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RESUMO

O receptor NMDA (NMDAR) tem papel fundamental no desenvolvimento
e fisiologia do Sistema Nervoso Central. O arranjo das subunidades NR1,
NR2 e NR3 (sNR1, sNR2 e sNR3, respectivamente) formam o canal
receptor. A sNR2 regula a atividade do receptor e o estudo de sua
expressdo e importante para o entendimento da funcdo do receptor. Neste
trabalho estudamos a expressdo da sSNR2B em culturas de retina e sua
regulacdo por ativacdo cronica de receptores A, de adenosina (A2aR).
Estudamos também o efeito do bloqueio cronico da sSNR2B na expressdo
das sNR1 e sNR2A. Culturas mistas de células da retina de embrido de
galinha foram incubadas com (*H)MK-801, um ligante de canal do
NMDAR, para avaliar a presenca destes receptores na membrana. A
exposicdo aguda de culturas ao ifenprodil (10uM), um antagonista da
sNR2B, promoveu um bloqueio quase total na ligacdo (para 7,8 + 2,6% do
controle). No entanto, o tratamento cronico (72 horas) com este composto
promoveu um aumento de 19,7 + 2,2% na ligacdo. O influxo de *Ca*
estimulado por NMDA + glicina (1mM) foi também usado para medir a
atividade do NMDAR. O tratamento agudo por 10 minutos com ifenprodil
(10uM) promoveu queda no influxo estimulado, que passou de 317,5 £
6,1% para 168,3 + 4,4% do controle. O tratamento por 72 horas com
ifenprodil (100nM) promoveu um aumento de 87% na estimulacdo. De
modo interessante, analises de western blot mostraram uma diminuicéo de
16.9 + 5.2% na expressao da SNR2A, um aumento de 7,9 = 3.1% da sNR1
e 150,0 = 7,3% da sNR2B. Nossos trabalhos prévios mostraram que 0
tratamento crénico com DPMA, agonista de A,R, promoveu uma
diminuicdo na expressdo das sNR1. Neste trabalho, mostramos um
aumento de 189,8 + 17,6% na expressao da SNR2B sob a mesma condicdo.
Os resultados indicam que: 1) SNR2A e sNR2B estdo presentes formando o
canal do NMDAR nas culturas; 2) a expressdo de diferentes subunidades
do receptor é regulada pela ativacdo de A,R e pelo bloqueio cronico das
SNR2B. Os resultados sugerem que o blogueio das SNR2B promove um
retardo na composicdo de receptores contendo sNR2A, modificando a
expressdo NMDAR durante o desenvolvimento.



ABSTRACT

The NMDA receptor (NMDAR) has a fundamental role during
development and in the physiology of the central nervous system. It is
formed by co-assembly of NR1, NR2 and NR3 subunits (SNR1, sNR2 and
sSNR3, respectively). The SNR2 regulates receptor activity and the study of
mechanisms involved in its expression is of great importance for
understanding receptor function. In this work we studied the expression of
sNR2B in retina cultures and its regulation by chronic activation of A2a
adenosine receptors (A2aR). We also studied the effect of chronic blockade
of this subunit in the expression of SNR1 and sNR2A. Mixed cultures of
chick embryo retinal cells were incubated with (*H)MK-801, a ligand of the
NMDAR channel, in order to evaluate the presence of NMDARs. Acute
exposure of cultures to ifenprodil (10 uM), an sNR2B antagonist, did
promote an almost total blockade in the binding to 7.8 £ 2.6% of control.
However, the chronic treatment (72 hours) with this compound promoted
an increase of 19.7 + 2.2% in the binding. *Ca™ influx stimulated by
NMDA + glycine (ImM) was also used to measure NMDAR activity.
Acute treatment of cells with ifenprodil (10uM) inhibited from 317.5 +
6.1% to 168.3 + 4.4% the stimulation of influx. When cultures were treated
for 72 hours with ifenprodil (100nM), an increase of 87% in the stimulation
was observed. Interestingly, western blot analysis of these cultures showed
a decrease of 16.9 £ 5.2% in SNR2A expression, an increase of 7.9 = 3.1%
of sNR1 and 150.0 £ 7.3% of sNR2B. Our previous work showed that the
chronic treatment of cultures with the A2aR agonist DPMA promotes a
decrease in the expression of SNR1. However, we show here an increase of
189.8 £ 17.6% in sNR2B expression under the same conditions. These
results indicate that i) SNR2A and sSNR2B are present forming the NMDAR
channel in the cultures; ii) the expression of different receptor subunits are
under regulation by activation of A2aRs or the chronic blockade of SNR2B.
The results suggest that SNR2B blockade promotes a delay in the SNR2A
appearence in the NMDAR composition during development.
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ECL: quimioluminescéncia aumentada

ES8: oitavo dia de estagio de desenvolvimento embrionario.

E.P.M.: erro padréo da média.

ERK: proteina cinase ativada por sinais extracelulares.

GABA: acido gama amino butirico.

GluR: subunidade do receptor ionotropico de glutamato do tipo
ndao-NMDA.

Gi: proteina G inibitoria da adenilil- ciclase.

GO: proteina G sem acéo sobre a enzima adenilil- ciclase.

Gs: proteina G estimulatoria adenilil- ciclase.

Hepes: acido (n[2-hidrxietil] piperazina N’-[2-etanosulfonico]).

(*H) MK-801:  5R,2S)-(+)-5-Metil-10,11-diidro-5H-
dibenzo[a,d]ciclohepteno-5,10-imine hidrogénio

maleato radioativo.

Kainato: Acido 2-carboxi-4-(1-metiletenil)-3-pirrolidinacético.

KA1: subunidade do receptor ionotropico de glutamato do
tipo ndo-NMDA (Kainato) do tipo n ( n=1, 2).

L-AP4: acido L-2-amino-4-fosfonobutirico.

LTP: potenciagédo de longo termo/ longa duracao.

MEM: Meio essencial minimo.

MgluRs: receptores metabotropicos de glutamato

MgluR: receptor metabotropico de glutamato.
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MKS801: (5R,2S)-(+)-5-Metil-10,11-diidro-5H-

dibenzo[a,d]ciclohepteno-5,10-imine hidrogénio

maleato.

NMDA: N-metil-D-aspartato.

NMDAR: Receptor N-metil-D-aspartato.

NR: subunidade do receptor ionotropico de glutamato do tipo
NMDA.

NR1: subunidade NR1 do receptor de glutamato do tipo

NMDA.

NR2: subunidade NR2 do receptor de glutamato do tipo
NMDA.

PPO: 2,5 difeniloxazol.

PKA: proteina cinase dependente de AMPc.

PKC: proteina cinase dependente de Ca*.

PSD-95: proteina de densidade pos-sinaptica de peso 95 kDa.

PVDF: difluoreto de polivinilideno.

S.E.M.: desvio padrdo da média.

SFB : soro fetal bovino.

SDS: dodecil sulfato de sodio.

SNC: Sistema Nervoso Central.

sSNR1: Subunidade NR1 do NMDAR.

SNR2: Subunidade NR2 do NMDAR.

SNR3: Subunidade NR3 do NMDAR.

TBS: salina tamponada por tris.

TBS-T: salina tamponada de tris acrescido de tween.

Tris: [hidroximetil]Jamino-metano.
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1- INTRODUCAO

1.1-MODELO EXPERIMENTAL

1.1.1- A Retina

A retina de embrido de galinha ¢ um bom modelo experimental, devido a
presenga de células que reproduzem atividades dos sistemas bioquimicos
encontrados no encéfalo, estando organizada de forma a receber e modular
estimulos luminosos externos que atuam sobre os fotorreceptores na forma de
fotons, como mostrado na figura 1.

O conhecimento da histologia da retina, bem como a acessibilidade em
diferentes etapas do desenvolvimento, diminui a probabilidade de contaminagdo
com tecidos adjacentes. A presenca de aminodcidos excitatorios, principalmente
o glutamato, assim como a descricao de receptores glutamatérgicos na retina de
vertebrados (Watkins, 1989) (figura 2), conferem a retina o status de um modelo
experimental em potencial para o estudo de mecanismos de origem excitatdria
que constantemente ocorrem no SNC, podem levar a instalacdo de um quadro
patologico. E ainda, a existéncia de um mecanismo de aciimulo de AMPc

dependente de adenosina ja evidenciado em cultura mista de neurdnios e células



da glia (de Mello et al., 1982), confirma a existéncia do sistema purinérgico

nesse modelo experimental.

1- Camada de Céhilas Ganglionares

2- Camada Flexiforme Interna

3- Camada Nuclear Interna

4- Camada Plexiforme Externa

5- Camada Nurlear Externa

6- Camada de Segiento Externo dos Fotorrecep tores

Fig.1. Diagrama das camadas das células retinianas. A disposi¢cdo das células da retina em
camadas ¢ decorrente da laminacdo que ocorre durante o desenvolvimento embriondrio. A
glia de Muller atravessa todas as camadas com exce¢do a camada de células fotorreceptoras.

(Modificado de Bear et al., 2002).



Bastonetes e

Cones Vias
Glutamatérgicas
Células Horizontais ~
o i Futt;'rreceptures

Células Amacrinas g

Células Ganglionares

’ «— Bipolares

= 1

Células
Ganglionares

Fig.2. Representagdo do diagrama das células retinianas: bastonetes; cones; células
horizontais; células bipolares; células amacrinas; células ganglionares. A via glutamatérgica

se estende desde fotorreceptores passando por células bipolares até as ganglionares.

(Modificado de http://webvision.med.utah.edu/imageswv/GLU13.jpeg).

Uma das vantagens adicionais deste modelo experimental ¢ a
possibilidade das retinas serem dissecadas e dissociadas e as células poderem ser
mantidas em cultura por varios dias. Estas células mantém muitas propriedades
neuroquimicas do tecido in vivo (de Mello et al., 1982; Paes-de- Carvalho e de
Mello, 1985; Paes-de-Carvalho, 1990). Estas caracteristicas sdo determinantes

para estudos bioquimicos e biologicos de neurdnios em desenvolvimento


http://webvision.med.utah.edu/imageswv/GLU13.jpeg

(Coloumbre, 1955). A retina pode entdo ser utilizada para obtencao de culturas,

sejam elas purificadas de neuronios/glias ou mistas.

1.2-O GLUTAMATO COMO NEUROTRASMISSOR NO SNC

O glutamato ¢ o principal neurotransmissor excitatorio do Sistema
Nervoso Central (SNC) (Mayer e Westbrook, 1987). Em 1986, Miller e
Slaughter verificaram altas concentragdes de glutamato em fotorreceptores e
células bipolares. Posteriormente, foi descrita a presenca de receptores
glutamatérgicos na retina de vertebrados (Watkins, 1989). Existem ainda outras
moléculas como o cisteinato, homocisteinato e quinolato que sdo indicados
como neurotransmissores excitatorios (Robson e Coyle, 1987).

O L-glutamato, em estagios precoces do desenvolvimento, parece estar
envolvido na determina¢do de morte ou sobrevida de neurdnios enquanto na fase
adulta, dentre outras funcgodes, esta envolvido em mecanismos de formacao da
memoria, aprendizado e plasticidade sinaptica. O excesso de glutamato no meio
extracelular promove ativagdo constante de receptores, principalmente do
subtipo NMDA, desencadeando um processo de neurotoxicidade que ocorre

durante os periodos de hipoglicemia e isquemia (Choi e Rothman, 1990).



1.3- RECEPTORES GLUTAMATERGICOS

Os receptores de glutamato sdo divididos em duas classes principais:
metabotropicos e ionotropicos. Estes ultimos podem ainda ser divididos em
NMDA e nao-NMDA. Os receptores ndo-NMDA por sua vez sao subdivididos

em AMPA e kainato.

1.3.1- RECEPTORES METABOTROPICOS

Os receptores metabotropicos, de a¢do lenta, mobilizam vias de segundo-
mensageiros, o que se deve a liga¢do a enzimas de membrana (Monaghan et al.,
1989; Schoepp et al., 1990; Watkins et al., 1990). Sendo assim, a ligacdo do
agonista ao receptor ¢ o sinal dado a célula e a amplificacdo deste sinal ocorre
por ativagdo da cascata de segundo mensageiros. A ag¢ao observada por ativagao
do receptor permanece ainda por algum tempo apds o retorno do nivel do
segundo mensageiro ao basal. Os sistemas nervosos central e periférico

parecem exibir a maior variedade e quantidade destes receptores. O quadro 1



mostra os grupos aos quais os subtipos de receptores metabotropicos pertencem,
seus agonistas seletivos e a via de sinalizacdo intracelular a que estdo acoplados.

