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RESUMO 

V árias evidências sugerem o papel do A TP extracelular na plasticidade sináptica. O A TP pode 
induzir potenciação de longa duração (L TP) e sua participação na fosforilação de proteínas 
extracelulares é considerada um sinal para mudanças de longa-duração na atividade sináptica. O A TP 
evoca respostas através de dois subtipos de receptores P2, P2X e P2Y. As ações sinalizadoras 
induzidas pelo A TP extracelular podem estar correlacionadas à atividade de um grupo de ecto
enzimas, as ectonucleotidases, que promovem a conversão enzimática de ATP, controlando os níveis 
do nucleotídeo na fenda sináptica. O neurotransmissor A TP pode ser hidrolisado até adenosina, um 
neuromodulator importante, pela ação conjugada deste grupo de ectonucleotidases, do qual fazem 
parte uma ecto-ATPase (EC 3.6.1.3), uma ATP difosfoidrolase (apirase, EC 3.6.1.5) e uma 5'
nucleotidase (EC 3.1.3.5). O controle dos níveis de ATP e adenosina promovido pelas 
ectonucleotidases pode ser importante para a modulação dos mecanismos relacionados à plasticidade 
sináptica. Nossos resultados demonstraram que as atividades ectonucleotidásicas são moduladas em 
situações fisiológicas e patológicas capazes de induzir plasticidade sináptica, tais como memória e 
epilepsia. A ATP difosfoidrolase e a 5'-nucleotidase de sinaptossomas de hipocampo apresentam-se 
inibidas imediatamente após sessão de treino na tarefa de esquiva inibitória em ratos. Além disso, uma 
diminuição significativa na hidrólise do A TP foi também observada 30 minutos após a sessão de 
treino na tarefa. As atividades enzimáticas estudadas não demonstraram diferenças significativas após 
a sessão de teste na tarefa de esquiva inibitória. Nossos resultados indicaram que a modulação das 
atividades ectonucleotidásicas pode participar nos mecanismos de aquisição da memória, mas não tem 
efeito na evocação. Além disso, é possível sugerir a participação das ectonucleotidases na fase da 
consolidação da memória, desde que uma inibição da A TP difosfoidrolase foi observada 180 minutos 
pós-treino. Determinou-se também estas atividades em outras estruturas cerebrais envolvidas na 
formação da memória, como córtex entorrinal e córtex parietal. Nossos resultados mostraram uma 
inibição da ATP difosfoidrolase em córtex entorrinal de ratos imediatamente, mas não 180 e 360 min 
após a sessão de treino. As alterações observadas em hipocampo e córtex entorrinal poderiam 
representar um mecanismo bioquímico importante relacionado à aquisição da memória. 
Ectonucleotidases de córtex parietal não demonstraram mudanças significativas, sugerindo que estas 
enzimas não são relevantes para a formação. da memória de esquiva inibitória em córtex parietal. Para 
investigar o envolvimento do sistema purinérgico nesta condição, nós analisamos o efeito da suramina 
na retenção da tarefa de esquiva inibitória. Além de ser um antagonista de receptores de P2 e NMDA, 
nossos resultados demonstraram que a suramina é um inibidor não-competitivo da apirase, com 
valores de Ki na faixa de micromolar. A infusão intra-hipocampal de suramina imediatamente pós
treino reduziu a retenção da tarefa em um efeito dose-dependente. O efeito amnésico é provavelmente 
devido à sua ação antagonista em receptores P2 e NMDA. Considerando que a adenosina tem potentes 
efeitos anti-convulsivantes, nós determinamos as atividades ectonucleotidásicas após a indução de 
epilepsia por vários modelos animais, como os modelos da pilocarpina, ácido caínico e kindling. As 
atividades da ATP difosfoidrolase e 5'-nucleotidase de sinaptossomas de hipocampo e córtex cerebral 
de ratos aumentaram significativamente 48-52 horas, 7-9 dias e 45-50 dias após a indução do estado 
epiléptico (EE) por pilocarpina. ou pelo modelo do ácido cainico. Porém, somente a atividade da 5'
nucleotidase permaneceu elevada 100-11 O dias após o tratamento com ácido caínico. A regulação da 
via das ectonucleotidases pode desempenhar um papel modulatório durante a evolução das mudanças 
comportamentais e patofisiológicas induzidas pelo EE. Não foram observadas mudanças nas 
atividades ectonucleotidásicas em diferentes períodos de tempo após uma única injeção convulsivante 
de pentilenotetrazol (PTZ). Porém, ratos com maior resistência ao kindling induzido por PTZ 
apresentaram um aumento na hidrólise do A TP em sinaptossomas de hipocampo e córtex cerebral. 
Estas mudanças podem representar um mecanismo importante na modulação da atividade epiléptica 
crônica. A demonstração de que as ectonucleotidases apresentaram as atividades diferentemente 
alteradas após a aquisição de uma tarefa de memória ou após a indução de epilepsia por diferentes 
modelos animais, sugere que estas enzimas podem agir na regulação da atividade sináptica, 
controlando os níveis de A TP e adenosina, de acordo com a plasticidade sináptica desenvolvida, em 
situações fisiológicas ou patológicas. 
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Several evidences suggest a role of extracellular ATP in the synaptic plasticity. ATP is 
able to induce long-term potentiation (L TP) and its participation in extracellular prorein 
phosphorylation has been suggested as a signal for long-lasting changes in synaptic activity. ATP 
evokes responses through two subclasses of P2-purinoceptors, P2X and P2Y. The signaling 
actions induced by extracellular A TP are directly correlated to the activity o f a group of ecto
enzymes, ectonucleotidases, which trigger enzymatic conversion of ATP, controlling the 
nucleotide leveis in the synaptic cleft. The neurotransmitter ATP can be hydrolyzed to adenosine, 
an important neuromodulator, by the conjugated action of this group of ectonucleotidases, that 
includes an ecto-ATPase (EC 3.6.1.3), an ATP diphosphohydrolase (apyrase, EC 3.6.1.5) anda 5'
nucleotidase (EC 3.1.3.5).The control of ATP and adenosine leveis promoted by ectonucleotidases 
can be important to the modulation of the mechanisms related to synaptic plasticity. Our results 
showed that ectonucleotidases activities are modulared in physiological and pathological situations 
able to induce synaptic plasticity, such as memory and epilepsy. ATP diphosphohydrolase and 5'
nucleotidase activities from hippocampal synaptosomes were inhibited immediately after the 
training session in a step-down inhibitory avoidance task in rats. Furthermore, a significant 
decrease of A TP hydrolysis was observed 30 minutes after the training session. The enzyme 
activities studied did not present significant changes after test session of the task. Our results 
indicated that the modulation of ectonucleotidase activities can participare in the mechanisms of 
memory acquisition, but has no effect on retrieval. Furthermore, it is possible to suggest the 
participation of ectonucleotidases in the consolidation phase of memory, since an inhibition of 
ATP diphosphohydrolase activity was observed at 180 minutes post-training. We also determined 
these activities in other brain structures involved in memory formation, such as entorhinal cortex 
and parietal cortex. Our results showed an inhibition of ATP diphosphohydrolase in entorhinal 
cortex of rats immediarely, but not at 180 and 360 min after training session. The alterations 
observed in hippocampus and entorhinal cortex could represent an important biochemical 
mechanism related to memory acquisition. Ectonucleotidases from parietal cortex did not show 
significant changes, suggesting that these enzymes are not relevant to formation of inhibitory 
avoidance memory in parietal cortex. In order to investigate the involvement of purinergic system 
in this condition, we investigare the effect of suramin on the retention of step-down inhibitory 
avoidance task. Besides to be an antagonist of P2 and NMDA receptors, our results showed that 
suramin is a non-competitive inhibitor of apyrase activity, with Ki values in the range of 
micromolar. lntrahippocampal infusion of suramin immediately post-training reduced the retention 
of the task in a dose-dependent effect. The amnesic effect is probably due its antagonist action on 
P2 and NMDA receptors. Considering that adenosine has potent anticonvulsant effects, we 
determined ectonucleotidase activities after the induction of epilepsy by several animal models, 
such as pilocarpine, kainic acid and kindling models. ATP diphosphohydrolase and 5'
nucleotidase activities from synaptosomes o f hippocampus and cerebral cortex o f rats significantly 
increased at 48-52 hours, 7-9 days and 45-50 days after induction of status epilepticus (SE) by 
pilocarpine or kainic acid models. However, only 5' -nucleotidase activity remains elevated at 100-
11 O days after the treatment with kainic acid. The regulation of ectonucletidase pathway may play 
a modulatory role during the evolution of behavioral and patophysiological changes induced by 
status epilepticus. Changes in ectonucleotidase activities were not seen at different times after a 
single convulsant pentylenetetrazol (PTZ) injection. However, in PTZ kindling, rats showing 
grearer resistance to the kindling presented an increase in ATP hydrolysis in synaptosomes from 
hippocampus and cerebral cortex. These changes may represent an important mechanism in the 
modulation of chronic epileptic activity. The demonstration that ectonucleotidases presented the 
activities differently altered after the acquisition of a memory task or after the induction of 
different animal models of epilepsy, suggest that these enzymes can act in the regulation of 
synaptic activity, controlling ATP and adenosine leveis, according the synaptic plasticity 
developed, in physiological or pathological situations. 
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Plasticidade é um conceito amplo que inclui todas formas de reorganização 

duradoura que ocorrem no cérebro. Essas reorganizações podem envolver redes de 

neurônios ou sinapses. Este processo pode ser considerado sob o aspecto fisiológico 

(propriedades funcionais adquiridas pelos neurônios), morfológico (morfologia e a 

ultraestrutura de neurônios e glia) ou bioquímico (atividades enzimáticas, transdução de 

sinal e mudanças na expressão gênica) (AU LOIS et al., 1997). 

Após seu desenvolvimento, o sistema nervoso deve ser mantido e até mesmo 

modificado para manter suas funções. Uma vez que neurônios maduros não se dividem, 

eles requerem reparos, através de processos de regeneração e migração. Recentes 

estudos demonstram que o cérebro tem a extraordinária capacidade de desenvolver 

respostas plásticas durante a vida, sendo que a plasticidade funcional está acoplada a 

mudanças estruturais de longa duração (AU LOIS et al., 1997). Nos últimos anos, 

estudos indicam que o sistema nervoso central pode exibir plasticidade sináptica sutil e 

específica em resposta a uma dada atividade, como por exemplo, o aprendizado de uma 

nova tarefa. Além disso, o cérebro tem a capacidade de reparação após perda celular 

devido a injúria ou uma doença neurodegenerativa (COTMAN, 1998). 

Em sistema nervoso central de mamíferos, dois importantes fenômenos plásticos 

têm sido descritos: a potenciação de longa duração (do inglês "long-term potentiation" 

ou L TP), considerado um possível mecanismo envolvido na memória, e a plasticidade 

induzida por epilepsia (AU LOIS et al., 1997). 
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L2. MEMÓRIA E POTENCIAÇÃO DE LONGA-DURAÇÃO (L TP) 

A conectividade sináptica não é fixa durante a vida do organismo, sendo que 

alterações podem ocorrer em resposta à estimulação sensorial, manipulação ambiental 

ou aprendizado de uma tarefa específica (AGRANOFF et ai., 1998). 

O aprendizado é quantificado experimentalmente como a probabilidade com que 

um organismo responderá, diferentemente, ao mesmo estímulo após sua repetição. Esta 

probabilidade alterada está baseada na memória daquilo que foi aprendido pelo 

organismo após uma sessão de treino. Assim, não é possível considerar aprendizado 

sem memória, ou memória sem aprendizado. A memória necessária para o aprendizado 

é definida como memória de curta duração ou aquisição. Já a evocação de um 

comportamento horas ou semanas depois, envolve a formação da memória de longa 

duração. Assim durante e logo após a sessão de treino, o desempenho do sujeito em 

relação a um determinado comportamento está baseado na memória de curta duração; 

após períodos de tempo mais prolongados, tal desempenho é mediado pela evocação de 

uma memória de longa duração (AGRANOFF et ai., 1998). Estudos demonstram que as 

memórias de curta duração e de longa duração são, em parte, processos distintos 

(IZQUIERDO et ai., 1998). 

A formação do aprendizado e da memória envolve mudanças estruturais no 

cérebro, sendo que existe um grande interesse em identificar e compreender os 

mecanismos envolvidos na memória e aprendizado de mamíferos. DONNALD HEBB 

(1949) no seu clássico livro "The Organization of Behavior" preconizou que o 

aprendizado poderia ser uma forma de promover o fortalecimento de conexões 

sinápticas. Além disso, HEBB postulou que o aprendizado envolveria a ativação 

sináptica coincidente de dois ou mais neurônios, fortalecendo a conexão sináptica entre 

eles. Este tipo de ativação ficou conhecido como sinapse de Hebb (BEGGS et al., 1999). 



Em 1973, BLISS, GARDNER-MEDWIN & L0MMO demonstraram um 

aumento na eficiência sináptica após específica estimulação elétrica de hipocampo de 

coelho (BLISS & GARDNER-MEDWIN, 1973; BLISS & L0MMO, 1973). Esta forma 

de plasticidade sináptica de longa duração é conhecida por potenciação de longa 

duração (LTP). Após uma série de estímulos curtos de alta freqüência, 100 por segundo, 

a amplitude das respostas sinápticas aumenta e pode ser mantida in vivo por dias ou 

semanas (BEGGS et ai., 1999). Originalmente observada no hipocampo, a LTP tem sido 

estudada in vivo e in vitro em diferentes sinapses e estruturas. A estrutura mais 

profundamente estudada é o giro denteado, cuja integridade é essencial para o 

aprendizado espacial e cujas sinapses são relativamente fáceis de serem estimuladas e 

registradas (JEFFERY, 1997). 

Considerando o grande número de estudos sobre LTP, ainda permanece um 

desafio explicar como este processo ocorre fisiologicamente. Os mecanismos 

envolvidos na L TP são divididos em três fases: indução, manutenção e expressão da 

LTP (BEGGS et ai., 1999). Estudos demonstram que glutamato e seus receptores 

desempenham um papel fundamental na indução da LTP (BLISS & COLLINGRIDGE, 

1993). Durante a estimulação sináptica de alta freqüência, a despolarização acoplada à 

liberação pré-sináptica de glutamato, resulta na ativação dos receptores NMDA e na 

liberação do bloqueio promovido por Mg
2
+ no canal iônico. Os receptores NMDA 

normalmente tornam-se ativos somente após despolarização causada pelo efeito do 

glutamato sobre receptores AMP A, os quais ativam um canal de Na+, que produz um 

rápido potencial excitatório pós-sináptico. A ativação de NMDA resulta em um 

aumento do cálcio pós-sináptico e estimula a liberação de Ca +2 do retículo 

endoplasmático, amplificando o sinal. A ativação de receptores metabotrópicos também 

é importante na fase de indução da L TP. O aumento do cálcio intracelular produz a 
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ativação de uma série de cascatas enzimáticas mediadas por proteínas quinases, tais 

como PKC, CaMKII, PKA e PKG, que conduzem à persistente alteração da eficiência 

sináptica (BLISS & COLLINGRIDGE, 1993; MAREN & BAUDRY, 1995). A LTP 

pode ser mantida na ausência de estimulação por mecanismos que incluem uma 

liberação pré-sináptica aumentada de glutamato e síntese protéica na pós-sinapse 

(MAREN & BAUDRY, 1995; BEGGS et ai., 1999). A via de sinalização mediada pelo 

AMPc, PKA e CREB modula a ativação gênica e a síntese protéica necessária para a 

manutenção de diversas formas de plasticidade. CREB é uma família de fatores de 

transcrição que regulam a síntese de diversas proteínas e fatores de transcrição 

induzíveis, quando na forma fosforilada CREB-P (IZQUIERDO & MEDINA, 1997; 

BEGGS et ai., 1999). Além disso, a ativação pós-sináptica de cascatas enzimáticas 

conduz à alterações de longa duração nas propriedades dos receptores AMP A, um 

processo que pode aumentar a sensibilidade destes receptores e contribuir para a 

expressão da LTP. Entretanto, os mecanismos envolvidos na expressão e manutenção de 

longa duração da eficiência sináptica não foram completamente elucidados (BEGGS et 

ai., 1999). 

Embora a L TP ainda não tenha sido claramente associada com qualquer 

modificação comportamental observada em um animal intacto, diversas evidências 

sugerem seu envolvimento com o aprendizado e a memória. Análise farmacológica da 

L TP e da memória demonstra muitas similaridades, de forma que importantes 

correlações podem ser estabelecidas entre esses dois fenômenos (IZQUIERDO & 

MEDINA, 1995). A potenciação de longa duração compartilha diversas propriedades 

com a memória: rápida indução (aquisição), grande labilidade no período pós-indução 

(consolidação), especificidade em relação ao estímulo e imediata expressão em resposta 

ao estímulo original (IZQUIERDO & MEDINA, 1995). 
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I.2.1.ESQUIV A INIBITÓRIA 

A tarefa de esquiva inibitória envolve o aprendizado de uma tarefa aversiva 

onde, na sessão de treino, o animal ao descer de uma plataforma recebe um choque de 

baixa intensidade. Na sessão de teste, que ocorre após um determinado tempo, o animal 

é testado, avaliando-se o tempo de latência em que permanece na plataforma e, 

consequentemente, a retenção da tarefa. Trata-se de um aprendizado adquirido em uma 

única tentativa, tornando-o ideal para o estudo de processos iniciados no treino (GOLD, 

1986; IZQUIERDO & MEDINA, 1997). O aprendizado de esquiva inibitória envolve a 

repressão específica de uma tendência natural dos ratos de explorarem o ambiente, sem 

afetar o comportamento exploratório enquanto se encontram sobre a plataforma 

(IZQUIERDO & MEDINA, 1997). 

O aprendizado de esquiva inibitória em ratos desencadeia uma série de eventos 

bioquímicas que são necessários para a retenção desta tarefa. Os eventos são similares 

àqueles descritos para outras formas de plasticidade neural (BLISS & 

COLLINGRIDGE, 1993; MAREN & BAUDRY, 1995; IZQUIERDO & MEDINA, 

1995, 1997a). Os eventos bioquímicas envolvidos na formação da memória desta tarefa 

no hipocampo envolvem ativação de receptores ionotrópicos NMDA e AMP A, 

receptores metabotrópicos e um aumento nos níveis de NMDAI e GluRI, subunidades 

dos receptores NMDA e AMPA, respectivamente (IZQUIERDO & MEDINA, 1995; 

CAMMAROTA et al., 1996; RIEDEL, 1996). Além disso, cascatas bioquímicas 

desencadeadas por proteínas quinases participam na formação da memória de esquiva 

inibitória. Evidências indicam que a ativação das cascatas mediadas por proteína 

quinase G, CaMKII, proteína quinase C e proteína quinase A é fundamental na fase 

inicial da plasticidade de longa duração induzida pela esquiva inibitória, minutos após a 
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realização do treino (BERNABEU et al., 1995,1996, 1997; CAMMAROTA et aL, 1997; 

ITO et al., 1991; IZQUIERDO & MEDINA, 1997). 

Entretanto, como ocorre na L TP em hipocampo de ratos, os eventos bioquímicos 

desencadeados pelo aprendizado nesta tarefa envolvem a intervenção tardia, em tomo 

de 3 a 6 horas após o treino, da via de sinalização mediada pela proteína quinase A 

(AMPc/ PKA/CREB) (BERNABEU et al., 1997). 

Os eventos bioquímicos são regulados logo após o treino por mecamsmos 

hormonais relacionados com a ansiedade e estresse e modulados por sinapses 

GABAérgicas, colinérgicas, noradrenérgicas e por mensageiros retrógados. A fase mais 

tardia, 3-6 horas após o treino, é modulada por mecanismos relacionados ao humor e 

afeto, envolvendo vias dopaminérgicas, noradrenérgicas e serotoninérgicas 

(IZQUIERDO & MEDINA, 1997, 1997a). 

O hipocampo, a amígdala e o córtex entorrinal são interconectados e, além disso, 

o córtex entorrinal está ligado ao córtex parietal posterior e córtex pré-frontal (WITTER 

et al., 1989; HYMAN et aL, 1990), sendo que estas estruturas desempenham um papel 

na memória, provavelmente de uma forma integrada (IZQUIERDO et al., 1997). O 

córtex entorrinal e o córtex parietal posterior participam na consolidação da memória 

após o início dos eventos bioquímicos hipocampais, através de processos mediados pelo 

receptor NMDA, sendo que a intervenção de ambas estruturas é necessária para a 

completa consolidação da memória. Além disso, a participação do hipocampo, 

amígdala, córtex entorrinal e córtex parietal parece ser fundamental para a evocação da 

memória nesta tarefa, após diferentes períodos de tempo (IZQUIERDO et al., 1997; 

QUILLFELDT et al., 1996; ZANATTA et al., 1996). 

As mudanças bioquímicas observadas após o treino de esquiva inibitória são 

bastante significativas, sendo algumas delas específicas para uma determinada estrutura 
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cerebral e a ma10na parece ser específica em relação ao aprendizado (não são 

observadas em animais expostos ao choque ou ao ambiente da tarefa). Existem 

consideráveis evidências de que o aprendizado provoca mudanças neuroplásticas 

envolvendo moléculas de adesão celular neural (NCAM e LI) (MURPHY & REGAN, 

1998, R0NN et ai., 1998). Tem sido atribuído a NCAM um papel regulatório na 

indução e manutenção da LTP hipocampal (LÜTHI et al., 1994). A curva de tempo para 

expressão da NCAM, identificada nos paradigmas de esquiva passiva em ratos e pintos, 

apresenta um pico de síntese de glicoproteínas ocorrendo de 6 a 8 horas após o treino 

(DOYLE et ai., 1992; SCHOLLEY et ai., 1993; ARAMI et ai., 1996). Os mecanismos 

moleculares através dos quais NCAM e LI regulam a plasticidade neural ainda não 

foram completamente esclarecidos. Entretanto, evidências in vitro sugerem um 

importante papel na regulação da transdução de sinal associada à reorganização 

sináptica (MURPHY & REGAN, 1998). 

Embora a ativação de receptores de glutamato e das cascatas intracelulares 

controladas por proteínas quinases sejam eventos considerados necessários para a 

indução da L TP e para a formação da memória no hipocampo, muitos outros fatores, 

tais como ácido araquidônico (BLISS et aL, 1991 ), óxido nítrico, monóxido de carbono 

(ZHUO et ai., 1993) e ATP extracelular (WIERASZKO, 1996) podem estar envolvidos 

na plasticidade sináptica induzida pelo aprendizado. 

I.3. EPILEPSIA 

A epilepsia refere-se a um grupo diverso, etiologicamente e clinicamente, de 

transtornos neurológicos resultantes da atividade neuronal encefálica hipersincrônica, 

paroxística e anormal de neurônios, resultando em uma crise epiléptica convulsiva ou 

não-convulsiva repetitiva (MELDRUM & CHAPMAN, 1998). Trata-se de um tipo de 
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disfunção cerebral caracterizada clinicamente por alterações subjetivas ou 

comportamentais súbitas (crises epilépticas), com tendência a se repetirem ao longo da 

vida do paciente (DUNCAN et al., 1995). Estas crises refletem uma atividade elétrica 

anormal, de início súbito, acometendo uma ou várias áreas do córtex cerebral, causada 

por diversas patologias estruturais ou neuroquímicas (PALMINI et al., 1991; DUNCAN 

et al., 1995). 

A prevalência da epilepsia na população humana é da ordem de 0,5-1% 

(SHORVON, 1990; PALMINI & COSTA, 1998; SANDER & SILLANPÁÂ, 1998), o 

que a toma um problema de dimensões consideráveis. Aproximadamente 70% dos 

pacientes epilépticos têm suas crises controladas pelo uso de drogas anti-epilépticas 

(PALMINI & COSTA, 1998). Os restantes constituem um grupo de alta morbidade, na 

medida em que suas crises epilépticas persistem a despeito do uso de fármacos. 

A epilepsia de lobo temporal apresenta alta incidência, gravidade e importância 

clínica, atingindo preferentemente indivíduos adultos. Caracteriza-se por crises focais, 

apresentando ou não generalização secundária e por comprometimento da consciência 

(SHORVON, 1990). 

O aumento da suscetibilidade do tecido nervoso às crises epilépticas tem sido 

ligado a uma anormalidade na neurotransmissão do SNC, através de um aumento na 

transmissão excitatória, ou por uma diminuição na transmissão inibitória, ou por ambos 

mecanismos. Em conseqüência, a transdução de sinal anormal tem sido investigada, 

uma vez que a neurotransmissão inadequada induz modificações no metabolismo da 

célula neuronal (MELDRUM, 1984; NAFFAH-MAZACORATTI, 1998). 

Para entender esta disfunção, inúmeras abordagens têm sido feitas, tanto pelo 

estudo do tecido epiléptico humano, obtido após remoção cirúrgica do foco epiléptico, 

como através do estudo de tecidos cerebrais, provenientes de animais submetidos a 
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diferentes modelos de epilepsia. A busca de medicamentos e o entendimento dos 

processos envolvidos na epileptogênese baseiam-se em grande parte nos modelos 

animais de epilepsia (MODY & SCHW ARTZKROIN, 1997). 

Os modelos experimentais de epilepsia são denominados agudos, quando o 

animal apresenta crises convulsivas somente durante a vigência do agente indutor. Estes 

modelos incluem a aplicação tópica ou injeção localizada de compostos que interferem 

com o balanço neuroquímico responsável pela excitabilidade neuronal (MODY & 

SCHW ARTZKROIN, 1997). Os modelos mais comumente utilizados são: bloqueadores 

dos aminoácidos inibitórios (antagonistas de receptores GABAA); estimulantes da 

excitablidade (agonistas de glutamato); estimulação elétrica (in vitro); eletrochoque e o 

modelo do pentilenotetrazol. 

Os modelos de epilepsia são ditos crônicos quando as cnses recorrem a 

intervalos variados de tempo, não sendo necessário o estímulo precipitante exógeno 

para desencadear cada crise. Estes modelos caracterizam-se por apresentar um fator 

casual conhecido, que induz o processo de epileptogênese, o qual, após determinada 

latência, culmina com crises epilépticas espontâneas (NAFF AH-MAZZACORATTI, 

1998). Os modelos mais utilizados são aqueles que mimetizam a epilepsia do lobo 

temporal, o tipo mais freqüente de epilepsia encontrado na população humana. São 

exemplos: o modelo da pilocarpina (TURSKI et al., 1983); o modelo do ácido caínico 

(BEN-ARI, 1985) e o abrasamento (Kindling) (GODDARD, 1967). 

I.3.1.MODELO DA PILOCARPINA 

A relação entre o sistema colinérgico e a epilepsia tem sido objeto de intenso 

estudo nas últimas décadas. TURSKI et al. (1983a) demonstraram que a ocorrência de 

atividade epiléptica após injeção intra-amigdaliana ou sistêmica de altas doses de 
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agonistas muscarínicos colinérgicos em ratos e camundongos era acompanhada por 

lesões em todo o prosencéfalo. Posteriormente, a pilocarpina, outro agonista colinérgico 

muscarínico, foi administrada sistemicamente em ratos, resultando em uma série de 

alterações comportamentais (TIJRSKI et ai., 1983). 

A administração de altas doses de pilocarpina (300-380mg/Kg) induz uma série 

de alterações comportamentais e eletrográficas, indicativas do estado de mal epiléptico. 

