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RESUMO

A sintese de proteinas ¢ um fenémeno que controla eventos importantes no
desenvolvimento como sobrevivéncia, morte e diferenciagdo. Pode ser regulada
por inlmeras vias e cinases em diferentes momentos da franscrigdo e
tradugdo. Uma delas, a eEF2 cinase (eEF2K), inibe o alongamento da cadeia
peptidica fosforilando o fator de alongamento eucariético 2 (eEF2). A eEF2K é
dependente de Ca*/calmodulina sendo estimulada pelo influxo de Ca®** através
de receptores NMDA (NMDAR). Neste trabalho mostramos a participagdo do
NMDAR, da via das cinases ativadas por sinal extracelular (ERKs) e do éxido
nitrico (NO) no controle da sintese de proteinas. Culturas de retina de
embrides de galinha foram incubadas com [*°S]-metionina ou [*H]-arginina em
diferentes tratamentos, lisadas com TCA 5% e a radioatividade do precipitado
determinada. Outras culturas foram lisadas com SDS e suas proteinas dosadas
e separadas em gel de eletroforese, transferidas para membrana de PVDF e
submetidas a imunomarcagdo com anticorpo anti-fosfoeEF2 (P-eEF2). O NMDA
inibiu a incorporacdo de [*S]-metionina e [*H]-arginina em proteinas, sendo o
maior efeito obtido na concentracdo de ImM (47.5:5.9% e 61.8+12.7% de
inibigdo, respectivamente, n=4). O inibidor da MEK PD98059 (25uM) promoveu
efeito igual ao NMDA, mas a incubagdo com ambos compostos ndo aumentou o
efeito (n=3). Porém, 500uM de L-Nitroarginina, inibidor da NOS promoveu um
aumento na incorporacdo de [*S]-metionina de 129,4+5.67% (n=3). NMDA
também aumentou P-eEF2 em 15 minutos (158,4+26,7%) (n=3). No entanto,
PD98059 diminuiu fortemente o teor de P-eEF2 (27,9+4,3%) e o tratamento
conjunto inibiu parcialmente a fosforilagdo (75,7+1,1%) (n=3). Mostramos que a
ativagdo de NMDAR promove aumento de P-eEF2 e inibigdo da sintese
proteica, com aumento de L-arginina livre e produgdo de NO. Jd o PD98059
produziu efeito oposto embora diminua a incorporagdo de aminodcidos em
proteinas. Sugerimos que este mecanismo pode ser importante na regulagdo da
formagdo de sinapses durante o desenvolvimento embriondrio.
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ABSTRACT

Protein synthesis is a phenomenon that controls important developmental
events such as survival, cell death and differentiation. It can be regulated by
many pathways and protein kinases in different points of transcription and
translation. One of these kinases, eEF2K, inhibits peptide chain elongation by
phosphorylating the eucaryotic elongation factor 2 (eEF2). eEF2K s
Ca®*/calmodulin-dependent and is stimulated by calcium influx through NMDA
receptors (NMDAR). In the present work, we show the participation of
NMDAR, ERK pathway and NO in the control of protein synthesis. Chick
embryo retina cultures are incubated with [3*°S]-metionine or [*H]L-arginine
using different protocols, lysed with 5% TCA and the precipitated
radioactivity determined. Other cultures were lysed with SDS and after
measurement of profein concentration were separated by SDS PAGE,
transferred to PVDF membranes and incubated with anti-phosphoeEF2
antibody (P-eEF2). NMDA inibited both [*S]-metionine or [*H]L-arginine
incorporation in proteins, and the maximal effect was observed with 1ImM
(47.5¢5.9% and 61.8+12.7% of inihibition, respectively, n=4). The MEK
inhibitor, PD 98059 (25uM), promoted an effect similar to NMDA, but
incubation with both compounds showed no additive effect (n=3). However, L-
Nitroarginine (L-NA - inhibitor of NOS) (500uM) increased the [¥s]-
methionine incorporation by 129,4+5.67% (n=3). NMDA also increased P-eEF2
in 15 minutes (158,4+26,7%) (n=3). However, PD98059 strongly diminished P-
eEF2 (27,9+4,3%) and the concomitant treatment with both NMDA and
PD98059 partially inhibited the phosphorylaton (75,7+1,1%) (n=3). We have
shown that NMDAR activation promotes an increase in P-eEF2 and inhibition
of protein synthesis with concomitant elevation of free L-Arginine levels and
NO prduction. PD98059 promotes an opposite effect even so diminishes the
amino acid incorporation in proteins. We suggest that this mechanism can be
very important in the regulation of synapse formation during embryonic
development.
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1. Introducdo.

1.1 A retina.

A visdo falvez seja a fungdo mais complexa do nosso sistema sensorial.
Através dos seus muitos componentes, é capaz de formar imagens
extremamente ricas em cores, formas e texturas a partir de um sinal luminoso
que chega nos fotorreceptores da retina. Toda luz ndo captada é absorvida
pelo epitélio pigmentar (rico em melanina) que se localiza atrds da reting,
impedindo que a luz seja refletida pelo fundo do olho e volte para a retina
(Kandel et al, 1995). O sinal luminoso é transduzido em sinal eletroquimico
pelos variados tipos celulares que compdem a retina e que modificam e
organizam esta informagdo do ambiente externo. Estas células se dividem em
camadas laminares muito bem definidas e o impulso caminha em sentido oposto
ao da luz em direcdo as células ganglionares na camada mais interna da retina
(Fig. 1). Os axdnios das células ganglionares formam o nervo dptico e enviam o
impulso nervoso para as dreas sub-corticais (ex.: Nicleo Geniculado Lateral).
Destas saem projegdes para corticais (ex.: cértex visual) do Sistema Nervoso
Central (SNC), que integram as informagdes para posterior interpretagdo do

estimulo.
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Figura 1: Desenho esquemdtico mostrando as camadas celulares e a organizagdo
da retina de vertebrados. Sinais gerados em fotorreceptores (cones e
bastonetes) passam através das células bipolares para as ganglionares, que
enviam os sinais para os centros visuais através do nervo éptico. Esta linha
direta de fluxo de informagdes é modulada por células horizontais na camada
plexiforme externa (OPL) a por células amdcrinas na camada plexiforme
interna (IPL). Glutamato e GABA sdo os principais neurotransmissores
excitatério e inibitério na retina, respectivamente. Neurdnios glutamatérgicos
(fotorreceptores, células bipolares e células ganglionares) estdo em vermelho,
ao passo que, heurdnios GABAérgicos estdo em azul. Na OPL, células
horizontais recebem /nput de fotorreceptores. As células bipolares recebem
tanto dos fotorreceptores quanto das células horizontais. Na IPL, células
bipolares e amdcrinas conectam-se através de sinapses reciprocas e ambas
provém /nputs para as células ganglionares. Células de Miiller compdem o
principal tipo de célula glial que estd presente em toda a extensdo da retina
neural. (Modificado de Yang, 2004).



A retina de embrido de galinha possui indmeras vantagens que a tornam
um excelente modelo para estudos de proliferagdo, comunicagdo e
desenvolvimento celular (Coloumbre, 1955). Entre estas vantagens estdo, o
fato de fazer parte do SNC, a sua fdcil acessibilidade e obtengdo nos mais
variados estdgios do desenvolvimento, o conhecimento de sua morfologig,
possibilitando assim, o preparo de culturas de células que podem ser mantidas
por periodos de tempo relativamente longos (para revisdo ver Lolley, 1969).
Estas culturas possibilitam estudos farmacoldgicos, principalmente porque
possuem muitas das propriedades do tecido /7 vivo (de Mello et a/, 1982; Paes-
de-Carvalho & de Mello, 1985; Paes-de-Carvalho et a/, 1990).

Outro ponto que torna a retina um objeto atrativo de estudo é o fato de
que possui diversos sistemas de neurotransmissores presentes em outras dreas
do SNC, tais como: sistema colinérgico com seus receptores localizados
principalmente na camada plexiforme interna (Vogel & Nirenberg, 1976;
Sugiyama et al, 1977); o sistema gabaérgico, com o GABA ja podendo ser
detectado no 6° dia embriondrio (de Mello et al, 1976), o sistema
dopaminérgico, no qual a dopamina € a principal catecolamina da retina de
diversas espécies (Haggendal & Malforms, 1965; Ehinger & Falck, 1969) e seus

distintos subtipos de receptores sdo encontrados em diferentes estdgios do



embrido, promovendo mudangas nos niveis de AMPc desde estdgios mais
precoces do desenvolvimento (de Mello, 1978); o sistema purinérgico, que
possui diferentes fungdes na retina embriondria e na retina madura (Paes-de-
Carvalho et al, 1990; Paes-de-Carvalho et al,, 1992), tal como bloquear a morte
neuronal induzida por glutamato (para revisdo ver Paes-de-Carvalho, 2002); e o
sistema glutamatérgico que descreveremos com maiores detalhes
posteriormente. Além destes, outras substdncias foram identificadas como
neuroativas: glicina, serotonina e alguns peptideos, como substdncia P,
encefalina, somastotatina, neurotensina, neuropeptideo Y, VIP, colecistocinina

e glucagon (Dowling, 1978; Kelly, 1993).

1.1.1 Desenvolvimento da retina.

O desenvolvimento do embrido de galinha até o nascimento é bastante
rdpido, em torno de 21 dias (Hamburger & Hamilton, 1951). Dentro deste curto
espago de tempo sdo formadas as diversas camadas que compdem a retina:
camada dos fotorreceptores (cones e bastonetes), camada plexiforme externa

(prolongamentos das células da camada nhuclear interna), camada nuclear



interna  (bipolares, amdcrinas e horizontais), plexiforme interna
(prolongamentos neuronais), camada de células ganglionares (Fig. 1).

A primeira camada a se formar é a que fica mais préxima ao vitreo. Ha
um intenso prolongamento dos axé6nios das células ganglionares (Kahn, 1973;
Adler, 1993, Snow & Robson, 1994) que surgem entre os dias embriondrios 3 e
5 (E3 e E5) e formardo o nervo 6ptico posteriormente (Coulombre, 1955;
Adler, 1993). Em concomitdncia surgem as células de Miiller (entre E3 e E7) e,
logo apds, as amdcrinas, horizontais, fotorreceptores e, por fim, as bipolares
(Kahn, 1973; Snow & Robson, 1994). As conexdes sindpticas comegam a se
formar na camada plexiforme interna em E14 e posteriormente na plexiforme
externa em E15 (Coulombre, 1955; Sheffield & Fischman, 1970; Hughes & La

Velle, 1974).

1.2 Glutamato, seus receptores e Fungaes.

O glutamato € o principal neurotransmissor excitatério do SNC (Mayer &
Westbrook, 1987a). Em 1986, Miller e Slaughter verificaram altas
concentragdes de glutamato em fotorreceptores e células bipolares.
Posteriormente foi descrita a presenga de receptores glutamatérgicos na

retina de vertebrados (Watkins, 1989).



Seus receptores estdo divididos em duas principais classes: metabotrdpicos
e ionotrépicos. Os receptores metabotropicos possuem sete dominios
transmembrana, sdo de agdo lenta e mobilizam vias de segundo-mensageiros, o
que se deve a ligagdo a enzimas de membrana (Monaghan et a/, 1989; Schoepp
et al, 1990; Watkins, 1990). A tabela 1 mostra os grupos aos quais os subtipos
de receptores metabotrdpicos pertencem, seus agonistas seletivos e a via de
sinalizagdo intracelular a que estdo acoplados. Os receptores ionotrépicos sdo
responsdveis pelo componente de agdo rdpida do SNC (Monaghan et al., 1989;
Schoepp et al, 1990; Watkins et al, 1990). Entre os receptores do tipo
ionotrépico (canais idnicos), sdo descritos trés subtipos: receptores AMPA (a
amino-5-metil-4-isoxalona propionato) e kainato (ditos ndo-NMDA) e NMDA
(N-Metil-D-Aspartato).

Tabela 1. Divisdo dos subtipos de receptores metabotrépicos de glutamato
(adaptado de Pin & Acher, 2002).

Subtipos Grupos | Agonista Seletivo Via Transducional

mGIluR1

mGIuR5 I DHPG Ativagdo da Fosfolipase C

mGIluR2

MmGIuR3 II DCG-IV Inibi¢do da Adenilato Ciclase

mGluR4
mGIluR6
mGIuR7
mGIuR8

IIT L-AP4 Inibi¢do da Adenilato Ciclase




1.2.1 Receptores AMPA e kainato.

Estes receptores possuem arranjos multiméricos de quatro subunidades e
quatro dominios transmembrana. Os receptores AMPA sdo compostos por
subunidades do ftipo GluRl, GIluR2, GIuR3, GluR4 (Nakanishi, 1992) e os
receptores kainato sdo formados por arranjos das subunidades GluR5, GIuRé,
GluR7, KAl e KA2 (Hollmann et al, 1994). Ambos sdo descritos como
receptores que, quando ativados, promovem a despolarizagdo da célula, pois na
maioria das conformagdes, permitem a entrada de ions Na" (Platenik ef al,
2000). O Receptor AMPA pode conduzir fons divalentes como o cdlcio (Ca®")
quando a subunidade GluR2 estd ausente, pois esta possui um residuo de
arginina carregado positivamente que reduz a permeabilidade ao cdlcio (Hume

et al, 1991).

1.2.2 Receptores NMDA.

O receptor NMDA é descrito em quase todos os neurdnios e desde os
periodos mais iniciais do desenvolvimento. Nesta fase é responsdvel pela

sinalizagdo da sobrevida ou morte das células neuronais (Ikonomidou et al,



1999), além dos processos de diferenciagdo (Yun et al, 1999). O receptor
NMDA pode ser formado com as seguintes subunidades na forma de um
tetrdmero: NR1 (Sugihara et a/, 1992; Nakanishi & Masu, 1994), NR2A, NR2B,
NR2C, NR2D (Konishi et al, 1991; Moriyoshi et al., 1991; Monyer et al, 1992;
Ishii et al, 1993), NR3A e NR3B, sendo que as subunidades NR1 e NR2 sdo as
mais encontradas e as mais importantes, pois sdo sitios para a glicina (co-
agonista) e o glutamato, respectivamente (Fig. 2). Diferentes combinagdes
geram receptores funcionalmente e farmacologicamente diferentes,
principalmente no que concerne a subunidade NR2 (Moriyoshi et al, 1991,
Kutsuwada et al, 1992; Meguro et al., 1992; Buller et al/, 1994). Algumas das
mudangas relacionam-se ao tempo de abertura do canal e também a sua
condutdncia (Gibb & Colquhound, 1992). Normalmente, para que o receptor seja
funcional é necessdrio a co-expressdo de uma subunidade NR1 e uma ou duas
subunidades NR2.

Para ser ativado, o receptor NMDA necessita que ocorram dois fenomenos
simult@neos. Primeiro deve ocorrer uma despolarizagdo da célula, pois este
canal € bloqueado pelo ion magnésio de maneira voltagem-dependente. Esta
despolarizagdo é gerada pela ativagdo prévia dos receptores AMPA/Kainato

através do glutamato permitindo a entrada de ions sédio na célula e a saida do



magnésio do canal por diferenga de potencial. Concomitante a isso é necessdria
a ligagdo da glicina e do glutamato para a ativagdo do receptor.

Apés a saida do ion magnésio e a mudanga conformacional gerada pela
ligagdo dos agonistas, hd um elevado influxo de cdlcio pelo receptor
(MacDermott et al, 1986), além da entrada de sédio e saida de potdssio em
menor proporgdo (Fig. 2). Este aumento nos niveis intracelulares de cdlcio leva
a indmeros eventos na célula; permite, entre outras agdes, remodelagem do
citoesqueleto (Forsher, 1989), a ativagdo de proteinas cinases dependentes de
Ca® e aumenta a liberagdo de neurotransmissores, estando por isso relacionado
com a potenciagdo de longa duragdo (LTP), aprendizado e plasticidade neural
(Collingridge & Bliss, 1987; Olney, 1989; Wood et al, 1990; Scatton, 1993).
Promove também aumento na sintese de dxido nitrico (NO), visto que a enzima
que o produz - éxido nitrico sintase (NOS) - é dependente de Ca®*/calmodulina

(Gally et al,, 1990).
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Figura 2: Visdo esquemdtica do receptor NMDA. (A) Representagdo das
subunidades com seus dominios intra e extracelular, dominios trans-membrana,
sitios de ligagdo dos agonistas e permeabilidade i6nica. Adaptado de Platenik et
al. (2000). (B) Representagdo dos sitios de ligagdo de agonistas e antagonistas
e sua permeabilidade idnica (http://www.uc.cl/sw_educ/neurociencias/html/084.html).
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Embora consideremos habitualmente a glicina como o co-agonista do
receptor, Schell e colaboradores em 1995 mostraram que a D-serina possui
alta afinidade pelo sitio da glicina. Além de ser predominantemente encontrada
no cérebro (Hashimoto et al, 1993), estd presente em altas concentragdes no
prosencéfalo, cértex cerebral e hipocampo e em baixas concentragdes no
diencéfalo, mesencéfalo e cerebelo (Hashimoto et a/, 1993; Nishikawa, 2005).
As mudangas que ocorrem na sua distribuigdo durante o desenvolvimento pés-
natal sdo similares as que ocorrem com a distribuigdo da subunidade NR2B
(Watanabe et al., 1992; Hashimoto et a/, 1993; Nagata et a/, 1994; Hashimoto
et al, 1995). Isto sugeriu que a D-serina fosse um co-agonista enddgeno do
receptor NMDA (Nishikawa, 2005).

Além do ion magnésio que bloqueia o canal impedindo o fluxo idnico, o
receptor NMDA também pode ter sua atividade bloqueada pelo zinco (Fig. 2).
No entanto, este bloqueio € parcial e depende de quais subunidades compdem o
receptor. O zinco tem 50 vezes mais afinidade por receptores formados por
NR1/NR2A do que pelos formados com NR1/NR2B e, mesmo assim, é capaz de
promover um bloqueio da corrente que varia de 40% a 80% (Chen et al/, 1997;
Paoletti et al, 1997; Low et a/, 2000; Herin & Aizenman, 2004). Estudos tém

revelado que a inibigdo do zinco esta relacionada a uma rdpida desensibilizagdo
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de receptores compostos por subunidades NR1/NR2A (Chen et al,, 1997; Krupp
et al, 1998; Zheng et al, 2001; Herin & Aizenman, 2004).

Estudos recentes demonstraram também que receptores NMDA do cértex
motor formados pelas subunidades NR1/NR3 podem ser completamente
ativados apenas com a ligagdo da glicina sem depender do glutamato ou NMDA
e ser inibidos por D-serina. Alids, tanto glutamato quanto NMDA eram
incapazes de produzir qualquer efeito ou o produziam em escala muito reduzida
(Chatterton et al, 2002; Fuchs et a/, 2005).

Além da possibilidade de ativagdo e inibigdo do receptor, este também pode
ter sua atividade modulada de maneira positiva ou negativa. As poliaminas se
enquadram nos dois casos, pois em baixas concentragées modulam
positivamente a resposta ao glutamato, enquanto que em altas concentragdes
fazem o efeito oposto (para revisdo ver Igarashi & Kashiwagi, 2000). As
poliaminas enddgenas sdo: espermina, espermidina e putrescina e derivam do
metabolismo da ornitina.

