desorption/ionization-time-of-flight) (Husi et al., 2003; Peng et al, 2004; Sheng e
Hoogenraad, 2007).

Mesmo com uma densidade de AMPAs relativamente baixa, a estimulagao do modelo
com L-glutamato aplicado em alta freqiiéncia possibilitou um aumento grande na
concentragdo de Ca>", de acordo com o que era esperado. Em func¢ao do tamanho reduzido da

. L, . - 24 . . , . . ,
espinha dendritica, a variagdo na concentracdo de Ca” induzida por uma tUnica sinapse ¢
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bastante intensa, ficando em torno de 12 umol.L'1 (Sabatini et al., 2002). Para o protocolo
utilizado para induzir LTP, em decorréncia de somacao, esse valor foi mais alto (Fig. 51).
Posteriormente a essa verificacdo, as vias que compdem a LTP foram inseridas no
modelo, porém, as fosfatases e demais enzimas que, diretamente, contribuem para a
inativacdo das quinases requeridas para a ocorréncia de aumento de peso sindptico também

foram incluidas (Fig. 52).

O aumento da concentracio intracelular de Ca’" durante a inducao de LTP
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Figura 51: O padrdo de aumento na concentragio de Ca’" em fungio da indugdo de LTP por um pulso
de 100 Hz de L-glutamato durante 1s. A LTP ¢ induzida por protocélos especificos de estimulagdo que
determinam a rapida ativagdo dos receptores AMPA, seguida pela despolarizagdo local da membrana
celular, o que determina a ativag@o dos receptores NMDA, cuja corrente ¢ mostrada a esquerda, e, em
conseqiiéncia, um intenso aumento na concentragao local de Ca®’, mostrado 4 direita.

Entre as enzimas que integram a LTP, trés sdo diretamente inativadas por fosfatases: a
CaMKII, pela PP1 e pela PP2A, a MEK1/2, pela PP2A, e a ERK1/2, pela MKP (Shields et al.,
1985; Strack et al., 1997a; 1997b; Millward et al., 1999; Winder e Sweatt, 2001; Ceulemans ¢
Bollen, 2003; Dickinson e Keyse, 2006). A presenga dessas fosfatases determina,

rapidamente, o retorno dessas enzimas para seu estado basal. Além da acdo dessas fosfatases,
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ha ainda a PDE]1 (representada apenas por PDE), que ¢ dependente de Ca®"/CaM, e a PDE10,
que ndo requer ativador, que hidrolisam o AMPc, ocasionando a inativagdo, indiretamente, da
PKA (Domez-Lopacinska e Strosznajder, 2005; Goraya e Cooper, 2005). E, em adi¢do a essas
moléculas, hd a SynGAP, enzima que acelera a taxa de inativacdo da Ras e,
conseqiientemente, determina o término da ativagdo da via da ERK1/2 (Chen et al., 1998;
Kim et al., 1998; Oh et al., 2004; Kennedy et al., 2005). A SynGAP atua sobre a Ras tanto em
seu estado basal, quanto fosforilada pela CaMKII, o que causa um aumento em sua taxa
catalitica (Chen et al., 1998; Oh et al., 2004). Essa organizagdo, envolvendo as quinases e as
demais enzimas mencionadas, simulada de maneira integrada de acordo com o esquema
mostrado na Fig. 52, quando estimulada pelo mesmo protocolo de LTP utilizado para gerar os
dados mostrados na Fig. 51, impede ou inibe a ativacdo de algumas das proteinas essenciais
para a LTP inicial (Fig. 53). Com isso, o que fica evidente ¢ que a LTP ndo ¢ um processo que
depende, apenas, da habilidade de algumas moléculas em se tornarem ativas quando sdo
estimuladas por sinais breves.

E comum, na literatura, a tentativa de explicar a LTP com base, exclusivamente, nas
caracteristicas intrinsecas de algumas de suas moléculas essenciais. Ou seja, a habilidade de
algumas enzimas em permanecerem persistentemente ativas, aliada a uma porcentagem de
ativacdo alta obtida mesmo para estimulos breves. Nesse sentido, ¢ facil compreender a LTP
exclusivamente como um evento no qual a utilizagdo de um protocolo de estimulagdo breve e
intenso determina a ativagdo superior de algumas quinases que, por caracteristicas estruturais,
permanecem ativas por longos periodos de tempo e, nesse estado, agem livremente
fosforilando o AMPA, o NMDA ¢ outros substratos estratégicos que determinam o aumento

do peso sinaptico.
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Figura 52: As enzimas que integram o modelo simulado. A LTP inicial hipocampal requer a ativagdo
de quatro proteinas: a CaMKII, a PKC, a PKA e a ERK1/2. No entanto, no meio intracelular, existem
diversas moléculas que atuam determinando a inativagdo dessas enzimas. Por essa razdo, a
compreensdo da LTP envolve, necessariamente, a analise dos mecanismos que possibilitam que
moléculas especificas sejam preferencialmente ativadas. Entre essas moléculas destacam-se a
CaMKII, que pode ser inativada pela PP1 e pela PP2A, a PKC, a PKA, cuja ativagdo ¢ regulada,
indiretamente, pela PDE1, representada por PDE, e pela PDE10, e a EKR1/2, que ¢ inativada pela
fosfatase MKP e, indiretamente, pela PP2A, além de ser regulada pela SynGAP, enzima que acelera a
taxa de inativa¢do da Ras. Cabe ainda ressaltar que a SynGAP pode atuar sobre a Ras tanto em seu
estado desfosforilado, que ¢ catalisado pela calcineurina (CaN), quanto apds a sua fosforilagdo por
CaMKII, fato que aumenta a sua atividade sobre a Ras.

Portanto, como foi demonstrado, a LTP ndo requer, apenas, um alto aumento na
concentracio de Ca®’ para ser induzida, o que indica que esse processo ndo ¢ fruto,
simplesmente, de caracteristicas moleculares intrinsecas de algumas proteinas, mas ¢ um
evento que emerge de um complexo padrio de integracdo temporal e espacial. Nesse sentido,
a compreensdo da LTP vai além do entendimento das propriedades intrinsecas de algumas
proteinas e abrange, necessariamente, as propriedades que resultam da integragdo entre seus

componentes.
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Ativacao da CaMKII, PKA, PKC e ERK1/2 durante a LTP
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Figura 53: Ativagdo das enzimas essenciais da LTP, em fung¢go de 1 s de estimulacdo por pulsos de 1
molL"' de L-glutamato simulados com 100Hz de freqiiéncia, considerando sua organizagdo
intracelular juntamente com a acdo de fosfatases e demais moléculas. As proteinas requeridas para a
indugdo de LTP inicial, ou seja, a ERK1/2, a PKA, a PKC e a CaMKII, indicada em dois estados de
ativacdo (autofosforilada e trapped), apesar de serem altamente sensiveis ao aumento intracelular na
concentragdo de Ca’", fato que determina que elas sejam capazes de se tornarem ativas mesmo em
decorréncia de variagdes breves na concentragdo desse ion, ndo permanecem persistentemente ativas
quando se considera a coordenagio entre a suas ativagoes e a a¢ao das fosfatases, PDEs e da SynGAP.
Nesse sentido, a compreensdo da ocorréncia de LTP requer, necessariamente, que a organizagao
temporal e espacial entre seus componentes seja considerada.

4.3 A LTP inicial e as propriedades de sua rede de sinalizacdo: amplificacdo,
coordenacgdo e integragdo temporal

A LTP inicial hipocampal € um processo que apresenta trés caracteristicas

fundamentais em suas vias bioquimicas: elas amplificam o sinal de entrada, se coordenam e se
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integram (Bhalla e Iyengar, 1999; Dineley et al., 2001; Kennedy et al., 2005). Sdo essas
caracteristicas, aliadas as propriedades intrinsecas de algumas moléculas, que possibilitam
grande parte da ativacgdo persistente de enzimas especificas. Para entender, exatamente, como
isso ocorre, ¢ necessario considerar como as vias da LTP se organizam, para amplificar a
estimulagdo intracelular que inicia a sua ocorréncia e, posteriormente, com elas se coordenam
e se integram.

A amplifica¢do de sinal ¢ uma propriedade importante da LTP, pois o aumento de
Ca*" no meio intracelular, embora pareca elevado, ¢ um fator limitante. Além disso, apesar do
requerimento de Ca*" disponivel ser fundamental, ¢ a CaM que atua, muitas vezes, como 0
principal limitante da ocorréncia da LTP. E isso se explica pelo grande nimero de moléculas
que precisam se associar a CaM para se tornarem ativas. Entre as enzimas implicadas com
processos plasticos e incluidas no modelo, seis dependem de associagdo direta com o
complexo Ca*’/CaM (CaMKII, AC, PDE, Ras-GRF, NOS e calcineurina) ¢ apenas uma (a
PKC) se liga ao Ca®" sem o intermédio da CaM. No entanto, enquanto a concentragdo de CaM
no citoplasma dos neurdnios piramidais fica em torno de 20 umol.L'l, s0 a concentracdo de
CaMKII ¢ estimada em 10 umol.L'1 (Erondu e Kennedy, 1985; Peng et al., 2004; Sheng e
Hoogenraad, 20007). Esse valor, somado a concentragdo das outras moléculas que se ligam a
Ca*’/CaM, determina que logo se estabeleca, no meio intracelular, uma competi¢do na qual
vencem as enzimas que possuem nao apenas maior afinidade por Ca**/CaM, mas, no caso
especifico da LTP, que apresentam uma velocidade de associagdo com esse complexo alta
(Persechini e Stemmer, 2002; Tran et al., 2003).

No meio intracelular, porém, a CaM ndo estd livre, mesmo em auséncia de Ca*".
Durante as concentragdes basais de Ca>", a CaM se encontra associada a algumas proteinas
especificas: as proteinas de interagdo com a ApoCaM. No hipocampo em particular, uma

dessas proteinas, a neurogranina ¢ encontrada em concentragoes equivalentes a concentragao
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da propria CaM (Repressa et al., 1990), o que indica que, quando a concentragdo
citoplasmatica de Ca®" é baixa, a maior parte da CaM esta interagindo com essa proteina.
Além disso, a neurogranina ¢ capaz de permanecer ligada a CaM mesmo em presenca de
Ca*’, embora com afinidade menor (Gerendasy et al., 1994; Gaertner et al., 2004a). Dessa
forma, um aspecto importante a ser ressaltado ¢ que a presenca de neurogranina impede e/ou
retarda a ativagdo das enzimas que requerem Ca’/CaM para se tornarem ativas, fato que,
embora amplamente aceito (Dineley et al., 2001), nunca foi demonstrado experimentalmente.

Para verificar a extensdo da presenca de neurogranina, o modelo de interacdo de CaM
com a neurogranina foi isolado dos demais e exposto a diferentes freqiiéncias de pulso de
Ca®" com alta amplitude (100 pmol.L™"). Como pode ser observado na Fig. 54, em presenga
de concentragdo elevada de neurogranina (100 umol.L” para 10 pmol.L' de CaM), a
interacio do Ca”" com a CaM & praticamente suprimida. E isso se deve a uma caracteristica
especial da neurogranina: além de competir diretamente com os demais alvos de CaM, ela
acelera a taxa de dissociagdo do Ca’" da CaM, comprometendo, portanto, a formacdo do
complexo Ca*'/CaM (Gaertner et al., 2004a).

A neurogranina ndo possui atividade enzimatica e sua funcdo parece ser
exclusivamente acumular CaM em locais estratégicos, como as espinhas dendriticas, o que
leva alguns autores a defenderem que ela ¢ fundamental para a LTP (Pak et al., 2000;
Zhabotinsky et al.,, 2006). Porém, sua presenca também compete, diretamente, com as
moléculas que devem ser ativadas durante esse evento (Xia e Storm, 2005). E, embora esses
pontos parecam ndo ser relacionados, eles compdem o principal aspecto da amplificagdo de
sinal da LTP, j4 que a neurogranina ¢ um dos melhores substratos da PKC na célula pods-
sinaptica (Alexander et al., 1987). Com isso, assim que ha o aumento na concentragdo
intracelular de Ca**, a PKC fosforila a neurogranina, o que determina o término de interagio

. . ~ . 2+
de sua com a CaM, favorecendo, conseqiientemente, a ativagdo das enzimas Ca” /CaM-
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dependentes (Ramarkers et al., 1995; Huang et al., 2000). No entanto, esse aspecto nunca foi
demonstrado diretamente, embora existam fortes evidéncias de que ele ocorre in vivo e
durante a LTP (Prichard et al., 1999; Xia e Storm, 2005). Para verifica-lo, o modelo de
interacdo entre a neurogranina e a CaM foi exposto, isoladamente, a presenca de PKC, para
averiguar se, de fato, a PKC ¢ capaz de reduzi,r rapida e significativamente, a interacdo entre
a neurogranina e a CaM (Fig. 55). Posteriormente, essa interacdo foi considerada no modelo

das vias da LTP incluidas no neur6nio piramidal simulado.

A interacio entre a CaM e o Ca®' ¢ o efeito da neurogranina
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Figura 54: O efeito da neurogranina sobre a formagdo do complexo Ca**/CaM. A neurogranina é uma
proteina de interacdo com a ApoCaM que mantém a CaM armazenada em concentragdes basais de
Ca’". Mas, além disso, ela dificulta a formacio do complexo Ca**/CaM, por promover uma aceleragio
na taxa de dissociagio do Ca*". Com isso, mesmo diante de uma forte estimulagdo (100 Hz de Ca®",
com 10 ms de duragdo por pulso, para 10 pmol.L"' de CaM), apenas a presenca de neurogranina (100
umol.L™") é capaz de suprimir quase totalmente a formagio da espécie (Ca>"),CaM.

A demonstragao de que a PKC pode fosforilar a neurogranina foi um ponto importante
para a compreensdo dos mecanismos de amplificagdo presentes entre as moléculas que atuam
na LTP. Mas nao foi o unico. Embora menos estudado, um outro aspecto que deve ser

considerado no favorecimento da dissociacdo entre a neurogranina e a CaM ¢ mediado pela

a¢ao da NOS.
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O efeito da PKC sobre a interacdo entre a ApoCaM e a neurogranina
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Figura 55: A neurogranina e o papel da PKC na amplificagdo de sinal da LTP inicial. Para verificar a
acdo da PKC no término da interagdo entre a neurogranina ¢ a CaM, o modelo dessas proteinas foi
isolado das demais e, inicialmente, a concentracdo de PKC foi mantida em zero. A neurogranina
permaneceu, no inicio da simulagdo, em presenca de CaM (10 pmol.L™' de cada uma) e Ca*" (20
umol.L™") e, por um periodo de 2 s, 0 modelo foi exposto a PKC ativa (1 pmol.L™"). Como ¢ possivel
observar, apenas a presenga momentanea de PKC ativa ja ¢é suficiente para fosforilar a neurogranina e
impedir a formagao do complexo entre essa proteina e a ApoCaM.

A NOS ¢ uma enzima amplamente implicada com a LTP, sobretudo com os seus
aspectos pré-sinapticos (Sweatt, 2003; Hopper ¢ Garthwaite, 2006). Cabe ressaltar no entanto,
que sua vinculagdo com a LTP é apenas com um carater modulatoério, ou seja, a atividade da
NOS nao ¢ essencial para sua ocorréncia.

A agdo da NOS na LTP ¢ mediada por um dos produtos de sua atividade catalitica, o

NO. O NO atua em intimeros processos celulares como segundo mensageiro (Garthwaite,
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1991; Garthwaite ¢ Boulon, 1995). Seu mecanismo de acdo mais estudado e caracterizado ¢ a
ativacao da enzima sGC, que produz o GMPc (Denninger e Marletta, 1999; Bon e Garthwaite,
2003; Toda e Okamura, 2003). Além dessa atuagdo, o NO ¢ um potente agente oxidante no
meio intracelular, caracteristica muito estudada em situagdes patologicas, mas desconsiderada
em grande parte nos eventos plasticos como a LTP (Radi et al., 1991; Girard e Potier, 1993;
Wink et al., 1997). Recentemente, no entanto, essa sua agdo como oxidante foi verificada e
demonstrou-se que um de seu alvo ¢ a neurogranina.