O grupo de receptores metabotropicos do tipo III ativados por L-AP4,
regula a produ¢do de AMPc em retina de embrido de pinto, assim como em

retina de pintos pos-eclosdo (Sampaio e Paes-de-Carvalho, 1998).

Via
Subtipos Grupos Agonista seletivo
transducional

MgluR1 Ativa a

I DHPG
MgluR5 fosfolipase C
MgluR2 Inibido da

I DCG-iV
MgluR3 adentlil ciclase
MgluR4
MgluR6 Inibigdo da

1 L-AP4
MgluR7 adenilil ciclase
MgluR8

Quadro 1. Divisdo dos subtipos de receptores metabotropicos de glutamato em grupos por

afinidade de ligacao a agonistas seletivos e via intracelular mobilizada (Hammond, 1996).



1.3.2-RECEPTORES IONOTROPICOS

Os receptores ionotropicos sdo responsaveis pelo componente de agao
rapida do SNC (Monaghan et al., 1989; Schoepp et al., 1990; Watkins et al.,
1990). A ligacdo do neurotransmissor ao seu receptor provoca uma alteracao da
permeabilidade e no potencial de membrana gerando efeitos rapidos e
transitorios no SNC. Entre os receptores do tipo ionotrdpico (canais 10nicos),

sdo descritos trés subtipos: receptores AMPA, Kainato e NMDA.

1.3.2.1- RECEPTORES IONOTROPICOS DO TIPO NAO-NMDA

A classificacdo dos receptores ndo-NMDA em AMPA e kainato se deve a
moléculas pelas quais estes apresentam grande afinidade. Estes receptores
possuem arranjos multiméricos de quatro subunidades. A clonagem molecular
identificou em cérebros de ratos e camundongos os cDNAs que codificam para
quatro subunidades que compdem a estrutura dos receptores AMPA. Este passo
tornou viavel a identificacdo destas subunidades: GluR-1 a GluR-4 ou GIluR-A a

GluR-D (Nakanishi, 1992).



Em relacdo ao receptor kainato, foram clonadas subunidades classificadas
em GIluR-5 a GluR-7 e KA-1 e KA-2, sendo que a homologia entre estas
subunidades e as proprias de receptores AMPA sugere tratar-se de uma mesma
familia de receptores (Nakanishi, 1992).

Existem restrigdes na formacao dos receptores de kainato, ¢ conhecido
que homdémeros formados pelas subunidades KA1 ¢ KA2 ndo sdo funcionais,
entretanto quando estas subunidades formam heteromeros com as subunidades
GluRS5, GIluR6 e GIluR7, receptores funcionais sdo formados (Werner et al.,
1991; Herb et al., 1992). Por outro lado, as subunidades GluR5-GluR7 formam
canais i6nicos homoméricos funcionais (Sommer et al., 1992; Egebjerg e
Heinemman, 1993; Schiffer et al., 1997).

Receptores do tipo AMPA ndo apresentam permeabilidade a ions
divalentes na maioria das vezes, este fato se deve a presenca constante da
subunidade GIluR2 na formacdo dos receptores AMPA, além de sua
independéncia de voltagem para inser¢do na membrana (Hume et al., 1991),
bem como a existéncia de um sitio Q/R que esta fortemente envolvido no
controle da condutancia e seletividade idnica (Verdoon et al., 1991; Burnashev

etal., 1992).

1.3.2.2- RECEPTOR NMDA



O receptor NMDA (N-metil-D-aspartato) ¢ uma glicoproteina composta
por diferentes subunidades sendo essas NR1(1-8), NR2(A-D) e NR3(A-B)
(Schuler et al., 2007). Além disso, apresentam ampla distribui¢do no SNC,
sendo este receptor especialmente ativo durante o desenvolvimento. Encontrado
desde estagios muito precoces do embrido, o receptor NMDA exerce papel
determinante na sinalizacdo de sobrevida ou morte dos neurOnios, além de
crescimento ¢ diferenciagdo celular (Ikonomidou et al., 1999). Na vida adulta, a
ativacdo do receptor esta associada a formagdo de memoria, fendmeno de
potenciacdo de longa duracdo (LTP), assim como plasticidade neural
(Collingridge e Bliss, 1987; Olney ,1989; Wood et al., 1990; Scatton, 1993). Em
episodios patologicos como os de acidentes vasculares, sejam eles de origem
isquémica ou hemorragica, uma grande quantidade de glutamato e a0 mesmo
tempo adenosina sdo liberados para o meio extracelular, naturalmente ocorrendo
a ativagdo constante dos receptores de glutamato e ao mesmo tempo de

receptores de adenosina (Fatokun et al., 2007; Hoehn ¢ White, 1990).

1.3.2.2.1- ESTRUTURA DO RECEPTOR NMDA

Os receptores NMDA constituem a principal classe de canais abertos por
glutamato no Sistema Nervoso Central (SNC). A disposicdo espacial das

subunidades que compdem o receptor forma o canal idnico que apresenta alta

9



seletividade para o célcio (Ca®"), sendo também permeavel para o sédio (Na+) e
potassio (K+). Além de ser um canal i6nico dependente de ligante, € também
dependente de voltagem devido a presenca de um fon magnésio (Mg"™) que tem
como funcao exercer o bloqueio do canal deste receptor. Sendo assim, a ativagao
do receptor NMDA depende diretamente da despolarizagdo da membrana por
ativagdo de receptores AMPA e Kainato, bem como a ligacdo de seu agonista
(Cull-Candy e Leszklewlcz, 2004)

O receptor ¢ constituido de subunidades heteroméricas classificadas em
NR1, NR2 e NR3, sendo a NR3 recentemente descrita (Bliss e Collingridge,
1993; Seeburg, 1993; Mori e Mishina, 1995; Ciabarra et al., 1995; Nishi et al.,
2001; Schuler, 2007;). A subunidade NR1 ¢ codificada por um tunico gen e
apresenta o sitio de ligacdo para a glicina, o seu co-agonista (Cull-Candy e
Leszklewlcz, 2004). No entanto, esta subunidade apresenta variantes que sao
geradas por "splicing" alternativo (Sugihara et al., 1992) e, desta forma, a
subunidade NR1 ¢ subdividida em 8 diferentes tipos (NRla - NR1h). Esta
subunidade € expressa em muitos neurdnios em todo SNC, estd presente em
todos os estagios do desenvolvimento, sendo ainda passivel de inibigdo pelo
Zn*" e possui permeabilidade ao Ca*" (Moriyoshi et al., 1991; Nakanishi, 1992).
Existe ainda na cauda C-terminal da subunidade NRI1 a sinalizacdo que
determina a liberagdo ou a reten¢do no reticulo endoplasmatico, sendo por isso

sua presenca obrigatoria aonde existir receptor NMDA funcional (Carroll e
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Zukin, 2002; Cull-Candy e Leszklewlcz, 2004). Existe ainda a necessidade da
co-expressdo das subunidades NR1, NR2 e/ou NR3 para a formagao do arranjo
de receptor NMDA funcional, embora tendo sido recentemente mostrado
(Chatterton et al., 2002) que o arranjo das subunidades NR1 ¢ NR3 formam um
novo receptor controlado pela glicina (Papadakis et al., 2004). Além disso, os
“splices” variantes de NR1 podem influenciar fortemente as propriedades dos
receptores NMDA. Por exemplo, a sensibilidade dos receptores NMDA ao pH ¢
determinada pela presenga do exon 5 localizado na regido amino terminal da
subunidade NR1. Em pH fisioldgico, subunidades NR1 que possuem o exon 5
sdo completamente ativadas, devido a menor susceptibilidade a inibigdo do
receptor NMDA por protons (Cull-Candy et al., 2001).

A subunidade NR2 ¢ codificada por 4 diferentes genes apresentando
subunidades NR2A-NR2D que sdo expressas de maneira especifica em tipos
celulares, apresentando distribuigdo bem caracterizada no SNC. Além disso, a
subunidade NR2 apresenta o sitio de ligacao para o glutamato, o seu agonista, e
ainda ¢ considerada a subunidade regulatoria da atividade do receptor NMDA
(Cull-Candy et al., 2001). A presenga de diferentes subunidades NR2 na
formagao do receptor NMDA confere distintas caracteristicas nas propriedades
do bloqueio ao ion magnésio, na cinética de desensibilizacdo, na afinidade aos
agonistas e antagonistas, na endocitose e nos efeitos de fosforilagao (Nagy et al.,

2004; Kutsuwada et al., 1992;Watanabe et al., 1992).
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Existe na cauda C-terminal das subunidades NR2 a sinalizagdo que
determina a localizag¢do sinaptica e o processo de internalizacdo dos receptores
NMDA. A expressao da subunidade NR2B ¢ predominante no inicio do
desenvolvimento, formando receptores NMDA localizados preferencialmente
em regides extrasinapticas (Cull-Candy et al., 2001). Por outro lado, a
subunidade NR2A ¢ mais expressa em estagios tardios do desenvolvimento com
uma localizacdo mais restrita a regides sinapticas, embora também seja expressa
em regioes extrasinapticas (Cull-Candy et al., 2001; Tovar ¢ Westbrook, 1999;
Liu et al., 2004). O nivel de expressdao das subunidades NR2 difere de acordo
com o local. A subunidade NR2A ¢ mais expressa no cortex e cerebelo,
enquanto a subunidade NR2B ¢ mais predominante no prosencéfalo
(Stephenson, 2001). A expressio da subunidade NR2C estd restrita
principalmente ao cerebelo maduro, enquanto que a subunidade NR2D ¢ mais
abundante no talamo jovem (Cull-Candy et al., 2001).

Cada subunidade apresenta particularidades que caracterizam a
funcionalidade do receptor NMDA. Foi demonstrado que receptores NMDA
formados pelo arranjo de subunidades NR1, NR2A e NR2B apresentam alta
condutincia ao célcio e ainda uma alta sensibilidade ao bloqueio extracelular
pelo fon Mg*", sendo expressos na grande parte da regido cerebral, bem como
em regides CAl do hipocampo e prosencéfalo (Cull-Candy et al., 2001;

Stephenson, 2001). A co-expressdo das subunidades NR1, NR2C e NR2D
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conferem ao receptor uma menor condutancia e sensibilidade ao célcio e ao ion
Mg”" respectivamente.

A expressao da subunidade NR3 ¢ codificada por dois gens (Cull-Candy
et al., 2001) e, desta forma, ela é subdividida em 2 tipos diferentes (NR3A —
NR3B). A subunidade NR3A apresenta um variante que ¢ gerado por "splicing"
alternativo (Stephenson, 2001). Além disso, os receptores NMDA compostos de
subunidades NR1 e NR3 exercem fun¢des como receptores excitatdrios, porém
sdo ativados exclusivamente pela glicina (Chartterton et al., 2002; Madry et al.,
2007). Durante o desenvolvimento, a subunidade NR3B ¢ expressa
principalmente nas regides do hipocampo, amigdala ¢ cerebelo (Sun et al.,
1998). Ja nos estagios tardios ocorre uma maior detec¢do em neurdnios motores
¢ uma menor expressao nas regides do hipocampo ¢ cerebelo (Niemann et al.,
2007).