Outra forma de se modular a atividade do receptor é através da
fosforilagdo/defosforilacdo dos seus residuos. A PKC (Gerber et al, 1989;
Chen & Huang, 1992), PKA (Raman et al, 1996) e CaMKII (Omkumar et al.,

1996) sdo exemplos de cinases que fosforilam o NMDAR e aumentam sua
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atividade. Em contraposi¢cdo, as fosfatases dos tipos 1 e 2A defosforilam o
mesmo e diminuem sua atividade (Wang et al., 1994).

A modulagdo do receptor NMDA se torna extremamente importante a
partir do momento que a presenga em excesso de nheurotransmissores
excitatérios no meio extracelular ativam os receptores de maneira
persistente, levando a um aumento exacerbado nos niveis intracelulares de Ca®
gerando um processo chamado excitotoxicidade (Choi, 1988). O Ca*
desencadeia uma série de fenomenos na célula que a levam a morte, tais como:
a ativagdo de lipases e proteases citoplasmdticas e despolarizagdo da
membrana mitocondrial (Dessi et al., 1993), a inibi¢do da sintese de ATP pela
mitocondria e o aumento da formagdo de radicais livres (Nicholls, 1985;
Dykens, 1994; Gunter et al, 1994; Dugan et al, 1995; Reynolds e Hastings,

1995; Bindokas et al, 1996).

1.3 A L-Arginina.

A L-Arginina (L-Arg) é requerida para sintese de vdrias substdncias tais
como a creatina e agmatina, sintese de proteinas e 6xido nitrico. Todas estas

reagdes dependem da concentragdo intracelular de L-Arg e para isto duas vias

13



podem ser descritas: 1) sintese de L-Arg a partir de outros substratos e ou; 2)
transporte de L-Arg do meio extracelular para compartimentos intracelulares.
As principais vias nas quais a L-Arg estd envolvida sdo descritas na figura 3.

No SNC, as enzimas do ciclo de Krebs carbamoilfosfato sintetase e ornitina
transcarbamilase ndo sdo expressas e, portanto, a sintese de L-Arginina é
dependente da reciclagem da L-Citrulina (L-Cit), da via da agmatina e da
regulagdo da sintese de proteinas. Alids, ndo hd um dérgdo que possua todas as
enzimas participantes do metabolismo da arginina demonstradas na figura 3
(Wiesinger, 2001).

Os estudos sobre a L-arginina se intensificaram com a descoberta que ela
seria o precursor para a sintese de nitritos e nitratos (Hibbs et a/, 1987) e,
posteriormente, observaram que este aminodcido era também precursor da
produgdo do 6xido nitrico (Palmer et al., 1987; Ignarro et al., 1987; Moncada et
al, 1988). A L-Arg é convertida a L-Cit e NO de forma estequiométrica, por
agdo catalitica de um grupo de isoenzimas denominadas 6xido hitrico sintases
(NOS) (Forstermann et al., 1991; Griffith & Stuehr, 1995), sendo esta a Unica

via fisioldgica de produgdo de dxido nitrico (Fig. 3).
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Figura 3: Metabolismo da L-arginina em células de mamiferos (Adaptado de Wu

& Morris, 1998).

1.4 Oxido Nitrico.

O surgimento do 6xido nitrico como um agente da sinalizagdo celular é

uma das mais importantes descobertas da fisiologia humana nos ultimos anos.

Furchgott e Zawadzki (1980) demonstraram que vasodilatadores enddgenos
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como a acetilcolina ndo agem diretamente sobre o musculo liso vascular, mas
sobre as células endoteliais promovendo a liberagdo de um fator extremamente
labil que se difunde sobre o musculo liso; este fator seria o éxido nitrico. O
NO é um radical livre de natureza gasosa capaz de se difundir livremente
através da membrana plasmdtica, é altamente reativo e é sintetizado e
utilizado por uma enorme variedade de células (Marletta, 1993; McGeer et al.,
1993; Feelisch et al, 1994; Hobbs & Ignarro, 1996; MacMicking et al., 1997).
No sistema circulatorio o NO é produzido pela NOS endotelial e funciona como
vasodilatador (Hobbs & Ignarro, 1996), fator de angiogénese (Kiefer ef al,
2002), e fator de sobrevivéncia das células endoteliais (Dimmeler & Zeiher,
1999). Uma outra isoforma, a NOS induzivel, estd permanentemente ativa
quando expressa, ou seja, é independente da Ca**/calmodulina. O NO por ela
produzido é liberado em altas concentragdes e é o elemento citotdxico chave
para eliminagdo de bactérias (Hibbs et a/, 1988; Marletta, 1993; MacMicking
et al, 1997). Ja no SNC o 6xido nhitrico é produzido pela NOS neuronal e usado
como heurotransmissor (Bredt et al, 1991, Brenman & Bredt, 1996),
participando particularmente da LTP que é essencial para os processos de
aprendizado e memdria (O'Dell et a/, 1994; Brenman & Bredt, 1996; Son et al.,

1996). A LTP é inibida por bloqueadores da NOS, comprovando o papel do NO
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neste processo (O'Dell et al, 1994; Brenman & Bredt, 1996; Son et al,, 1996).
Muitos tém sido os papéis atribuidos ao éxido nhitrico e, muitas vezes esses
papéis sdo controversos. O NO jd foi descrito como fator de diferenciagdo
(Peunova & Enikolopov, 1995; Nakaya et a/, 2000; Packer et a/, 2003), mas
apds dano ho cérebro, a produgdo de NO pode induzir heurogénese (Estrada &
Murillo-Carretero, 2005). Recentes trabalhos de nosso laboratério
demonstraram alguns dos papéis desempenhados pelo 6xido nitrico na retina.
Entre eles mostramos que o NO é capaz de modular a expressdo de
subunidades do receptor NMDA (Martins Ferreira & Paes-de-Carvalho, em
preparagdo) e participar na sobrevivéncia de neurdnios que morriam apés a
troca do meio de cultura. Neste Ultimo caso foi demonstrado que o NO atua
sobre uma extensa via de sinalizagdo que inclui o sistema 6Cs/GMPc/PKG e as
proteinas cinases PI3K, CaMKII e ERK (Mejia-Garcia & Paes-de-Carvalho,
submetido). Em outro trabalho demonstramos que o NO era capaz de diminuir a
proliferagdo de células gliais da retina sem a participagdo da via do GMPc
(Magalhdes et al, 2006). Da mesma forma, assim como pequenas quantidades
de NO sdo benéficas participando ha manutengdo da pressdo sangiiinea e
sobrevivéncia celular (Contestabile & Ciani, 2004), altas concentragées ou a

combinagdo deste com espécies reativas de oxigénio produz efeitos deletérios
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como processos degenerativos, isquemia, inflamagdo ou morte celular (Estrada
& Murillo-Carretero, 2005). No entanto, outros fatores além da concentragdo,
como a taxa de fluxo e o ambiente intracelular em que é liberado, podem
determinar se o NO serd benéfico ou prejudicial a célula (Bishop & Anderson,
2005).

O NO é um radical livre porque tem um de seus elétrons ndo
emparelhados e, portanto, reage com moléculas com esta mesma caracteristica.
Um dos seus alvos é o Fe?" que estd presente nos grupamentos heme de muitas
proteinas, incluindo a NOS, inibindo sua atividade de forma reversivel (Rogers
& Ignarro, 1992). No entanto, o NO pode assumir diferentes caracteristicas
de acordo com seu nimero de oxidagdo. A molécula que comumente chamamos
de NO é representada por NOe e tem nimero de oxidagdo +2. Porém, se for +1
¢ representado por NO™ e, se o nimero de oxidagdo for +3, € descrito como
NO* e chamado de cdtion nitrosonio (para revisdo ver Pagliaro, 2003). Como
mencionado acima, o NO pode ter diferentes efeitos de acordo com o ambiente
celular e também do seu estado de oxidagdo. O NO pode nitrosilar
grupamentos SH presentes nas proteinas que sdo chamados grupos tidis
(Stamler et al, 1992; Montague et al, 1994) com precisdo espacial e temporal

(para revisdo ver Boehning & Snyder, 2003). Um exemplo é o proprio receptor
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NMDA que quando nitrosilado torna-se dessensibilisado (Lei et al 1992).
Porém, pode nitrosilar também canais, bombas, enzimas metabdlicas e
respiratorias, fatores de transcricdo e elementos do citoesqueleto (Stamler et
al,, 2001).

Hda também a reacdo de nitragdo que, quando ocorre, pode levar a
modificagdes nha estrutura e conformagdo das proteinas, acarretando mudangas
na sua atividade e na suscetibilidade a degradagdo (Castro et al, 1994) e
levando a interrupgdes das cascatas de sinalizagdo. Até pouco tempo este
fendmeno era considerado irreversivel, mas Kamisaki e colaboradores em 1998
mostraram evidéncias da existéncia de denitrases que teriam fungdo
semelhante a das fosfatases nos processos de fosforilagdo.

Por fim, um dos derivados mais reativos é o peroxinitrito (ONOO~) que é
formado pela reagdo entre o NO e o @nion superéxido (Oz") sendo considerado
um dos principais efetores de morte celular induzida por NO (Dawson et al.,

1993).
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15 Oxido Nitrico e Receptores NMDA.

Embora a sinalizagdo pelo 6xido nitrico possa parecer cadtica por ser tdo
reativo, na realidade os niveis de NO em condigdes fisioldgicas sdo controlados
e localizados. A maior parte do NO produzido nha célula ocorre através dos
receptores NMDA (Bredt & Snyder, 1989; Garthwaite & Boulton, 1995) que
estdo presentes seletivamente na densidade pds-sindptica de sinapses
excitatérias (Moriyoshi et al, 1991). Embora existam vdrias vias de entrada
distintas de cdlcio na sinapse, somente o influxo proveniente do NMDAR é
capaz de ativar eficientemente a NOS (Kiedrowski et a/, 1992). Isto se deve a
associagdo fisica existente entre o receptor e a enzima através da proteina de
densidade pds-sindptica de 95 KDa (PSD-95) (Brenman et al, 1996a), que
possui um conjunto de sitios de interagdo com outras proteinas, entre eles os
dominios PDZ que medeiam a interagdo da NOS com os receptores NMDA de

forma rdpida e local (Christopherson et al., 1999) (Fig. 4).
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Figura 4: Interagdo entre NMDAR, PSD-95 e NOS regulando a sinalizagdo do
NO em sinapses neuronais (Bredt, 2003).

Esta interagdo no receptor NMDA se dd através da subunidade NR2B
(Brenman et al., 1996ab; Brenman & Bredt, 1997). Assim, imediatamente apés a
abertura do canal o cdlcio promove a ativagdo da NOS. Classicamente,
considerava-se que o NO formado agiria apenas sobre os receptores de
membrana promovendo um feedback negativo da sua atividade ou ativando a
guanilato ciclase soltvel e elevando os niveis intracelulares de GMPc (guanosina
de monofosfatada ciclica) (Bredt, 2003) (Fig. 5). Porém, o pensamento atual a
respeito da compartimentalizacdo de sinais e da capacidade do NO modular a
atividade das mais diversas proteinas levanta questdes a respeito de qual € o

limite de fendmenos desencadeados pelo NO nas células. Fendmenos como os
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de nitrosilagdo e nitragdo pelo NO tém sido considerados como um novo tipo de
fosforilagdo e jd t€m sido largamente demonstrado que o 6xido nitrico ou seus
derivados podem reagir com diversas moléculas da célula (Fig. ). O ONOO",
por exemplo, pode reagir com proteinas (Radi et a/, 1991a; Moreno & Pryor,
1992), lipideos de membrana (Radi et al, 1991b), aglcares (Beckman et al,
1990) e DNA (para revisdo ver Castro et al., 1994). Entdo, quando pensarmos
em sinalizagdo por NO e no seu papel como mensageiro retrdégrado, ndo
devemos nos deter aos processos de morte ou sobrevivéncia desencadeados
por ele, mas também a uma série de fendmenos ainda pouco explorados como a
modulagdo das vias de sinalizagdo. Hoje damos crédito quase que
exclusivamente ds fosforilagées promovidas pelas proteinas cinases sem ater
para as possiveis contribuicdes de moléculas ldbeis, mas extremamente
importantes, como o NO, o Sulfeto de Hidrogénio (H2S) e o monéxido de
carbono (CO). Este dUltimo também tem sido descrito como importante
sinalizador celular na ativagdo da guanilato ciclase solivel e de canais de
potdssio ativados por cdlcio. Da mesma forma, o sulfeto de hidrogénio (H2S)
pode ativar canais de potdssio e fambém, como mensageiro retrégrado, ativar a

adenilil ciclase (para revisdo ver Boehning & Snyder, 2003).
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Figura 5: NO promovendo ativagdo da guanilil ciclase pré-sindptica e S-
nitrosilagdes em alvos celulares (Modificado de Boehning & Snyder, 2003).

1.6 Do mRNA a Proteina.

Chega-se cada vez mais a conclusdo de que a sintese de proteinas, com
suas intrincadas e numerosas vias, coordena a vida da célula e que todas as
agbes e reagdes celulares em dltima instancia dependem deste processo. As
principais caracteristicas do cédigo genético foram estabelecidas hda mais de

40 anos atrds, mas todos os detalhes da expressdo génica, que é dizer como a
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informagdo contida no DNA é transformada em proteinas, ndo estdo
completamente elucidados (Inge-Vechtomov et a/, 2003).

Questdes ndo resolvidas na biossintese de proteinas das células
eucaridticas incluem o posicionamento do cddon de iniciagdo do mRNA no sitio P
ribossomal, o mecanismo de formagdo da ligagdo peptidica e a translocagdo
ribossomal durante o alongamento da cadeia crescente. Muitas dessas questdes
tém permanecido sem respostas porque o aparato de tradugdo eucariético é
uma complexa maquinaria através de agdes combinadas de muitas chaves e
fatores auxiliares.

Entender o processo de sintese depende de conhecermos as vias de
sinalizagdo como um todo, ou seja, desde o sinal extracelular proveniente de
outra célula, passando pelas cascatas desencadeadas por este sinal
(considerando aqui que ndo hd participagdo de vias paralelas), os fatores de
transcrigdo ativados, quais genes sdo ativados, a geragdo e o transporte de
mMRNAs para fora do nicleo, o enderecamento dos RNAs, além dos fatores que
regulam sua estabilidade e acessibilidade para entdo chegarmos a parte mais
complicada, a tradugdo. Também ndo estamos considerando ainda os sinais

compartimentalizados e a tradugdo local independente do niicleo.
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Vamos tentar primeiramente tragar um breve historico do nosso
conhecimento acerca da sintese de proteinas em nheurdnios. Uma das primeiras
coisas que se acreditava era que a sintese proteica se realizava Unica e
exclusivamente no corpo celular e, até entdo, parecia muito ldgico pensar assim
ja que as técnicas de visualizagdo do material celular mostravam toda a
maquinaria necessdria ao processo (ribossomos, aparelho de Golgi, reticulo
endoplasmdtico e o proprio nidcleo) localizada no mesmo. Com o advento da
microscopia eletrénica comegou-se a observar que algumas dessas estruturas
estavam presentes em dendritos também. Bodian em 1965 observou mRNAs e
polirribossomos em dendritos proximais e levantou-se a idéia de que estes
poderiam ser funcionais. Posteriormente, encontrou-se evidéncias de
complexos de polirribossomos em sinapses em desenvolvimento (Palacios-Prii et
al, 1981; Steward & Levy, 1982) e o aclmulo de ribossomos em sinapses recém
formadas durante a sinaptogénese (Steward & Falk, 1986). Ja na década de
90, surgiram provas mais evidentes de que a sintese de proteinas poderia ser
realizada localmente nos dendritos. Primeiro com a detecgdo do mRNA para
CaMKIIo em regides dendriticas (Burgin et al, 1990) e para CaMKIIo e B no
corpo e em processos dos neurdnios da regido CAl do hipocampo (Martone

et.al, 1996). Depois, quando foi observado uma série de componentes da
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maquinaria traducional em neurdnios hipocampais em cultura, tais como tRNA e
fatores de tradugdo (Tiedge & Brosius, 1996) e também a presenga de
moléculas marcadoras do aparelho de Golgi em dendritos de neurdnios da
medula espinhal (Gardiol et.al., 1999).

De qualquer forma, para que haja tradugdo local e distante do nicleo é
necessdrio que os mRNAs estejam presentes e, portanto, estes devem ser
transportados até os respectivos locais. E conhecido que as proteinas possuem
seqiiéncias que codificam onde devem ser localizadas e isto promove o
enderegamento das mesmas para o local correto, mas e os RNAs? Estes
também possuem regides similares que sdo chamadas zipcodes (Singer, 1993),
que serdo tratados mais adiante. Outra pergunta que surge é por que os RNAs
precisariam de enderegamento se as proteinas ja o possuem e, portanto,
chegariam ao local correto. A resposta a esta pergunta pode ser extraida de
um exemplo, o da MBP (Proteina Bdsica de Mielina). A MBP ¢ o principal
componente da mielina no SNC (Barbarese et al, 1999) e estudos verificaram
que minutos apdés a tradugdo do mRNA da MBP, a proteina ja se localizava no
local de mielinizagdo, ao passo que a incorporagdo de outras proteinas de
mielina foi bastante retardada (Benjamins & Morell, 1978). Isto sugeria que

sua sintese era local, hipétese esta comprovada nos anos subsegiientes por
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diferentes técnicas, incluindo hibridizagdo /n situ (Campagnoni et al, 1980;
Kristensson et al,, 1986; Verity & Campagnoni, 1988). Algumas hipéteses foram
criadas para explicar este fenomeno e uma delas se refere ao fato de que a
MBP é uma proteina com poderosas propriedades adesivas e pode ligar-se a
vdrias membranas, potencialmente promovendo agregagdo indiscriminada de
membranas de organelas no pericdrio (Barbarese et a/, 1999; Smith, 2004). Ou
seja, estando o mMRNA da MBP espacialmente restrito, o mesmo deve ocorrer
com a proteina, concentrando-a onde é necessdria e sendo ela inserida
diretamente na membrana nascente e, ao mesmo tempo, mantendo-a longe de
locais onde possa produzir efeitos deletérios quanto a agregagdo de

membranas (Barbarese et a/, 1999; Smith, 2004).

1.6.1 RNAs - Transporte e Estabilidade.

Os RNAs sdo identificados para o fransporte através de sua regido
terminal c¢is-acting, normalmente situada no terminal 3'. Esta regido ¢é
reconhecida por uma proteina transportadora com uma regido chamada 7rans-
acting que exporta o mRNA para o citoplasma, onde eles sdo incorporados a

grandes granulos de transporte, e carreados até seu destino final (para revisdo
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veja Smith, 2004). Estes grdnulos ja foram observados em muitos tipos
celulares e contém ribossomos em grande quantidade, além de outras moléculas
como tRNA sintetases, fatores de tradugdo, cinesina e dineina. Estes dltimos
fazem a locomogdo dos grdnulos ao longo dos microtdbulos (Barbarese et.al,
1995). Estudos em oligodendrdcitos demonstraram que estes RNAs ndo sdo
traduzidos até que sejam ancorados em seu destino final nos processos distais
destas células (para revisdo veja Smith, 2004).

