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RESUMO

O glutamato € o principal neurotransmissor excitatorio do sistema nervoso central.
Apos ser liberado na fenda sinaptica, o glutamato une-se a receptores especificos e induz, na
maioria dos casos, despolarizacdo dos neurdnios. Os receptores glutamatérgicos sdo
classificados em dois tipos: receptores ionotropicos, que s3o ligados a canais idnicos, e
receptores metabotropicos, que sdo acoplados a proteinas G e produgdo de segundos
mensageiros. A unido do GTP e do GDP nas proteinas G regula a unifio do glutamato ao seu
receptor assim como a atividade do efetor celular e producdo de segundos mensageiros. No
estado basal o GDP esta ligado em proteinas G; neste caso tanto estas proteinas como o efetor
estdo no estado basal. A uniio do GTP em proteinas G provoca diminui¢do na afinidade do
glutamato pelo receptor assim como ativagdo do efetor. Entretanto, existem fortes evidéncias
que os nucleotideos da guanina (NG) diminuem a unido do glutamato ou de seus analogos nos
seus receptores, unindo-se em locais extra-proteinas G.

Em geral a infusdo de drogas que facilitam a ativagdo dos receptores glutamatérgicos
melhora a memoria, enquanto que antagonistas glutamatérgicos prejudicam a memoria em
muitas espécies animais. O glutamato injetado no hipocampo dos ratos causa facilitacio da

Levando em conmderac;ao que ex1stem alguns trabalhos que indicam que os NG atuam
em sitios de unido extra-proteinas G para deslocar a unido do glutamato de seus receptores, o
prlmelro artlgo teve como objetivos: 1) Investigar o envolvimento das proteinas G na inibi¢do
da unifio do [*H]glutamato induzida por nucleotxdeos da guanina em membranas sinapticas de
cérebro de ratos;, 2) Investigar o efeito do Mg®" sobre a unidio do ['H]JGMP-PNP em
membrana sinaptica de cérebro de ratos. Para este estudo preparamos membranas de cérebro
total de ratos, nas quais o sitio de unido para GTP em proteinas G estava previamente saturado
com GMP-PNP. Usando-se esta preparacdo, todos os NG testados (GMP, GDP-S, GMP-PNP
e GTP) inibiram a unifo do [*H]glutamato sodlo-mdependente enquanto que somente o GMP-
PNP ativou a adenilato ciclase. A inibigio da unido do [*H]glutamato sodlo-mdependente
ocorre mesmo na auséncia de Mg”". Esses resultados sugerem que os NG inibem a unido do
glutamato em membranas de cérebro total de ratos atuando em um sitio de unido extra-
proteinas G.

O segundo artigo teve como objetivos: 1) Investigar se 0 GMP também ¢ capaz de
imbir a unido do [3H]glutamato em membranas sinapticas rompidas de uma estrutura cerebral
especiﬁca 0 hipocampO' 2) Investigar se 0 GMP ¢ capaz de reverter uma agdo do glutamato
mduzxda pela inje¢do de glutamato no hxpocampo de ratos. Os resultados desse artigo
mostraram que o GMP inibiu a uniio do [*H]glutamato sédio-independente em membrana
sinaptica de hipocampo de ratos, assim como reverteu o efeito facilitatorio do glutamato sobre
a memoria.

Os resultados do presente estudo indicam que em cérebro de ratos adultos os NG
unem-se, pelo menos em parte, em local extra-proteinas G e com isso diminuem a unido do
[*H]glutamato a seus receptores de membranas sinapticas in vitro, assim como bloqueiam o
efeito estimulatorio do glutamato sobre a memoria. Porém, o mecanismo preciso e o
significado fisiologico dessa interagdo permanecem indefinidos.



APRESENTACAO

Esta tese apresenta artigos publicados, os quais se encontram anexados nos itens
correspondentes. Os itens MATERIAL E METODOS ¢ RESULTADOS encontram-se nos
proprios artigos e no ANEXO DO ARTIGO 1, e representam a integra deste estudo.

O item DISCUSSAO E CONCLUSOES aborda o ARTIGO 1 E ANEXO DO
ARTIGO 1, e 0 ARTIGO 2, assim como uma conclusio GERAL para o presente trabalho.

As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS apresentadas na segdo final referem-se

somente aquelas que aparecem no texto (excetuando as que aparecem nos artigos).
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L. INTRODUCAO

GLUTAMATO

A maioria das sinapses excitatorias do sistema nervoso central (SNC) tém glutamato e, em
menor proporgio, aspartato como neurotransmissor (Schoepp & Conn, 1993; Nakanishi & Masu,
1994, Westbrook, 1994; Brann, 1995; Cotman et al, 1995; Pin & Duvoisin, 1995). Em fung¢io
desta particularidade, estes aminoacidos sd@o denominados aminoacidos excitatorios (AAE). Os
AAE estdo envolvidos em uma grande variedade de processos fisiologicos, tais como reprodugio,
aprendizado e memoria, regulagdo neuroendocrina, assim como algumas doengas
neurodegenerativas, tais como doenga de Huntington, doenga de Parkinson, esclerose lateral
amiotrofica, doenga de Alzheimer € em processos agudos como epilepsia (McEntee & Crook,
1993; Lipton & Rosenberg, 1994; Brann, 1995).

O glutamato ¢ sintetizado nos terminais nervosos a partir de: 1) glicose, via ciclo de Krebs
e transamina¢do do a-cetoglutarato, e 2) glutamina, que ¢ sintetizada nas células gliais,
transportada para os terminais nervosos € neste local convertida em glutamato pela glutaminase
(Scatton, 1993). Nos terminais pré-sinapticos glutamatérgicos, o glutamato ¢ armazenado nas
vesiculas, de onde & liberado para a fenda sinaptica por exocitose de uma maneira Ca>-
dependente. A acdo do glutamato € terminada através da recaptagdo do aminoacido pela glia e
neurdnios (Figura 1.1). Nas células gliais, a glutamina sintetase converte glutamato em glutamina
que €, entdo, transportada para os terminais nervosos vizinhos, onde serve como precursora para o
glutamato (Scatton, 1993). A glutamina pode também ser oxidada nos astrocitos e formar o-
cetoglutarato (via ciclo de Krebs) que pode ser transportado para os neur6nios para repor o d-

cetoglutarato perdido durante a sintese de glutamato neuronal (Carter et al., 1986).
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Figura L1. Esquema de um terminal sinaptico. Apods ser liberado das vesiculas dos terminais pré-
sinapticos, o glutamato pode ligar-se em um de seus receptores especificos e induz, na maioria dos casos,

despolarizagdo dos neurdnios pos-sinapticos. A a¢do do glutamato é terminada através da recaptagdo do

aminoacido pela glia e neurdnios.



I.1. RECEPTORES GLUTAMATERGICOS

Ap0s ser liberado na fenda sinaptica, o glutamato une-se a receptores especificos e induz,
na maioria dos casos, despolarizacdo dos neurdnios poés-sinapticos. De acordo com estudos
farmacologicos e moleculares, os receptores glutamatérgicos (GluRs) sdo classificados em dois
grandes grupos (Esquema I.1.): 1) receptores ionotrdpicos, que sdo canais idnicos e cuja ativagdo
resulta na abertura destes canais, com aumento do fluxo de ions através da membrana neuronal, e
2) receptores metabotropicos, que estdo acoplados a proteinas G € modulam a produgdo de
segundos mensageiros tais como inositol fosfato e/ou AMPc (Figura I.1) (Schoepp e Conn, 1993;
Brann, 1995; Cotman et al, 1995; Pin e Duvoisin, 1995). Os receptores 1onotropicos, por sua vez,
podem ser subdivididos em NMDA (N-metil-D-aspartato) e ndio-NMDA [AMPA (acido DL-alfa-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionico) e KA (kainato)] (Gasic ¢ Hollmann, 1992;

Jorgensen et al.,1995).



NMDA

NR-1

lonotrépicos

Receptores

para
Glutamato

Esquema L1. Receptores glutamatérgicos.

Adaptado de Jorgensen e colaboradores, 1995

/\

NR-2A
NR-2B
NR-2C
NR-2D

AMPA

ndo-NMDA

Metabotropicos

GuR1
GuR2
GuR3
GuR4

KA-1
KA-2

N

kainato

/N

GuR5
GuRs
GuR7

mGluR1
mGluR2
mGIuR3
mGluR4
mGluR5
mGluRG
mGIuR7
mGluR8




L1.1. RECEPTORES IONOTROPICOS

Os receptores glutamatérgicos ionotropicos sdo canais idnicos caracterizados pela sua
permeabilidade seletiva a Na’, K™ e Ca®’, e sua estimulagdo causa uma estimulagio neuronal (na
ordem de milissegundos) (Tabela I.1) (Brann, 1995).

Os receptores ionotropicos sdo estruturalmente similares a outros receptores ligados a
canais i0nicos, como os receptores colinérgico nicotinico (RAChR), GABAérgico (GABAa) e
glicinérgico. Todos estes receptores sdo proteinas transmembranas pentaméricas, compostas por
subunidades iguais ou diferentes. Estas subunidades estdo distribuidas ao redor de um poro
central permeavel a cations. Estes receptores possuem quatro segmentos transmembrana (TMI
até TMIV) e formam a-hélices em que o segmento TMII apresenta o lado polar voltado para o
poro do canal. As porg¢des carboxi e amino-terminais da proteina estio voltadas para o lado
externo da célula (Nakanishi, 1992).

Apesar do modelo descrito acima ser aceito como provavel para os receptores
glutamatérgicos ionotropicos, existem autores que sugerem algumas diferengas. Uma delas seria
que o dominio carboxi-terminal estaria localizado no lado citoplasmatico da membrana (Molnar et
al., 1993; Taverna et al., 1994). Outra diferenca seria a existéncia de um dominio transmembrana

adicional (TMIIIa) introduzido entre TMIII e TMIV (Seeburg, 1993).



Tabela L.1: Receptores Ionotropicos

Receptores e

subunidades | Caracteristicas Agonistas Antagonistas

NMDA medeia transmissdo sinaptica lenta; NMDA, MK-801,

NR; forma canais homomeéricos ou Glu AP-5,
heteroméricos. homocisteina. | AP-7.

NR2A-2D 15% de homologia com NR; ; NMDA como acima
ndo forma canais heteroméricos.

AMPA medeia transmissdo sinaptica rapida;

GluR, forma canais homomeéricos ou AMPA, Glu CNQX,

GluR; heteromeéricos. DNQX, NBQX

GluR,

GluR; em canais heteroméricos esta subunidade| AMPA, Glu como acima
determina a condutdncia do canal e
permeabilidade ao Ca*"

Kainato medeia transmissdo sinaptica rapida

GluRs, GluRs | formam canais homoméricos ou KA, Glu CNQX, DNQX
heteroméricos.

GluR, ndo forma canais homoméricos. KA, Glu CNQX, DNQX

KA, KA, nio formam canais homoméricos. KA, Glu CNQX, DNQX

Adaptado de Brann, 1995




I.1.1.a. RECEPTORES NMDA

O receptor NMDA ¢ um complexo formado por receptor € canal, ele foi inicialmente
identificado e separado farmacologicamente dos outros receptores para AAE por sua ativagdo
seletiva pelo agonista NMDA. Contudo, foi demonstrado que sua atividade € regulada através de
uma série de reguladores alostéricos (Cotman et al, 1995). O receptor NMDA medeia
transmiss3o sinaptica excitatoria lenta, e a sua ativagdo resulta no influxo de Ca®>* e Na’, assim
como no efluxo de K* (Scatton, 1993, Lipton & Rosenberg, 1994). A ativagdo do receptor
NMDA possui um papel muito importante na indu¢@o da potenciagdo de longa duragdo (LTP)
(Bliss & Collingridge, 1993; Izquierdo & Medina, 1995) e nos fenomenos eletrofisiologicos
associados a plasticidade neuronal. Por outro lado, a sua estimulag@o excessiva acarreta um
aumento na concentracio de Ca® intracelular e morte celular (Scatton, 1993; Lipton &
Rosenberg, 1994). Recentemente, tem sido proposto que os receptores NMDA possam estar
envolvidos na morte celular observada em algumas doengas neurodegenerativas como Alzheimer,
Parkinson e esclerose lateral amiotrofica (Scatton, 1993; Nicoletti et al., 1996).