A indução da crise se dá pelo efeito agonista colinérgico e sua manutenção se deve a 

mecanismos excitatórios do tipo glutamatérgicos (CAVALHEIRO, 1995; AV ANZINI 

et ai., 1997). Imediatamente após a administração de pilocarpina, os animais apresentam 

automatismos faciais associados à salivação moderada e tremores generalizados. Cerca 

de 15-25 minutos após, este comportamento progride para crises motoras límbicas, onde 

os animais apresentam intensa salivação, clonias de patas dianteiras e queda. Essas 

crises motoras límbicas recorrem a cada 2 a 8 minutos, culminando em estado de mal 

epiléptico em 50 a 60 minutos. Esse estado chega a durar 18 horas e ao final desse 

período, os animais tornam-se irresponsivos a estímulos ambientais, retornando a seu 

comportamento normal dentro de 24 horas. A mortalidade é em tomo de 30-50%. Estes 

episódios caracterizam a fase aguda do modelo induzido por pilocarpina (TURSKI et 

al., 1983; CAVALHEIRO, 1995). 

Em 1990, LEITE et ai. caracterizaram os períodos silencioso e crônico deste 

modelo. O período silencioso inicia-se de 4 a 44 dias após a administração de 

pilocarpina e é caracterizado pela normalização das alterações comportamentais e 

eletrográficas. Já o período crônico, apresenta crises espontâneas, que recorrem numa 

freqüência de 2 a 4 crises por semana e mantém-se por toda a vida do animal. 

O estudo eletrográfico mostra que a origem das descargas epilépticas ocorre na 

região hipocampal difundindo-se para a amígdala e córtex (CAVALHEIRO, 1995). 
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Histopatologicamente, observa-se uma perda neuronal no hipocampo, amígdala, tálamo, 

córtices piriforme e entoninal, neocórtex e substância negra (TURSKI et al., 1983). 

Após o quarto dia, identificam-se brotamentos supra-granulares de fibras musgosas que 

atingem a máxima intensidade em 100 dias, sendo que a perda celular no hipocampo é 

mais significativa nas regiões CAI, CA3 e giro denteado (MELLO et al., 1993). A 

perda neuronal é proporcional à duração do estado de mal epiléptico (TURSKI et al., 

1983), mas não à severidade da epilepsia (número de crises) no período crônico 

(LEMOS & CAVALHEIRO, 1995). Esse modelo de epilepsia parcial com 

generalização secundária oferece vantagens sobre os demais modelos existentes por 

apresentar estabilidade e não remissão das crises (LEITE et al., 1990). 

1.3 .2. MODELO DO ÁCIDO CAÍNICO 

O ácido caínico ( cainato) é um análogo do glutamato, que além de sua ação 

estimulante direta sobre receptores do glutamato, induz a liberação do mesmo (BEN

ARI, 1985). Sua administração sistêmica ou localizada leva à epilepsia persistente. Em 

tomo de uma hora após a injeção (sistêmica ou intra-hipocampal) ocorre uma parada na 

movimentação associada a clônus faciais. As crises podem aumentar de intensidade em 

horas, podendo chegar a um estado epiléptico focal (BEN-ARI, 1985). 

O curso clínico e eletroencefalográfico após a injeção intra-hipocampal, pode ser 

divididos em fases: 1) 8.oOUda (0-1 O dias), em que ocorrem descargas no hipocampo, 

propagadas para a região frontal; 2) ativa (10-30 dias), na qual ocorrem crises curtas 

(descargas hipocampais com clônus motor generalizado, seguido de rápida 

recuperação); 3) latente (30-90 dias) ocorre desaparecimento das crises e diminuição da 

atividade interictal; 4) crônica (mais de 90 dias) quando ressurgem crises que tendem a 

aumentar de intensidade e freqüência com o passar do tempo, podendo tomar -se 



12 

generalizadas (BEN-ARI, 1985; MATHERN et al., 1993). A administração sistêmica de 

cainato causa lesões corticais e sub-corticais variáveis, incluindo o córtex piriforme, 

entorrinal, hipocampo, amígdala e tálamo (BEN-ARI, 1985). A administração intra

hipocampal promove degeneração no giro denteado, CAI E CA3 (MATHERN et ai., 

1993; AV ANZINI et ai., 1997). A análise do hipocampo e giro denteado de ratos 

tratados com cainato tem revelado a presença de brotamentos das fibras musgosas na 

camada molecular interna do giro denteado entre 10 e 30 dias após a primeira crise 

(MATHERN et ai., 1993; MEIER & DUDEK, 1996). 

I.3.3.ABRASAMENTO (KINDLING) 

No modelo de kindling, a aplicação de estímulos químicos ou elétricos 

inicialmente subconvulsivantes resultam em crises progressivamente mais intensas ao 

longo das subsequentes estimulações (GODDARD et ai., 1969; MASON & COOPER, 

1972). A estimulação elétrica inicial pode passar despercebida, mas à medida que os 

estímulos vão sendo subseqüentemente administrados, surge a chamada pós-descarga. 

Esta descarga localiza-se inicialmente na região em que é realizada a estimulação, 

tornando-se mais intensa e finalmente propagando-se para o córtex como um todo, 

acarretando uma crise generalizada (RACINE, 1972; MC NAMARA & W ADA, 1997). 

Uma vez estabelecido o processo convulsivo, este pode ser desencadeado meses ou 

mesmo anos após terminada a estimulação inicial (RACINE, 1972; MC NAMARA & 

W ADA, 1997). 

Em 1972, RACINE descreveu diferentes estágios de progressão do kindling 

através de características clínicas e comportamentais: 1) clônus facial; 2) movimentação 

de flexão e extensão da cabeça; 3) clônus de patas contra-laterais ao hemisfério 

estimulado; 4) respostas de orientação, onde o animal permanece de pé apenas sobre as 
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patas traseiras ("rearing"); 5) "rearing" seguido de queda. Interessantemente, uma vez 

que atingido o estágio 5, os animais podem permanecer um longo espaço de tempo, 

possivelmente toda a vida, sem serem estimulados, e uma vez repetido o mesmo 

estímulo, ele apresenta uma crise do estágio 5. Além do estímulo elétrico, a repetida 

administração sistêmica de agentes convulsivantes pode também induzir o kindling, 

entre eles o pentilenotetrazol (PTZ), presumivelmete um inibidor da transmissão 

GABAérgica a nível de receptor (MC NAMARA & W ADA, 1997). Os mecanismos de 

plasticidade neuronal envolvidos na epileptogênese que ocorre no kindling ainda não 

estão completamente elucidados. Uma hipótese para explicar a hiperexcitabilidade do 

cérebro após o kindling é a de que um novo circuito sináptico é formado. Esta hipótese 

está baseada na demonstração de que o kindling é acompanhado de brotamento dos 

axônios das fibras musgosas de células granulares de hipocampo (SUTULA et al., 

1988). Uma hipótese alternativa sugere que a hiperexcitabilidade no kindling é devido a 

uma função aumentada de uma subpopulação de sinapses glutamatérgicas, via 

receptores NMDA (MC NAMARA, 1994). 

As repercussões de uma crise epiléptica estão associadas às despolarizações e 

hiperpolarizações de populações neuronais. Em decorrência disto podem surgir 

respostas imediatas (segundos a minutos) e tardias (horas, dias, meses ou anos) tanto à 

nível neuronal quanto glial. Os efeitos imediatos estão relacionados com a liberação de 

neurotransmissores e a interação com seus receptores, incluindo modificações na 

condutância de canais iônicos e a produção, liberação, recaptação e degradação de 

neuromoduladores, tais como adenosina. Estas respostas podem levar a modificações 

intracelulares, tais como ativação de proteínas quinases e fosfatases através de segundos 

mensageiros (cálcio, AMPc, GMPc) e modificações na transcrição gênica (NAFFAH

MAZACORATTI, 1998). 
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I.4.ATP E TRANSMISSÃO PURINÉRGICA 

As primeiras evidências indicando o ATP como neurotransmissor surgiram dos 

estudos de HOLTON & HOLTON (1954) e HOLTON (1959), que demonstraram a 

liberação desta substância a partir de nervos sensoriais. Mais tarde, BURNSTOCK 

(1972) propôs que o ATP é o neurotransmissor liberado de nervos não-adrenérgicos e 

não-colinérgicos, na musculatura lisa do intestino e da bexiga urinária. Então, foi 

proposto que, além da transmissão colinérgica e noradrenégica, existe no sistema 

nervoso autônomo a transmissão purinérgica, onde o ATP é o principal 

neurotransmissor (BURNSTOCK, 1972). 

O ATP é armazenado nos terminais nervosos e co-liberado com diversos 

neurotransmissores, em diferentes preparações biológicas, em uma forma Ca2+

dependente (PHILLIS & WU, 1981). RICHARDSON & BROWN (1987) 

demonstraram que o ATP é liberado com acetilcolina em terminais colinérgicos de 

estriado de ratos. Além disso, o ATP pode ser co-liberado com outros 

neurotransmissores, como a noradrenalina em nervos aferentes primários (VON 

KUEGELGEN & STARKE, 1991; RATHBONE et al., 1999) e serotonina em vesículas 

serotoninérgicas (POTTER & WlllTE, 1980). 

Em sistema nervoso central, estudos têm demonstrado que o ATP pode ser 

liberado a partir de preparações sinaptossomais pela estimulação com K+ (WlllTE, 

1978) e a partir de aferentes colaterais-comissurais de Schaffer de fatias hipocampais 

por estimulação elétrica (WIERASZKO et al., 1989). Além disso, ATP induz a 

formação de correntes sinápticas rápidas em neurônios de hipocampo em cultura 

(INOVE et al., 1992), bem como em fatias de habenula mediai (EDW ARDS et al., 

1992; EDWARDS et al.,1997). Dependendo da concentração usada, o ATP exógeno 
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pode exercer diferentes efeitos sobre as propriedades celulares. O ATP é capaz de 

induzir a potenciação de longa duração, registrada em fatias hipocampais de 

camundongo e cobaia (WIERASZKO & SEYFRIED, 1989; NISillMURA et al., 1990; 

FUlli et ai., 1999). Estes resultados sugerem que o ATP extracelular pode estar 

envolvido na modulação da eficiência sináptica. Além disso, estudos têm demonstrado 

que a liberação de ATP é maior após estimulação de alta freqüência (freqüências usadas 

para induzir L TP), enquanto que, após estimulação de baixa freqüência (freqüências 

usadas para induzir LTD), ocorre preferencialmente a liberação de adenosina (CUNHA 

et ai., 1996). 

Evidências indicam que o ATP extracelular pode induzir a liberação de glutamato 

e um aumento no cálcio intracelular através da estimulação de receptores purinérgicos 

em neurônios hipocampais de ratos (INOUE et ai., 1992, 1995). Entretanto, a 

subpopulação de células que responderam a ATP corresponde somente a 20% do total 

analisado (INOUE et ai., 1992). Na maioria dos neurônios testados, uma diminuição na 

concentração do cálcio intracelular foi detectada após a estimulação por ATP 

(KOIZUMI & INOUE, 1997), demonstrando que ATP inibe a liberação de glutamato 

em hipocampo de ratos, via receptores purinérgicos pré-sinápticos (INOUE, 1998). 

Além disso, sabe-se que ATP estimula a liberação de ácido y-aminobutírico (GABA), 

um neurotransmissor que inibe a função excitatória de glutamato (INOUE, 1998a). 

Portanto, os efeitos do ATP podem ser inibitórios ou estimulatórios nas funções 

hipocampais, dependendo do sítio de ação e do subtipo de receptores para A TP 

estimulado (INOUE, 1998). 

Evidências sugerem que os nucleotídeos purínicos exercem diversas funções no 

cérebro, entre elas destacam-se a participação na transmissão sináptica, exocitose, 

regulação do crescimento e diferenciação celular, permeabilização da membrana e 
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apoptose (ZIMMERMANN, 1994; ABBRACCIDO et al., 1995; DI ORlO et aL, 1998; 

RATHBONE et al., 1999). Além disso, existem diversos mecanismos através dos quais 

o ATP extracelular pode modular a atividade sináptica. Um deles é a utilização do ATP 

por proteínas quinases localizadas na superfície neuronal (EHRLICH et al., 1988, 1990, 

1999). A fosforilação de proteínas de superficie pelo ATP extracelular liberado durante 

estimulação repetitiva dos terminais nervosos, tem sido sugerida como um sinal para 

mudanças de longa duração na eficiência sináptica (EHRLICH et al., 1988, 1999). A 

utilização do A TP extracelular como substrato na fosforilação de ecto-proteínas 

realizada por uma ecto-proteína quinase pode estar envolvida em diversas funções 

neuronais, como a participação na fase de manutenção de uma LTP estável (CHEN et 

al., 1996). 

O ATP extracelular também pode influenciar a atividade sináptica ao interagir 

com receptores específicos. Os nucleotídeos e o nucleosídeo da adenina podem exercer 

seus efeitos através da ativação de receptores purinérgicos subdivididos em dois grandes 

grupos: P1 e P2. O purinoreceptores P1 são ativados com o potencial agonista na ordem 

adenosina > AMP > ADP> ATP, enquanto que os purinoreceptores P2 são ativados por 

ATP> ADP> AMP> adenosina (RALEVIC & BURNSTOCK, 1998). 

Após sua liberação, o A TP extracelular produz suas respostas através de duas 

subclasses de purinoreceptores P2: P2X e P2Y. A subclasse P2X está dividida, até o 

momento, em sete subtipos (P2Xr-7) clonados, caracterizados farmacologicamente e 

considerados ionotrópicos, porque eles abrem canais cátion-específicos através da 

ativação por um agonista. A subclasse P2Y pertence à família de receptores acoplados 

às proteínas ligantes de nucleotídeos da guanina (proteínas G), promovendo a 

modulação de efetores intracelulares. Os subtipos P2Y 14, P2Y6, e P2YII foram 

clonados e caracterizados, sendo considerados membros dos receptores de ATP 
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acoplados a proteína G (RALEVIC & BURNSTOCK, 1998). Os sistemas de segundos 

mensageiros modulados pela ativação destes receptores envolvem a ativação da 

fosfolipase C, que cliva os fosfatidilinositóis da membrana plasmática, gerando os 

segundos mensageiros inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) e o diacilglicerol (DAG) 

(BERRIDGE, 1993). O inositol-1,4,5-trifosfato promove a mobilização do cálcio do 

retículo endoplasmático, elevando a concentração de cálcio no citosol e o diacilglicerol 

ativa proteínas quinases, como a PKC (NESTLER et al., 1984). A investigação da 

biologia molecular dos purinoreceptores tem avançado rapidamente nos últimos anos. 

Entretanto, até o presente momento, não existem agonistas ou antagonistas capazes de 

diferenciar adequadamente os receptores P2X e P2Y e seus respectivos subtipos. A 

Tabela 1 apresenta um resumo dos principais agonistas e antagonistas para estas duas 

famílias de receptores. 

O envolvimento do sistema purinérgico nos mecanismos de potenciação de longa 

duração induzidos eletricamente e por ATP foi investigado (WIERASZKO & 

EHRLICH, 1994). Estes autores demonstraram que o ATP extracelular e seu análogo 

ATP-y-S amplificaram permanentemente a magnitude das respostas sinápticas. 

Entretanto, este efeito não foi observado na presença de outros análogos de A TP, tais 

como AMPPNP, 2MeSATP, a,j3-meATP e o antagonista Cibacron Blue 3G 

(WIERASZKO & EHRLICH, 1994). Estes autores propõe que a remoção do fosfato

gama de ATP e ATP-y-S por uma ecto-proteina quinase poderia ser necessária para a 

ocorrência do efeito facilitatório sobre a LTP (WIERASZKO & EHRLICH, 1994). 

Entre os ligantes dos receptores P2, suramina tem sido utilizada como um antagonista 

não-seletivo de receptores P2 (RALEVIC & BURNSTOCK, 1998), além de possuir um 

efeito inibitório sobre a atividade das enzimas de degradação de ATP de várias fontes 

(MARTÍ et ai., 1996; MEGHJI & BURNSTOCK, 1995; ZIGANSHIN et ai., 1995). 
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TABELA !.Principais agonistas e antagonistas dos receptores P2 

Receptores P2X P2Y 

Tipo de receptor Ionotrópico Acoplado a proteína G 

Efetores Ca +2> Na +>K+ t:IP3, tCa+2
, IDAG 

Não-seletivos ATP ATP 
ATPyS ATPyS 

2MeSATP 2MeSATP 
Ap~ Ap~ 

Agonistas ADP 
Seletivos a a,j3-meATP UTP 
P2XIP2Y j3,y-meATP UTPyS 

BzATP UDP 
2MeSADP 

ADP_f}S 

Não-seletivos Suramina Suramina 
PPADS PPADS 

Antagonistas Reactive Blue 2 Reactive Blue 2 

Seletivos a NF023 ARL67085 
P2XIP2Y NF279 FPL 66096 

KN-62 A3P5PS 

Adaptado a partir de RALEVIC & BURNSTOCK (1998). 

Abreviações usadas: AMPc, adenosina 3',5',monofosfato cíclico; ADPfJS, adenosina 5'-

0-(2-tiodifosfato); A3P5PS, adenosina 3' -fosfato 5' -fosfosulfato; ARL 67085, 6-N,N

dietil-D-j3,y-dibromometileno ATP; ATPyS, adenosina 5'-0-(3-tiotrifosfato); BzATP, 3'-

0-(4-benzoil)benzoil ATP; DAG, diacilglicerol; Ap~, P\P4-diadenosina tetrafosfato; 

FPL 66096, 2-propiltio-D-j3,y-difluorometileno ATP; IP3, inositol 1,4,5-trifosfato; a,p... 
meATP, a,j3-metileno ATP; P, r-meATP, j3,y-metileno ATP; 2MeSADP, 2-metiltio ADP; 

2MeSATP, 2-metiltio ATP; PPADS, ácido piridoxal fosfato-6-azofenil-2',4'

disulfonico; NF023, 3'-uréia simétrica do ácido 8-(benzamido) naftaleno-1,3,5-

trisulfonico; NF2 79, 8, 8 '-( carbonilbis (imino-4, 1-fenilenocarbonilimino-4, 1-

fenilenocarbonilimino)) bis( ácido 1,3, 5-na:ftalenotrisulfônico ); KN-62, 1-{ n, O-bis( 5-

isoquinolinosulfonil)-N-metil-L-tirosil }-4-fenilpiperazina; UTPyS, uridina 5 '-0-(3-

tiotrifosfato ). 
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Apesar destas ações, suramina produziu um efeito facilitatório sobre as respostas 

sinápticas registradas em fatias hipocampais (WIERASZKO, 1995), utilizando 

mecanismos que também participam na indução e manutenção da L TP. 

Entretanto, estudos recentes têm demonstrado que a suramina prejudica as 

respostas condicionadas de medo em ratos (ZOU et al., 1998). Tal efeito provavelmente 

se deve ao fato de que a suramina pode atuar como um antagonista de receptores 

NMDA (ONG et al., 1997). A dissociação observada entre os efeitos promovidos pela 

suramina sobre a L TP e nos estudos comportamentais acima referidos, provavelmente 

se deve ao amplo espectro de efeitos biológicos promovidos por esta droga. 

Após a liberação no espaço extracelular e a ativação de receptores específicos, os 

nucleotídeos da adenina podem ser metabolizados pela ação de ecto-enzimas que fazem 

a conversão destes nucleotídeos até adenosina (ZIMMERMANN, 1996). Nosso 

laboratório tem estudado que a degradação do ATP extracelular envolve um conjunto de 

enzimas ligadas à superficie celular, que constituem a via das ectonucleotidases, da qual 

podem participar a ecto-ATPase (EC 3.6.1.3), a ecto-apirase (EC 3.6.1.5) e a ecto-5'

nucleotidase (EC 3.1.3.5) (BATTASTINI et al., 1991,1995). A hidrólise extracelular de 

ATP por esta via resulta na formação de ADP, AMP e adenosina. Esta degradação pode 

inativar a sinalização mediada pelo ATP através dos receptores P2, contribuindo para a 

sinalização mediada pela adenosina através dos receptores P 1. 

I.5. ADENOSINA E SEUS RECEPTORES 

A adenosina é um nucleosídeo que produz diversos efeitos fisiológicos no 

sistema nervoso central. As primeiras evidências de que a adenosina apresentava 

atividade fisiológica foram obtidas através dos estudos de DRURY & SZENT

GYORGYI (1929), que observaram significativos efeitos da adenosina no coração. 
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Desde então, tem se tomado claro que a adenosina pode exercer vários efeitos através 

da interação com receptores específicos de superficie celular (SATTIN & RALL, 1970; 

BRUNDEGE & DUNWIDDIE, 1997). No sistema nervoso central, a adenosina altera 

os níveis de AMP cíclico (SATTIN & RALL, 1970), inibe a atividade sináptica e 

neuronal (DUNWIDDIE & HOFFER, 1980) e modula o fluxo sangüíneo cerebral 

(BERNE et al., 1981). Sua liberação durante a isquemia cerebral conduziu à hipótese de 

que a adenosina age como um neuroprotetor, prevenindo a excitotoxicidade e danos 

isquêmicos (DRAGUNOW & FAULL, 1988). Com o avanço nos estudos sobre o tema, 

evidências têm apontado para o envolvimento da adenosina na epilepsia (ZHANG et al., 

1993; GLASS et al., 1996), no pré-condicionamento da isquemia cerebral 

(HEURTEAUX et al., 1995) e nas respostas imunes no cérebro (SAJJADI et al., 1996). 

Entretanto, o preciso mecanismo através do qual as células liberam adenosina e os 

eventos implicados no papel modulatório deste composto necessitam ser elucidados. 

A adenosina pode ser formada nos espaços intracelular e extracelular. 

Entretanto, a adenosina não é considerada um neurotransmissor, pois não há evidências 

de que ela seja armazenada em vesículas sinápticas (BRUNDEGE & DUNWIDDIE, 

1997). Apesar disto, a adenosina está presente no espaço extracelular e é liberada das 

células neurais por vários tipos de estímulos. 

Existem duas principais vias de formação de adenosina a nível intracelular: a 

clivagem da S-adenosil-homocisteína pela enzima S-adenosil-homocisteína -hidrolase 

(PATEL & TUDBALL, 1986) e a degradação de AMP a adenosina por ação de uma 5'

nucleotidase citosólica. Após sua formação, a adenosina pode passar através da 

membrana celular por difusão facilitada, utilizando transportadores de nucleosídeos. 

Estes transportadores são bidirecionais e equilibram as concentrações intracelular e 

extracelular de adenosina. Além disso, seus níveis intracelulares podem ser controlados 
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por vias que metabolizam a adenosina intracelular: a fosforilação até 5' -AMP catalisada 

por uma adenosina quinase e a desaminação até inosina catalisada pela adenosina 

desaminase (BRUNDEGE & DUNWIDDIE, 1997) 

A adenosina também pode ser sintetizada e degradada no espaço extracelular. O 

ATP liberado pode originar adenosina pela ação de ecto-enzimas: ecto-ATPases, ecto

apirases e ecto-5' -nucleotidases (BATTASTINI et al., 1995; PLESNER, 1995; 

DUNWIDDIE et al., 1997; ZIMMERMAN et al., 1998). Com relação à degradação da 

adenosina, foi identificada a presença de ecto-adenosina desaminases (FRANCO et al., 

1997). A adenosina também pode ser removida do espaço extracelular através da sua 

captação pelo sistema transportador de nucleosídeos (RATHBONE et al., 1999). 

F oi estimado que a concentração basal de adenosina no espaço extracelular está na 

faixa de nanomolar (DUNWIDDIE & DIAO, 1994). Entretanto, diversas situações 

podem conduzir à significativa elevação da sua concentração extracelular. A liberação 

de adenosina dos tecidos cerebrais pode ocorrer em resposta à hipóxia (LLOYD et al., 

1993), à isquemia (PEDATA et al., 1993) e à estimulação elétrica (LLOYD et al., 1993; 

CUNHA et al., 1996). A adenosina é também liberada por estimulação nervosa não

patológica, pela ativação dos receptores NMDA (MANZONI et al., 1994). 

Uma das evidências que ajudou a identificar a adenosina como um modulador da 

atividade celular foi a identificação dos subtipos de receptor para adenosina. Os 

receptores de adenosina (purinoreceptores P 1) estão divididos em quatro subtipos, que 

foram identificados e clonados: A1, A2A, A2s e A3 e pertencem à família de receptores 

acoplados às proteínas G (BRUNDEGE & DUNWIDDIE, 1997). 

Os receptores A1 são os mais abundantes receptores de adenosina em sistema 

nervoso central, têm os mais proeminentes efeitos sobre a atividade neuronal e ligam a 

adenosina com a mais alta afinidade. Os receptores A1 estão localizados em todo o 
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cérebro, particularmente em altas concentrações no hipocampo, córtex, cerebelo e 

tálamo (STEHLE et al., 1992). Os receptores AI, via proteína Gi, inibem a atividade da 

adenilato ciclase e a conseqüente formação de AMP cíclico. Este segundo mensageiro 

pode ativar proteínas quinases dependentes de AMP cíclico que catalisam a fosforilação 

de várias proteínas, regulando a atividade celular e a expressão gênica. Entre as ações da 

adenosina, uma das mais significativas é a capacidade de inibir a liberação de diversos 

neurotransmissores, tais como, dopamina, noradrenalina, glutamato e acetilcolina 

(BRUNDEGE & DUNWIDDIE, 1997). Na maioria dos sistemas acredita-se que este 

efeito seja mediado pelos receptores A1 pré-sinápticos . 

Embora os receptores AI controlem a maioria dos efeitos fisiológicos da 

adenosina no cérebro, os receptores Az desempenham um importante papel modulatório 

em algumas áreas do cérebro. Os receptores Az estimulam a atividade da adenilato 

ciclase e aumentam a formação do AMP cíclico (PARKINSON & FREDHOLM, 1990). 

Os receptores Az têm sido divididos em A2A e A2B, conforme a afinidade dos 

agonistas, apesar destes subtipos já estarem clonados (RALEVIC & BURNSTOCK, 

1998). Os receptores AzA ligam a adenosina com alta afinidade e estão concentrados no 

caudato-putamen, nucleus accumbens, tubérculo olfatório, cortex cerebral e hipocampo 

(BRUNDEGE & DUNWIDDIE, 1997). Os efeitos fisiológicos destes receptores não 

estão bem esclarecidos como os dos receptores A1. Os receptores AzB produzem um 

aumento nos níveis de AMP cíclico em fatias cerebrais com altas concentrações de 

adenosina (LUPICA et al., 1990). Com base na afinidade extremamente baixa dos 

receptores AzB para adenosina (BRUNS et al., 1986), tem sido postulado que estes 

receptores possam mediar efeitos neuroprotetores quando os níveis extracelulares de 

adenosina encontram-se excepcionalmente altos. 
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Os receptores A3 foram recentemente caracterizados e seus efeitos na fisiologia 

neuronal são pouco conhecidos. Os agonistas de receptores A3 estimulam a formação de 

fosfoinositóis de membrana em fatias de hipocampo e estriado, sugerindo que eles 

podem ativar a fosfolipase C (BRUNDEGE & DUNWIDDIE, 1997). 