Mais de 20 mRNAs diferentes ja foram descritos em regides
dendriticas, tais como: GAP-43, MAP2, CaMKIIa, BDNF, subunidade y da
proteina G, subunidade NR1 do NMDAR e calmodulina (Steward & Schuman,
2003). Estes RNAs sofrem um fino controle espacial e temporal; eles podem
ter diferentes distribuicées dentro da drvore dendritica e os niveis de cada
um podem variar de acordo com o tipo celular, estdgio do desenvolvimento,
estado fisioldgico e grau de estimulagdo sindptica (para revisdo veja Smith,
2004). Trabalhos ja demonstraram que freqglientemente eles estdo co-
localizados com ribossomos nas espiculas dendriticas ou préximos a elas
(Steward & Schuman, 2001; 2003; Tang & Schuman, 2002) e, segundo alguns
autores, isto seria um mecanismo para prover rdpida sintese de proteinas

facilitando processos como a LTP (Frey & Morris, 1997; Steward, 2002).
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Existem diferentes tipos de elementos cis e frans-acting, mas o mais
estudado e, portanto, o mais conhecido é a interacdo entre zijpcode e ZBP
(proteina ligante de zjpcode). Ja foi observado que este complexo sofre
influéncia de estimulos despolarizantes. Tiruchinapalli e colaboradores (2003)
demontraram que despolarizagdo com KCl levava a um aumento no nimero de
granulos contendo mRNA para actina ligado a ZBP1 (um tipo de ZBP).

Contudo, nosso conhecimento acerca desses elementos ainda € muito
pobre. Precisamos entender como cada mRNA é reconhecido por seu fator
trans-acting; como o complexo proteina-RNA é recrutado para os grdnulos,
transportado, ancorado, traduzido, e liberado; qudo relevante é o efeito da
atividade sindptica nestes processos; e o que regula sua estabilidade. Ou seja,
um longo caminho a ser percorrido.

Embora haja da ordem de 30.000 a 40.000 genes no genoma dos
mamiferos, o ndmero de proteinas excede muito além deste. O splicing
alternativo de mMRNAs e as modificagdes pds-traducionais criam uma
diversidade de proteinas que tem recebido apenas uma modesta atengdo.
Existem proteinas, por exemplo, que possuem ao menos quatro isoformas
através do splicing alternativo, cada uma das quais podendo ser acetiladas no

N-terminal, fosforiladas, e metiladas. Isto demonstra que isoformas pds-
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traducionalmente modificadas podem ter posigdes e fungdes diferentes (para
revisdo veja Smith, 2004).

Outra questdo importante é a estabilidade dos mRNAs, ou seja, quanto
tempo eles estdo disponiveis para tradugdo antes de serem degradados. Ao
contrdrio das organelas que normalmente sdo substituidas obedecendo a um
padrdo temporal - as mais velhas sdo degradadas - os mRNAs, assim como as
proteinas, sofrem um tipo de regulagdo que ndo é somente temporal. Os
marcadores de estabilidade estdo localizados nos elementos cis-acting que
normalmente sdo regides ndo traduzidas dos mRNAs e a taxa de degradagdo é
dada pelos elementos cis-acting e pelos trans-acting que ligam a eles
(6uhaniyogi & Brewer, 2001). Cada mRNA terd uma estabilidade diferente de
acordo com a proteina codificada por ele (Ross, 1995); por exemplo, mRNAs
que codificam proteinas de estresse ou citocinas sdo instdveis e isto mantém
os niveis dessas proteinas baixos. A instabilidade conferida a estes mRNAs
protege a célula, impedindo a transcrigdo, por exemplo, de mRNAs de proteinas
de estresse e sua tradugdo devido a um sinal de estresse qualquer.

Os mRNAs estdveis permitem uma janela de tempo de tradugdo maior
para genes que sdo expressos em grande quantidade tais como a B-globina

(Russell et al., 1997), ou como em casos quando a tradugdo é retardada, tais
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como MRNAs maternos, que sdo mantidos estocados até que ocorra a
fertilizagdo do odcito (Spirin, 1994).

O balango entre a estabilidade e a degradagdo dos mRNAs é dado pelo
grau e tipo de ativagdo da célula (Ming et.a/, 2001) e pelas interagdes entre os
componentes estruturais do RNA e dos fatores frans-acting. Os componentes
estruturais incluem a regido 5'-cap, a regido 5'-UTR (regido ndo-traduzida), a
prépria regido codificante, a 3'-cap e a regido 3'-poliadenilato (também
conhecida como cauda de poli-A) (Guhaniyogi & Brewer, 2001). Abaixo
verificamos um pouco do papel de alguns desses fatores, no qual (E) significa
fator Estabilizante e (D) fator Desestabilizante (para revisdo veja Guhaniyogi
& Brewer, 2001):

» Cauda de Poli-A (E) - A deanilagdo € o primeiro passo para a degradagdo
dos RNAs. Quando o PABP (proteina ligante da cauda de Poli-A) estd
ligado a cauda Poli-A, o RNA fica protegido. Quanto maior a cauda, maior
a estabilidade e maior a probabilidade do RNA ser traduzido.

» CAP 5' (E) - Estabiliza o RNA quando estad ligado ao eIF4E. O decapping
(retirada da regido cap) ocorre em seqiiéncia a deanilagdo. E reconhecido

pela maioria dos fatores de tradugdo.
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> Regides ricas em Polipirimidinas; Regides ricas em A + U (ARE) (D)
Elemento responsivo ao Ferro (E).

» Fosfoproteinas como PI3K, p38, JNK, ERK interferem com a
estabilizagdo de RNAs, pois fosforilam as proteinas ligantes de RNA (E)
ou (D).

Atualmente se considera que o controle da estabilidade do mRNA é a

principal via de regulagdo da tradugdo (Guhaniyogi & Brewer, 2001).

1.6.2 Sintese de Proteinas e sua Regulagdo.

Didaticamente podemos dividir a tradugdo em trés fases: iniciagdo,
alongamento e terminagdo (Fig. 6). Cada uma delas é composta por diferentes
fatores que possuem papéis especificos, altamente regulados e coordenados.
Os fatores de iniciacdo sdo em maior ndmero e, hos eucariotos, recebem a
denominagdo genérica de fatores de iniciagdo eucarioticos (eIF) (Fig. 6).
Muitos deles formam verdadeiros complexos e participam desde a montagem
do ribossomo até o transporte e acoplamento dos mRNAs ao ribossomo. O
ribossomo montado possui trés sitios de ligagdo: sitio aminoacil (A), sitio

peptidil (P) e sitio de saida (E).
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Figura 6: Esquema exemplificando a montagem dos ribossomos. A figura ilustra
o transporte das subunidades ribossomais pelos fatores de iniciagdo (eIFs) e
montagem das mesmas sobre a fita de mMRNA. Também é mostrado o papel dos
fatores no transporte e acoplamento do tRNA e do mRNA. Apds a montagem
ha a participagdo dos fatores de alongamento (eEFs) que fazem o
translocamento dos aminodcidos do sitio A para o sitio P. Apds a chegada do
codon de terminacdo, entra em agdo os fatores de terminagdo (eTFs) que
determinam a parada da sintese e o desmonte dos ribossomos.

eEF-2

A fase de iniciagdo também pode ser dividida em trés partes: (1) Ligagdo
do Met-tRNAi (tRNA iniciador ligado a metionina) a subunidade menor do
ribossomo; (2) Ligagdo da subunidade menor ao mRNA e reconhecimento do

cédon de iniciagdo AUG; (3) Jungdo da subunidade maior contendo o sitio ativo
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da peptidil-transferase (enzima que promove a ligacdo de um aminodcido ao
outro) ao complexo jd formado (Dever, 2002) (Fig. 6). Em procariotos sdo
necessdrios apenas trés fatores de iniciagdo; em contraste, eucariotos
requerem pelo menos onze fatores de iniciagdo (Dever, 2002). Isso nos mostra
0 quanto este processo é complexo e também possibilita que a sintese proteica
possa ser regulada em mdltiplos pontos. Vdrios desses fatores podem ser
fosforilados por uma série de enzimas ou podem ser inibidos por proteinas
ligantes especificas que também respondem a fosforilagdes. Os considerados
mais importantes sdo o eIF2a e o eIF4E que carreiam o Met-tRNA e o cap-
mMRNA, respectivamente (Gingras et al,, 1999) (Fig. 6).

Ao que parece, existem diferentes fatores que exercem a mesma fungdo
e também que muitos formem complexos para que uma dada fungdo seja
realizada; como exemplo podemos citar um dos passos iniciais da sintese: para
que a subunidade ribossomal menor (40S) seja recrutada, é necessdria a
atuagdo dos fatores eIF3 e eIF4A. Outro exemplo é o eIF4F que recruta o
cap-mRNA (Fig. 6); este fator é formado pela jungdo de trés fatores distintos
da familia eIF4 (eiF4A, eIF4E e eIF4G) (Gingras et al, 1999). Estes sdo
apenas alguns desses fatores e ndo os descreveremos em maiores detalhes

daqui pra frente (para revisdo veja Dever, 2002; Marintchev & Wagner, 2004).
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A fase seguinte, que ocorre apés o recrutamento das subunidades do
ribossomo, do cap-mRNA e do Met-tRNAI, é a fase de alongamento das cadeias
polipeptidicas, na qual os aminodcidos que chegam transportados por tRNA sdo
ligados uns aos outros. Nos eucariotos, estes fatores também recebem uma
denominagdo genérica de Fatores de Alongamento eucariético (eEF). Estes
existem em ndmero muito inferior aos de iniciagdo e até hoje conhece-se
apenas o eEF1 (com os subtipos eEF1A e eEF1B), eEF2 e eEF3 (Fig. 6). Destes
sabe-se tdo pouco quanto os primeiros, ou talvez menos, pois nos Ultimos anos
tém-se dado extrema atencdo nha literatura aos fatores de iniciagdo em
detrimento dos de alongamento, apesar da fase de alongamento ser na verdade
a principal fase da sintese de proteinas e também a mais custosa em termos de
energia. A fase de alongamento consome uma grande parte da energia
metabdlica, sendo pelo menos quatro ligagdes de alta energia consumidas para
cada aminodcido adicionado a cadeia nascente - duas para formar o aminoacil-
tRNA provenientes do ATP que é hidrolisado a AMP, e duas moléculas de GTP
que sdo quebradas em GDP (Browne & Proud, 2002). Tentaremos neste
trabalho, elucidar um pouco sobre os mecanismos envolvidos nesta fase e como
ela é regulada. E conhecido que o eEF1A é o responsdvel pelo transporte do

aminoacil-tRNA (ou aa-tRNA, que é o tRNA carreando um aminodcido) para o
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sitio A do ribossomo. Este fator possui afinidade pela maioria dos aa-tRNA
menos, por exemplo, pelo Met-tRNA que é carreado pelo eIF2 (Francklyn et
al, 2002; Marintchev & Wagner, 2004). O Met-tRNAi é o dnico que liga-se ao
ribossomo diretamente no sitio P, sendo todos os demais levados pelo eEF1A
para o sitio A (Marintchev & Wagner, 2004). Este fator forma o complexo
terndrio eEF1A.GTP.aa-tRNA que vai ligar-se ao ribossomo se o tRNA contiver
a seqiiéncia complementar ao cédon do rRNA (RNA ribossomal). Se isto
ocorrer, o eEF1A hidrolisa o GTP e é liberado, pois com o GDP ligado ele tem
baixa afinidade pelo tRNA (Marintchev & Wagner, 2004). A literatura recente
tem mostrado que este fator de alongamento possui outras fungées além das
desempenhadas na sintese de proteinas. Em 1997, Stapulionis e colaboradores
demonstraram que para que houvesse uma eficiente sintese de proteinas, era
necessdrio que o citoesqueleto estivesse intacto. Desde entdo, tem sido
observado que numerosos componentes do sistema de tradugdo estdo
associados & actina (Gross & Kinz, 2005). E estimado que aproximadamente
60% do eEF1A esteja associado com a actina do citoesqueleto (Edmonds et al/.,
1995). Experimentos com a levedura S. cerevisiae mostraram que a actina ndo
era requerida para a sintese de proteinas, mas o eEF1A era essencial para a

intfegridade do citoesqueleto e, por conseqiiéncia, para a manutengdo da
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morfologia da célula (Gross & Kinz, 2005). Um outro trabalho demonstrou que o
eEF1A é capaz de interagir com as cadeias polipeptidicas nascentes recém
saidas dos ribossomos, porém, ndo se liga as proteinas que foram corretamente
dobradas, somente dquelas que sdo incapazes de se dobrar corretamente
(Hotokezaka et al, 2002). Ou seja, parece ter uma atividade semelhante a de
uma chaperona. Isto parece ser verdade, ja que foi demonstrado que o eEF1A
interage com proteinas ubiquitinadas e proteassomos, sendo também
detectado nos mesmos (Chuang et al,, 2005). O eEF1B tem sido descrito como
um fator que é responsdvel pela troca do GDP pelo GTP no eEF1A recuperando
a atividade deste (Browne & Proud, 2002).

O eEF3 é um fator ainda bastante desconhecido no que concerne a sua
fungdo e, até agora, foi descrito apenas em fungos e procariotos (Anand,
2003). Algumas evidéncias apontam para um papel no sitio E auxiliando na
remogdo do tRNA e facilitando a entrada do complexo eEF1A.6TP.aa-tRNA no
sitio A (Anand, 2003) (Fig. 6). Ja foi demonstrado que estes dois fatores sdo
capazes de se ligar /n vitro, embora ndo se saiba que conseqiiéncias isto possa
gerar no alongamento ou na fungdo do eEF1A (Kovalchuke, 1998).

O fator de alongamento considerado mais importante é chamado eEF2 e

sua fungdo € a de uma translocase, ou seja, ele é responsdavel por mover o
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MRNA e o peptidil-tRNA apés a formagdo da ligagdo peptidica (Anand, 2003)
(Fig. 6). E uma proteina monomérica de aproximadamente 100KDa e estd ativa
quando ligada ao GTP que € hidrolisado no processo de translocagdo (Browne &
Proud, 2002). No entanto, diferente do eEF1A, aqui ndo é necessdria a
participagdo de uma GEF (Fator trocador do nucleotideo guanina), pois o eEF2
tem afinidade muito baixa pelo GDP que é prontamente liberado, sendo
substituido por um GTP (Browne & Proud, 2002). Sua regido N-terminal possui
um residuo de Treonina nha posigdo 56 (Thr 56) que, quando fosforilado, inibe a
sua atividade. A primeira via de fosforilagdo do eEF2 foi caracterizada por
Ryazanov em 1987, que demonstrou que o fator era fosforilado de maneira
dependente de cdlcio. No mesmo ano, Nairn e Palfrey identificaram o eEF2
como o substrato da entdo chamada cinase dependente de Ca**/calmodulina IIT
(CaMKIIT) e, por ser este o Unico substrato descrito desta enzima, ela ficou
conhecida posteriormente como eEF2K (cinase do fator de alongamento 2)
(Browne & Proud, 2002). Em seguida, foi mostrado que estimulos que elevavam
os niveis de cdlcio intracelular promoviam aumento na fosforilagdo do eEF2
(Mackie et al, 1989; Hinke & Nairn, 1992).

A eEF2K é uma enzima que possui vdrios sitios de fosforilagdo que

podem tanto ativd-la quando inibi-la. A primeira evidéncia de um mecanismo de
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ativagdo da eEF2K adicionalmente & sua ativagdo por Ca?*/calmodulina foi dada
pela observagdo de que a enzima pode ser fosforilada pela PKA (Proteina cinase
dependente de AMPc) na Ser 500 (Mitsui et al, 1993; Redpath & Proud, 1993).
Percebeu-se que esta fosforilagdo tfornava a eEF2K parcialmente independente
de cdlcio, isto €, eram necessdrios apenas baixos hiveis deste ion para que a
enzima fosse ativada (Redpath & Proud, 1993; Diggle et a/, 2001). Portanto, a
ativagdo de receptores B-adrenérgicos ou qualquer via que aumente AMPc
(tratamento com estimuladores da adenilil ciclase ou andlogos de AMPc) podem
levar a um aumento na atividade da eEF2K e diminui¢do da sintese de proteinas
(Diggle et al., 1998; Hovland et al., 1999; McLeod et al., 2001).

Em contrapartida, os demais sitios de fosforilagdo presentes na eEF2K
promovem inibicdo de sua atividade. Hoje conhecemos trés serinas que sdo
fosforiladas por diferentes vias de sinalizagdo: Ser 359, Ser 366 e Ser 377.
Mas que tipo de estimulo levaria a fosforilagdo destes residuos? Redpath e
colaboradores em 1996 superexpressaram receptores de insulina em células
CHO (células de ovdrio de hamster) e verificaram que a insulina reduzia
fortemente os niveis de fosforilagdo do eEF2, efeito que era bloqueado por
rapamicina. Isto indica a participagdo da enzima mTOR (alvo da rapamicina em

mamiferos) (para revisdo veja Proud, 2002). No entanto, a participagdo da
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mTOR ocorre de forma indireta, pois esta fosforila e ativa uma enzima
chamada p70S6K (ou S6K1) apds estimulos com insulina e a S6K1 inativa a
eEF2K na Ser 366, o que ativaria a fase de alongamento (Wang, et a/., 2001).
Esta serina é também fosforilada pela proteina p90*°**!, uma cinase que
participa da via das MAPK (proteina cinase ativada por mitdgeno) estando logo
abaixo da ERK nesta via que ¢ ativada por uma enorme gama de estimulos, tais
como: mitdgenos, fatores de crescimento, forbol éster, e alguns agonistas de
receptores acoplados a proteina 6 (Browne & Proud, 2002). Muitas referéncias
da literatura mostram que a ativagdo da via das MAPKs e, por conseqiiéncia, a
ativagdo da ERK, promove uma diminuigdo da fosforilagdo do eEF2 e induz
aumento na sintese de proteinas. Jd a Ser 359 parece estar relacionada a
estimulos de estresse, pois é substrato de proteinas ativadas por estresse
(5APKs - exemplo: SAPK4/p385, SAPK2/p38a/B), mas ndo por qualquer tipo de
estresse. Trabalhos recentes mostraram que o estresse oxidativo aumenta a
fosforilagdo do eEF2 e o estresse osmético diminui (Patel et a/, 2002). Mais
estudos sdo necessdrios para elucidar estes mecanismos.

Como mencionado acima, a sintese de proteinas consome grandes
quantidades de energia e pode ser inibida quando os niveis energéticos da

célula estdo baixos. Uma das formas de isto acontecer é através da AMPK
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(cinase dependente de AMP), um importante sensor do status de energia
celular (Hardie, et al, 1998). Os niveis de AMP estdo altos na célula quando
muito ATP estd sendo consumido e isto ativa a AMPK que, por sua vez, inativa
proteinas relacionadas com o consumo de energia e ativa outras que podem
aumentar a produgdo de energia na célula (Browne & Proud, 2002). Contudo,
podemos nos perguntar, qual o motivo da existéncia de tantas vias de
sinalizagdo sobre um fator de alongamento se ja existem tantas que regulam os
fatores de iniciagdo? A resposta é bem simples e a AMPK tem importante papel
neste processo. Inibindo a sintese na fase de alongamento economiza-se mais
energia, pois toda a maquinaria permanece montada, como os polirribossomos,
além de os tRNAs jd terem sido transportados e estarem acoplados aos
ribossomos, entre outras coisas. Deste modo, a sintese de proteinas pode
recomegar rapidamente assim que o metabolismo energético for recuperado
(Browne & Proud, 2002).