Estruturalmente, a neurogranina possui quatro residuos cisteina que podem ser
facilmente oxidados por derivados de NO (Mahoney et al., 1996; Miao et al., 2000). Uma vez
oxidados, dois desses residuos se unem e formam pontes dissulfeto que impedem a associacao
da neurogranina com a CaM (Sheu et al., 1996). Dessa maneira, assim que hd o aumento na
concentragdo intracelular de Ca*", a NOS, que ¢ facilmente ativada por se localizar logo
abaixo do receptor NMDA (Valtschanoff e Weinberg, 2001), catalisa a producdo de NO e
determina a oxidag@o da neurogranina, favorecendo, conseqiientemente, a ativagdo das outras
moléculas que requerem Ca®*’/CaM. A simulacdo desse processo foi feita e inserida no
modelo da LTP inicial. Porém, apenas para ilustrar a contribui¢do exata da atividade da NOS,
o modelo da integracdo da neurogranina e da CaM foi exposto, brevemente, a presenca de
NOS (Fig. 56). Como ¢ possivel observar, esse mecanismo ndo ¢ tdo intenso quanto a
atividade da PKC sobre a neurogranina, especialmente por que a NOS ¢ encontrada em baixas
concentragdes no hipocampo (Bredt e Snyder, 1990; Valtschanoff e Weinberg, 2001).

A agdo da PKC e da NOS sobre a neurogranina sdo os principais processos de
amplificacdo da LTP e foram incorporados na organizagdo da rede de sinalizacdo descrita
nesse trabalho, seguindo o esquema descrito na Fig. 57. Mas esses processos ndo sdo os
unicos eventos celulares que determinam a ocorréncia de LTP. Em adigdo a esses

mecanismos, a LTP possui eventos muito caracteristicos de coordenagdo entre moléculas,
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representados, sobretudo, por retroalimentacoes. E, entre eles, se destaca a acdo coordenada

entre a PKA e a CaMKII.

O efeito da PKC e da NOS sobre a interaciio entre a ApoCaM e a neurogranina
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Figura 56: A neurogranina e o papel da PKC e da NOS na amplifica¢do de sinal da LTP inicial. Para
verificar a agdo da PKC e da NOS no término da interagdo entre a neurogranina e a CaM, o modelo
dessas proteinas foi isolado das demais e, inicialmente, a concentragdo de PKC e NOS foi mantida em
zero. A concentragio de neurogranina e de CaM simuladas foram equimolares (10 umol.L" de cada
uma), além disso, foi, 0 modelo foi mantido em presenga de Ca>* (20 pmol.L™"). Por um periodo de s,
o modelo foi exposto a NOS (I pmol.L™"). Em uma segunda simulagio, o modelo foi exposto por 1s a

NOS e a PKC juntas e, como mostrado, determinou um rapido término na interacdo entre a
neurogranina e a ApoCaM.

Assim que ha o aumento na concentragio intracelular de Ca’" ¢ ha a disponibilidade
de Ca®*/CaM no meio intracelular, ocorre a ativagao das enzimas PKA ¢ CaMKII. No entanto,
como a CaMKII ¢ ativada por autofosforilagdo, ela ¢ muito susceptivel a acdo das fosfatases,

que logo determinam seu retorno a sua atividade basal. Mas, durante a LTP, um mecanismo
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de coordenacdo da CaMKII com a PKA inibe, parcialmente, sua desfosforilacdo: a

fosforilagcdao do In-1.

neurogranina

Figura 57: Amplificacdo de sinal: a acdo da PKC e da NOS. Tanto a PKC quanto a NOS sdo ativadas
assim que ha o aumento intracelular na concentragao de Ca®". Uma vez ativas, essas enzimas atuam na
amplificacdo de sinal da LTP através da fosforilagdo e oxidacdo, mediada por NO, da neurogranina,
impedindo que ela se associe com a CaM. Dessa maneira, ha um aumento na concentragdo de CaM
disponivel para ativar as demais moléculas que irdo atuar na LTP.

No citoplasma, a CaMKII ¢ desfosforilada apenas por duas enzimas, a PP2A e a PPI.
Ambas sdo enzimas constitucionalmente ativas, porém, a PP1 ¢ fortemente inibida através de
sua associacdo com o In-1 fosforilado (Cohen, 2002). Esse processo € observado durante a
LTP e foi simulado no modelo desenvolvido nesse trabalho (Fig. 58). Para isso, foi feita a
reacdo de fosforilacdo do In-1, catalisada pela PKA (revisto em Nguyen e Woo, 2003), e, em
seu estado fosforilado, o In-1 foi considerado capaz de se associar a PP1, impedindo sua agao
enzimatica. Dessa maneira, a PKA atua na manutencao da atividade da CaMKII (Blitzer et al.,
1995; 1998). Esse mecanismo de coordenacdo entre a atividade da CaMKII e da PKA ¢ bem
caracterizado. Porém, ele pode ser revertido pela agcdo da calcineurina, que desfosforila o In-1
(Klee et al., 1998). Mas, para evitar essa desfosforilacdo, ha ainda dois pontos de coordenagédo
dessas vias que foram incluidos no modelo: a inibi¢@o da calcineurina e da PDE pela CaMKII

(Fig. 58).
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Figura 58: Coordenagdo e integragdo da PKA e da CaMKII. A ativacdo da PKA e da CaMKII ¢
altamente integrada. Assim, enquanto a PKA age inibindo, indiretamente, a PP1, que é uma das
fosfatases que inativam a CaMKII, a CaMKII inibe a calcineurina, fosfatase que reverte esse processo,
além de inibir também a PDE, enzima que termina a sinalizagdo mediada por AMPc.

Em seu estado ativo, a CaMKII atua sobre uma ampla gama de substratos. E, entre
eles, estdio a PDE e a calcineurina (Sharma et al., 1986; Hashimoto et al., 1988). A
fosforilagdo dessas duas enzimas ocorre exatamente nos sitios de interacio com a Ca®"/CaM.
Fosforiladas nesses sitios, a calcineurina ¢ a PDE s3o inibidas através da perda de sua
afinidade por Ca*"/CaM. Esse processo contribui para a manutengio do estado ativo da PKA e
do estado fosforilado do n-1, favorecendo, conseqiientemente, a manuten¢do da atividade da
CaMKII. Por isso, esses processos foram incluidos no modelo de LTP inicial desenvolvido
nesse trabalho. Para incorporar esses eventos no modelo, foi necessario considerar que a
fosforilagdo da calcineurina e da PDE s6 ocorre em seus estados inativos, ja que o grupo
fosfato ¢ inserido pela CaMKII no sitio de ligagcdo da Ca**/CaM. Ou seja, quando a
calcineurina ou a PDE estdo ativas, o acesso da CaMKII aos sitios de fosforilagao dessas duas
enzimas esta bloqueado (Sharma et al., 1986; Hashimoto et al., 1988; Hanson e Schulman,
1992). Por isso, os resultados obtidos mostram que esse processo € gradual (Fig. 59), mas,

certamente, contribui para a ativacdo da CaMKII e da PKA.
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A acio indireta da CaMKII na fosforila¢ao do In-1
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Figura 59: A inibicdo da PP1 mediada pela CaMKII. A CaMKII facilita a inibi¢cdo da PP1 fosforilando
a calcineurina ¢ a PDE, enzimas que atuam na desfosforilagdo do In-1 e na hidrélise do AMPc,
respectivamente. A inclusdo dessas fosforilagdes no modelo contribuiu para a manutengdo da atividade
da CaMKII que, em seu estado ativo, gradualmente impede a desinibi¢do da PP1. E, para ilustrar a
simulacdo desse processo, as enzimas calcineurina, PKA, e PP1, em presenca de In-1 fosforilado,
foram mantidas em baixa concentra¢io de Ca**/CaM, o que possibilitou a ocorréncia de uma ativagio
lenta das enzimas PKA e calcineurina. Com esse panorama, duas situagdes foram modeladas. Em uma
delas, o modelo manteve a concentracdo de CaMKII como zero (curva em preto) e, em outro, em 1
pumol.L™ (curva em cinza). Como é possivel observar, com a concentragio Ca>’/CaM persistente no
meio, logo a calcineurina iniciou sua a¢do desfosforilando o In-1. Porém, em presenca de CaMKII,
curva em cinza, esse processo gradualmente foi sendo revertido. Ou seja, a CaMKII presente no meio
inibiu a atuag@o da calcineurina e determinou o aumento da concentragdo de In-1 fosforilado.

Ha ainda um outro aspecto que também favorece a ativacdo da PKA: a atividade
catalitica da NOS. A NOS, ao produzir NO, ocasiona, conseqiientemente, a ativagdo da
enzima sGC, que produz o GMPc. Tanto o GMPc quanto o AMPc sao hidrolisados por PDE.
No hipocampo, as principais PDEs presentes sdo da classe 1, que dependem de Ca*"/CaM
para se tornarem ativas. No entanto, ha ainda a presenga, em menor quantidade, de uma outra

classe de PDE: a PDE10. Essas enzimas ndo possuem ativadores e sdo especificas para a
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hidrolise de AMPc. Dessa maneira, as PDEs10 podem, gradualmente, hidrolisar o AMPc
produzido e terminar a sinalizacdo mediada por PKA. A presenga de GMPc, no entanto, inibe
a atividade das PDEs10, favorecendo, portanto, a manuten¢do a ativagdo da PKA. Cabe
ressaltar, portanto, que esse mecanismo tem carater apenas modulatorio, ja que as enzimas
PDEIO sdo encontradas em baixas concentracdes no hipocampo (Domez-Lopacinska e
Strosznajder, 2005). Com base nisso, sua inclusdo foi feita, mas apenas por periodos de

tempos longos de simulagdo é possivel observar seu efeito, como exemplificado na Fig. 60.

Efeito do GMPc¢ na manutengdo da concentra¢gdo de AMPc
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Figura 60: A a¢do do GMPc sobre a manutencio da concentragdo de AMPc. O GMPc, no hipocampo,
atua pos-sinapticamente na inibi¢do da PDE10, enzima que gradativamente degrada o AMPc formado
apos a indugdo de LTP. Esse processo foi simulado, mas sua acdo s6 ¢ perceptivel apoés um longo
periodo de tempo. Para ilustrar esse processo, na situagdo mostrada acima, o AMPc, produzido pela
AC, foi mantido sem ser consumido através de sua hidrolise por PDEI, assumindo-se, portanto, que
apenas a PDE10 atua em sua degradagdo. Como € possivel observar, sua concentragdo cai
gradualmente, mas, a medida que GMPc ¢é produzido, ha o restabelecimento da concentragdo de
AMPc.

Com esses mecanismos, a atividade da NOS, da PKA e da CaMKII se integram e se
coordenam, auxiliando na manutencdo da ativacdo persistente da CaMKII e, simultaneamente,
mantendo também a PKA ativa por mais tempo. Da mesma maneira, a acdo da PKC favorece

a ativacdo de ambas as enzimas, pois determina a liberagdo de CaM livre no citoplasma,
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aumentando, conseqiientemente, a quantidade de Ca*"/CaM disponivel. No entanto, ha ainda
uma outra via essencial para a LTP inicial: a da ERK1/2.

As MAPKSs sdo, certamente, as enzimas essenciais menos caracterizadas para a LTP,
embora, atualmente, elas tenham recebido consideravel aten¢do (Adams et al., 2000; Thomas
e Huganir, 2005). Como j4 foi mencionado, essa via estd sobre um intenso controle mediado
por Ca®". Mas, diferentemente das demais enzimas implicadas com a LTP, para as quais os
protocolos de indugio e padrdes de aumento na concentragio de Ca>" favorecem, de maneira
evidente, sua ativacao, o papel do Ca’" sobre a via da MAPK ERK1/2 é bastante complexo. E
isso se deve especialmente aos mecanismos de controle da atividade da Ras (Cook e Lockyer,
2006; Kupzig et al., 2006; Rumbaugh et al., 2006; Yarwood et al., 2006).

A Ras ¢ altamente regulada pelas moléculas que catalisam sua ativacdo, as GRFs, e
pelas enzimas que aceleram seu retorno ao estado basal, as GAPs. Nos neuronios piramidais
hipocampais, as enzimas Ras-GRF1 e Ras-GRF2 sio dependentes de Ca*"/CaM, fato que
estabelece um vinculo claro entre o aumento na concentragio de Ca’” e a conseqiiente
ativacdo da Ras, Raf-1, MEK1/2 e ERK1/2 (Fig. 61).

Porém, o mesmo Ca*" que ativa essa via € responsavel por sua inibicdo através das
GAPs. Existem diversas GAPs no hipocampo e, especialmente uma delas, a SynGAP recebe
consideravel aten¢do por ser uma das enzimas presentes em maior concentragdo nas espinhas
dendriticas, sendo menos abundante apenas do que a CaMKII (Chen et al., 1998; Kim et al.,
1998; Peng et al., 2004). Além disso, outro fato chama a aten¢do: a SynGAP, que atua como
GAP mesmo em seu estado desfosforilado, ¢ um importante substrato da CaMKII e,
fosforilada, tem um aumento de cerca de 75% em sua atividade (Oh et al., 2004). Ou seja, a

CaMKII atua inibindo a via da ERK1/2, mas ambas as enzimas sao fundamentais para a LTP.
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Efeito da enzima Ras-GRF na ativacao da MEK1/2 e da ERK1/2
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Figura 61: A ativagdo da via da ERK1/2 induzida pelo Ca®". Para ilustrar o papel do Ca’" na ativagéo
da via da ERK1/2, esse modelo foi isolado das demais moléculas simuladas, e mantido apenas em
presenca de suas enzimas (Ras, Raf-1 MEK1/2 ¢ ERK1/2), além de Ras-GRF e (10 umol.L™") e CaM
(20 pmol.L™"). A alta concentragio dessas ltimas duas moléculas é proposital, e tem o objetivo de
evitar que elas sejam fatores limitantes. Com essa situacdo, a introdu¢do no modelo, por apenas 1 s, de
pulsos de Ca** com 100 Hz de freqiiéncia é capaz de induzir uma rapida ativagio da Ras-GRF, seguida
pela ativagdo das demais enzimas da via.

Esse fato tem gerado extrema perplexidade na éarea, sobretudo por que, quando a
SynGAP foi descoberta, a agdo da CaMKII sobre sua atividade foi reportada como inibitdria
(Chen et al., 1998). Apenas alguns anos depois da publicacao original, 0 mesmo grupo que
descobriu a SynGAP corrigiu seu erro inicial e demonstrou que, na verdade, a CaMKII ¢
responsavel pela estimulacdo, e ndo inibicdo, da atividade de GAP da SynGAP (Oh et al.,
2004). Com isso, alguns trabalhos que foram publicados baseados na idéia inicial de que a

SynGAP ¢ inibida por CaMKII estdo sendo reavaliados. Independentemente desse fato, o
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importante a ser ressaltado ¢ que, assim que ha Ca’" no meio intracelular, ha a ativacio,
simultaneamente, de mecanismos que estimulam e que inibem a Ras, o que torna a sua
ativacdao final um evento que emerge da coordenagdo entre as enzimas que integram esses
mecanismos. Para ilustrar o papel inibitorio da SynGAP sobre a Ras, seu modelo de ativagao
foi isolado e mantido com CaM, Ca®" ¢ Ras-GRF. Em presenga desses componentes, duas
situacdes foram simuladas: a ativagdo da Ras em presenca constante de SynGAP fosforilada
(1) e sua exposi¢@o por um breve intervalo de tempo (5 segundos) a SynGAP fosforilada (2).

Como ¢ demonstrado na Fig. 62, a SynGAP rapidamente determina a inibicdo da Ras e

impede sua ativagdo maxima.

O controle da atividade da Ras pela SynGAP
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Figura 62: O efeito da SynGAP sobre a atividade da Ras. Para evidenciar o papel inibitorio da
SynGAP na ativacdo da Ras, ela foi simulada e, de maneira ilustrativa, o modelo da Ras foi isolado em
presenga de CaM, Ca’* e Ras-GRF constante. Em uma situagio, a SynGAP fosforilada foi mantida

continuamente no modelo (curva em preto). Em outra, ela foi introduzida apenas por 5 segundos,
ilustrando seu rapido efeito sobre a atividade da Ras.

No modelo de LTP simulado, a presenca da SynGAP ¢ um fator que inibe,

consideravelmente, a ativacdo das enzimas que compdem a via da ERK1/2. E esse ponto ¢
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importante para ilustrar que a coordenacdo temporal entre as enzimas que compdem a LTP ¢é
fundamental para sua ocorréncia, mas ndo ¢ o unico fator determinante de sua inducdo e
manuten¢do. Nesse sentido, ¢ importante ressaltar que a organizagdo incorporada no modelo e
descritas até 0 momento sdo capazes de determinar a ativagdo da PKA de maneira prolongada,
além de favorecerem uma maior ativacdo da CaMKII, porém, essa ativacdo ndo ¢é persistente,
fato que ¢ essencial para a LTP. Da mesma maneira, a ativacdo da ERK1/2 ¢, até essa etapa
do modelo, pequena, o que se deve a agdo da SynGAP somada a das MKPs. Porém, ainda em
relacdo a ERK1/2, outros aspectos sobre sua via ainda devem ser considerados.