A natureza heteromérica dos receptores NMDA foi evidenciada através da
demonstracdo de que receptores sdo funcionais somente quando ambas as
subunidades NR1 e NR2 sdo introduzidas em culturas de odcitos de Xenopus
(Meguro et al., 1992; Monyer et al., 1992). Trabalhos recentes mostraram que a
co-expressdo das subunidades NR1 e NR3 em odcitos também apresentam
receptores NMDA funcionais mesmo exibindo apenas o sitio de ligacdo da
glicina (Chatterton et al., 2002; Smothers ¢ Woodward, 2003). No entanto, foi

mostrado que transfeccao das subunidades NR1/NR3 em mamiferos ndo produz
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receptor NMDA funcional (Nishi et al., 2001; Matsuda et al., 2002, Smothers e
Woodward, 2003). Assim como a subunidade NR1, a subunidade NR3 nao
forma receptor NMDA funcional quando € expressa individualmente. Embora as
subunidades NR3 também possuam o sitio de ligacao para glicina assim como a
subunidade NR1, foi mostrado que nenhuma corrente ¢ ativada pela glicina ou
glutamato quando a subunidade NR3 ¢ expressa com qualquer subunidade NR2
(Smothers ¢ Woodward, 2007). Conclui-se que seja necessaria a expressao da
subunidade NR3 em combinagdo com as subunidades NR1 e NR2 para originar
receptores NMDA funcionais (Perez-Otano et al., 2001; Smothers ¢ Woodward,
2007). Além disso, foi demonstrado que a co-expressao de subunidades NR3A
ou NR3B com NR1 e NR2 em sistemas de expressdo recombinante diminui a
corrente via receptor NMDA (Chatteron et al., 2002; Niemann et al., 2007) e
reduz a permeabilidade ao calcio (Matsuda et al., 2002).

A maturacdo pods-natal de sinapses excitatorias envolve mudangas na
composicao e funcionalidade dos receptores glutamatérgicos. A subunidade
NR2B ¢ expressa em estdgio embrionario tardio, assim como em estagio inicial
do desenvolvimento pds-natal de roedores. Coincidente com este periodo ¢
descrito uma réapida sinaptogénese no coértex e baixa razdo de expressao
sinaptica AMPA/NMDA (Hall et al, 2007). Como citado anteriormente, a
associacao das diferentes subunidades NR2 confere cinética de correntes

caracteristicas do receptor. Além disso, através de seus dominios
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citoplasmaticos sdo capazes de ativar diferentes vias intracelulares (Monyer et
al., 1992; Vicini et al., 1998; Zhu et al., 2002; Barria e Malinow, 2005; Kim et
al., 2005; Zhu et al., 2005). Hall et al., (2007) mostraram que a baixa razao
sindptica AMPA/NMDA, descrita exatamente no periodo em que os receptores
NMDA no cortex expressam NR2B como a subunidade NR2 predominante, esta
associada a limitacdo da expressdao das TARPS, proteinas necessarias para o
trafego e insercao dos recepores AMPA na membrana pos sinaptica. No entanto,
a via intracelular ativada pelo receptor NMDA contendo NR2B nao estd
definida. Neste trabalho fica claro que o bloqueio da expressdo da subunidade
NR2B por “knockdown” usando RNA de interferéncia aumenta a corrente
mediada por receptores AMPA.

Receptores NMDA compostos pelas subunidades NR2A e NR2B parecem
ter importantes papéis em doencas neurodegenerativas associadas com a
excitotoxicidade (Kemp e McKernan, 2002; Lynch e Guttmann, 2001). A
ativagdo de subtipos compostos por NR2B ¢ importante para a degeneracao
neuronal seletiva observada na doenga de Huntington (Zeron et al., 2002),
enquanto camundongos “knockout” para NR2A sdo menos sensiveis a injaria
apoOs uma isquemia cerebral (Morikawa et al., 1998).

O estudo da regulacao da atividade do receptor NMDA pela subunidade
NR2B ¢ de grande importancia para a compreensdao dos mecanismos envolvidos

na funcionalidade deste receptor. Dessa maneira, o esclarecimento da sua
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participacao nestes mecanismos poderia ser crucial para o desenvolvimento de

novas abordagens terapéuticas em doencas neurodegenerativas.

1.3.2.2.2- SITIOS REGULATORIOS

As propriedades farmacoldgicas e fisioldgicas dos receptores NMDA sdo
parcialmente determinadas pelos tipos de subunidades NR2 presentes no
complexo. O canal i6nico do receptor NMDA apresenta pelo menos seis sitios
distintos de interagdo com grupos moleculares diferentes que sdo responsaveis
por uma intensa modulagdo sinaptica, projetada em alteragdo ao fluxo de ions
Na“, K" e Ca*".

Glutamato e a glicina, considerados respectivamente, o agonista e co-
agonista do receptor NMDA nao competem pela mesma subunidade, em funcao
do fato de ligar-se a sitios distintos. O glutamato liga-se especificamente na
subunidade NR2, enquanto o sitio de ligacao a glicina se encontra na subunidade
NR1 (Schell et al., 1997). Ambos, quando ligados ao receptor NMDA, modulam
positivamente a sua atividade (Cull-Candy e Leszklewlcz, 2004). A constatagao
de que a D-serina tem alta afinidade pelo sitio da glicina (Schell et al., 1995)
sugere que a D-serina seja um co-agonista enddgeno deste sitio. Além disso,

devido a sua presenca ser abundante no SNC, principalmente no prosencéfalo e
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cerebelo (Schell, 2004), a D-serina seria considerada o ligante endogeno para o
sitio de glicina do receptor NMDA (Mothet et al., 2000).

O zinco bloqueia seletivamente correntes mediadas pelos receptores
NMDA, sendo considerado um antagonista ndo-competitivo. Foi demonstrado
em culturas neuronais que o Zn' em baixas concentra¢cdes consegue inibir
correntes mediadas pelo receptor NMDA de maneira independente de voltagem.
Isto se deve ao fato do seu sitio de alta afinidade estar presente na face externa
do receptor. A agdo do Zn' inibe a ligagdo de compostos de canal aberto como o
MKS801 pela diminuicdo tanto da taxa de associacdo e dissociagdo destes
ligantes como pela diminuicdo da ligacdo da glicina (Yeh et al., 1990; Christine
et al., 1990; Monahan e Michel, 1987; Reynolds e Miller, 1988).

O receptor NMDA ainda pode sofrer regulagdo por fosforilagao e ativacao
de receptores acoplados a proteina G, além da participacdo de proteinas cinases
como a PKC que fosforila um sitio especifico na face interna do canal e com
1sso modula sua atividade (Gogas, 2006; Carroll e Zukin, 2002).

O sitio das poliaminas esta localizado na regido extracelular da
subunidade NR2B que quando ligado a espermidina ou espermina facilita a
transmissao mediada pelo receptor NMDA (Ransom e Stec, 1988). Estudos de
eletrofisiologia mostraram que as poliaminas aumentam as correntes que passam
pelo canal, assim como a freqiiéncia de abertura do canal e a afinidade da glicina

pelo seu sitio (Rock e Macdonald, 1992; Sacaan e Jonhson, 1989).
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Em condi¢des de acidificacao do meio extracelular, existe uma inibicao
seletiva do receptor, devido a protonizagdo dos seus sitios externos, resultando
em variagdo na freqiiéncia de ativacdo do canal (Mott et al., 1998). Em situagdes
de lesdo celular, como na isquemia, existe uma acidificagdo consideravel do
espago extracelular pelo acumulo de prétons. Por isso, durante a toxicidade em
meio acidificado a contribuicdo dos receptores NMDA ¢ reduzida.

O ifenprodil, um antagonista ndo competitivo do receptor NMDA, vem
sendo descrito como um ligante seletivo ao dominio N-terminal da subunidade
NR2B, independente de voltagem e seus efeitos ainda estdo sendo discutidos. A
poténcia de sua inibi¢do depende fortemente do pH extracelular, e quando se
liga especificamente na subunidade NR2B diminui a ativacdo dos receptores
NMDA por aumentar sua sensibilidade a inibi¢do por prétons, que atuam como
moduladores enddgenos negativos. Além disso, o ifenprodil estabiliza o estado
de desensibiliza¢do do receptor, por bloquear o sitio de ligagdo da espermina,
além de inibir a ligagdo da glicina e ainda promover transi¢des para um estado
de ndo condutancia do canal (Cull-Candy et al., 2001; Mott et al., 1998).

O MK-801 também ¢ capaz de antagonizar seletivamente o receptor
NMDA, sendo considerado um ligante ndo-competitivo e de alta afinidade do
canal. Seu sitio esta localizado na luz do canal e por isso a ligacdo deste
composto ocorre apenas quando o receptor NMDA encontra-se aberto pela

presenca do agonista, caracterizando-o assim como um ligante de canal aberto
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(Kornhuber e Weller, 1997). Existem ainda antagonistas competitivos como, por
exemplo, o APV uma droga que bloqueia seletivamente a atividade do receptor
NMDA pela competigdo do sitio de ligacdo do agonista, o glutamato.

Em condig¢des fisiologicas normais, o canal do receptor NMDA esta
fechado, o que se deve ao bloqueio exercido pelo Mg>™ em condicdes de
hiperpolarizacdo da membrana, fortalecendo a dependéncia de voltagem. Em
resumo para ser ativado, o receptor NMDA necessita que ocorram dois
fendmenos simultaneos: 1) primeiro deve ocorrer uma despolarizacao da célula,
pois este canal ¢ bloqueado pelo ion magnésio de maneira voltagem-dependente;
2) esta despolarizacdo pode ser gerada pela ativagdo prévia dos receptores de
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 1sso, ¢ necessaria a ligagdo do glutamato e da glicina para que o receptor
NMDA se torne fisiologicamente ativado (Kornhuber e Weller, 1997). Os sitios
regulatorios de ligantes enddgenos e exogenos do receptor NMDA sdo

mostrados na figura 3.
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Figura 3. Figura representando os sitios de ligacdo do receptor NMDA. Modificada de figura

disponivel na pagina: http://www.chris-parsons.onlinechome.de/nmda.htm. (a) Sitio de liga¢ao
de agonistas e antagonistas. (b) Sitio de interagdo com ions divalentes localizado na superficie
externa do receptor onde o zinco bloqueia de maneira independente de voltagem (Mayer et
al., 1989). (c e d) Sitio de interagdo com ions divalentes na face interna do canal i6nico, onde
o Mg”*" interage com a subunidade da molécula receptora exercendo bloqueio sobre o canal na
auséncia de estimulos despolarizantes (Nowack et al., 1984). (e) Sitio de ligagdo a D-serina,
sensivel a espermidina e insensivel a estriquinina , modulando positivamente a atividade do
canal, aumentando a resposta NMDA (Johnson e Ascher, 1987). (f) Sitio regulatério para
ligacdo das poliaminas, onde a espermina ou espermidina quando ligada facilita a transmissao

mediada pelo receptor NMDA (Ransom e Stec, 1988).

20


http://www.chris-parsons.onlinehome.de/nmda.htm

1.3.2.2.3- EXCITOTOXICIDADE POR GLUTAMATO

O envolvimento de receptores NMDA em processos de morte celular nas
doencas degenerativas do SNC como Alzheimer, Parkinson, além de hipoxia e
hipoglicemia tem sido descrito freqiientemente (Choi e Rothman, 1990;
Meldrum e Garthwaite, 1990; Dawson et al., 1991). Existe ainda a explicagdo de
que esta variedade de processos desencadeados pela ativacdo do receptor
NMDA dependa crucialmente da composi¢ao das subunidades (Moriyoshi et al.,
1991; Kutsuwada et al., 1992; Sugihara et al., 1992; Monyer et al., 1992;
Hollmann, 1999).

O NMDA ¢ o principal receptor envolvido em excitotoxicidade, de forma
que os antagonistas destes receptores bloqueiam este fendmeno. O excesso de
glutamato no meio extracelular promove ativagdo constante de receptores,
principalmente do subtipo NMDA, desencadeando este processo (Chalmers et
al.,1990; Cowburn et al.,1990) (Figura 4). A entrada de Ca®" ¢ uma etapa
necessaria no processo de excitotoxicidade (Eirmerl e Schramm,1994; Hartley et
al., 1993; Mayer et al., 1989). O aumento da concentragio de Ca’
citoplasmatico, sustentada por duradoura abertura do canal NMDA, deflagra o
processo excitotoxico através de diferentes vias intracelulares, sejam elas:
ativagcdo de proteases e lipases intracelulares, despolarizacio da membrana da

mitocondria (Dessi et al., 1993; Louzada et al., 1992), inibi¢do da sintese de
21



ATP pela mitocOndria, e ainda aumento da geracdo de radicais livres (Bindokas
et al., 1996; Dugan et al., 1995; Dykens., 1994; Gunter et al., 1994; Nicholls,
1985; Reynolds e Hastings, 1995).