Ndo se sabe ao certo como a AMPK aumenta a fosforilagdo do eEF2, pois
ele ndo é capaz de fosforilar a Thr 56. Entdo, ou ela é capaz de modular a
eEF2K ou atua sobre a fosfatase do fator de alongamento (Browne & Proud,
2002). Das fosfatases conhecidas, a Unica que foi capaz de defosforilar o

eEF2 foi a PP2A (proteina fosfatase 2A). Isto foi primeiramente verificado
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por Gschwendt e colaboradores em 1989 através da utilizagdo de dcido
ocadaico em concentracées seletivas para PP2A. Em estudos da cinética da
eEF2K também se verificou que a PP2A era a Unica a defosforilar o fator de
alongamento (Riis & Nygard, 1997). Posteriormente sugeriu-se que a PP2B
(também conhecida como calcineurina) teria alguma participagdo na regulagdo
do eEF2 ou da sua cinase, pois ela também é dependente de Ca**/calmodulina
como a eEF2K. Estudos recentes em dcinos pancredticos mostraram que a
administragdo de colecistocinina diminuia a fosforilagdo do eEF2 e que este
efeito era revertido quando se adicionava um inibidor da calcineurina embora a
reversdo ndo tenha sido completa (Sans & Williams, 2004). Como é improvdvel
que a calcineurina tenha qualquer efeito sobre a eEF2K, duas hipoteses
poderiam ser entdo levantadas: 1) a calcineurina tem o eEF2 como substrato; 2)
De alguma forma a calcineurina é requerida para a ativagdo da PP2A. A primeira
hipétese ja havia sido descartada por Buss e colaboradores em 1994 em
estudos no rim, e entdo a possibilidade de alguma interagdo entre a PP2A e a

calcineurina €, por enquanto, a hipétese a ser considerada.
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2. Objetivos.

> Verificar se o receptor NMDA promove inibigdo de sintese de proteinas

em culturas de retina de pinto.

> Verificar se aumento de 6xido nitrico decorrente da maior

disponibilidade de L-Arginina intracelular estd regulando, de alguma forma, a

sintese proteica.

> Verificar qual via de inibigdo de sintese proteica estd envolvida com o

receptor NMDA.

> Verificar que vias de sinalizagdo modulam a atividade do fator de

alongamento 2.
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3. Métodos.

3.1 Culturas.

Retinas de embrido de pinto da raga White Leghorn de 8 dias de
desenvolvimento foram dissecadas em solugdo salina livre de cdlcio e magnésio
(CMF) e suas células dissociadas quimicamente em tripsina 2% a 37°C. Apés 20
min, recolheu-se o sobrenadante e dissociou-se o tecido mecanicamente com
pipeta Pasteur em Meio Essencial Minimo (MEM) (6IBCO) suplementado com
3% de soro fetal bovino, além de 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de
estreptomicina e 2mM glutamina. As células foram entdo acondicionadas em
placas de 12 pogos, em uma densidade de 8x10° células/poco (culturas densas)
contendo neurdnios e células gliais e cultivadas por 6 dias. As culturas foram
incubadas a 37°C em atmosfera Umida de 5% C0O,/95% ar e o meio trocado a

cada 48 horas.
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3.2 Incorporagdo de [*H]L-arginina/[**S]Metionina.

Para estudos de captagdo, as células foram lavadas trés vezes em solugdo
de Hank's. Apés a terceira lavagem, as células foram incubadas em salina
(Hank's) ou com antagonistas por 10 minutos. Apés este tempo as células foram
incubadas em solugdo de Hank's contendo [*H]L-arginina (5uCi/mL) (Amersham
- Life Science) ou [*S]-metionina (0,5uCi/mL) a 37°C. Apés a incubagdo as
células foram lavadas, lisadas com TCA 5% e a radioatividade intracelular
determinada por cintilagdo liquida. Todos os outros experimentos de captagdo
foram realizados em 15 minutos na auséncia ou ha presenga das seguintes
condigdes: NMDA (ImM), NMDA+MK-801 (ImM+100uM), L-NARG (L-NA) ¢/ ou
s/ Mg® (500uM), L-NA+NMDA (500uM+IimM), L-NA+NMDA+MK-801
(500uM+1mM+100uM) todos da Sigma Chem. Co. Todas as situagdes onde
NMDA ou MK-801 estiveram presentes, a solugdo salina tinha baixas

concentragdes de magnésio.
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3.3 Incorporacdo de [*H]L-arginina/[*°S]Metionina - Curva de

Tempo.

Nos ensaios temporais, apés a lavagem com salina, fodos os pogos foram
incubados em solucdo de Hank's contendo [*H]L-arginina (5uCi/mL) ou [*°S]-
metionina (0,5uCi/mL) na auséncia (controle) ou presenga de NMDA. Os tempos
de incubagdo foram: 2, 5, 10, 15, 30 e 60 minutos. Apds a incubagdo as células

foram lavadas e lisadas com TCA 5%.

3.4 Medida de incorporacdo de [*H]L-arginina/[**S]Metionina nas

proteinas intracelulares.

Apés os ensaios de captagdo, o lisado foi raspado das placas. O material foi
centrifugado a 15000 rpm, por 20 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi separado
para medida dos derivados de [*H]L-arginina livre, o precipitado lavado em TCA
e ressuspenso em 200uL de NaOH IN. Apés a solubilizagdo completa das
proteinas, o volume inteiro é adicionado em filtro para cintilagdo que era seco a
temperatura ambiente durante a noite. Ao mesmo tempo, o “quenching” da

NaOH foi determinado separadamente para corregdo. O cdlculo foi realizado
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como uma relagdo percentual da radioatividade incorporada a proteina pela
radioatividade intracelular.

Alternativamente, foi adicionado ftampdo de lise (SDS 0,6%, NaCl
150mM, EDTA 5mM, Tris 50mM) e o material raspado da placa e acondicionado
em tubos no gelo contendo TCA 20% por 10 minutos. Todo o conteddo foi

filtrado a vdcuo e a radioatividade determinada por cintilagdo liquida.

3.5 Dosagem de Proteina, Eletroforese e Andlise de Western Blot.

A dosagem da proteina das culturas recolhidas em 100uL de tampdo de
amostra [SDS (0,3g), glicerol (ImL), 2-mercaptoetanol (0,1mL), tris (0,5M pH
6,8-1,25mL) e H,O (10mL)] foi realizada de acordo com o método de Bradford.
Foram colocados 2uL das amostras em tubos de vidros e em seguida foram
acrescentados 3mL de reagente de Bradford. Para realizagdo da curva padrdo,
foram adicionados nos tubos de vidro O (zero), 2 (dois), 4 (quatro), 8 (oito) e
10 (dez) pg de BSA (Img/mL). Em seguida, foram adicionados 2uL do tampdo
de amostra SDS (usado nos experimentos) e ainda 3mL de reagente de

Bradford. Posteriormente, as misturas foram agitadas em vortex e a leitura da
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absorbancia realizada em filtro de 595nm. O espectrofotémetro foi zerado

com dgua. Em seguida, o branco (apenas o reagente de Bradford) foi lido.

3.5.1 Eletroforese e western blot

Para as andlises de western blot realizamos o mesmo protocolo de
tempo, lavagens e periodo de incubagdo dos estudos de captagdo, porém, sem a
adigdo dos aminodcidos marcados. Para a lise das células uma solugdo tampdo
SDS-PAGE foi adicionada a cada pogo (100 pL). As células foram lisadas por
esta solugdo, raspadas da placa, fervidas por 5 minutos a 100°C e estocadas a -
20°C, a fim de solubilizar e desnaturar todas as proteinas celulares.
Posteriormente, foi aplicado no topo do gel de poliacrilamida-SDS a 8% volume
de amostra equivalente a 20ug de proteina. O procedimento para a
eletroforese em gel de poliacrilamida foi baseado na técnica descrita por
Laemmli (1970). O gel de separagdo foi preparado para um volume de 9 mL e
uma concentracdo final de acrilamida de 8 g%. O gel de concentragdo foi
preparado para um volume de 3 mL e uma concentragdo final de acrilamida de
45 g%. O tampdo de corrida utilizado tinha em sua composigdo Tris (25 mM),

glicina (192 mM) e SDS (0,1 g%). Durante a corrida a amperagem foi mantida
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constante em 12 mA por 2,5 horas. O gel foi retirado da placa onde ocorreu a
polimerizagdo e, em seguida, foi posto em contato com uma membrana de PVDF
para onde as proteinas eram transferidas. A transferéncia das proteinas para
as membranas de PVDF foi baseada na técnica descrita por Towbin et al.
(1979). Imediatamente apdés a corrida, o gel foi incubado em tampdo de
transferéncia junto com a membrana por 30 minutos (Hybond-p, Amersham),
depois desta ter sido hidratada por 1 minuto em metanol a 100%. Cinco folhas
de papel de filtro, nas dimensdes do gel a ser transferido, foram também
incubadas em tampdo de transferéncia (solugdo contendo Tris, 25 mM; glicina,
192 mM; metanol, 10% (V/V)). Em seguida, o sistema de transferéncia foi
montado de acordo com as instrugdes do fabricante. Sobre a grade do
aparelho foram colocados, nesta ordem: 2 esponjas, 1 folha de papel de filtro,
gel, membrana de PVDF, 1 folha de papel de filtro, 1 esponja, 2 folhas de papel
de filtro, e 1 esponja. A transferéncia foi realizada a 4°C durante 1 hora em
voltagem constante de 40 V. Apés a transferéncia, as membranas foram
colocadas em solugdo corante de 0,2g% Rouge Ponceau em 3%TCA, lavadas em
dgua e visualizadas. Apds selecionarmos a regido a ser utilizada, a membrana

foi colocada em tampdo de transferéncia para descorar, lavadas novamente em
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dgua e mantidas em TBS (Tris, 50mM; NaCl, 150mM) até a incubagdo com
anticorpos especificos.

A membrana de PVDF foi incubada inicialmente em solugdo fampdo TBS +
0,1% Tween 20 (TBS-T) contendo leite em p6 desnatado, 5 g%, durante 1 hora
a temperatura ambiente, com agitacdo suave. Com este procedimento era
prevenida a ligagdo dos anticorpos a sitios ndo especificos na membrana de
PVDF. Apds este periodo, a membrana foi lavada uma vez por cinco minutos
com tampdo TBS-T. Em seguida, a membrana foi incubada por pelo menos 12
horas a 4°C com o anticorpo primdrio anti P-eEF2 (1:1500) (Cell Signaling) ou
anti p-actina (1:200) (Santa Cruz). Todos os anticorpos foram diluidos em
solugdo tampdo TBS-T contendo leite em pé desnatado, 5g%.

Apds a incubagdo com o anticorpo primdrio a membrana foi lavada em
solugdo TBS-T trés vezes por 10 minutos e entdo incubada com o anticorpo
secunddrio anti-coelho (1:3000) conjugados a peroxidase, em solugdo TBS-T
contendo leite em pé desnatado 5g% por uma hora, a temperatura ambiente.
Em seguida, as membranas sofriam 3 lavagens com TBS-T por 10 minutos e por
Ultimo uma lavagem com TBS por mais 10 minutos.

A imunodetecgdo foi promovida pela reagdo quimioluminescente do

sistema ECL para western blotting (Amersham-Pharmacia). Apds a incubagdo
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da membrana com uma mistura de solugées de detecgdo por 2 minutos a
temperatura ambiente, a membrana era recolhida, envolvida em filme de PVC e
exposta imediatamente a filme Kodak X-Omat K ou Hyperfilm (Amersham) por
intervalos de fempo de 2 e 5 minutos, que era entdo revelado.

As imagens foram escaneadas e quantificadas utilizando o programa

Scion Image (Scion Corporation).

3.6 Andlise Estatistica.

As andlises estatisticas foram realizadas pelo programa Graph Pad Prism
IIT, no qual utilizamos os seguintes testes: andlise de varidncia (ANOVA),

teste t de Student e teste de comparagdo miltipla de Bonferroni.
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4 Resultados.

4.1 Inibigdo da Sintese de Proteinas por Estimulagdo de Receptores

do Tipo NMDA.

Marin e colaboradores (1997) mostraram que a ativagdo de receptores
ionotropicos do tipo NMDA em neurdnios corticais promovia uma inibigdo
global, mas ndo total, na sintese de proteinas e que isto era decorrente da
fosforilagdo do eEF2. Scheetz e colaboradores (1997; 2000) demonstraram
efeito similar em sinaptossomos de neurdnios da mesma regido, indicando que
este efeito é local. Nosso laboratério descreveu ha alguns anos um sistema de
alta afinidade para captagdo de L-arginina nas células de retina em cultura
(Cossenza et al, 2000). Sendo a L-arginina o precursor do éxido nitrico e
sendo o NMDA um importante receptor durante o desenvolvimento
embriondrio, verificamos a possibilidade do NMDAR estar também inibindo a
sintese proteica em nossas células e se este poderia ser um mecanismo para
maior produgdo de d6xido nitrico.

Para isto, utilizamos culturas mistas (neurdnios + glia) obtidas de

embrides de galinha de oito dias e cultivadas por seis dias (E8C6), pois uma
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cultura desta idade tem as caracteristicas da retina de um embrido de
quatorze dias, ou seja, um periodo em que ndo hd mais ocorréncia de
proliferagdo e morte celular programada. Primeiramente, para analisar o efeito
da ativagdo do receptor NMDA sobre a sintese proteica, fizemos uma curva de
concentragdo de NMDA. As concentragoes usadas foram: 10uM, 50uM, 100uM,
500puM e 1mM. Observamos um efeito significativo jd na concentragdo de
50uM, mas o efeito mdximo obtido se deu quando utilizamos ImM de NMDA
(Fig. 7).

A partir de entdo, passamos a utilizar a concentragdo que promovia o
efeito mdximo na inibigdo da incorporagdo de aminodcidos. Verificamos entdo
se a incorporagdo de [*S]-metionina ([*°S]-Met) era modificada também na
presenga de NMDA (ImM). Utilizamos metionina por ser este o aminodcido de
iniciagdo de todas as proteinas, constituindo um 6étimo marcador para
mensuragdo da sintese de proteinas. Podemos observar que a incorporagdo da
[3°S]-Met era reduzida entre 35-45% em relagdo ao controle e esta diminuicdo
ocorria desde tempos muito iniciais (5 minutos) (Fig. 8A). Como metade do
efeito maximo era obtido em 15 minutos, passamos a utilizar este tempo em
nossos experimentos subseqiientes. A simples retirada do Mg® do meio

extracelular foi capaz de reduzir a incorporagdo da metionina em 35,4+8,1% e
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atribuimos este efeito ao glutamato enddgeno, principalmente porque a
administragdo de MK-801 (100uM) - um antagonista especifico do NMDAR - foi
suficiente para bloquear tanto o efeito da retirada do Mg®* quanto do NMDA.
Isto também nos mostra que o efeito observado por nés é promovido pelo
receptor NMDA, pois se houvesse a participacdo de receptores AMPA ou
kainato, a inibigdo na incorporagdo ndo seria fotalmente bloqueada pelo MK-801
(Fig. 8B).

Uma vez que a incorporagdo da metionina nas proteinas foi
comprometida apés o tratamento com NMDA, a incorporagdo de L-Arg
provavelmente estaria sofrendo o mesmo comprometimento. De fato, a
incorporagdo de arginina marcada com tritio ([*H]L-Arg) foi diminuida em pelo
menos 50% em presenga de ImM de NMDA e este efeito também ocorria em
tempos curtos como 2 minutos (Fig. 9A). Da mesma forma como ocorreu com a
metionina, MK-801 bloqueou totalmente o efeito da retirada do magnésio (que

reduziu a incorporagdo em 78,12+10,38% do controle) e do NMDA (Fig. 9B).
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Figura 7: Efeito de concentragbes crescentes de NMDA na sintese de proteinas
nas culturas de retina de embrido de galinha durante 15 minutos. O IC50 foi de
aproximadamente 50uM e o efeito maximo em 1mM. Os resultados sdo expressos
como a média = E.P.M. de trés experimentos diferentes. Os asteriscos mostram
significancia estatistica (**p<0.01; ***p<0.001).
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Figura 8: Efeito do NMDA na incorporacdo de metionina. As células foram
submetidas & incorporacdo de [*°S]Met com posterior precipitagdo das proteinas.
O caélculo desta incorporagdo foi realizado como uma relagdo percentual da
radioatividade incorporada as proteinas pela radioatividade intracelular. (A)
Incorporagédo em fungéo do tempo com ou sem estimulagédo por NMDA (1mM). (B)
Relagdo da incorporacdo de [*°S]Met com a retirada do ion Mg?*, NMDA e a
adicdao do antagonista MK-801 (100pM) em 15 minutos. Os resultados foram
representados como média de trés experimentos + E.P.M. As analises estatisticas
foram desenvolvidas pelo teste de Student para (A) mostrando todos os pontos
vermelhos significantemente diferentes dos azuis (p<0,05) e ANOVA seguido da
analise de comparac¢ao multipla de Bonferroni para (B) (**p<0,01; ***p<0,001).
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Figura 9: Efeito do NMDA na incorporacdo de L-Arginina. As células foram
submetidas a incorporacéo de L-[*H]Arg com posterior precipitagdo das proteinas.
O calculo da incorporagdo foi realizado como uma relacdo percentual da
radioatividade incorporada as proteinas pela radioatividade intracelular. (A)
Incorporagédo em fungéo do tempo com ou sem estimulagédo por NMDA (1mM). (B)
Relacdo da incorporacédo de L-[3H]Arg com a retirada do ion Mgz+, NMDA e a
adicdo do antagonista MK-801 (100pM) em 15 minutos. Os resultados foram
representados como média de trés ou mais experimentos + E.P.M. As analises
estatisticas foram desenvolvidas pelo teste de Student para (A) mostrando que
todos os pontos do NMDA foram significantemente diferentes do controle, p<0,05,
e para (B) ANOVA seguido da andlise de comparagdo multipla de Bonferroni
(*p<0,05; **p<0,01).
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4.2 Participagdo do Oxido Nitrico na Sintese de Proteinas.

Dados do laboratério mostraram que o tratamento de nhossas culturas
com NMDA (ImM) gera um aumento nos niveis de L-Arginina, L-citrulina e NO
no interior da célula (Cossenza et al, 2006). Como mencionado anteriormente,
a L-citrulina é proveniente da conversdo de L-Arginina e que, em heurdnios,
esta € a Unica via para sua produgdo. Ou seja, se a administragdo de NMDA
aumenta a concentragdo de L-citrulina, € muito provdvel que isto ocorra devido
a alta concentragdo de L-Arginina na célula. Podemos concluir com isso que o
tratamento com NMDA promove um aumento nos niveis intracelulares de L-
Arginina e, dessa forma, este aminodcido torna-se disponivel para ser
metabolizado em outras vias, como a da produgdo de éxido nitrico. Além do
aumento da produgdo de NO e L-citrulina induzida pelo aumento da
concentragdo do substrato L-Arginina, a NOS também é estimulada pela
ativagdo do receptor NMDA que permite um grande influxo de cdlcio ha célula
favorecendo a ativagdo da NOS, que é uma enzima dependente de
cdlcio/calmodulina.