Entre todas as vias incorporadas no modelo, a da ERK1/2, foi, sem divida, a que se
mostrou mais trabalhosa, e foi necessario que alguns aspectos de sua regulacdo que ndo sao
normalmente incluidos em esquemas de LTP fossem considerados. O primeiro desses
aspectos se refere as enzimas diretamente ativadas pela Ras, a Raf-1.

A Raf-1 ¢ a principal MAPKKK implicada com a ativacdo, mediada pela MEK1/2, da
ERK1/2. No entanto, nos neuronios, a Raf-1 localiza-se, principalmente, no soma e nas
regioes adjacentes. Nos dendritos e espinhas dendriticas, a MAPKKK predominante ¢
denominada B-Raf, enzima que atua na ativacao de outra proteina MAPK, a p38 (Morice et
al., 1999; Pearson et al., 2001; Thomas e Huganir, 2005).

A B-Raf pode ser ativada pela Ras, assim como a Raf-1 (Jaiswal et al., 1994). Além
disso, a B-Raf pode ser ativada por outra proteina G monomérica, a Rap (Ohtsuka et al.,
1996). A Rap, assim como a Ras, ¢ uma proteina G monomérica e que pertence a subfamilia
da Ras (Takai et al., 2001). Em diversos tecidos, a Rap e a Ras possuem ac¢do antagdnica
(Stork, 2003). E, especificamente em processos plasticos, enquanto a Ras ¢ implicada com a
LTP, a Rap parece atuar na LTD (Zhu et al., 2002).

A agdo da Rap ¢ mediada, principalmente, por uma via especifica, a da MAPK p38.

Essa via, de maneira analoga a da ERK1/2, ¢ composta por trés quinases acopladas em série: a
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B-Raf (MAPKKK), as MAPKKs chamadas MKK3 e MKK®6, agrupadas, em funcdo de sua

homologia, como MKK3/6, e a MAPK p38 (Fig. 63).

| MAPK | | ERK1/2 | p38

Figura 63: Vias das MAPKs ERK1/2 e p38. Tanto a ERK1/2 quanto a p38 tém sua ativagdo mediada
por proteinas GRF especificas, que ativam as proteinas G monométicas Ras e Rap. Mas, enquanto a
Ras ¢ relacionada com a ativagdo da ERK1/2, através da Raf-1 e da MEK1/2, a Rap relaciona-se com
a ativagdo da p38, mediada pelas enzimas B-Raf e MKK3/6.

Tanto a p38 quanto a ERK1/2 sdo encontradas no hipocampo (Lee et al., 2000), regido
na qual ambas as enzimas atuam em eventos plasticos, mas, enquanto a ERK1/2 insere
AMPAs na membrana e causa o aumento do peso sinaptico, a p38 media processos de
remocdo desses receptores (Zhu et al., 2002; Qin et al., 2005). Existem evidéncias, portanto,
que colocam a p38 como uma enzima importante para a ocorréncia de LTD. Porém, alguns
pontos de sua via de ativacdo apresentam alta interagdo com as enzimas que integram a via da
ERK1/2, e representam formas alternativas para a sua ativagdo. Com base nesse fato, alguns
desses pontos de interacdo entre essas vias foram simulados. Mas, como a ativagdo da
ERK1/2 e da p38 ¢ um processo, em alguns niveis, antagdnicos, foi importante considerar as
principais enzimas que compdem ambas as vias. Ou seja, a via da p38 teve que ser
incorporada no modelo. Para isso, portanto, foi necessario considerar a a¢do da proteina G

monomeérica que determina sua ativacao, a Rap.
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Em eventos plasticos no hipocampo, a ativacdo da Rap estd associada sobretudo com a
via da PKA (Grewal et al., 2000). Sabe-se que a PKA pode fosforilar diretamente a Rap,
porém, essa fosforilagdo ndo resulta em sua ativagdo (Altschuler et al., 1995). Recentemente,
foi descoberta uma classe de enzimas que age como GAP para a Rap e ¢ ativada por AMPc.
Mas essa familia de proteinas, denominada EPACs (exchange proteins directly activated by
cAMP), concentra-se principalmente na membrana perinuclear e ndo estdo implicadas com a
acdo da Rap sobre a B-Raf (Wang e al., 2006). Assim, aparentemente, a PKA media a
ativacao da Rap por outro mecanismo envolvendo, diretamente, a fosforilagdo de um proteina
tirosina quinase, a Src que, fosforilada, recruta, através da mediacdo da proteina adaptadora
Crk, e ativa a C3G, que ¢ uma enzima com agdo especifica de Rap-GAP (Tanaka et al. 1994;
van den Bergher et al., 1997; Ichiba et al., 1999; van den Bergher et al., 1999; Grewal et al.,
2000; Schmitt e Stork, 2002a; Obara et al., 2007). Cabe ressaltar que, embora a fosforilagao
da proteina Src por outras enzimas esteja implicada com rotas diferentes de ativacdo da Ras,
sua fosforilagdo pela PKA ndo causa esse efeito e age exclusivamente sobre a Rap (Schmitt e
Stork, 2002b; Obara ¢ al., 2004). Dessa maneira, a simulacdo desse processo foi feita com
base na fosforilacao da Src pela PKA, seguida pelo recrutamento da C3G e a ativac@o da Rap.
Uma vez ativa, a Rap ativa a B-Raf, que age sobre a MKK3/6 que, por sua vez, fosforila e
ativa a p38 (Fig. 64).

Apos o desenvolvimento do modelo dessa via, ele foi unificado com a via da ERK1/2
considerando os seguintes pontos de cruzamento: a B-Raf, além de ativar a MKK3/6, ativa a
MEK1/2 (Moodie et al., 1994; Catling et al., 1994; Reuter et al., 1995), por sua vez, a B-Raf
pode ser ativada também pela Ras ¢ pela Rap, enquanto a Raf-1 ¢ ativada pela Ras ¢ inibida
pela Rap (Jaiswal et al., 1994; Hu et al., 1997) (Fig. 65).

Esses pontos de cruzamento, mostrados na Fig. 65, foram inseridos no modelo

desenvolvido, porém, de maneira simplificada, ja que ndo ha pardmetros disponiveis sobre as
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enzimas que constituem a via da p38, nem sobre os pontos em que as duas vias, a da p38 e a
da ERK1/2, se intercalam. Em fun¢@o disso, ambas as vias foram simuladas com taxas iguais
para a ativacdo seqiiencial das trés quinases que compdem cada uma e, para os pontos de
cruzamento, foi assumido que as reagdes de fosforilagdo ocorrem com uma taxa catalitica
50% menor, ja que essas interacdes, teoricamente, ndo constituem as principais reacdes dessas
enzimas. Além disso, a Rap também ¢ inibida pela SynGAP, o que também foi simulado

(Krapivinsky et al., 2004).

Ativacdo da p38 mediada pela Rap

100

80 ’
70 ’
60 ’
’ | i
40 l
. /
20 I

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Tempo (min)

Porcentagem de ativagao (%)

Figura 64: A simulacdo da ativagdo da p38 mediada pela Rap. A via da p38 possui, como principal
forma de ativagdo, a ag¢do da proteina G monomérica Rap. Uma vez ativa, as enzimas que integram a
via da p38 tem a atividade altamente coordenada com as da via da ERK1/2. Por esse motivo, foi
importante simular a via da p38 no modelo desenvolvido nesse trabalho. Alguns resultados iniciais
obtidos com a simulacdo dessa via sdo mostrados acima, onde € possivel observar a ativagdo da p38
em decorréncia da ativagdo prévia, mediada pela PKA, da Rap.

Essas vias, apds a terem sido simuladas de maneira coordenada, foram estimuladas, de
maneira isolada dos demais componentes do modelo, por um breve trem de 100 Hz de Ca*".
Assim, como ¢ demonstrado na Fig. 66, para a estimulacao das vias da p38 ¢ da ERK1/2

integradas, com o uso de um trem de 100 Hz de Ca®", houve a ativagio igual das proteinas
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p38 e ERK1/2. Esse fato se explica, provavelmente, pelo alto grau de biestabilidade que ha
nas vias da ERK1/2 e da p38, e que determina uma grande porcentagem de ativacdo de ambas
as enzimas, mesmo em fungdo de breves estimula¢des (Huang e Ferrel, 1996; Ferrel, 2002).
Certamente, o uso de pardmetros que ndo foram estimados experimentalmente para a
simulacdo da via da p38 pode ter contribuido para o resultado observado. Mesmo variando-se
a concentracdo dos componentes dessa via e algumas de suas taxas cataliticas, os resultados
obtidos para a situacdo simulada na Fig. 66 foram os mesmos. No entanto, esse aspecto
ressalta ainda mais que a integragdo temporal observada nas moléculas que compdem a LTP ¢

responsavel por uma parte de sua ocorréncia, mas outros fatores devem operar.

y
| ERK1/2 | | E38 |

Figura 65: Modelo integrado das vias da ERK1/2 e da p38. A ativacdo das duas vias envolve o
aumento na concentragio intracelular de Ca*" que determina a ativacio da Ras mediada pelas proteinas
Ras-GRF1 e Ras-GRF2 ativadas, por sua vez, através de sua associacao de Ca’"/CaM. J4 a ativagdo da
Rap ocorre por meio da PKA, que fosforila a proteina Src que determina, por sua vez, a ativacao da
C3G, enzima que catalisa a ativagdo da Rap. Uma vez ativas, a Ras e a Rap ativam a B-Raf. Além
disso, a Rap ativa a Raf-1, que ¢ inibida pela Rap. A B-Raf representa um importante ponto de
cruzamento e ¢ responsavel, diretamente, pela ativagdo da ERK1/2, através da MEK1/2, e da p38,
através da MKK3/6.

E isso fica evidente quando o modelo, alterado para incluir os pontos de coordenagdo
temporal descritos ao longo dessa sessdo, ¢ estimulado por 100Hz de 1 mmol.L" de L-

glutamato por 1 s (Fig. 67).
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Ativagio das enzimas ERK1/2 e p38
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Figura 66: A ativagio da ERK1/2 e da p38 para um trem de 100 Hz de Ca>". Ap6s as vias da p38 e da
ERK1/2 terem sido simuladas, elas foram unificadas através dos pontos de integragdo da atividade de
alguns de seus componentes. Com essa integragio, a estimulagdo do modelo com 1 trem de Ca®" com
100 Hz de freqiiéncia, 10pumol. L™ por pulso e 1 s de tempo total de estimulagdo, resultou em uma
ativacdo igual das duas enzimas finais das vias, ou seja, da ERK1/2 e da p38.

Ativac¢dao da CaMKII, PKA, PKC e ERK1/2 durante a LTP
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Figura 67: Ativacdo das enzimas essenciais da LTP, considerando a presenga dos mecanismos de
amplificacdo de sinal, coordenagéo e integracdo entre a atividade de algumas de suas moléculas, em
fungdo de 1 s de estimulagdo por pulsos de 1 mol.L" de L-glutamato simulados com 100Hz de
freqiiéncia. Como foi discutido, a LTP inicial hipocampal ¢ caracterizada por apresentar uma ampla
coordenacdo temporal na atividade de algumas de suas enzimas. Essa integracdo, embora esteja
envolvida com a sua ocorréncia, ndo € capaz de produzir a ativacdo, em grande porcentagem, da
CaMKII e da ERK1/2, enzimas que atuam de maneira fundamental nesse processo. A CaMKII, porém,
apresenta uma porcentagem de ativacdo maior nessa situagdo, em comparagdo com os dados obtidos

para o mesmo protocolo de estimulagdo, mas sem considerar a agdo coordenada entre as vias
simuladas (Fig. 53).
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Assim, como mostrado na Fig. 67, mesmo com a inclusdo dos pontos de integragao
descritos anteriormente, o modelo continua sem apresentar ativagdo persistente da CaMKII e
da ERKI1/2. Dessa maneira, ¢ necessario considerar outros fatores que determinam a
ocorréncia de LTP. Inimeros fatores podem contribuir para isso, no entanto, para a LTP
inicial hipocampal, um requerimento especifico se destaca: a atuagdo essencial dos receptores

NMDA.

4.4 O NMDA, a compartimentalizacdo bioquimica e a integragdo espago-
temporal da LTP

Um fato central para a LTP hipocampal ¢ que ela ¢ NMDA-dependente. Existe apenas
um protocolo especifico, composto por 3-4 trens de pulsos com 200Hz de freqiiéncia de
estimulacdo elétrica no colateral de Schaffer, que pode ocorrer sem a participacdo do NMDA,
e utiliza, como origem de Ca’" para o meio intracelular, canais de Ca’" dependentes da
voltagem (Grover e Tyler, 1990). Todos os demais protocolos de indugdo de LTP inicial
hipocampal requerem a ativacdo dos receptores NMDAs (Collingridge, 1983a; Bliss e
Collingridge, 1993; Malenka e Nicoll, 1993).

A dependéncia da ativacdo de receptores NMDA para a ocorréncia da LTP ¢
explicada, principalmente, em fungdo de sua atuagio como principal fonte de Ca®" para o
meio intracelular (Lynch et al., 1983; Nowak et al., 1984), mas ela também se relaciona com
caracteristicas especificas apresentadas por um heterdémero do NMDA, o NR1/NR2A (Kohr et
al., 2003; Liu et al., 2004; Berberich et al., 2007). Ou seja, a LTP é dependente do NMDA, e,
especificamente, do heteromero NR1/NR2A (Liu et al., 2004; Erreger et al., 2005).

O NR1/NR2A ¢ o heterémero do NMDA mais abundante na zona sinaptica, enquanto
o NR1/NR2B concentra-se, principalmente, nas regides extra-sinapticas (Stocca e Vicini,

1998; Tovar e Westbroock, 1999; Coltrap et al., 2005; Janssen et al., 2005). No entanto, ndo
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ha uma segregacao absoluta entre esses receptores (Cull-Candy et al., 2001; Thomas et al.,
2006). Os dados atuais apontam para uma populagdo sinaptica de NMDAs composta por 60-
70% dos receptores NR1/NR2A, enquanto o restante ¢ constituido por receptores NR1/NR2B
e, possivelmente, por um terceiro tipo, formado pelas subunidades NR1/NR2A/NR2B (Cull-
Candy et al., 2001; Yoshimura et al., 2004; Janssen et al., 2005; Thomas et al., 2006). E
importante enfatizar que, independe dos heteromeros considerados, as populacdes de AMPAs
e de NMDAs sao, em média, pequenas (Watanabe et al., 1998; Racca et al., 2000; Sheng e
Hoogenraad; 2007). E, enquanto o AMPA pode variar muito em quantidade, em fungdo da
atividade sinaptica, o NMDA ¢, numericamente, uma populagdo estavel (Nusser et al., 1998;
Cotrell et al., 2000; Racca et al., 2000; Tardin et al., 2003).

Independente do tamanho de sua populagdo, o NMDA ¢ fundamental para a LTP
hipocampal por ser a principal fonte de Ca*” para o meio intracelular (Bliss e Collingridge,
1993; Malenka e Nicoll, 1993). Mas, além disso, o fato da LTP requerer, especificamente, a
participagdo do NRI1/NR2A indica que outras caracteristicas desses receptores sao
importantes para a sua atuacao nesse processo (Liu et al., 2004; Erreger et al., 2005; Berberich
et al., 2007). Nesse sentido, um ponto que foi analisado nesse trabalho foi qual ¢, exatamente,
o comportamento de cada heteromero do NMDA simulado durante a indug@o de LTP.

A partir do momento que, na literatura, foi reportado que a LTP ¢ dependente,
especificamente, do NMDA NRI1/NR2A, a primeira hipotese levantada por muitos autores
para explicar esse requerimento baseou-se na quantidade total de Ca*" que deve fluir por cada
heterdmero presente na regido sinaptica dos neurdnios piramidais hipocampais. Ou seja,
partindo-se do fato de que o NMDA NRI/NR2A e¢ o NR1/NR2B distribuem-se de maneira
desigual entre as zonas sinapticas e extra-sinapticas e, além disso, apresentam taxas de
ativagdo, desativacdo e dessensibilizagdo distintas, a quantidade de Ca* que flui pelo canal

ligado a cada um desses heteromeros € diferente. Nesse sentido, acredita-se que o NR1/NR2A
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¢ requerido para a LTP por que ¢ através dele que entra a maior parte do Ca®" que ira induzir,
intracelularmente, a ativacdo das vias que participam desse processo (Erreger et al., 2005;
Berberich et al., 2007).