Considerando que a adenosina é um nucleosídeo endógeno que, por ativar 

receptores de membrana, exerce um importante papel na regulação da excitabilidade 

neuronal, foi proposto que a adenosina pode modular a plasticidade sináptica (DE 

:MENDONÇA & RIBEIRO, 1997). Existe um particular interesse nas formas de 

plasticidade que envolvem mudanças na atividade sináptica, tais como a potenciação de 

longa-duração, desde que estes mecanismos podem estar envolvidos na base 

neurofisiológica do aprendizado e da memória. Estudos demonstraram que o análogo da 

adenosina, 2-cloroadenosina (CADO), produziu uma diminuição na LTP em células 

granulares do giro dentado e na área CAl de hipocampo de ratos (DOLPHIN, 1983; DE 

:MENDONÇA & RIBEIRO, 1990). Os efeitos inibitórios da adenosina sobre a LTP são 

mediados pela ativação de receptores A1, sendo que este efeito é observado durante ou 

poucos segundos após a estimulação de alta freqüência, sugerindo que a adenosina afeta 

a indução da LTP (DE MENDONÇA & RIBEIRO, 1997). 

A adenosina endógena é capaz de modular a LTP, pois este fenômeno foi 

facilitado na presença de um antagonista seletivo de receptor A1, 1,3-dipropil-8-

ciclopentilxantina (DPCPX), e foi reduzido na presença de um bloqueador da captação 

de adenosina, nitrobenziltioinosina, sugerindo que a adenosina endógena exerce um 

efeito inibitório sobre a LTP (DE MENDONÇA & RIBEIRO, 1994). Por sua vez, a 

L TP pode ser aumentada na presença de uma agonista seletivo de receptor A2A, 

hidrocloreto de 2-p-(2-carboxietil)fenetilamino-5' -N-etilcarboxamidoadenosina (CGS 

21680), sugerindo que a ativação destes receptores pode ter efeitos facilitatórios sobre a 
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LTP (DE MENDONÇA & RIBEIRO, 1994). Além disso, tem sido demonstrado que a 

ativação seletiva de receptores AI em hipocampo pode prejudicar a performance na 

retenção de uma resposta, influenciando o processamento da memória e aprendizagem 

(NORMILE & BARRACO, 1991). 

Devido à sua ação neuromoduladora, a adenosina tem sido considerada um anti

convulsivante endógeno. MAITRE et ai. (1974) primeiramente relataram que a 

adenosina administrada intraperitonealmente protegia contra crises audiogênicas em 

camundongos geneticamente suscetíveis. As ações anti-convulsivantes de análogos da 

adenosina também foram observados quando administrados na amígdala, hipocampo e 

núcleo caudado após kindling (BARRACO et ai., 1984; ROSEN & BERMAN, 1987). 

Em 1985, TURSK.I et ai. demonstraram que o análogo 2-cloroadenosina 

(CADO) bloqueava o surgimento de crises induzidas por pilocarpina e prevenia a 

ocorrência de danos cerebrais em ratos, sendo estes efeitos provavelmente mediados 

pelos receptores AI. Crises únicas ou repetidas induzidas por PTZ estão associadas a um 

aumento de receptores A1 no córtex, hipocampo e cerebelo (ANGELATOU et ai., 

1990). Além disso, a afinidade dos receptores AI a um ligante específico, CHA, está 

aumentada no hipocampo de ratos após kindling (SIMONATO et ai, 1994). O 

antagonista de receptor AI, 8-CPT, produziu estado epiléptico em ratos ao ser 

administrado sistemícamente, mas seus agonistas CP A ou CHA, evitaram o 

desenvolvimento do estado epiléptico (YOUNG & DRAGUNOW, 1994). Entretanto, 

uma menor densidade de receptores A1 foi encontrada em ratos com crise de ausência 

induzida geneticamente (EKONOMOU et ai.,1998). 

Estudos mais recentes têm demonstrado que a administração periférica de um 

agonista de receptor A2A, CGS 21680, protege o hipocampo contra a excitotoxicidade 

induzida por ácido caínico (JONES et al., 1998). 



25 

Estudos realizados em humanos verificaram que os níveis de adenosina 

aumentam significativamente (30 vezes) durante crises convulsivas em pacientes com 

epilepsia de lobo temporal (DURING & SPENCER, 1992). Além disso, uma 

diminuição na afinidade de receptores A1 foi observada em córtex temporal de humanos 

com epilepsia (GLASS et al, 1996). Evidências sugerem que uma diminuição 

significativa nos níveis de adenosina ou alterações no sistema adenosinérgico podem 

desempenhar um papel fundamental na etiologia do estado epiléptico (YOUNG & 

DRAGUNOW, 1994). 

I.6.ATPDIFOSFOIDROLASE (APIRASE, EC 3.6.1.5) 

A sinalização mediada pelos nucleotídeos requer mecanismos efetivos para a 

inativação do seu sinal. Devido à alta densidade de carga, os nucleotídeos não podem 

passar as membranas e a captação celular de nucleotídeos não foi ainda demonstrada. 

Entretanto, existe um conjunto de enzimas ligadas à superficie celular capazes de 

hidrolisar e inativar a sinalização mediada pelos nucleotídeos extracelulares. Estas 

enzimas são chamadas de ectonucleotidases. Dentro do grupo das ectonucleotidases, 

podemos destacar a presença da ecto-ATP difosfoidrolase ou ecto-apirase (EC 3.6.1.5), 

da ecto-ATPase (EC 3.6.1.3) e da ecto-5' -nucleotidase (3.1.3.5). 

O termo apirase foi utilizado pela primeira vez em 1945 por MEYERHOF para 

descrever um grupo de enzimas envolvidas na hidrólise de nucleosídeos trifosfatados e 

difosfatados a seus respectivos nucleosídeos monofosfatados e fosfato inorgânico: 

NTP + H20 --+ AMP + 2Pi 

NDP + H20 --+ AMP + Pi 

Inicialmente, a maioria dos estudos sobre apirases apresentava como objetivo 

principal o conhecimento da distribuição desta atividade enzimática, bem como de suas 
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características cinéticas. Desde então, várias apirases têm sido descritas na literatura, 

principalmente nas últimas décadas. Esta enzima apresenta uma ampla distribuição, 

sendo encontrada em vegetais (TRA VERSO-CO RI et ai., 1962; TOGNOLLI & 

MARRÉ, 1981; VALENZUELA et ai., 1989; KETTLUN et ai., 1992), invertebrados 

(RIBEIRO & GARCIA, 1981; SARKIS et ai., 1986, RIBEIRO et ai., 1990, 1991; 

V ALENZUELA et ai., 1998) e em mamíferos (FRASSETTO et ai., 1993; PLESNER 

1995; BATTASTINI et ai., 1995; MARCUS et al., 1997; OLIVEIRA et al., 1997), 

podendo apresentar diferentes papéis fisiológicos, de acordo com sua localização. 

As ecto-apirases, juntamente com as ecto-ATPases, constituem uma classe de 

enzimas chamadas de ATPases do tipo E, que possuem as seguintes características: 1) 

um sítio de hidrólise de nucleotídeos voltado para o espaço extracelular, (2) subunidade 

catalítica glicosilada, (3) atividade dependente de cátions divalentes (principalmente 

cálcio e/ou magnésio), (4) insensibilidade a inibidores específicos de ATPases do tipo P, 

F, V e (5) habilidade para hidrolisar uma ampla variedade de nucleotídeos púricos e 

pirimídicos tri e difosfatados (PLESNER, 1995; ZIMMERMANN et ai., 1998). 

Progressos consideráveis têm sido feitos com relação à estrutura molecular das 

ectonucleotidases. Diversas seqüências de peptídeos derivados de uma apirase 

purificada de placenta humana (CHRISTOFORIDIS et al., 1995) demonstraram que 

esta proteína de 82k:Da era idêntica a um antígeno de ativação linfóide chamado CD39, 

que havia sido previamente clonado e seqüenciado (MALISZEWSKI et ai., 1994). 

Além disso, estudos demonstraram que uma apirase obtida de batata Solanum 

tuberosum (BANDA & GUIDOTTI, 1996) apresentava uma seqüência de aminoácidos 

homológa a CD39 e a diversas outras nucleosídeo trifosfatases recentemente 

identificadas, como a guanosina difosfatase de levedura (ABEIJON et a/.,1993) e a 

NTPase de Toxoplasma gondii (ASAI et a!., 1995). O antígeno CD39 é expresso em 
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linfócitos ativados, bem como no endotélio, macrófagos e células dendríticas (KANSAS 

et ai., 1991). A identidade da CD39 e ATP difosfoidrolase foi confirmada por estudos 

demonstrando que a expressão da CD39 humana em células COS-7 promoveu um 

aumento na atividade ATPásica e ADPásica dependente de cálcio e magnésio 0V ANG 

E GUIDOTTI, 1996; KACZMAREK et al., 1996). Além disso, CD39 recombinante de 

humanos e camundongos inibiu a agregação plaquetária induzida por ADP 

(KACZMAREK et ai., 1996; MARCUS et al., 1997). 

Estudos posteriores isolaram o DNA complementar da apirase de cérebro de ratos 

e camundongos, cuja expressão em células COS-7 resultou na produção de uma 

proteína glicosilada com peso molecular em tomo de 70-80 kDa e com atividade 

ATPásica e ADPásica (W ANG et al., 1997). Esta proteína está presente em neurônios e 

astrócitos de ratos em cultura primária e a análise do genoma revelou a presença de 

somente um gene para a apirase 0V ANG et al., 1997). 

A clonagem e o mapeamento de um gene isolado a partir de tecido humano, 

chamado CD39L1 (CD39-like-1) (CHADWICK & FRISCHAUF, 1997), demonstrou 

alta similaridade na seqüência de aminoácidos com uma ecto-ATPase de músculo liso 

de galinha e com a CD39 de humanos (KIRLEY, 1997; MALISZEWSKI et al., 1994). 

Entretanto, a expressão do clone de DNA complementar não foi realizada, no sentido de 

analisar as características bioquímicas da enzima e confirmar que o gene isolado 

realmente codifica uma ecto-ATPase humana (CHADWICK & FRISCHAUF, 1997). 

A ecto-apirase e a ecto-ATPase de vertebrados compartilham homologia de 

seqüência com certas nucleotidases de plantas, protozoários e leveduras. Algumas das 

enzimas estão ligadas à membrana, outras são solúveis ou somente a estrutura do seu 

DNA complementar é conhecida. HANDA E GUIDOTTI (1996) identificaram quatro 

regiões que são bem conservadas entre as diversas seqüências, as quais foram chamadas 
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de "regiões conservadas da apirase", que presumivelmente participam na formação do 

sítio catalítico destas enzimas. Além disso, KEGEL et ai. (1997) demonstraram que uma 

ecto-ATPase e uma ecto-apirase são expressas no cérebro de ratos. 

SMITH & KIRLEY (1998) clonaram e sequenciaram um gene para uma ATPase 

do tipo E (HB6) presente em cérebro humano, sendo que a proteína expressa em cultura 

de células comporta-se como uma apirase. 

Estudos analisando a seqüência da ATP difosfoidrolase demonstram que se trata 

de uma proteína integral de membrana com dois domínios transmembranas (nas porções 

terminais da proteína), pequenos segmentos citoplasmáticos NH2-terminal e COOH

terminal, e um grande domínio extracelular, que provavelmente contém o sítio de 

ligação e hidrólise dos nucleotídeos (MALISZEWSKI et al, 1994; W ANG & 

GUIDOTTI, 1996). Recentes estudos demonstraram que a ecto-apirase/CD39 é uma 

proteína tetramérica não-covalente e que os domínios transmembrana da enzima 

regulam a oligomerização da mesma (W ANG et ai., 1998). Estes autores propuseram 

que a inibição da ecto-apirase promovida por detergentes é causada pela dissociação dos 

tetrâmeros em monômeros (W ANG et ai., 1998). 

A ecto-apirase de cérebro humano é uma proteína altamente glicosilada com sete 

sítios potenciais de glicosilação, sugerindo que a glicosilação é necessária para a 

oligomerização e para a regulação da atividade de hidrólise de nucleotídeos (SMITH & 

KIRLEY, 1999). Na porção C-terminal da proteína, é possível identificar possíveis 

sítios de fosforilação para a ação de proteína quinase C e proteína quinase dependente 

de AMP cíclico, sugerindo que as apirases podem ser moduladas por fosforilação 

citoplasmática e podem estar envolvidas nas vias de transdução de sinal através da 

membrana (SMITH & KIRLEY, 1998). Recentemente, nosso laboratório tem 

apresentado evidências de que a ecto-apirase de cérebro de ratos é uma proteína 
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fosforilada, sugerindo que a fosforilação poderia ser um dos mecanismos envolvidos na 

modulação desta enzima em diferentes condições fisiológicas e patológicas (WINK, 

1999). 

Muitos trabalhos têm sido dedicados ao estudo das ectonucleotidases solúveis ou 

associadas à membrana em sistema nervoso central (TODOROV et ai., 1997; 

BATTASTINI et ai., 1991, 1995), desde que o ATP extracelular tem sido considerado 

um neurotransmissor excitatório (EDW ARDS et al, 1992; EV ANS et al, 1992) e 

diversas classes de purinoreceptores têm sido descobertas (RALEVIC & 

BURNSTOCK, 1998). Estas enzimas poderiam ter um papel essencial na regulação das 

concentrações e da disponibilidade de ligantes (ATP, ADP, AMP e adenosina) na fenda 

sináptica para estes receptores. A desfosforilação do nucleotídeo pela ação das 

ectonucleotidases, poderia inativar a sua ação neurotransmissora de modo direto, através 

da conversão de um agonista (ATP) em um composto inativo (ADP ou AMP), ou de 

modo indireto, tal como a conversão de um agonista (ATP) em um composto 

(adenosina) que pode subseqüentemente ativar ou inibir outros receptores ou enzimas 

associadas ao sistema (ZIMMERMANN, 1996; DI ORlO et ai., 1998; SMITH & 

KIRLEY, 1998; RATHBONE et al., 1999). 

Tem sido identificado que a ecto-apirase/CD39 é expressa em sinaptossomas 

isolados bem como em cultura de neurônios primários de córtex cerebral e astrócitos 

(BATTASTINI et ai., 1991; W ANG et ai., 1997). Estudos imunohistoquímicos têm 

demonstrado que a ecto-apirase é amplamente distribuída no cérebro de ratos, 

encontrando-se presente em neurônios de córtex cerebral, hipocampo, cerebelo, bem 

como em células gliais e células endoteliais (W ANG & GUIDOTTI, 1998). 

As ATPases do tipo E estão também relacionadas a uma molécula de adesão 

celular neuronal (NCAM) em sistema nervoso central, sugerindo o possível 



UFF~GS 
lnst. Ciências da Saúdlil 30 

BibHoiiçti 

envolvimento de ecto-enzimas nas funções de adesão celular (DZHANDZHUGAZY AN 

& BOCK, 1997). A NCAM desempenha um papel importante no desenvolvimento e 

regeneração neuronal, plasticidade sináptica e invasão tumoral. 

Diversos estudos têm demonstrado a participação das ectonucleotidases em uma 

série de condições fisiológicas e patológicas. NAGY e cols.(1990) demonstraram uma 

significativa diminuição na atividade ecto-ATPásica de córtex temporal de indivíduos 

epilépticos. Entretanto, um substancial aumento desta atividade foi observado na parte 

posterior do hipocampo destes pacientes. É interessante observar que o gene para CD39 

de humanos (1 Oq23 .1 to q24.1) (MALISZEWSKI et al, 1994) está co-localizado com o 

gene envolvido na epilepsia parcial humana com sintomas audiogênicos (1 Oq22 to 24) 

(OTTMAN et ai., 1995). Embora existam muitos outros genes na região que coincidem 

com CD39, a ecto-apirase está provavelmente envolvida na epilepsia, uma vez que 

significativas alterações foram observadas nestas atividades em pacientes epilépticos 

(NAGY et al., 1990). Trabalhos mais recentes têm demonstrado uma redução na ecto-

A TPase de córtex cerebral de ratos durante prolongado estado epiléptico induzido pela 

administração seqüencial de lítio e pilocarpina (NAGY et al., 1997). 

Além das alterações observadas na epilepsia, as ectonucleotidases podem ter suas 

atividades alteradas em outras condições patológicas. A expressão da ecto-apirase/CD39 

encontra-se aumentada em melanomas diferenciados de humanos, apresentando uma 

gradual diminuição com progressão do tumor (DZHANDZHUGAZYAN et ai., 1998). 

Nosso laboratório tem relatado alterações destas atividades enzimáticas em diferentes 

condições patológicas. Demonstrou-se que ratos submetidos a episódios isquêmicos 

isolados ou duplos apresentam significativas alterações nas atividades da ATP 

difosfoidrolase e 5' -nucleotidase em sinaptossomas hipocampais e plaquetas de ratos 

(FRASSETTO, 1998; SCHETINGER et ai., 1998). Nossos resultados, em sistema 
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nervoso central, foram posteriormente confirmados por estudos histoquírnicos e análise 

de RNA mensageiro, demonstrando um seletivo aumento nas atividades enzimáticas em 

áreas injuriadas do hipocarnpo (BRAUN et al, 1998). Além disso, nosso laboratório 

também descreveu o efeito da desnutrição nas enzimas de sinaptossornas de córtex 

cerebral de ratos (ROCHA et al., 1990), o efeito da fenilalanina e seus rnetabólitos 

(WYSE et al., 1994), bem corno o efeito de metais pesados corno o cloreto de mercúrio 

(OLIVEIRA et al., 1994), o acetato de cádmio (BARCELLOS et al., 1994) e o cloreto 

de alumínio (SCHETINGER et al., 1995). 

17. 5'-NUCLEOTIDASE (EC 3.1.3.5) 

Nosso laboratório tem proposto que, em sistema nervoso, a conversão extracelular 

de ATP até adenosina é catalisada pela ação conjugada de urna ATP difosfoidrolase e 

urna 5'-nucleotidase (SARKIS & SALTÓ, 1991; BATTASTINI et ai., 1995). A ecto-

5' -nucleotidase é urna enzima ancorada à membrana plasmática por glicosil

fosfatidilinositol (GPI). O ancorarnento da enzima pode ser clivado por urna fosfolipase 

C específica para GPI, dando origem às formas solúveis da enzima. Embora urna 

atividade 5' -nucleotidásica esteja também associada com as estruturas de algumas 

organelas citoplasmáticas, trata-se de urna proteína diferente das 5' -nucleotidases 

solúveis intracelulares (ZIMMERMANN, 1992, 1996). A ecto-5' -nucleotidase 

encontra-se presente na maioria dos tecidos e sua principal função é a hidrólise de 

nucleosídeos rnonofosfatados extracelulares, tais corno AMP, GMP ou UMP, a seus 

respectivos nucleosídeos: 

AMP + H20 ~ adenosina + Pi 

A estrutura primária da ecto-5' -nucleotidase foi determinada em figado de 

bovinos e ratos (SUZUKI et ai., 1993; MISUMI et al., 1990), placenta de humanos 
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(MISUMI et al, 1990a), rim de camundongos (RESTA et al., 1993) e órgão elétrico de 

Torpedo marmorata (GRONDAL & ZIMMERMANN, 1987). Esta enzima apresenta 

uma massa molecular aparente de 62 a 7 4 kDa, apresentando-se como um dímero com 

pontes dissulfeto entre as cadeias (ZIMMERMANN, 1996). Geralmente, AMP é o 

nucleosídeo hidrolisado com maior eficiência, sendo que os valores de Km estão na 

faixa de micromolar. ATP e ADP são inibidores competitivos da 5' -nucleotidase com 

valores de Ki também na faixa de micromolar (ZIMJVIERMANN, 1996). 

Em sistema nervoso central, 5 '-nucleotidase está predominantemente associada à 

glia, mas várias evidências têm demonstrado esta atividade associada à neurônios 

(ZIMMERMANN, 1996; ZIMMERMANN et ai., 1998). A ecto-5'-nucleotidase é 

transitoriamente expressa na superficie de células neuronais e nas sinapses durante o 

desenvolvimento sináptico (SCHOEN & KREUTZBERG, 1994; BRAUN et ai., 1995). 

A enzima desempenha um papel crítico na diferenciação neurítica e na sobrevivência de 

células PC12 e células granulares de cerebelo de rato em cultura (HEILBRONN et al., 

1995; HEILBRONN E ZIMMERMANN, 1995). Sua atividade encontra-se aumentada 

em astrócitos, células microgliais (BRAUN et al., 1997) e em sinaptossomas de 

hipocampo após isquemia focal e reperfusão (SCHETINGER et al., 1998). Além disso, 

estudos têm demonstrado que a ecto-5' -nucleotidase, CD73, tem características de uma 

molécula de adesão (AIRAS et al, 1995). 

A investigação da distribuição da 5' -nucleotidase em pacientes com epilepsia de 

lobo temporal demonstrou que a enzima encontra-se significativamente aumentada no 

giro denteado e nas terminações das fibras musgosas nas regiões CA4 e CA3, quando 

comparada com a atividade em hipocampo de humanos normais (LIE et al., 1999). 

Recentemente, a presença da 5' -nucleotidase foi observada nas sinapses de fibras 

musgosas de giro denteado de ratos após injeção sistêmica de cainato e indução de 
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kindling elétrico (SCHOEN et al, 1999), sendo menos detectada no grupo controle. Isto 

sugere que a enzima poderia ter uma função na interação célula-célula durante o 

processo de brotamento das fibras ou contribuindo para uma diminuição da atividade 

sináptica pela produção do neuromodulador inibitório adenosina (SCHOEN et al., 

1999). 

A associação da ecto-apirase e da 5 '"-nucleotidase em uma cadeia enzimática se 

constitui uma via altamente sofisticada desenvolvida com o objetivo de controlar os 

níveis extracelulares de ATP e adenosina, capazes de modular uma série de processos 

fundamentais a nível celular em muitos órgãos e tecidos, principalmente no sistema 

nervoso central (Figura I. I). 
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5'-nucleotidase 

Figura I. I: Funções do ATP liberado em um terminal nervoso e sua hidrólise até adenosina no 

espaço extracelular. (Adaptado de www.biozentrum.uni-frankfurt.de/proflzimmermann). 

O neurotransmissor ATP é liberado na fenda sináptica, podendo ligar-se em 

receptores específicos do tipo P2. Após exercer seus efeitos, sua ação pode ser inativada por 

um conjunto de ecto-enzimas que constituem a via das ectonucleotidases. Fazem parte desta 

via a ecto-ATPase, a ecto-ATP difosfoidrolase e a ecto-5' -nucleotidase, que metabolizam o 

A TP até adenosina. Por sua vez, a adenosina também exerce seus efeitos através de um 

conjunto de receptores do tipo Pl (A1, A2A, A2B e A3). Após exercer suas ações, a adenosina 

pode ser metabolizada extracelularmente ou recaptada por sistemas de transporte, podendo ser 

reutilizada na síntese de novos nucleotídeos. 
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L8. OBJETIVOS 

O objetivo principal desta tese foi estudar a participação de uma cadeia de ecto

enzimas (ATP difosfoidrolase e 5' -nucleotidase) envolvidas na hidrólise de ATP até 

adenosina em condições fisiológicas e patológicas capazes de induzir plasticidade 

sináptica, tais como memória e epilepsia. 

Considerando que, (i) o ATP é um importante neurotransmissor excitatório, 

sendo responsável por inúmeros eventos celulares produzidos pela ativação de seus 

receptores; (ii) a adenosina é um neuromodulador com diversas funções no sistema 

nervoso central, incluindo um papel neuroprotetor e o envolvimento em fenômenos 

fisiológicos e patológicos, tais como memória e epilepsia; (iii) a ação conjugada da ATP 

difosfoidrolase e 5' -nucleotidase pode controlar os níveis de ATP e adenosina na fenda 

sináptica e, consequentemente, modular as respostas purinérgicas em diferentes 

condições, foram estabelecidos os seguintes objetivos: 

1. Estudar o efeito da sessão de treino e teste em uma tarefa de esquiva inibitória sobre a 

atividade da ATP difosfoidrolase e 5' -nucleotidase em sinaptossomas de hipocampo de 

ratos. 

2. Verificar se a sessão de treino em uma tarefa de esquiva inibitória altera a atividade 

da ATP difosfoidrolase e 5' -nucleotidase em sinaptossomas de diferentes estruturas 

cerebrais, como córtex entorrinal e córtex parietal. 

3. Estudar o efeito "in vitro" da suramina, um antagonista de receptores P2, sobre 

atividade da ATP difosfoidrolase em sinaptossomas hipocampais de ratos e sobre o 

aprendizado de esquiva inibitória em ratos. 
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4. Estudar o efeito da epilepsia induzida pelos modelos da pilocarpina e ácido caínico 

sobre as atividades da ATP difosfoidrolase e 5'-nucleotidase em sinaptossomas de 

hipocampo e córtex cerebral de ratos. 

5. Estudar o efeito do modelo de Kindling e da administração aguda de PTZ sobre a 

atividade da ATP difosfoidrolase e 5' -nucleotidase em sinaptossomas de hipocampo e 

córtex cerebral de ratos. 
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Severa! !ines o f evidence in di cate that A TP may play an importam role in Long-Term Potentiation. 
In this investigation we evaluated the effect of a memory task (step-down inhibitory avoidance) 
on the synaptosomal ecto-enzymes (ATP diphosphohydrolase and 5'-nucleotidase) in\·olved in the 
degradation o f ATP to adenosine. After the training session. a decrease in the ATPase ( 40'%) and 
ADPase (29%) activities of ATP diphosphohydrolase as \\·e!J as was a decrease in 5'-nucleotidase 
activity (3 I%) was obserwd in hippocampal synaptosomes o f rats trained and killed immediatel y 
after'training. In synaptosomes o f rats killed 30 minutes after training. a decrease in A TPase activiry 
(28%) was observed. In the test session. no significam changes were observed in the enzyme 
activities studied. These results provide new information about the activity of ecto-enzymes in
volved in nucleotide degradation and their possible panicipation in mechanisms o f acquisition and 
modulation o f memory processing. 

KEY WORDS: ATP diphosphohydrolase: 5'-nucleotidase: exrracellular A TP: long-term potentiation: L TP: 
memor:·. 

INTRODUCTION 

It has been proposed that both ATP and adenosine 
modulate synaptic transmission in the mammalian brain 
( 1 ). ATP is known to be stored with acetylcholine in 
synaptic vesicles and, by analogy with chromaffin gran
ules, it may also be stored in central noradrenergic ves
icles (2). ATP can also be released from the 
glutamatergic presynaptic terminais of the Schaffer col
laterals in the hippocampus in a calcium-dependent man
ner (3) and may media te fast excitatory transmission ( 4 ). 

1 Departamento de Bioquímica. Instituto de Ciencias Básicas da Saúde. 
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Porto Alegre. RS. 
Brasil. 
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2600. 90035-003. Porro Alegre. RS. Brasil. Fax: +55( 51 )316-5535: 
c-mail adàress: Sarkis'g plug-in.com.br. 
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It has been demonstrated that exogenous A TP at low 
concentrations (nM range) is able to induce long-lasting 
enhancement of the population spike recorded from 
mouse hippocampal slices (5). This enhancement ofsyn
aptic strength is called Long-T erm Potentiation (L TP) 
(6.7). Long-Term Potentiation is a synapse-specific en
hancement of excitatory postsynaptic responses and 
there is growing evidence that this form o f synaptic plas
ticity underlies some forms o f memory (8.9 ). L TP shares 
severa! properties \Vith memory: rapid induction (acqui
sition), great lability in the early postinduction ( consol
idation) period. stimulus specificity, maintenance for 
very long periods in the absence of stimulation. and 
ready expression in response to reiteration o f the original 
stimulus (8.1 O). Since L TP and memory share severa! 
pharmacologic similarities. some correlations berween 
these tv.·o sets o f studies could be established ( 1 O). 