A subunidade NR2B ¢ encontrada interagindo com PSD-95 (figura 5),
proteina encontrada na regido de densidade pos-sindptica, que quando ligada a
NR2B bloqueia a ligagao desta subunidade com a CaMKII (cinase dependente
de calcio calmodulina do tipo II), e dessa forma a ativagao da subunidade NR2B

¢ bloqueada (Kornau et al., 1995).

Funcionamento
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Fig.4. Esquema de mecanismo excitotoxico desencadeado por ativagdo constante de
receptores de glutamato e tentativas da célula de reestabelecer o funcionamento normal.

(Adaptado de Rang et al, 2001).
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Figura 5: Interacao do receptor NMDA com a Proteina de Densidade Pés-sinaptica de peso 95
Kda (PSD-95). (Adaptado de Expert Reviews in Molecular Medicine @2003 Cambridge

University Press). Disponivel na pagina: http://www-ermm.cbcu.cam.ac.uk/03007105h.htm.

Dentre as caracteristicas do evento neurotoxico, o aumento da associa¢ao
da CaMKII a subunidade NR2 ¢ importante, uma vez que esta associagdo torna
o receptor ativado por mais tempo (Gardoni et al., 2002). Desta forma, a
deficiéncia da PSD-95 aumenta a ligacdo da cinase a subunidade NR2B do
receptor NMDA. Este evento molecular estd associado ao aumento da morte de
células neuronais (Gardoni et al., 2002). A proximidade de receptores AMPA

nos sitios pds-sinapticos e sua presenga em grandes quantidades na membrana
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das células, além da ja descrita atividade aumentada por acdo da CaMKII
durante os processos de potencializagdao de longo termo (Leonard et al., 1999),
poderiam entdo atuar em conjunto com o receptor NMDA no aumento do
influxo de *Ca™.

In vitro, a autofosforilagdo da CaMKII aumenta a afinidade de ligagcao
para a subunidade NR2B (Strack et al., 1998) sugerindo fortemente que ¢é a
subunidade NR2B, e ndo NR2A ou NRI, a responsavel pela autofosforilacao
dependente da translocagdo de CaMKII (Meng e Zhang, 2002).

Ao mesmo tempo em que ocorrem 0s eventos neurotoxicos, a célula exibe
mecanismos de defesa em resposta a estes eventos. Estudos realizados no nosso
laboratorio mostraram que a aplicacdo de glutamato em culturas purificadas de
neurdnios de retina reduziu em 80% a quantidade de células, e que esta morte
pode ser inibida por aplicagdo de um antagonista do canal i6nico formado pelas
subunidades componentes do receptor, o MK801, elevando a sobrevida das
células para 100%, ou seja, bloqueando totalmente o efeito disparado pelo
glutamato (Ferreira e Paes-de-Carvalho, 2001). Uma vez que ha variabilidade na
presenga das subunidades NR2 compondo o receptor ¢ que a expressdao destas
confere diferentes caracteristicas farmacologicas e fisiologicas, € interessante
identificar o envolvimento de uma subunidade especifica no disparo da morte

induzida por glutamato.
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Como apontado anteriormente, a CaMKII fosforila a subunidade NR2B,
promovendo a ativacdo sustentada do receptor, e assim o influxo de Ca*" ¢é
aumentado e mantido pelo tempo de ativacdo do receptor. Dessa forma, a

possibilidade de causar neurotoxicidade aumenta consideravelmente.

1.4- ADENOSINA

A adenosina ¢ um nucleosideo purinico que atua em diversos sistemas
organicos como cardiovascular, nervoso, urogenital, respiratério e digestivo
(Ralevic ¢ Burnstock, 1998; Roman e Fitz, 1999; van Belle et al., 1997). No
sistema nervoso central, age como um neurotransmissor/neuromodulador
alcancando altas concentragdes no meio extracelular durante episodios de
1squemia e hipoxia (Phillis e Wo, 1981). Esta envolvida, também, em processos
de sobrevida e morte celular (Zhou et al., 1994; Sebastido ¢ Ribeiro, 1992;
Ferreira e Paes-de-Carvalho, 2001). A adenosina ¢ transportada de forma tanto
dependente como independente de Na'. Em algumas situacdes, o ATP ¢
hidrolisado e forma adenosina no meio extracelular (Jarvis e Yong, 1986). Esta
¢ transportada para o interior da célula e metabolizada em inosina pela
adenosina deaminase. Além disso, a adenosina ainda pode sofrer acdo da

adenosina cinase levando a produ¢ao de AMP.
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Durante o processo neurotoxico existe uma grande liberacdo de adenosina
para o meio extracelular. A adenosina exerce efeito protetor da excitabilidade
excessiva por glutamato. Esta prote¢cdo por adenosina inicialmente estd
associada a ativagdo dos receptores Al de adenosina (Ribeiro, 1989). No
entanto, a ativacdo cronica dos receptores A2a de adenosina parece exercer
efeito protetor sobre as células em cultura purificada de neurénios (Ferreira e
Paes-de-Carvalho, 2001). Além disso, a expressio do receptor NMDA ¢
diminuida quando o receptor A2a ¢ ativado por longo tempo em culturas mistas

de neuronio e glia (Ferreira e Paes-de-Carvalho, dados nao publicados).

1.4.1- OS RECEPTORES DE ADENOSINA

Adenosina ativa quatro diferentes receptores: Al, A2A, A2B e A3 (figura
6) sendo que todos eles estdao acoplados a proteina G (Fredholm et al., 2001). Os
receptores Al e A3 acoplados a proteina G; e/ou G, inibem a adenilil ciclase e
A2A e A2B, acoplados a proteina G, estimulam a adenilil ciclase (Van Calker
etal., 1979; Bruns et al.,1980; Londos et al., 1980). O receptor A, ¢ amplamente
distribuido por todo o SNC com grande concentracdo no hipocampo e cortex. Ja
0 A, estd presente no ‘“‘striatum” e o receptor A3 encontra-se em baixas
concentragdes no hipocampo e cerebelo (Fredholm, 2000). Os receptores Al

também sdo expressos em regides como glandula adrenal, figado, rins, tecido
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adiposo, musculo esquelético, dentre outras. Os receptores A3 encontram-se
presentes nos mastocitos, pulmao, tiredide, glandula adrenal, figado, rins,
coracao e intestino. J4 os receptores A2a sdo encontrados no timo, em leucocitos
e plaquetas, no coracdo e pulmao, enquanto que os receptores A2b estdo em
mastocitos, tecido adiposo, glandula adrenal, rins e figado (Fredholm et al.,
2001).

Os receptores de adenosina estdo envolvidos no bloqueio da liberacdo de
neurotransmissores excitatorios produzindo um efeito neuroprotetor durante
episodios de isquemia e hipoxia, atuando assim em processos de sobrevida
celular (Berne et al., 1971; Radegran e Hellsten, 2000). Este achados fizeram
crescer o interesse acerca do papel da adenosina e surgiram mais evidéncias de

que esta seria uma possivel molécula neurotransmissora/neuromoduladora.
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Figura 6: Receptores de adenosina. Os receptores Al e A3 de adenosina estdo acoplados as
proteinas Gi/Go e os receptores A2 de adenosina estdo acoplados a proteina Gs. Disponivel

na pagina: (modificado de :http://www.aderis.com/img/art_adenosine.gif).
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2 - OBJETIVOS

Dados anteriores do nosso laboratorio mostraram que culturas purificadas
de neurdnios de retina de pinto mantidas em meio BME apresentavam morte
quando incubadas com glutamato 1mM. No entanto, o uso de antagonistas deste
receptor conferiu prote¢do de cerca de 80% das células desafiadas com 1mM de
glutamato. Além disso, o pré-tratamento de culturas purificadas de neuronios
com adenosina foi capaz de protegé-los da excitotoxicidade (Ferreira e Paes-de-
Carvalho, 2001). Foi demonstrado ainda que a ativag¢do cronica do receptor A2a
de adenosina reduziu a deteccdo da proteina da subunidade NR1(Modulacao
purinérgica da expressdo dos receptores NMDA em culturas de retina de aves,
tese de doutorado, Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, 2005).

A partir destes dados surgiu a hipotese de que o sistema purinérgico pudesse
estar modulando o receptor NMDA. Assim, a proxima etapa do trabalho teve

como objetivos:
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Estudar a regulacdo da expressdao da subunidade NR2A, NR2B e NR1 em
culturas de retina.

Investigar o efeito do tratamento cronico com agonista dos receptores A2a de
adenosina na expressao das subunidades NR2A e NR2B comparando com a
NRI.

Analisar o efeito do bloqueio da subunidade NR2B na preven¢do da morte
dos neur6nios induzida pelo tratamento com glutamato em culturas
purificadas de neurdnios.

Estudar o efeito do bloqueio da subunidade NR2B no controle da expressao

das subunidades NR1 e NR2A.
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3- MATERIAIS E METODOS

3.1-MATERIAIS:

Ovos de galinha fertilizados da espécie White Leghorn
eram obtidos de um aviario local e mantidos em incubadora a 38°C. O N°-[2-
(3,5-dimetoxifenil )-2-(2-metilfenil)-etil | denosina (DPMA),
DNQX-6,7-Dinitroquinoxaline-2,3-dione, penicilina, estreptomicina, dimetil
sulfoxido (DMSO) e poli L-ornitina foram obtidos da Sigma/RBI
Chem.Co. (St. Louis). MKS801-(5R,2S)-(+)-5-Methyl-10,11-dihydro-5H-
dibenzo[a,d]cyclohepten-5,10-imine hydrogen maleate foi adquirido da DuPont
(Boston, MA, EUA), **Ca™ foi adquirido de Amersham Biosciences — UK. O
Glutaraldeido 25% da Fluka Chemie (Steinheim-Switzerland).Os anticorpos
anti-NR1, anti-NR2A e anti-NR2B foram gentilmente cedidos pelo professor
Richard Huganir do Departamento de Neurociéncias, Universidade Jonhs

Hopkins, USA. O Tris, acrilamida PAGE, metilenobisacrilamida,
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mercaptoetanol, hyperfilm, o anticorpo secundario anti-coelho conjugado a
peroxidase e kit ECL foram obtidos da Amersham Pharmacia Biotech UK
Limited (Buckinghamshire, Inglaterra). O anticorpo anti-Erk total foi obtido da
Cell Signaling (Boston, Estados Unidos). O BME, MEM, tripsina, CMF e soro
fetal bovino (SFB) foram obtidos da GIBCO (Nova York, Estados Unidos). A
tripsina usada na cultura purificada foi obtida da Worthington. Os outros

reagentes utilizados eram de pureza analitica.

3.2- CULTURAS:

3.2.1-CULTURAS EM MONOCAMADA

As culturas foram realizadas de acordo com de Mello (1978). Retinas de
embrido de pinto de 8 dias (E8) de desenvolvimento embriondrio eram
dissecadas dos outros tecidos para realizagdo das culturas mistas. As retinas
foram dissecadas em solugdo salina livre de calcio e magnésio (CMF), NaCl
131mM, KCI 4,1mM, NaH,PO, 1mM, KH,PO, 0,45mM, glicose 12,2mM,
NaHCO; 9,4mM, ¢ transferidas para um tubo onde o tecido foi exposto a
tripsina 0,1% por 15min a 37°C. As células foram suspensas em meio de cultura
(MEM) suplementado com 3% de soro fetal bovino inativado, penicilina

(100U/mL) e estreptomicina (100ug/mL) e dissociadas mecanicamente com
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auxilio de uma pipeta de 5 mL. Em seguida, essa suspensdao de células foi
distribuida em placas de 40 mm de didmetro a uma densidade de 2,5 x 10
células/mm’. Estas culturas eram compostas por neurdnios ¢ células gliais. As
culturas de células foram mantidas a 37°C em atmosfera umida com 95% de ar e
5% de CO, e usadas apos 3 dias em cultura. O meio das placas de cultura era

trocado a cada dois dias.