Para verificar a participacdo exata de cada heteromero do NMDA o modelo de LTP
inicial construido, que contém na zona sinaptica, 65% do total de receptores do tipo
NRI1/NR2A e, o restante, NR1/NR2B, foi estimulado com pulsos de 1 mol.L™' de L-glutamato
liberados com 100 Hz de freqiiéncia, durante 1 s. Nessa situag@o, as vias de sinalizagdo
simuladas foram, inicialmente, suprimidas do modelo, para que fosse possivel observar
apenas a variagio na concentragio de Ca’" mediada por cada tipo de NMDA simulado. O
resultado, mostrado na Fig. 68, indica a contribuicdo exata de cada receptor para o aumento
na concentragio intracelular de Ca®". Assim, é possivel observar que 0 NMDA NR1/NR2A
determina o influxo de Ca’" maior, em funcdo de sua taxa de ativagdo elevada e a sua
densidade de canais superior na zona sinaptica. No entanto, o NR1/NR2B permanece aberto
por mais tempo e ¢ responsavel pelo prolongamento do periodo total do aumento na
concentragdo de Ca*" no meio intracelular.

Em seguida a essa verificacdo, as vias de ativagdo das quinases essenciais para a LTP,
organizadas como no esquema apresentado na Fig. 41, que ndo contém fosfatases e outras
enzimas que atuam na inativagdo das moléculas que integram a LTP, foram inseridas no
modelo do neurdnio desenvolvido e foi feita a discriminac¢do da origem de Ca’' para as suas
ativagdes. Ou seja, metade da concentragdo total de cada enzima considerada passou a ser
ativada, no modelo, pelo Ca*" que flui por apenas um dos heterdmeros de NMDA simulados,
com a intengdo de se analisar, exatamente, qual ¢ a diferenca na porcentagem de ativagao
desses componentes bioquimicos em fungio dos dois padrdes de influxo de Ca** mediados

pelos tipos de receptores NMDA.
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Figura 68: Contribuicdes especificas do NMDA NR1/NR2A e NR1/NR2B para o aumento de Ca>" no
meio intracelular. Para verificar as possiveis causas da seletividade da LTP no requerimento da
ativagdo do NMDA NR1/NR2A, o modelo foi alterado para incorporar a contribuicio exatada de cada
subtipo de NMDA na indugdo da LTP. Na zona sinaptica, os heteromeros NR1/NR2A correspondem a
cerca de 65% do total de NMDAs, o que foi considerado no modelo. O restante de receptores foi
simulado como heterdmeros NR1/NR2B. Com essa composicdo, a indugdo de LTP gera uma influxo
de Ca*" maior, em magnitude, mediado pelos NMDAs NR1/NR2A.

Como ¢ possivel observar na Fig. 69, ha, de fato, uma ativacdo maior de algumas
enzimas essenciais para a LTP em fungdo do Ca®" que entra, exclusivamente, através do
NR1/NR2A. Mas essa ativacdo ndo ¢ tao significativa a ponto de explicar a dependéncia da
LTP pela ativagdo do NR1/NR2A. Ou seja, embora haja uma ativagao maior das enzimas
simuladas pelo Ca®" que flui através do heterdmero NR1/NR2A, essa diferenga, quando nio
ha fosfatases no modelo, ndo ¢ intensa o ponto justificar o requerimento apenas desse tipo de

NMDA.
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Figura 69: A ativagdo das enzimas CaMKII, PKA, PKC e ERK1/2 em fungio do Ca®" que entra para o
meio intracelular pelos diferentes heteromeros de NMDA simulados. Para a obtengdo desses
resultados, as vias simuladas foram incorporadas no modelo do neurénio piramidal desenvolvido, sem
considerar, no entanto, a presenca de fosfatases e demais proteinas que atuam na inibicdo de suas
ativagdes. Metade da concentragio de cada molécula incorporada nesse modelo recebeu Ca*" provindo
apenas de um dos heterdmeros de NMDA simulados. Como pode ser observado, a CaMKII (A)
responde com uma porcentagem de ativagdo maior para o Ca>” provindo do NMDA NR1/NR2A, em
comparagdo com sua ativagdo em fung¢ao do Ca’" do NR1/NR2B. O mesmo resultado foi obtido paraa
ativagdo da PKC (C), no entanto, a PKA exibiu ativagdo similar para o Ca>" dos dois heterdmeros de
NMDA considerados (B). Ja a ERK1/2, apresentou uma porcentagem de ativagdo em um intervalo de
tempo menor em fungdo do Ca®" que fluir através do NR1/NR2A, porém, sua ativagio em estado-
estavel foi a mesma independente da origem do Ca®* considerada. Vale ressaltar que, nesses graficos, a
porcentagem maxima de ativagdo se refere apenas a concentracdo total de proteinas acoplada com
cada receptor NMDA, que ¢ 50% de sua concentragdo total.

Porém, quando se considera o modelo da LTP desenvolvido, contendo as quinases,
fosfatases e demais enzimas j& organizadas de maneira integrada, se evidencia que ha uma

contribuicdo maior do NR1/NR2A para a LTP, pois, por sua taxa de abertura mais rapida e
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maior densidade de canais, ele favorece a ativacdo das enzimas essenciais desse processo

(Fig. 70).
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Figura 70: A ativagdo das enzimas CaMKII, PKA, PKC e ERK1/2 em fungdo do Ca*" que entra para o
meio intracelular pelos diferentes heterdmeros de NMDA simulados, considerando a presenca das
fosfatases e demas moléculas que contribuem para a inativagdo dessas quinases. Para a obtencgdo
desses resultados, as vias simuladas foram inseridas no modelo do neurdénio piramidal desenvolvido, e
metade da concentragdo de cada molécula recebeu Ca®" provindo apenas de um dos heteromeros de
NMDA simulados. Como pode ser observado, o Ca** provindo do NMDA NR1/NR2A (A) promoveu
uma ativagdo maior de todas as quinases essenciais para a ocorréncia de LTP. Vale ressaltar que,
nesses gaficos, a porcentagem maxima de ativacdo se refere apenas a concentragdo total de proteinas
acoplada com cada receptor NMDA, que ¢ 50% de sua concentragdo total.

Além do papel do NR1/NR2A em proporcionar uma ativagdo maior das enzimas da
LTP em funcdo do influxo de Ca®’, outras caracteristicas desse heterdmero determinam que
ele tenha uma atuagdo fundamental na mediacao da ativacdo das enzimas requeridas para esse
evento. E, entre essas caracteristicas, se destaca o seu papel na compartimentalizagao
bioquimica.

No meio intracelular, o NMDA ¢, sobretudo, um organizador espacial, e isso se deve a
sua interacdo com um grande numero de proteinas, formando complexos altamente
especializados na densidade pos-sindptica (Husi et al., 2003). A densidade pds-sinaptica ¢
uma pequena estrutura, constituida por filamentos de actina e outros componentes do

citoesqueleto, além de uma grande concentragao protéica (Sheng e Hoogenraad, 2007). Entre
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as proteinas da regido da densidade pos-sindptica, estdo as proteinas adaptadoras, que
possuem dominios especializados para a interacdo proteina-proteina, destacando-se os
dominios PDZ. E a presenca dessas proteinas que permite a organizagio precisa da densidade
pos-sinaptica através da formagdo dos complexos multiprotéicos (Peng et al., 2004;
Yoshimura et al., 2004; Petralia et al., 2005).

As proteinas adaptadoras da densidade pds-sindptica sdo divididas em grupos, de
acordo com sua composicdo multi-dominios. A principal classe de proteinas adaptadoras da
densidade pos-sinaptica ¢ denominada MAGUK (membrane-associated guanilate kinase), e
seus membros contém diversos dominios PDZ, um dominio SH3 (Src-homology domain) e
um dominio guanilato quinase inativo. A proteina MAGUK mais abundante ¢ a PSD-95
(Post-Synaptic Density 95), que constitui 73% do total de proteinas PDZ da densidade pos-
sinaptica (Cheng et al., 2006; Sheng e Hoogenraad, 2007).

Para a LTP, a informagdo mais relevante sobre essas proteinas MAGUKSs ¢ a seguinte:
elas sdo moléculas constituidas, normalmente, por multiplos dominios PDZ. Esses dominios
sao classificados em subtipos (PDZ1, PDZ2, PDZ3,....), que se associam com proteinas
especificas (Hung e Sheng, 2002). Geralmente, uma proteina MAGUK ¢ formada por
inimeros dominios PDZs, sendo cada um de um tipo diferente. Assim, elas atuam na
densidade pds-sinaptica posicionando moléculas especificas lado a lado (Nourry et al., 2003).

Entre as principais proteinas que interagem com as MAGUKS estdo as subunidades
dos receptores NMDA. O NMDA interage com a PSD-95 através da associagdo de sua
subunidade NR2 (A, B, C ou D), com o primeiro dominio PDZ da PSD-95. E, em funcdo da
grande abundancia de PSD-95 em comparagdo com a quantidade de NMDAs (relacdo de
20:1), a maior parte desses receptores estd interagindo com a PSD-95 permanentemente
(Watanabe et al., 1998; Yoshimura et al., 2004). Essa interacdo ¢ importante pois a PSD-95

forma dimeros e se associa com outras proteinas adaptadoras, gerando grandes complexos ao
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redor do NMDA, e que sdo ativado preferencialmente quando ha a entrada de Ca®" na célula.
Nesse sentido, € necessario considerar que ha uma grande distingdo entre as proteinas
encontradas nos complexos protéicos dos receptores NR1/NR2A ¢ NR1/NR2B (Kohr e al.,
2003; Lim et al., 2003).

O heteromero NR1/NR2B ¢ especialmente seletivo e mantém, ao seu redor, a CaMKII
e duas moléculas vitais para a via da ERK1/2: a Ras-GRF1 e a SynGAP. Além delas, ha ainda
a propria ERK1/2, suas fosfatases, e algumas proteinas tirosina quinases que estdo implicadas
com a fosforilagdo do NMDA (Husi et al., 2003; Nourry et al., 2003; Skeberdis et al., 2006).
Com essa organizagdo, a atuacdo do NMDA na organizagdo espacial das vias da LTP ¢
bastante relevante, sobretudo para a ativagdo da ERK1/2 (Kim et al., 2005; Waxman e Lynch;
2005; Ivanov et al., 2006; Li et al., 2006; Rockliffe e Gawler, 2006). Ou seja, como foi
mencionado, o NR1/NR2B posiciona, ao seu redor, as enzimas Ras-GRF1, CaMKII e
SynGAP, mediando, simultaneamente, a ativagdo e inibicdo da Ras. Além disso, ha, nesse
complexo, a proteina STEP (Striatal enriched tyrosine phosphatase), que ¢ uma tirosina
fosfatase implicada com a inativagao da ERK1/2, além de fosfatases MKP (Braithwaite et al.,
2006). Com isso, os heterdmeros NR1/NR2B, em fun¢do de seu padrao de influxo de Ca*" e
da organizagdo espacial imposta para algumas proteinas, sdo implicados especialmente com a
LTD e com a inativagdo da via da ERK1/2 (Liu et al., 2004; Ivanov et al., 2006; Li et al.,
2006). Ja o NR1/NR2A, que ¢ envolvido com a LTP, ativa apenas a enzima Ras-GRF2, sem
ativar, portanto, a SynGAP e outras enzimas responsaveis pela inibi¢do da ERK1/2 (Kennedy
et al., 2005; Li et al.,, 2006). Dessa maneira, esse heterdomero relaciona-se apenas coma
ativacdo da via da ERK1/2 (Li et al., 2006). Com o requerimento da via da ERK1/2 para a
LTP, esse ¢ um ponto muito relevante para a diferenciacao do papel dois heterdmeros do

NMDA para a LTP e outras formas de plasticidade sinaptica.
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Com base na relevancia desses aspectos, o modelo teve que ser adaptado para fazer a
diferenciagdo da origem de Ca®", mas agora ndo mais apenas para saber qual a porcentagem
de contribuigdo de cada heteromero para a ativacdo das moléculas essenciais da LTP. Ou seja,
essa nova alteragdo ja incorporou no modelo, exatamente, que moléculas sdo ativado por qual
NMDA. Assim, de acordo com os dados existentes, a CaMKII pode ser ativada pelos dois,
enquanto a SynGAP e a Ras-GRF1 s@o apenas pelo NR1/NR2B, de maneira similar a o que
ocorre com a NOS. J& a Ras-GRF2 ¢ ativada exclusivamente pelo NR1/NR2A, mediando a
ativagdo da via da ERK1/2 sem a interferéncia da SynGAP. As demais proteinas do modelo
sdo ativadas pelo Ca®" restante, ou seja, o Ca’" que entra no meio intracelular pelos dois
NMDAs e que ndo ¢ utilizado para ativagdo das enzimas posicionadas diretamente em seus
complexos multiprotéicos, ou ainda pelo Ca** que é liberado das vesiculas intracelulares.
Com base nessas incorporacdes, a ERK1/2 passou a ser ativada em grande porcentagem no
modelo, em fun¢do, principalmente, da discriminacdo da origem do Ca®* para a ativagdo das
enzimas que integram a sua via (Fig. 71).

A localizagdo espacial precisa de algumas enzimas ¢ uma propriedade dos neurdnios
fundamental para que a LTP ocorra. E, em fun¢do dessa relevancia, a maior parte das
moléculas encontra-se localizadas em pontos estratégicos das espinhas dendriticas. Para isso,
elas podem interagir com o NMDA, com outros receptores, com a membrana, com proteinas
adaptadoras, ou ainda, com ancoradoures.

Durante a LTP a ERK1/2 ¢ posicionada em locais especificos da célula através da sua
interagdo com as proteinas que integram sua via, e, também, com inimeras proteinas
adaptadoras (Ebisuya et al., 2005). Ja a PKC ¢ mantida posicionada, principalmente, através
de sua associagdo direta com a membrana celular (Sweatt, 2003). A PKA, porém, possui uma

classe especifica de ancoradoures, composta pelas proteinas AKAPs (A-kinase anchoring
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proteins), cujo papel para a LTP ¢ fundamental (Dell’Acqua e Scott, 1997; Dell’Acqua et al.,

2006).

Ativac¢do da CaMKII, PKA, PKC e ERK1/2 durante a LTP
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Figura 71: Ativacdo das enzimas essenciais da LTP quando se considera sua integra¢do temporal e a
distingo na fonte de Ca>" que atua na ativacio especifica de cada molécula. A LTP é um processo que
requer, além de coordenacdo temporal entre algumas proteinas, uma organizacao espacial precisa, que
atua possibilitando a sua ocorréncia através do favorecimento da ativag@o de algumas proteinas. E essa
organizagdo ¢ especialmente relevante para a ERK1/2, que ¢ ativada, nesse processo, através de seu
posicionamento junto ao heteromero NR1/NR2A. Esse posicionamento favorece sua ativacdo pois a
mantém isolada de enzimas que atuam em sua inativacdo. Dessa maneira, a incorporagdo desses

processos no modelo de LTP inicial desenvolvido resultou na obten¢do de uma grande porcentagem de
ativagdo da ERK1/2.

Existem diversas AKAPs, porém, no hipocampo, apenas um tipo ¢ encontrado em
maior quantidade e estad diretamente implicado com a ocorréncia de LTP e LTD: a

AKAP79/150. As AKAP79/150s se associam diretamente a subunidade R da PKA e, através
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de interagdes hidrofobicas com a camada lipidica, a posiciona na membrana da densidade
pos-sinaptica. As AKAP79/150s também interagem com proteinas PDZ e localizam a PKA
diretamente ao lado dos receptores AMPAs e NMDA, entre outros alvos (Bregman et al.,
1989; Dell’ Acqua e Scott, 1997; Dell’Acqua et al., 2006; Smith et al., 2006). Dessa maneira,
estabelece-se um microdominio, no qual a PKA, em seu estado ativo, atua sobre o substrato
imediatamente adjacente a ela. Em adicdo a isso, geralmente, a AKAP79/150 localiza a PKA
proxima as enzimas AC e, por criar um impedimento estérico, dificulta a agdo das PDEs na
degradacdo de AMPc. Assim, ha um direcionamento da a¢do e uma preservacdo da ativagao
da PKA associada a AKAP79/150.