Sendo o NO extremamente reativo e capaz de alterar a funcionalidade

de proteinas, poderia ele de forma direta ou indireta modular a sintese
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proteica? Para tentar responder esta questdo, fratamos nossas culturas com L-
Nitro-Arginina (L-NA) (B0OpM), um inibidor da NOS. Embora ndo seja um
efeito estatisticamente significativo, percebe-se uma tendéncia de aumento na
incorporagdo de aminodcidos quando tratamos as culturas com L-NA (Fig. 10).
Isto fica mais evidente quando nhos detemos a condigdo L-NA na auséncia de
magnésio. Como observado nos resultados anteriores, a simples retirada do
magnésio promovia forte redugdo ha incorporacdo dos aminodcidos nas
proteinas e isto foi bloqueado pela adigdo de L-NA (Fig. 8 e 9). Além disso,
podemos observar que o efeito do NMDA torna-se quase nulo na presenga de
L-NA (Fig. 10). Estes resultados ndo nos permitem dizer que o NO inibe a
sintese de proteinas, mas mostra-nos pelo menos que sua auséncia aumenta a
incorporagdo de aminodcidos ou simplesmente ndo interfere na sintese de
proteinas. Outra abordagem foi feita utilizando o doador de dxido nitrico
SNAP (100puM). Ja que a inibigdo da NOS parece promover um aumento ha
incorporagdo de aminodcidos ds proteinas (Fig. 10), serd que a administragdo de
NO poderia promover o efeito inverso? Realizamos apenas um experimento e
aparentemente ndo houve efeito (dados ndo mostrados). Porém, mais
experimentos sdo necessdrios. O SNAP é conhecido por ser um doador lento de

oxido nitrico e o tempo utilizado por nés talvez seja muito curto para
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observarmos algum efeito. Nosso laboratério obteve resultados na
sobrevivéncia celular de neurdnios utilizando SNAP apés 12 horas com a droga
em cultura (Mejia-Garcia & Paes-de-Carvalho, submetido). Entdo, exposigdes

mais longas podem evidenciar algum efeito ndo observado em 15 minutos.
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Figura 10: Efeito do L-NA sobre a inibigdo da incorporacéo de [*°S]Met. As células
foram submetidas & incorporagdo de [**S]Met com posterior precipitagdo das
proteinas. O calculo desta incorporacéo foi realizado como uma relacao percentual
da radioatividade incorporada as proteinas pela radioatividade intracelular.
Relacdo da incorporacdo de [*°S]Met com NMDA, L-NA (500uM) com ou sem Mg?*
e a adicdo do antagonista MK-801 em 15 minutos. Os resultados foram
representados como média de trés experimentos + E.P.M. As analises estatisticas
foram desenvolvidas pelo teste ANOVA seguido da analise de comparagao
multipla de Bonferroni (***p<0,001).
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4.3 Efeito da Retirada do Mg* e do NMDA na Fosforilagdo do

eEF2.

Os resultados até aqui apresentados mostram que a ativagdo do
receptor NMDA em nosso modelo promove uma inibigdo na sintese de
proteinas, mas ndo indica o seu mecanismo. A literatura sugeria que o efeito
ocorreria através do fator de alongamento 2 (Marin et al, 1997; Scheetz et
al, 1997; 2000), embora existam outras evidéncias mostrando que a ativagdo
do NMDAR influencia também os fatores de iniciagdo (Banko et a/, 2004).
Nosso préximo passo, portanto, foi verificar se o eEF2 estaria participando
desta via de inibicdo da sintese. Analisamos primeiramente os niveis de
fosforilagdo do fator nas seguintes situagdes: retirada do Mg‘z*, NMDA (1mM),
MK-801 (100pM) e NMDA+MK. O primeiro ponto que nos chamou a atengdo foi
o fato de que a retirada do magnésio reduziu a fosforilagdo do eEF2 diferente
da condigdo com NMDA (Fig. 11). Como mostrado nas figuras 8 e 9, a retirada
do magnésio promovia um efeito muito similar aoc do NMDA e atribuimos isso ao
glutamato liberado pelas préprias células da cultura. Entdo, sendo comprovada
a participagdo do fator de alongamento no efeito do NMDA, esperdvamos que

tanto a retirada do Mg® quanto o tratamento com NMDA promovesse um
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aumento nos niveis de P-eEF2, mas ocorreu justamente o inverso.
Provavelmente, o magnésio estd exercendo algum efeito paralelo a este no
fator de alongamento.

Ndo observamos uma diferenga significativa entre o controle com
magnésio e a situagdo com NMDA, embora isso possa estar relacionado a alta
densidade celular e confluéncia de nossas culturas. Os hossos resultados
mostram claramente que o NMDA aumenta a fosforilagdo do fator em relagdo
ao seu controle direto que é a situagdo sem magnésio. Isto comprova que o
NMDA realmente estad alterando os niveis de fosforilagdo do eEF2 e, portanto,
inibindo a sintese de proteinas através desta via (Fig. 11).

Realizamos também dois experimentos utilizando antagonistas de outras
cinases que poderiam estar envolvidas neste processo desencadeado pelo
NMDA pelo fato de jd terem sido descritas modulando a sintese de proteinas
ou porque sejam cinases ativadas pelo influxo de cdlcio através do receptor
NMDA. Nestes experimentos utilizamos antagonistas para PI3K (wortmanina -
50nM) e para CAMKII (KN93 - 10pM). Os resultados sdo ainda muito
preliminares, mas parece que estas enzimas ndo participam deste processo em
nosso sistema, pelo menos ndo em tempos curtos como os utilizados em nossos

experimentos (Dados ndo mostrados).
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Figura 11: Efeito do NMDA na fosforilagdo do eEF2. Culturas foram tratadas na
auséncia ou presenca de MK-801 por 10 minutos e, posteriormente com NMDA
por 15 minutos antes da extracdo, eletroforese e western blot. (A) Blot
representativo para P-eEF2 e controle com B-actina. (B) Analise quantitativa dos
resultados. Os dados foram normalizados em porcento do controle e sdo a média
+ E.P.M. de cinco experimentos diferentes. As analises estatisticas foram
desenvolvidas pelo teste ANOVA seguido da analise de comparagédo multipla de
Bonferroni (*p<0,05; **p<0,01).
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4.4 Participagdo da ERK na fosforilagdo do eEF2.

Alguns trabalhos mostram a participagdo da via das MAPKs na sintese de
proteinas e ndo poderia ser diferente jd que esta é uma via ativada por
fatores mitogénicos. As MAPKs atuam tanto sobre fatores de iniciagdo como
sobre os de alongamento. Entretanto, os trabalhos que descreviam a regulagdo
do eEF2 pelas MAPKs mostravam que a inibigdo da ERK aumentava a
fosforilagdo deste fator e diminuia a sintese de proteinas. Entdo nos
perguntamos se um tratamento concomitante com NMDA e um inibidor da via
das MAPKs iria aumentar os niveis de fosforilagdo do eEF2. Utilizamos um
inibidor (PD98059 - 25uM) da proteina MEK que é a cinase que classicamente
ativa a ERK em ensaios de incorporagdo de aminodcidos marcados. Observamos
que tanto o tratamento com NMDA quanto com PD diminuiram a incorporagdo
de metionina e a administragdo simultdnea ndo apresenta efeito aditivo
sugerindo que o NMDA isoladamente era capaz de promover o efeito mdximo

(Fig. 12).
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Figura 12: Medida Efeito da inibicdo da via das MAPKs na incorporagéo de
metionina. As células foram submetidas & captacdo de [*°S]Met com posterior
precipitacao das proteinas. O calculo desta incorporagao foi realizado como uma
relacdo percentual da radioatividade incorporada as proteinas pela radioatividade
intracelular. Relacdo da incorporagdo de [**S]Met com NMDA, PD98059 (25uM)
com ou sem Mg®* por 15 minutos. Os resultados foram representados como média
de trés experimentos + E.P.M. As analises estatisticas foram desenvolvidas pelo
teste ANOVA seguido da analise de comparagao multipla de Bonferroni (**p<0,01;
***n<0,001).
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Até entdo, nossos resultados confirmavam os dados da literatura.
Partimos entdo para a andlise por western blot, pois este efeito do PD poderia
se dar sobre fatores de iniciagdo. A literatura descreve que a ERK ativa uma
proteina chamada p90°°f e esta fosforila a eEF2K na Ser 366 inibindo-a
(Browne & Proud, 2002). Isto torna o fator de alongamento menos fosforilado
e mais ativo. Os mesmo trabalhos demonstram que a adigdo de PD (25uM) inibe
a via das MAPKs e, portanto, aumenta a fosforilagdo do fator.
Surpreendentemente, o tratamento com PD reduziu fortemente a fosforilagdo
do eEF2 contrariando a literatura. Além disso, o tratamento com NMDA + PD
gerava uma fosforilagdo parcial (Fig. 13).

Porém, isto trouxe outro resultado controverso, pois os dados de
incorporagdo usando o PD98059 mostram menor incorporagdo da metionina, ou
seja, inibigdo da sintese proteica (Fig. 12). Parecia ainda, ndo interferir no
efeito desempenhado pelo NMDA sugerindo que poderiam fazer parte de uma
mesma via. Entretanto, os dados de western blot deixam claro que o mesmo
tratamento reduz a fosforilagdo do eEF2 a niveis muito abaixo dos niveis

controle e é capaz de reverter parcialmente o efeito do NMDA (Fig. 13).
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Figura 13: Efeito do NMDA e do PD98059 na fosforilagao do eEF2. Culturas foram
mantidas na auséncia ou presenca de Mg2+ por 10 minutos e, posteriormente, com
NMDA e/ou PD98059 (25uM) por 15 minutos antes da extragdo, eletroforese e
western blot. (A) Blot representativo para P-eEF2. (B) Anadlise quantitativa dos
resultados. Os dados foram normalizados em porcento do controle e sdo a média
+ E.P.M. de trés experimentos diferentes. As analises estatisticas foram
desenvolvidas pelo teste ANOVA seguido da analise de comparagdo multipla de
Bonferroni (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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5. Discussdo.

No fim do século dezenove tinha-se a visdo de que axonios e dendritos
originavam-se do corpo celular e dependiam deste para sobreviverem. Isto
levou Ramon y Cajal a concluir que o corpo celular era o “centro tréofico do
neurdnio”. Evidéncias posteriores reforgaram esta idéia, pois revelaram a
presenga de uma maquinaria para sintese de macromoléculas e processamento
pés-traducional nos corpos celulares dos neurénios, além de um mecanismo
seletivo de transporte para os dendritos e axdnios, ou seja, tudo era
proveniente do corpo celular. Mas na segunda metade do século vinte, esta
visdo comegou a mudar. A microscopia eletrdnica permitiu que passdssemos a
observar as células em maiores detalhes e, em 1965, Bodian detectou
polirribossomos e mMRNAs em dendritos proximais. A partir da década de 80
estas pesquisas se intensificaram mais e uma série de MRNAs foram
identificados ha drvore dendritica dos neurdnios (Tiedge & Brosius, 1996;
Gardiol et.al, 1999). Iniciava-se entdo, uma nova era de concepgdes acerca da
sintese de proteinas, na qual a idéia de compartimentalizagdo tornou-se o
elemento chave para o entendimento de uma série de fendmenos até entdo sem

explicagdo.
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A fase de desenvolvimento embriondrio reine em uma curta janela
temporal uma enorme gama de fendmenos e sinalizagdes que sdo responsdveis
por formar estruturas e orgdos de alta complexidade. O homem tenta
entender como todas estas reagdes ocorrem e sdo reguladas de forma a
resolver problemas que o afligem. Acredita-se que a resposta para a cura de
muitas doengas estd na fase das primeiras divisdes celulares. No caso do
sistema hervoso existem fenomenos que acontecem abundantemente na fase
embriondria e praticamente desaparecem na fase adulta. Modelos embriondrios
tém sido exaustivamente estudados com o intuito de melhor compreendermos
como funciona o nosso organismo.

E conhecido que a manutengdo das mudangas sindpticas de longa duragdo,
como a LTP, requer sintese de proteinas (Stanton & Sarvey, 1984; Montarolo
et al, 1986; Frey et al, 1988). De acordo com a visdo cldssica, sinapses
ativadas enviam sinais para o corpo celular que resulta em aumento da tradugdo
de certas proteinas que sdo entdo enviadas para estas sinapses ativadas. Isto
realmente pode ocorrer, mas por outro lado, muitos trabalhos recentes tém
mostrado que fendmenos envolvendo plasticidade de longa duragdo
normalmente fazem uso de proteinas que sdo independentes do corpo celular.

Kang e Schuman em 1996, usando cortes de hipocampo com microlesdes,
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separaram os corpos celulares dos dendritos na regido CAl. Mesmo apés este
procedimento, os cortes com lesdo continuaram a apresentar potenciagdo
sindptica de longa duragdo induzida por BDNF que foi bloqueada por inibidores
de sintese de proteinas. Em 2000, Raymond e colaboradores demonstraram que
a ativagdo de receptores metabotrépicos de glutamato contribuia para a LTP e
que uma hova sintese de proteinas era necessdria e ocorria nas sinapses
ativadas.

Ndo s6 a LTP necessita de nova sintese proteica, mas também a LTD
(Depressdo de Longa Duragdo). Huber e colaboradores também em 2000
demonstraram que o estimulo de receptores metabotrdpicos de glutamato
induziu LTD e esta foi bloqueada por inibidores de sintese proteica, indicando
a hecessidade de novas proteinas para a LTD ocorrer.

Ndo queremos com isso negar a participagdo do corpo celular na
produgdo de proteinas para as sinapses. No entanto, as proteinas produzidas no
soma estdo relacionadas a uma fase mais tardia da LTP. A chegada do estimulo
externo que vem a induzir a LTP ou LTD promove dois tipos principais de sinais
que modulam a sintese proteica: 1) um que € local e rdpido, no qual as proteinas
produzidas se originam de mRNAs jd presentes na sinapse; 2) e outro que vai

até o corpo celular, sendo dependente de transcri¢do génica e formagdo de
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novos mRNAs. No segundo caso, serd necessdrio o transporte desses mRNAs
que exercerdo seu papel mais tardiamente.

Estudos jd demonstraram que os mRNAs presentes nos dendritos tém
relagdo direta com a fungdo sindptica e com fenémenos como a LTP. Ja foram
identificados mMRNAs para: calmoduling, subunidades do NMDAR e
CaMKIIa, por exemplo (Steward, 1997; Steward & Schuman, 2003). A CaMKII
torna-se autofosforilada apds a ativagdo dada pelo complexo Ca®/calmodulina
e permanece ativa mesmo ha auséncia de altas concentragdes de cdlcio até que
seja defosforilada por fosfatases (Miller & Kennedy, 1986; Miller et a/, 1988;
Hanson et al, 1989). E conhecido que a CaMKITI tem sua sintese aumentada nos
dendritos apds estimulo tetdnico e que este efeito é bloqueado por APV
(antagonista do receptor NMDA) (Ouyang et al, 1999). No entanto, além de
haver uma maior sintese da enzima promovida pela LTP, a CaMKII, por sua vez,
pode atuar ha manutengdo do fenémeno (Chen, et a/., 2001) através do aumento
da condutdncia do receptor AMPA, por exemplo (Benke et a/, 1998; Derkach
et al, 1999).

O receptor NMDA tem sido implicado em muitas formas de plasticidade
sindptica e, muitas vezes, nesses processos € necessdrio que haja sintese de

proteinas, possivelmente para manter este estado alterado da fungdo sindptica
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(Scheetz et al, 1997). Durante o desenvolvimento de muitas vias ho SNC, os
receptores NMDA medeiam a competicdo e estabilizagdo sindptica (Scheetz &
Constatine-Paton, 1994). Scheetz e Constantine-Paton (1996) demonstraram
em tectum éptico de girinos que uma série de proteinas eram fosforiladas apds
a ativagdo do receptor NMDA e uma destas proteinas era a eEF2 que, quando
fosforilada cessa a translocagdo do mRNA nos ribossomos, ou seja, promove
uma inibi¢do na sintese proteica (Scheetz et al, 1997). Scheetz et al. (2000)
também demonstraram que a estimulagdo de receptores NMDA reduz a sintese
global das proteinas, mas aumenta rapidamente a tradugdo de CaMKIIa. Esta
regulagdo na sintese foi temporalmente relacionada com a fosforilagdo do
eEF2. Estes resultados sugerem que a fosforilagdo do eEF2 representa um
mecanismo rdpido, local e seletivo que aumenta a sintese de CaMKIIo em
resposta a ativagdo do receptor NMDA no desenvolvimento das sinapses. No
entanto, ndo podemos restringir a fungdo do eEF2 somente a regulagdo da
sintese da CaMKII, pois esta é apenas uma evidéncia do fino controle que
esses multiplos fatores de tradugdo estdo sujeitos. Assim, a pergunta que
imediatamente surge em nossas mentes é de como é feita essa selegdo
minuciosa de quais proteinas serdo sintetizadas. A principio este dado descrito

por Scheetz em 2000 parece contraditério, pois descreve a inibigdo do
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principal fator de alongamento com o aumento da sintese de uma dada proteina.
Como pode haver sintese se este fator encontra-se inibido?

Para  responder esta pergunta temos que pensar em
compartimentalizagdo e fter em mente que embora uma espicula dendritica
pareca algo infinitesimal, esta € na verdade, um imenso universo dividido em
compartimentos que separam componentes e protege-os de responder a todo
sinal proveniente do meio externo. Embora a compartimentalizagdo seja uma
forma de potencializar um sinal de forma a responder rapidamente, tem o
objetivo também de evitar que certas proteinas sejam ativadas mesmo que
proximas ao local estimulado.

A PSD-95 ¢é wuma proteina que participa ativamente da
compartimentalizagdo de sinal da célula pés-sindptica. Ja foram descritas 98
diferentes proteinas que podem se ancorar a PSD-95 que, por sua vez, se fixa
a subunidade NR2B do NMDAR através de seu dominio PDZ (Brenman et al,
1996ab; Brenman & Bredt, 1997). Desta forma, as proteinas dependentes de
cdlcio podem ser ativadas tdo logo o receptor seja estimulado. Entre estas
proteinas estdo a NOS e a CaMKIT.

Entdo, para que a sintese local seja eficiente sdo necessdrios vdrios

componentes da maquinaria tfraducional e estes componentes ndo se restringem
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somente a mMRNAs e fatores de tradugdo. Organelas como ribossomos
(Palacios-Prii et al, 1981, Steward & Levy, 1982; Steward & Falk, 1986) e o
préprio aparelho de Golgi ja foram descritos em dendritos (Gardiol et al,
1999). Isto s6 reforga a idéia de que a sintese local pode ser independente do
soma.

Como mencionado ha introdugdo, hd um numero de sofisticados
mecanismos que regulam a iniciagdo da tradugdo, na qual formam-se complexos
proteicos de fatores de iniciagdo que acoplam as subunidades ribossomais. No
entanto, a inibigdo da sintese na fase de alongamento € para a célula a melhor
opgdo por dois motivos:

1. Quando a sintese de proteinas € ativada por insulina ou fatores de
crescimento, a iniciagdo da tradugdo é estimulada e o acoplamento de
ribossomos em mRNAs é aumentada. Em conjunto, para que ndo haja limitagdes
ha tradugdo, € necessdrio que o passo de alongamento também seja
intensificado. Contudo, quando a sintese de proteinas tem suas taxas
diminuidas, se a regulagdo ¢ feita na fase de alongamento, isto assegura que os
poliribossomas permanegam unidos, mesmo se a iniciagdo for também inibida
posteriormente. Isto permitird que a tradugdo seja rapidamente reassumida

quando requerida.
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2. Outro ponto importante é que, como mencionado anteriormente, a
sintese de proteinas consome uma alta proporg¢do de energia celular e a maior
parte dela é usada no alongamento. Portanto, sob condigdes de demanda de
energia temporariamente aumentada ou diminuido suprimento de energia, seria
vantajoso para a célula reduzir a taxa de sintese de proteinas para permitir
que a energia seja direcionada para outros processos, tais como manter o
potencial de membrana e gradiente idnico. Novamente, a inibigdo do
alongamento assegurard que os poliribossomas permanegam unidos, mantendo a
estabilidade do mRNA e permitindo a retomada da tradugdo assim que houver
disponibilidade de energia (Browne & Proud, 2002).