Extracellular ATP may play a role in the modula
tion of synaptic efficiency ( 11) through severa! possible 
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mechanisms. A TP may be used by pro te in kinases lo
cated on the neuronal cell surface (12-14). The partici
pation of A TP in mechanisms of extracellular protein 
phosphorylarion has been suggested as a signal for long
lasting changes in synaptic activity (13). Furtherrnore. 
extracellular ATP can be hydrolyzed by a chaín of ec
tonucleotidas.::s (15). We have demonstrated that the 
neurotransmitter A TP is hydrolyzed to adenosine in the 
synaptic cleft of the central and peripheral nervous sys
tem (16-18) by the conjugare action o f an A TP diphos
phohydrolase (ATPDase. apyrase, EC 3.6.1.5) and 
5'-nucleotidase (EC 3.1.3.5). Recently, we have reported 
the solubilization and characterization of ATP diphos
phohydrolase from rat brain synaptic plasma membranes 
(19). This enzyme actiYiry is activated by either Ca+2 or 
Mg~2 and it is not inhibited by known inhibitors o f var
ious intracellular ATPases, such as Na~. K+-ATPase. 
ca~2• Mg~:-ATPase and mitochondrial A TPases (!6). 
The presence o f A TP diphosphohydrolase as an ecto
enzyme in synaptosomes is important because only this 
enzyme is able to hydrolyze adenine triphosphonucleo
side (ATP) to its equiYalent monophosphonucleoside 
(AMP) and inorganic phosphate. Then. AMP can pro
duce the nucleoside adenosine by the action of a 5'-nu
cleotidase. 5'-nucleotidase is an enzyme able to catalyze 
the hydrolysis of nucleosides 5'-monophosphates, being 
AMP the nucleoside that is hydrolyzed with the highest 
efficiency. A TP and ADP are competi tive inhibitors o f 
5'-nucleotidase with the Ki values in the low micromolar 
range or even below thar. It is very likely that in situ 
there is a considerable delay between the breakdown of 
A TP and AMP hydrolysis for the forrnation o f adenosine 
( feed forward inhibition J (15). The adenosine forrned 
can acb on Pl-purinoceptors and it is rapidly taken up 
via high-affinity uptake systems that are present in neu
rons and mediare the sah·age o f physiological purine for 
incorporation into cellular nucleotides. These two en
zymes have a dual function in controlling the availability 
of ligands (ATP, ADP .. -\MP. adenosine) for either nu
cleotide or nucleoside receptors. They hydrolyze the nu
cleotide by controlling its life span and the duration and 
extent o f receptor actiYation ( 15). 

Because L TP is generally recognized as a possible 
mechanism o f memory and evidences indica te that A TP 
may play an importam role in L TP and in the modula
tion of synaptic transmission, a study of the possible 
effect of memory tasks on ATP-metabolizing enzymes 
would be interesting. Step-down inhibitory avoidance 
leaming in the rat triggers biochemical events in the hip
pocampus that are necessary for the retention of this 
task. The events underlying memory forrnation of the 
inhibitory avoidance task in the hippocampus involve. 
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first, an activation of NMDA, AMPA and metabotropic 
glutamate receptors followed by changes in second mes
sengers and biochemical cascades led by enhanced ac
tivity of protein kinases: Protein Kinase G (PKG): 
Protein Kinase C (PKC); calcium-calmodulin-dependent 
protein kinase II (CaMKII) and Protein Kinase A (PKA.) 
(8,9). This task is usually acquired in one single trial. 
which makes it ideal for studying processes initiated by 
training, uncontaminated by prior or further trials, re
hearsals. or retrievals (9). 

Accordingly, the objective of the present investi
gation was to evaluate the influence of a memory task, 
step-down inhibitory avoidance on the enzyme activities 
(ATP diphosphohydrolase and 5'-nucleotidase) involved 
in the cleavage o f A TP to adenosine in synaptosomal 
fractions from hippocampus· of adult rats. With our re
sults. we intend to provide a new inforrnation on the role 
o f A TP and the enzymes involved in its degradation in 
mechanisms of acquisition and modulation of memory 
processing. 

EXPERIMENTAL PROCEDURE 

Chemicals. Nucleotides <A TP. ADP. A.:'viP). HEPES. Trizma Base 
and EDT A were obtained from Sigma Chemical Co. (St. Louis. MO. 
USA). Sodium azide and sucrose were obtained from Merck (Darms
dadt. FRGl. Percoll was obtained from Phannacia (Üppsala. Sweden) 
and was routinely filtered through millipore AP 15 pre-filters to remove 
aggregated. incompletely eoated particles. Ali other reagents were of 
analytical grade. 

Srep-Down lnhihiron- Amidunce Tusk. Adult male Wistar rats 

(age. 70-90 days: weight. 2-+0-280 gl were maintained at a constam 
temperarure (23 ± 2°() in a 12 h lightdark cycle and had free aeeess 
to food and water throughout the experiment. Animais were trai"led 
and tested in a step-down inhibitory a\·oidanee task ( 20.21) in a 50 
em \\ide. 25 em high and 25 em deep aerylic box whose ftoor was a 
series o f parallel 1.2 mm-caliber bronze bars spaced l.O em apart. The 
left end o f the grid was occupied by a 7 em wide. 5 em high formica 
platfom1. Two separare experiments were canied out. 

In the first experimental condirion. we investigated the effeet of 
training in a srep-down inhibitory a\·oidance task on A TP diphos
phohydrolase and 5'-nucleotidase aetivities in hippocampal synapto
somes of rats. In the training session. the animais were gently plaeed 
on the platfonn facing the rear left comer. On stepping down they 
recei\·ed a 0.5 mA. 2-s scrambled footshock and were then withdrawn 
from the iloor. The rats were killed by decapiration at di fferenr rimes 
(0. 15. 30. and 60 minutesl aftcr training and their hippocampi were 
remo\·ed. In order to examine the possibiliry that the footshoek could 
alter the enzyme activities. rats tshock group) were plaeed direetly on 
the grid and received a 0.5 mA. 2-s scrambled footshock. and were 
then withdrawn from the box. As described abo\·e. the rats also were 
killed ar different times after rhe footshock and their hippocampi were 
remo\·ed. 

In the second experimental condition. we exammed the effect of 
the test session in a step-down inhibitorv a\·oidance task on enzyme 
activities studied in hippocampal svnapwsomes of rats. In this exper-
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Fig. IA and IB. Effect of training session in a step-down inhibitory 
avoidance task on ATP (A) and ADP (B) hydrolysis by the ATP di
phosphohydrolase of synaptosomes of the rat hippocampus. Control 
represents normal rats: Shock group represents the animais that re
ceived onlv a footshock and were killed at different times (0. 15. 30. 
and 60 mi~) after this condition. T rained group represents the animais 
that were traincd in a step-down inhibitory avoidance task and were 
killed at different times (0. 15. 30. and 60 min) after the training. Bars 
represem the means ± SD of at least nine animais. (*) Significantly 
different from control lp < 0.05: Duncan Test). (a) Significantly dif
ferent from the respective shock group (p < 0.05: Duncan Test). 

iment. rats were rrained and the test session held 24 h !ater was similar 
to the training: session in ali aspects. except that the footshock was 
omitted. Test mmus training step-down latency (to a ceiling of 180 s) 
was taken as a measure o f retention o f inhibitory avoidance (21 ). In 
order to examine if the footshock could alter the enzyme activities. 
two groups of rats received a 0.5 mA 2-s scrambled footshock in the 
training session and were withdr:nvn from the box. In the test session. 
24 h !ater. one group o f rats "as left in their homecage (no exposed 
group) and the other group ''as just exposed to the box ( exposed 
group 1 in order to observe i f the simple exposure to the box could 
alter the enzyme activities srudied. Immediately after the test session. 
the rats were killed and their hippocampi were removed. 

Subcellular Fractionalion. The hippocampi were gently homog
enized in 5 volumes of an ice-cold medium consisting of 320 m\1 
sucrose. 0.1 m\! EDTA and :0.0 mM Hepes. pH 7.5. with a motor
driven Tefion-glass homogenizer. The synaptosomes were isolated as 
described by \'agy and Delgacio-Escueta 122). Briefiy. 0.5 ml of the 
crude mitochondrial fraction was mixed with -1.0 ml ofan 8.5% Percoll 
solution and l:J.yered o mo an isoosmotic Perco! L sucrose discontinuous 
t,rradient (I O 16' 6 ). The synaptosomes that banded at the I 0/16'}6 Per
coll interface .,,·ere collected with wide tip disposable plastic transfer 
pipettes. The synaptosomal fr:lctions were washed at 15.000 g for 20 
min with the same ice-cold medium to remow the contaminar Perco!!. 

The synaptosome pellet was resuspended to a final protein concentra
tion of approximately 0.5 mg!ml. The material was prepared fresh 
daily and maintained at 0-4°C throughout preparation. 

En::vme Assars. The reaction medium used to assay A TP diphos
phohydrolase activiry was essentially as described by Battastini et ai. 
(16) and contained 5.0 m:V! KCI. 1.5 mM CaCI,. 0.1 m:V! EDTA. 10 
mM glucose. 225 mM sucrose. 45 mM TRIS-HC! buffer. pH 8.0. and 
5.0 mM sodium azide in a final volume of 200 .ui. The enz~me prep
aration (I 0-20 flg protein l was added to the reaction mixture and 
preincubated for lO minutes at 37"C. The reaction was initiated by the 
addition o f A TP or ADP to a final concemration o f ! .O mM and 
stopped by the addition o f 200 IJ.l o f l 0% trichloroacetic acid. The 
samples were chilled on ice for I O minutes and I 00 fll samples were 
taken for the assay o f released inorganic phosphate ( Pi) by the method 
o f Chan et al. (23). 

The reaction medium uscd to assay 5'-nucleotidase activiry con
tained lO mM :v!gCl,. 0.1 mM TRIS-HCJ. pH 7.0 and 0.15 \! sucrose 
in a final volume of 200 J.!l (24). The enzyme preparation 1\0 .. 20 Jlg 
protein) was preincubated for 10 minutes at 37°C. The reaction was 
initiated by the addition of AMP to a final concentration of 1.0 mM 
and stopped by the addition o f 200 J.!l o f I 0°~ trichloroacetic acid: I 00 
!ll samples were taken for the assay of released inorganic phosphate 
(Pi) by the method of Chan et al. (23) . 

In both enzyme assays. incubation times and protein cone :ntra
tions were chosen in order to ensure the lineariry of the reactions. 
Controls with the addition o f the enzyme preparation after addition o f 
trichloroacetic acid were used to correct non-enzymatic hydrolysis of 
the substrates. Ali samples were run in duplicare. 

Protein was measured by the Coomassie Blue method according 
to Bradford (25). using bovine serum albumin as standard. 

Statistical Anah·sis. The data obtained for the enZ}me <!';ti,·ities 
are presented as mean = SD o f a number o f animais srudied :n each 
condition. The statistical analysis used in these experiments was nvo
way ANOV A and one-way ANOV A. followed by the Duncan multiple 
range test. P < 0.05 was considered to represem a significam differ
ence in both statistical analysis used. The differences benveen training 
and test session \vere evaluated by the Wilcoxon test. The data are 
expressed as median ( interquartile range). 

RESULTS 

In the trammg session. for a step-down inhibitory 
avoidance task. we observed a 40% decrease in the A TP
ase activity o f A TP diphosphohydrolase in hippocampal 
synaptosomes of rats. This inhibition was statistically 
significam ( P < 0.05) in synaptosomes o f rats trained 
and killed immediately after the training session (0 min) 
when compared to the respective shock group (Fig. lA). 
In hippocampal synaptosomes of rats trained and killed 
30 minutes after the training session. a 28% decrease in 
A TPase activity was also observed compared to the re
spective shock g.roup (Fig. IA). In contrast. ATPase ac
tivity for rats trained and killed 15 and 60 minutes after 
the training session did not present significam changes. 

The data obtained about the ADPase activity of 
A TP diphosphohydrolase showed a 29% decrease in this 
activity when the animais were trained and killed im-
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Fig. 2. Effect oi the training session in a step-down inhibitory avoid
ance task on s·-nucleotidase activiry in synaptosomes from the rat hip
pocampus. Control represents normal rats. Shock group represents the 
animais that recei\'ed onlv a footshock and were killed at different 
times (0. !5. 30. and 60 ~in) after this condition. Trained group rep
resents the animais that were trained in a step-down inhibitory avoid
ance task and were killed at different times (0. 15. 30. and 60 min) 
after the training. Bars represem the means :: SD of at least nine 
animais. (*) Significantly different from control ip < 0.05: Duncan 
Test). (a) Significantly different from the respective shock group (p < 
0.05: Duncan Teso. 

mediately after the training session (0 min). This effect 
was considered significant (P < 0.05) when compared 
to the respecti\·e shock group (Fig. I B ). This inhibition 
was probably reversed, because no significam changes 
in ADPase activity were observed in the other groups 
(!5, 30, and 60 minutes) when compared to the contrai 
group and respective shock groups (Fig. I B ). 

In the present study, we also determined the effect 
of the training session on 5'-nucleotidase activity since 
this enzyme. together with A TP diphosphohydrolase. 
participares in the complete hydrolysis o f A TP to aden
osine in the synaptic cleft. The effect observed on 5'
nucleotidase activity was similar to that obtained for 
ADPase acti\'ity of ATP diphosphohydrolase. The data 
reported in Fig. 2 show an 31% inhibition o f 5'-nucleo
tidase actiYity in rats submitted to the training session 
and immediately killed (0 min) when compared to the 
respective shock group. The groups killed at I5. 30 and 
60 minutes did not show significant changes in this en
zyme actiYity (fig. 2). It was observed a significam dif
ference in ATPase, ADPase and AMPase activities 
between the groups (shock and trained groups) and be
tween the different times (0. 15, 30. and 60 minutes) by 
two-way A:\"OV A follo\ved by the Duncan multiple 
range test (p < 0.05). There were no significam differ
ences in the enzyme activities studied bem·een the con
trai group 1 normal rats) and the shock groups killed at 
the corresponding times. 

We also evaluate the effect of the test session on 
the same enzyme activities. Our objecti\'e was to deter-
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mine i f the retrieval o f a memory could promote changes 
in extracellular A TP degradation. The difference be
tween the test and training session latency (to a ceiling 
o f 180 s) to step-dO\vn. with the animal placing thc:: ~ 
paws on the grid was considered to be a measure of 
retention of inhibitory avoidance. The median training 
latency for ali animais (n = 8) was 2.9 s. range 1.25 to 
5.I5 s. Median test Iatency for ali animais (n = 8) was 
I82.9 s, range 181.2 to 184 s. A significam difference 
berween training and test latency was observed (\Vi
coxon test. p < 0.05 ). This result showed that animab 
acquired the information in the training session and there 
was a significam improvement of their performance ir. 
the test session. indicating the retrieval o f the previousl:
acquired memory. The test session in a step-down in
hibitory avoidance task did not significamly change the 
A TP and ADP hydrolysis promoted by A TP diphos
phohydrolase when compared to shock groups ( exposed 
and non-exposed) and to the contrai group. Also. no 
significam changes in 5'-nucleotidase activity were ob
served \vhen compared to the shock groups ( exposed and 
non-exposed) and to the contrai group. There were no 
significam differences in the enzyme activities ( ATP di
phosphohydrolase and 5'-nucleotidase) between shock 
groups (exposed and non exposed) and the control 
group. 

DISCUSSIO:\ 

In the present study, we investigated the enzyme 
activities involved in the cleavage of A TP to adenosine 
and their possible relation to mechanisms of memory. 
The extracellular catabolism o f A TP constitutes a highly 
sophisticated pathway designed to contrai the rate. 
amount and timing o f adenosine formation ( 26) and this 
nucleoside has been sho\vn to modulate synaptic plastic
ity (27) by activating inhibitory A1 and facilitatory A 2 

adenosine receptors. \\·hich modulare synaptic transmis
sion (28). Our results showed the occurrence of a sig
nificant inhibition of the enzyme activities involved in 
ATP hydrolysis to adenosine (A TP diphosphohydrolase 
and 5'-nucleotidase) immediately posttraining. \vhich 
could promote a decrease in adenosine formation in the 
synaptic cleft. This effect may prevent an inhibitory ac
tion o f adenosine mediated by A 

1 
receptors on L TP and. 

consequently, on the mechanísms of memory acquisi
tion. Furthermore. the significam effect observed im
mediately after the training session (0 min) probably did 
not involve protein synthesis. because there was no time 
enough for altered proteín synthesís to occur. Therefore. 
it must be to some allosteric modulation of the enzyme 
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activities involved in the adenine nucleotides degrada
tion or other possible mechanisms. like proteins phos
phorylation. It has been showed that Ecto-A TPase o f rat 
brain synaprosomes is largely inactivated in ATP-depen
dent process. This inhibitory effect observed on the syn
aptosomal Ecto-ATPase is likely mediated by 
phosphorylation of 90-95 KDa protein(s) associated 
with the externai surface of the plasma membrane of 
synaptosomes (29). 

Our results showed a significam decrease in A TP 
hydrolysis promoted by A TP diphosphohydrolase in hip
pocampal synaptosomes of rats trained and killed 30 
minutes after training, but there were no significam 
changes in ADP or AMP hydrolysis promoted by A TP 
diphosphohydrolase and 5'-nucleotidase, respectively. 
Thus. the differential action observed in the enzymatic 
degradation o f A TP and ADP can suggest that these nu
cleotides could be handled differemly by the A TP di
phosphohydrolase or their hydrolysis could be 
modulated by different mechanisms. Since it has been 
showed that an ecto-ATPase and an ecto-ATP diphos
phohydrolase are expressed in rat brain (30), it is pos
sible in our experiments the inf!uence o f an ecto-A TPase 
activity. mainly in relation to ATP hydrolysis. \vhich 
could explain the difference observed 30 min after the 
training session between ATP and ADP hydrolysis. 
When these enzyme activities were determined in hip
pocampal synaptosomes of rats trained and killed 15 and 
60 minutes after training. no significam differences were 
observed compared to the comrol groups. These results 
suggest that a modulation of the enzyme activities in
volved in A TP hydrolysis mày panicipate in different 
evems triggered during memory formation. 

Protein phosphorylation is considered a key mech
anism in processes underlying the induction o f long-last
ing changes in synaptic activity. including learning and 
memory formation (31.32). The presence of neuronal 
ecto-protein kinase (12) is able to regula te severa! neu
ronal functions. using extracellular A TP secreted from 
synaptic vesicles as a substrate in the ecto-protein phos
phorylation ( 14). Addition to the extracellular medium 
of a monoclonal antibody termed mAb 1.9 directed to 
the catalytic domain of PKC. inhibited selectively· this 
surface protein phosphorylation ( ecto-protein kinase) 
and blocked the stabilization o f L TP (30-40 min) after 
stimulation (33). 

On the basis o f these considerations. it is interesting 
to suggest that if an ecto-protein kinase plays a role in 
the maimenance phase of a stable LTP. the panicipation 
o f extracellular A TP in this phase is necessary. Our re
sults showed a decrease in ATP hydrolysis 30 minutes 
after the training session. ,,·hich prolonged the presence 

o f A TP released so that it could act as a substrate for 
ecto-protein kinase during the maimenance phase of 
L TP (33 ). The alterations observed suggests a possible 
role of these enzymatic chain modulating the externai 
concentrations of ATP and. consequently. the ATP-de
pendent signalling pathways. 

The results obtained in the test session did not sho\V 
significam differences in the enzyme activities studied. 
Our results indicare that the modulation of enzyme ac
tivities involved in the complete hydrolysis o f A TP to 
adenosine in the synaptic cleft can panicipate in the 
mechanisms o f memory acquisition. but has no effect on 
retrieval. 

In summary, the results reponed in this paper show 
that a memory task (step-down inhibitory avoidance 
task) can ai ter the A TP diphosphohydrolase and 5'-nu
cleotidase activities in hippocampal synaptosomes of 
rats. Our results suggest a possible involvement o f A TP 
degradation in specific biochemical events related to be
havioral memory acquisition and consolidation. 
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Abstract 

Considering the in,·olvcmcnt o f cxtracellular A TP in thc mcmory formation. we analyzed the effect o f inhibitory avoidance training on 
ectonucleotidasc activitics in synaptosomcs from hippocampus. entorhinal conex and parietal conex. ATP diphosphohydrolase activity 
presentcd a decrease (33'7r) in hippocampái synaptosomes o f rats sacrificed 180 min after training. Ou r results also showed a decrcase in 
synaptosomal ATP diphosphohydrolasc (30% and 42% for ATP and ADP. respectively) in entorhinal cortex immediately after training. 
These tindings suggest an integrated action of ATP diphosphohydrolase from hippocampus and entorhinal cortex in the formation of 
inhibitory avoidance mcmory. © 1999 Elsevier Science B.Y. Ali rights reserved. 

Ke.nmrd.c ATP diphosphoh~dmlasc: Apyrasc: 5'-nucleotidase: lnhibitory avoidance: Long-tenn potentiation: Memory 

There is increasing cvidence for a role of extracellular 
A TP in the synaptic plasticity. A TP is able to induce 
Iong-lasting enhancement of the population-spike, called 
long-term potentiation (LTP) [ 17.18]. Extracellular ATP 
has also been shown to he a substrate for ecto-protein 
kinases, important in thc rnaintenance phase o f L TP [5]. 

The signaling actions induced by extracellular ATP are 
directly correlated to the activity of ectonucleotidases, 
because they trigger enzymatic conversion of ATP, con
trolling the nucleotide leveis in the synaptic cleft [20]. We 
have demonstrated that the neurotransmitter A TP is hydro
lyzed to adenosine. an important neuromodulator, by the 
conjugated action of an ATP diphosphohydrolase (apyrase, 
EC 3.6.1.5) and a 5'-nucleotidase (EC 3.1.3.5) [1,13]. 
Ecto-apyrase is a noncovalent tetrameric protein [ 16) ex
pressed in primary neurons and astrocytes, presenting a 
wide distribution in central nervous systern [ 15]. Further
more, Kegel et ai. have showed that an ecto-ATPase is 
co-expressed with an ecto-A TP diphosphohydrolase in rat 
brain [I 1]. 

· Corresponding author. Fax: + 55-51-316-5535: e-mail: 
jjsarkis@plug-in.com.br 

Recently, our laboratory observed that one-trial in
hibitory avoidance training is associated with a learning
specific, time-dependem decrease in hippocampal ectonu
cleotidase activities [2). These findings raise questions 
about the importance of the ectonucleotidase pathway in 
biochemical events related to the early phase of rnemory 
formation. Step-down inhibitory avoidance task involves 
the specific repression of the natural tendency of rats to 
explore beyond the platform. without affecting the perfor
mance of exploratory behavior while on the platfom1, 
repeated approximations to its border or abonive step-down 
responses [9]. Studies have showed that the hippocampus 
and amygdala, entorhinal cortex and parietal conex partici
pare. in that sequence. in the formation and expression of 
mernory for step-down inhibitory avoidance task in rats 
[10). 

To further explore the possible partiCipation of the 
ecto:1Ucleotidase pathway in different brain structures in
volved in the formation of inhibitory avoidance mernory, 
here we evaluated the effect of inhibitory avoidance train
ing on synaptosomal A TP diphosphohydrolase and 5'
nucleotidase activities from hippocarnpus, entorhinal cor
tex and parietal conex of rats at different times after 
training. 

0006-8993/99 /S- see fron! mat!er C9 1999 Elscvier Science B.Y. Ali rights reserved. 
Pll: 50006- 8'19 3( 99 J02300- 8 
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Adult malc Wistar rats (70-90 days: 220-260 g) wcrc 
maintaincd at a constant temperature (23 ± I °C) in a 12 h 
líghtjdark cycle and had water and food ad líbitum. The 
step-down inhibitory avoidance training box was a 50 em 
wide, 25 em high and 25 em deep acryiic box whose floor 
was a serics of parallel 1.2 mm-caiiber bronze bars spaced 
1.0 em apart. The left end of the grid was oecupied by a 
7-cm wide, 5-cm high Fonnica platfonn. Animais were 
divided in to three groups: (I) naive controis, sacrificed 
immediately after withdrawal from their home cage; (2) 
shocked animais. plaeed directly over an electrified grid, 
receiving a 0.4 mA, 2.0 s footshock. then withdrawn from 
the box: and (3) trained animal:;. Trained rats were placed 
on thc platform facing the rear lcft comer. Immediatcly 
aftcr stepping down on thc griJ. they reccived a 0.4 mA, 
2-s scrambled footshock and were then withdrawn from 
the box [[ 18].35]. The rats were sacrificed by dccapitation 
at different times (0, 180 and 360 min) aftec training 
(trained group) or shock (shocked group) and their hip
pocampi. entorhinal cortex and parietal cortex werc rc
moved. The suhcellular fractionation and enzyme assays 
wcrc carried out simultancously ar thc diffcrcnt groups 
stuJieJ. 

Thc experiments with entorhinal cortcx wcrc performed 
using pools of two animais for each synaptosomal prepara
tion. The hippocampi, parietal concx and entorhinal cortex 
were homogenized and the synaptosomes were isolated as 
described previously [ 12]. 

The reaction medium used to assay ATP diphosphohy
drolase activity contained 5.0 mM KCI, 1.5 mM CaCI 2 , 

O. I mM EDTA, 10 mM glucose, 225 mM sucrose and 45 
mM Tris-HCI buffer, pH 8.0. in a final volume of 200 J.LI 
[I]. The reaction medium used to assay 5'-nucleotidase 
activity contained 10 mM MgCI 2 , O. IM Tris-HCI, pH 7.0 
and O. I5 M sucrose in a final volume of 200 J.LI [8]. The 
synaptosome preparation (I 0-20 !J.g protein) was preincu
bated for IO min at 37°C. The reaction was initiated by the 
addition o f A TP, ADP or AMP to a final concentration of 
I .O mM and stopped by the addition o f 200 f.J..I I 0% 
trichloroacetíc acid. The released inorganic phosphate (Pi) 
was detennined according Chan et ai. [4]. Protein was 
mea~ured by the Coomassie Blue method [3]. Thc statisti
cal analysis used was two-way ANOV A and one-way 
ANOV A, followed by Duncan multiple range test. P < 
0.05 was considered to represent a significant difference in 
both statistical analysis used. 

Our laboratory have demonstrated a significant decrease 
in hippocampal ectonucleotidase activities immediately 
post-training [2]. To further explore the possibility that 
hippocampal ectonucleotidases are involved in memory 
consolidation, we examined if the late events in the hip
pocampus (3-6 h post-training) can involve the modula
tion o f these enzyme activities. The mean overall ste-p-down 
Iatency during training was 7.23 ± I .05 s (n = 30, mean ± 
S.E.). ATP diphosphohydrolase presented a significant de
crease (33% for both substrates when compared to the 

rcspccti"c shock group, P < 0.05) in hippocampal 
synaptosomcs o f rats sacrificed at I 80 min, but not at 360 
min after training (Fig. lA and B). 