Mas a acdo das AKAPs79/150 ndo se restringe apenas a PKA. Um fato importante
sobre as AKAP79/150s ¢ que elas atuam com ancoras para a PKA e, simultaneamente, para a
calcineurina, posicionando quinase ¢ fosfatase lado a lado (Oliveria et al., 2003). No entanto,
as AKAPs inibem cerca de 90% da atividade catalitica da calcineurina, favorecendo, portanto,
a atuacdo da PKA (Dell’Acqua et al., 2002). Com base nesses aspectos, € na concentracio de
AKAP79/150, ¢ possivel afirmar que, durante a LTP, a maior parte da calcineurina esta
parcialmente inibida. Em funcdo desse ponto, a interagao entre a AKAP79/150, a calcineurina
e a PKA foi simulada, fato que determinou, no modelo, a diminui¢do da ac¢do dessa fosfatase
(Fig. 72). Vale lembrar que, no modelo, a calcineurina atua, entre outras coisas, na inibi¢ao
indireta da CaMKII. Dessa maneira, a simulagdo da presenca da AKPA79/150 contribui para
a ativacao persistente da CaMKII.

O posicionamento da calcineurina pelas AKAPs ¢ importante, pois impede,
localmente, sua a¢do. Da mesma maneira, o ancoramento da PKA favorece sua atuacdo em
alvos presentes nas regides proximas as AKAPs. E esse fato é importante, pois apenas

posicionada pela AKAP79150 ¢ que a PKA fosforila 0 AMPA (Dell’Acqua et al., 2006).
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Inibicdo da calcineurina pela AKAP79/150 na densidade pés-sinaptica
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Figura 72: A inibi¢do da calcineurina através de sua interagdo com a AKAP79/150. No modelo
construido, a principal funcdo da AKAP79/150 foi inibir a calcineurina, reduzindo sua atividade
catalitica para apenas 10% em comparagdo com sua forma livre. Dessa maneira, a calcineurina,
mesmo que se encontre proxima a seus substratos, tem sua atuagao bastante limitada.

No meio intracelular, cada uma das quinases que atuam na LTP possui uma grande
gama de alvos de acdo. Nesse sentido, a simples ativacdo dessas enzimas ndo determina a
ocorréncia de LTP. Ou seja, para a LTP ocorrer, € necessario que a PKA, a PKC, a ERK1/2 e
a CaMKII sejam ativadas e que atuem sobre substratos especificos, destacando-se, entre eles,
o AMPA. Porém, o AMPA ndo ¢ um bom substrato para a maioria dessas quinases, apesar de
ser fosforilado em decorréncia da LTP (Barria et al., 1997; Benke ¢ al., 1998; Lee et al., 1998;
Dingledine et al., 1999). E esse fato indica que a LTP possui ndo apenas mecanismos de
ativacdo que determinam a ativagdo preferencial e algumas enzimas, mas também que
direcionam seu alvo de atuacdo. Ou seja, a PKA, ancorada pela AKAP, fosforila,
principalmente, o AMPA (Dell’Acqua et al., 2006). Da mesma maneira, na densidade pos-
sinaptica, a PKC age sobre esse receptor (Boehm et al., 2006). A ERK1/2, embora possua

uma grande gama de substratos nas espinhas dendriticas, ndo fosforila, diretamente, 0 AMPA
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(Dingledine et al., 1999). No entanto, ela atua em sua inser¢do na membrana, o que implica
que, certamente, sua acdo catalitica tem como alvo outras moléculas que mediam esse
processo. Ja a CaMKII, que esta relacionada com a estabilizacio do AMPA na zona sinaptica,
precisa estar posicionada em locais especificos para atuar sobre esse receptor, fato que ¢
observado durante a LTP.

A CaMKII ndo interage nem com as AKAPs e nem com a membrana, mas ¢ a quinase
mais abundante da densidade pds-sinaptica (Petersen et al., 2003; Yoshimura et al., 2004;
Chen et al., 2005). Da mesma forma, ¢ a quinase encontrada em maior concentragdo no
citoplasma dos neuronios piramidais da area CAl (Erundo e Kennedy, 1985). No entanto,
para a LTP, sua acdo na densidade pos-sindptica ¢ mais importante. E, para favorecer essa
acdo, a inducdo de LTP causa a rapida translocagdo da CaMKII do citoplasma para a
densidade pos-sinaptica (Strack et al., 1997b; Yoshimura e Yamauchi, 1997; Otmakhov et al.,
2006).

A translocagdo da CaMKII tem diversas conseqiiéncias. Uma delas ¢ que a enzima
deixa de ser substrato da PP2A (Strack et al., 1997a). A razdo exata para esse fato nao ¢
conhecida, especula-se, no entanto, que a CaMKII, na densidade pods-sindptica, mude sua
conformacdo. A PP1, outra enzima que inativa a CaMKII, é encontrada na densidade pds-
sinaptica, mas em concentragdes muito abaixo das requeridas para desfosforilar toda a
CaMKII concentrada na regido (Bayer e Schulman; 2001; Lisman et al., 2002). Assim, a
CaMKII na densidade pos-sindptica ¢ muito mais resistente a inativagao.

Com base na relevancia da translocacdo da CaMKII para a manutengdo de sua
atividade, esse processo foi inserido no modelo de LTP inicial desenvolvido. Para isso, foram
criadas duas espécies de CaMKII diferenciadas em funcdo de sua localizagdo: citoplasmatica
ou na densidade pos-sinaptica. E, uma vez autofosforilada, a CaMKII citoplasmatica migra

para a densidade pds-sinaptica onde permanece, persistentemente, ativada (Fig. 73).
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Figura 73: A translocacdo da CaMKII no modelo de LTP desenvolvido. Apos se autofosforilar, a
CaMKII rapidamente migra do citoplasma (Cit) para a densidade pos-sinaptica (PSD), onde ela ¢
resistente a agdo das fosfatases e permanece persistentemente ativa.

Com a inclusdo da transloca¢do da CaMKII no modelo de LTP desenvolvido, obteve-
se, finalmente, a ativacdo de todas as enzimas requeridas (Fig. 74). Essa ativa¢do ¢ decorrente
portanto, do influxo de Ca2+, que determina a ativacdo da PKC e, indiretamente, da PKA, do
posicionamento estratégico da ERKI1/2 no complexo protéico do NR1/NR2A, e da
translocagdo da CaMKII, fato que favorece seu atuacdo pois impede o acesso das fosfatases a
sua estrutura.

Com a ativagdo da PKC, PKA, ERK1/2 e da CaMKII no modelo, foi necessario partir
para a etapa final de seu desenvolvimento, que se concentrou em como essas enzimas atuam e

determinam o aumento do peso sinaptico.
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Ativacao da CaMKII, PKA, PKC e ERK1/2 durante a LTP
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Figura 74: A ativa¢do da CaMKI, da PKA, PKC e ERK1/2 durante a LTP inicial hipocampal. Através
da combinacdo de uma organizagdo espacial e temporal precisa, a indugcdo de LTP determinou, no
modelo, a ativagdo das enzimas que mediam o aumento do peso sinaptico.

4.5 O aumento do peso sindptico e os movimentos do AMPA

Desde a descoberta da LTP, inumeros cientistas de renome se dedicaram a busca pelos
mecanismos que determinam, durante a sua ocorréncia, o aumento do peso sinaptico.

Logo que a LTP foi descoberta, identificou-se que ela requeria a ativacdo de
receptores NMDA (Collingridge et al., 1983a; 1983b). No entanto, apenas a presenca de L-
glutamato ndo ¢é suficiente para a abertura dos canais do NMDA, que sdo bloqueados por
Mg*" de maneira voltagem-dependente (Nowak et al., 1984; Coan e Collingridge, 1985).
Esses aspectos indicaram que a LTP envolve a participagdo de mais algum tipo de receptor

glutamatérgico, que é responsavel por causar a despolarizagdo da membrana celular requerida
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pelo NMDA (Malinow e Miller, 1986; Bliss e Collingridge, 1993). Dessa maneira, 15 anos
apos a descoberta da LTP, demonstrou-se a agdo fundamental do AMPA para sua ocorréncia
(Kauer et al., 1988; Muller e Lynch, 1988).

A partir do descobrimento da participagdo do AMPA na LTP, as pesquisas na area
voltaram sua atengo para as possiveis alteragdes que esse receptor poderia sofrer durante esse
processo. Com isso, em poucos anos foi demonstrado que o AMPA apresenta um aumento em
sua condutancia em fungdo da ocorréncia de LTP (Barria et al., 1997; Benke e al., 1998), ¢
que esse aumento, aparentemente, ¢ a principal alteragdo poés-sindptica implicada com a
mudan¢a no peso sindptico observada (Malinow e Miller, 1986; Malinow et al., 2000;
Lisman e Raghavachari, 2006).

Simultaneamente a descoberta do papel central do AMPA para a LTP, comegaram a
ser investigados os mecanismos intracelulares implicados com a ocorréncia desse evento.
Assim, gradativamente, as enzimas essenciais para a LTP foram sendo identificadas, e foi
sendo demonstrado que esse processo envolve a participagdo essencial de quatro quinases: a
PKA, a CaMKII, a PKC e a ERK1/2 (Malinow et al., 1989; Lledo et al.,1995; English e
Sweatt; 1997; Sweatt 1999; Winder et al., 1999).

A constatacdo da atuacdo fundamental dessas quinases ¢ de que a mudanga de
condutiancia do AMPA determina o aumento do peso sindptico na LTP logo foram unificadas
em uma unica hipdtese: o AMPA ¢ o alvo de atuacao dessas enzimas. E essa hipotese foi
comprovada através da demonstragdo de que o AMPA ¢ fosforilado durante a LTP e que, in
vitro, sua fosforilagdo determina o aumento em sua condutincia unitaria (Barria et al., 1997;
Benke ¢ al., 1998; Lee et al., 1998; 2000). No entanto, apesar de, in vitro, os sitios do AMPA
serem fosforilados, ¢ essas fosforilagdes causarem um aumento na condutancia unitaria de seu
canal, in vivo a historia é diferente. A observacao do aumento na condutincia unitaria do

AMPA sempre foi feita, in vitro, para o receptor homomérico (Barria et al., 1997; Benke ¢ al.,
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1998; Lee et al., 1998; Banke et al., 2000). Mas, quando se considera sua composi¢ao
heteromérica, o efeito da fosforilacdo ¢ suprimido, ou seja, no AMPA nativo, a fosforilacdo,
ao que se sabe, ndo causa alteracdo em sua condutancia unitaria (Andrasfalvy e Magee, 2004;
Oh e Derkach; 2005; Derkach et al., 2007). Antes da demonstragdo desse aspecto, porém, ja
comecaram a surgir dados que mudavam a compreensao que se tinha, até o0 momento, sobre as
possibilidades de mudanca na condutancia do AMPA. E, entre essas constatacdes, certamente
a mais relevante para iniciar a vinculagdo da LTP com outras formas de alteracdes do AMPA
foi a descoberta das sinapses silenciosas (Liao et al., 1995).

As sinapses silenciosas, em linhas gerais, sdo sinapses que conttm NMDA, mas que
ndo possuem AMPAs funcionais (Liao et al., 1995). No entanto, essa situacdo ¢ transitoria e,
quando essas sinapses sdo estimuladas, ha, rapidamente, a expressdo de AMPAs funcionais na
zona sinaptica, o que evidencia que esses receptores sdo capazes de variar em nimero, em
funcdo da atividade sinaptica (Liischer et al., 1998; Noel et al., 1999; Shi et al., 1999; 2001).

Com essa observagdo, somada a evidéncias que sugeriam que o aumento da
condutancia unitaria do AMPA ndo deve ocorrer in vivo, iniciaram-se os estudos sobre os
mecanismos de variagdo no numero de receptores AMPA na sinapse. Assim, gradualmente,
foi demonstrado que os AMPAs se movem lateralmente, além de entrarem e sairem da
membrana (Passafaro et al., 2001; Ashby et al., 2004; Adesnick et al., 2005). Todos esses
padroes de movimentagdo sdo rapidos (Shi et al., 1999; Passafaro et al., 2001). Alguns deles
ocorrem espontaneamente, mas todos podem ser regulados pela atividade sinaptica (revisto
em Palmer et al., 2006; Derkach et al., 2007). Portanto, em poucos anos foi evidenciado que,
durante a LTP inicial, alguns desses movimentos do AMPA ocorrem ¢ sdo regulados por
reacdes de fosforilagdo, que mediam tanto a inser¢do quanto o acumulo de receptores na zona

sinaptica, determinando o aumento do peso sinaptico nao através de uma mudanga
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macroscopica na condutidncia do AMPA (Malinow e Malenka, 2002; Bredt e Nicoll, 2003;
Palmer et al., 2006).

Com base nesses dados, o modelo de LTP inicial desenvolvido nesse trabalho teve que
incorporar os movimentos do AMPA como o mecanismo responsavel pelo aumento do peso
sinaptico. Para isso, dois movimentos foram considerados separadamente: a difusdo lateral e a
inser¢do na membrana.

A difusdo lateral do AMPA comegou a ganhar notoriedade na literatura apos
sucessivos trabalhos realizados por pesquisadores franceses que, com o desenvolvimento de
uma técnica especifica, conseguem filmar o receptor se movimentando ao longo das zonas
sinapticas e extra-sinapticas e, a partir desses dados, calculam seus coeficientes de difusdo em
cada regido (Borgdorff e Choquet, 2002; Tardin et al., 2003; Bats et al., 2007). Os dados
obtidos por esses autores demonstram que, em condigdes de atividade celular basal, tanto o
AMPA sinaptico quanto o extra-sindptico se movimentam incessantemente, embora, na zona
sinaptica, esses movimentos sejam mais lentos, em fun¢do da grande concentragdo protéica.
No entanto, ¢ apenas uma populacdo especifica de AMPAs que se move lateralmente,
composta pelos heteromeros de cauda longa, os seja, os GluR1/GluR2 (Palmer et al., 2006).
Os movimentos desses receptores sdo continuos até que a atividade sindptica determine sua
fixacdo na regido sinaptica (Bats et al., 2007).

Para simular esse processo, foi necessario considerar que o0 AMPA GluR1/GIuR2 se
move, com taxas de difusdo distintas, alternando-se entre a regido sindptica e extra-sindptica.
Durante a LTP, esse movimento cessa e os receptores sdo estabilizados na zona sinaptica.
Para isso, existe a mediagao de rea¢des de fosforilagao, catalisadas pela CaMKII e pela PKC
(Boehm et al.; 2006; Palmer et al., 2006) que, no modelo, tém que estar na densidade pods-

sinaptica para desempenharem tal acdo (Tsui et al., 2005; Tsui ¢ Malenka, 2006), ¢ 0 AMPA,
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para ser estabilizado, precisa estar associado as TARPs (Nicoll et al., 2006; Derkach et al.,
2007; Zift, 2007).

Com a incorporagdo desses critérios no modelo, durante a indug@o da LTP, o acumulo
de CaMKII na densidade pods-sinaptica, combinada com a ag¢do da PKC, determinam,
gradualmente, a fixacdo de AMPAs na sinapse. Além disso, se observou também que a agao
da PKC na estabilizacdo do AMPA foi menor, o que se deve a sua ativacdo transiente. Ja a
CaMKII, no modelo, contribuiu mais para o aumento do nimero de AMPAs, pois, através de
sua ativagdo persistente, ela pode fosforilar os receptores disponiveis na membrana por um
longo periodo. Ou seja, nesse processo, o principal fator limitante da acdo da CaMKII no
aumento do peso sinaptico serd o nimero de receptores disponiveis para serem fosforilados
(Fig. 75).