Os receptores NMDA estdo amplamente distribuidos no SNC de mamiferos, com alta
densidade nas camadas superficiais do cortex cerebral, nas regides CAl e giro denteado do
hipocampo, nas células granulares do cerebelo, no estriado, septo, talamo e medula espinhal
(Scatton, 1993).

O receptor NMDA ¢é regulado através de varios sitios onde se ligam diversos compostos
endogenos e exogenos, sendo eles: 1) sitio de ligagdo para agonistas e antagonistas competitivos;
2) sitio que liga Mg*" produzindo bloqueio voltagem-dependente do canal (Barnes & Henley,

1992); 3) sitio para cation divalente localizado no canal, onde se liga o Zn*", produzindo um



bloqueio voltagem-independente (Mayer et al., 1992);, 4) sitio de ligagdo para anestésicos
dissociativos tais como quetamina e fenciclidina (PCP) chamado “sitio para PCP” (Mayer et al.,
1992); 5) sitio modulatorio para glicina (insensivel a estricnina) (Johnson & Ascher, 1987); 6)
sitio regulatério de ligagdo para poliaminas (espermina e espermidina) que facilita a transmiss3o
mediada por NMDA (Ransom & Stec, 1988). Estes sitios sd@o especificos e se distribuem em
locais distintos no canal NMDA (Scatton, 1993).

Uma peculiaridade do receptor NMDA € que no potencial de repouso o canal esti
totalmente bloqueado por Mg”" (Ascher & Nowak, 1987), e é necessaria uma despolarizagdo da
membrana neuronal pés-sinaptica para que o Mg”" seja retirado do canal e para que ocorra a
passagem de ions pelo canal NMDA (Barnes & Henley, 1992; Cotman et al., 1995). Isto significa
que somente um estimulo forte ou repetido, que causa despolarizagdo da célula nervosa, permite a
ativagdo do receptor NMDA. O bloqueio voltagem-dependente do canal do NMDA por Mg”*
pode ser visto como um mecanismo protetor intrinseco contra a entrada excessiva de Ca’" na
célula e subsequente toxicidade neuronal (Scatton et al, 1991). Em condigdes de
hipoxia/isquemia este mecanismo protetor ndo existe, por causa da grande despolarizagio,
ocorrendo entrada macica de Ca®" e subsequente morte neuronal (Scatton et al., 1991).
positivo que ocorre nos sitios da glicina e das poliaminas. A ligagdo da glicina ao receptor parece
ser fundamental para sua ativacdo, funcionando como co-agonista (Johnson & Ascher, 1987). As
poliaminas potenciam as respostas do receptor NMDA na presenga de concentragdes saturantes
de glutamato e glicina, mas ao contrario da glicina sua presenga ndo € necessaria para a ativagio

do receptor NMDA (Carter et al., 1991).



As agdes do glutamato podem ser antagonizadas farmacologicamente utilizando
compostos capazes de competir diretamente com o glutamato no seu sitio de reconhecimento no
receptor NMDA. Exemplos destes antagonistas competitivos sdo: acido-2-amino-5-
fosfonopentandico (AP-5), acido-2-amino-5-fosfoheptandico (AP-7), 3-(2-carboxipiperazina-4-
propil)-1-fosfato (CPP), 4-fosfonometil-2-piperidina (CGS 19755) e CGP 37849 (Mayer et al,,
1992). Além disso, existem bloqueadores do receptor NMDA que ndo competem no sitio de
ligagdo para glutamato, mas bloqueiam o canal NMDA, por exemplo: alguns anestésicos
dissociativos tais como ketamina e fenciclidina, além de TCP, dizocilpina (MK-801), memantina e
dextrorfan. Foram identificados também antagonistas do sitio regulatério da glicina, que sdo
derivados do acido quinurénico e acido indolacético (Rowley & Leeson, 1992). Estes compostos
tém se mostrado bloqueadores efetivos do dano excitotoxico induzido por glutamato em cultura
de células e em diversos modelos experimentais in vivo incluindo hipoxia, isquemia e trauma
cranio-encefalico. (Hirose & Chan, 1993; Prehn et al., 1995; Steinberg et al., 1995).

A estrutura do receptor NMDA, assim como dos demais receptores ionotropicos, €
pentamérica (Mayer et al., 1992) e consiste de varias subunidades com diferentes massas
moleculares (33-67 kD). Estas subunidades estio agrupadas em duas familias (Esquema 1.1 e
Tabela 1.1): NR-1 ¢ NR-2A-2D. A familia NR-1 apresenta caracteristicas eletrofisiologicas e
farmacologicas do proprio receptor do NMDA, incluindo permeabilidade ao Ca®, bloqueio
voltagem-dependente pelo Mg®" e estimulagdo por glicina (Nakanishi, 1992). A segunda familia
de subunidades dos receptores do MNDA (NR-2A-2D) € considerada como sendo de
subunidades modulatorias, e ndo forma canais sozinha (canais homomeéricos), mas forma canais
heteroméricos (canais compostos de mais do que um tipo de subunidade). A familia NR-1 serve

como subunidade fundamental para a formacdo do receptor NMDA e forma configuragdo



heteromérica com diferentes membros das subunidades NR-2A-2D. A combina¢io de NR-1 com
diferentes subunidades repercute em propriedades eletrofisiologicas e farmacologicas diferentes.
Desse modo, dependendo da composi¢do das subunidades, tanto a afinidade por agonistas como a
resposta cinética, sensibilidade ao bloqueio por Mg®" e o efeito estimulatorio da glicina podem ser

alterados (Ishii et al., 1993).

L1.1.b. RECEPTORES AMPA E KA

Os receptores AMPA e KA medeiam transmissdo sinaptica excitatéria rapida e estdo
associados a canais voltagem-independentes. Sdo permeaveis a Na” e K™ (Ascher & Nawak, 1988;
Vyklicky et al., 1988) e, em geral, tém baixa permeabilidade para Ca® (Mayer & Westbrook,
1987). A permeabilidade ao Ca** foi demonstrado em neurénios hipocampais (Iino et al., 1990) e
em retina (Gilbertson et al., 1991).

Os receptores AMPA estdo amplamente distribuidos no SNC de mamiferos, em geral nos
mesmos locais dos receptores NMDA. Os receptores KA, ao contrario, estdo concentrados em
poucas areas cerebrais (Scatton, 1993).

O receptor AMPA contém 4 tipos de subunidades (GluR1 - GluR4, também chamado GluR-A
até GluR-D) enquanto que o receptor KA possui 2 tipos de subunidades diferentes (GIuR5 -
GluR7, KA-1 e KA-2) (Esquema I.1 e Tabela 1.1) (Jorgensen et al, 1995). Os receptores
homoméricos formados pelas subunidades GluR1, GluR3 e GluR4 sio permeaveis ao Ca’’,
enquanto que GluR2 forma canais impermeaveis a este ion. Quando o GluR2 forma canal
heteromérico com outras subunidades do receptor AMPA formam-se canais com permeabilidade
semelhante ao GluR2 (Jorgensen et al, 1995). A baixa permeabilidade ao Ca>" apresentada pelos
receptores AMPA esta relacionada com a presenga de um residuo de arginina na subunidade
GluR2 (McEntee & Crook, 1993). A substituicdo deste residuo de arginina por glutamina resulta

em aumento da permeabilidade ao Ca®* (Hume et al., 1991; Verdoorn et al., 1991).
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Atualmente sdo conhecidos oito genes que codificam mGluRs e, provavelmente, no futuro
outros serdo isolados (Pin & Duvoisin, 1995). Os mGluRs podem ser classificados em trés grupos
baseados em sua homologia de aminoacidos, mecanismo de transdugdo e farmacologia (Tabela
L1.2). Os receptores do mesmo grupo apresentam 70% de homologia na sequiéncia de aminoacidos,
enquanto que entre os grupos esta porcentagem cai para 45% (Pin & Duvoisin, 1995).

Os mGluRs estdo envolvidos em muitas fungdes cerebrais, por exemplo, eles participam na
indugdo da plasticidade neuronal tal como LTP (Bliss & Collingridge, 1993) e LTD (Nakanishi,
1992). Eles também possuem um papel importante na indug¢do de convulsdes e morte neuronal
(Sacaan et al., 1992, McDonald et al., 1993, McEntee & Crook, 1993, Tizzano et al., 1995,
Nicoletti et al., 1996). O agonista de mGluR, (1S3R) 1-amino-ciclopentano-1,3-dicarboxilato
(1S,3R-ACPD) induz rotagdo contralateral quando injetado unilateralmente no estriado de ratos
(Sacaan et al., 1991), e induz convulsdo em ratos (Sacaan et al., 1992; McDonald et al., 1993) e
em camundongos (Tizzano et al, 1995). A convulsio provocada pelo 1S,3R-ACPD
provavelmente estd relacionada com a ativagdo dos mGluRs associados a PLC e com a
mobilizagio de Ca®" intracelular, uma vez que a convulsio é bloqueada por agentes que inibem a
mobilizagdo intracelular deste ion (Tizzano et al., 1993).

Muitos agonistas do glutamato, incluindo derivados da ciclopropilglicina [(2S,1°S,2°S)-2-
(carboxiciclopropil)-glicina (L-CCG-I) e 2-(2,3-dicarboxiciclopropil)-glicina (DCG-IV)] e os
diferentes estereoisdomeros do 1-amino-ciclopentano-1,3-dicarboxilato (ACPD) tem sido de
grande utilidade para discriminar os mGluRs nos diferentes grupos. Além do mais, algumas
moléculas permitem a diferenciagdo entre os receptores no mesmo grupo (Pin & Duvoisin, 1995)
(ver Tabela 1.2). O analogo do glutamato, L-2-amino-4 fosfonobutanoato (L-AP4) é um potente
agonista do mGluR4 e inibe a transmissdo sindptica ao se ligar no receptor pré-sinaptico do
glutamato, diminuindo a liberagdo deste (Koerner & Johnson 1992, Trombley & Westbrook,
1992).

Um dos passos necessarios para elucidar o papel fisiologico dos receptores foi a caracterizago
de antagonistas especificos. Recentemente Watkins e Collingridge (1994) caracterizaram alguns
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antagonistas competitivos para mGluRs incluindo derivados da fenilglicina [o-metil-4-
carboxifenilglicina (MCPG), 4-carboxifenilglicina (4CPG) e 4-carboxi-3-hidroxifenilglicina
(4C3HPG)].

Através da afinidade seletiva pelos agonistas e pelos antagonistas dos mGluRs podemos
diferencia-los dentro do mesmo grupo. Por exemplo: no grupo I - 4CPG e 4C3HPG sédo potentes
antagonistas do mGluR1 mas ndo do mGluRS5, 4C3HPG tem fraca atividade agonista em mGIluR5
(Joly et al., 1995); no grupo II - quisqualato € ativo em mGluR3 mas é quase inativo em mGluR2;
no grupo II - os agonistas apresentam baixa poténcia em mGluR7 (Okamoto et al., 1994,
Saugstad et al., 1994).