3.2.2-CULTURAS PURIFICADAS DE NEURONIOS

As culturas purificadas de neurdnios e fotorreceptores de retina de
embrido de pinto de 8 dias eram preparadas de acordo com Adler e
colaboradores em 1984. As retinas eram dissecadas em soluc¢dao salina CMF ¢
transferidas para um tubo onde o tecido foi exposto a tripsina 0,1% por 15min a
37°C. A dissociagdo das células era feita com pipeta Pasteur de ponta afilada,
com 1 mL de meio. O meio de cultura utilizado foi o BME suplementado com
4% de soro fetal bovino, penicilina (100U/mL) e estreptomicina (100ug/mL).
Ao fim da dissociacdo adicionava-se 5 mL de BME sem soro, e uma aliquota
desta suspensdo de células era recolhida e diluida 10 vezes, e, entdo, levada ao
microscopio para contagem de células. A suspensdo de células era diluida
adequadamente em BME sem soro e plaqueadas em placas previamente tratadas

com poli L-ornitina com o objetivo de manter a aderéncia dos neurdnios e
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bloquear o crescimento da glia (Sigma/RBI Chem. Co) contendo metade do
volume final de BME com soro. A densidade final era de 832 x 10°
células/mm’®. Em seguida, as culturas eram incubadas a 37°C em atmosfera
umida com 5% de CO,/95% ar, sem nenhuma troca de meio e usadas apos 3 dias

de cultura.

3.2.3- TRATAMENTO COM DROGAS

O tratamento cronico era realizado no primeiro dia de cultura (C1) e o
agudo no terceiro dia de cultura (C3). Em Cl1, as células foram tratadas com
DPMA (100nM), Ifenprodil (100nM), ZM-241385 (100nM), ZM-241385+
DPMA (100nM) e MK-801 (1uM). Para o tratamento agudo, foi usado somente
Ifenprodil (10uM) em C3 ou C4 por, 10, 25 ou 30 minutos antes da adi¢do do
NMDA ou do glutamato. No ensaio de excitotoxicidade o tratamento com

glutamato (1mM) era realizado em C3 por 8 horas.

3.2.4- DOSAGEM DE PROTEINA PELO METODO DE BRADFORD

O teor de proteina das amostras era dosado pelo método de Bradford

(Bradford, 1976) recolhidas em 100ul. de tampdo de amostra [SDS (0,3g),
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glicerol (ImL), 2-mercaptoetanol (0,ImL) tris (0,5M,pH 6,8-1,25mL) e
H,O(10mL)]. Eram colocados em tubos de vidros, 2ul. das amostras e em
seguida eram acrescentados 3mL de reagente de Bradford[ Etanol 95% (50mL),
Cromassie Brilliant Blue G-250 (100mg), Acido Fosférico 85% (100mL) e
H,O(900mL)]. Para realizagdo da curva padrdo, eram adicionados nos tubos de
vidro 2 (dois), 4 (quatro), 6 (seis) e 10 (dez) ug de BSA (Img/mL). Um tubo era
deixado como branco sem adi¢ao de proteina. Em seguida, eram adicionados
2ulL do tampao de amostra SDS (usado nos experimentos) e ainda 3mL de
reagente de Bradford. Posteriormente, as misturas eram agitadas em vortex e a
leitura de absorbancia era realizada em espectrofotdmetro com filtro de 595nm.
O espectrofotometro era calibrado com agua. Em seguida, o branco (apenas o
reagente de Bradford) era lido. Durante as leituras, cada tubo era lavado com
agua milli-Q seguido de alcool 70% a fim de evitar misturas das amostras e
assim garantir uma leitura fidedigna com as concentracdes obtidas na dosagem

das proteinas.

3.2.5- ELETROFORESE E ANALISES POR WESTERN BLOT

Em C3, o meio de cultura das células foi removido e as células lavadas

com solucdo salina Hanks’ duas vezes. Uma solucdo tampao SDS-PAGE era
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adicionada a cada placa (100 ul). As células eram lisadas por esta solucdo,
retiradas 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, era aplicado no topo do gel de poliacrilamida-SDS a 8%
volume de amostra equivalente a 30ug de proteina. O procedimento para a
eletroforese em gel de poliacrilamida era baseado na técnica descrita por
LaemmLi (1970). O gel de separacao era preparado para um volume de 9 mL e
uma concentracdo final de acrilamida de 9 %. O gel de concentracdo era
preparado para um volume de 3 mL e uma concentragdo final de acrilamida de
4,5 %. O tampao de corrida utilizado (1000 mL) continha Tris (25 mM), glicina
(192 mM) e SDS (0,1 %). Durante a corrida a amperagem era mantida constante
em 10 mA por 3 horas. O gel era retirado da placa onde ocorreu a polimerizagao
¢ em seguida era posto em contato com uma membrana de PVDF para onde as
proteinas eram transferidas. A transferéncia das proteinas para membranas
PVDF era baseada na técnica descrita por Towbin e colaboradores em 1979.
Imediatamente apds a corrida, o gel era incubado em tampao de transferéncia
junto com a membrana por 30 minutos (Hybond-p, Amersham), apds esta ter
sido hidratada por 10 segundos em metanol a 100%. Cinco folhas de papel de
filtro, nas dimensdes do gel a ser transferido, eram também incubadas em
tampao de transferéncia (solu¢ao contendo Tris, 25 mM; glicina, 192 mM;

metanol, 10% (V/V)). Em seguida, o sistema de transferéncia era montado de
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acordo com as instrucOes do fabricante. Sobre a grade do aparelho eram
colocados, nesta ordem: 2 folhas de papel de filtro, membrana de PVDF, gel, 2
folhas de papel de filtro. Durante a montagem, tinha-se o cuidado de remover
todas as bolhas entre os componentes do sistema. A transferéncia era realizada a
4°C durante 1 hora em voltagem constante de 60 V. Apds a transferéncia, as
membranas eram mantidas a 4°C em TBS (Tris, 50mM; NaCl,150mM) até a
incubagao com anticorpos especificos.

A membrana de PVDF era incubada inicialmente em solugdo tampao TBS
contendo leite em pd desnatado, 5 %, durante 1 hora a temperatura ambiente,
com agitagdo suave. Com este procedimento era prevenida a ligacdo de
anticorpos a sitios inespecificos na membrana de PVDF. Apos este periodo, a
membrana era lavada uma vez por cinco minutos com tampao TBS-T (TBS
contendo 0,1% de Tween 20). Em seguida, a membrana era incubada por pelo
menos 12 horas a 4°C, com o anticorpo primario anti-NR2B (anticorpo
policlonal anti-humano feito em coelho), diluido na propor¢cao de 1:100 em
solucdo tampao TBS-T contendo leite em pd desnatado, 5%. Outros anticorpos
primarios usados eram o anti-NR2A (anticorpo policlonal feito em coelho)
diluido na proporcao de 1:200, o anti-NR1 (anticorpo policlonal feito coelho) na
dilui¢do de 1:300 em TBS-T e o anti-Erk total (anticorpo policlonal feito em

coelho) na diluigao de 1:5000.
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A membrana, previamente incubada com anticorpo primario para as
subunidades do receptor NMDA, era lavada em solucdo TBS-T trés vezes por
10 minutos e entdo incubada com o anticorpo secundario (anti-coelho diluido na
propor¢ao de 1:3000 em solugdo TBS-T, conjugados a peroxidase, contendo
leite em pd desnatado, 5%) por uma hora, a temperatura ambiente. Em seguida,
as membranas eram lavadas da seguinte maneira: 2 lavagens com TBS-T por 10
minutos e por tltimo uma lavagem com TBS apenas por mais 10 minutos.

A 1munodeteccdo das subunidades NR2B, NR2A, NR1 e da Erk total
eram promovidas pela reacdo quimioluminescente do sistema ECL para western
blotting (Amersham-Pharmacia). Apos a incubagdo da membrana com uma
mistura de solucdes de detec¢do por 4 minutos a temperatura ambiente, o
excesso do reagente era retirado com cuidado € a membrana era, entdo,
envolvida em filme de PVC e exposta imediatamente ao filme Hyperfilme
(Amersham Biosciences UK Ltd ), por curtos intervalos de tempo, que era

revelado para obtencao de uma imagem auto-radiografica adequada.

3.2.6- CAPTACAO DE *CA™

Nos estudos de captagdo, as células eram incubadas primeiramente com

0.5 -1 uCi de *Ca em solucdo de Hanks' sem Mg ™ (NaCl 140mM, KCI 5mM,
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HEPES 20mM, Glicose 4mM, CaCl, 2mM) na situagdo basal e na situacao de
estimulo, glicina (ImM) + NMDA (ImM) eram acrescentados a 37°C no tempo
de 2 minutos. As células eram lavadas duas vezes com Hanks' sem Mg ™, lisadas
com agua ¢ congeladas a -20°C por pelo menos 12 horas. Apds o
descongelamento a radioatividade era medida por cintilacdo liquida. Para os
estudos de regulagdo da captagdo, as células eram pré-incubadas em Hanks' por
10 minutos na presenca ou auséncia de vdarias concentragdes de diferentes
substancias. Em seguida a pré-incubagdo, era procedida a incubacdo como

descrito acima.

3.2.7- TECNICA DE LIGACAO AO RECEPTOR NMDA

Em C3, os pogos eram lavados 2 vezes com 250 ul de solugdo de Hank’s
sem Mg [cloreto de sodio (NaCl) 140mM, cloreto de potassio (KCI) 5mM,
cloreto de calcio (CaCl,.2H,0) 2mM, Hepes 20mM, dextrose 4mm]. Em
seguida, as culturas eram pré-incubadas por 5 minutos com 200 ul de solucao de
Hank’s sem Mg®" contendo glutamato (50 pM) + glicina (50 pM). Para
determinacao da ligagdo inespecifica, MK801 ndo-marcado era adicionado na
concentracio de 50 pM. Apods este tempo, 2nM de [’H] MK801 em Hank's

foram adicionados no volume de 50ul. O volume final era de 250 ul por pogo, €
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o tempo de incubagdo era fixado em 5 minutos, apds a realizagdo de uma curva
de tempo. Dessa forma, as células eram incubadas por tempo determinado e a
ligagdo interrompida com lavagens com Hank’s sem Mg”" e lise com 250 ul de
agua.

3.2.8- DETERMINACAO DO TEOR DE RADIOATIVIDADE

Apobs o experimento, as placas eram mantidas por 24 horas na temperatura
de -20°C. Apos este tempo, os produtos da lise das células eram descongelados e
recolhidos, uma aliquota de 200 pl transferida para filtro GF/B que era levado a
estufa a 100°C por 30 minutos. ApoOs secos, os filtros eram colocados em 4mL
de liquido de cintilagdo (tolueno + PPO) e armazenados em vials. Assim, a
radioatividade era contada por cintilacdo liquida. O resultado em cintilagdes por
minuto (cpm) era convertido para fentomoles/ mg de proteina.

A dosagem de proteina em cada situacao foi realizada de acordo com o

método de Lowry et al., (1951).

3.2.9-ENSAIO DE EXCITOTOXICIDADE

O meio BME ndo possui glutamato em sua composi¢do. Assim, culturas
mantidas neste meio compdem um modelo experimental para o estudo da

excitotoxicidade induzida por glutamato. Em C3 as culturas purificadas
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plaqueadas com BME eram pré-incubadas com glutamato 1mM por 8 horas. O
tratamento agudo com drogas especificas realizado em C3 precedia 30 minutos a
pré-incubagdo de 8 horas com glutamato ImM. Posteriormente, as culturas eram
lavadas 2 vezes com Hank’s e fixadas por 1 hora com 1 mL de glutaraldeido
2.5% (Fluka Chemie). Culturas de grupos controle (sem tratamento) eram feitas
em paralelo na presenga do mesmo fixador. Logo em seguida as placas eram
lavadas 5 vezes com agua milli-q deixando 1 mL na placa na ultima lavagem.
As placas de cultura de neurdnios eram ajustadas em microscopio de fase
invertido e sete campos de 0,114 mm? eram aleatoriamente escolhidos dentro da
placa para fazer-se a contagem do numero de células em cada grupo
experimental. Do nimero de células dos sete campos contados era tirada a
média e desvio padrao da média (S.E.M.). As células foram consideradas vivas
quando elas mostravam morfologia normal com ou sem processos. Os valores
para cada dado eram posteriormente normalizados para o grupo controle de cada

experimento.
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4.0-RESULTADOS

4.1- RECEPTOR A, DE ADENOSINA MODULA A EXPRESSAO DA
SUBUNIDADE NR2B

Baseado em estudos prévios realizados no laboratério que revelaram a
ocorréncia da diminui¢io de cerca de 40% da ligagdo do *H MK-801, quando as
culturas eram tratadas por 48 horas (desde C1) com adenosina (100uM),
levantamos a hipotese de que a expressdo da subunidade NR2B poderia também
estar efetivamente sendo controlada pelo sistema purinérgico (Ferreira e Paes-
de-Carvalho, 2001).