Ja em relagdo a inser¢do de AMPASs, outras enzimas sdo requeridas, mas 0 mecanismo
exato desse processo ¢ menos conhecido, embora se saiba que ele envolve proteinas e etapas
comuns de processos de fusdo de membrana (Brown et al., 2005; Gerges et al., 2006).
Portanto, em funcdo da auséncia de informagdes precisas sobre as etapas de inser¢do do
AMPA na membrana celular, no modelo, apenas alguns critérios para a ocorréncia desse
evento foram considerados. Assim, de acordo com dados da literatura, a inser¢do do AMPA ¢
mediada pela agdo de trés quinases: a PKA, a PKC e a MAPK ERK1/2. Porém, enquanto a
PKA e a PKC mediam a inser¢do do AMPA através da fosforilacio de seus residuos
citoplasmaticos (Boehm et al., 2006; Oh et al., 2006), a ERK1/2 media esse processo através
de sua atuacdo em um alvo ainda ndo identificado (Zhu et al., 2002). Com base nesses
aspectos, foi assumido, no modelo de LTP desenvolvido, que a fosforilagdo do AMPA pela
PKA ou PKC ¢ suficiente para inseri-lo na membrana extra-sinaptica. O receptor fosforilado
pela PKC pode, em seguida, difundir até a zona sinaptica e ser estabilizado, sem requerer

nova fosforilacdo (Boehm et al., 2006).
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Estabilizacado do AMPA na zona sindptica mediada pela acio da CaMKII e da PKC
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Figura 75: A estabiliza¢do dos AMPAs na membrana sinaptica mediada pela PKC e pela CaMKII ap6s
a indugdo de LTP. Enquanto a PKC atua na estabilizagdo do AMPA apenas por um breve intervalo de
tempo, em acordo com sua ativacgdo transiente, a CaMKII contribui mais para o aumento do numero de
AMPAs, ja que ela permanece persistentemente ativa. Dessa maneira, o principal fator limitante,
durante esse processo, para a atuacdo da CaMKII serd o numero de receptores na membrana celular
disponiveis para serem fosforilado.

J& a atuacdo da ERK1/2 foi simulada de forma mais simplificada. O papel da ERK1/2
na inser¢cdo do AMPA ¢ uma descoberta relativamente recente e requer a ativagdo prévia da
Ras (Zhu et al., 2002). No entanto, a ERK1/2 ndo fosforila 0 AMPA. Existem evidéncias da
atuacdo de algumas MAPKSs no controle do trafego de vesiculas através de regulacdes das
enzimas Rab, mas ndo ha, ainda, demonstra¢des semelhantes envolvendo a ERKI1/2,
especialmente na area de LTP (Huang et al., 2004). Até o momento, porém, o Unico fato

conhecido relevante para o modelo desenvolvido ¢ que a ativagcdo da ERK1/2 determina a
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entrada do AMPA na membrana. Com base nisso, no modelo, a ativacdo da ERK1/2 foi

considerada como um evento que determina, diretamente, a inser¢do de AMPAs, mas nao foi

possivel estabelecer nenhum tipo de mecanismo que poderia mediar esse processo (Fig. 76).
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Figura 76: A inser¢cdo dos AMPAs na membrana sindptica mediada pela PKC, PKA e ERK1/2 que, em
funcdo de padrdes temporais de ativagdo distintos e concentracdes diferentes, geram periodos de
aumento de AMPAs na membrana diferenciados.

Assim, o aumento do peso sindptico foi simulado considerando que, enquanto a

ERK1/2, a PKC e a PKA inserem AMPAs na membrana, a CaMKII e a PKC estabilizam

esses receptores na sinapse. Os receptores inseridos pela PKA e ERKI1/2 devem ser,

posteriormente, fosforilados pela PKC ou CaMKII para serem estabilizados na zona sinéptica,
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ja os receptores inseridos pela acdo da PKC ndo precisam de novas fosforilagdes. Com esses
mecanismos incorporados de maneira simultdnea no modelo, a indugdo de LTP leva a um
grande aumento no nimero de receptores sinapticos (Fig. 77). Cabe ressaltar que o nimero
maximo de receptores que puderam ser inseridos na zona sindptica foi estabelecido em 150,
em fungdo do numero total de AMPAs considerados com intracelulares. Esse valor esta de
acordo com as quantidades méaximas de receptores AMPAs reportados em uma tnica sinapse.
Assim, considerando a duragdo total da LTP inicial com de duas horas, o tempo necessario

para alcancar esse valor maximo de AMPAs foi de cerca de meia hora (Fig. 78).

Aumento do nimero de AMPAs sinapticos em conseqiiéncia a ocorréncia de LTP
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Figura 77: O aumento no nimero de AMPAs como conseqiiéncia a LTP. No modelo desenvolvido, a
acdo coordenada da CaMKII, PKA, ERK1/2 e PKC resultou na inser¢do de AMPAs na membrana e de
sua estabiliza¢do na zona sinaptica. Com esses processos, houve um grande aumento no numero total
de AMPAs.
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Aumento do nimero de AMPAs sinapticos em conseqiiéncia a ocorréncia de LTP
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Figura 78: O aumento no numero de AMPAs como conseqiiéncia & LTP. Em cerca de meia hora apds
a inducdo de LTP, o nimero maximo de receptores AMPA possivel no modelo ja foi atingido e se
mantém estavel ao longo de duas horas, de acordo com a duragao total da LTP inicial.

Com a simulagdo desses mecanismos, ao final do desenvolvimento do modelo, a
indugdo de LTP inicial através do L-glutamato foi capaz de ativar as enzimas requeridas para
fosforilar, estabilizar e inserir o AMPA na membrana, determinando o aumento do peso
sinaptico. Esse aumento ¢ independente de sintese protéica, em acordo com os dados da
literatura, ¢ pode ser verificado, posteriormente, por exemplo, com a estimulagdo da célula
por 1 pulso de L-glutamato, indicando uma despolarizagdo maior da membrana celular (Fig.

79), e que contém um acréscimo em sua componente mediada pelo AMPA.



188

Alteragdes nas propriedades elétricas do modelo em fungio da ocorréncia de LTP
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Figura 79: As alteracdo da LTP podem ser observadas pelo aumento da corrente ou do potencial de membrana
medido na célula pos-sinaptica. Para ilustrar esse aumento, o comportamento do modelo foi comparado antes e
depois da indugdo de LTP. Como ¢ observado, para apenas um pulso de L-glutamato (I mmol.L"), ha a
alteracdo da corrente mediada pelo AMPA (A) e, conseqiientemente, do potencial da membrana celular (C),
medido na espinha dendritica, que passa a apresentar uma componente resultante da ativagcdo dos receptores
AMPA maior. Em B estd mostrada a corrente do canal do NMDA, que manteve-se inalterada.
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V. DISCUSSAO

A LTP ¢, sem davida, um dos principais temas estudados em neurociéncia. Porém,
inumeros aspectos implicados com sua ocorréncia ainda sdo mal compreendidos. Em fungao
disso, esse trabalho foi desenvolvido para investigar e testar algumas hipoteses sobre os
mecanismos que podem estar operando na LTP. E, para isso, utilizou-se a constru¢do de um
modelo computacional.

Modelos computacionais, embora possam ser aplicados para diversos eventos, ainda
nao tem sido usados para o estudo da LTP, considerando-a de maneira global. Ou seja,
existem diversos modelos de eventos relacionados com a ocorréncia de processos de
plasticidade sinaptica, incluindo a LTP. Mas, nenhum deles, incorpora, simultaneamente, as
alteracdes elétricas e bioquimicas envolvidas com esses fenomenos. Isto ¢, esses modelos sdo
feitos concentrando-se apenas em alguns aspectos, biofisicos ou bioquimicos, relacionados
com as diversas formas de plasticidade sindptica. Com base nesse fato, o modelo
desenvolvido nesse trabalho € o inico que simula a LTP considerando, de maneira integrada,
todas as alteragdes requeridas para a sua ocorréncia.

Certamente, a auséncia de outros modelos computacionais semelhantes ao
desenvolvido nesse trabalho se explica, em parte, pela grande quantidade de dados
necessarios para seu desenvolvimento, incluindo parametros e informagdes sobre o
funcionamento de enzimas, receptores ¢ demais componentes simulados, o que torna sua
construcdo trabalhosa. No entanto, considerando que a neurociéncia computacional se baseia
na simulagfo das caracteristicas biofisicas e bioquimicas, de determinadas areas ou células do
cérebro, para o estudo dos processos que emergem da sua integracdo, ¢ impossivel
desenvolver um modelo de LTP sem incluir os componentes basicos que a compdem. Ou seja,

7 . . ’ A 2+
apenas um modelo que contém, de maneira integrada, célula, receptores, dinamica de Ca™,
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ativacdo de vias e os mecanismos de aumento do peso sindptico, apresenta os componentes
minimos necessarios para simular e analisar a LTP. Nesse sentido, os demais trabalhos
existentes que simulam processos relacionados com eventos plasticos, apesar de terem gerado
importantes contribui¢des, ndo podem ser considerados modelos de LTP.

Entre os primeiros modelos computacionais que exploraram algumas propriedades da
LTP destacam-se o de Holmes e Levy (1990) e Zador et al. (1990), que desenvolveram
simulacdes de espinhas dendriticas contendo os receptores AMPA ¢ NMDA, além de
mecanismos de dindmica de Ca’’. Com esses modelos, os autores concentraram-se nos
processos relacionados com a inducdo de LTP, isto ¢, a ativacio do NMDA com o
conseqiiente influxo de Ca>" para o meio intracelular. Nesses trabalhos, foi demonstrado o
importante papel das espinhas dendriticas para a ocorréncia de LTP, pois essas estruturas, em
funcao de seu tamanho reduzido, apresentam uma grande variagdo na concentracdo de Ca*",
em decorréncia da atividade sindptica, o que possibilita a ativacdo das vias requeridas para a
LTP. Além disso, nesses modelos também foi explorado o papel do NMDA como um detector
de coincidéncia da despolarizagdo da membrana celular e da presenca de L-glutamato na
fenda sinaptica. Com esses pontos, foi possivel fortalecer o estabelecimento do NMDA como
um elemento central para a indu¢ao da LTP inicial.

No mesmo periodo desses artigos, Lisman (1989) publicou um modelo que ¢
considerado, por muitos autores, como a primeira hipotese para explicar os mecanismos
intracelulares implicados com a LTP. Nesse trabalho, foi explorada a ativagao da CaMKII em
decorréncia do aumento na concentragio de Ca®" observado durante a indu¢do de LTP. Para
isso, o autor desenvolveu um modelo simplificado, contendo a ativagdo da CaMKII em
fungdo do Ca’’ ¢ a sua inativagio em decorréncia da agdo da PP1. Além dessas proteinas,
foram simuladas as atividades da AC e da PKA. Com esses componentes, durante a indugao

de LTP, o modelo de Lisman (1989) simula a ativagdo da PKA que atua na fosforilagdo do In-
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1, que também foi simulado. O In-1 fosforilado se associa e inibe a PP1, possibilitando, no
modelo, que a CaMKII se autofosforile e permaneca ativa por longos periodos de tempo. Com
esse modelo, Lisman (1989) foi capaz de estabelecer algumas bases para a bidirecionalidade
sinaptica, apontando que, enquanto a LTP requer um grande e rapido aumento na
concentracdo intracelular de Ca*", fato que resulta na ativagdo da PKA e da CaMKII, a LTD ¢
mediada por um aumento de Ca®” menor, mas prolongado, que ocasiona a ativagdo da
calcineurina, que desfosforila o In-1 e restabelece a acdo da PP1. Com essas simulagdes,
Lisman (1989) propos, pela primeira vez, processos que, de fato, pertencem a LTP e a LTD, e
foram comprovados apenas alguns anos depois (Mulkey et al., 1994; Blitzer et al., 1995;
1998). No entanto, embora contenha mecanismos da LTP e LTD, o modelo de Lisman nédo
explora como a mudanga do peso sinaptico ocorre e ndo vincula a ativacdo das vias de
sinalizagdo simuladas com o influxo de Ca®" pelo NMDA. Além disso, esse trabalho
incorporou a atividade das proteinas consideradas de maneira bastante simplificada, sem levar
em conta mecanismos de regulacdo e ativacdo precisos, e ndo utilizou parametros medidos
experimentalmente, ou seja, as taxas cataliticas usadas nas simulacdes foram escolhidas
aleatoriamente pelo autor.

O modelo desenvolvido por Lisman (1989) foi, posteriormente, aprimorado para o
estudo de outras questdes implicadas com a LTP. Assim, Lisman e Zhabotinsky (2001),
utilizando, como base, o0 modelo de Lisman (1989) e de Zhabotinsky (2000), propuseram
alguns mecanismos que poderiam explicar o aumento do peso sinaptico durante a LTP. Para
isso, esses autores se basearam no fato de que, em seu estado ativo, a CaMKII pode se
associar a filamentos de actina e, simultaneamente, ao receptor NMDA (McNeill e Colbran,
1995; Strack e Colbran, 1998). Esses filamentos de actina, associados a CaMKII podem se
ligar & proteina 4.1N, que ¢ encontrada associada as subunidades GluR1 do AMPA. Dessa

maneira, seriam formados complexos estaveis na zona sinaptica contendo a CaMKII, o



194

NMDA e o AMPA. Mas, embora Lisman e Zhabotinsky (2001) discutam esse mecanismo, ele
ndo foi simulado nesse trabalho. Ou seja, a estrutura do modelo apresentado nesse artigo
contém a ativacdo da CaMKII e de outras enzimas, mas ndo simula 0o AMPA, o NMDA, nem
a actina. Assim, nesse trabalho, os autores utilizaram seu modelo apenas para argumentar que,
na densidade pos-sindptica, a atividade coordenada entre a PKA e a CaMKII determina a
ativacdo persistente dessa Ultima, que, nesse estado, poderia mediar o aumento do peso
sinaptico estabilizando o AMPA de acordo com o processo proposto apenas teoricamente.
Mas, cabe ressaltar, em relacdo ao processo de aumento de peso sinaptico apresentado por
esses autores, que embora se saiba que a CaMKII se associa a filamentos de actina (Leonard
et al., 2002), nunca foi demonstrado que haja a formagdo de complexos entre ela, a actina, o
NMDA e o AMPA.

Recentemente, em outro trabalho, Zhabotinsky et al. (2006) simularam parte do
processo de aumento do peso sindptico discutido em Lisman e Zhabotinsky (2001), incluindo
a ativacdo da CaMKII e seu papel no aumento do peso sindptico através da estabilizacdo do
AMPA na zona sinaptica. Para isso, esses autores assumiram que a CaMKII fosforila o
AMPA, que ¢ entdo estabilizado na membrana sinaptica através de sua interacdo com a
SAP97, proteina que pertence ao complexo protéico da densidade pds-sinaptica. Para essa
interagdo ocorrer, a SAP97, segundo os autores, também deve ser fosforilada pela CaMKII.
Porém, o papel central para a SAP97 no aumento do peso sinaptico, defendido por
Zhabotinsky et al. (2006), tem sido descartado na literatura (Groc e Choquet, 2006; Ziff,
2007). E importante ressaltar, no entanto, que ao longo do desenvolvimento de um modelo, é
desejado que se testem hipdteses e que se sugiram idéias para explicar o funcionamento de um
determinado fendmeno, mas esses aspectos t€ém que ser analisados, constantemente, com base
nos dados da literatura, para que os modelos possam ser reestruturados a partir de seus pontos

que se mostram falhos.
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Entre os trabalhos que se dedicaram ao estudo de algumas caracteristicas e
componentes da LTP, ainda ¢ fundamental destacar o modelo desenvolvido por Bhalla e
Iyengar (1999), que incorpora uma ampla rede bioquimica implicada com a LTP. Esse
trabalho ¢ um marco para a neurociéncia computacional, pois demonstra que eventos como a
LTP emergem, necessariamente, a partir das interagdes entre seus diversos componentes.
Assim, o artigo de Bhalla e Iyengar (1999) evidenciou que a LTP é um fenémeno que resulta
de uma precisa organizagdo molecular. Esses autores, no entanto, ndo incorporaram, em seu
modelo, a parte elétrica do neurénio piramidal, embora tenham simulado uma célula. No
entanto, essa célula foi utilizada apenas para determinar a variagdo na concentragdo
intracelular de Ca®” em fungdo de um protocolo de indugdo de LTP, que foi usada como
entrada do modelo bioquimico. Posteriormente a essa publicagdo, o modelo de Bhalla e
Iyengar foi aplicado para o estudo de outras questdes relacionadas com a LTP, como o trafego
de AMPAs (Hayer e Bhalla, 2005), porém, considerando todos os seus componentes apenas
em funcdo de suas interacdes bioquimicas.