Os mGluRs possuem sete dominios transmembrana, mas ndo apresentam homologia de
sequiéncia com outros receptores acoplados a proteinas G. Eles possuem um grande dominio
amino-terminal extracelular com aproximadamente 600 residuos de aminoacidos. O’Hara e
colaboradores (1993) usando analise computacional revelaram que esse dominio possui homologia
com as proteinas periplasmaticas bacterianas (PPBs) que ligam aminoacidos ou ions. A proteina
homologa que tinha a maior semelhanga com a sequéncia observada em receptores metabotropicos
(proteina que liga leucina/isoleucina/valina - PLIV) foi usada para construir um modelo para o
sitio de ligacdo de glutamato no mGluR1. Este modelo propde que a regido amino-terminal do
mGluR1 forma duas estruturas globulares com um sulco central que liga glutamato. A segunda
alca intracelular e a porcdo amino-terminal do dominio carbdxi-terminal intracelular estdo
envolvidas no acoplamento do mGluR1 com as proteinas G (Pin et al., 1994). Uma questdo até
agora ndo resolvida ¢ como a interagdo do glutamato com o dominio extracelular pode induzir
mudangas conformacionais na alga intracelular levando a ativag¢@o de proteinas G? Uma hipotese ¢
que uma regido rica em cisteina transmite para os segmentos trasmembrana as mudangas
conformacionais induzidas pela unio do glutamato no dominio semelhante ao PLIV (Pin &
Bockaert, 1995). Os mGluRs do grupo I possuem também um longo dominio carboxi-terminal.
Analises do mGluR1 revelaram que esse dominio esta envolvido nas propriedades de transdugio
do sinal extracelular (Pickering et al., 1993) e, possivelmente, ¢ responsavel pela orientagdo dos

13



receptores a diferentes compartimentos neuronais (Fotuhi et al., 1993). Além disso, a presenga de
multiplos residuos de serina e treonina e de sitios de fosforilagdo de muitas proteina quinases
sugerem que este dominio esta envolvido na regulagio do receptor (Pin & Bockaert, 1995).

Os mGluRs do grupo I ativam PLC, isto €, o glutamato ao se ligar a esses receptores ativa uma
proteina G que, por sua vez, ativa a enzima PLC (Figura I.1). Essa enzima ativada hidrolisa o
fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP,) liberando 1,2 diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-trisfosfato
(IP;). O DAG ativa a proteina quinase C na presenca de calcio e fosfatidilserina. O IP;, por sua
vez, libera Ca®’ dos estoques intracelulares aumentando os niveis deste ion no citosol (Nakanishi,
1992) . Ainda ndo foram identificadas claramente as proteinas G envolvidas na ativagdo da PLC
pelos mGluRs deste grupo (Pin & Duvoisin, 1995). A hidrolise de PIP2, mediada por glutamato, ¢
grande durante as primeiras semanas de vida poOs-natal em muitas regides cerebrais e decai
progressivamente com o desenvolvimento (Catania et al., 1994). Os mGluRs ligados & ativagdo da
PLC estdo ativados em diferentes condigGes em cérebro de animais adultos, tais como isquemia
(Seren et al, 1989), LTP (Bliss & Collingridge, 1993), aprendizado espacial (Nicoletti et al.,
1988), e “kindling” (Yamada et al 1989). Estes achados sugerem que os mGluRs do grupo I
possuem um papel importante na sinaptogénese e plasticidade sinaptica tanto nos estagios iniciais
do desenvolvimento éomo na vida adulta (Catania et al., 1994).
caso dos mGluRs do grupo II foi observada uma inibi¢do acentuada da produgdo de AMPc
estimulada por forskolina (Tanabe et al., 1992, 1993). Por outro lado, dependendo do receptor
examinado e da linha de células, a inibigdo maxima obtida com os mGluRs do grupo III foi menor
do que 50% (Nakajima et al., 1993; Okamoto et al., 1994; Saugstad et al., 1994, Tanabe et al.,
1993). Contudo, em todos os mGluRs dos grupos II e III a transdugio foi totalmente inibida pela
toxina pertussis (TPX), sugerindo que, como no caso de outros receptores que inibem AC, as
proteinas G envolvidas neste acoplameto sdo da familia das Gi (Pin & Duvoisin, 1995).

Como citado acima, classicamente os mGluRs do grupo I estdo ligados a ativagdo da PLC,

N
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mecanismo exato da transdugdo dos mGluRs em neurdnios e células gliais parece ser mais
complexo (Pin & Bockaert, 1995). Por exemplo, o uso de um agonista especifico para mGluRs do
grupo II inibe a formagdo de AMPc somente em células granulares do cerebelo que expressam
mGluR4 (Prézeou et al., 1994). Em neurdnios, mGluRs do grupo III estdo ligados a inibigdo dos
canais de Ca”" voltagem-dependentes (Trombley & Westbrook, 1992). Outro exemplo é que com
o uso de agonistas especificos para os mGluRs do grupo I revelou-se que estes receptores
possuem muitos efeitos tais como: bloqueio do canal de K, ativagdo de canais de cations ndo
seletivos, potenciagdo de respostas do NMDA, inibi¢do ou potenciacdo das respostas de AMPA ¢
regulagio de canais de Ca®" (para revisio ver Pin & Duvoisin, 1995). Portanto, outros

mecanismos mais complexos podem estar envolvidos na transducio do sinal através dos mGluRs.
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Tabela L.2: Distingdo farmacologica entre os subtipos de mGluRs clonados.

Subtipo de mGluR | Transduciio | Ordem de poténcia Antagonista
dos agonistas

Grupo I

mGluR1, mGluR5 +PLC Quisqualato>Glutamato>Ibotenato> MCPG
LCCG-I>(1S,3R)-ACPD
Inativo: DCG-IV e (18,3S)-ACPD

Grupo II

mGluR2, mGluR3 -AC DCG-IV>L-CCG-I>Glutamato> MCPG
(18,3R)-ACPD>4C3HPG>
Ibotenato>Quisqualato

Grupo III

mGIuR4, mGluRS6, -AC L-AP4>L-SOP>Glutamato>Ibotenato>

mGluR7, mGluR8

Quisqualato>(1S,3R)-ACPD

Adaptado de Pin & Bockaert, 1995

+ PLC significa que os mGluRs deste grupo ativam a fosfolipase C.

- AC significa que os mGluRs destes grupos inibem a adenilato ciclase.
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1.2. PROTEINAS G

A captagdo e o processamento das informagdes através das células ¢ mediada por um grande
nimero de proteinas existentes nas suas membranas plasmaticas. Estas proteinas incluem receptores
de superficie que reconhecem mensageiros quimicos ou fisicos do exterior tais como hormonios,
neurotransmissores ou fatores de crescimento e que transmitem estes sinais para efetores. Essas
moléculas efetoras, usualmente associadas as membranas, ativam segundos mensageiros quimicos que
exercem agOes especificas em proteinas alvo dentro das células. A comunicagdo entre receptores e
efetores em muitos casos ¢ mediada pelas proteinas G. Estas proteinas sdo cruciais para a
especificidade, velocidade e amplificagdo da transducdo do sinal através das membranas celulares
(Birnbaumer, 1990, Hepler & Gilman, 1992; Baldwin, 1994, Strader et al., 1994; Miiller & Lohse,
1995; Neer, 1995; Nurnberg et al., 1995, Gudermann et al., 1996).

A intera¢do do hormdnio com o receptor representa o primeiro passo na cascata de eventos
que envolve a transdugdo do sinal e a a¢gdo do hormdnio. Entre a ligagdo do hormoénio ao seu receptor
e a a¢do do efetor, proteinas G atuam com elementos intermedidrios. As proteinas G sdo compostas
por trés subunidades distintas, denominadas o (39-52 kDa), 3 (35-36 kDa) e y (6-8 kDa), e sdo assim
chamadas porque a subnidade o é capaz de ligar nucleotideos da guanina (GDP e GTP) (Hepler &
Gilman, 1992, Miiller & Lohse, 1995). Seguiremos passo a passo estes eventos, mostrando de que
forma ocorre a transmissdo do sinal, € a participagdo de cada uma das subunidades das proteinas G
nesse processo (figuras I.2a- 1.2d) (Adaptado de Silva e colaboradores, 1994). Os passos mostrados a

seguir serdo de proteinas Gs, isto €, acopladas a estimulag@o da adenilato ciclase.
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Figura I.2a. Estado basal do sistema de transdugdo do sinal celular. O receptor ndo esta ocupado. As proteinas
G estido na forma de heterotrimero (as trés subunidades unidas entre si), e a subunidade o apresenta uma
molécula de GDP ligada, o que deixa esta subnidade inativa. O efetor (neste exemplo, colocamos a enzima

adenilato ciclase -AC- como efetor) também se encontra no estado basal.
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Figura L.2b. O horménio se liga ao receptor, provocando uma alteragdo conformacional. O receptor interage

com o heterotrimero, produzindo uma alteragdo conformacional no complexo e deslocando o GDP da

subunidade a. O GTP se liga ao sitio anteriormente ocupado pelo GDP na subnidade a, ativando-a.
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Figura L2¢. A ligagdo do GTP a subunidade o provoca uma diminui¢do na afinidade do receptor pelo

hormonio (ou glutamato), liberando-o. Simultaneamente, diminui a afinidade entre as moléculas do
heterotrimero, e a subunidade o ativada se dissocia do complexo Py (que teria, entre outras, uma fungio de
ancoramento da subunidade o 8 membrana (Muller & Lohse, 1995), e se liga ao efetor, ativando-o. A proteina
efetora (adenilato ciclase), fica ativada gerando o segundo mensageiro (neste caso, € 0 AMP,).
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Figura 1.2d. Apos ativar a proteina efetora, a subunidade o termina seu efeito através da hidrdlise do GTP
unido, transformando-o em GDP e se dissociando do efetor. Esta hidrolise € catalisada pela propria subunidade
o, que possui uma atividade GTPasica (Sunyer et al., 1984; Bimbaumer, 1990; Hepler & Gilman, 1992;
Spiegel et al., 1992; Muller & Lohse, 1995). A presenga do GDP aumenta a afinidade da subunidade o pelas

subunidades P e v, recompondo o heterotrimero e voltando todo sistema ao estado basal.
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Esta bem estabelecido que o Mg®* é essencial para a ativagio de proteinas G pelo GTP
(Cassel & Selinger, 1978, Limbird & Lefkowitz, 1978; Iyengar & Birnbaumer,1982). Em membrana
plasmatica de figado de rato a ativagdo da AC por GTP-S (GTP ndo hidrolisavel) s6 ocorre na
presenca do Mg”* (Iyengar & Birnbaumer, 1982). Além disso, neste trabalho os autores submetem a
preparagdo a pré-incubagdo com GTP-S na presenca de Mg®, lavam a preparagdo na presenga ou
auséncia deste ion e medem a atividade da AC. A AC esta ativada na preparagdo pré-incubada com
GTP-S e lavada na presenca de Mg”’, sugerindo a necessidade deste ion para ligagdo do GTP-S em
proteinas G, ativando-as. Portanto, o Mg®* e o GTP-S promovem a dissociagdo das subunidades o e B
v das proteinas G e a ativagdo destas proteinas.
As proteinas G foram inicialmente classificadas de acordo com o papel desempenhado pela
subunidade «. No nosso exemplo, mostramos proteinas G cujas subunidades o tinham um papel

estimulatorio da adenilato ciclase, e portanto se tratava de proteinas Gg (do inglés s: stimulatory). Se

.....

inhibitory). Atualmente, esta classificagdo vem sendo abandonada, e uma nova nomenclatura baseada
na homologia da sequéncia de aminoacidos das varias proteinas G tem sido proposta (Hepler &
Gilman, 1992; Spiegel et al., 1992). Por isso, algumas proteinas G; ndo terdo agdo sobre a adenilato
ciclase, mas sim sobre outro efetor que pode ser, por exemplo, uma fosfodiesterase especifica para
GMPc. Na tabela 1.3, mostra-se algumas proteinas G e os efetores associados a estas, a titulo de

ilustrag@o.
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Tabela 1.3. Proteinas G e seus efetores

Proteina EFETOR

Gs Adenilato ciclase - ativago
Canal de Ca®" - abertura

Golf Adenilato ciclase - ativagio

Gt1 Fosfodiesterase GMPc¢ - ativagdo

Gu Fosfodiesterase GMPc - ativagdo

Gi1, Gi2, Gi3 Adenilato ciclase - inibigdo
Canal de K" - abertura
Canal de Na" - fechamento

Go Canal de Ca*" - fechamento
Fosfolipase C - ativagdo

Gz desconhecido

Gq, G11,G14, | Fosfolipase C - ativacdo

G15/16

G12, G13 desconhecido

Adaptada de Spiegel e colaboradores, 1992.