In ordcr to examine the participation of cctonucleoti
dases from different structures in the acquisítion and con
solidation of memory, we investigate these enzyme actívi
ties in synaptosomes from entorhinal and parictal cortex of 
rats after avoidance learning. Our results showed a signifi
cant decrease in ATP diphosphohydrolase activity (30% 
and 42% for ATP and ADP, respectively) in synaptosomes 
from entorhinal cortex of rats sacrificed immediately, but 
not at I 80 and 360 min after training (Fig. 2A and B). 

There were no significant differcnces in ATP diphos
phohydrolase activity bctwcen groups (naive. shocl:ed and 
trained) and between different training-sacrifice intervals 
(0, I 80 and 360 min) tested in synaptosomes from parietal 
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Fig. I. Effect o f training session in a step-down inhibitory avoidance task 
on ATP (A) and ADP (B) hydrolysis by ATP diphosphohydrolase in 
synaptosomes from hippocampus of rats. Conrrol group represents naive 
rats. Bars represem the mean ± S.D. o f at least eight animais. (*) Signifi
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( P < 0.05: Duncan Test). (a) Significantly different from the respective 
:;!,ocked group (P < 0.05: Duncan Test). 

cortex (data not shown). Ecto-5'-nucleotidase activity did 
not presented significant changes in synaptosomes from 
hippocampus, entorhinal cortex and parietal cortex in any 
training-sacrifice intervals studied (data not shown). 

Extracellular A TP was associated with memory forma
tion. probably by interaction with purinergic receptors [ 18], 
ecronucleotidases [2] and ecto-protein phosphorylation [5]. 
The present results observed in entorhinal cortex agree 
with our previous report about a decrease of ectonucleoti
dase pathway in synaptosomes from hippocampus of rats 
immediately after training (2]. In order to extend our 
previous studies in the hippocampus, we proceed this 

investigation and observed an inhibition of hippocampal 
ATP diphosphohydrolase at 180 min after training. Ec
tonucleotidases from parietal cortex did not show signifi
cant changes, suggesting that these enzymes are not rele
vant to formation of inhibitory avoidance memory in pari

ela! cortex. 

In karning situations. thc hippocampus i~ supposcd to 
rcccivc thc stimuli rclevant to the training experiencc from 
collatcrals of the scnsory system, prefrontal cortex and 
cntorhinal cortcx [9, I 0]. These structures share similar 
pharmacological and biochemical mechanisms in the early 
stages of memory formation (9]. The significant inhibition 
observed on ectonucleotidase pathway in hippocampus (2] 
and on ATP diphosphohydrolase activity in entorhinal 
cortex immediately after training could represent an impor
tant biochemical mechanism related to memory acquisi
tion. 

Among severa! biochemical mechanisms triggered im
mediately after training, it is possible to observe an en
hanced activity of Protein Kinasc G (PKG), calcium
calmodulin-dcpcndcnt protein kinasc II (CaMKII), Protein 
Kinase C (P.KC) ... ascades and an increase in Protein 
Kinase A (PKA) activity at O and 3 h after training (9]. 
Recently. our laboratory has presented evidences pointed 
out to a possible modulation of rat brain ecto-apyrase by 
phosphorylation ( 19]. Furthermorc. thc scquence analysis 
of ccto-apyrase presents one potcntial cAMP- or cGMP
dependent protein kinase phosphorylation site. four PKC 
phosphorylation sites and two casein kinase phosphoryla
tion sites [ 14]. Although the mcchanism by which ecto
apyrasc dccreases its activity post-training has not been 
elucidated. it is possible that its phosphorylation represents 
an imporrant regulatory mechanism. controlling extracellu
lar A TP leveis, which could be used as substrate in 
ecto-protein phosphorylation. It has becn proposed that the 
maintenance of LTP involve the activity of an ecto-protein 
kinase, using extracellular A TP as substrate [5]. 

There is considerable evidencc that leaming invokes 
neuroplastic changes involving the activity of the neural 
cell adhesion molecules (NCAM) [6,7]. Considering that 
NCAM expression presents an increase ..:t 6- to 8-h post
training (6] and evidences indicate that NCAM is associ
ated to an ATPase activity [7], we investigate the ATP 
hydrolysis at 6 h after avoidance training. However, our 
results did not present significant changes on synaptosomal 
A TP hydrolysis, indicating that ATPase activity, at least in 
this condition, is not crucial for memory formation. 

In summary, the results reported hcre endorse the hy
pothesis that ectonucleotidase activities participate in the 
early events related to memory acquisition and consolida
tion of an aversively motivated Jearning task. 
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BONAN. C. D., R. ROESLER; J. QUEVEDO, A M. O. BATIASTINI. L IZQUIERDO AND J. J. F. SARKIS. 
Effecrs o f suramin on hippocampal apyrase acrivity and inhibitory avoidance learníng of rars. PHARMACOL BIOCHEM 
BEHAV 63(1) 153-158.1999.-The actíon of suramin on apy-rase activity in hippocampal synaptosomes and its effects on re
tention of inhibitory avoidance learning were evaluated. Suramin, a Pz-purinoceptor antagonist. significantly inhibited in a 
noncompetitive manner the A TP and ADP hydrolysis promoted by apyrase in hippocampal synaptosomes of adult rats. The 
Ki values obtained were 72.8 and 109 fLM for ATP and ADP hydrolysis. respectively. Intrahippocampal infusion of suramin 
(0.01, O. L L and 10 f.lg) immediately posttraining, in a dose-dependent effect. significantly reduced the response latency dur
ing the retention test applied 24 h after the rats received step-down inhibitory avoidance training. The amnesic effects pro
moted by suramin probably occur by its antagonist action on hippocampal P2-purinoceptors and NMDA receptors. In view of 
the fact that ATP-metabolizing enzymes and P2-purinoceptors have similar binding domains. these results suggest that 
suramin can either alter A TP degradation and/or block purinergic neurotransmission. © 1999 Elsevier Science Inc. 

Suramin A TP diphosphohydrolase Apyrase Memory Inhibitory avoidance task 

SINCE the purinergic nerve hypothesis defining extracellular 
ATP as a neurotransmitter was proposed (7). there has been 
growing interest in its role in synaptic transmission (8). A TP is 
known to exert potent effects on the central nervous system, 
where it can act as a·neurotransmitter oras a modulator regu
lating the activity of other transmitter substances (28,31). It 
has been shown that exogenously applied ATP can influence 
cell excitability (12.13) and. at low nanomolar concentrations, 
it is able to induce long-lasting enhancement of the popula
tion spikes recorded from hippocampal slices. called long
term potentiation (LTP) (33). 

Extracellular A TP evokes responses through two sub
classes of Pz-purinoceptors, P2, and P2, .. The P2, subclass has 
been shown to be coupled to Iigand-gated Ca2+ -permeable 
channels, whereas the P2v has been considered a G-protein
linked subclass. These P2-"purinoceptors have been subdivided 
into severa! subtypes based on agonist potencies (35), ai-

though the pharmacological characterization of these recep
tors is hampered by the absence o f selective and potent antag
onists (3). 

Moreover, ATP as well as other nucleotide agonists for the 
Pz-purinoceptors, are subject to degradation by ectonucleoti
dases (38). Breakdown o f A TP by one o f these enzymes, A TP 
diphosphohydrolase (Apyrase, ATPDase, EC 3.6.1.5), is the 
first step towards complete A TP dephosphorylation yielding 
adenosine. Adenosine can bind to P1 receptors, and in turn. is 
taken up and inactivated. It has been reported that extracellu
lar A TP is hydrolyzed by an apyrase in synaptosomes o f the 
peripheral and central nervous systems (2,30). Furthermore. 
rat and mouse brain ecto-apyrase cDNAs were isolated, and it 
has been suggested that there might be a single copy of the 
ecto-apyrase gene (32). An important function of this enzyme 
is its participation in an enzyme chain, together with 5' -nucle
otidase, to control the availability ofligands (ATP, ADP, AMP. 

Requests for reprints should be addressed to Dr. J. J. F. Sarkis. Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Instituto de Ciências Básicas da 
Saúde. Rua Ramiro Barcelos. 2600. 90035-003 Porto Alegre, RS. Brazil. 
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and adenosine) for both nucleotide and nucleoside receptors, 
and consequently, the duration and extent of receptor activa
tion (38). Recently, in our laboratory, we observed that a 
memory task (step-down inhibitory avoidance task) can alter 
apyrase and 5'-nucleotidase activities in hippocampal synap
tosomes of rats. The modulation of these enzyme activities 
can be involved in specific biochemical events related to 
memory acquisition (5). 

Among a variety of P2 ligands, suramin has been used as a 
nonselective antagonist of P2x and P2y purinoceptors (15,35). 
It has also been suggested that suramin can interact with 
NMDA receptors probably as an antagonist (26). It blocked 
ATP-mediated fast synaptic transmission (13) and antago
nized ATP-activated currents in PC12 cells (25). However, 
suramin is able to facilitare synaptic responses recorded from 
hippocampal slices (34). The action of suramin involves vari
ous other biological effects. Suramin has been reported to 
have inhibitory effects on the ecto-apyrase of Torpedo electric 
organ (22) and on the ecto-ATPase activity from severa! 
sources (3,14,23,37). 

In the present investigation, we demonstrate the effect in 
vitro of suramin on apyrase activity from hippocampal synap
tosomes o f rats. 

Because our recent studies indicate that apyrase activity 
participare in the mechanisms of memory acquisition (5) and 
suramin is able to facilitate synaptic responses, inducing LTP 
(34), we evaluate the effects of intrahippocampal infusion of 
suramin on retention of a learning task, the step-down inhibi
tory avoidance task. The actions of suramin on extracellular 
ATP degradation and its possible effects on mechanisms of 
memory are discussed. 

MA TERIALS AND METHODS 

Subjects 

Male Wistar rats (age, 70-90 days; weight, 220-260 g) from 
our breeding stock were housed five to a cage, with water and 
food ad libitum. The animal house was kept on a 12-h light/ 
dark cycle (lights on at 0700 h) at a temperature o f 23°C. 

Subcellular Fractionation 

The rats were killed by decapitation, and their hippocampi 
were removed and gently homogenized in 5 vol of an ice-cold 
medium consisting of 320 mM sucrose, 0.1 mM EDT A, and 
5.0 mM HEPES, pH = 7.5, with a motor-driven Teflon-glass 
homogenizer. The synaptosomes were isolated as described 
previously (24). Briefly, 0.5 ml of the crude mitochondrial 
fraction was mixed with 4.0 ml of an 8.5% Perco li solution and 
layered onto an isoosmotic PercolVsucrose discontinuous gra
dient (10/16%). The synaptosomes that banded at the 10/16% 
Percoll interface were collected with wide tip disposable plas
tic transfer pipettes. The synaptosomal fractions were washed 
twice at 15,000 X g for 20 min with the same ice-cold medi um 
to remove the contaminating Percoll and the synaptosome 
pellet was resuspended to a final protein concentration of ap
proximately 0.5 mg/ml. The material was prepared fresh daily 
and maintained at 0-4°C throughout preparation. 

Enzyme Assays 

The reaction medi um used to assay apyrase activity was es
sentially as described previously (2), and contained 5.0 mM 
KC!, 1.5 mM CaC12, 0.1 mM EDTA, 10 mM glucose, 225 mM 
sucrose, and 45 mM TRIS-HCI buffer, pH 8.0, in a final vol-
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ume of 200 JJ.J. The concentrations of suramin [8-(3-benzoam
ido-4-methylbenzamido) naphtalene-1,3,5,-trisulfonic acid] used 
in the assay were in the 12-150-JLM range. The enzyme prepa
ration (10-20 J.lg protein) was added to the reaction mixture 
and preincubated for 10 min at 37°C. The reaction was initi
ated by the addition of ATP or ADP to a final concentration 
o f 1.0 mM, and stopped by the addition o f 200 J.ll 10% trichlo
roacetic acid. The samples were chilled on ice for 10 min and 
100-J.ll samples were taken for the assay of released inorganic 
phosphate (Pi) (10). Incubation times and protein concentra
tion were chosen to ensure the linearity of the reactions. Con
trols with the addition of the enzyme preparation after addi
tion of trichloroacetic acid were used to correct nonenzymatic 
hydrolysis of the substrates. Ali samples were run in duplicate. 
Protein was measured by the Coomassie Blue method (6), using 
bovine serum albumin as standard. 

Surgery 

Animais were implanted under thionembutal anesthesia 
(30 mg/kg, ip), with bilateral 30-g cannuale aimed 1.0 mm 
above the CAl area of the dorsal hippocampus (18,19,36). 
Coordinates for the guide cannulae were A -4.3, L 4.0, V 2.0 
(27). Histological verification of cannulae plaç<;ment was as 
previously described (18,19,36). Two to 24 h aftcr the end of 
the behavioral experiments, a 0.5 J.ll infusion o f 4% methylene 
blue was applied through the infusion cannulae. The brains 
were removed and conserved in a 10% formalin solution, and 
cannula placement was verified. Only data for animais consid
ered to have cannulae correctly placed in the desired area 
were submitted to final analysis (Fig. 3). The placements were 
correct in 90% of the animais. 

Behavioral Procedures 

Three to 5 days after surgery, animais were submitted to 
the behavioral procedures. Training and test session prece
dures were as described in severa! previous reports (18,19,36). 
A 50 em wide, 25 em high, 25 em deep acrylic box was used. 
The left extreme o f the box was occupied by a 7 em wide, 3 em 
high formica platform. The rest of the floor was a grid of par
aliei 0.1 em caliber steel bars spaced 1 em apart. In the train
ing sessions, the animais were gently placed ou the platform 
and their latency to step down with the four paw~ on the grid 
was measured. On stepping down, animais received a 0.4 mA, 
60 Hz footshock for 2 s, and were withdrawn from the box. 
The test session was procedurally identical except that the 
footshock was omitted. Training-test interval was 24 h. A ceil
ing of 180 s was imposed in the test session, i.e., animais with 
retention latencies higher than 180 s were computed with this 
value. Test session step-down latency was used as a measure 
of retention (18,19,36). 

Drug lnfusion Procedure 

Immediately after training in the task, a cannula was fitted 
into the guide cannula. The infusion cannula was connected 
by a polyethylene tube to a microsyringe (18,19,36). The tip of 
the infusion cannula protruded 1.0 mm beyond that of the 
guide cannula and was, therefore, aimed at the CAl region of 
the dorsal hippocampus. Animais were infused -,,ith 0.5 J.ll sa
line (0.9% NaCI), or different doses of suramin (0.01, 0.1, 1.0, 
or 10.0 J.lg) dissolved in 0.5 J.ll saline. The soh.:tions injected 
were brought to pH 7.4 with 0.1 N phosphate buffer. 
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FIG. 1. Effect of suramin on A TP (A) and ADP (B) hydrolysis by 
the apyrase activity in synaptosomes from hippocampus of rats. Bars 
represent the mean ::t SD o f four experiments. The contra! A TPase 
and ADPase actvities (100% = no suramin added) measured were 
153.02 ::t 9.95 nmol Pi x min- 1 X mg- 1 protein and 44.62 ::t 3.0 nmol 
Pi x min- 1 X mg- 1 protein, respective!y. *p < 0.05. 

Statistical Analysis 

The statistical analysis used in the in vitro experiments was 
one-way analysis of variance (ANOVA). Training and test 
sessions step-down latency differences among groups were 
evaluated by one-way Kruskal-Wallis analysis of variance, 
followed by a Mann-Whitney test when necessary. Compari
sons between training and test sessions Iatencies within each 
group were made by a Wilcoxon test. 

RESULTS 

The effect of suramin on apyrase activity (ATP and ADP 
hydrolysis) was measured in synaptosomes from the hippo
campus of adult rats. A significant inhibition of apyrase activity 
(16 and 20% for ATP and ADP, respectively) in relation to 
control (no suramin added = 100% of activity) was observed 
ata concentration of 12 !LM. The inhibition observed was con
centration-dependent, with the apyrase activity markedly re
duced in the presence of 150 !LM suramin ( 41 and 40% for 
ATP and ADP in relation to control activity, respectively) (Fig. 
lA and lB). 
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FIG. 2. Kinetic analysis of the inhibition of apyrase by suramin in 
hippocampal synaptosomes of rats. The graphs show double-recipro
cal plots of apyrase activity for A TP (A) and ADP (B) concentrations 
(0.1-0.25 mM) in the absence ( +) and in the presencc o f 15 f.LM (6), 
45 f.LM (O) and 75 f.LM (v) suramin. Ali experiments werc repeated 
at least four times and similar results were obtained. Data presented 
were from individual experiments. 

The kinetics of the interaction of suramin 'v':iti: apyrase ac
tivity in synaptosomes from hippocampus was also determined 
(Fig. 2). The Lineaweaver-Burk double-reciprocal plot was an
alyzed over the range of ATP and ADP concentrations as sub
strates (0.1-0.25 mM) in the absence and presence of suramin 
(15-75 ILM). The data indicated that the inhibition of ATP and 
ADP hydrolysis by suramin was noncompetitive, because the 
Km values did not change significantly, while maximal A TPase 
and ADPase velocities decreased with increasing suramin con
centrations (Fig. 2A and 2B). The K; values (inhibition con
stant) were determined from Dixon plots (plots not shown). The 
K; values obtained were 72.8 ::'::: 7.1 ILM for ATP (means ::'::: 
SD, n = 4) and 109 ::'::: 10.6 ILM for ADP (means ::'::: SD. n = 4). 

In the present study, we also evaluated the effect of intra
hippocampal infusion of suramin on retention of an aversive 
learning task, the step-down inhibitory avoidance task. The 
results for the inhibitory avoidance task are siwwn in Fig. 3. 
There were no significant differences among groups in train-
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FIG. 3. Effect of intrahippocampal infusion of suramin (0.01. 0.1. 
1.0. and 10.0 iJ.g/Side) on retention o f step-down inhibitory avoidance 
task. Data are median (interquartile range) o f retention test step
down Jatencies. n = 10--15 animais per group. *Significantly different 
from the saline group (p < 0.05) by the Mann-Whitney U-test. 

ing session latencies (Kruskal-Wallis analysis o f variance, p > 
0.10). but there was a significant difference in retention test 
latencies among groups (Kruskal-Wallis analysis of variance. 
p < 0.05). Groups treated with suramin at doses 0.01 and 0.1 
]-lg did not show significant difference when compared to the 
saline group (Mann-Whitney test. p > 0.10). 

Groups treated with suramin at doses 1.0 and 10.0 ]-lg 
showed a significant impairment of retention when compared 
with the saline group (Mann-Whitney test. p < 0.01). There 
was a significant difference between training and test session 
performances in the vehicle group. 0.01 and 0.1 ]-lg suramin 
groups (Wilcoxon test, p < 0.01). but not in the suramin 1.0 
and 10.0 ]-lg-treated groups (Wilcoxon test. p > 0.05). The re
sults show that immediate posttraining intrahippocampal in
fusions of suramin impaired inhibitory avoidance retention in 
a dose-dependent response. 

DISCUSSIO!\ 

In the present investigation. we showed that suramin can 
inhibit the apyrase activity in hippocampal synaptosomes of 
rats. Inhibitory effects of this compound on A TP breakdown 
have been previously described. Suramin inhibits ecto-ATPase 
activity from guinea pig urinary bladder (14). endothelial cells 
(23), blood cells (3). Xenopus oocytes (37). and can also in
hibit ecto-apyrase activity from Torpedo electric organ (22). 
In agreement with the reports indicated above that suramin 
inhibits ATP breakdown in a noncompetitive manner (3.14.22). 
our results showed a similar mechanism of inhibition on apy
rase activity in rat hippocampal synaptosomes. The Ki values 
obtained for inhibition of apyrase by suramin were of the mi
cromolar order. These results agree with the Ki values ob
tained for the inhibition of this enzyme in Torpedo electric 
organ (22). However. we suggest that hippocampal apyrase 
(Ki = 72.8 and 109 J-LM for ATP and ADP. respectively) is less 
sensitive to suramin than Torpedo ecto-apyrase (Ki = 43 and 
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30 J-LM for ATP and ADP. respectively) (22). To our knowl
edge, this is the first report about suramin as an inhibitor of 
ATP diphosphohydrolase activity in synaptosomes from cen
tral nervous system (hippocampus). The usefulness of suramin 
as an inhibitor of hippocampal apyrase is questionable. be
cause it is itself a P2-purinoceptor antagonist (15). It has been 
suggested that ATP-metabolizing enzymes and PTpurinocep
tors have similar binding domains. thus suramin can either ai
ter A TP degradation a; d/ o r block purinergic neurotransmis
sion (16). Because of its inhibitory effect on ATP degradation, 
the potency of suramin as an antagonist can be understimated 
if it is tested against agonists (ATP. ADP. AMP) that are sub
strates for ectonucleotidases (11) . 

Recently, our laboratory has showed that inhibitory avoid
ance Iearning inhibits ectonucleotidase activities in hippocam
pal synaptosomes of rats (5). Because suramin was able to fa
cilitare synaptic responses (34 ). and this drug acts as an 
apyrase inhibitor. we evaluated the effect of this drug on the 
retention of step-down inhibitory avoidance task. The admin
istration of suramin could potentiate the apyrase inhibition 
observed in the acquisition of inhibitory avoidance task (5). 
increasing the A TP leveis and improving the retention of this 
memory task. On the basis of these considerations. the amne
sic effect of suramin was unexpected. Our results show that 
suramin can impair the retention of step-down inhibitory 
avoidance task, in a dose-dependent way. when infused intra
hippoccampally at doses of 1 and 10 ]-lg. Independently of the 
question whether there is an involvement of apyrase activity 
in this condition. an important consequence of intrahippo
campal infusion of suramin is the amnesic effect. This condi
tion can be produced by interactions between different sys
tems upon which suramin can exert its effects. including P2-

purinoceptors. NMDA receptors. and ATP-metabolizing en
zymes. Suramin is an apparent exception to the Iist of drugs 
that affect LTP or LTP-like phenomena and memory in a sim
ilar way (20). because it facilitated synaptic responses in hip
pocampal slices (34). but when given into the hippocampus 
was amnesic. The different effects of suramin reinforce the 
concept that. due to its broad spectrum of biological proper
ties. the actions of this drug significantly depend on the sys
tem studied (34). 

A NMDA receptor-mediated Ca2+ increase in hippocam
pal neurons has been implicated in formation of memory of 
the inhibitory avoidance learning (20). It is also known that 
the induction o f L TP in postsynaptic neurons requires a rise 
in intracellular Ca2

+ concentration ((Ca]i). which is thought to 
be mainly mediated by glutamate via N-methyl-D-aspartate 
(NMDA) glutamate receptors (4). Stimulation ofP2,-purinocep
tors by A TP leads to a rise in [ Ca ]i and suramin. with its an
tagonist action. decrease Ca2+ influx. which could impair the 
synaptic efficiency (17). Furthermore, it has been shown that 
suramin can also antagonize N-methyl-D-aspartate (NMDA) 
receptors (26). As suramin blocks P2,-receptors and NMDA 
receptors. the impairing effect of this drug in memory may 
be related to a blockade of Ca2

T influx through these recep
tor channels. As hippocampal LTP also depends on NMDA 
receptors activation and increased Ca2- influx. our results 
are controversial with the facilitatorv effect of suramin on 
induction of hippocampal LTP (34).- Our results showed a 
dissociation. rather than a correlation. between L TP and 
memory. 

The dissociation observed between the L TP studies and 
the behavioral data could be related to LTP hippocampal sat
uration. A different approach to study whether L TP is essen
tial for learning is try to saturare ali synapses in the hippocam-
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pus by electrical stimulation. assuming that the upregulation 
of all synapses should make learning impossible. This predic
tion arises from the idea that neural networks store informa
tion as a specific distribution of synaptic strengths that would 
be disrupted by saturation o f their capacity for L TP ( 1 ). The 
first studies have showed that after saturation. animais were 
not able to learn a spatial task very weil. while animais in 
which hippocampus was stimuiated but L TP was allowed to 
decay were not impaired (9). lt was observed in the LTP stud
ies that the magnitude o f suramin effect was concentration de
pendent (34). À.t 12 J.LM. the effect became saturated. and a 
increased in the suramin concentration did not enhance the 
magnitude of the popuiation spike (34). On the basis of these 
considerations. it is possible to suggest that. in the doses used 
in the behavioral studies. the suramin-induced potentiation 
could result in maximal expression o f L TP in the entire popu
Iation of relevant synapses (saturation). which could produce 
significant leaming and memory deficits. 

Another important action o f suramin is its interaction with 
protein kinase C (PKC). It has been shown that PKC can be 
inhibited or activated by suramin in a type-dependent manner 
by multiple mechanisms (21). The chain of events starting 
with Ca2+ increase and PKC activation. followed by protein 
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synthesis. may account for a response amplification not neces
sarily related to LTP but otherwise involved in memory 
(20.29). It is probable that compounds able to alter one of 
these events can promote changes in synaptic efficiency. 

Accordingly. in this study we have shown the action of 
suramin. a Prpurinoceptor antagonist, on the apyrase activity 
and on the retention of a learning task. the step-down inhibi
tory avoidance task. Probably the amnesic effects of suramin 
is related to its antagonist action on P2-purinoceptors. NMDA 
receptors and/or to its inhibitory effects on ATP degradation. 
Further investigation is required to determine the exact bio
chemical mechanism involved in the amnesic effect. and 
whether there is a relationship between apyrase inhibition 
and the induction of amnesia by suramin. 
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Abstract 

Adenosine has been proposed as an endogenous anticonvulsant which can play 

an important role on the seizure initiation, propagation and arrest. Besides the release of 

adenosine per se, the ectonucleotidase pathway is an important metabolic source of 

extracellular adenosine. Here we evaluated ATP diphosphohydrolase and 5'

nucleotidase activities in synaptosomes from hippocampus and cerebral cortex at 

different periods after induction of status epilepticus (SE) by intraperitoneal 

administration o f pilocarpine or kainate. Ectonucleotidase activities from synaptosomes 

ofhippocampus and cerebral cortex ofrats were significantly increased at 48-52 hours, 

7-9 days and 45-50 days after induction of SE by pilocarpine. In relation to kainate 

mode~ both hippocampal enzymes were enhanced at 7-9 days and 45-50 days, but only 

5 '-nucleotidase remains elevated at 100-11 O days after the treatment. In cerebral cortex, 

an increase in ATP diphosphohydrolase was observed at 48-52 hours, 7-9 days and 45-

50 days a:fter induction of SE by kainate. However, 5' -nucleotidase activity only 

presented significant changes at 45-50 days and 100-110 days. Our results suggest that 

SE can induce late and prolonged changes in ectonucleotidases activities. The regulation 

of the ectonucleotidase pathway may play a modulatory role during the evolution of 

behavioral and patophysiological changes related to temporallobe epilepsy. 