Além desses modelos, existem outros que, como ja foi mencionado, concentram-se
apenas em alguns processos e caracteristicas da LTP e ndo simulam, portanto, esse fendmeno
de forma global. As principais contribuicdes que esses trabalhos tém gerado a area de
pesquisa em LTP se relacionam com as integracdes temporais presentes entre alguns
componentes desse fendmeno ¢ o papel da variagdo da concentragdo do Ca* na determinacgao
da ocorréncia de LTP ou LTD. Assim, tem sido explorada, principalmente, a agdo coordenada
da PKA, CaMKII, PP1 e calcineurina, determinando a variagdo no peso sinaptico em fun¢ao
da desfosforilacao/fosforilacio do AMPA (Castellani et al., 2001; D’Alcantara et al., 2003).
No entanto, nesses trabalhos, a integracdo entre a ativagao dos receptores NMDA e o aumento

do peso sinaptico ¢, sistematicamente, desconsiderada.
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A LTP piramidal tem que ser iniciada, no meio intracelular, pelo aumento na
concentragdo de Ca*" mediado pelos NMDAs, que, em fungio de suas propriedades biofisicas
e bioquimicas, determinam a ativa¢do, em maior porcentagem, das enzimas que atuam na
LTP. Ou seja, essa ativacdo ndo é resultado apenas do influxo de Ca®" para o meio
intracelular, mas de um processo que envolve multiplas formas de integracdo temporal e
espacial. E, certamente, um modelo de LTP deve conter essas caracteristicas.

Para simular a LTP, o modelo descrito nessa tese baseou-se em um amplo
levantamento bibliografico sobre suas principais enzimas, considerando, em detalhes, seus
mecanismos de ativagdo e regulagdo através da estimulacao celular por L-glutamato. Com
esse levantamento, foi possivel desenvolver equagdes, solucionadas com parametros retirados
de artigos experimentais, que descrevem a atividade de cada molécula considerada. Nesse
sentido, uma importante contribui¢do desse trabalho foi equacionar e simular a atividade de
diversas enzimas, ja incorporando dados bastante atuais sobre suas regulagdes, que podem,
posteriormente, ser utilizadas de maneira isolada, ou com outras formas de organizagdo, para
o estudo de questdes particulares.

No que se refere especificamente a LTP, os modelos das atividades das proteinas
desenvolvidos nesse trabalho permitiram analisar a sensibilidade que elas possuem a padrdes
distintos de variagdes na concentracio de Ca>". Com essa verificagio, foi possivel comprovar
que as moléculas implicadas com a LTP sdo bastante sensivel as variagdes na concentragao de
Ca®", caracteristica que contribui para que elas sejam ativadas por estimulos transientes
breves. No entanto, um ponto importante demonstrado ao longo desses resultados é que,
embora a ativagdo em alta propor¢ao de algumas enzimas em decorréncia de sinais breves de
Ca®" ser um aspecto importante para a LTP, ela ndo pode ser usada como base para explicar
esse fendmeno. Assim, foi necessario incorporar também a coordenacao que existe entre a

atividade das moléculas simuladas.
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A atividade coordenada entre algumas proteinas que integram a LTP é um dos
principais pontos explorados na literatura (Dineley et al., 2001; Kennedy et al., 2005). Porém,
sua analise, experimentalmente, esbarra em uma série de limitagdes como a falta de inibidores
seletivos e a impossibilidade de se evitar que uma molécula desempenhe parte da fungdo de
outra que foi inibida ou suprimida do sistema de estudo. Nesse sentido, o uso de modelos
computacionais ¢ uma ferramenta importante, pois possibilita que se considere interagcdes
especificas. Por apresentar essa vantagem, diversos modelos computacionais t€m sido
desenvolvidos para explorar a coordenagdo entre algumas moléculas implicadas com a
ocorréncia de eventos plasticos. No entanto, esses trabalhos concentram-se, na maior parte das
vezes, apenas em poucas moléculas, destacando a CaMKII e a PKA (Lisman, 1989; Castellani
et al., 2001; Lisman e Zhabotinsky, 2001; D’Alcantara et al., 2003Zabotinsky et al., 2006), ¢
desconsideram outras proteinas que também sdo requeridas para a ocorréncia de LTP e outras
formas de plasticidade sinaptica (Sweatt, 1999).

Diferentemente dos trabalhos de outros autores, o modelo da rede de sinalizagdo da
LTP desenvolvido nessa tese se baseou nos dados existentes na literatura para determinar que
vias seriam consideradas necessarias para a ocorréncia de LTP. E, uma vez que essa
determinagdo foi feita, estipulando que a CaMKII, a PKA, a PKC e a ERK1/2 seriam enzimas
centrais para o modelo desenvolvido, elas foram simuladas contendo seus mecanismos
principais de ativacdo e regulagdo mediados pela estimulacdo celular por L-glutamato. Com
essa organizacdo, o objetivo desse trabalho ndo foi, em nenhum momento, gerar um modelo
minimo de plasticidade, mas entender como a LTP pode, de fato, ocorrer. Para isso, quinases,
fosfatases ¢ demais moléculas foram integradas em uma Unica rede de sinalizacdo, ¢ foi
possivel determinar que, embora a coordenagdo entre a atividade de algumas enzimas
contribua para a LTP, esse mecanismo ndo ¢ suficiente para explicar sua ocorréncia. Ou seja,

esses resultados mostram, diferentemente dos resultados de Bhalla e Iyengar (1999), que a
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LTP requer, além da integragdo temporal entre a ativagdo de suas vias, a presenca de outros
mecanismos. Portanto, para a simulagdo da LTP, ndo ¢é preciso incorporar apenas as proteinas
que atuam nesse processo, mas também seus outros componentes.

Um fato importante sobre a LTP hipocampal ¢ a sua dependéncia pela ativagdo dos
receptores NMDAs (Collingridge et al., 1983a; Bliss e Collingridge, 1993). Ao longo de
varios anos, esse requerimento foi explicado, exclusivamente, em fun¢do da atuacdo do
NMDA como principal mediador do aumento na concentragio intracelular de Ca®". No
entanto, em fung¢do da presenca de dois heteromeros do NMDA na zona sinaptica, o
NR1/NR2B e o NR1/NR2A (Tovar e Westbrook; 1999; Thomas et al., 2006), que apresentam
densidade de canais, e taxas de ativagdo, desativacdo e dessensibilizagdo distintas (Cull-
Candy e Leszkiewicz, 2004), o influxo de Ca*" tem, pelo menos, dois padrdes diferentes, e
que sao relacionados, de maneira seletiva, com a indu¢ao de LTP ou LTD (Liu et al., 2004 ;
Erreger et al., 2005; Kohr, 2006; Berberich et al., 2007). A partir desse ponto, parte desse
trabalho explorou algumas caracteristicas especificas dos heterdmeros do NMDA presentes
nas espinhas dendriticas para a ocorréncia de LTP.

Grande parte dos modelos computacionais existentes na literatura e que contém a
presenca de receptores NMDA, simulam apenas a corrente mediada por sua abertura, e de
maneira bastante simplificada. Esse tipo de simulagdo, embora seja adequada para o estudo de
diversas questdes, ¢ improprio para um modelo de LTP. Porém, até o momento, o modelo
descrito nessa tese ¢ o primeiro a incorporar dois tipos de NMDAs, o que foi fundamental
para investigar alguns mecanismos necessarios para a ocorréncia de LTP.

O NRI/NR2A e o NRI/NR2B foram simulados a partir de esquemas cinéticos
desenvolvidos com base nos dados experimentais sobre seus funcionamentos. Apds isso, esses
dois heteromeros foram inseridos na zona sinaptica da espinha dendritica simulada,

considerando a densidade de canais especifica para cada um deles, ou seja, a populagdo de
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NMDA do modelo foi composta por 65% de N1/NR2A e 35% de NRI/NR2B. Com essa
organizacdo, foi possivel determinar, especificamente, a porcentagem de ativagdo das vias de
sinalizacdo da LTP em fungdo do Ca*" que flui por cada um dos heterdmeros do NMDA
simulados. E, com esse modelo, foi demonstrado que, em concordancia com artigos
experimentais (Kohr et al., 2003; Berberich et al., 2007), o NR1/NR2A ¢ responsavel por uma
ativacdo maior de algumas moléculas necessarias para o aumento do peso sindptico, em
funcdo da quantidade e do padrio de Ca®" que entra pelo seu canal. No entanto, essa ndo ¢ a
unica propriedade desse heterdmero importante para determinar a ocorréncia de LTP.

Outro aspecto analisado em relacdo a atuacdo diferencial dos heteromeros do NMDA
para a LTP se referiu ao seus papéis como formadores de complexos protéicos no meio
intracelular. Assim, no modelo desenvolvido, foram especificadas quais moléculas estdo
associadas, diretamente, com cada heteromero do NMDA. Com a simulacao desse aspecto,
foi possivel estabelecer a origem exata do Ca®" para a ativagdo de enzimas especificas. Nesse
sentido, esse trabalho mostrou que o NMDA, além de possuir um papel fundamental
mediando o influxo de Ca®" para o meio intracelular durante a LTP, também atua favorecendo
a ativagdo de enzimas essenciais para a sua ocorréncia através de sua a¢ao como um
integrador espacial.

A organizagado espacial, sem duvida, ¢ uma das principais vantagens desse modelo em
relagdo a outros existentes na literatura e foi um aspecto fundamental para explicar a ativacao
das enzimas requeridas para a LTP. Ou seja, diferentemente de outros modelos, mas em
acordo com alguns dados experimentais, no modelo desenvolvido nessa tese, a ativacdo da
rede de sinalizagcdo requerida para a LTP emerge, necessariamente, da coordenagao temporal
e espacial dos componentes simulados. E, com base nesse aspecto, ficou demonstrado que a
organizacao espacial ¢ um fator essencial para a LTP. No entanto, a relevancia da organizagao

espacial no modelo ndo foi vinculada apenas com o favorecimento da ativacdo de algumas
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enzimas, mas também para introduzir uma idéia que € pouco comentada nos trabalhos sobre
LTP, e que parece ser fundamental para a sua compreensdo: o direcionamento da acdo
catalitica.

Um fato que chama a atengdo na literatura sobre a LTP é que, geralmente, a
fosforilagdo do AMPA, ocasionando o aumento do peso sinaptico, ¢ tratada como um evento
de facil ocorréncia, ou seja, basta a ativacdo de algumas quinases para iniciar esse evento. No
entanto, 0 AMPA n&o ¢ um bom substrato para muitas enzimas, incluindo aquelas que atuam
sobre ele durante a LTP (Dingledine et al., 1999). Dessa maneira, para desenvolver esse
trabalho, foi necessario estabelecer critérios, baseados em dados disponiveis na literatura, que
tiveram que ser seguidos para que houvesse a fosforilacio do AMPA durante a ocorréncia de
LTP simulada. Assim, no modelo desenvolvido, considerou-se que, apenas em determinados
locais do meio intracelular, as enzimas CaMKII, PKA e PKC podem fosforilar o AMPA. Essa
incorporagdo baseou-se em duas idéias principais: o acumulo de enzimas em regides
especificas, como a densidade pds-sinaptica, deve forcar sua atuacdo em substratos que,
normalmente, ndo seriam seus alvos, ou ainda, a existéncia de moléculas ancoradouras e
adaptadoras, ao posicionar enzima ¢ substrato lado a lado, direcionam sua ac¢do catalitica. Para
simular essas situagdes, o0 modelo teve que ser feito considerando a existéncia de proteinas
ancoradouras e movimentos de translocacdo ao longo de alguns compartimentos celulares,
aspectos que sao relatados na literatura, mas que nunca haviam sido modelados e discutidos,
de maneira unificada, como importantes para o aumento do peso sinaptico.

A 1ltima etapa desse trabalho, portanto, foi dedicada a construgdo dos possiveis
mecanismos do aumento do peso sinaptico da LTP. De acordo com a literatura, a principal
origem do aumento do peso sinaptico ndo ¢ a mudanca na condutancia unitaria do AMPA,
fato que foi defendido durante alguns anos (Barria et al., 1997; Benke ¢ al., 1998; Lee et al.,

1998; 2000), mas sim, o acimulo de receptores na zona sinaptica em funcdo de sua inser¢ao e
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difusdo lateral na membrana celular (Malinow ¢ Malenka, 2002; Bredt e Nicoll, 2003; Palmer
et al., 2006; Groc e Choquet, 2006; Derkach et al., 2007; Ziff, 2007). E, para a incorporagao
desses movimentos no modelo construido, o primeiro aspecto considerado foi a existéncia de
heterdmeros do AMPA distintos no modelo. Esse fato, que estd em acordo com a distribuicao
de AMPAs observada nos neurdnios piramidais hipocampais (Wenthold et al., 1996), foi
importante, pois a variagdo no nimero de AMPAs, observada em eventos como a LTP e a
LTD, relaciona-se com composi¢des especificas desse receptor (Liischer et al., 1998; Noel et
al., 1999; Shi et al., 1999; Hayashi et al., 2000; Passafaro et al., 2001; Shi et al., 2001; Lee et
al., 2002; Seidnman et al., 2003; Holman et al., 2007). Assim, com base nos dados existentes
sobre o funcionamento do AMPA retirados de artigos experimentais, foi possivel desenvolver
o modelo de seus dois heterdmeros, o que nunca havia sido feito. Com esses modelos, foram
observadas algumas diferencas nas propriedades biofisicas desses heteromeros que ainda sdao
desconhecidas na literatura, ja que, experimentalmente, o0 AMPA ¢ estudado apenas em sua
composi¢do homomérica. Além disso, a presencga dos heteromeros diferentes foi utilizada para
incorporar as interagoes especificas de uma populacio do AMPA e a sua vinculagdo com o
aumento do peso sinaptico.

O modelo de LTP construido nesse trabalho simulou também as alteragdes do AMPA
mediadas pela sua interacdo com as TARPs. A presenga de TARPs associada com a maior
parte dos receptores AMPA nativos € um fato mostrado apenas recentemente (Tomita et al.,
2003; Nakagawa et al., 2005), mas que tem ganhado bastante relevancia na literatura sobre
LTP, pois essas proteinas causam uma profunda mudanca no funcionamento desses receptores
(Tomita et al., 2005b; Osten e Stern-Bach, 2006). Com o modelo construido nesse trabalho,
foi possivel observar que a presenca de TARPs altera o funcionamento do AMPA
determinando uma grande mudanca na magnitude e duragdo de sua corrente. E, em fun¢ao

disso, um ponto importante para ser apontado ¢ que, no modelo construido, a organizagdo dos
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receptores AMPAs considerada foi capaz de gerar, para situacdo de estimulacdo que
mimetizam um protocolo de indug¢do de LTP, a ativacdo dos receptores NMDAs e,
conseqiientemente, um influxo de Ca®’, em grande concorddncia com valores experimentais
relatados (Sabatini et al., 2002). E esse aspecto deve ser enfatizado pois, em trabalhos
anteriores, muitos autores tiveram que se basear na ocorréncia simultdnea de diversas sinapses
ou no uso de densidades de canais AMPA ¢ NMDA muito acima dos valores observados
experimentalmente para obterem variacdes na concentracdo de Ca*" que se aproximassem de
valores reportados para o sistema biologico (Holmes e Levy, 1990; Zador et al., 1990;
Pongracz et al., 1992). Ou seja, em contraste com esses trabalhos, os resultados obtidos com o
modelo apresentado nesse trabalho indicam que a intensidade da varia¢do na concentragdo de
Ca®’, observada na espinha dendritica, pode ser resultado apenas da ativagio de AMPAs com
uma condutancia maior, ¢ que mediam, localmente, a ativacdo dos NMDAs. Assim, a
presenca de TARPs no modelo estd envolvida com a LTP por que essas proteinas alteram o
funcionamento do AMPA, o que tem fundamentacdo experimental (Nicoll et al, 2006) e, além
disso, por que elas mediam seu transito ao longo dos compartimentos celulares.