Foram identificados até 1995, através de clonagem génica, vinte e uma subunidades «, quatro §§ e
seis y diferentes (Miiller & Lohse, 1995). Esta diversidade molecular levantou questdes sobre as
fun¢des destas subunidades e sobre as combinagdes possiveis (Ifiguez-Lluhi et al., 1993; Sternweis,
1994). Além disso, por que existiriam tantas subunidades § e y diferentes, se essas exercessem apenas
uma funcgdo de ancoramento da subunidade o & membrana? Atualmente, existem evidéncias indicando
que o complexo Py participa no processo de ativagdo das proteinas G, interagindo com receptores e
proteinas efetoras. A nivel de receptor, existem evidéncias mostrando que o tipo de subunidade By
associada modifica a capacidade da subunidade a de ligar GTP. A nivel de proteinas efetoras tem sido
demonstrado que existem algumas isoformas de adenilato ciclase (AC) que sdo reguladas pelo
complexo fy. O subtipo I é inibido pelo complexo Py, € os subtipos II e IV sdo estimulados. O efeito
estimulatorio do complexo By sobre o subtipo II e IV da AC ¢, entretanto, dependente da presenca da

subunidade as, o que confere um papel modulatorio a subunidade By. Por outro lado, o efeito

.....
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independente da subunidade y como elemento ativo na transdugdo do sinal através da membrana
plasmatica (Muller & Lohse, 1995).

Pode ocorrer uma produgio aumentada de AMPc resultante de uma ativagdo da Gs por um
aumento na producgéo celular de Gs, mutagdo ou modificagdo estrutural catalisada por toxina colérica.
A toxina colérica catalisa a transferéncia de uma ADP-ribose do NAD para o residuo de Arg 201 da
subunidade o da Gs, ativando-a (Spiegel et al., 1992).

Por outro lado, o mesmo resultado metabolico (aumento na concentragido de AMPc) pode ocorrer
por diminui¢do da atividade da Gi. Isso pode ocorrer através de modificagSes estruturais induzidas
por toxinas como a toxina pertussis. A toxina pertussis ADP ribosila um residuo de cisteina da regiéo
carboxi-terminal da subunidade a das Gi 1, 2, 3 e Go, resultando no desacoplamento destas proteinas
G de seus receptores (Spiegel et al., 1992).

As proteinas G podem apresentar algumas modificagdes covalentes que facilitam a associagdo com
membrana e com outros componentes do sistema de transdugdo do sinal (Casey, 1994; Bouvier et al.,
1995, Mumby & Muntz, 1995; Neer, 1995). Por exemplo, a subunidade y pode ser carboximetilada
em seu dominio carboxi-terminal, a subunidade au pode ser miristoilada ou palmitoilada. Essas
modificagdes podem regular a atividade das proteinas G.

Em fungdo da sua presenga em todas as células, certamente serdo descobertas muito mais fungdes
das proteinas G do que as atualmente descritas e a exploragdo destes mecanismos de transdugdo do
sinal celular abrira ndo s6 novas portas para o entendimento do fendmeno da comunicagdo celular,
bem como outras areas como a farmacologia, serdo beneficiadas pelo desenvolvimento potencial de

drogas que atuem a nivel de proteinas G.
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L.3. ACAO DOS NUCLEOTIDEOS DA GUANINA SOBRE A UNIAO DE AGONISTAS E

ANTAGONISTAS GLUTAMATERGICOS AOS SEUS RECEPTORES

Varias evidéncias da literatura sugerem que os nucleotideos da guanina (NG) inibem a
unido de ligantes a seus receptores. Por exemplo, os NG inibem a uniio dos ligantes
dopaminérgicos D2 (Senogles et al., 1987), opidides (Szucs et al, 1987), B adrenérgicos
(Maguive et al, 1970), colinérgicos muscarinicos (Haga et al., 1986; Raskovsky et al, 1988),
serotoninérgicos (Peroutka et al, 1979), da substincia P (Smith and Hoss, 1985), e do
neuropeptideo Y (Widdowson & Halaris, 1990). Além disso, os NG inibem a ligagdo de agonistas
e antagonistas glutamatérgicos a seus receptores metabotropicos e ionotropicos (Butcher et al.,
1986, Monaghan & Cotman, 1986, Monahan & Michel, 1987, Monahan et al., 1988; Baron et al.,
1989; Souza & Ramirez, 1991; Gorodinsky et al., 1993; Paz et al., 1994; Ibarra & Ortega, 1995,
Paas et al., 1996).

Foi demonstrado que GMP, GDP e GTP inibem a ligagdo do [3H]glutamato em
membranas sinapticas de cérebro de ratos (Baron et al., 1989). Também existe um estudo
demonstrando que o GTP-S diminui a ligagdo do antagonista ndo-NMDA PHJICNQX em
membrana de cérebro de Carassius auratus (Barnes et al., 1993). Outro estudo mostra que GTP,
GDP, GMP, GMP-PNP, e 5’-guanililmetileno-difosfato (GTP-C) initbem a ligagdo do antagonista
NMDA [’H]TCP na membrana sinaptica de cérebro de ratos (Hood et al., 1990). Esses
nucleotideos também foram capazes de inibir a ligagio do [*H]glutamato no sitio NMDA em
preparagdes de membranas sindpticas (Monahan et al., 1988) e GMPc, GMP-PNP, GTP e GDP
se mostraram potentes inibidores da ligagio do [’H]AP4, que é um agonista glutamatérgico

metabotropico, em membranas sinapticas de cérebro de ratos (Butcher et al., 1986). Finalmente, a
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ligagdo do [*HJkainato foi inibida por NG em preparagdes de membranas de cérebro de Carassius
auratus em condig¢Ges que excluem as proteinas G (Barnes et al., 1993).

Levando-se em consideragdo que o GMP e o GMPc ndo se ligam em proteinas G
(Birnbaumer, 1990; Silva et al., 1994), e que a liga¢do dos NG em proteinas G ndo diminui ou, ao
contrario, aumenta a afinidade dos antagonistas pelos seus receptores (Gilman, 1987, Schutz &
antagonistas glutamatérgicos € exercido pela sua ligagdo em local extra-proteinas G.

Existem outros estudos que reforcam a teoria de que os NG atuam em local extra-
proteinas G para diminuir a afinidade do glutamato ou de seus analogos. Primeiro, o GDP-S
(GDP nio hidrolisavel), que ¢ impermeéavel & membrana plasmatica, inibe respostas funcionais
causadas por NMDA como o acumulo de GMPc, liberagdo de noradrenalina e aumento do
influxo de Ca®" em células intactas de ratos (Baron et al., 1989). Segundo, o GDP-S reduz
correntes elétricas induzidas por NMDA em células ganglionares de retina de ratos (Budson et al.,
1991). Terceiro, usando-se preparagdes de fatias, nas quais a integridade da célula ¢ mantida, foi
observado que os NG inibem a estimulagdo da fosforilagdo da proteina glial fibrilar acida induzida
por glutamato ou pelo agonista metabotropico ACPD em hipocampo de ratos jovens (Tasca et
al., 1995). Como nestes trabalhos foram usadas células integras, os NG, que s6 poderiam ligar-se
a um sitio localizado na face extracelular da membrana, ndo teriam acesso ao sitio classico kde
ligagdo de NG em proteinas G que esta voltado para a face intracelular de membrana. Quarto, os
NG inibem a ligagio do [*H]kainato em seus receptores de vesiculas e de preparagées de
membrana de cérebro de pintos em condi¢Ses em que a participagdo das proteinas G foi excluida
(Souza & Ramirez, 1991; Paz et al., 1994). Quinto, foi clonada uma proteina que liga [*H]kainato

em cérebros de pinto. Essa proteina possui uma regido que liga NG no dominio extracelular e ndo
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intracelular como seria esperado se fosse ligado as proteinas G (Teichberg et al., 1993; Paas et al,,

.....

analogos seja exercida via ligagdo dos mesmos em um local na face externa da membrana.
Portanto, é possivel que a ligagdo do glutamato ou de seus agonistas ou antagonistas
modulada pela ligagdo dos NG em locais extra-proteinas G seja uma propriedade comum a todos
os receptores glutamatérgicos. Porém sdo necessarios mais estudos em relagdo a outros subtipos
de receptores glutamatérgicos e espécies animais para determinar 0 mecanismo exato e as

possiveis implicagdes fisiologicas desta regulagdo.

L4. POTENCIACAO DE LONGA DURACAO

A potenciagdo de longa duragdo (LTP) € um fendmeno bioelétrico de aumento abrupto e
sustentado na eficiéncia da transmissdo sinaptica, desencadeado pela aplicagdo de estimulos breves
e de alta freqiiéncia. Esse fendmeno pode durar varias horas, dias ou mesmo semanas no animal
intacto (Bliss & Collingridge, 1993) e foi descrito primeiramente na formagdo hipocampal de
coelho em 1973 (Bliss & Gardner-Medwin, 1973; Bliss & Lomo, 1973). Posteriormente, a LTP
foi descrita em todas as vias excitatorias do hipocampo, assim como em muitas outras regides do
cérebro (Shen et al., 1994). Existem evidéncias que a LTP seja um modelo celular possivelmente
correlacionado a formagdo de pelo menos alguns tipos de memoria (Bliss e Collingridge, 1993;
Izquierdo, 1993, McEntee & Crook, 1993; Reymann, 1993; Izquierdo & Medina, 1995).

A LTP ¢é caracterizada por trés propriedades basicas: cooperatividade, associatividade e
especificidade. A cooperatividade diz respeito a existéncia de um limiar de intensidade para
inducdo da LTP por estimulagdo tetdnica, ou seja, para desencadear a LTP ¢ necessario um
estimulo forte que induza a liberagio do Mg”* que bloqueia o canal NMDA. Isso s6 ocorre

quando varias fibras sdo ativadas em sincronia por estimulos fortes, de forma cooperativa. A
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despolarizagio se espalha entre sinapses vizinhas e diminui o bloqueio do Mg®* no canal NMDA.
A LTP € associativa a medida que um estimulo fraco pode ser potencializado se associado com
um estimulo forte convergindo para uma mesma via sinaptica. Finalmente, a LTP possui
especificidade de via de aferéncia, porque estimulos que ndo sdo ativos no momento da
estimulagio tetanica ndo participam da LTP (Bliss & Collingridge, 1993).

O mecanismo envolvido na indugdo da LTP na regifo CAl do hipocampo tem sido o mais
estudado e sera descrito a seguir. Um estimulo de alta frequéncia aplicado na fibra colateral de
Schaffer do hipocampo ou a ativagdo concomitante desta via neuronal com a despolarizagdo de
um neurdnio piramidal libera o glutamato do terminal pré-sinaptico, causando ativagdo dos
receptores AMPA e KA e despolarizagio pés-sinaptica. Isso permite a remogio do Mg”" do
receptor NMDA com concomitante influxo de Ca** (Colino & Malenka, 1993). Apesar de
necessaria, a ativagdo dos receptores NMDA com a elevagio da concentragio intracelular de Ca*
ndo ¢ suficiente para a induc@o da LTP (Bliss & Collingridge, 1993). Este sinal ¢ amplificado pelo
influxo de Ca®" através do canal de Ca*" voltagem-dependente e pela liberagio dos estoques de
Ca”™ do reticulo endoplasmatico (Alford et al., 1993). Outro fator importante é a ativagio dos
mGluRs. Esses receptores através da produgdo de DAG e IP3 e da regulagdo dos niveis de AMPc¢
estdo envolvidos na indu¢do ou potenciagio da LTP de uma maneira ndo completamente
entendida até hoje (Bortolotto et al, 1994). O que se sabe ¢ que tanto o IP3 como os ions Ca*
que entram pelo canal do NMDA estdo envolvidos na liberagio do Ca®" dos estoques
intracelulares. Outro fator envolvido € a ativagdo da PKC (que sera abordado com mais detalhes
adiante) (Pin & Duvoisin, 1995). Pesquisas recentes sugerem que o GMPc (Zhuo et al., 1994) e o
AMPc (Frey et al., 1993) estdo envolvidos nos estagios inicial e tardio da LTP, respectivamente.