De fato, os nossos resultados sugerem aumento da expressio da
subunidade NR2B em culturas tratadas com DPMA, um agonista do receptor
A,, de adenosina, quando as culturas sdo tratadas por longo tempo (figura 7). A
quantificacdo e analise dos blots podem ser observadas na figura 7B. Além
disso, ¢ interessante observar que o tratamento cronico com ifenprodil, um

ligante da subunidade NR2B, gerou também um aumento da deteccdo desta
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subunidade (fig 7A e B). A ligagdo do ifenprodil a subunidade NR2B por 72
horas, provoca o aumento da expressdo dessa proteina por um provavel efeito de
“up regulation” de receptores NMDA.

O aumento da expressao da subunidade NR2B induzido pelo DPMA
ocorre via ativagdo do receptor A, de adenosina. A figura 8 mostra
experimentos de western blot nos quais a deteccdo da subunidade NR2B foi
diminuida quando as culturas eram tratadas com ZM-241385 , um antagonista
seletivo do receptor Ay, de adenosina. Esta inibicdo da expressao da subunidade
NR2B com a incubagdao com ZM-241385 sugere que esteja sob controle da
adenosina endogena liberada pelas células em cultura. Além disso, ¢ possivel
observar que o tratamento cronico com ZM-241385 foi capaz de bloquear

fortemente o efeito do DPMA no aumento da expressdao da subunidade NR2B.
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Figura 7. Efeito do DPMA e ifenprodil cronicos sobre a expressdo das subunidades NR2B.
(A) Figura representativa de imunoblot para a subunidade NR2B. As bandas representam o
controle em C4 enquanto e culturas tratadas com ifenprodil (100nM) ou DPMA (100nM) por
72 horas, respectivamente. (B) Quantificacdo da densidade Optica das bandas correspondentes
a proteina NR2B em culturas pré-tratadas com ifenprodil (100nM) e DPMA (100nM). O
tratamento com DPMA nesta condicdo aumentou a expressdo da subunidade NR2B para
189,8+17,6% do controle (n=10) e o ifenprodil aumentou para 150,0+7,3% do controle (n=4).
As barras representam o erro padrio da média (EPM). Os asteriscos (*), (**) e (***)

representam: p<0.05, p<0,01 e p<0.001, respectivamente.
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Figura 8. Efeito do DPMA e ZM-241385 cronicos sobre a expressdo das subunidades NR2B.
(A) Figura representativa de imunoblot para a subunidade NR2B e ERK-Total. As bandas
representam o controle em C4, culturas tratadas com DPMA (100nM), ZM-241385 (100nM)
e DPMA (100nM)+ ZM-241385 (100nM) por 72 horas, respectivamente. No tratamento com
DPMA+ZM-241385 por 72 horas, ZM-241385 (100nM) foi adicionado na cultura uma hora
antes de acrescentar o DPMA (100nM). (B) Quantificagdo da densidade optica das bandas
correspondentes a proteina NR2B em culturas pré-tratadas com DPMA (100nM), ZM-241385
(100nM) e DPMA (100nM)+ ZM-241385 (100nM). O tratamento com DPMA nesta condi¢do
aumentou a expressdo da subunidade NR2B para 189,8+17,6% do controle (n=10), o ZM-
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241385 bloqueou para 52,2+5,6% do controle (n=2) e o tratamento do DPMA (100nM)+ ZM-
241385 (100nM) aumentou para 114,6+4,3% do controle (n=2). As barras representam o
EPM (DPMA) ou desvio da média (outras condi¢des). Os asteriscos (***) representam

p<0.001.

4.2- EFEITO DOS TRATAMENTOS AGUDO E CRONICO COM
IFENPRODIL NA LIGACAO DE (*H) MK-801 AO RECEPTOR NMDA

Inicialmente foram realizados experimentos de ligagio do CH) MK-801
ao complexo receptor NMDA em culturas mistas tratadas agudamente por 25
minutos com ifenprodil, um composto capaz de ligar-se as subunidades NR2B
do receptor NMDA. Foi observada uma diminui¢ao maior que 80% em relacao
ao controle, da ligacio do (CH) MK-801 ao receptor NMDA (fig.9). Esse
resultado sugere que pelo menos parte dos receptores NMDA presentes nas
culturas contém a subunidade NR2B em sua composigao.

Por outro lado, quando as culturas eram incubadas por pelo menos 48
horas com ifenprodil, observamos um aumento na ligagio de CH) MK-801 ao
receptor NMDA (figura 10), sugerindo um aumento na expressdo desses
receptores induzida pelo bloqueio cronico da subunidade NR2B. Este resultado
torna mais claro a participacao desta subunidade no controle da expressao do
receptor ¢ a importdncia de sua participagdo nos processos envolvendo o

receptor.
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Figura 9: Experimento de ligagdo de (*H) MK-801 4nM a receptores NMDA em cultura mista
(E8C3) incubada agudamente (25 minutos) com Ifenprodil 10uM. O tratamento com
ifenprodil nesta condicdo diminuiu a ligagio do (‘H) MK-801 ao receptor NMDA para
7,8+2,6% do controle. Este grafico se refere a dois experimentos realizados em duplicatas +

desvio da média.
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Figura 10: Experimento de ligagio de ("H) MK-801 4nM a receptores NMDA em cultura
mista (E8C3) tratada por 48 horas com Ifenprodil 100nM. O tratamento com ifenprodil nesta
condi¢io aumentou a ligagio do (*H) MK-801 ao receptor NMDA para 119.7+2,2% do
controle. Este grafico se refere a dois experimentos realizados em duplicatas + desvio da

média.
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43- EFEITO DOS TRATAMENTOS AGUDO E CRONICO COM
IFENPRODIL NO INFLUXO DE ®CA" PELO RECEPTOR NMDA

O efeito agudo do bloqueio da subunidade NR2B no influxo de *Ca™
estimulado por NMDA+glicina nas culturas mistas de retina mostrou um
bloqueio quase total quando 10 minutos antes de serem expostas ao NMDA +
glicina as células eram incubadas com ifenprodil. O influxo diminuiu de 317,5 +
6,1 % do basal na situagdo controle para 168,3 + 4,4 % do basal na situacdo com
ifenprodil (figura 11). Por outro lado, foi observado que, no quarto dia de
cultura, apds tratarmos as culturas de células com variadas concentragdes de
ifenprodil por 72 horas e estimularmos as culturas com NMDA (ImM) + glicina
(1mM), o influxo de **Ca** aumentou consideravelmente nas células pré-tratadas
com ifenprodil em relacdo ao controle, sugerindo aumento da quantidade de
receptores NMDA localizados na superficie celular, um evento de “up
regulation” em resposta a inibicdo cronica da subunidade NR2B, neste

experimento as células foram lavadas duas vezes antes de serem expostas ao

NMDA + glicina (figura 12).
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. 4 +2 .
Apesar do aumento no influxo de *Ca™ estimulado por receptores
NMDA, a concentragdo que passamos a usar em nhossos tratamentos cronicos

(100nM) nao causava qualquer efeito visivel de toxicidade sobre as células (fig.

13).
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Figura 11: Efeito do tratamento agudo de culturas mistas com Ifenprodil (10 minutos) no
influxo de *Ca*™ por estimulag¢io do receptor NMDA. NMDA (ImM) + glicina (1mM) foram
aplicados as culturas por 2 minutos na presenca de Hank’s com *Ca™ (luci) para

determinagdo do estimulo. O nivel basal foi medido a partir da incubacdo de Hank’s com
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#Ca™ (1pci) na auséncia de NMDA + glicina. Os dados foram obtidos de dois experimentos

representativos realizados em duplicata. As barras representam o desvio da média.
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Figura 12. Efeito do tratamento cronico (72 horas) de culturas mistas com vérias
concentragdes de ifenprodil no influxo de **Ca’ por estimulagio do receptor NMDA. NMDA
(1mM) + glicina (ImM) foram aplicados as culturas por 2 minutos na presenga de Hank’s
com *Ca™ (lpci) para determinagdo do estimulo. O nivel basal foi medido a partir da
incubagio de Hank’s com *Ca™ (luci) na auséncia de NMDA + glicina. Os dados foram
obtidos de dois experimentos realizados em duplicata. As barras representam o desvio da

média. Os dados sem barra representam resultados unicos.
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Figura 13: Cultura em monocamada no oitavo dia de cultivo. Em (A) controle e (B)
tratamento cronico por 7 dias com ifenprodil (100nM). A escala da barra representa 10

micrometros.

4.4- EFEITO DO TRATAMENTO CRONICO COM IFENPRODIL E
DPMA NA EXPRESSAO DAS SUBUNIDADES NR2A E NR1

Quando a expressao da subunidade NR2A foi observada apds pre-
tratamento com ifenprodil por 72 horas, notamos uma diminuicdo na detec¢do
da proteina de 16.9+5.2% do controle (n=3) (fig.14A). A medida da densidade
optica € mostrada em forma de grafico (figura 14B). No mesmo experimento
podemos notar uma queda na detec¢ao da subunidade NR2A de 24.4+6,0% do
controle (n=6) quando as células eram pré-tratadas com o antagonista do canal
do receptor, MK-801. Além disso, ao contrario do efeito observado para

subunidade NR2B (figuras 7 e 8), ap6s o pré-tratamento com DPMA por 72
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horas foi observada uma diminuicao significativa na detec¢do da expressdao das
subunidades NR2A e NRI1 (figura 15). A quantificagdo e andlise das mesmas
podem ser observadas na figura 15B onde o tratamento com DPMA promoveu
diminuicdo da expressdo da subunidade NR2A para 62,7+0,4% do controle
(n=2) e a expressao da subunidade NR1 também teve uma inibicdo para
70,3+7,0% do controle (n=7).

E interessante notar que o bloqueio cronico da subunidade NR2B com o
antagonista ifenprodil pode ndo s6 controlar a quantidade de novos receptores na
membrana das células, como evidenciado pela ligacdo do ("H) MK-801, mas

também ¢ capaz de controlar a expressao de outras subunidades do receptor.

45- EFEITO DO TRATAMENTO CRONICO COM MK-801 E
INFENPRODIL NA EXPRESSAO DA SUBUNIDADE NR1

Quando os mesmos tratamentos foram usados na pesquisa da subunidade
NR1 encontramos um efeito similar ao demonstrado para a subunidade NR2A
(fig. 16A e 16B). O pré-tratamento com MK-801 promoveu uma queda na
deteccao da subunidade NR1 de 26,9+10,1% quando comparado com o controle
(n=3). No entanto, o pré-tratamento com ifenprodil ndo produziu efeito
significativo na expressao desta subunidade (7,9£3.1% do controle, n=3). Como
existe um aumento na ligagdo de CH) MK-801 com o tratamento com ifenprodil,
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o aumento das subunidades NR2B e a diminui¢cdo das NR2A comporiam junto

com as subunidades NR1 obrigatorias, novos arranjos das subunidades do

receptor.
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Figura 14. Efeito do MK-801 e Ifenprodil na expressao da subunidade NR2A. (A) imunoblot
para a subunidade NR2A nas diversas condi¢gdes. (B) quantificagdo da densidade Optica das
bandas correspondentes a proteina NR2A. O tratamento com MK-8001 nesta condigdo
diminuiu a expressao da subunidade NR2A para 75,6+5,8% do controle (n=6) e o ifenprodil

bloqueou para 83,1+5,2% do controle (n=3). As barras representam o EPM. Todas as drogas
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NR2A

foram usadas por um periodo de 72 horas com MK-801 (1uM) e Ifenprodil (100nM). Os

asteriscos (*) e (**) representam p<0.05 e p<0,01, respectivamente.
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Figura 15. Efeito do DPMA na expressdo das subunidades NR2A e NR1. (A) imunoblot para
as subunidades NR2A e NRI1 nas condi¢des acima descritas. (B) quantificagdo da densidade
optica das bandas correspondentes as proteinas NR2A e NR1. O tratamento com DPMA nesta
condi¢do diminuiu a expressdo da subunidade NR2A para 62,7+0,4% do controle (n=2), e a
expressdo da subunidade NR1 também teve uma inibi¢do para 70,3+7.0% do controle (n=7).