KEYWORDS: ATP diphosphohydrolase, 5' -nucleotidase, adenosine, kainate model, 

pilocarpine model, temporallobe epilepsy. 
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1. Introduction 

Adenosine is an endogenous nucleoside that possess anticonvulsant (Cavalheiro 

et al., 1987; Kostopoulos et al. 1989; During and Spencer, 1992) and neuroprotective 

properties (Turski et al., 1985; MacGregor et al., 1997). This action involves, probably 

the inhibition o f seizure initiation and propagation "in vivo" and "in vitro" (Kostopoulos 

et al., 1989; Whitcomb et al., 1990), an effect which has been attributed by the 

activation of A1 receptors (Brundege and Dunwiddie, 1997). In addition, adenosine has 

well established presynaptic inhibitory actions due to reduction in neurotransmitters 

release, including glutamate, dopamine, serotonin and acetylcholine (Ribeiro, 1995; 

Brundege and Dunwiddie, 1997). The ability of endogenous adenosine to diffuse Iocally 

and exert modulatory effects on independent pathways in hippocampus might suggests 

that this nucleoside could contribute to the phenomena of synaptic plasticity (Mendonça 

and Ribeiro, 1997) 

Besides the release of adenosine as such, biochemical studies have established 

that a potential source of adenosine is its formation in the extracellular space from 

adenine nucleotides (Dunwiddie et al., 1997). ATP is a chemical mediator of fast 

excitatory transmission and its action occur through P2-purinoceptors ( Abbrachio and 

Burnstock, 1998; Di Iorio et al., 1998). It has been showed that, on high-frequency (100 

Hz) burst stimulation, the release of ATP is enhanced (Cunha et al., 1996) and marked 

increases in adenosine leveis can occur under various conditions ( e.g. hypoxia, 

ischemia, seizures) (Brundege and Dunwiddie, 1997; Braun et al., 1998). Once adenine 

nucleotides reach the extracellular space, they are subsequently converted to adenosine 

through the action of ecto-enzymes (Zimmermann, 1996, Bonan et al., 1998). We have 

demonstrated that ATP is hydrolyzed to adenosine in the synaptic cleft by the 

conjugated action ofan ATP diphosphohydrolase (apyrase, ATPDase, EC 3.6.1.5) anda 
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5' -nucleotidase (EC 3.1.3.5) (Sarkis and Saltó, 1991; Battastini et al., 1995). Ecto-ATP 

diphosphohydrolase is an enzyme able to hydrolyze adenine triphosphonucleoside 

(ATP) to its equivalent monophosphonucleoside (AMP) and inorganic phosphate. Then, 

AMP can produce adenosine by the action of an ecto-5 '-nucleotidase (Zimmermann, 

1996). The recently cloned ecto-apyrase is a noncovalent tetrameric protein (Wang et 

al., 1998b) expressed in primary neurons and astrocytes (W ang et al., 1997), presenting 

a wide distribution in cerebral cortex, hippocampus, cerebellum, glial and endothelial 

cells (Wang et al., 1998a). 

Human temporallobe epilepsy (TLE) is associated with complex partial seizures 

that can produce secondarily generalized seizures and motor convulsions (Engel et al., 

1997; Mathern et al., 1997). The pilocarpine and kainic acid models are useful animal 

models to investigate the development and neuropathology related with TLE. These 

models induce a prolonged SE, which causes neuronal loss, mossy fiber sprouting in 

hippocampus and spontaneous recurrent seizures (Cavalheiro et al., 1991; Mello et al., 

1993; Ben-Ari, 1985; Cronin et al., 1992). Here we investigated the ATP 

diphosphohydrolase and 5' -nucleotidase activities at different times after induction of 

SE by pilocarpine and kainate models. These results can provide new information about 

biochemical events during the temporal evolution of long-lasting changes induced by 

both models studied. 

2. Material and Methods 

2.1. Pilocarpine Model 

Female Wistar rats (age, 70-90 days; weight, 200-240 g) from our breeding 

stock were housed five to a cage, with water and food ad libitum. The animal house 

was kept on a 12 h light/dark cycle (ligths on at 7:00am) ata temperature of23±1°C. 
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The pilocarpine model has been previously described (Cavalheiro et al., 1991; Mello 

et al., 1993). A total of 75 animais were injected with piiocarpine and monitored 

behaviorally for at least 6 hours. Total mortality was 40% and 4% did not developed 

SE. Only animais (42 rats) that evolved to SE characterized by generalized motor 

seizures were used. In summary, thirty minutes after subcutaneous pretreatment with 

scopolamine methyinitrate 1mg/Kg (to minimize peripheral choiinergic effects), a 

single dose of pilocarpine (350 mg!Kg, dissolved in saline) was injected 

intraperitoneally. After a pilocarpine injection, the animal became hypoactive; 

generalized convulsions and limbic SE usually occur 40-80 minutes after the injection. 

After a silent period of 14 ± 3.0 days (ranging from 4-44 days), ali animais developed 

spontaneous seizures (2-15 per month), characterizing the chronic period. There is no 

evidence of spontaneous remission for at least 6 months (Cavalheiro et ai., 1991; 

Mello et al., 1993). 

2.2.Kainate Model 

In this model, female Wistar rats (age, 70-90 days; weight, 200-250 g) were 

maintained in the same conditions reported above. Kainate model has been described 

previously (Ben-Ari, 1985; Lothman et ai., 1981; Cronin et ai., 1992). A total of 60 

animais were injected with kainate and monitored behaviorally for at least 6 hours. 

Total mortality was 21% and 9% of animais did not develop SE. Only animais that 

reached SE characterized by generalized motor seizures were used (42 rats) in the 

experiments. In summary, animais received a single dose of kainate intraperitoneally 

(10 mg!kg, dissolved in saline). During the first 20-30 minutes, they have "staring" 

spells. During the next 30 minutes animais had head nodding and several wet-dog 

shakes. One hour after kainic acid treatment, they have recurrent limbic motor seizures, 
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evolving to a full motor limbic SE. This model did not consistently induce spontaneous 

recurrent seizures (i.e. often < 50% ofthe treated rats were observed to have seizures) 

(Cronin et al., 1992). 

2.3. Animal Preparation and Subcellular Fractionation 

Animais were sacrificed by decapitation at different times after SE initiation 

(24-28 hours; 48-52 hours; 7-9 days, 45-50 days, 100-110 days). When chronic 

animais were tested, subcellular fractionation was prepared during interictal period. 

After remova!, brains were placed into ice-cold isolation medium (320 mM sucrose, 5 

mM HEPES, pH 7.5, and 0.1mM EDTA) and were cut longitudinally. Total 

hippocampi (100-110 mg oftissue) and total cerebral cortex (450-500 mg oftissue) 

of both hemispheres were immediately dissected on ice. In pilot experiments, we 

have determined that the vehicle (saline) or scopolamine injection did not alter the 

enzyme activities at the different times tested. Therefore, a group of naive rats were 

used as control and the subcellular fractionation and enzyme assays were carried out 

simultaneously with the kainate or pilocarpine treated-groups at the different times 

studied. The total hippocampi and cerebral cortex were gently homogenized in 5 and 

10 volumes, respectively, of ice-cold isolation medium with a motor-driven Teflon

glass homogenizer. The synaptosomes were isolated as described previously (Nagy 

and Delgado-Escueta, 1984). Briefly, 0.5 ml ofthe crude mitochondrial fraction was 

mixed with 4.0 ml of an 8.5% Percoll solution and layered onto an isoosmotic 

PercolVsucrose discontinuous gradient (10/16%). The synaptosomes that banded at 

the 10/16% Perco li interface were collected with wide tip disposable plastic transfer 

pipettes. The synaptosomal :fractions were washed twice at 15000 x g for 20 min with 

the same ice-cold medium to remove the contaminating Percoll and the synaptosome 



pellet was resuspended to a final protein concentration of approximately 0.5 mgl ml. 

The material was prepared fresh daily and maintained at 0-4°C throughout 

preparation. 

2.4.Enzyme Assays 

The reaction medium used to assay the ATP diphosphohydrolase activity was 

essentially as described previously (Battastini et al., 1991) and contained 5.0 mM 

KCI, 1.5 mM CaCb, 0.1 mM EDTA, 10 mM glucose, 225 mM sucrose and 45 mM 

TRIS-HCI buffer, pH 8.0, in a final volume of 200 J .. tl. The synaptosome preparation 

(10-20 J,lg protein) was added to the reaction mixture and preincubated for 10 minutes 

at 37°C. The reaction was initiated by the addition of ATP or ADP to a final 

concentration of 1. O mM and stopped by the addition of 200 J..!l 1 0% trichloroacetic 

acid. The samples were chilled on ice for 1 O minutes and 100 j..tl samples were taken 

for the assay ofreleased inorganic phosphate (Pi) (Chan et al, 1986). 

The reaction medi um used to assay the 5 '-nucleotidase activity contained 1 O 

mM MgCb, 0.1 M TRIS-HCI, pH 7.0 and 0.15 M sucrose in a final volume of 200j..tl 

(Heymann et al., 1984). The synaptosome preparation (10-20 j.lg protein) was 

preincubated for 1 O minutes at 3 7°C.. The reaction was initiated by the addition of 

AMP to a final concentration of 1 .. O mM and stopped by the addition o f 200 j..tl o f 

10% trichloroacetic acid; I OOj..tl samples were taken for the assay o f released 

inorganic phosphate (Pi) as described by Chan et ai. (1986). In both enzyme assays, 

incubation times and protein concentration were chosen in order to ensure the 

linearity o f the reactions. Controls with the addition o f the enzyme preparation after 

addition of trichloroacetic acid were used to correct nonenzymatic hydrolysis of the 
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substrates. Ali samples were run in duplicate. Protein was measured by the 

Coomassie Blue method (Bradford, 1976), using bovine serum albumin as standard. 

2. 5. Statistical Analysis 

64 

The data obtained for the enzyme activities are presented as mean ± S.D. of a 

number of animais studied in each condition. The statistical analysis used for in vivo 

experiments was one-way ANOV A, followed by Duncan multiple range test. In vitro 

effect of convulsant drugs on ectonucleotidase activities was evaluated by Studenfs t

test. P < 0.05 was considered to represent a significant difference in both statistical 

analysis used. 

3. Results 

3 .1. Ectonucleotidase activities after status epilepticus induced by pilocarpine 

The effect oftemporal evolution ofpilocarpine model was evaluated on ecto-ATP 

diphosphohydrolase and 5' -nucleotidase activities in synaptosomes from hippocampus 

and cerebral cortex of rats. As showed in Figure IA, there was a 78% increase in ATP 

hydrolysis in hippocampal synaptosomes of rats at 48-52 hours after the induction of SE. 

This increase reached the maximum value (86% increase) at 7-9 days after the SE when 

compared to the respective control group. The ATPase activity was kept high and then 

gradually decreased (36% increase in relation to control group) at 45-50 days after 

pilocarpine-induced SE. The results related to ADP hydrolysis by ATP 

diphosphohydrolase showed a significant 50% increase at 48-52 hours after the 

pilocarpine-induced SE. This increase attained a peak (187%) at 7-9 days after the 

induction o f the SE and gradually decreased (3 7% increase in relation to control group) 
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at 45-50 days after the event (Fig.1A). The data obtained about 5 '-nucleotidase showed a 

very similar profile when compared to ATP diphosphohydrolase. It is possible to observe 

a significant increase of 5' -nucleotidase activity at 48-52 hours (64%), 7-9 days (134%) 

and 45-50 days (99%) after the induction of SE (Fig IA). Both ectonucleotidases 

activities did not change at 24-28 hours and 100-11 O days after SE induced by 

pilocarpine in hippocampal synaptosomes o f rats. 

Since these ectonucleotidases are widely expressed in rat brain (Wang et 

al.,l998a), we also evaluate possible changes in these enzyme activities in synaptosomes 

from cerebral cortex after induction of SE by pilocarpine. In relation to ATP hydrolysis, a 

significant increase (34%) was observed only in the group tested at 48-52 hours after SE 

(Fig. 1B). However, under the same conditions, ADPase activity was significantly 

increased at 48-52 hours and 7-9 days after the SE (44% and 49%, respectively). The 5'

nucleotidase activity showed a significant peak of activity (104% increase) at 7-9 days and 

gradually decreased (62% increase) at 45-50 days after SE, recovering the normal activity 

at 100-110 days after the event (Fig. IB). In order to avoid the influence ofage in animais 

tested at 100-11 O days after SE, we analyzed these enzyme activities in both structures, 

hippocampus and cerebral cortex, in naive animais with the same age (180-200 days). 

There was no significant difference in the ectonucleotidase activities when compared to 

younger controi rats (age, 90-100 days) (data not shown). 

3 .2. Ectonucleotidase activities after SE induced by Kainate 

There were no significant changes in the enzyme activities studied in 

hippocampai synaptosomes at 24-28 hours and 48-52 hours after induction of SE by 

kainate (Fig.2A). However, a significant increase in ATP (53%), ADP (114%) and 

AMP (31%) hydrolysis was observed at 7-9 days after SE. These effects remained 
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significant at 45-50 days after SE (46%, 80% and 131% for ATP, ADP and AMP, 

respectively) in hippocampal synaptosomes. However, the ATP and ADP hydrolysis 

promoted by ATP diphosphohydrolase gradually decreased, recovering the normal 

activity at 1 00-110 days after event (Fig. 2A). Respect to 5 '-nucleotidase at the same 

period, it is still possible to observe a significant increase (60%) in AMP hydrolysis. 

The same temporal analysis was performed in synaptosomes from cerebral 

cortex of adult rats after status epilepticus induced by kainate. A significant increase of 

ATP diphosphohydrolase (23% and 20% for ATP and ADP, respectively) was 

observed at 48-52 hours after SE. However, unçler the same condition, there was no 

significant effect on 5'-nucleotidase (Fig. 2B). Figure 2B has also showed an increase of 

ATP (28%) and ADP (43%) hydrolysis at 7-9 days after the event. In the group tested 

at 45-50 days after SE, an increase in ectonucleotidase activities ( 42%, 46% and 94% 

for ATP, ADP and AMP, respectively) was also observed, but only 5'-nucleotidase 

activity remaining increased ( 41%) at 100-11 O days after the event in synaptosomes 

from cerebral cortex o f rats. 

3.3.Effects in vitro of convulsant drugs on ectonucleotidase activities 

In order to discard the influence of the residual drugs used to induce status 

epilepticus on the ectonucleotidase activities during early periods, we analyzed the 

effect in vitro of these drugs on ATP diphosphohydrolase and 5 '-nucleotidase. The 

dlllgs and concentrations tested were 5 mM kainate, 1 O mM pilocarpine, O. 5 mM 

scopolamine or 10 mM pilocarpine plus 0.5 mM scopolamine in both synaptosomal 

fractions analyzed. The results revealed no statistically significant alterations in vitro for 

ectonucleotidase activities in the presence of these drugs in synaptosomes :from 

hippocampus or cerebral cortex of rats, suggesting that the increased nucleotide 
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hydrolysis is induced by the models and not by the drug administration (data not 

shown). 

4. Discussion 

This work was performed in order to investigate possible changes in 

ectonucleotidases activities at different times after spontaneous recovering of status 

epilepticus induced by pilocarpine and kainate. The co-localization of the genes for 

human ecto-apyrase/CD39 (10q 23.1-24.1) and for the susceptibility to partial epilepsy 

(10q 22-24) suggest that a mutation ofthe ecto-apyrase gene might exert a significant 

role in the epilepsy (Malizewski et ai. 1994; Ottmann et ai., 1995; Wang et ai., 1997). 

Our results have showed a substantial increase in ectonucleotidases activities in 

hippocampal synaptosomes between 48 h-50 days after SE induced by pilocarpine. In 

cerebral cortex, we observe an increase in ATP diphosphohydrolase activity at 48-52 

hours after SE, but only ADP hydrolysis remaining increased at 7-9 days after the event. 

This result indicates the participation of an ATP diphosphohydrolase, since ADP is 

considered a substrate marker for this enzyme activity (Battastini et ai., 1991; Sarkis 

and Saltó, 1991). However, it is important to note that the apparent temporal 

dissociation observed between both substrates (ATP and ADP) can be due to the 

simultaneous presence o f two different enzymes involved in the nucleotide hydrolysis, 

an ATP diphosphohydrolase and an ecto-ATPase (Kegel et ai., 1997). These enzymes 

have been identified in molecular terms and differ in their preference for the substrates. 

(Zimmermann, 1996). Both enzymes are expressed as ecto-enzymes in the brain, but 

their specific localization and interactions are still unknown. 

In the kainic acid model, the results have showed a novel feature, that is the 

activation o f AMP hydrolysis at 1 00-11 O days after SE. It is interesting to observe that 
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the transient alterations and different time course of ectonucleotidases activities 

observed between the models could be due to differences in the behavioral course, 

including the time for the first spontaneous seizure (1-3 weeks in kainate model; 45-100 

days in pilocarpine model), the number of animais that present chronic epilepsy (lower 

in the kainate treatment, often < 50% ofthe treated rats), as well pharmacological and 

histopathological findings specific for each model (Cavalheiro et ai., 1995; Cronin et 

al., 1992). 

The cellular partem of expression of 5' -nucleotidase can vary substantially both 

with developing and on lesioning o f nervous tissue (Zimmermann, 1996). Whereas 5 '

nucleotidase in the adult nervous system has a predominantly glial association, it is 

transiently present also at synapses that are related to the regenerative sprouting 

responses and synaptogenesis in this system (Schoen et ai., 1999). Thus, it appears that 

5' -nucleotidase is expressed on reactive glial as well as neural cells (Zimmermann, 

1996). The procedure used in our experiments for the isolation of synaptosomes allows 

the preparation of a synaptosomal-enriched :fraction, but not immunopurified, presenting 

a glial and myelin contamination in the range of 0,3% (Nagy and Delgado-Escueta, 

1984). Therefore, it is not possible exclude the glial contamination in our preparation. 

However, it is important to consider that, in all treatments studied, we prepare 

synaptosomal :fractions :from control group in the same conditions used to the treated 

group. Thus, independently of the localization of ecto-5' -nucleotidase, this enzyme 

activity was significantly increased after kainate or pilocarpine treatments. 

Changes in other synaptosomal enzymes involved in ATP hydrolysis has been 

observed after the induction of SE. It has been showed alterations in synaptosomal ecto

ATPase in rat brain during prolonged SE induced by lithium and pilocarpine (Nagy et 

al, 1997). Nagy et al. (1990) also demonstrated that synaptosomal ecto-ATPase activity 
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is decreased in the anterior region o f hippocampus ( epileptogenic zone ), but it is 

increased in the posterior zone (nonepileptogenic zone), containing CA3 and granule 

cells of dentate gyrus. A significant decrease in Na+, K+-ATPase activity was observed 

in the acute and silent period of pilocarpine model, but an increase of this activity was 

observed during the chronic period (Fernandes et ai., 1996). Similar results was 

observed in hippocampus of rats treated with kainate (Anderson et ai., 1994). 

Alterations in Na+, K+-ATPase activity could promote a control of excitability, 

produced by release o f Ca +2 and glutamate during seizures (Fernandes et ai., 1996). 

Although our findings did not showed a correlation between the extent of 

changes in ectonucleotidases activities and the extent of sprouting, we also cannot 

discard completely this possibility. Recently, Schoen et al. (1999) has showed that 5'

nucleotidase is present in synapses of aberrant mossy fibers in the inner molecular layer 

of the dentate gyrus of rats after seizures induced by systemic kainate treatment or 

electrical kindling. The expression o f 5 '-nucleotidase on synaptic membranes o f 

sprouting mossy fibers could be an adaptive response of the epileptic hippocampus. 

Therefore, it is concluded that, in both the normal and epileptic hippocampus, 5'

nucleotidase is associated with axons capable of a plastic sprouting response (Shoen et 

al., 1999). The glycoprotein 5'-nucleotidase may help to stabilize a newly formed, 

sprouted synapse, due other non-enzymatic functions. 5 '-nucleotidase is involved in 

signal transduction as differentiation antigen CD73. It may also serve cell recognition 

since it is attached to cell membrane by a glycosyl phosphatidylinositol anchor, carries 

the HNK-1 epitope during periods of synaptic maturation and binds to proteins of the 

extracellular matrix (Schoen et al., 1999). The involvement of the ATP 

diphosphohydrolase in the synaptic plasticity could be related to cell adhesion. 

Adhesion is a phenomenon often coupled to particular ATP diphosphohydrolases -
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either directly via intrinsic ecto-ATP diphosphohydrolase activity exhibited by some 

known adhesion molecules, e.g, NCAM, or indirectly as shown by hornotypic adhesion 

triggered by monoclonal antibodies against CD39, recently showed to be an ecto-ATP 

diphosphohydrolase (Dzhandzhugazyan et al., 1998). Irnmunohistochernical studies are 

in progress in our laboratory in order to observe the distribution of ectonucleotidases 

activities after induction of SE índuced by kainate and pilocarpine rnodels. 

Our findings lead us to the hypothesis that an increase in ectonucleotidases 

actívities could rnodulate the seizure activity in a time window ( 48h-11 O days) after SE, 

contributing to production of éxtracellular adenosine, a known endogenous 

neuromodulator(During and Spencer, 1992, Brundege and Dunwiddie, 1997). If ATP is 

released in large amounts and for a Iong time, it rnay prornote an drarnatic increase in 

intracellular calcíurn leveis rnediated by P2x receptors, that could representa significant 

darn.age, as that induced by excess of glutamate (Edwards et al., 1992). If all rnembers 

of ectonucleotidase pathway work at an elevated rate, an efficient remova} of 

extracellular ATP and enhanced adenosine production could occur in this condition. 

Then, adenosine could rnodulate the release of a variety of neurotransmitters, including 

glutamate, acetylcholine, noradrenaline and dopamine (Brundege and Dunwiddie, 1997; 

Di Orio et al., 1998). In surnmary, after SE, an irnportant adaptive plasticity of 

ectonucleotidase pathway could occur in order to decrease ATP leveis, an excitatory 

neurotransrnitter, and to increase adenosine leveis, a neuroprotective cornpound. 

Recently, we have reported the participation of these ectonucleotidases in specific 

biochernical events related to rnernory acquisition and consolidation, suggesting an 

important role o f this pathway in synaptic plasticity during physiologic events (Bonan et 

al., 1998). 
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In summary, the results reported here show significant alterations in the 

synaptosomal ectonucleotidase activities at different times after SE induced by two 

different animal models of epilepsy - pilocarpine and kainate models. The accurate 

knowledge of the modulation of these enzyme activities at different periods after SE 

could be used to design a novel class of drugs in the epilepsy treatment. 
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LEGENDS TO FIGURES 

Fig.l: Effects ofpilocarpine model on ATP (11), ADP (e) and AMP (Ã) hydrolysis in 

synaptosomes from hippocampus (A) and cerebral cortex (B) at different times after the 

induction of status epilepticus in adult rats. The control activities in hippocampal 

synaptosomes were 120.9 ± 13 , 42.4 ± 7 and 15.8 ± 3 nmol Pi.min-1.mg·1 protein for 

ATP, ADP and AMP hydrolysis, respectively. The control activities in synaptosomes 

from cerebral cortex were 142.8 ± 12.3, 47 ± 5.5 and 15.3± 2.6 nmol Pi.min-1.mg·1 

protein for ATP, ADP and AMP hydrolysis, respectively. Bars represent means ± S.D. 

of at least eight animais. (*) ATP hydrolysis in treated-group significantly different 

from control ATP hydrolysis. (a) ADP hydrolysis in treated-group significantly 

different from control ADP hydrolysis. (b) AMP hydrolysis in treated-group 

significantly different from control AMP hydrolysis. (p<0.05, Duncan Test). 

Fig.2. Effect of kainate model on ATP (11), ADP (e) and AMP (Ã) hydrolysis in 

synaptosomes from hippocampus (A) and cerebral cortex (B) at different times after the 

induction of status epilepticus in adult rats. The control activities in hippocampal 

synaptosomes were 126.9 ± 13.8, 42.6 ± 8.2 and 16 ± 2.8 nmol Pi.min-1
. mg-1 protein 

for ATP, ADP and AMP hydrolysis, respectively. The control activities in 

synaptosomes from cerebral cortex were 144 ± 13.5, 50± 5.9 and 15.3 ±2.66 nmol 

Pi.min-1.mg·1 protein for ATP, ADP and AMP hydrolysis, respectively. Bars represent 

means ± S.D. of at least eight animais. (*) ATP hydrolysis in treated-group significantly 

different from control ATP hydrolysis. (a) ADP hydrolysis in treated-group 

significantly different from control ADP hydrolysis. (b) AMP hydrolysis in treated

group significantly different from control AMP hydrolysis. (p<0.05, Duncan Test). 
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ABSTRACT 

The ectonucleotidase pathway is an important metabolic source of extracellular 

adenosine. Adenosine has potent anticonvulsant effects on various models of epilepsy. 

One of these models is pentylenetetrazol (PTZ) kindling, in which repeated 

administration of subconvulsive doses o f this drug induces progressive intensification of 

seizure activity. In this study, we examine the effect of a single convulsive injection (60 

mglkg, i.p.) or 10 successive (35 mglkg, i.p.) injections of PTZ on synaptosomal 

ectonucleotidases. Our results have showed that no changes in ectonucleotidase 

activities were seen at O, 1, and 24 h o r at 5 days after a single convulsive PTZ injection. 

However, in PTZ-kindling, rats showing greater resistance to the kindling present an 

increase in ATP hydrolysis in synaptosomes from hippocampus and cerebral cortex 

(44% and 28%, respectively). These results suggest that changes in nucleotide 

hydrolysis may represent an important mechanism in the modulation of chronic 

epileptic activity in this model. 

KEYWORDS: Ectonucleotidases; adenosine; epilepsy; kindling; pentylenetetrazol. 
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INTRODUCTION 

Kindling is widely used as an experimental model of epilepsy and 

epileptogenesis. This model refers to a phenomenon whereby repeated administration of 

subconvulsant electrical or chemical stimuli gradually raises the sensibility of the 

animal until the same stimuli eventually becomes convulsive (1,2,3). One of the most 

used ways to induce kindling is by repeated systemic administration of subconvulsant 

doses of pentylenetetrazol (PTZ), which induce progressive intensification of seizure 

activity in response to the same dose (3 ). The enhanced seizure susceptibility induced 

by kindling is a long-lasting, possibly permanent, alteration in the neuronal excitability, 

probably attributable to plastic changes in the synaptic efficacy ( 4). 

Several studies have shown that adenosine, an ubiquitous neuromodulator, has 

potent anticonvulsant effects on various models of epilepsy, including PTZ-kindling 

(5,6, 7). Adenosine agonists administered either centrally or peripherally reduce seizure 

activity in a dose-dependent manner in electrically kindled rats (8). Furthermore, an 

increased affinity for adenosine A1 receptors has been observed in the hippocampus of 

kindled rats, suggesting that these receptors might play a role in the anticonvulsant 

effects of adenosine analogues (9). Furthermore, drugs capable of reducing adenosine 

effects, such as methylxanthines, increase the duration of seizures and facilitate the 

development of status epilepticus (1 0). 

Changes in adenosine-mediated neuromodulation involve not only adenosine 

release as such, but also the extracellular catabolism of ATP by ectonucleotidases, 

which constitute a highly sophisticated pathway designed to control the rate, amount 

and timing of adenosine formation (11,12). We have demonstrated that ATP is 

hydrolyzed to adenosine in the synaptic cleft by the conjugated action of an ATP 

diphosphohydrolase (apyrase, ATPDase, EC 3.6.1.5) anda 5' -nucleotidase (EC 3.1.3.5) 
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(13, 14). Furthennore, Kegel et al. (15) have shown that an ecto-ATPase is co-expressed 

with an ecto-ATP diphosphohydrolase in rat brain. These enzymes had previously been 

identified in biochemical tenns and were shown to hydrolyze a variety of purine and 

pyrimidine nucleoside di-and triphosphates (12, 16). However, ecto-ATPase and ecto

ATP diphosphohydrolase differ in their preference for nucleoside 5' -diphosphates. 