Dessa forma, assumindo o sistema de alta afinidade da captagdo de
arginina do meio extracelular pelas culturas de retina de pinto (Cossenza &
Paes-de-Carvalho, 2000) e os efeitos mediados pelo NMDAR na inibigdo da
sintese de proteinas, é provdvel que a arginina captada esteja indo
preferencialmente para produgdo de NO. Como foi mostrado por Wu e Morris
em 1998, a arginina participa de indmeras vias intracelulares como o ciclo da
uréia, a sintese de poliaminas, sintese de proteinas e conversdo em L-citrulina
e NO. Portanto, a arginina livre poderia ser direcionada para qualquer uma

destas vias entre outras ndo citadas. No entanto, existe um fendmeno chamado
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"paradoxo da L-Arginina” que determina que a producdo de NO pode ser
aumentada por adigdo de L-Arg extracelular, apesar de sua concentragdo
intracelular ser muito acima do Kn enzimdtico. Sugere-se que a L-Arg
disponivel no meio intracelular seria compartimentalizada em diferentes
"pools” para distintas vias. A NOS teria pouco acesso a esse "pool” e usaria a L-
Arg proveniente do meio extracelular para produzir NO (Kurz & Harrison,
1997). Nossos resultados mostram que 70% da L-Arg captada vai para
proteinas (Fig. 9) e acreditamos que a sintese de proteinas e a produgdo de NO

sejam as principais vias da L-Arg captada do meio extracelular (Fig. 14).
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Figura 14 - Vias do metabolismo da arginina no SNC.
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Nossos primeiros resultados mostraram que com apenas 2 a 5 minutos
tanto a incorporagdo de [**S]Met quando de [*H]L-Arg foram bastante
reduzidas e que este efeito se manteve por pelo menos 60 minutos (Fig. 8 e 9).
Este rdpido efeito jd nos sugere que a inibigdo pelo receptor NMDA é durante
a fase de alongamento. Para evitar a estimulagdo e participacdo de provaveis
transportadores operando no sentido do efluxo e retirando os aminodcidos, a
relagdo dos radionuclideos incorporados em proteinas foi realizada em fungdo

apenas da radiatividade intracelular.

Observamos que a simples retirada do magnésio do meio extracelular foi
capaz de produzir redugdo na incorporacdo dos aminodcidos. Creditamos este
efeito ao glutamato liberado pelas préprias células da cultura, principalmente
porque este efeito era bloqueado pelo MK-801. No entanto, quando analisamos
o efeito dos mesmos tratamentos na fosforilagdo do eEF2 percebemos que a
retirada do magnésio promovia defosforilagdo do fator (Fig. 11). Esperdvamos
que a retirada do magnésio e o NMDA promovessem um aumento na

fosforilagdo do eEF2 ja que ambos reduziam a incorporagdo de aminodcidos.

Além do efeito contraditério do magnésio, fambém ndo observamos um
efeito significativo do NMDA em relagdo ao controle, mas fica evidente que a

ativagdo do NMDAR promove aumento da P-eEF2, pois os niveis de fosforilagdo
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do fator na situagdo com NMDA sdo muito superiores aos encontrados na

situagdo sem magnésio que € o seu controle direto.

Patel e colaboradores em 2002 mostraram que a densidade e confluéncia
das células alteravam fortemente os niveis de fosforilagdo do eEF2 e também
de uma proteina ribossomal importante no processo de iniciagdo chamada
proteina S6. Em altas densidades os niveis de fosforilagdo do fator eram muito
altos e o contrdrio ocorria em baixas densidades. Portanto, a alta densidade
das nossas culturas poderia ser o fator determinante dos altos niveis de P-

eEF2 basais encontrados, dificultando a observacdo do efeito do NMDA.

Ndo sabemos explicar porque o magnésio diminui a fosforilagdo do eEFZ2,
mas a inibigdo de sintese promovida por ele pode ser devido a uma parada de
funcionamento dos ribossomos, pois estes dependem de magnésio para serem
funcionais (Revel & Hiatt, 1965). No entanto, isto ndo seria muito ldgico. Por
que a auséncia de magnésio reduziria a fosforilagdo de eEF2 - e por
conseqiiéncia aumentar a sintese de proteinas - se isto também provoca a

parada dos ribossomos?

Rubin (2005), em um trabalho de revisdo, fala do papel do magnésio na
regulacdo da proliferacdo celular, na qual fons Mg® ficariam ancorados d

membrana no lado intracelular e depois de determinados sinais poderiam se
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desprender e associar-se a moléculas de ATP. Este complexo funcionaria como
catalisador de reagdes enzimdticas e uma delas seria através da mTOR. O
efeito final é aumento da sintese proteica através dos fatores de iniciagdo e
proliferagdo celular. Contudo, este é um processo muito longo e nosso efeito é
obtido em tempos muito curtos, de apenas alguns minutos. Mais estudos sdo

necessdrios para averiguar o real papel do magnésio na sintese proteica.

Outro resultado intrigante foi o que obtivemos com o PD. Esperdvamos
que a inibigdo da via das ERKs promovesse um aumento ainda maior na
fosforilagdo do eEF2, pois a literatura descreve que a utilizagdo de PD
aumenta a fosforilagdo do fator de alongamento porque impede que a ERK
inative a eéEF2K (Wang & Proud, 2002). Primeiramente observamos que o PD foi
capaz de reduzir a incorporagdo de aminodcidos da mesma forma que o NMDA
e a administragdo de ambos ndo promoveu efeito aditivo (Fig. 12). Isso nos
sugeriu que a ERK estaria participando da via do receptor NMDA que quando
ativado seria capaz de produzir o efeito mdximo. Contudo, novamente o blot
apresentou um efeito contraditério. Quando analisamos a fosforilagdo do eEF2,
observamos que o PD reduziu fortemente a fosforilagdo do mesmo e reverteu

parcialmente o efeito do NMDA (Fig. 13).
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Uma possivel explicagdo é que a ERK esteja modulando vias de iniciagdo e
de alongamento ao mesmo fempo e promovendo efeitos opostos. Ou seja,
provavelmente, diminuindo a sintese na fase de iniciagdo e aumentando na fase
de alongamento. A inibicdo na fase de iniciagdo seria maior do que a
estimulagdo na fase de alongamento o que explicaria o efeito de menor
incorporagdo de aminodcidos demonstrado na figura 12. Embora isto parega
estranho em um primeiro momento, é perfeitamente Iégico. Como comentamos
anteriormente, a sintese de proteinas é um processo passivel de regulagdo por
inimeras vias e estimulos externos. Cada estimulo externo que promova
mudangas na sintese de proteinas ird também provocar alteragées no
metabolismo da célula e causar mudangas fenotipicas. Sendo a sintese de
proteinas extremamente custosa, para que a célula inicie a produgdo de uma ou
um grupo de proteinas, é necessdrio que a sintese de outras pare. Se o
estimulo determina uma mudanga fenotipica, as proteinas responsdveis pelo
fendtipo vigente devem ter sua produgdo diminuida ou cessada. Sheetz e
colaboradores (2000) também mostraram o aumento da sintese da CAMKII em
sinaptossomos de coliculo superior de ratos jovens por estimulo de receptores
NMDA, embora o mesmo estimulo reduza consideravelmente a sintese total de

proteinas na sinapse.

80



Durante o desenvolvimento, hd uma fase em que o refinamento
topogrdfico é dependente de atividade espontdnea (Debski et a/, 2002), ou
seja, € necessdrio que os neurdnios disparem potenciais ativamente e aqueles
que conseguirem ser mais efetivos na ativagdo da célula pds-sindptica serdo
consolidados. Dessa forma, é possivel que durante o desenvolvimento os
receptores NMDA tenham um importante papel na regulagdo da sintese de
proteinas através da fase de alongamento das cadeias polipeptidicas (Scheetz
et al, 1997; 2000) de forma a conservar energia em determinados momentos
para otimizar outras vias. Em outras palavras, a sintese de certas proteinas é
preterida em relagdo a outras como a CaMKII. Com isso, a célula concentra sua
energia metabdlica na produgdo de componentes que irdo atuar no
fortalecimento sindptico. Apés o periodo critico do desenvolvimento, hd uma
série de modificagdes na expressdo de subunidades do NMDAR (Hofer &

Constantine-Paton, 1994) e, com isso, se modifica também a sua funcdo.

Outra alternativa é que talvez o receptor NMDA possa modular a
sintese proteica em determinados momentos durante este periodo critico e
deslocar os aminodcidos para produgdo de neurotransmissores, pois a maioria
destes ou sdo ou provém de aminodcidos. Além disso, NO possui também

importantes efeitos durante o desenvolvimento do SNC em eventos como
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proliferagdo celular e sobrevivéncia (Peunova e Enikolopov, 1995) bem como na
fisiologia das sinapses de heurdhios maduros como, por exemplo, ha regulagdo
da liberagdo de neurotransmissores (Barcellos et a/, 2000; Blackshaw et al/,
2003; Stanton et al, 2003). Nosso trabalho mais recente mostra que a
ativagdo do NMDAR promove aumento da produgdo de L-citrulina que é uma
maneira de medir NO (Cossenza et a/., 2006).

No hipocampo e no cértex, por exemplo, o receptor NMDA e o NO sdo
importantes elementos nos processos de LTP, aprendizado e memdéria (Bliss &
Collingridge, 1993; Scheetz & Constatine-Paton, 1994; Huerta et al/, 2000),
que frequentemente requerem sintese de novas proteinas (Agnihotri ef al,
2004). Além disso, os fatores de alongamento estdo presentes em todos os
tipos celulares e sdo alvos de midltiplas vias de sinalizagdo, incluindo as
desencadeadas por receptores NMDA (Marin et al., 1997). Embora ndo ocorra
LTP na retina, esta é um importante modelo de estudo do SNC e é possivel que
0s mecanismos regulatérios de sintese protéica envolvidos na formagdo das
sinapses retinianas sejam comuns aqueles de outras regides como hipocampo e

cortex.

Inicialmente, a ativagdo do receptor NMDA promove a entrada de ions

cdlcio que acoplam-se a calmodulina (1). Este complexo é entdo capaz de ativar
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duas proteinas: a eEF2K e a NOS (2). Quando a eEF2K estd ativa ela é capaz
de inibir o fator de alongamento 2 e assim parar a sintese de hovas proteinas
(3). Isso promove um aumento nos niveis de aminodcidos livres que podem ser
direcionados para outras vias metabélicas. A L-Arg, por exemplo, vai em grande
quantidade para a sintese de NO (4) (Cossenza et al., 2006), pois a NOS estd
ativa. Os demais aminodcidos podem ser direcionados para a sintese de
neurotransmissores, por exemplo. Por outro lado, a via das ERKs parece
modular a sintese proteica de duas formas e isto pode ser observado com o PD:
1) O PD bloqueia a ERK, inibindo a eEF2K e ativando a sintese na fase de
alongamento (5). 2) A inibigdo da ERK pelo PD inibe algum fator de iniciagdo,
reduzindo a sintese de outras proteinas (6). Isto nos sugere que um sinal
extracelular pode estimular ndo sé a produgdo de uma determinada proteina,
mas também de inibir a sintese de outras. Isto pode ser essencial em situagdes
em que uma cinase, por exemplo, tenha que ser superexpressa e ndo possa
sofrer interferéncia de sua fosfatase naquele momento. Entdo, o sinal

estimularia a produgdo da cinase e inibiria a da fosfatase.

Através dos nossos resultados propomos um modelo do que esteja

ocorrendo em nossas culturas (Ver figura 15).
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Figura 15 - Modelo proposto de relagdo entre a inibigdo de sintese proteica e
produgdo de NO.

Talvez a principal pergunta seja quais proteinas estdo sendo inibidas e
quais estdo sendo estimuladas. Mais estudos sdo necessdrios para elucidar

estas intrincadas vias de sinalizagdo e seus efeitos.

84



6. Conclusoes.

> NMDA é capaz de inibir a sintese proteica em concentragdes a partir de
50uM, sendo o efeito maximo obtido em 1ImM;

> NMDA é capaz de inibir a sintese proteica a partir de 2 minutos e
promove metade do efeito mdximo em 15 minutos;

> Tanto a retirada do magnésio quanto o tratamento com NMDA diminuem
a incorporacdo de [*°S]Met e [*H]L-Arg em proteinas;

> O bloqueio da sintese de éxido nitrico com L-NA bloqueia o efeito da
retirada do magnésio e do NMDA aumentando a incorporagdo de aminodcidos
has proteinas;

> A ativagdo dos receptores NMDA promove um aumento na fosforilagdo
do eEF2;

> A retirada de Mg®* do meio extracelular diminui os niveis de fosforilagdo
do eEF2;

> A inibigdo da via das ERKs tem efeito idéntico ao do NMDA na
incorporagdo de aminodcidos em proteinas. A administragdo de PD98059 e
NMDA ndo € aditiva;

> O bloqueio da via das ERKs diminui a fosforilagdo do eEF2.
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> A regulagdo da sintese protéica através da via das ERKs pode estar
sendo feita tanto na fase de iniciagdo quanto no alongamento das cadeias
polipeptidicas.

Em conjunto, estes resultados sugerem que durante o desenvolvimento
embriondrio o receptor NMDA pode ser importante para que a célula priorize a
sintese de certas proteinas indispensdveis nesta fase de estabilizagdo de
sinapses em detfrimento da sintese global. Isto pode levar também a um
aumento na produgdo de neurotransmissores e de importantes sinalizadores
como o oxido nitrico. A atuagdo conjunta desses elementos pode ser essencial

para decidir quais sinapses irdo se estabilizar e quais irdo degenerar.
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Inhibition of protein synthesis by activation of NMDA receptors
in cultured retinal cells: a new mechanism for the regulation of

nitric oxide production
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Abstract

The synthesis of nitric oxide (NO) is limited by the intracellular
availability of L-arginine. Here we show that stimulation of
NMDA receptors promotes an increase of intracellular
L-arginine which supports an increase in the production of NO.
Although L-[®H]arginine uptake measured in cultured chick
retina cells incubated in the presence of cycloheximide (CHX,
a protein synthesis inhibitor) was inhibited approximately 75%
at equilibrium, quantitative thin-layer chromatography analysis
showed that free intracellular L-[*H]arginine was six times
higher in CHX-treated than in control cultures. Extracellular
L-[®H]citrulline levels increased threefold in CHX-treated
groups, an effect blocked by N&-nitro-L-arginine, a NO syn-
thase (NOS) inhibitor. NMDA promoted a 40% increase of
free intracellular L-[*H]arginine in control cultures, an effect
blocked by the NMDA antagonist 2-amino 5-phosphonovaleric
acid. In parallel, NMDA promoted a reduction of 40-50% in
the incorporation of 35[S]methionine or L-[*Hlarginine into

proteins. Western blot analysis revealed that NMDA stimu-
lates the phosphorylation of eukaryotic elongation factor 2
(eEF2, a factor involved in protein translation), an effect
inhibited by (+)-5-methyl-10,11-dihydro-5H-dibenzo[a,d]cy-
clohepten-5,10-imine maleate (MK801). In conclusion, we
have shown that the stimulation of NMDA receptors promotes
an inhibition of protein synthesis and a consequent increase of
an intracellular L-arginine pool available for the synthesis of
NO. This effect seems to be mediated by activation of eEF2
kinase, a calcium/calmodulin-dependent enzyme which spe-
cifically phosphorylates and blocks eEF2. The results raise the
possibility that NMDA receptor activation stimulates two dif-
ferent calmodulin-dependent enzymes (eEF2 kinase and
NOS) reinforcing local NO production by increasing precursor
availability together with NOS catalytic activity.

Keywords: glutamate receptor, intracellular pools, L-arginine,
L-citrulline, metabolism, retina.
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In the last few years the biochemistry and metabolism of
L-arginine (L-Arg) have been refocused due to the great
importance attached to nitric oxide (NO) physiology
(Wiesinger 2001). r-Arg is required for the synthesis of
several molecules including polyamines, creatine, agmatine
and NO and is a major constituent of proteins, and the
metabolic overlapping of these reactions remains to be
explored. In all cases the production of these compounds
depends on the intracellular concentration of r-Arg. Two
pathways have been described: (i) synthesis of L-Arg from
different substrates and/or (ii) transport of L-Arg to intracel-
lular compartments.

The transport of cationic amino acids across cell mem-
branes is mediated by a group of well-described transport
systems (y", y'L, b%" and B%") that take up L-Arg with
different properties (sodium dependence, affinity and capa-
city). The transport is mediated predominantly by the

© 2006 The Authors

ubiquitous y* system, which promotes high-affinity L-Arg
uptake in a sodium-independent manner (MacLeod and
Kakuda 1996; Palacin et al. 1998; Cossenza and Paes-de-
Carvalho 2000; Pow 2001; Wiesinger 2001). Recently, the
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proteins that mimic y* activity were discovered and called
cationic amino acid transporters (CATs) (Kakuda and
MacLeod 1994; MacLeod et al. 1994; MacLeod and Kakuda
1996; Palacin e al. 1998). The y'L and b%" systems also
mediate L-Arg transport in a sodium-independent manner and
two glycoproteins, rBAT and 4F2hc, were associated with
these activities (Kakuda and MacLeod 1994; MacLeod et al.
1994; MacLeod and Kakuda 1996). Finally, the only sodium-
dependent system for L-Arg uptake, B**, as yet has no
protein described to be associated with its activity, although
apparently it has been found in some preparations (Hosoya
et al. 1997; Cossenza and Paes-de-Carvalho 2000).

In the CNS the urea cycle enzymes carbamoylphosphate
synthetase and ornithine transcarbamylase are not expressed,
and intracellular L-Arg synthesis is dependent on the synthesis
of L-citrulline (L-Cit) by NO synthase (NOS) and its recycling
by argininosuccinate synthetase and argininosuccinate lyase
(Wiesinger 2001). However, L-Arg levels do not depend only
on the L-Arg/NO/L-Cit pathway. Other reactions where L-Arg
is consumed, such as synthesis of agmatine, catalysed by L-
Arg decarboxylase, and protein synthesis, may contribute to
the regulation of intracellular L-Arg pools.

Marin et al. (1997) and Scheetz et al. (1997, 2000)
showed a decrease in neuronal protein synthesis after
NMDA receptor activation. This effect is mediated by
phosphorylation of eukaryotic elongation factor 2 (¢EF2) by
eEF2 kinase (eEF2K), a calcium/calmodulin-dependent
enzyme (also described as CAMKIII) (Ryazanov 2002).
Phosphorylation of eEF2 has been implicated in the inhibi-
tion of protein polypeptide elongation (Palfrey and Nairn
1995; Proud 2002). The role of local protein synthesis in
neurons seems to be important in events such as synapse
formation, plasticity and neuronal cell death (Marin et al.
1997; Scheetz et al. 1997, 2000; Kandel 2001; Steward and
Schuman 2001, 2003; Mendez and Wells 2002; Richter and
Lorenz 2002; Tang and Schuman 2002).