O tratamento com DPMA (100nM) foi feito por um periodo de 72 horas. As barras
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representam o desvio da média (NR2A) e EPM (NR1). Os asteriscos (***) representam:
p<0.001.
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Figura 16. Efeito do MK-801 e Ifenprodil na expressao da subunidade NR1. (A) imunoblot
para a subunidade NR1. (B) quantificagdo da densidade optica das bandas correspondentes a
proteina NR1. O pré-tratamento com MK-801 promoveu uma queda na detec¢do da
subunidade NR1 de 26,9+10.1% do controle (n=3), ¢ o tratamento com ifenprodil provocou
para um aumento nao-significativo na expressdo da subunidade de 7,8+3.1% do controle

(n=3). Todas as drogas foram usadas por um periodo de 72 horas e as concentra¢des foram
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MK-801 (1uM) e Ifenprodil (100nM). As barras representam o EPM. O asterisco (*)

representa: p<0.05.

46- EFEITO DA INCUBACAO CRONICA E AGUDA COM
IFENPRODIL NA PREVENCAO DA MORTE INDUZIDA PELO
GLUTAMATO EM CULTURAS PURIFICADAS DE NEURONIOS

Experimentos realizados em culturas purificadas de neurénios que foram
submetidas ao tratamento cronico e agudo com ifenprodil interessantemente
mostraram diferentes efeitos na prevencdo da excitotoxicidade neuronal
induzida pelo tratamento com glutamato (1mM) por 8 horas (figura 17A). Na
figura 17B ¢ possivel observar que o tratamento com glutamato por 8 horas
provocou uma morte de 61,6=7,3% do controle (n=5), enquanto que nas culturas
pré-incubadas por 30 minutos com ifenprodil (10uM) ocorreu um bloqueio
parcial da excitotoxicidade e a morte das células tratadas com glutamato passou
para 22,6+6,3% do controle (n=5). Ao contrario, o pré-tratamento cronico por
72 horas com ifenprodil (100nM) (fig.17C) produziu uma morte celular de
38,3+ 4,3% do controle (n=3) e nao foi capaz de prevenir o efeito excitotoxico
provocado pelo glutamato, promovendo uma morte de 53,0+£10,1% do controle

(n=3). A protecdo observada no tratamento agudo com ifenprodil corrobora a
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importancia da presenca e atividade da subunidade NR2B na determinac¢do dos

processos de morte e sobrevida das células neuronais.
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Figura 17. Efeito da incubacdo cronica e aguda com ifenprodil na preven¢ao da morte
induzida pelo glutamato em culturas purificadas de neurdénios. (A) Cultura purificada de
neurdnios no terceiro dia de cultivo. As setas amarelas apontam os neuronios e as laranjas os
fotorreceptores. Em (1) controle, (2) tratamento com glutamato (1mM) por oito horas, (3)
tratamento com ifenprodil (10uM) por 30 minutos, (4) cultura pré-tratada com ifenprodil
(100nM) 30 minutos antes da incubagao com glutamato (ImM), (5) tratamento com ifenprodil
(100nM) por 48 horas, (6) pré-tratamento com ifenprodil (100nM) 48 horas antes da
incubacdo com glutamato (ImM). Em (B) e (C) esta mostrada a quantificagdo da contagem do
numero de células. As células foram consideradas vivas quando mostravam morfologia
normal com ou sem processos. Todos os tratamentos com o glutamato (1mM) foram por 8
horas. A seta amarela representa um neurdnio e a seta vermelha um fotorreceptor. As barras
representam o EPM. Os asteriscos (*), (**) e (***) representam p<0.05, p<0,01 e p<0.001,

respectivamente. A escala da barra representa 20 micrémeros.
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5- DISCUSSAO

Os resultados apresentados no presente trabalho usando culturas de
c€lulas da retina de embrido de galinha confirmaram a presenga de receptores do
tipo NMDA em nosso modelo experimental. Dados anteriores demonstraram o
efeito neuroprotetor da adenosina na toxicidade desencadeada por glutamato
(ImM) oferecido as células. Foi observado que o tratamento cronico com
DPMA (100nM) ou CGS21680 (100nM), agonistas seletivos de receptores Asa,
em culturas purificadas de neurdnios, prevenia a morte induzida pelo glutamato
via receptor NMDA. O tratamento com CHA (100nM), um agonista seletivo do
receptor A; de adenosina, nao promoveu qualquer efeito neuroprotetor,
demonstrando a importancia da participagdo do receptor A,, de adenosina na
ativacao direta da adenilil ciclase nesse fendomeno (Ferreira e Paes-de-Carvalho,
2001). Em trabalho anterior, foi demonstrado que o tratamento cronico com
agonistas de receptores A,, promove um decréscimo na deteccdo da proteina
correspondente a subunidade NR1 do receptor NMDA. Uma vez que esta
proteina ¢ obrigatoria na composicdo de canais funcionais, sua diminui¢dao
sugere uma diminui¢do da expressao dos receptores NMDA. Entretanto, uma
davida permanecia quanto a expressdo das subunidades NR2. A ligagdo da

subunidade NR2B a proteina PSD95 (Gardoni et al., 2002) ¢ um fator que
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contribui positivamente para os mecanismos de protecdo contra a atividade
sustentada do receptor NMDA, ja que esta ligacdo inibe a fosforilagdo do
receptor por proteinas cinases que o ativam (Gardoni et al., 2002). Desta forma,
o resultado do aumento da expressao da subunidade NR2B quando as células
eram tratadas por tempo cronico com o agonista de receptores A,, sugere
fortemente que o mecanismo de neuroprotecdo envolve além do ja descrito
decréscimo da expressao da subunidade NRI1 (Ferreira, J.M. e Paes-de-
Carvalho, R. em preparagdo), o controle positivo da expressao de subunidades
NR2B e negativo de NR2A. Observamos ainda com o tratamento cronico com
ZM-241385 (100nM), um antagonista seletivo de receptores A4, foi capaz de
inibir o efeito anteriormente promovido pelo DPMA, o que confirma a
especificidade do agonista do receptor A,,. Além disso, outro resultado
observado quando as células eram tratadas por longo tempo com DPMA
(100nM) foi a diminuicao da expressao da subunidade NR2A, o que corrobora
com dados da literatura que caracterizam esta subunidade como a mais
envolvida no processo de excitotoxicidade (Gardoni et al., 2002).

A expressao da subunidade NR2B ¢ maior no inicio do desenvolvimento
do sistema nervoso com gradual substituigdo pela subunidade NR2A (Cristovao
et al., 2002). Gardoni e colaboradores em 2002 demonstraram que o “knock-
out” da proteina PSD-95 em culturas de células hipocampais com

predominancia da expressdo da proteina NR2B ndo era capaz de desencadear
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morte nestas células. Entretanto, com o envelhecimento destas culturas ocorre a
resposta excitotoxica, justamente quando aumenta a expressao de subunidades
NR2A. E interessante notar que, seguindo esta logica, a permanéncia da
expressao das subunidades NR2B ¢ benéfica aos sistemas. O que esta
permanéncia pode trazer de comprometimento das fun¢des desempenhadas por
estes sistemas, tanto no campo fisioldgico quanto comportamental, ainda precisa
ser mais bem descrito. Sabe-se, por exemplo, que em pacientes portadores de
doenca de Alzheimer a regido intracelular da subunidade NR1 apresenta uma
alteragdo. Esta falha na subunidade parece determinar também a diminuicao da
expressao das subunidades NR2, no hipocampo, regido das mais afetadas na
doenca de Alzheimer, ocorrendo uma extensa diminuicdo da deteccdo do
receptor NMDA formado por associacdo das subunidades NR1 e NR2B,
alteracdes estas que podem estar associadas a degeneragdo de células neuronais
observadas na patologia (Hynd et al., 2004). Além disso, a expressdo das
subunidades NR2 presentes no receptor NMDA pode determinar a sua
localizacdo no SNC. Tovar e Westbrook (1999) demonstraram em culturas de
neurdnios hipocampais que os receptores NMDA sinapticos e extrasinapticos
ndo apresentam a mesma sensibilidade ao bloqueio com o ifenprodil, um
antagonista seletivo da subunidade NR2B. Esta diferenca acontecia devido ao
aumento da expressdao de receptores NMDA contendo a subunidade NR2A na

regido sinaptica sobrepondo a quantidade de subunidade NR2B em estagios
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mais tardios do desenvolvimento. Dessa maneira, qualquer alteracdo nos
mecanismos que regulam adequadamente os estimulos responsaveis pela escolha
da subunidade expressa e a sua localizacido no SNC poderia gerar danos no
funcionamento do receptor NMDA. Existem trabalhos que apontam diferencas
no processo de endocitose e mobilidade lateral do receptor NMDA de acordo
com a subunidade NR2 presente no canal (Carroll e Zukin., 2002; Lavezzari et
al., 2004). As implicagdes fisiologicas da existéncia de uma populacdo de
receptores nos neurdnios em desenvolvimento ainda nio sdo claras. A rapida
dispersdo destes receptores em sinapses inativas pode ser capaz de remover
receptores nao funcionais, levando em ordem de minutos ao fortalecimento
sinaptico. De acordo com o trabalho revisado por Carroll e Zukin (2002), em
sinapses imaturas os receptores contendo as subunidades NR1 ¢ NR2B sao
predominantes, apresentando alta mobilidade na membrana com uma maior
inser¢do em sitios extrasinapticos, além de um rapido processo de
internalizagdo. Ao passo que, o complexo formado pelo arranjo com NRI1 e
NR2A ¢ mais abundante nos sitios sinapicos em sinapses maduras. Ambas as
subunidades NR2B e NR2A contém sitios especificos relacionados a proteina
adaptadora endocitica (AP-2), responsdvel pelo processo de endocitose
dependente de clatrina. Entretanto, a internalizagdo da subunidade NR2B ¢ mais

regulada pela associacdo com a PSD-95, enquanto a defosforilagdo dos residuos
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tirosina da cauda C-terminal da subunidade NR2A ¢ o que modula fortemente a
sua associacao com AP-2.

Os resultados obtidos neste trabalho em relagdo ao controle da expressao
da subunidade NR2B associados aos dados da literatura foram interessantes. O
proximo passo entdo foi testar se a manipulagao da subunidade NR2B através da
utilizagao de antagonistas promoveria algum efeito no funcionamento geral do
receptor. Quando realizamos o experimento de ligagdo do (CH) MK-801 ao
receptor NMDA em culturas pré-tratadas cronicamente por 48 horas com
ifenprodil (100nM), foi possivel observar um aumento na ligacdo de
aproximadamente 19%. Algumas hipdteses surgem a partir deste dado, como
por exemplo, um efeito de “up regulation”, um aumento da incorporagao de
receptores NMDA, podendo ser pelo aumento do recrutamento de receptores
prontos para serem incorporados na membrana ou ainda o aumento da sintese
protéica para formagdo intracelular de mais receptores que serdo encaminhados
4 membrana. E ainda interessante observar que o tratamento agudo por 25
minutos com o ifenprodil (10uM) decresce a ligagio do (CH) MK-801 ao
receptor NMDA para 7,8% do controle. Esse resultado sugere a importancia da
funcionalidade da subunidade NR2B no controle da atividade do receptor, ja que
seu bloqueio em condigdes distintas provoca efeitos importantes na atividade do

canal.

66



Uma outra alternativa para explicar o caminho mais correto para o
desenrolar desses eventos seria investigar como estaria o influxo de célcio
nessas culturas tratadas com ifenprodil. Observamos o aumento do influxo de
®Ca™ em células submetidas a inibicdo da subunidade NR2B com ifenprodil
por um longo tempo (72 horas), sugerindo que esta subunidade participe
efetivamente no controle da expressdao do receptor NMDA. Esse aumento do
influxo de *Ca" provocado pelo bloqueio cronico da subunidade NR2B
depende da concentragdo do ifenprodil utilizado nos tratamentos. Entretanto, ja
na concentragao de 100 nM de ifenprodil observamos o efeito maximo da droga.