Ecto-ATPase has a very high preference for ATP over ADP whereas the related ecto

ATP diphosphohydrolase (ecto-apyrase) hydrolyzes both substrates equally as well (12). 

Subsequently, an ecto-5' -nucleotidase participates, together with ecto-ATPase and ecto

ATP diphosphohydrolase, in the complete hydrolysis of ATP to adenosine in the 

synaptic cleft (16, 17) Ecto-5 '-nucleotidase is an enzyme able to hydrolyze 

monophosphonucleosides (AMP) to its equivalent nucleoside (adenosine) and inorganic 

phosphate (16). 

Considering that adenosine seems to play a role in the modulation of seizure 

behavior induced by kindling, we decided to study if changes in ectonucleotidases can 

be involved in this process. For this purpose, we examined the effect of single or 

chronic injections of PTZ on synaptosomal ectonucleotidases in the hippocampus and 

cerebral cortex of rats. These results can provide new information on the role of these 

ectonucleotidases in the control of adenosine leveis and their participation in the 

evolution ofbehaviorallong-lasting changes induced by kindling. 



85 

EXPE~NTALPROCEDURE 

Treatments 

Female Wistar rats aged 60-80 days and weighing 150-200g from our breeding 

stock were housed tive per cage, with water and food ad libitum. The animal house 

was kept on a 12 h light-dark cycle (lights on at 7:00am) ata temperature of23±1 °C. 

Procedures for the care and use of animais were adopted according to the regulations 

published by the Brazilian Society for Neuroscience and Behavior. 

The kindiing procedure consisted ofi.p. injections ofPTZ (35 mglkg, dissoived 

m saline 0.9% saline) once every 48 h, totaling 10 stimulations. After each PTZ 

injection the animais were observed for 30 minutes and the seizure pattern was 

recorded. Kindling stage was classified according to the stages proposed by Racine (2): 

stage O, no response; 1, facial clonus; 2, head nodding; 3, forelimb clonus; 4, rearing 

with bilateral forelimb clonus; 5, rearing and falling with bilateral forelimb clonus. The 

control group was injected with saiine (10 injections with the same periodicity and 

volume as the treated group) and was also observed for 30 minutes (18). Ali the 

injections were performed between 11:00 am and 15:00 h. After the stimulation period 

animais were divided into two groups according to the mean of the 3 highest kindiing 

stages attained in the Iast five injections. The kindled animais were divided in group I 

(GI), with mean kindling stage lower than 3 in ali animais, and group 11 (Gil), with 

mean stage higher than 3 for ali animais. Animais were killed by decapitation 5 days 

after the last injection, the brain structures were removed and subcellular fractionation 

and enzyme assays were carried out. 

In the acute seizure model, animais received a single convulsive injection of 

PTZ (60 mglkg, i.p., dissoived in 0.9% saline). Only animais showing tonic-clonic 

seizures within 4 min after the injection were included in the study. Treated groups were 
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killed by decapitation either immediately, 1 h, 24 h or 5 days aft:er the injection. Control 

group was injected with saline and the subcellular fractionation and enzyme assays were 

carried out simultaneously with treated-groups at the different times studied. 

Subcellular Fractionation 

After removal, brains were placed into ice-cold isolation medium (320 mM 

sucrose, 5 mM HEPES, pH 7.5, and 0.1mM EDTA) and hippocampi and cerebral 

cortex were immediately dissected on ice. The hippocampi and cerebral cortex were 

gently homogenized in 5 and 1 O volumes, respectively, of ice-cold isolation medi um 

with a motor-driven Teflon-glass homogenizer. Synaptosomes were isolated as 

described previously (19). Briefly, 0.5 ml of the crude mitochondrial fraction was 

mixed with 4.0 ml of an 8.5% Percoll solution and layered onto an isoosmotic 

Percolllsucrose discontinuous gradient (10/16%). The synaptosomes that banded at 

the 10/16% Perco li interface were collected with wide tip disposable plastic transfer 

pipettes. The synaptosomal fractions were washed twice at 15000 x g for 20 min with 

the same ice-cold medium to remove the contaminating Percoll and the synaptosome 

pellet was resuspended to a final protein concentration of approximately 0.5 mg/ ml. 

The material was prepared fresh daily and maintained at 0-4°C throughout 

preparation. 

Enzyme Assays 

The reaction medium used to assay ATP and ADP hydrolysis was essentially 

as described previously (17) and contained 5.0 mM KCl, 1.5 mM CaCh, 0.1 mM 

EDTA, 10 mM glucose, 225 mM sucrose and 45 mM TRIS-HCI buffer, pH 8.0, in a 

final volume of 200 !!L The synaptosome preparation (10-20 !!g protein) was added 

to the reaction mixture and preincubated for 10 minutes at 37°C. The reaction was 

initiated by the addition of ATP or ADP to a final concentration of 1.0 mM and 



stopped by the addition o f 200 J.!l 10% trichloroacetic acid. The samples were chilled 

on ice for 1 O minutes and 100 J..l.l samples were taken for the assay of released 

inorganic phosphate (Pi) (20). 

The reaction medium used to assay the 5' -nucleotidase activity contained 10 

mMMgCh, 0.15 M sucrose and 0.1 M TRIS-HCI, pH 7.0 in a final volume of200~.d 

(21). The synaptosome preparation (10-20 J..l.g protein) was preincubated for 10 

minutes at 37°C. The reaction was initiated by the addition of AMP to a final 

concentration of 1. O mM and stopped by the addition of 200 J..!.l o f 10% trichloroacetic 

acid; 1 OOJ.!l samples were taken for the assay o f released inorganic phosphate (Pi) 

(21 ). In both enzyme assays, incubation times and protein concentration were chosen 

in order to ensure the linearity of the reactions. Controls with the addition of the 

enzyme preparation after addition of trichloroacetic acid were used to correct 

nonenzymatic hydrolysis of the substrates. Ali samples were run in duplicate. Protein 

was measured by the Coomassie Blue method (22), using bovine serum albumin as 

standard. 

Statistical Analysis 
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The data obtained for the enzyme activities are presented as mean ± S.D. of a 

number of animais studied in each condition. The statistical analysis used for k:indling 

experiments was one-way ANOV A, followed by Duncan multiple range test. In the 

acute treatment, results were compared using two-way ANOV A and one-way ANOV A, 

followed by Duncan multiple range test. A p < 0.05 was considered to represent a 

significant difference in statistical analysis used. 
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RESULTS 

As expected, PTZ-kindling produced a progressive mcrease m the se1zure 

susceptibility o f the treated rats. After the 1Oth stimulation, animais were divided into 

two groups: group I (Gl, n=6), in which the mean kindling stage was 3 or less, with an 

overall average of2.35 and group II (Gil, n=6), which the mean stage was greater than 

3 and averaged 4.2. Enzyrne assays in these animais showed a significant increase in 

ATP hydrolysis (44%) arnong the less severely kindled animais (GI) in synaptosomes 

from hippocampus, when compared to the saline group (p<0.05) (Table 1). The 

kindling-resistant group (GI) also presented a significant increase (28%) on ATP 

hydrolysis in synaptosomes from cerebral cortex (Table 2). On the other hand, the 

kindling-susceptible group {Gil), which presented more severe seizures, did not show 

significant changes in ATP hydrolysis in both fractions analyzed (hippocarnpus and 

cerebral cortex), when compared to controls (Tables 1 and 2). There was no significant 

di:fference in ADP and AMP hydrolysis among the three groups (Tables 1 and 2). 

In order to examine if the altered ATP hydrolysis was due to the chronic, Iong

Iasting changes induced by kindling or to a residual e:ffect of the drug, we investigated 

the enzymes activities at di:fferent times after a single acute seizure induced by PTZ (60 

mg/kg, i.p.). Following the single PTZ injection, all animais included in the study 

presented generalized tonic-clonic seizures. However, our results did not show 

significant differences in ATP, ADP and AMP hydrolysis in ali times tested 

(immediately, Ih, 24h and 5 days) after the single injection ofPTZ in synaptosomes of 

hippocampus and cerebral cortex (data not shown). 
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DISCUSSION 

The present study demonstrates that animais more resistant to kindling present 

an increased ATP hydrolysis in synaptosomes from hippocampus and cerebral cortex 

when compared to controls. It is important to note that different effects for A TP and 

ADP hydrolysis can be due to the simultaneous presence of two different enzymes 

involved in the nucleotide hydrolysis, an ATP diphosphohydrolase and an ecto-ATPase 

(15). These results suggest the participation of an ecto-ATPase, since ATP is considered 

a substrate marker for this enzyme activity ( 12, 16). 

Changes in synaptosomal enzymes involved m ATP hydrolysis has been 

observed in other animal models of epilepsy. For example, alterations in synaptosomal 

ecto-ATPase in rat brain are observed during prolonged status epilepticus induced by 

lithium and pilocarpine (23). Furthermore, Fernandes et al. (24) have showed a 

significant decrease in Na+, K+-ATPase activity in acute status epilepticus and in the 

silent period of the pilocarpine model of epilepsy. However, a significant increase in 

this activity was observed during the chronic period, characterized by recurrent 

spontaneous seizures (24). Similar results were observed in hippocampus of rats treated 

with kainate (25). Alterations in Na+, K+-ATPase activity could promote a control ofthe 

excitability produced by the release of Ca +2 and glutamate during seizures (25). 

If ATP is released in large amounts and for a long time, it may promote an 

dramatic increase in intracellular calcium leveis mediated by P2x receptors, which could 

cause significant damage similar to that induced by excessive glutamate release (26). 

Our findings lead us to the hypothesis that an increase in ATP hydrolysis by an ecto

ATPase, can produce high leveis of ADP. Then ADP, by stechiometric effect, is 

hydrolyzed by conjugate action of ATP diphosphohydrolase and 5' -nucleotidase, 

producing an increase in adenosine leveis. Thus, the activation of ecto-ATPase, the first 
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enzyme of the pathway, can contribute to production of extracellular adenosine, a 

known endogenous neuromodulator (5, 27). In summary, adaptive plasticity in chronic 

epilepsy could involve a decrease in the leveis of ATP, an excitatory neurotransmitter, 

and a simultaneous increase in the concentration of adenosine, a neuroprotective 

compound. This balance can be achieved through a delicate regulation o f the amount o f 

A TP released and o f the rate of A TP hydrolysis by ectoenzymes. 

It has been proposed that adenosine and adenosine analogs possess 

anticonvulsant properties, an effect which has been attributed by the activation of At 

receptors (28). Single and repeated pentylenetetrazol-induced convulsions are 

associated with significant increases of A1 adenosine receptors in the cortex, 

hippocampus and cerebellum (29). It has been suggested that the increase in A1 receptor 

number, along with the rise in nucleotidase activities and cerebral adenosine leveis, 

might contribute to prevent cellular excitation and to maintain the neuronal homeostasis 

(30). 

Therefore, our results suggest that an increase m ATP hydrolysis and, 

consequently, in adenosine leveis could represent an important compensatory 

mechanism in the development of chronic epilepsy, explaining why these changes are 

associated with less severe seizures in PTZ-kindled rats. These alterations seems to be 

related to the chronic, long-lasting synaptic plasticity induced by kindling, since such 

changes are not seen in acute seizures, which are insufficient to activate these 

mechanisms. When these results are considered together, they support the hypothesis 

that changes in nucleotide hydrolysis may represent an important mechanism in the 

modulation of epileptogenesis. 
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T ABLE 1. Effect o f PTZ kindling on ectonucleotidase activities in synaptosomes from 

hippocampus o f rats 

Group N Hippocampus 

ATP ADP A.l\1P 

Saline 6 101,7 ± 15,8 37,2 ± 9,8 18,4 ± 3,1 

GI 6 146,6 ± 8,03 a 40,9 ± 10,8 17,1±1,8 

Gil 6 
120,4 ± 20,1 41,4 ± 4,3 20,4 ±3,9 

Data are expressed as mean ± S.D. Saline= saline-injected group. GI= kindling-resistant 

group (mean kindling stage < 3, average= 2,35). Gll= kindling-sensitive group (mean 

Kindling stage >3, average = 4,2). 

a Significantly different from the saline group (p <0.05) by one-way ANOVA, foJJowed 

by Duncan multiple range test. 
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T ABLE 2. Effect ofPTZ kindling on ectonucleotidase activities in synaptosomes from 

cerebral cortex o f rats 

Group N Cerebral Cortex 

ATP ADP AM:P 

Saline 6 120,9 ± 14,1 40,1± 7,9 17,8±4,1 

GI 6 154,7 ± 14,2 a 44,1± 9,3 15,9 ± 3,8 

Gil 6 
119,7±25,7 47,6 ± 11,1 13,3±2,7 

Data are expressed as mean ± S.D. Saline= saline-injected group. GI= kindling-resistant 

group (mean kindling stage < 3, average= 2,35). Gil= kindling-sensitive group (mean 

Kindling stage >3, average = 4,2). 

a SignificantJy different from the saJine group (p <0. 05) by one-way ANOV A , folJowed 

by Duncan multi pie range test. 
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m. DISCUSSÃO 

Os resultados apresentados nesta tese demonstram que as atividades 

ectonucleotidásicas apresentam-se alteradas em condições fisiológicas e patológicas 

capazes de induzir plasticidade sináptica, tais como a memória e a epilepsia. 

As atividades de hidrólise de ATP e ADP pela ATP difosfoidrolase e AMP pela 

5' -nucleotidase de sinaptossomas de hipocampo de ratos apresentam-se inibidas 

imediatamente após a sessão de treino em uma tarefa de esquiva inibitória. Entretanto, 

somente a hidrólise de ATP foi significativamente inibida 30 minutos após a sessão de 

treino, não ocorrendo mudanças significativas com relação à hidrólise de ADP (Capítulo 

1, BONAN et ai., 1998). Sabendo-se que a cadeia de ectonucleotidases é uma via 

desenvolvida para regular a velocidade de degradação de ATP e, consequentemente, a 

formação de adenosina, algumas considerações poderiam ser feitas. 

O hipocampo tem sido bastante utilizado como um modelo para o estudo de 

mecanismos envolvidos na plasticidade sináptica, tais como potenciação de longa 

duração (LTP), que ocorre após breve estimulação de alta freqüência (100Hz) (BLISS 

& COLLINGRIDGE, 1993). Este fenômeno se constitui em uma modificação da 

eficiência sináptica de longa duração, que tem sido repetidamente proposto como um 

modelo molecular envolvido em certas formas de aprendizado e memória (BLISS & 

COLLINGRIDGE, 1993; IZQUIERDO & MEDINA, 1995). 

Estudos têm demonstrado que o A TP exógeno, em baixas concentrações, é 

capaz de induzir potenciação sináptica em fatias hipocampais (WIERASZKO & 

SEYFRIED, 1989; FUlll et ai., 1999). Além disso, foi demonstrado que a liberação de 

ATP é maior após estímulo de alta freqüência (100Hz) utilizado para induzir LTP, e 

que, nesta condição, a via das ectonucleotidases contribui para a formação de adenosina 

extracelular (CUNHA et al., 1996). O mecanismo através do qual o ATP extracellular 
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induz a formação de uma L TP estável ainda não foi esclarecido O envolvimento do 

sistema purinérgico na potenciação de longa-duração foi investigado através do uso de 

análogos rígidos do ATP (WIERASZKO & SEYFRIED, 1994). O ATP extracelular e 

seu análogo ATP-y-S amplificaram permanentemente a magnitude das respostas 

analisadas, mas outros análogos rígidos do ATP não exerceram a mesma ação agonista. 

Portanto, estes autores sugerem que o mecanismo em questão poderia envolver um novo 

tipo de receptor purinérgico ainda não descrito ou que a hidrólise do fosfato-gama de 

ATP ou ATP-y-S poderia ser uma condição necessária para a ocorrência deste efeito 

(WIERASZKO & SEYFRIED, 1994). A remoção do fosfato-gama destes nucleotídeos 

poderia envolver a participação de uma ecto-ATPase, uma ecto-ATP difosfoidrolase ou 

uma ecto-proteína quinase. O ATP poderia ser utilizado como substrato por ATPases e 

proteínas quinases. Entretanto, ATP-y-S é um análogo de ATP que resiste a ação de 

uma ATPase, mas pode ser usado por quinases na tiofosforilação de proteínas 

(WIERASZKO & SEYFRIED, 1994). Estudos demonstram que o ATP extracelular 

atua como substrato para que as ecto-proteínas quinases possam induzir a L TP através 

da fosforilação de domínios extracelulares de proteínas de membrana na região CAl do 

hipocampo (FUID et ai., 1995). Recentemente, foi demonstrado que um efeito 

cooperativo entre o ATP extracelular e os receptores NMDA é necessário para 

desencadear os processos envolvidos na indução da LTP, possivelmente através do uso 

do ATP extracelular na fosforilação dos domínios extracelulares dos receptores NMDA 

(FUJII et ai., 1999). 

Com base nestas considerações, nossos resultados sugerem que a inibição 

significativa observada sobre as atividades da ATP difosfoidrolase e 5' -nucleotidase, 

imediatamente após a sessão de treino na tarefa de esquiva inibitória, poderia diminuir a 

hidrólise de ATP, aumentando sua disponibilidade na fenda sináptica (Capítulo 1, 
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BONAN et al., 1998). O aumento dos níveis de ATP extracelular pode desempenhar um 

papel importante na modulação da eficiência sináptica através de diversos mecanismos. 

Apesar dos efeitos diversos dos agonistas de ATP sobre a LTP (WIERASZKO & 

SEYFRIED, 1994), é possível especularmos que o aumento na disponibilidade de ATP 

sugerida por nossos resultados permite a ativação de receptores P2, tais como P2X e 

P2Y. Embora o subtipo de purinoreceptores envolvido na indução da L TP ainda não 

tenha sido determinado, a ativação dos receptores ionotrópicos P2X poderia conduzir ao 

influxo de cálcio extracelular. Além disso, a ativação dos receptores metabotrópicos 

P2Y acoplados à proteína G/ Fosfolipase C poderia produzir os segundos mensageiros 

inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) e o diacilglicerol (DAG) (BERRIDGE, 1993; RALEVIC 

& BURNSTOCK, 1998). O inositol-1,4,5-trifosfato promove a mobilização do cálcio 

do retículo endoplasmático, elevando a concentração de cálcio no citosol e o 

diacilglicerol ativa proteínas quinases, como a PKC (NESTLER et al., 1984). 

A ativação do sistema purinérgico pelo ATP extracelular, em conjunto com 

receptores glutamatérgicos do tipo NMDA, AMP A e receptores metabotrópicos, 

poderia contribuir para a indução e manutenção de fenômenos plásticos, tais como L TP, 

e/ou para ativação dos mecanismos de aquisição da memória. 

Outro mecanismo através do qual o ATP extracelular pode influenciar a 

eficiência sináptica é a fosforilação de proteínas extracelulares. A fosforilação de 

proteínas é considerada um mecanismo fundamental nos processos envolvidos na 

indução de mudanças de longa duração da atividade sináptica, como ocorre na formação 

do aprendizado e memória (CHEN et al., 1996; IZQUIERDO & MEDINA, 1997). 

Estudos descreveram que, durante a fase de indução da L TP, ocorre fosforilação de 

proteínas extracelulares, sendo o A TP extracelular utilizado como substrato ( CHEN et 

al., 1996). A diminuição na hidrólise de ATP observada em nossos resultados após a 
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sessão de treino na tarefa de esquiva inibitória também poderia aumentar a 

disponibilidade do ATP extracelular como substrato para uma ecto-proteína quinase 

(Capítulo 1, BONAN et al., 1998). As alterações observadas imediatamente após a 

sessão de treino sugerem um importante papel destas enzimas, modulando as 

concentrações extracelulares de ATP e, consequentemente, a ativação das vias de 

sinalização dependentes de ATP extracelular, como por exemplo a fosforilação de 

proteínas extracelulares . 

A inibição observada somente para a hidrólise do ATP, 30 minutos após a 

sessão de treino na tarefa de esquiva inibitória, nos conduz a sugerir uma possível 

participação de uma ecto-ATPase, uma vez que não houve mudança paralela na 

hidrólise de ADP neste mesmo período (Capítulo 1, BONAN et al., 1998). A 

possibilidade deste efeito ser mediado por uma ecto-ATPase não pode ser excluída, pois 

tem sido demonstrada a sua co-expressão juntamente com uma ATP difosfoidrolase em 

cérebro de ratos (KEGEL et al., 1997). Outra possibilidade que deve ser considerada é o 

fato de que estudos demonstram que a adição de um anticorpo específico para proteína 

quinase C inibe a ecto-fosforilação de proteínas, bloqueando a estabilização da L TP 30--

40 minutos após a estimulação (CHEN et ai., 1996). Considerando que a ecto

fosforilação é fundamental para a manutenção da LTP 30-40 minutos após sua indução, 

é possível sugerir que a diminuição na hidrólise de ATP, 30 minutos após a sessão de 

treino (Capítulo 1, BONAN et al., 1998), poderia contribuir para a manutenção dos 

processos de plasticidade sináptica envolvidos na formação da memória. 

Independentemente da questão da hidrólise do ATP ser inibida por uma ATP 

difosfoidrolase e, consequentemente, o nucleotídeo poder ser utilizado como um 

substrato para ecto-proteína quinase, uma importante conseqüência do metabolismo do 

ATP extracelular é a formação de adenosina. Tem sido sugerido que a adenosina exerce 
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um papel inibitório, o qual foi mediado pela interação com os receptores A1, e um efeito 

excitatório sobre a LTP, mediado pelos receptores A2 (DE MENDONÇA & RIBEIRO, 

1994). Portanto, os níveis de adenosina endógena são capazes de modular mecanismos 

de plasticidade sináptica, como a L TP. Entretanto, foi demonstrado que a aplicação de 

um antagonista seletivo de receptor A2A, SCH 58261, facilitou a retenção quando 

administrado imediatamente após o treino em uma tarefa de esquiva passiva, sugerindo 

que o receptor A2A poderia diminuir a retenção da memória de esquiva passiva (KOPF 

et al., 1999). A inibição das atividades ectonucleotidásicas imediatamente após o treino 

(BONAN et al., 1998, Capítulo 1 e 2) poderia reduzir os níveis de adenosina na fenda 

sináptica, prejudicando sua ligação nos receptores A2A, que apresentam uma menor 

afinidade para adenosina, e desta forma, contribuindo para a aquisição da memória de 

esqmva. 

Uma vez que as alterações observadas imediatamente após a sessão de treino da 

tarefa de esquiva inibitória sugeriam a participação destas enzimas na aquisição da 

memória, nós investigamos possíveis alterações das ectonucleotidases após a sessão de 

teste, no sentido de analisar uma possível relação com a evocação da tarefa. Nossos 

resultados não demonstraram alterações significativas após a sessão de teste, sugerindo 

o envolvimento das ectonucleotidases na aquisição, mas não na evocação da memória 

de esquiva inibitória. 

Na tentativa de investigar a possível participação da via das ectonucleotidases na 

fase de consolidação da memória, nós avaliamos estas atividades enzimáticas em 

períodos de tempo mais prolongados, como por exemplo 3 e 6 horas após a sessão de 

treino. Além disso, sabe-se que no período pós-treino, o hipocampo opera em conjunto 

com a amígdala (IZQUIERDO & MEDINA, 1997) e, após 30 a 60 minutos, com o 

córtex entorrinal e cortéx parietal (IZQUIERDO et al., 1997). Por este motivo, nós 
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investigamos esta cadeia enzimática em outras estruturas cerebrais além do hipocampo, 

como córtex entorrinal e córtex parietal, as quais também atuam na formação da 

memória de esquiva inibitória. Nossos resultados demonstraram uma inibição 

significativa da ATP difosfoidrolase imediatamente após o treino em sinaptossomas de 

córtex entorrinal (Capítulo 2). O córtex entorrinal processa muitos tipos de memória e 

possivelmente está envolvido na integração da informação processada no hipocampo 

durante e após a sessão de treino da tarefa de esquiva inibitória (IZQUIERDO et al., 

1997). Portanto, é importante considerar que o efeito inibitório observado sobre a 

atividade da ATP difosfoidrolase em hipocampo e córtex entorrinal sugere uma ação 

integrada das ectonucleotidases de ambas as estruturas como um dos eventos 

bioquímicos necessários para a aquisição da memória (BONAN et al., 1998; Capítulo 1 

e 2). Com relação ao córtex parietal, não foram observadas alterações nas 

ectonucleotidases nos períodos de tempo analisados, sugerindo que a modulação destas 

atividades enzimáticas em córtex parietal não parece ser necessária para a memória de 

esquiva inibitória (Capítulo 2). 

O provável mecanismo de modulação das ectonucleotidases após o aprendizado 

nesta tarefa permanece a ser elucidado. Tal modulação provavelmente não envolve 

síntese protéica nas alterações que foram observadas imediatamente após o treino, não 

havendo tempo suficiente para a ocorrência de uma síntese protéica alterada neste grupo 

(O minutos). Portanto, parece bastante provável que tal regulação poderia envolver um 

mecanismo de modulação covalente, como a fosforilação. Entre os diversos eventos 

bioquímicos desencadeados pelo aprendizado na tarefa de esquiva inibitória, é possível 

observar um aumento da atividade da PKG, CaMKII, PKC e PKA imediatamente após a 

sessão treino e um novo pico de atividade da PKA 3 horas após a sessão de treino 

(IZQUIERDO & MEDINA, 1997). Recentemente, nosso laboratório apresentou 
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evidências indicando que a A TP difosfoidrolase trata-se de uma proteína fosforilada, 

sugerindo uma possível modulação desta atividade enzimática por fosforilação (WINl<., 

1999). Além disso, a análise da seqüência de aminoácidos da ecto-apirase apresenta um 

sítio para proteína quinase dependente de AMPc ou GMPc, quatro sítios de fosforilação 

para PKC e dois sítios de fosforilação para caseína quinase (SMITH & KIRLEY, 1998). 

A proteína quinase C, caseína quinase li e proteína quinase dependente de AMPc têm 

também sido identificadas como ecto-proteínas quinases (CHEN et al.,l996; WALTER 

et ai., 1996), o que poderia tomar a enzima susceptível a modificações funcionais 

mediadas por ecto-fosforilação. Além disso, a porção C-terminal da ecto-apirase 

consiste de 20 aminoácidos, com sítios intracelulares para PKC e proteína quinase 

dependente de AMPc ou GMPc, possibilitando modificações pós-translacionais da 

proteína também do lado citoplasmático (SMITH & KIRLEY, 1998). 

Com relação à atividade da ecto-5' -nucleotidase em sistema nervoso central, 

ainda não há evidências de que esta atividade seja modulada por fosforilação. 

Entretanto, em músculo cardíaco, tem sido vastamente estudada a ativação da ecto-5'

nucleotidase porPKC (SATO et ai., 1997; KITAKAZE et ai., 1997). 

É importante salientar a ocorrência da ativação de proteínas quinases específicas 

em alguns períodos de tempo após a sessão de treino na tarefa de esquiva inibitória 

(IZQUIERDO & MEDINA, 1997). A estrutura da ATP difosfoidrolase apresenta sítios 

de fosforilação para algumas destas proteínas quinases, tais como a PKC, cuja atividade 

aumenta imediatamente e 30 minutos após a sessão de treino (BERNABEU et ai., 1995; 

CAMMAROT A et ai., 1997) e a PKA, cuja atividade aumenta imediatamente e 3-6 

horas após o treino (BERNABEU et ai., 1997). É interessante ressaltar que as alterações 

observadas nestas atividades quinásicas após a sessão de treino coincidem com aquelas 

observadas sobre as ectonucleotidases hipocampais (Capítulo 1 e 2, BONAN et al., 
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1998) e sobre a ATP difosfoidrolase de sinaptossomas de córtex entorrinal de ratos 

(Capítulo 2). Tal coincidência sugere que a modulação da via das ectonucleotidases, 

nesta condição, seja mediada por fosforilação. 