Nitric oxide has been involved in physiological functions
in the CNS such as learning and memory, long-term
potentiation, neurotransmitter release (Bredt and Snyder
1992; Kantor et al. 1996; Kendrick et al. 1997; Wells and
Fallon 2000; Blackshaw et al. 2003; Bon and Garthwaite
2003; Stanton et al. 2003; Williams et al. 2003) and in
several events during development such as regulation of cell
survival, proliferation and differentiation (Peunova and
Enikolopov 1995; Yoshioka et al. 2003; Chen et al. 2004).
NMDA receptors are involved in many of these events,
participating in the generation of NO after activation of the
calcium/calmodulin pathway. The relationship between
NMDA receptors and NO synthesis has been discussed in
the literature (Boehning and Snyder 2003).

The relationship between NO and protein synthesis has not
been well studied. As L-Arg is an important structural amino
acid and is present in almost all proteins, we decided to
refocus the regulation of cytoplasmic L-Arg supply. Our
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previous work showed the presence of a high affinity and
capacity L-Arg uptake in avian retina cultures (Cossenza and
Paes-de-Carvalho 2000). In the present study we found a high
L-Arg incorporation into proteins. As L-Arg is a key element
for several intracellular reactions, we decided to investigate
whether protein synthesis could be related to the pathway of
NO synthesis after stimulation of NMDA receptors. We found
that activation of NMDA receptors promotes inhibition of
protein synthesis and L-Arg incorporation in proteins,
increasing the availability of this amino acid for the synthesis
of NO. Hence we propose that the rate of protein synthesis
arises as a new mechanism for the control of intracellular -
Arg availability and its regulation by membrane receptors
such as NMDA receptors, and could participate in several
events involving neurotransmission or neuromodulation.

Experimental procedures

Preparation of cultures

Cultures were performed as described by de Mello (1978). Briefly,
retinas from 8-day-old chick embryos were dissected from surround-
ing tissues and treated with 0.1% trypsin in calcium- and magnesium-
free saline solution (NaCl, 131 mwm; KCl, 4.09 mm; NaH,PO,4.7H,0,
0.92 mm; KH,PO4, 0.45 mm; glucose.H,O, 12.2 mm; NaHCOs,
9.4 mm) for 20 min at 37°C. Cells were suspended in basal medium
of Eagle supplemented with 5% fetal calf serum, penicillin
(100 U/mL) and streptomycin (100 pm), mechanically dissociated
and plated at a density of 2 x 10* cells/mm?. Cells were maintained
at 37°C in a humid atmosphere containing 5% CO, and 95% air and
were used after 6 days in culture. The medium was replaced every
other day. Under these conditions, cultures consist of a mixed
population of neurons growing over a layer of flat glial cells
(Cossenza and Paes-de-Carvalho 2000).

L-[*H]Arginine uptake

For uptake studies, cells were incubated with L-[3H]Arg (5.8 Ci/
mmol, 5 pCi/mL; Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA) in
incubation saline (IS; NaCl, 140 mm; KCl, 5 mm; HEPES, 20 mwm;
glucose, 4 mm; MgCl,, 1 mm; CaCl,.H,O, 2 mm) at 37°C several
times in the absence or presence of 3554 pm (0.1 mg/mL)
cycloheximide (CHX; Sigma, St Louis, MO, USA). Cells were
washed three times with IS, lysed with water and frozen overnight at
—20°C. After thawing, the radioactivity was determined by
scintillation counting. For determination of free intracellular amino
acids, proteins were precipitated with 5% trichloroacetic acid,
centrifuged and the supernatant neutralized with NaOH was
analysed by thin-layer chromatography (TLC).

Measurement of intracellular and released L-[*H]amino acids

Cultures were incubated for 10 min in IS in the absence or presence
of CHX (355.4 um) and L-[’H]Arg (10 pCi/mL) was added and
cultures further incubated for 30 min. Cells were then washed four
times with IS (3 min each) and further incubated for 15 min in the
absence or presence of different drugs. After this time, IS was
removed and cells lysed with water. Intracellular and extracellular
radioactivity were determined by scintillation counting. For separ-
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ation and measurement of intracellular and released amino acids, the
procedure was the same as described above.

Experiments on L-[*H]arginine availability

After previous incubation in the presence or absence of CHX for
10 min, and L-[*H]Arg uptake for 30 min, cells were washed four
times with IS and stimulated for 15 min with NMDA (1 mm) or
NMDA + 2-amino-5-phosphonovaleric acid (100 pwm, added in the
two previous washing periods and together with NMDA). All
solutions containing NMDA were magnesium-free. To evaluate the
time course of the effect of CHX, cultures were incubated with this
inhibitor during the 15-min period of stimulation or several times in
control or NMDA-treated cultures. Cells were then lysed, proteins
precipitated and supernatants analysed by TLC.

Measurement of L-[*H]citrulline formation

Nitric oxide synthase activity was measured by conversion of L-
[PH]Arg to L-[°H]Cit. Cells were loaded with L-[°H]Arg in the
absence or presence of CHX during all periods of treatment. In some
cases, NG—nitro—L—arginine (L-NA, 500 pum; Sigma) was added
during the washing period after loading with L-[°H]Arg to avoid
any effect on the uptake process, as previously described (Cossenza
and Paes-de-Carvalho 2000). Stimulation was performed in a period
of 15 min after washing and in the absence or presence of CHX.
Intracellular and extracellular L-[°H]Cit were measured by TLC after
protein precipitation.

Thin-layer chromatography analysis

Aliquots from IS and cell lysates previously centrifuged to eliminate
proteins were added to silica gel plates (60 F,s4; Merck Biosciences,
Darmstadt, Germany) together with a standard solution containing
L-Arg, L-ornithine and 1-Cit (5 mm). The eluent was a mixture of
chloroform, methanol and amonium hydroxide (2 : 3 : 2, v/v/v).
After staining with ninhidrin (0.1% ethanol/acetic acid, 5 : 1, v/v),
retention factors (Rfs) were determined (L-Arg, 0.20; r-ornithine,
0.40; -Cit, 0.69), amino acids removed from plates and radioac-
tivity determined.

Measurement of L-[3H]arginine or [3*S]methionine
incorporation

Cultures were washed three times and incubated for 10 min in IS
with or without 355.4 um CHX. L-[*H]Arg (5 pnCi/mL) or [*>S]Met
(1000 Ci/mmol, 0.5 pCi/mL; Amersham Biosciences) was then
added and cultures further incubated for different periods of time
at 37°C. When NMDA or (+)-5-methyl-10,ll-dihydro-5H-dib-
enzo[a,d]cyclohepten-5,10-imine maleate (MK801) (Sigma) was
used, the IS was magnesium-free. After incubation, cells were
washed, lysed with 5% trichloroacetic acid and intracellular
radioactivity determined. Cells were then removed from dishes
and centrifuged at 30 000 g for 20 min at 4°C. The pellet was
washed, resuspended in 1 N NaOH and the radioactivity determined.
Results were then expressed as percentage of radioactivity incor-
porated in proteins in relation to total radioactivity taken up by cells.

Western blot analysis

For detection of eEF2 phosphorylation, cultures were pre-incubated
for 10 min, treated for 15 min with different agents, washed, cells
scraped off the dishes in sample buffer and the material boiled for
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6 min. Samples containing 20 pg protein were submitted to sodium
dodecyl sulfate—polyacrylamide gel electrophoresis and proteins
transferred to polyvinylidene difluoride membranes which were
incubated overnight with an antibody that specifically recognizes
eEF2 phosphorylated at Thr56 (1 : 1500 dilution; Cell Signaling,
Danvers, MA, USA) or anti-B-actin (1 : 200 dilution; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), washed, incubated with
peroxidase-conjugated secondary antibody anti-rabbit (1 : 3000;
Amersham Biosciences) and revealed by enhanced chemilumines-
cence (ECL). The total amount of protein in each sample was
determined using the Bradford reagent, with bovine serum albumin
as standard. Quantitative analysis of blots was performed by
scanning images and using the computer program SCION IMAGE
(Scion Corporation, Frederick, MD, USA).

Lactate dehydrogenase measurement

Cell survival in cultures after exposure to CHX was assessed by
determining the intracellular lactate dehydrogenase (LDH) activity
after cell lysis with 1% Triton X-100 for 60 min, and measured by
spectrophotometric assays using the cytotoxicity detection kit
CytoTox 96° Non-Radioactive Cytotoxicity Assay (Promega,
Madison, WI, USA).

Statistical analysis
Statistical analysis was performed by aNova, Student’s z-test or the
post-test of Bonferroni using the program GRAPH PAD PRISM I1I.

Results

Relation between L-[*’H]Arg uptake and release with
protein synthesis

Our previous work showed a high-affinity L-[’H]Arg uptake in
avian retinal cells in culture. Autoradiographic studies showed
the presence of grains over glial cells as well as neurons
(Cossenza and Paes-de-Carvalho 2000). As L-Arg is a
structural amino acid present in almost all proteins, it is
possible that inhibition of protein synthesis is able to interfere
with L-[H]Arg uptake. Indeed, addition of the protein
synthesis inhibitor CHX (355.4 pum) dramatically reduced this
uptake by around 60% (2118.4 £ 175.0-856.6 + 168.6 fmol/
mg protein) after 15 min and 73% (4203.0 + 315.1-1136.0 +
171.5 fmol/mg protein) at equilibrium (Fig. 1a). This effect
of CHX was concentration-dependent, attaining maximal
inhibition at concentrations around 70 pm (Fig. 1b). In
subsequent experiments we used a concentration of
3554 um (0.1 mg/mL) and this concentration of CHX did
not show any effect on cell viability as determined by LDH
measurements (Fig. 1d). The radioactivity resident in the
protein fraction after trichloroacetic acid precipitation was
1664.5 + 138.0 fmol/mg protein (60% of total uptake after
15 min). Incubation with CHX decreased the incorporation to
13.9 + 2.6 fmol/mg protein (1.6% of total uptake after 15 min
in the presence of CHX), representing a decrease of 92% in
L-[*H]Arg incorporation after 15 min of incubation (Fig. 1c).
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Fig. 1 (a) Time course of L-[°Harginine (L-[*H]Arg) uptake in the
absence or presence of cycloheximide (CHX). Cultures were washed
and incubated for different times in incubation saline containing
L-[*H]Arg in the absence or presence of CHX (355.4 um) and then
processed for measurement of intracellular radioactivity. O, uptake in
control cultures; @, uptake in the presence of CHX (355.4 pwv). Addition
of CHX promoted a 60% reduction in uptake after 15 min
and 73% at equilibbrium. Maximal uptake levels (100%) were
4203.0 + 315.1 fmol/mg protein. (b) Effect of increasing concentrations
of CHX on the total uptake of L-[*H]Arg. (c) Comparison of CHX effects
on L-[*H]Arg total uptake, incorporation in proteins and free intracellular
concentrations. Cultures were incubated for 15 min with L-[°H]Arg in the
presence or absence of CHX (355.4 um) and the intracellular levels of

The decrease of L-[*H]Arg uptake and weak incorporation
after inhibition of protein synthesis indicate that this process
is an important driving force in the recruitment of amino
acids. To determine the variations in free L-Arg concentra-
tions, we decided to quantify free L-[*H]Arg in cell lysates.
Interestingly, we found, despite the decrease of L-[*H]Arg
uptake, an increase of intracellular free L[ H]Arg of around
600% (130.0 £ 7.0-756.3 £ 12.1 fmol/mg protein) after
CHX treatment (Fig. lc).

L-[*H]citrulline formation after L-[3H]arginine loading
when protein synthesis is blocked

In another series of experiments, we compared the concen-
trations of free intracellular L-Arg in cultures incubated in the
absence or presence of CHX. Cultures were pre-treated with
IS in the absence or presence of CHX for 10 min, and then
L-[*’H]Arg was added. After 30 min, cells were washed four
times and incubated again in IS in the absence or presence of
CHX for 15 min. Intracellular and extracellular solutions
were then both analysed by TLC. As shown in Fig. 2(a),
both intracellular and extracellular levels of free
L-[’H]Arg increased when cultures were treated with CHX
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the amino acid were measured. In control conditions, the radioactivity
resident in the protein fraction was 1664.5 + 138.0 fmol/mg protein
(60% of total uptake after 15 min). The incubation with CHX decreased
the incorporation to 13.9 + 2.6 fmol/mg protein (1.6% of total uptake in
the presence of CHX), representing a decrease of 92% in L-[>H]Arg
incorporation after 15 min of incubation. A large increase of intracellular
free L-[*H]Arg (approximately 600%) (130.0 + 7.0-756.3 = 12.1 fmol/
mg protein) was observed after CHX treatment. (d) Measurement of
intracellular lactate dehydrogenase (LDH) g after incubation of cultures
for 30 minwith 355.4 um CHX. The points represent the mean of three (a
and b) or four (c and d) experiments + SEM. The bars in (b) were smaller
than the symbol size. The asterisks denote statistical significance
(*p < 0.05; **p < 0.01; ****p < 0.0001).

(460.0 + 42.2-1014.6 + 36.5 fmol/mg protein, representing
233.5% of intracellular control and 131.8 £ 7.2-505.3 +
23.2 fmol/mg protein, representing 375% of extracellular
control, respectively).

The presence and function of NOS have been described in
chick embryo retina cultures (de Faria et al. 1995; Paes-de-
Carvalho and Mattos 1996; Paes-de-Carvalho ef al. 1996;
Ientile et al. 1999; Cossenza and Paes-de-Carvalho 2000).
We decided to verify whether NO production could be
modified by increasing the intracellular concentrations of
L-Arg when protein synthesis was inhibited before loading
with L-[>’H]Arg. When L-[*H]Cit formation was measured in
both intracellular and extracellular compartments, we verified
that production of L-[*H]Cit increased in both salines
(89.6 £2.4-250.9 £ 9.4 fmol/mg protein, an increase of
around 280% for the extracellular compartment and
337.8 £ 19.1-675.7 £ 111.8 fmol/mg protein, an increase
of around 200% for the intracellular compartment) when
treated with CHX (Figs 2b and c). This effect was partially
blocked by the NOS inhibitor L-NA (89.6 £2.4—
170.2 £ 13.2 fmol/mg protein for the extracellular compart-
ment and 337.8 £ 19.1-434.6 £+ 1.2 fmol/mg protein for the
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Fig. 2 Effect of cycloheximide (CHX) on the intracellular and
extracellular levels of L-[*Hlarginine (L-[*H]Arg) and L-[*H]citrulline
(L-[?H]Cit). Cultures were pre-loaded with L-[°*H]Arg and incubated for
15 min in the presence or absence of CHX (355.4 uwm) and/or N€-nitro-
L-arginine (L-NA, 500 pum). The extracellular effluents and intracellular
material were then analysed. (a) Increases of free L-[°H]Arg levels
were detected when cultures were treated with CHX. Control values
(100%) were 460.0 + 42.2 fmol/mg protein (intracellular) and
131.8 + 7.2 fmol/mg protein (extracellular). (b and c) Efflux and
intracellular levels of L-[°H]Cit. Control L-[°H]Cit levels were 89.6 + 2.4
and 337.8 = 19.0 fmol/mg protein, respectively. The production of
L-[®H]Cit increased 2.8-fold in the efflux saline and 1.9-fold in intra-
cellular compartments when cultures were treated with CHX. This
effect was partially blocked by the nitric oxide synthase inhibitor L-NA.
The SEM in the CHX + L-NA condition was too small to be shown.
Results are expressed as the mean + SEM of four (a) or three (b and c)
separate experiments and asterisks denote statistical significance
(*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; ****p < 0.0001).
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intracellular compartment). This partial blockade could
perhaps be explained by the fact that the addition of L-NA
was performed 30 min after L-[*H]Arg loading. However, no
significant effect of L-NA was observed in control cultures
(Figs 2b and c).

These results raised the possibility that the increased
intracellular concentrations of L-Arg observed after inhibition
of protein synthesis are available as substrate for the
synthesis of NO.

Inhibition of protein synthesis by stimulation of NMDA
receptors

Marin et al. (1997) and Scheetz et al. (1997, 2000) showed
that stimulation of NMDA receptors promotes inhibition of
protein synthesis by activation of eEF2K, also called calcium/
calmodulin-dependent kinase type III (CAMKIII), that pro-
motes phosphorylation of eEF2, interrupting the ribosome
translocation through the mRNA chain. Using the [*>S]Met
incorporation technique, we verified a 40% reduction in the
incorporation of this amino acid into protein when cultures
were treated with NMDA (Fig. 3a). The inhibitory effect was
observed as early as 15 min after treatment onset and also
at 30 or 60 min of incubation when the steady state was
attained (10 990.1 + 1169.0 fmol/mg protein for control and
7093.2 £ 1055.1 fmol/mg protein for NMDA treatment)
(Fig. 3a). The effect of NMDA was concentration-dependent
with an ICsq of approximately 50 pm (Fig. 3e). Interestingly,
a simple removal of Mg>* did promote a decrease to 66% of
control (2196.8 = 12.0-1443.1 £+ 180.0 fmol/mg protein) in
[**S]Met incorporation (Fig. 3b), probably reflecting an
activation of glutamate receptors by endogenous glutamate.
Addition of MK801 (100 um) was able to block both the
effect of NMDA and Mg2+ removal (Fig. 3b). As stimulation
with NMDA was efficient in reducing protein synthesis,
incorporation of L-[*H]Arg into protein must be compromised
in this situation. To evaluate this hypothesis, we performed
the same experimental sequences using L-[*H]Arg as a tracer.
Unpublished data from our laboratory show that L-[*’H]Arg
could be released upon NMDA stimulation. To confirm that
the decrease in L-[’HJArg and [*>S]Met signal present in
proteins is due to an inhibition of incorporation and not by
release of amino acids, experiments were performed to
measure the radioactivity of radiolabeled amino acids incor-
porated in proteins and relating to the total intracellular
radioactivity. Results were expressed as incorporation of
radiolabeled amino acids in percentage of intracellular
radioactivity. Addition of NMDA was able to inhibit 50%
of the vL-[*’H]Arg incorporation with a maximal effect
observed after 15 min, in a way very similar to that observed
with [*’S]Met (1952.9 + 150.8 for control to 1073.4
341.2 fmol/mg protein for NMDA treatment at the equilibrium
state) (Fig. 3c). Removal of Mg?" was able to inhibit
L-[’H]Arg incorporation to around 80% of control
(1537.8 £ 14.2-1202.2 + 160.3 fmol/mg protein) and the
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Fig. 3 Effect of NMDA on [*®*S]methionine ([*®S]Met) and L-[*H]argin-
ine (L-[®H]Arg) incorporation into proteins. Cultures were incubated for
different times with incubation saline containing [3**S]Met or L-[*H]Arg
and the proteins were precipitated using 5% trichloroacetic acid. Time
course of [3°S]Met (a) or L-[°H]Arg (c) incorporation in the absence (O)
or presence (®) of NMDA (1 mm). Maximal incorporation levels (100%)
for [*®*S]Met and L[°H]JArg were 10990.1 + 1169.0 and
1952.9 + 150.8 fmol/mg protein, respectively. Maximal inhibition by
NMDA was approximately 35% for [3°S]Met and 55% for L-[H]Arg.
Effect of magnesium removal, NMDA (1 mm) and MK801 (MK)

effects of NMDA and Mg®>" removal were blocked by
MKS801(Fig. 3d).