O mecanismo da expressdo da LTP no hipocampo ndo estd completamente esclarecido, mas
quatro fatores tém sido propostos: (1) modificagGes pré-sinapticas que resultam em aumento da
liberagdo de glutamato, (2) modificacdes pos-sinapticas, tais como aumento no nimero de
receptores glutamatérgicos ou uma mudanga em suas caracteristicas funcionais, (3) mudanga
extra-sinaptica, tal como redugdo da captagdo de glutamato pelas células gliais levando ao
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aumento deste neurotransmissor na fenda sinaptica, ou (4) modifica¢cdes morfologicas (Bliss &
Collingridge, 1993). Cada um destes fatores podem ocorrer isoladamente ou, provavelmente, em
combinagdo para expressdo da LTP.

A indugdo da LTP esta correlacionada com o aumento da concentragio pos-sinaptica de Ca®".
Entretanto, como visto anteriormente, esta resposta ¢ mantida em parte por mecanismos pré-
sinapticos. Portanto, um sinal retrogrado deve fazer a ligag@o entre a indugdo e a expressdo da
LTP. Recentemente tem sido proposto que o acido araquiddnico poderia facilitar a liberagio pré-
sinaptica de glutamato agindo como mensageiro retrogrado. Outros mensageiros retrogrados que
participariam da LTP seriam o 6xido nitrico (NO), monéxido de carbono (CO) e fator de ativagio
plaquetaria (Bliss & Collingridge, 1993, Stevens & Wang, 1993; Izquierdo & Medina, 1995).

O sinal de indugdo da LTP (o aumento da concentragdo intracelular de Ca*") é convertido em
modificagdes sinapticas persistentes através de muitas enzimas sensiveis ao Ca’". Essas incluem
calpaina, fosfatases (como calcineurina), fosfolipases e proteinas quinases. A maioria dos estudos
estdo voltados para a cascata de fosforilagdo e, em particular, ao papel das proteinas quinases,
principalmente a PKC (Bortolotto & Collingridge, 1993). Imbidores desta enzima invariavelmente
bloqueiam a indugdo da LTP (Aniksztejn et al, 1992; Bortolotto & Collingridge, 1993). Estas
proteinas quinases fosforilam proteinas entre elas estariam os receptores AMPA e NMDA (Bliss
& Collingridge, 1993).

Outro componente que esta envolvido na LTP € a sintese protéica. Isso foi demonstrado pelo
uso de anisomicina, um composto que inibe a traducdo do mRNA. Se estiver presente no
momento da estimulagdo tetdnica a anisomicina reduz a duragdo da LTP para 3-6 horas (Frey et
al., 1988; Otani et al., 1989). Um resultado similar foi obtido com LTP induzida em sinapses que
foram cirurgicamente isoladas sem o sitio de sintese protéica (Otani et al., 1989). Esses resultados
sugerem que a sintese protéica € necessaria para manutengdo da LTP.

Em resumo, apesar de se conhecer alguns mecanismos envolvidos na indugiio da LTP, isto &,

ativagdo dos receptores glutamatérgicos NMDA, AMPA, KA e metabotrépicos levando a um
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aumento da concentragio intracelular de Ca®*, muito pouco se conhece a respeito dos mecanismos

bioquimicos que levam & manutengado da LTP.

1.5. MEMORIA

Segundo Shen e colaboradores (1994), memoria € “o processo neuronal através do qual
experiéncias adquiridas através do aprendizado sio armazenadas e eventualmente evocadas”.
Entretanto, a memaria e seus mecanismos intrinsecos intrigam o homem ha muito tempo. Um dos
textos que mais diretamente trata deste assunto sdo as confissdes de Santo Agostinho, que datam
do século IV D.C,, e que comparam a memoria a um imenso paldcio, onde as recordagbes se
escondem em suas inumeras salas.

“...Chego aos campos e vastos paldcios da memoria onde
estdo tesouros de inumerdveis imagens trazidas por
percepcoes de toda espécie. Ai estd também escondido
tudo o que pensamos, quer aumentando quer diminuindo
ou até variando de qualquer modo os objetos que os
sentidos atingiram. Enfim, jaz ai tudo o que se lhes
entregou e depOs, se é que o esquecimento ainda o ndo
absorveu e sepultou. ...”
“...Quem podera explicar o modo como elas se formaram,
apesar de se conhecer por que sentidos foram recolhidas e

€«

escondidas no interior? (Santo Agostinho em:
Confissdes, livro X, cap. 8)
Dezesseis séculos separam esta pergunta feita por Santo Agostinho dos primeiros
entendimentos dos mecanismos neurais envolvidos na formagdo de alguns tipos de memoéria, que

veremos em brevidade a seguir.
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O hipocampo é uma estrutura importante do sistema limbico que esta envolvida no
aprendizado e na memoria (Shen et al., 1994). Varias manipula¢Ges farmacologicas e bioquimicas
nesta area afetam a retengdo da memoria em diferentes tarefas em diversas espécies animais
(Morris et al., 1986, Shen et al,. 1994; Chou & Lee, 1995, Izquierdo & Medina, 1995; Bernabeu
et al., 1996).

Morris e colaboradores (1986) mostraram que a administra¢do intra-cérebro-ventricular de
AP5 em doses que bloqueiam a LTP hipocampal em ratos inibe o aprendizado no labirinto
aquatico de Morris. Diversos autores descreveram que a administragdo de bloqueadores de canal
NMDA prejudica varias formas de memoria (Izquierdo & Medina, 1995).

A infusio de AP5, muscimol ou escopolamina no hipocampo, na amigdala ou no septo
(Izquierdo et al., 1992, 1993). Efeitos similares foram descritos com infusdo intra-hipocampal
imediatamente ap0s o treino de MCPG (Bianchin et al., 1994). A infusdo pds-treino de glutamato
no hipocampo, na amigdala ou no septo medial (Izquierdo el al, 1992) ou de ACPD no
ratos. O ACPD antagoniza o efeito amnésico do MCPG quando infundido imediatamente apos o
treino em hipocampo de ratos (Bianchin et al,, 1994). A infusdo intra-cerebral em pintos de
MCPG ou outro antagonista de mGluRs, L-2-amino-4-acido-fosfonobutanéico, bloqueia a
que drogas que facilitam a ativagdo dos receptores glutamatérgicos melhoram a memoria,
enquanto que antagonistas glutamatérgicos prejudicam a memoéria em muitas espécies animais.
Além do mais, em algumas doencas neurologicas como Doenga de Alzheimer, na qual existe
déficit de memoria, encontramos anormalidades nos neurdnios glutamatérgicos € na unido do
glutamato aos seus receptores (Kowall & Beal, 1991).

Como citado anteriormente, a LTP tem sido considerada a base  molecular e
eletrofisiologica de pelo menos algumas formas de memoéria. A LTP e a memoria se relacionam
porque ambas possuem algumas caracteristicas em comum: indugio rapida (aquisigdo), labilidade

29



nos estagios iniciais (consolidacdo), especificidade para estimulos, manuten¢do por periodos
longos na auséncia de estimulago, e expressdo rapida em resposta ao estimulo original (Bliss &
Collingridge, 1993; Reymann, 1993; Izquierdo & Medina, 1995). Outra razdo pela qual se
relaciona memoria com LTP € que algumas drogas que afetam a LTP, afetam da mesma maneira a
memoria, COmo sera visto a seguir.

O CO, produzido pela heme oxigenase (HO) (Bernabeu et al., 1995), assim como o NO,
produzido pela NO sintetase (NOS) (Bliss & Collingridge, 1993) tém sido descritos como
mensageiros retrogrados necessarios para indugdo da LTP. Baseado nisso, experimentos
mostraram que as atividades da HO (Bernabeu et al., 1995a) assim como da NOS (Bernabeu et
Estes dados sugerem que a producdo de CO e NO no hipocampo € importante nos estagios
iniciais da memoria.

Tem sido estudada a participagdo de alguns nucleotideos da guanina e da adenina na LTP e
na memoéria. O GMPc tem sido descrito como modulador do aprendizado e da memoria
(Morimoto & Koshland, 1991). A administra¢do pds-treino de dibutiril AMPc facilita a retengdo e
previne a amnésia causada por o-metil-p-tirosina em camundongos (Chute et al., 1981). Certos
mutantes de Drosophila com déficits de memoria possuem alteragdes em diferentes passos da
cascata do AMPc. Esses mutantes revelaram déficits de potenciagdo pds-tetanica que € um tipo de
plasticidade celular semelhante a LTP (Zhong & Wu, 1991). Estes dados sugerem o envolvimento
da cascata do AMPc na plasticidade celular ¢ na memoéria. O GMPc e o AMPc participam nos
estagios inicial e tardio da LTP respectivamente (Zhuo et al., 1994; Frey et al., 1993). Analogos
lipossoltveis desses nucleotideos ciclicos foram injetados poOs-treino em uma tarefa de esquiva
inibitéria no hipocampo de ratos. A inje¢cdo de 8 Br-GMPc aumentou a memoria quando
administrado imediatamente (O min), mas ndo quando administrado 180 min apds o treino. Por
outro lado, a infusdo de 8 Br-AMPc facilitou a consolidagdo da memoria quando administrado
180 min mas ndo O min apos o treino (Bernabeu et al., 1996). Esses resultados indicam que o
GMPc possui um importante papel nos estagios iniciais da memoria, enquanto que AMPc esta
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envolvido nos estagios posteriores da memoria. Foi investigada também a participagdo do GDP-S
na LTP e domonstrou-se que a injegdo deste nucleotideo no septo dorsolateral bloqueou a LTP
induzida por estimulagio tetanica (Zheng & Gallagher, 1992). Como demonstrado acima, varios
tratamentos farmacologicos capazes de alterar a LTP também alteram a formagdo da meméria.
Contudo sdo necessarios estudos mais detalhados para definir precisamente se existe uma relagdo

causal entre a memoria e este fendmeno eletrofisiologico.
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II. OBJETIVOS GERAIS

Levando-se em consideragdo alguns trabalhos, os quais sugerem que os nucleotideos da
guanina podem se unir em local distinto das proteinas G, inibindo a ligag@o do glutamato ou de
seus agonistas ou seus antagonistas e que o glutamato € capaz de melhorar a memoria em uma
sistema glutamatérgico em ratos nos seguintes aspectos:

1) Investigar o envolvimento das proteinas G na inibigdo da unidio do [*H]glutamato nos seus
receptores, induzida por NG em membranas sinapticas de cérebro total de ratos.

2) Investigar o efeito do Mg®* sobre a unido do ["THJGMP-PNP nos seus receptores de membranas
sinapticas de cérebro total de ratos.

3) Investigar se 0 GMP é capaz de inibir a unido do [*H]glutamato nos seus receptores em
membranas sinapticas de uma estrutura cerebral especifica de ratos - o hipocampo.

4) Investigar se 0 GMP ¢ capaz de reverter uma acgdo do glutamato in vivo. Para isso escolhemos

.....

hipocampo.
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HI. OBJETIVOS DO ARTIGO 1

O primeiro artigo teve como objetivo principal investigar o envolvimento de proteinas G
na inibigio da unido do [‘H]glutamato induzida por nucleotideos da guanina. FragGes
enriquecidas em membranas sinapticas obtidas a partir de cérebro de ratos foram pré-incubadas
com GMP-PNP na presenca de Mg”>" e submetidas a varias lavagens de modo a saturar
estavelmente o sitio de ligagdo de NG existente em proteinas G (Tamir & Tolkovsky, 1985; Paz
et al., 1994). A ligacdo do GMP-PNP assegura uma ativacdo estavel do sistema de transdugio
associado a subunidade Go, uma vez que este NG € resistente a atividade GTPasica intrinseca a
esta subunidade (Paz et al., 1994). Uma vez saturado o sitio de ligagdo dos NG em proteinas G,
supde-se que qualquer efeito induzido pela adi¢do posterior de NGs deva envolver outros
mecanismos que ndo incluem proteinas G. Nesta preparagdo, a saturagdo com GMP-PNP dos
sitios de ligagdo dos NG em proteinas G foi avaliada pela estimulagdo da atividade adenilato
ciclasica, bem como pela auséncia de estimula¢do adicional desta atividade pela adigdo posterior
de GMP-PNP.