Em contrapartida, o tratamento agudo com ifenprodil provocou
diminuicdo do influxo de *Ca’™ via receptor NMDA (fig 11). A diminuicdo do
influxo de *Ca™ provocado pelo bloqueio agudo da subunidade NR2B sugere o
possivel envolvimento da sua atividade na regulacdo do funcionamento do
complexo receptor NMDA nas nossas culturas. Além disso, € interessante
observar que altas concentracoes (10uM) do ifenprodil causaram toxicidade as
células em cultura quando este antagonista foi aplicado cronicamente (dado nao
mostrado), mas nao agudamente. A concentracdo de ifenprodil que utilizamos
em nossas culturas em tratamentos cronicos (100nM) ndo exerce efeito toxico
como observado anteriormente (fig. 13). O efeito observado em altas
concentracdes pode ser explicado por ligagdo inespecifica desta droga em sitios

de outras subunidades e ndo apenas na subunidade NR2B. Na literatura existe
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um numero crescente de trabalhos que estudam como as propriedades
farmacoldgicas e fisiologicas dos receptores NMDA se comportam de acordo
com a composi¢do de suas subunidades. Segundo Nagy e colaboradores em
2004, os arranjos formados pelas NR2 conferem distintas caracteristicas nas
propriedades do bloqueio ao ion magnésio, na cinética de dessensibiliza¢do, na
afinidade aos agonistas e antagonistas, na endocitose e nos efeitos de
fosforilagdo. De acordo com Cull-Candy e colaboradores em 2001, receptores
NMDA contendo subunidades NR2A ou NR2B geram canais de alta
condutincia e com baixa sensibilidade ao bloqueio extracelular pelo Mg,
enquanto receptores contendo as subunidades NR2C e NR2D formam canais
com baixa condutincia e sensibilidade ao bloqueio extracelular pelo Mg**. Além
disso, ja foi demonstrado que a co-expressao de subunidades NR3A ou NR3B
com NRI e NR2 em sistemas de expressdo recombinante reduz a
permeabilidade ao cdlcio e diminui a corrente via receptor NMDA (Ciabarra et
al., 1995; Nishi et al., 2001; Chatteron et al., 2002).

Quando analisamos a expressdo da subunidade NR2B em relacdo as
outras subunidades que compdem o receptor NMDA pela técnica de western
blot, observamos que a detec¢ao dos niveis de expressdao destas proteinas foi
alterada. O tratamento crénico com ifenprodil (100nM) por 72 horas promoveu
uma diminui¢do na expressao da subunidade NR2A, ndo alterando os niveis da

subunidade NR1. Além disso, foi capaz de aumentar a expressao da subunidade
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NR2B, sugerindo o aumento da incorporagdo de receptores NMDA contendo a
subunidade NR2B, ndo necessariamente pelo aumento da localizagdo de
receptores na membrana.

Sabe-se que o influxo de Ca™ excessivo via receptor NMDA pode
desencadear morte neuronal. Assim, o uso de antagonistas poderia bloquear o
efeito de excitotoxicidade. Quando observamos o efeito neuroprotetor do DPMA
na toxicidade desencadeada por glutamato em culturas purificadas de neur6nios
e no aumento da expressio da subunidade NR2B em culturas mistas,
investigamos se estes efeitos estariam interligados. Zhang e colaboradores em
2000 demonstraram, em culturas purificadas de neurdnios da retina de rato, que
o tratamento agudo (10 minutos) com ifenprodil (10uM) foi capaz de prevenir a
toxicidade induzida pelo tratamento por 1 hora com glutamato (ImM). Em
contrapartida, o mesmo tratamento com Ifenprodil ndo foi capaz de inibir a
neurotoxicidade induzida pelo tratamento por 1 hora com Kainato (1mM),
agonista de receptores AMPA/Kainato, indicando a seletividade do ifenprodil
pela subunidade NR2B do receptor NMDA. No nosso modelo, o pré-tratamento
cronico (48 horas) com 100 nM de ifenprodil (fig.17C) produziu uma morte
celular similar a induzida pelo glutamato e ndo foi capaz de prevenir o efeito
excitotoxico, enquanto que o tratamento agudo das culturas (30 minutos) com

ifenprodil (10 uM) promoveu um bloqueio da excitotoxicidade por glutamato.
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Assim, o bloqueio agudo da subunidade NR2B promoveu no tratamento
com glutamato um menor dano celular quando comparado ao tratamento
cronico. Acreditamos que o tempo de tratamento com ifenprodil possa
influenciar no comportamento da expressao da subunidade NR2B e na formacgao
dos receptores NMDA. O efeito na prevenc¢do da excitotoxicidade observado no
tratamento agudo com ifenprodil sugere que a atividade do receptor NMDA foi
fortemente diminuida, o que corrobora com os nossos outros resultados onde
demonstramos com 0 mesmo tratamento a diminuicdo do influxo de Ca™ e o
bloqueio da ligacdo do (H) MK-801 ao receptor NMDA. A perda deste efeito
neuroprotetor observado no tratamento crénico com ifenprodil propde o
aumento na expressao de novos receptores NMDA na membrana, relacionando-
se com os efeitos do aumento do influxo de Ca™ e da ligagdo do (CH) MK-801
ao receptor NMDA citados acima. Por conseguinte, ¢ interessante ressaltar que a
presenca e a atividade da subunidade NR2B na determinacdo dos processos de
morte e sobrevida das células neuronais apresentam, de acordo com os nossos
resultados, um maior destaque em relacdo as outras subunidades presentes no
receptor NMDA, provavelmente devido a wuma atividade regulatoria,
principalmente, da subunidade NR1.

O papel da subunidade NR2B na composi¢do do receptor NMDA
demonstra a presenca fundamental desta subunidade na formacdo dos canais

receptores NMDA, atribuindo a estas proteinas atividades de controle protetor
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de atividade deste receptor, fundamental no desenvolvimento e manutencao de
atividade do SNC. Uma vez que a adenosina tem papel regulatorio sobre a
atividade do receptor NMDA e demonstra ter um controle positivo da expressao
das subunidades NR2B, ja descrita como sendo fundamental em processos de
neurotoxicidade, ¢ possivel que a adenosina tenha papel regulador da expressao
de genes das subunidades do receptor NMDA.

A figura 18 mostra um esquema onde sugerimos, de acordo com 0s nossos
resultados, como o bloqueio da subunidade NR2B estaria interferindo nos
mecanismos que controlam a expressao € a funcionalidade do receptor NMDA.
Em resumo, o bloqueio crénico da subunidade NR2B sinaliza para a célula a
auséncia de receptor NMDA funcional na membrana, pois a atividade do canal
foi bloqueada pelo tratamento com ifenprodil (1), assim ocorre a liberagao do
reticulo endoplasmatico de novos arranjos contendo em maior propor¢dao a
subunidade NR2B (2), provocando um provavel efeito de “up regulation” de
receptores NMDA contendo a subunidade NR2B (3). O funcionamento
excessivo (4) destes novos receptores NMDA promove o aumento do influxo de
Ca” (5), deflagrando um processo de neurotoxicidade (6). No tratamento agudo
com o ifenprodil, o rédpido bloqueio da subunidade NR2B (1) promove a

diminui¢do do influxo de Ca*" o que conduz a prevencgio da excitotoxicidade (2).
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A Tratamento crénico
Com

fenprodil 4 Funcionamento excessivo
(-—1 ‘_i--"!' Receptor NMDA,
# 1L

i Receptor NMDA —~
Na* mrzesnRy) (a7

B Tratamento agudo com
Ifenprodil l [Ca'?]i

N Prevengao da excitoxicidade

Na 1

Ca*

Receptor NMDA,

Fig. 18. Esquema de mecanismo excitotoxico e neuroprotetor desencadeado pelo tratamento
com ifenprodil. (A) o tratamento cronico com ifenprodil aumenta os niveis de expressao (2, 3)
e ativagdo de receptores NMDA (4) deflagrando o mecanismo excitotoxico (5 e 6). (B) o
tratamento agudo com ifenprodil bloqueia brevemente a atividade dos receptores NMDA (1)

diminuindo o influxo de Ca*" prevenindo a excitotoxicidade (2).
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6- CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho os resultados obtidos sugerem fortemente que o
bloqueio da subunidade NR2B promova alteracdes na funcionalidade do
receptor NMDA de forma antagonica quando comparamos os tratamentos agudo
e cronico com o ifenprodil. Este comportamento funcional do receptor reflete a
presenga da subunidade NR2B de forma significativa na composi¢do dos
receptores funcionais em nosso modelo experimental, fato que ¢ corroborado
pela detec¢do da proteina desta subunidade no western blot. Além disso, o
bloqueio cronico da subunidade NR2B alterou a expressdo das outras
subunidades que compdem o canal. Os mecanismos envolvidos neste efeito
ainda nao estdo esclarecidos. Desta forma, a realizacdo de mais experimentos ¢
fundamental no sentido de descrever com maiores detalhes a proposta deste
trabalho.

O aumento do influxo de Ca** observado quando da incubacdo cronica
com ifenprodil sugere um aumento geral do nimero de receptores disponiveis na
membrana, uma vez que ocorre um aumento da expressao das subunidades NR1
e NR2B, além do aumento na ligagio do [’H] MK801 ao receptor NMDA.

E importante lembrar que resultados anteriormente obtidos no laboratério

demonstraram a participa¢do do sistema purinérgico no controle do receptor
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NMDA, que contribui para a protecdo da excitotoxicidade disparada pelo
glutamato. O efeito da adenosina na sobrevida das células foi desencadeado por
ativagdo cronica dos receptores A,, de adenosina. O aumento da expressao da
subunidade NR2B em culturas submetidas a tratamento cronico (72 horas) com
DPMA, um agonista de receptor A,, sugere o envolvimento do sistema
purinérgico no controle da expressdo da subunidade NR2B do receptor NMDA.
Entdo, a partir destes dados, torna-se cada vez mais interessante o estudo da
regulacdo da expressdo do receptor NMDA e seu envolvimento no evento
excitotoxico. Portanto, fatores que promovam alteragdes no funcionamento ou
expressao destes receptores, como ¢ o caso dos efeitos provocados pelo bloqueio
da subunidade NR2B na atividade do receptor NMDA, representam subsidios
que devem ser explorados em fun¢do do entendimento do efeito neuroprotetor

ou neurotoxico que envolve o receptor glutamatérgico do tipo NMDA no SNC.
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7 —PERSPECTIVAS

Como mostrado por Fukaya e colaboradores em 2003, o knockout para a
subunidade NRI1 bloqueia a insercdo do complexo receptor NMDA na
membrana, evidenciando a necessidade da co-expressdo e associagdo das
subunidades para saida do reticulo endoplasmatico e inser¢do nas sinapses. O
controle da expressdao da subunidade NR2B pelo sistema purinérgico pode entao
promover variacoes na expressao das subunidades NR1 e NR2A do receptor
NMDA. Uma das possibilidades que surge do controle da expressdo da
subunidade NR2B pela ativacao dos receptores A,, de adenosina é a possivel
ocorréncia de um atraso na maturagdo sindptica, uma vez que a expressao das
subunidades NR2A ¢ inibida. Com estas informagdes, a pesquisa do controle das
subunidades formadoras do receptor NMDA, variando com a atividade do
receptor ou com o bloqueio da subunidade NR2B, torna-se extremamente
interessante e necessaria para o melhor entendimento dos resultados obtidos.
Assim, temos adiante muitas interrogagdes, algumas delas podendo ser
respondidas a partir dos seguintes experimentos:

e Medida da atividade do receptor NMDA através do influxo de *Ca*

na presenga do ifenprodil em diferentes estdgios do desenvolvimento

de células da retina em cultura.
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e Avaliacdo de como a expressao protéica das subunidades NR1, NR2A
e NR2B se apresenta em diferentes estagios do desenvolvimento das

culturas de retina tratadas com ifenprodil ou DPMA.
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