Intracellular L-[*H]arginine availability after NMDA
receptor activation

As shown in Figs 1(c) and 2(a), incubation with CHX
promotes an increase in free L-[°’H]Arg concentration during
uptake and efflux assays. In accordance with the data
showing NMDA-induced inhibition of protein synthesis and
inhibition of L-[>H]Arg incorporation, we decided to evaluate
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(100 um) on [**S]Met (b) and L-[*H]Arg (d) incorporation. Control
incorporation levels correspond to 2196.8 + 12.0 and
1537.8 + 14.2 fmol/mg protein, respectively. (e) Effect of increasing
concentrations of NMDA on [*®*S]Met incorporation in proteins. I1Csq
value was approximately 50 pum. Results are expressed as the mean
+SEM of three (a, b and e) or four (c and d) separate experiments. In
(a) and (c) the difference between each O and @ was signifi-
cant (p < 0.05). In (b), (d) and (e) the asterisks denote statistical sig-
nificance (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 as compared with
control).

whether activation of NMDA receptors is also able to
increase L-[’H]Arg intracellular pools. Cells were then
loaded for 30 min with L-[* H]Arg, washed and incubated
for increasing periods of time with 1 mm NMDA. We found
that NMDA raised the concentrations of free intracellular
L-[*H]Arg by approximately 40% (Fig. 4). The effect was
observed as early as 5 min after addition of NMDA and
remained approximately constant up to 30 min (Fig. 4a). The
effect of NMDA was concentration-dependent with maximal
stimulation obtained with a concentration of 500 um and
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ECso around 250 pum (Fig. 4b). The next experiments were
then performed using an incubation time of 15 min. As
shown in Fig. 4(c), CHX (gray bar) and Mg2+ removal were
also able to produce the effect (approximately 80 and 30%,
respectively). The presence of the NMDA antagonist
2-amino-5-phosphonovaleric acid (ADV; 100 pm) abolished
the effect of both NMDA and Mg®" removal, decreasing
intracellular L-[>’H]Arg concentrations to control levels. To
ensure that inhibition of protein synthesis is responsible for
the increase of intracellular L-[*H]Arg, the same experiment

© 2006 The Authors

NMDA, protein synthesis and NO production 7

Fig. 4 Assay of intracellular L-[>H]arginine (L-[>H]Arg) after stimulation
with NMDA or cycloheximide (CHX). (a) Cultures were incubated
several times with L-[>H]Arg and then incubated for different times in
Mg>*-free incubation saline in the absence or presence of NMDA
(1 mm). Control intracellular L-[*H]Arg levels were 183.1 + 8.9 fmol/mg
protein. (b) Effect of increasing concentrations of NMDA on intracel-
lular free L-[*H]Arg. The ECs, was approximately 250 pm. (c) Effect of
absence of magnesium, NMDA (1 mm) and NMDA + (APV) (100 um)
(O), 15 min of incubation with CHX (355.4 um) (&) or cultures being
incubated with CHX since 10 min before pre-loading with L-[>H]Arg
and during the whole experiment (M). Control intracellular (-[*H]Arg
levels (absence of CHX) were 460.0 + 42.2 fmol/mg protein. Results
are expressed as the mean +SEM of three (a) or four (c) separate
experiments. The results in (b) are from one experiment performed in
duplicate. In (a) the difference between each time point with NMDA
and control was significant (p < 0.05). The asterisks denote statistical
significance (***p < 0.001) as compared with control. No significant
difference was observed between control and other conditions in cul-
tures incubated with CHX (H).

was performed in the presence of CHX during the complete
incubation period. As expected, the presence of CHX raised
intracellular L-[* H]Arg concentrations by approximately
120% at all treatment conditions but no additional increase
by NMDA was observed (Fig. 4c). It was clearly observed
that the effect of NMDA was not present when the protein
synthesis machinery was inhibited.

Relationship between L-[*H]citrulline formation and
L-[*H]arginine availability

The activation of NOS by NMDA has been described in the
literature for several systems (Southam and Garthwaite 1991;
Schuman and Madison 1994; Snyder and Ferris 2000;
Stanton et al. 2003). In this study, using chick embryo retinal
cultures, we found an increase of around 50% in extracellular
and intracellular L-[>H]Cit production when these cultures
were previously loaded with L-[*H]Arg and then stimulated
for 15 min with NMDA (89.6 £ 2.4-131.8 £ 7.2 fmol/mg
protein for the extracellular and 337.8 + 19.0-505.3 +
23.1 fmol/mg protein for the intracellular production).
Mg?" removal was also capable of raising L-[°H]Cit produc-
tion by 18% for extracellular (Fig. 5) and 30% for intra-
cellular production (Fig. 6). In all cases, the NOS inhibitor
L-NA completely blocked these effects and the NMDA
antagonist APV promoted a partial inhibitory effect. When
cells were incubated with CHX only during the 15-min
period of stimulation after L-[°’H]Arg loading, we observed
an increase of around 50% in extracellular (Fig. 5, gray bars)
and 30% in intracellular (Fig. 6, gray bars) L-[PH]Cit
formation that could also be completely blocked by L-NA,
strongly suggesting a relationship between inhibition of
protein synthesis and NO production. When experiments
were performed in the presence of CHX during the whole
incubation period, including the period of vr-[*H]Arg
loading, we found the expected increase of L-[*’H]Cit of
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Fig. 5 Assay of extracellular L-[*H]citrulline (L-[*H]Cit) in different
conditions. (a) Cultures were incubated for 30 min with L-[*H]arginine
(L-[®H]Arg) in the presence or absence of cycloheximide (CHX)
(355.4 um) and further incubated for an additional period of 15 min in
the absence of CHX (OJ and g) and stimulated for 15 min with CHX or
CHX plus NS-nitro-L-arginine (L-NA) (500 pm) (@) or NMDA (1 mw),
L-NA (500 pm), NMDA + APV (100 pm) or NMDA + L-NA (Od). Other
cultures (M) were incubated for 30 min with L-[°*H]Arg in the presence
of CHX and stimulated for 15 min with NMDA and/or APV or L-NA still

approximately three times for extracellular and two times for
intracellular production (Figs 5a and 6a, black bars). How-
ever, under these conditions, the stimulation of L-[*H]Cit
production by NMDA was only about 20% for extracellular
(Fig. 5a) and intracellular (Fig. 6a) production. Figures 5(b)
and 6(b) clearly show this decreased stimulation by NMDA
when controls in the absence (white bars) or presence (black
bars) of CHX were normalized to 100%.

Eukaryotic elongation factor 2 phosphorylation by
NMDA

To test the hypothesis that the effect of NMDA must involve
a decrease of protein synthesis by coupling with activation of
the eEF2K pathway, we performed experiments to stimulate
cultures with NMDA in the presence or absence of MK801
and analyse the phosphorylation of eEF2 by western blotting

© 2006 The Authors

in the presence of CHX. (b) Results in (a) were normalized by their
respective controls. Control uptake levels were 89.6 + 2.4 and
250.8 = 9.4 fmol/mg protein, respectively, in the absence or presence
of CHX. Incubation saline did not contain magnesium in all conditions
in which NMDA was used. Results are expressed as the mean + SEM
of three separate experiments. The letters denote statistical signifi-
cance (b as compared with control without CHX; ¢ as compared with
control with CHX; a as compared with the indicated pairs) (one letter,
p < 0.05; two letters, p < 0.01; three letters, p < 0.001).

using an antibody against phospho-eEF2. As can be observed
in Fig. 7, stimulation with NMDA did promote an increase
of approximately 30% in the amount of phospho-eEF2, an
effect inhibited by MK801.

Discussion

The regulation of NO synthesis is of pivotal importance in
CNS physiology. One limiting point is the control of
availability of the NO precursor L-Arg. Cytoplasmic L-Arg
levels are classically regulated in two ways: (i) synthesis of
L-Arg through a complex coupled enzymatic machinery and/
or (ii) L-Arg uptake through different transport systems. In
the present work we propose a third mechanism for
enhancement of L-Arg availability, which depends on the
regulation of protein synthesis.

Journal Compilation © 2006 International Society for Neurochemistry, J. Neurochem. (2006) 10.1111/j.1471-4159.2006.03843.x
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Fig. 6 Assay of intracellular L-[*H]citrulline (.-[>H]Cit) in different con-
ditions. (a) Cultures were incubated for 30 min with L-[*H]arginine (L-
[BHJArg) in the presence or absence of cycloheximide (CHX)
(355.4 um) and further incubated for an additional period of 15 min in
the absence of CHX (OJ and () and stimulated for 15 min with CHX or
CHX plus NC-nitro-L-arginine (L-NA) (500 pm) (@) or NMDA (1 mw),
L-NA (500 pum), NMDA + APV (100 um) or NMDA + L-NA (). Other
cultures (M) were incubated for 30 min with L-[*H]Arg in the presence
of CHX and stimulated for 15 min with NMDA and/or APV or L-NA still

Relation between protein synthesis and L-arginine
biochemistry

Several studies have proposed a direct relationship between
L-Arg transport and NO production (Wiesinger 2001), such
as a fine tuning between constitutive transporters, inducible
expression under special conditions and a photic regulation
in the retina (Kakuda et al. 1998; Nicholson et al. 2001,
Saenz et al. 2002). Many authors searched for a good
explanation for the ‘arginine paradox’ which states that the
production of NO is increased by extracellular L-Arg even
when intracellular L-Arg concentrations are high. Kurz and
Harrison (1997) suggested that intracellular L-Arg could be
sequestered in one or more pools that are poorly accessible to
NOS, whereas extracellular L-Arg transported into cells is
preferentially delivered to NO biosynthesis. It was demon-

© 2006 The Authors

in the presence of CHX. (b) Results in (a) were normalized by their
respective controls. Control uptake levels were 337.8 + 19.0 and
675.7 = 111.8 fmol/mg protein, respectively, in the absence or pres-
ence of CHX. Incubation saline did not contain magnesium in all con-
ditions in which NMDA was used. Results are expressed as the mean
+SEM of three separate experiments. The letters denote statistical
significance (b as compared with control without CHX; ¢ as compared
with control with CHX; a as compared with the indicated pairs) (one
letter, p < 0.05; two letters, p < 0.01; three letters, p < 0.001).

strated that L-Arg derived from cells that usually do not
express NOS, like glial cells, can be recruited after
glutamatergic stimulation or depolarization and gives support
to NO production in neurons (Grima et al. 1997, 1998; Vega-
Agapito et al. 1999, 2002; Cossenza and Paes-de-Carvalho
2000). However, the question of how L-Arg pools are
regulated is still obscure. McDonald et al. (1997) elegantly
demonstrated the important role of caveolas on the compart-
mentalization of CAT-1 (a constitutive transporter for L-Arg)
and the membrane-bound endothelial NOS (or NOS-III),
providing direct evidence for a physical coupling between
L-Arg influx and synthesis of NO. Lee et al. (2003) showed
that a decreased availability of L-Arg blocks the induction of
inducible NOS (or NOS-II) in cytokine-stimulated astrocytes.
Inhibition of inducible NOS protein expression was due to

Journal Compilation © 2006 International Society for Neurochemistry, J. Neurochem. (2006) 10.1111/j.1471-4159.2006.03843.x
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Fig. 7 Effect of NMDA on the phosphorylation of eukaryotic elonga-
tion factor 2 (eEF2). Cultures were treated in the absence or presence
of MK801 (MK) for 10 min and further incubated with NMDA (1 mm) for
an additional 15 min before extraction and preparation for sodium
dodecyl sulfate—polyacrylamide gel electrophoresis and western blot-
ting. (a) Representative blot for phospho-eEF2 (P-eEF2) and corres-
ponding control blotting with an antibody against B-actin. (b)
Quantitative analysis of the results. Data were normalized to per-
centage of control and are the mean + SEM of five separate experi-
ments. Asterisks denote statistical significance: *p < 0.05 compared
with control and **p < 0.01 compared with NMDA.

inhibition of translation of inducible NOS mRNA and the
uptake of rL-Arg negatively regulates the phosphorylation
status of the eukaryotic initiation factor 2 alpha, suggesting
an explanation for the ‘arginine paradox’.

In the present study we demonstrated that protein synthesis
represents an important driving force for L-Arg uptake. More
than 70% of intracellular L-Arg is incorporated in proteins and
when this incorporation is blocked by CHX the pools of
intracellular free L-Arg increase. The availability of these
pools was confirmed when a considerable increase of L-Cit
production and release was detected in efflux experiments
(Figs 2, 5 and 6). Hence, according to our results, proteins
could play an active role in the compartmentalization of L-Arg
pools working in the storage of this amino acid. Therefore,
protein synthesis may arise as an intermediate step between L-
Arg influx and the control of its intracellular pools available for
the synthesis of signaling molecules in cellular compartments.

Regulation of protein synthesis and L-arginine
availability by NMDA receptors

Several translation factors participate in the process of
protein synthesis at the initiation, elongation and ending
phases. Phosphorylation of the eEF2 results in its inactiva-
tion and may therefore represent an inhibition of protein

© 2006 The Authors

synthesis at the elongation stage (Ryazanov 2002). This
phosphorylation is catalysed by a very specific eEF2K,
a calcium/calmodulin-dependent enzyme (also called
CAMKIII). It was suggested that intracellular calcium
regulates the rate of protein synthesis by eEF2 inactivation.
Recently, it was discovered that activation of ionotropic
glutamate receptors promotes inhibition of protein synthesis
through the influx of calcium and stimulation of eEF2K
(Marin et al. 1997; Scheetz et al. 1997, 2000). In this study
we found an inhibition of protein synthesis by NMDA, either
using a [*>S]Met or an L-[’H]JArg incorporation assay
(Fig. 3), probably mediated by calcium influx and activation
of eEF2K. As evidence that this mechanism is present in our
system we also showed that stimulation with NMDA
increases phospho-eEF2 levels, an effect blocked by
MKS801 (Fig. 7). Curiously, together with this effect, NMDA
also increases intracellular L-Arg concentration (Fig. 4). We
also observed a large increase of intracellular L-Arg when
protein synthesis was inhibited by CHX and no further
increase by NMDA was detected under this condition
(Fig. 4b), strongly suggesting that the increase of intracel-
lular L-Arg mediated by NMDA is dependent on the
inhibition of protein synthesis.

L-Arginine availability mediated by NMDA receptors and
L-citrulline production

As discussed above, protein synthesis appears to be related to
the regulation of free L-Arg intracellular pools. Therefore, it is
possible that increases in such pools may serve for NOS to
support the synthesis of NO. This hypothesis was confirmed
when incubation with CHX promoted the formation of L-Cit,
in a process which was completely blocked by L-NA (Fig. 5).
We have also shown that intracellular pools of L-Arg could be
mobilized by glutamate signaling, probably through an
inhibition of protein synthesis. Hence, we propose that
NMDA that classically promotes NOS activation through
calcium—calmodulin complex formation also promotes NOS
stimulation by increasing its substrate availability. This
hypothesis was strengthened by the finding that the increase
of L-Cit production by NMDA was smaller when cultures
were incubated with CHX (Figs 5b and 6b). This could be
explained by the existence of two different mechanisms: (i)
mobilization of substrate for NOS through inhibition of
protein synthesis mediated by NMDA receptors and (ii)
activation of NOS by NMDA receptors after calcium influx
and formation of calcium/calmodulin complex. In CHX-
treated cultures we did not observe an NMDA-stimulated
increase of L-Arg concentration as protein synthesis was not
occurring and levels of free L-Arg were maximal.

L-Arginine levels and the regulation of nitric oxide
synthase activity

Our present results indicate that an increase of intracellular
L-Arg levels is able to promote an increase in the production
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of L-Cit. We believe that the increase of L-Arg promoted by
CHX or NMDA increases the maximal velocity (Viax) of
NOS. This is possible because the L-Arg concentration is far
below the K, and the enzyme kinetics are in the linear phase.
Any increase of L-Arg would then promote an increase in
Vmax- In a different way, activation of NMDA receptors,
influx of calcium, formation of calcium/calmodulin complex
and binding of this complex to the enzyme are able to
activate the enzyme by lowering the K, i.e. increasing the
affinity of L-Arg to its binding site in the enzyme. As a
consequence, lower concentrations of L-Arg would be able to
increase enzyme maximal velocities.

We were unable to measure control and stimulated
levels of NO in our cultures by the Griess method,
suggesting that these levels are low as shown in other
areas of the CNS. On the other hand, TLC was shown to
be a very reliable method of measuring the production of
L-Cit in our cultures. Ientile ef al. (1999) have shown that
NMDA produces an increase of cGMP levels in the same
cultures but their methods were unable to detect variations
of intracellular and extracellular L-Arg and L-Cit concen-
trations as shown in the present study. Moreover, the
relatively low levels of L-Cit observed in the present study
could reflect levels of NO able to stimulate soluble
guanylyl-cyclase and to produce large amounts of cGMP.
Indeed, recent results from our laboratory (Mejia-Garcia,
Cossenza and Paes-de-Carvalho, unpublished observations)
showed that the NO donor S-nitroso-N-acetyl penicillamine
(SNAP), as well as exogenously added r-Arg or 3(5'-
hydroxymethyl-2’-furyl)-1-benzylindazole (YC-1), a soluble
guanylyl-cyclase stimulator, increased the phosphorylation
of 3-phosphoinositide dependent protein kinase-1 (AKT), a
phenomenon mimicked by inhibition of protein synthesis
by CHX. These results reinforce the idea that inhibition of
protein synthesis and the consequent increase of intracel-
lular 1-Arg levels are able to produce increased NO
levels which can promote biologically relevant responses
such as accumulation of intracellular cGMP and activation
of AKT.

Localization in retinal neurons

One important question concerning the mechanism proposed
in this study is its localization in neurons or glial cells.
Preliminary experiments using purified cultures of retinal
neurons grown in the absence of glial cells showed that
incubation with CHX promotes increases of 70% of extra-
cellular L-Arg and around 30% of extracellular L-Cit. NMDA
also promoted an increase of approximately 40% of extra-
cellular L-Cit. These results strongly suggest that the
mechanism of increase of NO production regulated by
inhibition of protein synthesis induced by NMDA and
increase of L-Arg availability is present in retinal neurons.
However, more experiments are necessary to exclude the
participation of glial cells in this process.

© 2006 The Authors
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Local protein synthesis and nitric oxide production
Several lines of evidence indicate that many important
proteins are synthesized locally in synaptic regions. Some of
these proteins, such as CAMKII, are involved in phenomena
such as long-term potentiation, long-term depression and
synapse formation (Ouyang et al. 1999; Scheetz et al. 2000;
Aakalu ef al. 2001; Steward and Schuman 2001; Mendez
and Wells 2002; Richter and Lorenz 2002; Steward and
Worley 2002; Tang and Schuman 2002; Murray et al. 2003).
Indeed, regulation of local protein synthesis by NMDA
receptors could have important consequences during embry-
onic development. NO also has important effects during CNS
development on events of cell proliferation and survival
(Peunova and Enikolopov 1995) and also on the synaptic
physiology of mature neurons as, for example, in the
regulation of neurotransmitter release (Barcellos et al.
2000; Blackshaw et al. 2003; Stanton ef al. 2003). Our
present findings could have important consequences in these
phenomena, establishing a new relationship between local
regulation of protein synthesis and NO production.
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