Também investigamos o efeito do Mg”" sobre a unido de [’H]JGMP-PNP em membrana
de cérebro de ratos, uma vez que esta demonstrado que a unido do GMP-PNP em proteinas G ¢

dependente de Mg”".
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IV. ARTIGO 1
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Effect of Guanine Nucleotides on [*’H]Glutamate Binding
and on Adenylate Cyclase Activity in Rat Brain Membranes

Maribel A. Rubin,'# Alan C. Medeiros,? Paula C. B. Rocha,? Carolina B. Livi,>2 Galo

Ramirez,® and Diogo O. Souza’

(Accepted September 19, 1996)

GMP-PNP, a non-hydrolyzable analog of GTP binds tightly to G-protein in the presence of Mg¥,
so that the binding is stable even after exhaustive washings. This property was exploited to prepare
‘membrane samples of rat brain where G-protein GTP-binding sites were saturated with GMP-PNP,
Experiments carried out with these membranes showed that GTP, GMP-PNP, GDP-S and GMP
(1 mM) inhibit the sodium-independent [*H]glutamate binding by 30-40% {F(4,40) = 5.9; p <
.001], whereas only GMP-PNP activates adenylate cyclase activity [F(6,42) = 3.56; p < .01]. The
inhibition of sodium-independent [*H]glutamate binding occurred in the absence of Mg?*. These
findings suggest that guanine nucleotides may inhibit glutamate binding and activate adenylate
cyclase through distinct mechanisms by acting on different sites.

KEY WORDS: Glutamate; [*H]glutamate-binding; guanine nucleotides; adenylate cyclase; G-proteins.

INTRODUCTION

GTP binding proteins (G-proteins) couple cell sur-
face receptors to cellular effectors, modulating cell re-
sponses to external stimuli. The interaction of agonists
with their receptors triggers the binding of GTP to G-
protein, forming the active complex G-protein/GTP.
This active complex simultaneously modulates the activ-
ity of effector systems and decreases the agonist binding
to specific receptors. Intrinsic GTPase activity hydro-
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lyzes bound GTP to bound GDP, inactivating the trans-
ducing system (1-5).

Glutamate is the major excitatory neurotransmitter
in the mammalian central nervous system. Glutamate re-
ceptors can be categorized into two distinct groups,
termed ionotropic and metabotropic receptors. The ion-
otropic receptors are ligand-gated ion channels and the
metabotropic receptors are coupled to G-proteins, which
modulate the increase in phosphoinositol levels and the
decrease in cAMP levels (6-11). AC is a membrane-
bound enzyme which produces intracellular cAMP, a
second messenger that modulates phosphorylation of
cellular proteins, affecting synaptic transmission and
neural function (12,13). Although cloned mGlu receptors
are involved in adenylate cyclase inhibition, glutamate
and metabotropic analogs have been shown to stimulate
adenylate cyclase (AC) activity (14-18). This stimula-
tory effect can be abolished by the addition of adenosine
deaminase or methylxanthines (17,19) pointing to the
involvement of adenosine in the stimulation of cAMP
formation by mGlu receptors (20).

0364-3190/97/0200-0181509.50/0 © 1997 Plenum Publishing Corporation
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The G-protein-mediated inhibitory effect of intra-
cellular GTP (or GDP) on agonist binding has been well
demonstrated in various neurotransmitter systems (1,2).
In contrast, there are results indicating that guanine nu-
cleotides may inhibit the binding of glutamate and an-
alogs acting from the outer surface of the membrane,
through mechanisms not involving G-proteins (21-30).

In this study we present additional evidence that
guanine nucleotides may inhibit glutamate binding in
cell membranes from adult male rat forebrain by mech-
anism(s) not related to G-proteins.

EXPERIMENTAL PROCEDURE

Subjects. Adult male Wistar rats were obtained from our own
breeding stock and maintained on a 12-h light/12-h dark cycle in a
constant temperature (22°C) colony room. Food and water were given
ad libitum.

Materials. L-PH]glutamic acid (Glu: 50 Ci/mmol), B,y-Imido(8-
‘Hguanosine 5-triphosphate ([*H]JGMP-PNP; 19.2 Ci/mmol) and
{'l1}Adenosine-3',5'-cyclic-monophosphate (cAMP: 23 Ci/mmol) were
purchased from Amersham. International, UK; protein kinase for
¢AMP determination, guanylyl-imidodiphosphate (GMP-PNP), GTP,
GDP-S and GMP were purchased from Sigma Company or Boehringer
Mannheim. All other chemicals were of analytical grade and obtained
from standard commercial suppliers.

Membrane Preparations. The membrane fraction was prepared as
previously described (25). Briefly, forebrains were homogenized in
.32 M sucrose containing 10 mM Tris/HCI buffer (pHl 7.4) and |
mM MgCl,. The homogenate was centrifuged twice at 1,000 g for 15
min, and the final pellet was discarded. The supernatants were pooled
and centrifuged at 27,000 g for 30 min. The resuiting pellet was lysed
in 10 mM Tris/acetate buffer (ptl 7.4) for 30 min and centrifuged at
27,000 g for 30 min. This pellet was washed three times in 10 mM
Tris/acetate buffer (pH 7.4) at 27,000 g for 30 min. All steps were
carried out at 4°C,

Preincubation with GMP-PNP. The binding of GMP-PNP 10 G-
proteins in membranes carried out at temperatures higher than 25°C
becomes stable, reducing the temperature to less than 10°C (31). In
order to saturate G-protein with GMP-PNP, the membrane was prein-
cubated in Tris bufter {25 mM Tris/HICH (pHf 7.4), | mM DTT] with
5 mM MgCl, (and/or | mM EDTA, as specified), with 10 pM GMP-
PNP at 30°C for 15 min. Control membrane preparations were prein-
cubated in Tris buffer without GMP-PNP. Membranes were then kept
at 4°C for 15 min, centrifuged at 27,000 g for 30 min and washed
three times at 27,000 g for 30 min in the same preincubation buffer
1o remove unbound and labile bound GMP-PNP (not bound to G-
proteins). The final pellets were used for determination of
(*Hglwamate, PHIGMP-PNP or [PH]GDP binding, AC activity and
protein content.

Stable Binding of fH]GMP-PNP. Membranes (100-200 pg pro-
tein) were incubated in the reaction mixture containing 25 mM
Tris/LIC] butter (pH 7.4), | mM DTT, S mM MgCl, and [PHJGMP-
PNP at the concentrations specified in the figures, at 30°C for 1§
minutes. Membranes were then kept at 4°C for 15 min, centrifuged at
27,000 g for 30 min and washed three times by centrifugation in the
same preincubation buffer to remove unbound and labile bound
{'11JGMP-PNP. The pellets were processed for radioactivity measure-
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ment as previously described (25). To examine the role of Mg? in
binding, [’H]JGMP-PNP binding was also assayed in the presence of
EDTA (1 mM) in order to remove endogenous Mg?* (Fig. 7).

LH|Glutamate Binding. [*H)glutamate binding was investigated
according to Rao and Murthy (32). Briefly, membranes submitted to
preincubation with or without 10 pyM GMP-PNP (100-200 pg) were
incubated in 0.5 mi reaction mixture containing 50 mM Tris/acetate
buffer (pH 7.4), and 40 nM [PH]glutamate. Incubation was carried out
at 30°C for |5 min and the reaction was stopped by centrifugation at
27,000 g for 30 min. The pellet was carefully and quickly washed
with ice-cold distilled water. SDS (0.1%) and scintillation liquid were
added to the resulting pellet and radioactivity was determined with a
Beckman scintillation spectrometer at 40-45% efficiency.

LHIGMP-PNP and [PH]GDP Binding. [PH]JGMP-PNP and
[PH]GDP binding was investigated according to Paz et al. (29). Briefly,
membranes submitted 1o preincubation with or without 10 pM GMP-
PNP (100-200 pg) were incubated in the reaction mixture containing
25 mM Tris/HCI buffer (pH 7.4), 1 mM DTT, 5 mM MgCl, and 40
nM [PHIGMP-PNP or [*H]GDP, at 30°C for 15 minutes ([*H]GMP-
PNP) or 5 min ({*H]GDP). The reaction was stopped by centrifugation
at 15,000 g for 2 min. The pellet was carefully and quickly washed
with ice-cold distilled water and processed for radioactivity measure-
ment as described for [*H}glutamate binding.

In all binding experiments, nonspecific binding was determined
by adding 1000 times nonradioactive ligand to the medium in a par-
allel assay. Specific binding was considered to be the difference be-
tween total binding and nonspecific binding.

Adenylate Cyzlase Activity. The AC assay was carried out at 30°C
as described by Albano et al. (33). The reaction medium for the AC
assay contained 20 mM Tris/HCl (pH 7.4), | mM DTT, 10 mM MgCl,
and | g% albumin. After {5 min of membrane incubation in the re-
action medium, cAMP synthesis was started by adding ATP (final
concentration | mM), and stopped after | min by boiling the tubes for
5 min. The tubes were centrifuged at 12,000 g for 3 min and the
supernatants were used to measure cAMP content by the protein bind-
ing method (34). The stimulation of AC activity by added guanine
nucleotides (stimulation ratio) was calculated using the following for-
mula:

AC activity in the presence of guanine nucleotides

stimulation ratio = - e - -
AC activity in the absence of guanine nucleotides

Protein Measurement. Protein was measured according 1o the
method of Lowry et al. (35).

Statistical Analysis. The results were analyzed by two-way anal-
ysis of variance (ANOVA) and by post hoc analysis carried out using
the Student-Newman-Keuls test or the Student’s paired t-test when
appropriate.

RESULTS

Fig. 1 shows that GMP and GMP-PNP reduced so-
dium-independent [*H]glutamate binding by 40% in
lysed membrane preparations from adult rat forebrain.
This inhibition occurred in the absence of Mg?. We in-
vestigated the effects of guanine nucleotides on gluta-
mate binding in the absence of sodium, in order to avoid
the participation of glutamate carriers whose activities
are sodium dependent. Considering that previous reports
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Fig. 1. GMP and GMP-PNP inhibition of specific sodium-independent
{'H]glutamate binding in the absence of Mg*. GMP or GMP-PNP
(0.04-1000 M) was incubated with 40 nM {*I}gluiamate. The resuits
are expressed as % of control specific basai {'lI]glutamate binding
(without guanine nucleotide). The result is a representative experiment
among four separate experiments run in tripticate. The value without
guanine nucleotide (100%) was 1.8 = 0.5 pmol/ing of protein (mean
+ SEM).
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Fig. 2. Saturation curve and Scatchard plot (inset) of stable [*H)GMP-
PNP binding (after incubation and three washes). The standard devi-
ation of each point was less than 15% of the mean (n = 5),

from our group (25,29,36) and from the literature had
indicated the interaction of guanine nucleotides with
both ionotropic and metabotropic glutamate receptors, in
the present study we decided to investigate the inhibitory
effect of guanine nucleotides on glutamate binding, and
not on specific glutamatergic ligands.