O modelo de LTP inicial desenvolvido nesse trabalho assume, portanto, que as TARPs
sdo essenciais para os movimentos do AMPA durante a LTP. E essa incorporagdo se deve a
evidéncias recentes que apontam que as TARPs sdo fundamentais para que o AMPA deixe as
vesiculas intracelulares, seja inserido na membrana extra-sindptica e, posteriormente, seja
estabilizado na regido sinaptica (Tomita et al., 2005a; Palmer et al., 2006; Bats et al., 2007).
Porém, em adicdo a presenca de TARPs no AMPA, o aumento do peso sinaptico depende de
reagOes de fosforilagdo (Barria et al., 1997; Mammen et al., 1997; Benke et al., 1998; Esteban
et al., 2003; Boehm et al., 2006; Gao et al., 2006; Groc e Choquet, 2006). E, a partir desses
aspectos, foi necessario propor, no modelo, um mecanismo que relaciona a ativagdo das

quinases implicadas com a LTP, sua acdo, os movimentos do AMPA e as TARPs. Para isso,
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foram utilizados os seguintes critérios: existem dois movimentos do AMPA implicados com a
LTP, ou seja, sua insercdo na membrana extra-sinaptica e sua difusdo lateral, que pode
resultar na sua estabilizagdo na zona sinaptica. A inser¢do do AMPA, durante a LTP, depende
de sua fosforilagdo, que ¢ catalisada, nessa etapa, pela PKA ou pela PKC (Esteban et al.,
2003; Sun et al., 2005; Boehm et al., 2006; Oh et al., 2006). E, em adi¢ao a isso, essa inser¢ao
pode ocorrer em conseqiiéncia a ativacao da ERK1/2 (Zhu et al., 2002). Mas, para ser inserido
na membrana, além de ser fosforilado, 0 AMPA tem que estar associado as TARPs. Uma vez
na membrana, o AMPA, se foi inserido em decorréncia da acdo da PKC, se difunde ¢ se
estabiliza na zona sindptica. Mas, se essa inser¢do foi mediada pela PKA ou pela ERK1/2, o
AMPA deve ser novamente fosforilado, pela CaMKII posicionada na densidade pds-sinaptica,
ou pela PKC, e, através dessa segunda fosforilagdo, ser estabilizado na zona sinaptica. Com
essa organizacdo, que foi proposta pela primeira vez nesse trabalho, mas que se baseia em,
grande parte, em evidéncias obtidas através de um amplo levantamento bibliografico, foi
possivel simular o aumento do peso sinaptico. Ao fim desse trabalho, portanto, obteve-se um
modelo de LTP inicial hipocampal bastante completo ¢ que propdem, passo a passo, 0S

mecanismos que devem estar operando nesse processo.
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VI. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Desde o inicio desse trabalho, seu desenvolvimento foi feito seguindo os dados e
evidéncias existentes na literatura sobre o funcionamento das vias e demais componentes
implicados com a LTP inicial hipocampal. Mesmo com esse procedimento, certamente, o
modelo computacional de LTP inicial construido tem intimeras limitagdes, especialmente no
que se refere a omissdo de alguns eventos e processos que, no meio intracelular, podem ser
decisivos para a sua ocorréncia. Evidentemente, por mais que se tente seguir os dados
relevantes existentes na literatura, a constru¢gdo de um modelo computacional é sempre um
recorte, que considera apenas um momento e uma parte das informagdes sobre o sistema de
interesse e, portanto, deve ser continuamente revisto. Nesse sentido, o modelo descrito nesse
trabalho tem que ser pensando apenas como uma etapa inicial que, se for continuada, deve
caminhar em acordo constante com os dados novos que foram sendo reportados, e buscando
aprimorar pontos que ficaram falhos.

No entanto, mesmo que apresente limitagcdes, o modelo desenvolvido nesse trabalho
conseguiu simular, de maneira tnica, a LTP inicial hipocampal. Dessa maneira, sua
implementagao fornece uma nova proposta para explicar a ocorréncia desse fendmeno,
estruturada com base em pardmetros experimentais e baseada na coordenagdo espacial e
temporal de alguns de seus componentes. No entanto, essa proposta concentra-se,
exclusivamente, nos aspectos pds-sinapticos da LTP, fato que foi decidido logo no inicio
desse trabalho, considerando que, embora a LTP envolva duas células conectadas
sinapticamente, suas alteragcdes pré-sinapticas sdo menos conhecidas. Existem evidéncias de
que ha um aumento na quantidade de vesiculas liberadas por sinapse, ou ainda, apenas uma
modificagao na taxa dessa liberagdo. Porém, esses dados sdo contraditérios e, por isso, nao

foram simulados.
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Ainda cabe ressaltar que, ao longo desse trabalho, a possibilidade da constru¢cdo de um
modelo bidirecional de plasticidade sinéptica, incorporando a LTP e a LTD, também foi
desconsiderada. E isso se deve a um fato bastante simples: a LTP e a LTD, apesar de
possuirem alguns requerimentos em comum, ou seja, a ativagdo de receptores NMDA e o
aumento intracelular de Ca®", ndo sdo processos simétricos. Isto ¢, o oposto da LTP ndo é a
LTD, mas sim a despotenciacdo sinaptica.

Dentro desse panorama, as alteragdes que devem ser feitas, dando seqiliéncia a esse
trabalho, irdo continuar se concentrando nos mecanismos poés-sinapticos da LTP inicial
hipocampal. Essas alteragdes devem envolver, especialmente, o aprimoramento de algumas
vias ja simuladas e a exploracdo de aspectos do modelo que podem ser aprofundados.
Posteriormente, outras vias devem ser inseridas no modelo desenvolvido, o que ira possibilitar

a incorporagdo de novos aspectos relacionados com a LTP inicial.
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VIII. ANEXOS 1

Tabela 1: Parimetros para o modelo dos receptores AMPAs de acordo com

isoformas e com a presenca de TARPs

293

suas

Simbolo | Unidade AMPA AMPA AMPA AMPA

GluR1/GluR2 | GluR2/GIluR3 | GluR1/GluR2 | GluR2/GluR3
com TARP com TARP

k (umol.L™)"s™" | 80 40 80 40

k. s 9000 20000 4500 10000

ks (umol.L™)'s™ | 60 30 60 30

Ko s 1800 40000 900 20000

ks (umol.L™)'s™ |20 20 20" 20

K3 s! 60000 60000 30000 30000

ky (umol.L™)'s™ | 10 10 10 10

K4 s! 80000 80000 40000 40000

ks (umol.L)'s™ | 60 30 60 30

K.s s 0.41 1 0.205 0.5

ke (umol.L)'s™ | 60 30 60 30

K. s 9000 20000 4500 10000

ks (umol.LY's™ | 20 20 20 20

(umol.L”

1)-1. ¢!

K. 5! 18000 40000 9000 s 20000 s

ks (umol.L)'s™ | 10 10 10 10 uM™' 57!

K. s 60000 60000 30000 30000

kg (umol.L™)'s™ |20 20 20 20

Ko s 80000 20000 40000 10000




294

Kio (umol.L)'s™ | 10 10 10 10
K10 s” 60000 40000 30000 20000
ki (umol.LY's™ | 20 20 20 20
K1 " 80000 20000 40000 10000
ISP (umol.L™)'s™ |10 10 10 10
K12 s! 60000 40000 30000 20000
K3 s 0.12 0.12 0.06 0.06
ks s 1 1 1.2 1.2
K4 s 1800 350 900 175
K14 s 7.6 60 9.12 72
ks s 3600 700 1800 350
K.is s 7.6 60 9.12 72
K6 s 1050 1050 525 525
K6 s 60 60 72 72
K7 s 1400 1400 700 700
k.17 s 70 70 84 84
Kis s 70 1000 35 500
K. s! 200 130 240 156
Kio s! 2000 2000 1000 1000
K.1o s! 130 130 156 156
Kao s! 3000 3000 1500 1500
Ko s 130 130 156 156
Ko s 16000 10000 16000 10000
Ko s 3100 4000 1550 2000
K2 s 15000 15000 15000 15000
Ka» s 4000 4000 2000 2000
Ko 5" 2000 20000 2000 2000
K3 s 4000 4000 2000 2000
Dg* pm?s” 0.003 Des* pm?.s™! 0.054pm’.s™

D, — Coeficiente de difusdo do AMPA sinaptico; D.s — Coeficiente de difusio do AMPA extra-

sinaptico.



Tabela 2: Parametros para os modelos do NMDA NR1/NR2A e NR1/NR2B
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Simbolo NMDA NR1/NR2A NMDA NR1/NR2B
ki 62.2 (],tmol.L'l)'l.s'1 5.66 (umol.L'l)'l.s'1
K. 1010s™ 1145

ko 31.6 (umol.L'y s 2.831 (umol.L"y s
K. 2020 s 2286

ks 62.2 (mmol.Ly s 5.66 (nmol.L™) " s
k3 3030 s 38.1s"

k4 31.6 (umol.L'y "™ 2.831 (umol.L™")!s™!
k.4 6060 s 762"

ks 20s” 81s”

ks 80 s 555"

ke 20" 81s”

K. 40s™ 2557

ks 1155 1125

k.7 10s™ 095"

kg 2005 665"

ks 10s™ 095"

ko 340 s~ 286 s

Ko 14" 175’

K10 340 57! 2865

K10 145 17

kg 610¢ %) (mmol. Ly s | 610el" (umol.L")" s
Kovig 5400¢ ) 57 5400¢! 4 57

(*)Vm € a voltagem da membrana celular.

Tabela 3: Parametros para a via da PKC

Simbolo Simbolo Valor
Kai 289 (umol.L'Y s | kas 0.00 11"
ka1 Ka7 780 (umol.L ™) s
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Ka2 0.1 (umol.L)"'s" | kg Is”

Ka 155" Kas 120 (umol. L)' .s™
Ka3 0.1 (umol.L ™) "s" | kas 225"

ka3 0.00001 s Kao 118 (umol. L)' s™
KGTpase 3957 Ko 655"

KGTpase’ 600s™ Ks 170 umol.L™!

Kag 0.00833s™ KeatPLC 0.1s"

Kdeg 0.08s" f 0.08 s

Kaa 0.095s's™! H' 3.9

Kas 480 (umol.L)'s? | Ki 50 (umol.L™)

Kas 600 s [Ca®"Tre 500(umol.L™)

Kas 7.4 (umol. L)' 57!

Tabela 4: Parametros para a interagdo entre a CaM, o Ca’'eca neurogranina

Simbolo Valor Simbolo Valor

ki 140 (pmol.L™y s kb7 547

ko1 605 s Kis 1.6 (umol.L™y s
kp 130 (pmol.L™y s Kes 900 s

kb2 605 s K 1 uM’s™

K3 1 (umol.L )5 Kpo 540 s

kb3 35" Kgio 0.011 (umol.L™)".s™!
ks 1 (umol.L™y"s™ Kb10 655"

Ko4 8s” K1 1 (umol.L™)"s™

Kgs 1 (umol.L™ s Ko11 5400 s

Kps 545" keio 0.011 (umol.L™")".s
ke 14 (umol.L™)"s™! Kp12 655

Koo 800 s Ke3 1 uM s

kg7 1 (umol.L™) s Ko13 54000 s




Tabela 5: Parametros para a ativagdo da CaMKII
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Simbolo Valor Simbolo Valor
ks 0.21 (umol.L s | keat 495"
Kb1s 0.0003 s Keat2 046"
Kei6 0.21 (umol.L ™) 's™ | Kes 0.01 (umol.L My "s™!
Kb16 0.000083 s™ Kbdes 0.001 s
K17 0.21 (umol.L™)"s™" | keas (PP1) 055"
K17 0.0000014574 s Keas (PP2A) 0.1s"
Tabela 6: Parametros para a via da PKA
Simbolo Valor Simbolo Valor
kes (AC) 0.0391157 (umol.L ™) 's" | kps (AC) 0.0391157  (umol.L™"y
ks (PDE) 0.001 (umol.L™)".s kps (PDE) g
0.01 (umol.L™H) s
Kp18 (AC) 0.191667 s ko4 (AC) 0.000191667 s~
kois (PDE) | 0.01s™ kv24 (PDE) 0.00001 s™
ke9 (AC) 0.13 (umol.L™y " 57! Kps 0.1522 pM™".s™!
k1o (PDE) 0.13 (umol. L") s
Kb19 (AC) 0.0255s" Kb2s 0.000011 s
ko190 (PDE) 0.025 5™
kpo (AC) 0.0391157 (umoL.L™")"s™" | ke 0.1834 (umol.L ™) s™
kpo (PDE) 0.001 (umol.L ™)™
Kp20 (AC) 0.0191667 s~ Kb26 0.0011059 s
Ko20 (PDE) 0.001 s
k1 (AC) 0.001 (umol.L™")".s! Ko27 0.00017 s
kp1 (PDE) 0.001 (umol.L™")"s™!
Kp21 (AC) 0.00085 s™! kg7 0.0016 (umol.L ™)' s
kb21 (PDE) 0.00085 s™!
ki (AC) 0.0391157 (umol.L™)'s" | Ki 0.3 pmol. L™
k2 (PDE) 0.01 (umol.L) s
kp22 (AC) 0.00191667 s Kwm ac 340 umol.L™
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ko2 (PDE) 0.0001 s

kps (AC) 0.001 (umol.L™)Ts™ Keat_ac 60 s

kp3 (PDE) 0.001 (umol.L™)".s

Ko23 (AC) 0.0002 s Kwm ppE 12 uM

kv23 (PDE) 0.0002 5™

Tabela 7: Pardmetros para a via da ERK/12

Simbolo Valor Simbolo Valor

K34 0.33 (umolLL ™) "s™T | ks (umol.L™ s
K34 0.015s" Ke30 105’

ks 3.9 (umol. L) 's | keo 80 (umol.L™ s
Kb3s 204" Kb40 780 s

k36 2.4 (umol.LY st | kuo 0.65 (nmol.L™) s
Kb36 205" Kb41 0.065 s

k37 10.7 (umol.L™)"s™ | kear 0.18 s

Ko37 90 s K1 0.88 (umol.L) s
Tabela 8: Parametros para a via da NOS

Simbolo Valor Simbolo Valor

ki 1457 kio 0.009 (pmol.L") s
ks 0.9 (umol.L™)".s™ Kox1 6.3 (umol.L ™) ".s™!
ks 265 Kox2 1100 (umol.L™)s™!
k4 1.4s" Kox3 6.4 (umol.L )" s”!
ks 0.9 (umol.L™)".s™ Koxd 0.1s™

ke 265" ki 1000 s™

ks 107%™ K12 280 5™

ks 195 ki1 300 (umol.L™) s
ko 557 k. 145!




Tabela 9: Pardmetros para o modelo da Calcineurina
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Simbolo Valor Simbolo Valor

ke 0.104762 (umol.L™) s | kio 0.0303 s

K1 0.0044 s K3 46 (umol.L™")"s™!
ke 0. 0721429 (umol.L ™) s | ks 0.0012s™

Tabela 10: Parametros diversos

Parametro

Valor

Desfosforilagdo da CaMKII por PP2A k¢

0.1 (umol.L™)".s™

Desfosforilagdo da CaMKII por PP2A k, 0.01s7
Desfosforilagdo da CaMKII por PP2A ke 3T
Desfosforilacdo da CaMKII por PP1 k¢ 0.1 (umol.L™)"s™!
Desfosforilagao da CaMKII por PP1 k; 0.01s"
Desfosforilagdo da CaMKII por PP1 ke, 1sT

Desfosforilagdo do In-1 por calcineurina ky

0.28 (;,Lrnol.L'l)'l.s'1

Desfosforilagdo do In-1 por calcineurina ki 0.01s"
Desfosforilagdao do In-1 por calcineurina keyy | 0.1 g
Fosforilagdo do In-1 por PKA k¢ 0.1 (umol.L™)"s™!
Fosforilagao do In-1 por PKA ky, 0.1s"
Fosforilagdo do In-1 por PKA k4 135"

Associagdo do In-1 fosforilado com a PP1k; | 0.1 (umol.L™)".s™
Associagdo do In-1 fosforilado com a PP1 k; 0.01s™

Rap: taxa de GTPase 0.00036 s

Rap: taxa de GTPase com C3G 0.00109 5™
Fosforilagao da Scr por PKA kg 0.05 (umol.L'l)'l.s'1
Fosforilagdo da Scr por PKA ky 0.5s"
Fosforilagao da Scr por PKA ket 0.1s"

Km da sGC 10 mol L™

Kear da SGC 0.1s"

Taxa de translocagio da CaMKII para a | 0.0154 s

densidade pds-sinaptica
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Taxa associacdo da PKA com a Akap79/150

0.00093 (pmol.L™)".s™!

Taxa dissociagdo da PKA com a Akap79/150

0.00042 s~

Taxa associagdo da calcineurina com a

Akap79/150

0.003 (umol.L™")".s!

Taxa calcineurina da PKA com a Akap79/150

0.0002 s

Tabela 11: Concentracoes

Molécula Valor (umol.L™)
CaMKII 10
PKA 2
Akap79150 0.672
Calcineurina 2

PP1 1
PP2A 1.5
PKC 0.89
CaM 20

Ras 0.313
Raf 0.0017
MEK1/2 0.06
ERK1/2 0.125
PDE 0.02
AC 0.065
SynGAP 7.705
Ras-GRF 0.7705
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