Portanto, alterações nas atividades ectonucleotidásicas específicas ao 

aprendizado e tempo-dependentes ocorrem após o treino da tarefa de esquiva inibitória. 

Estes estudos constituem as primeiras evidências de que as ectonucleotidases podem 

estar envolvidas em específicos eventos bioquímicas relacionados à aquisição e 

consolidação da memória de uma tarefa aversiva (Capítulo 1 e 2, BONAN et ai., 1998). 

É portanto fundamental que sejam realizados estudos adicionais para confirmar 

com clareza qual o mecanismo de regulação capaz de modular estas atividades 

enzimáticas, bem como um maior detalhamento de suas funções em outras estruturas 

cerebrais também envolvidas na formação da memória (amígadala, córtex pré- frontal, 

córtex cingulado) e em outros tipos de aprendizado menos aversivos. 

Apesar dos efeitos de análogos rígidos de ATP e antagonistas de 

purinoreceptores P2 serem bastante diversos nos mecanismos de plasticidade sináptica 

(WIERASZKO & SEYFRIED, 1994; WIERASZKO, 1995), nós investigamos o efeito 

da infusão intra-hipocampal de suramina na retenção da tarefa de esquiva inibitória em 

ratos (Capítulo 3, BONAN et ai., 1999). A idéia de testar esta droga surgiu a partir da 

análise dos seguintes pontos: 1) A suramina é um antagonista não seletivo de 

purinoreceptores P2 e também atua como um inibidor de ecto-apirases e ecto-ATPases 

de diversas fontes (MARTÍ et al., 1996; RALEVIC & BURNOSTOCK, 1998); 2) 

Apesar da sua ação antagonista em P2X e P2Y, a suramina promoveu uma amplificação 

do potenciais excitatórios pós-sinápticos em fatias hipocampais, facilitando a indução 

da LTP (WIERASZKO, 1995); 3) Nossos resultados anteriores demonstraram que as 
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ectonucleotidases hipocampais estão inibidas após o treino na tarefa de esqmva 

inibitória (Capítulo 1 e 2, BONAN t ai., 1998). 

Nossa hipótese nos conduziu a pensar que a administração de suramina, um 

inibi dor de ectonucleotidases, poderia potencializar a inibição da apirase observada após 

a aquisição da memória de esquiva inibitória (Capítulo 1, BONAN et al., 1998), 

aumentando os níveis de ATP e promovendo uma facilitação na retenção desta tarefa. 

Desta forma, nosso objetivo era compreender um pouco melhor o envolvimento do 

sistema purinérgico e das ectonucleotidases na formação e processamento da memória. 

Entretanto, deveríamos confirmar o efeito inibitório da suramina sobre a apirase 

hipocampal, uma vez que não havia nenhum estudo demonstrando o efeito in vitro desta 

droga sobre a apirase de sistema nervoso central. Nossos resultados demonstraram que 

a inibição promovida pela suramina foi concentração-dependente, do tipo não 

competitivo, com valores de Ki (72,8J!M e 109 J!M para ATP e ADP, 

respectivamente) muito próximos àqueles descritos para apirases de outras fontes 

(Capítulo 3, BONAN et al., 1999). 

Após esta confirmação, realizamos a infusão intra-hipocampal de diferentes 

concentrações de suramina imediatamente após a sessão de treino e analisamos a 

retenção da tarefa. O efeito amnésico promovido pela suramma foi inesperado, 

demonstrando que a administração intra-hipocampal desta droga prejudica a retenção da 

tarefa de uma forma dose-dependente (Capítulo 3, BONAN et ai., 1999). Esta condição 

pode ser produzida devido ao amplo espectro de efeitos biológicos da suramina, por 

exemplo, agindo como antagonista de receptores P2 e NMDA (RALEVIC & 

BURNSTOCK, 1998) e como inibidor das enzimas que metabolizam o ATP (MARTÍ, 

1996; Capítulo 3, BONAN et al., 1999). Considerando que a suramina bloqueia 

receptores P2 e NMDA, o efeito amnésico desta droga pode estar relacionado com o 
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bloqueio do influxo de cálcio através destes receptores, fator fundamental para o disparo 

dos mecanismos de aquisição da memória (IZQUIERDO & MEDINA, 1995). 

Outro aspecto que deve ser considerado é que a dissociação observada entre os 

efeitos da suramina sobre a LTP (WIERASZKO, 1995) e os dados comportamentais 

(Capítulo 3, BONAN et aL, 1999) pode estar relacionada com um fenômeno 

denominado saturação da L TP. Este fenômeno demonstra que a expressão máxima da 

L TP em uma população de sinapses (saturação) poderia produzir prejuízos no 

aprendizado e na memória (BARNES et aL, 1994). Tal fenômeno está fundamentado na 

idéia de que as redes neurais armazenam a informação através de uma distribuição 

específica de forças sinápticas (HEBB, 1949), a qual poderia ser rompida pela saturação 

da sua capacidade para LTP (BARNES et aL, 1994). Com base nestas considerações é 

possível especular que, nas doses usadas em nossos estudos comportamentais, a 

potenciação induzida pela suramina resultou na saturação da L TP em uma população de 

sinapses, o que poderia produzir um significativo déficit de memória e aprendizado. 

A utilidade da suramina como um inibidor da apirase hipocampal é questionável, 

uma vez que esta droga possui diversos efeitos biológicos, tais como antagonizando 

receptores P2 e NMDA Outro aspecto a ser analisado é o fato de enzimas de 

degradação de nucleotídeos extracelulares e os receptores P2 possuem domínios de 

ligação similares, assim suramina pode tanto alterar a degradação de ATP e/ou bloquear 

a neurotransmissão purinérgica. A compreensão da importância do sistema purinérgico 

e das ectonucleotidases em fenômenos de plasticidade sináptica e nos mecanismos de 

formação da memória passa necessariamente pela busca de agonistas, antagonistas e 

inibidores mais específicos para este sistema, no sentido de evitar a influência de outros 

sistemas neurotransmissores nos efeitos observados. 
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Considerando que as ectonucleotidases regulam os níveis extracelulares de ATP 

e adenosina, os quais podem agir na modulação da plasticidade sináptica em condições 

fisiológicas, como na memória e LTP, tornou-se importante investigar essas atividades 

enzimáticas em situações patológicas, como a epilepsia, também capazes de produzir 

plasticidade sináptica (Capítulo 4 e 5). 

Diversos estudos têm considerado a adenosina um importante anti-convulsivante 

endógeno, devido à sua ação neuromoduladora, mediada através da ativação de 

receptores A1 (CHIN, 1989; KOSTOPOULOS et al., 1989; DURING & SPENCER, 

1992). Além da liberação de adenosina como tal, uma importante fonte de adenosina é 

originada a partir do metabolismo de nucleotídeos no espaço extracelular (BRUNDEGE 

& DUNWIDDIE, 1997). Atualmente, existem poucos dados na literatura a respeito do 

comportamento das atividades ectonucleotidásicas na epilepsia. 

Em 1990, NAGY et al. demonstraram que a atividade ecto-ATPásica estava 

diminuída em sinaptossomas de córtex cerebral, mas encontrava-se substancialmente 

aumentada em hipocampo posterior de humanos epilépticos. Recentemente, uma 

redução na atividade da ecto-ATPase de sinaptossomas de córtex cerebral de ratos foi 

observada após estado epiléptico induzido por lítio e pilocarpina (NAGY et al., 1997). 

Na tentativa de aumentar nossa compreensão a respeito das possíveis alterações 

das ectonucleotidases na epilepsia, investigamos o efeito de diferentes modelos animais 

de epilepsia sobre as atividades da ATP difosfoidrolase e 5' -nucleotidase de 

sinaptossomas de hipocampo e córtex cerebral de ratos. 

No Capítulo 4, nós demonstramos os efeitos da indução de epilepsia pelos 

modelo da pilocarpina e do modelo do ácido caínico sobre as atividades 

ectonucleotidásicas. Estes modelos são bastante utilizados para investigar o 

desenvolvimento e a neuropatologia relacionados à epilepsia de lobo temporal. Nossos 
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resultados demonstram uma ativação significativa das ectonucleotidases após a indução 

do estado epiléptico. Este efeito foi bastante similar tanto em sinaptossomas de 

hipocampo como em córtex cerebral de ratos (Capítulo 4). Entretanto, é importante 

notar que a aparente dissociação temporal entre os efeitos observados para a hidrólise de 

ATP e ADP em córtex cerebral pode ser devido à presença de duas enzimas diferentes 

envolvidas na hidrólise de nucleotídeos, uma ecto-ATP difosfoidrolase e uma ecto

ATPase. 

Neste modelo, as alterações nas atividades iniciam 48-52h, atingem um pico 

máximo 7-9 dias e apresentam alterações menos significativas 45-50 dias após o estado 

epiléptico induzido por pilocarpina (Capítulo 4). Sabe-se que durante o período 

silencioso do modelo, que varia entre 4 a 44 dias, os animais não desenvolvem crises 

(CAVALHEIRO et al., 1995). O período silencioso representa um intervalo de tempo 

onde ocorre uma ativa reorganização e brotamento sinápticos. Durante este período, 

intervenções terapêuticas podem deter ou redirecionar a reorganização sináptica, bem 

como prevenir a epileptogênese (CAVALHEIRO, 1995). Isto nos conduz à hipótese de 

que a ativação da via das ectonucleotidases pode ser considerada um dos mecanismos 

bioquímicos modulados como conseqüência da reorganização sináptica e plasticidade 

característica deste período. Entretanto, 100-11 O dias após a indução do estado 

epiléptico, quando os animais estão no período crônico do modelo, caracterizado por 

crises espontâneas recorrentes, as atividades enzimáticas não apresentam mudanças 

significativas (Capítulo 4). 

Com relação ao modelo do ácido caínico, um aumento nas atividades 

ectonucleotidásicas também foi observado. Entretanto, em sinaptossomas de 

hipocampo, foi observada uma ativação mais tardia destas atividades, iniciando-se 7-9 

dias e estendendo-se até 45-50 dias após a indução do estado epiléptico. Com relação a 
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este modelo, um novo aspecto deve ser considerado, que é o aumento na hidrólise do 

AMP, 100-110 dias após a indução do estado epiléptico (Capítulo 4). 

As alterações transitórias bem como o perfil das mudanças observadas entre os 

modelos poderiam ocorrer devido a diferenças no desenvolvimento das alterações 

comportamentais específicas para cada modelo, que incluem o tempo para a primeira 

crise espontânea (1-3 semanas no modelo do ácido caínico; 45 dias-100 dias no modelo 

da pilocarpina), bem como com relação ao número de animais que desenvolvem 

epilepsia crônica ( < 50% dos ratos tratados no modelo do ácido caínico) 

(CAVALHEIRO et al, 1982; CRONIN & DUDEK, 1988; CRONIN et al, 1992). Tais 

diferenças também poderiam estar relacionadas a mudanças morfológicas progressivas e 

ao dano neuronal específico de cada modelo (perda neuronal, gliose, brotamento axonial 

e reorganização sináptica). O modelo da pilocarpina produziu degeneração neuronal na 

regiões CA4 e CA3 do hipocampo dorsal, mas a degeneração não foi observada na 

região CAl (TURSKI et ai., 1983). Isto representa uma clara diferença em relação ao 

modelo do ácido caínico, uma vez que a degeneração da região CAI é proeminente em 

ratos, 24 horas após a injeção de ácido caínico (BEN-ARI, 1985). Isto indica que os 

mecanismos hipocampais são diferentemente envolvidos nos efeitos convulsivantes 

induzidos por ácido caínico e pilocarpina (TURSKI et ai., 1983). Também devem ser 

consideradas as características farmacológicas de cada modelo. Ambos os modelos 

induzem ao dano neuronal devido a um efeito citotóx:ico, envolvendo receptores 

glutamatérgicos e o influxo de cálcio (AV ANZINI et al., 1997). Entretanto, no modelo 

da pilocarpina, a estimulação excessiva dos receptores colinérgicos muscarínicos 

conduz ao início da atividade convulsiva no sistema límbico, estado epiléptico e dano 

neuronal (CAVALHEIRO, 1995). Já no modelo do ácido caínico, o início da atividade 

convulsiva é atribuído a seu efeito direto em receptores para aminoácidos excitatórios 
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no hipocampo, devido à alta concentração de receptores de ácido caínico nesta região 

(BEN-ARl, 1985; AV ANZINI et al., 1997). 

Apesar destes modelos induzirem ao dano neuronal e brotamento de fibras 

musgosas no hipocampo, as diferenças comportamentais, histopatológicas e 

farmacológicas específicas de cada modelo podem ter colaborado para as diferenças 

temporais observadas nas atividades ectonucleotidásicas. Portanto, nosso estudo 

demonstra que alterações bioquímicas, como diferenças temporais no metabolismo de 

nucleotídeos extracelulares, também podem ser observadas entre os modelos analisados. 

Embora nosso estudo não permita estabelecer uma correlação entre as alterações 

nas atividades ectonucleotidásicas e extensão dos brotamentos de fibras musgosas 

induzidas pelos modelos, nós também não podemos descartar completamente esta 

possibilidade. Após uma lesão, a 5' -nucleotidase é detectada não somente em microglia 

ou astrócitos, mas é transitoriamente presente nas sinapses que estão relacionadas a 

respostas de brotamento regenerativo e sinaptogênese (SCHOEN & KREUTZBERG, 

1994). Recentemente, um estudo de SCHOEN et al. (1999) mostrou que a 5'

nucleotidase está presente nas sinapses de fibras musgosas na camada molecular interna 

do giro denteado de ratos após tratamento com ácido caínico ou kindling, sendo menos 

detectada no grupo controle. Neste estudo, os autores propõe que a 5'-nucleotidase está 

associada a axônios capazes de produzir respostas plásticas em hipocampo de ratos 

normais e epilépticos. A expressão de 5'-nucleotidase em membranas sinápticas de 

brotamentos de fibras musgosas poderia ser uma resposta de adaptação do hipocampo 

de animais epilépticos a esta condição (SHOEN et al., 1999). 

Analisando nossos resultados, é possível especular que a ativação da via das 

ectonuc1eotidases também poderia corresponder a uma resposta de adaptação do 

hipocampo e córtex cerebral. Tal adaptação poderia contribuir para a remoção eficiente 
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de ATP, um neurotransmissor excitatório, e aumentar a produção de adenosina, um 

composto neuromodulador. O ATP extracelular também tem sido proposto como um 

composto citotóxico. Se o ATP é liberado e em quantidades grandes e por um período 

de tempo prolongado, ele pode causar um acúmulo de cálcio intracelular mediado pela 

ativação de receptores P2X:, o que poderia ser tão prejudicial quanto aquele induzido 

pelo excesso de glutamato (EDWARDS et al., 1992; BRAUN et ai., 1998). Portanto, 

uma ativação das ectonucleotidases poderia neutralizar este efeito. 

Além disso, um dos principais fatores de sobrevivência neuronal é um 

reabastecimento eficiente dos estoques de ATP depletados. Uma hidrólise eficiente de 

ATP até adenosina poderia fornecer o nucleosídeo que, após sua recaptação por um 

sistema de transporte bidirecional, poderia ser utilizado para a síntese de nucleotídeos 

(BRAUN et ai., 1998). Existe uma série de trabalhos que discutem o papel 

neuroprotetor da adenosina extracelular em diminuir a liberação de aminoácidos 

citotóxicos ou como uma agente vasodilatador (BRUNDEGE & DUNWIDDIE, 1997). 

A adenosina poderia agir como neuroprotetor por inibir a liberação de uma 

variedade de neurotransmissores, tais como glutamato, acetilcolina, noradrenalina e 

dopamina, um efeito mediado pela ativação de receptores A1 (BRUNDEGE & 

DUNWIDDIE, 1997; DI ORlO et al, 1998). Recentemente, foi demonstrado que a 

administração intra-hipocampal de agonistas de receptor A1 e A2A não protegeu o dano 

neuronal produzido por cainato (JONES et al., 1998). Estes autores propõe que os níveis 

de adenosina poderiam aumentar significativamente como resultado da excitoxicidade 

induzida pelo cainato, de forma que a ativação de receptores A2A, de baixa afinidade 

para adenosina, poderia prejudicar a função neuroprotetora do receptor A1. Portanto, 

uma outra possibilidade que não pode ser descartada é o fato de que a ativação das 

ectonucleotidases poderia contribuir para um aumento significativo nos níveis de 
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adenosina, a ponto de permitir a ativação de receptores A2A, evitando o efeito 

neuroprotetor dos receptores A1. Desta forma, o aumento das atividades 

ectonucleotidásicas poderia ser uma alteração bioquímica característica da plasticidade 

desenvolvida por cada modelo, contribuindo para as mudanças morfológicas e 

comportamentais observadas após a indução do estado epiléptico. 

Portanto, nossos resultados nos conduzem a pensar em dois papéis para estas 

atividades ectonucleotidásicas que, apesar de contraditórios, não podem deixar de ser 

considerados. Nossos resultados podem sugerir um papel neuroprotetor para estas 

atividades, no sentido de aumentar a degradação de A TP, um neurotransmissor 

excitatório. Entretanto, o aumento destas atividades enzimática poderia desempenhar 

um papel prejudicial, pois ao aumentar substancialmente os níveis de adenosina, 

ocorreria a ativação dos receptores A2A de baixa afinidade, prejudicando o efeito 

neuroprotetor mediado pelos receptores A1. Estudos posteriores com a quantificação dos 

níveis de adenosina nos diferentes modelos e períodos de tempo após a indução do 

estado epiléptico contribuirão para compreensão do papel desempenhado por esta cadeia 

enzimática. 

Tem sido demonstrado que a adenosina e seus análogos tem efeitos anti

convulsivantes em vários modelos de epilepsia, incluindo o modelo de kindling. No 

capítulo 5, nossos resultados demonstraram um aumento na hidrólise de ATP em 

sinaptossomas de hipocampo e de córtex cerebral de ratos que desenvolveram crises 

menos severas em resposta ao kindling (estágio de kindling < 3, segundo RACINE, 

1972). Entretanto, animais com crises mais severas (estágio de kindling >3, segundo 

RACINE, 1972) não apresentaram alterações significativas nas atividades 

ectonucleotidásicas (Capítulo 5). Estes resultados sugerem a participação de uma ecto-



113 

ATPase, desde que essas alterações foram observadas somente com relação à hidrólise 

de ATP (ZIMMERMANN, 1999). 

O aumento na hidrólise de ATP por uma ecto-ATPase pode produzir um 

aumento nos níveis de ADP, o qual por efeito estequiométrico, pode aumentar a 

atividade das enzimas ATP difosfoidrolase e 5' -nucleotidase. Desta forma, a ativação da 

ecto-ATPase, a primeira enzima na via de degradação de ATP até adenosina, poderia 

contribuir para um aumento do último metabólito, o neuromodulador adenosina. 

Estas alterações parecem estar relacionadas à plasticidade sináptica crônica e de 

longa duração induzida pelo modelo de kindling, desde que tais mudanças não foram 

observadas após a indução de crises agudas, as quais foram incapazes de ativar estes 

mecanismos. De qualquer forma, parece existir uma relação entre intensidade de crise 

induzida pelo kindling e hidrólise de ATP. É possível especular que animais mais 

resistentes ao kindling apresentam a hidrólise de ATP aumentada, no sentido de 

remover este neurotransmissor excitatório. Enquanto que, animais com crises mais 

severas e, portanto, mais suscetíveis ao kindling, não apresentaram tal alteração. Esta 

diferença pode estar relacionada com a plasticidade específica desencadeada pelo 

modelo ou a características inerentes dos animais utilizados. 

Estudos têm demonstrado que crises convulsivas únicas e repetidas induzidas 

por pentilenetetrazol estão associadas a um aumento significativo no número total de 

receptores AI (ANGELATOU et al., 1990). Além disso, a afinidade de receptores AI 

está aumentada após indução de kindling por estimulação elétrica (SIMONATO et al., 

1994). Portanto, uma aumento nos níveis de adenosina associado a um aumento no 

número de receptores A1 poderia representar uma resposta fisiológica compensatória, no 

sentido de prevenir a excitabilidade celular e manter a homeostase neuronal (DA V AL & 

WERCK, 1993). Nossos resultados sugerem que mudanças nas atividades 
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ectonucleotidásicas podem representar um dos mecanismos envolvidos no controle do 

desenvolvimento da atividade convulsiva. 

O mecanismo de modulação das ectonucleotidases após a indução dos diferentes 

modelos animais de epilepsia permanece a ser elucidado. Como discutido 

anteriormente, nos experimentos com a tarefa de memória, a fosforilação poderia estar 

envolvida em tal regulação. Entretanto, nos resultados relacionados à epilepsia, como as 

alterações foram mais tardias (após 48-52h) e bastante prolongadas (até 45-50 dias ou 

1 00-11 O dias), é possível sugerir uma alteração na síntese da enzima nestas condições. 

A presente demonstração de que as ectonucleotidases apresentam suas 

atividades diferentemente alteradas após a aquisição de uma tarefa de memória ou após 

a indução de diferentes modelos de epilepsia, viabiliza a sugestão de que estas enzimas 

possam atuar na regulação da atividade sináptica, no sentido de controlar os níveis de 

ATP e adenosina, de acordo com o tipo de plasticidade sináptica desenvolvida, seja em 

condições fisiológica ou patológicas. 

Certamente, estudos futuros contribuirão significativamente para a identificação 

do mecanismo de modulação destas enzimas em diferentes condições, bem como para 

aumentar nossa compreensão sobre seu papel funcional na plasticidade sináptica. 



115 

IV. CONCLUSÕES GERAIS 

Os resultados apresentados neste trabalho nos permitem observar que as 

ectonucleotidases apresentam suas atividades diferentemente alteradas em condições 

fisiológicas e patológicas, como na memória e na epilepsia. A inibição das 

ectonucleotidases após a aquisição de uma tarefa de memória, ou a ativação destas 

atividades enzimáticas após a indução de epilepsia por diferentes modelos, sugere que 

estas enzimas podem atuar na regulação da atividade sináptica, controlando os níveis 

extracelulares de ATP e adenosina, de acordo com a plasticidade desenvolvida. 

Portanto, nosso resultados nos permitem apresentar as seguintes conclusões: 

l.A sessão de treino da tarefa de esquiva inibitória produziu uma inibição significativa 

na atividade da ATP difosfoidrolase e 5' -nucleotidase em sinaptossomas de hipocampo 

de ratos sacrificados imediatamente após o treino. Foi observada uma inibição 

significativa somente para a hidrólise de ATP 30 minutos após treino, não ocorrendo 

alterações significativas com relação à hidrólise de ADP. A atividade da ATP 

difosfoidrolase também apresenta-se inibida 180 minutos após o treino em 

sinaptossomas hipocampais, sugerindo que esta enzima pode estar envolvida na 

consolidação da memória de esquiva inibitória. 

2. Após a sessão de teste da tarefa de esqmva inibitória, não foram observadas 

alterações significativas, sugerindo que a modulação da ATP difosfoidrolase e 5'

nucleotidase é importante para os mecanismos de aquisição da memória, mas não tem 

efeito na evocação. 
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3. A ATP difosfoidrolase apresentou uma inibição significativa em sinaptossomas de 

córtex entorrinal de ratos sacrificados imediatamente após treino. Não houve mudanças 

significativas nas atividades ectonucleotidásicas em sinaptossomas de córtex parietal. 

Portanto, uma ação integrada das ectonucleotidases de hipocampo e córtex entorrinal 

parece ser um dos eventos bioquímicos envolvidos nas fases de aquisição e 

consolidação da memória. 

4. A suramma, um antagonista de receptores P2 e NMDA e um inibidor de 

ectonucleotidases de diversas fontes, inibiu a atividade apirásica em sinaptossomas 

hipocampais de ratos em uma forma concentração-dependente. A cinética de interação 

da suramina com a atividade apirásica demonstrou uma inibição do tipo não-

competitivo, com valores de Ki de 72.8J.1.M para ATP e 109J.1.M para ADP. Apesar de 

seus efeitos facilitatórios sobre a LTP, a suramina prejudicou a retenção de uma tarefa 

de esquiva inibitória após infusão intra-hipocampal, de uma forma dose-dependente. 

5. O estado epiléptico induzido por pilocarpina aumentou significativamente as 

atividades da ATP difosfoidrolase e 5' -nucleotidase em sinaptossomas de hipocampo de 

ratos sacrificados 48-52 horas, 7-9 dias e 45-50 dias após sua indução . ..........___, 

6. Em sinaptossomas de córtex cerebral, a ATP difosfoidrolase apresenta-se aumentada 

48-52h após a indução do estado epiléptico pela administração de pilocarpina, mas 

somente a hidrólise do ADP permaneceu aumentada 7-9 dias após o evento. A atividade 

da 5'-nucleotidase apresentou ativação máxima 7-9 dias, permanecendo alterada 45-50 

dias após o estado epiléptico induzido por pilocarpina. Não houve alterações nos grupos 

testados 24-28 horas e 100-110 dias após a indução do modelo. 
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7_ O modelo do ácido caínico aumentou a atividade da ATP difosfoidrolase e 5'

nucleotidase em sinaptossomas de hipocampo de ratos sacrificados 7-9 dias e 45-50 dias 

após o estado epiléptico. Somente a atividade da 5' -nucleotidase permaneceu 

aumentada 100-110 dias após a indução do modelo_ 

8. Em sinaptossomas de córtex cerebral, o modelo do ácido caínico aumentou a 

atividade da ATP difosfoidrolase nos grupos analisados 48-52h, 7-9 dias e 45-50 dias 

após a indução do estado epiléptico. A atividade da 5' -nucleotidase apresentou-se 

aumentada 45-50 dias e 100-110 dias após a indução do modelo. Nossos resultados 

sugerem que o estado epiléptico induzido por pilocarpina e ácido caínico pode induzir 

alterações tardias e prolongadas nas atividades ectonucleotidásicas. Tais alterações 

podem desempenhar um papel modulatório durante a evolução das mudanças 

comportamentais e patofisiológicas induzidas pelo estado epiléptico_ 

9_ Os animais com maior resistência ao desenvolvimento do kindling apresentaram um 

aumento significativo na hidrólise do ATP em sinaptossomas de hipocampo e córtex 

cerebral Estes resultados sugerem a participação de uma ecto-ATPase, pois a 

dissociação observada nos efeitos de ATP e ADP pode ser devido a presença simultânea 

de uma ATP difosfoidrolase e uma ecto-ATPase. Os animais que desenvolveram crises 

mais severas no modelo de kindling não apresentaram mudanças significativas nas 

ectonucleotidases em sinaptossomas de hipocampo e córtex cerebraL 
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10. As crises agudas induzidas pela administração de uma dose única de PTZ não 

produziram alterações nas atividades ectonucleotidásicas de sinaptossomas de 

hipocampo e córtex cerebral de ratos em nenhum dos períodos de tempo analisados (O 

mi~ 1 hora, 24 horas, 5 dias) após a indução da crise. 
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