Fig. 2 shows the saturation curve for stable GTP
binding in G-proteins. From 400 nM [*H]JGMP-PNP the
binding become saturated. The specifically bound radi-
oactivity was measured after three washings to take ad-
vantage of the fact that the binding of GMP-PNP in
G-proteins is practically irreversible under the experi-
mental conditions used in this study. Scatchard analysis
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cpm/supernatant (x10%)

Fig. 3. Determination of free [*H)GMP-PNP released by washing pro-
cedures. After preincubation with 800 nM [PHJGMP-PNP, membranes
were centrifuged at 27,000 g for 30 min and the radioactivity in the
supernatant was measured. Each value is the mean = SEM of 3 sep-
arate experiments done in triplicate. S,-S,: supernatants afler the first
to fourth centrifugation. *p < .0001 compared to S,(SNK test).

of the resulting saturation curve revealed a single com-
ponent with a dissociation constant (Kd) of 59.5 nM =
7.9 nM, and a maximal density of binding sites (B,,,)
of 62.1 = 6.1 pmol/mg protein. Other readily washable
GTP-binding sites would not be detected by this pro-
cedure. The efficiency of the washing procedure was de-
termined by measuring the amount of PH]JGMP-PNP in
the supernatants after preincubation carried out in the
presence of 800 nM [PH]JGMP-PNP. Fig. 3 shows that
after three washes no significant amount of free
[PH]JGMP-PNP could be detected in the supernatants
{F(3,11) = 130.3; p < .0001]. Therefore, the additional
effects of GMP-PNP preincubation on the parameters
studied (AC activity and [*H]glutamate, [*"HJGMP-PNP
or [PH]GDP binding) should be interpreted as being due
to the stable binding of GMP-PNP to membrane prep-
arations rather than to any contamination with free
GMP-PNP,

In order to determine whether preincubation with
non-radioactive GMP-PNP blocked G proteins GTP-
binding sites, we measured AC activity and
{*HJGMP-PNP or PH]GDP binding after three washes
under the same incubation conditions of preincubation
(in the presence of GMP-PNP). An increase in AC ac-
tivity and a decrease in [PH]JGMP-PNP and [*H]GDP
binding were observed compared to the control (prein-
cubated without GMP-PNP) (Fig. 4), indicating the pres-
ence of stable GMP-PNP binding sites in G-proteins.
Statistical analysis revealed a significant stimulation of
AC activity [t(2) = 4.45; p < .05] and inhibition of
[PHIGMP-PNP {t(3) = 3.39; p < .05} and [*H]GDP [1(3)
= 3.86; p < .05] binding in membranes preincubated
with GMP-PNP. These data indicate that there is a par-
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Fig. 4. Effect of preincubation with GMP-PNP in the presence of Mg?*
on AC activity and on 40 nM [*H]GMP-PNP or [PHIGDP binding.
Each value is the mean = SEM of 4 separatc experiments done in
triplicate. *p < .05 when compared to preincubation without GMP-
PNP (Student’s paired t-test). Basal value (preincubation without
GMP-PNP) for AC was 2954 = 68.5 pmoul cAMP/mg.min, for
['"HIGMP-PNP binding was 23.1 * 4.3 pmol/mg and for PHIGDP
binding was 13.4 = 2.2 pmol/mg.
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Fig. 5. Effect of guanine nucleotides (10 pM GMP-PNP, GDP-S or
GMP) on siimulation ratio of AC activity of membranes submitted to
different preincubation conditions. Each value is the mean = SEM of
3-6 separate experiments done in triplicate. *p < .05 when compared
to GDP-S or GMP in the same preincubation condition (Duncan’s
multiple range test). Values without added nucleotides were: 2954 =
68.5 pmol cAMP/mg.min in preincubation without GMP-PNP and
Mg, 7698 + 217.2 pmol cAMP/mg.min in preincubation with
GMP-PNP and Mg?r. Values are expressed as mean = SEM.

allelism between AC stimulation and inhibition of gua-
nine nucleotide binding.

Other evidence that GMP-PNP bound to G-proteins
after preincubation was the etfect of guanine nucleotides
added during incubation on AC activity (Fig. 5). This
effect was dependent on the preincubation conditions.
Statistical analysis of stimulation ratio data (preincuba-
tion X added nucleotide ANOVA) revealed a significant
nucleotide X preincubation interaction [F(6,42) = 3.56;

Rubin, Medeiros, Rocha, Livi, Ramirez, and Souza
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Fig. 6. Effects of guanine nucleotides (1 mM) on sodium-independent
[*H]}glutamate binding in washed membranes after preincubation with
or without {0 pM GMP-PNP. Binding was measured in the absence
of added Mg?*. Each value is the mean * SEM of 4-5 separate ex-
periments done in (riplicate. *p < .05 compared to respective control
group (in the same preincubation conditions). Preincubation with
GMP-PNP inhibits [*H]glutamate binding when compared to prein-
cubation without GMP-PNP (*p < .0001—Two-way ANOVA).

p < .01]. Post hoc analysis (Duncan’s multiple range
test) showed that GMP-PNP stimulated AC activity in
membranes preincubated in the absence of GMP-PNP.
The absence of additional stimulation of AC activity by
GMP-PNP on membranes preincubated with GMP-PNP
strongly suggests that GMP-PNP binding sites in G-pro-
teins were already occupied during preincubation, and
no further stimulation was observed.

In this membrane preparation, with G-protein GTP
binding sites specifically blocked by GMP-PNP, we
checked whether guanine nucleotides would decrease
[*H]glutamate binding. Fig. 6 shows the effects of 1| mM
GTP, GMP-PNP, GDP-S or GMP on sodium-independ-
ent [*H]glutamate binding. Membranes were preincu-
bated as specified in the Experimental Procedure and
were incubated after washing in the presence of guanine
nucleotides and in the absence of added Mg?*. Statistical
analysis (two-way ANOVA) revealed a significant main
effect of preincubation [GMP-PNP 10 UM or no addition
of guanine nucleotide — F(1,40) = 32.3; p < .0001]
indicating that preincubation with GMP-PNP inhibits
[’H]glutamate binding in membrane preparations. A sig-
nificant main effect of nucleotide (GMP, GDP-S, GMP-
PNP or GTP) was also observed [F(4,40) = 5.9; p <
.001]. Post hoc analysis by the Student-Newman-Keuls
test revealed that all nucleotides tested decreased so-
dium-independent [*H]glutamate binding. Two-way AN-
OVA showed that the preincubation X nucleotide
interaction was not significant [F(4,40) = 0.38; p = .81],
indicating that nucleotides decreased sodium-independ-
ent [*H]glutamate binding regardless of preincubation.
These results suggest that the saturation of the stable
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Fig. 7. Effects of Mg?* and/or EDTA on 100 nM or 800 nM [*H}GMP-
PNP stable binding, after preincubation and washing. Each value is
the mean *= SEM of 5 separate experiments done in triplicate. Col-
umns that do not share the same letter are different at p < .05 (SNK
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sites of GMP-PNP (in G-proteins) did not affect the in-
hibitory effects of the guanine nucleotides on sodium-
independent [*Hjglutamate binding and this inhibitory
effect was not dependent on Mg addition to the me-
dium. Therefore, all the guanine nucleotides seem to act
at sites unrelated to G-proteins. On the other hand, so-
dium-dependent (in the presence of high sodium con-
centration) [*Hlglutamate binding was not significantly
reduced by guanine nucleotides (data not shown). In or-
der to determine the role of endogenous Mg in this
inhibition, we prepared some controls by adding 1 mM
EDTA. The addition of EDTA did not modify this in-
hibitory effect (data not shown), reinforcing the hypoth-
esis that Mg? does not participate in this process.
Since all tested guanine nucleotides displace so-
dium-independent [*H]glutamate binding in the absence
of added Mg?* we decided to investigate whether GMP-
PNP binds to G-proteins in the absence of Mg?*. Figure
7 presents the stable binding of [PH]JGMP-PNP after the
washing procedure. Statistical analysis (two-way AN-
OVA with the concentration — 100 or 800 nM — factor
treated as within-subject factor) showed a significant ef-
fect of incubation medium [F(3,16) = 33.51; p < .001]
and [*H]GMP-PNP concentration [F(1,16) = 85.12; p <
.001]. When [PH]JGMP-PNP concentrations were in-
creased there was a corresponding increase in binding
regardless of incubation conditions (the incubation —
concentration interaction was not significant). The level
of stable [PHJGMP-PNP binding was dependent on Mg?*
presence in the incubation medium, being almost absent
in the presence of EDTA without the addition of Mg,
EDTA per se did not affect the binding of [*H]GMP-
PNP, since additional Mg?* reversed the effect of EDTA.
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This indicated that stable binding of [P*HJGMP-PNP (in
G protein) depends on Mg?.

DISCUSSION

Guanine nucleotides have been shown to inhibit the
binding of several neurotransmitter agonists to specific
receptors (1-5). In these studies, GMP, cGMP or ade-
nine derivatives were ineffective. In contrast, it has been
shown that the binding of glutamate agonists or antag-
onists is also inhibited by GMP, ¢cGMP or guanosine
(21-30), which suggests that the interaction of guanine
nucleotides with the glutamatergic system has properties
not shared by other neurotransmitter systems. These
studies indicate that guanine nucleotides act from the
outer side of the cell membrane without the involvement
of G proteins. Studies from our group have shown that
guanine nucleotides inhibit the binding of kainate by act-
ing through the external surface of vesicle membrane
preparations (25) and in membrane preparations where
G-proteins are occluded to the binding to guanine nu-
cleotides added to the medium (29). Additionally, there
are studies showing that cellular responses to glutama-
tergic agonists in intact cells are inhibited by guanine
nucleotides (24,26,28,36). Importantly, GMP, cGMP
and guanosine do not bind to G proteins but inhibit glu-
tamate binding, reinforcing the idea that other mecha-
nisms which do not involve G-proteins may underlie the
guanine nucleotide modulation of glutamatergic system
function.

The present study indicates that all guanine nucle-
otides studied (GTP, GMP-PNP, GDP-S, or GMP) spe-
cifically inhibited sodium-independent [*H]glutamate
binding in rat brain membrane preparations. Various
strategies were used to investigate whether these inhib-
itory effects of guanine nucleotides on glutamate binding
involved G-proteins. All results obtained indicated that
the inhibition of [*H]glutamate binding by guanine nu-
cleotides did not involve the classical G-protein site. The
evidence obtained by each of these strategies is dis-
cussed below. First, membranes were preincubated with
GMP-PNP and Mg?* in order to obtain a stable binding
of GMP-PNP (resistant to washing), which did not per-
mit further stimulation of AC activity by additional
GMP-PNP (Fig. 5). The permanent AC activation
indicated that stable binding occurs in G-protein, which
is in accordance with literature data (31,37,38). Under
these conditions, further addition of GTP, GMP-PNP, or
GDP-S to the medium still inhibited sodium-independent
*H]glutamate binding (Fig. 6). Second, the inhibitory
action of GMP on sodium-independent [*H]glutamate
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binding was studied because there is no report indicating
that this guanine nucleotide binds to G-proteins. Con-
sequently, the inhibition of [*H]glutamate binding by
GMP observed in the present study could not be attrib-
uted to an effect on G-protein. Third, the influence of
Mg2* on the inhibitory actions of guanine nucleotides on
glutamate binding was examined based upon the knowl-
edge that neither the activation of G-proteins nor the
formation of receptor/G-proteins complex occur in the
absence of Mg? (2,39-42); however, it was observed
that the inhibition of sodium-independent [*Hlglutamate
binding caused by guanine nucleotides was maintained
in the absence of Mg* (Figs. 1 and 6). All of these
results suggest that the inhibition of [*H]glutamate bind-
ing by guanine nucleotides could be exerted through
mechanisms without G-protein participation. Finally,
there is a significant body of evidence indicating the
presence of closely related amino acid motifs that may
bind GTP in glutamate-binding proteins, such as iono-
tropic and metabotropic glutamate receptors, in the pu-
tative extracellular domain. This contrasts to the
obligatory intracellular tocation for G-protein coupling
(36,43,44). .

In the present study, preincubation with GMP-PNP
in the presence of Mg?* maintained AC activity stimulated
even after exhaustive washings (Figs. 4 and 5). However,
this preincubation does not modify the ability of different
guanine nucleotides to displace sodium-independent
[*H]glutamate binding. AC activity was stimulated by
GMP-PNP only in the group preincubated in the absence
of GMP-PNP and not in that preincubated with GMP-
PNP (Fig. 5). However, [*H]glutamate binding was inhib-
ited by all guanine nucleotides tested. These results
suggest that the effects of guanine nucleotides on AC ac-
tivity and on glutamate binding are mediated by distinct
mechanisms. This observation corroborates our previous
studies, where a clear distinction between the effects of
guanine nucleotide on [*Hlkainate binding and adenylate
cyclase activity was demonstrated in chick optic tectum
and cerebellum (25,29).

In summary, our results indicate that the effects of
guanine nucleotides on AC activity and on glutamate
binding seem to be exerted through distinct mechanisms.
The effect on AC activity is mediated through G-pro-
teins and the inhibitory effect on glutamate binding re-
mains to be elucidated.
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V. ANEXO DO ARTIGO 1

Neste anexo serdo apresentados alguns dados de padronizagdo da técnica e alguns

resultados que estdo como “resultados ndo mostrados” referentes ao artigo publicado no

Neurochemical Research.

V.1. Estudo da pureza do ['H]glutamato
Com o objetivo de determinar a pureza do [’H]glutamato usado nos experimentos, uma
amostra de [*H]glutamato foi submetida a cromatografia em camada delgada e foi contada a

radioatividade das fragSes em cintilador. O resultado estd na figura V.1, onde pode ser

observado um tunico pico de radioatividade. Com isto demonstra-se o alto grau de pureza do

[PH]glutamato usado nos experimentos.

V.2. Curvas de concentracio de proteina para o estudo da unido do [’H]glutamato sédio-

independente e dependente

Com o objetivo de padronizar a melhor concentracdo de proteina para o estudo da
ligagdo do [*H]glutamato em membranas sinapticas rompidas de cérebro de ratos, concentragdes
de 100, 200, 400, 500, 600, 800 ¢ 1000 ug de proteina foram incubadas com 40 nM de
[PH]glutamato na auséncia ou na presenga de alta concentragdo de sodio. As prepara¢es foram
incubadas e medida a unifo de [H]glutamato conforme descrito no artigo 1. Os resultados
destas curvas de concentragdo de proteina estdo na figura V.2, onde podemos observar que a

maior ligagio de [*H]glutamato tanto sédio-independente como dependente, em pmol/mg de
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proteina, ocorre nas concentragdes entre 100 e 200 pg de proteina. Com estes resultados a

concentragio de proteina para o estudo da unido de [Hlglutamato foi padronizado em 100-200

ug.

V.3. Efeito dos NG sobre a uniéo do ["H]glutamato sédio-dependente

Usando-se as preparagdes de membrana pré-incubadas com ou sem GMP-PNP testamos
o efeito de GMP, GDP-S, GMP-PNP ou GTP (1 mM) sobre a ligacdo de 40 nM de
[*Hlglutamato sédio-dependente (na presenca de 150 mM de NaCl). A unido de ["H]glutamato
na presenga de alta concentrag@o de sodio ocorre principalmente nos sitios de recaptagdo deste
aminoacido. O método usado neste experimento esta descrito no artigo 1. O resuitado do efeito
dos NG sobre a ligagio do [*H]glutamato sédio-dependente esta na figura V.3. A analise
estatistica (ANOVA de duas vias) revelou que ndo ocorreu efeito da pré-incubagio
[F(1,40)=2,135; p>0,1] nem da adigdo dos nucleotideos [F(4,40)=0,44; p>0,7] indicando que
nem a pré-incubacio, nem os nucleotideos afetaram a unido do [*H]glutamato nos sitios de

recaptacdo desse aminoacido.

V.4. Efeito do GTP sobre a uniio do ["H]glutamato sédio-independente na presenca de
EDTA

Usando-se as preparagdes de membrana pré-incubadas, na auséncia de EDTA, com ou
sem GMP-PNP testamos o efeito de GTP (1 mM) sobre a uniio do [*H]glutamato sodio-
independente na presenga de EDTA (1 mM). O método usado nesse experimento esta descrito
no artigo 1. O EDTA foi usado para impedir um possivel efeito dos ions Mg*" endégenos.

Portanto, o EDTA impede que o GTP se una em proteinas G, uma vez que para isso
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acontecer seria necessaria a presenca de Mg®* (Gilman, 1987). O resultado do efeito do GTP
sobre a unifo de 40 nM de [*H]glutamato na presenca de EDTA est4 na figura V.4. A analise
estatistica (ANOVA de duas vias) revelou que ocorreu efeito da pré-incubagio [F(1,12)=21,62,
p<0,01] indicando que a pré-incubagio com GMP-PNP diminuiu a unifo do [*H]glutamato na
presenca de EDTA. Foi observado, também, efeito do GTP [F(1,12)=5,81; p<0,05] mas ndo
interagdo entre pré-incubacdo e GTP [F(1,12)=0,49; p>0,40] indicando que o GTP diminuiu a
unido do [*H]glutamato sodio-independente na presenga de EDTA, independentemente da pré-
incubag¢do com ou sem GMP-PNP. Esses dados corroboram aqueles encontrados no artigo 1
que demonstram que os NG se ligam em sitio extra-proteinas G para diminuir a unido do

[*H]glutamato sédio-independente.

V.5. Curva de uniiio do ["THJGMP-PNP em todos os sitios

Com o objetivo de investigar os sitios de ligagio do ["H]JGMP-PNP nas membranas
sinapticas, concentragcdes variadas de [’H]GMP-PNP foram incubadas com membrana e medida
a unido conforme descrito no artigo 1. A figura V.5 mostra a curva de satura¢do da unido do
[’HIGMP-PNP em todos os sitios, isto é, em proteinas G e extra-proteinas G. Como pode ser
observado, a partir de 400 nM de [’H]JGMP-PNP a unifio torna-se saturavel. A analise de
Scatchard da curva de saturagdo revelou dois sitios de ligag@o, um sitio com alta afinidade (Kd
12 + 4 nM e Bmax 26 + 8 pmol/mg de proteina) € outro com baixa afinidade (Kd 230 + 25 nM e
Bmax 80 + 12 pmol/mg de proteina) do ligante pelos seus receptores. Provavelmente, o sitio de
alta afinidade seja em proteinas G, enquanto que o sitio de baixa afinidade seja extra-proteinas

G.

44



V.6. Curva de uniio do ['HJGMP-PNP em sitios extra-proteinas G

Com o objetivo de investigar a unido do ["HJGMP-PNP nos sitios extra-proteinas G,
membranas sinapticas foram pré-incubadas com 10 uM de GMP-PNP para saturar os sitios de
unido deste NG em proteinas G. A seguir, a preparagdo foi incubada com concentra¢des
variadas de ["H]JGMP-PNP e medida a radioatividade conforme descrito no artigo 1. A figura
V.6 mostra a curva de saturagio da uniio do [’H]JGMP-PNP em sitios extra-proteinas G. Como
pode ser observado, a partir de 400 nM de [’H]GMP-PNP a ligacdo torna-se saturavel. A

analise de Scatchard da curva de saturag@o revelou apenas um sitio de ligagdo, com constante de

dissociagdo (Kd) de 101 + 22 nM e Bmax de 77 + 13 pmol/mg de proteina.
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Figura V. 1. Cromatografia do [*H]glutamato para verificagdo da sua pureza. O [*H]glutamato foi
submetido a cromatografia em camada delgada em silica gel. Esta foi cortado em fragdes de 0,5 cm, e
contada a radioatividade em cintilador. Os dados sdo de um experimento representativo.
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Figura V. 2. Curvas de concentragdo de proteina para o estudo da ligagdo do ['Hlglutamato sédio-
independente e dependente. 40 nM de PHlglutamato foi incubado na presenca de diferentes
concentragdes de membrana sinaptica rompidas e na auséncia (Na -independente) ou na presenca (Na'-
dependente) de 150 mM de sodio. A medida da ligagdo do [*H]glutamato foi conforme descrita no artigo
1. Os dados s3o de um experimento representativo repetido 4 vezes com resultados semelhantes.
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Figura V. 3. Efeito dos nucleotideos da guanina (1 mM) sobre a unido de 40 nM de [*H]glutamato
sodio-dependente (150 mM de NaCl) em membranas pré-incubadas com ou sem 10 uM de GMP-PNP. A
incubagdo e a medida da unido do [*H]glutamato foi conforme descrito no artigo 1. Os dados sdo os
valores de média + erro padrao médio de 4 experimentos independentes feitos em triplicata.

48



1.50

g
‘o 1.20
S
o
< 0.90
o0
£
=
O 0.60
Q
o
3
g 0.30
[oW

0.00

NN
NN\

..'

Pré-incubacdo

L____j sem GMP-PNP
VA com GMP-PNP

Figura V. 4. Efeito do GTP sobre a unido do [*H]glutamato sédio-independente na presenca de EDTA,
em membranas pré-incubadas com ou sem 10 uM de GMP-PNP. A pré-incubagao foi feita na presenca
de Mg”" e auséncia de EDTA. A incubagdo foi realizada na presenca de 50 mM de Tris/acetato (pH 7,4),
1 mM de EDTA e 40 nM de [*H]glutamato. Os dados sdo os valores de média + erro padrio médio de 4
experimentos independentes feitos em triplicata. * p<0,05 em relagdo ao respectivo grupo controle (na
mesma condigdo de pré-incubagdo). # p<0,01 em relagdo ao controle pré-incubado sem GMP-PNP.
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Figura V. 5. Curva de saturagdo e Plot de Scatchard (grafico inserido) da unido do [’HJGMP-PNP na
membrana sinaptica. A membrana sinaptica foi incubada com concentragdes variadas de ["HJGMP-PNP
na presenca de 25 mM de Tris/HCI (pH 7,4), 1 mM de DTT e SmM de MgCl,, por 15 minutos a 30°C. A
reagdo foi interrompida por centrifugacao e a ligagdo foi medida conforme descrito no artigo 1. Os dados
sdo valores médios de 4 experimentos independentes feitos em triplicata (o desvio padrdo de cada ponto
foi menor do que 15%).
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Figura V. 6. Curva de saturagdo e Plot de Scatchard (grafico inserido) da unifo do [’HJGMP-PNP nos
sitios extra-proteinas G na membrana sinaptica. A membrana sinaptica foi pré-incubada com 10 uM de
GMP-PNP, lavada 3 vezes, incubada com concentragdes variadas de ["HJGMP-PNP na presenca de 25
mM de Tris/HCI (pH 7,4), 1 mM de DTT e 5SmM de MgCl, por 15 minutos a 30°C. A reacdo foi
interrompida por centrifugacdo e a unido foi medida conforme descrito no artigo 1. Os dados sdo valores

meédios de 4 experimentos independentes feitos em triplicata (o desvio padrdo de cada ponto foi menor do
que 15%).
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V1. OBJETIVOS DO ARTIGO 2

No primeiro artigo verificamos que os NG (incluindo o GMP) diminuiram a unido do
[’H]glutamato sédio-independente em membranas sinapticas rompidas de cérebro total de ratos
(portanto in vitro), ¢ que os NG unem-se, provavelmente, em local extra-proteinas G para
exercer essa acdo. O segundo artigo teve os seguintes objetivos: 1) Investigar se o GMP
também é capaz de inibir a unido do [*H]glutamato em membranas sinapticas rompidas de uma
estrutura cerebral especifica - o hipocampo; 2) Investigar se o GMP ¢ capaz de reverter uma
acdo do glutamato in vivo. Para isso, escolhemos a melhora da memoria em uma tarefa de
comportamental induzido por glutamato foi descrito por Izquierdo e colaboradores (1992). Nos
decidimos testar a agdo do GMP in vivo para §eriﬁcar se existe uma correlagdo entre os
resultados encontrados in vifro e a resposta comportamental, portanto in vivo. Neste artigo foi
escolhido o hipocampo porque a administragdo de drogas nesta estrutura pode alterar a memoria

.....

Medina, 1995; Bernabeu et al., 1996).
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Learning and Memory

PREVIOUS studies have demonstrated that post-training
intrahippocampal glutamate administration improves
inhibitory avoidance task performance in rats. Antagon-
ism of the agonist actions of glutamate by guanine
nucleotides has been shown at the molecular and
behavioural level. In the present investigation we
demonstrate that intrahippocampal co-administration of
GMP (guanosine 5'-monophosphate) reverses the facili-
tatory effect of glutamate on the inhibitory avoidance
learning paradigm and inhibits [H]glutamate binding
in hippocampal synaptic plasma membranes. These
results suggest that guanine nucleotides may modulate
glutamate actions.
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Introduction

Glutamate has been described as a neurotrans-
mitter playing a pivotal role in learning and memory.
Pharmacological manipulation by intrahippocampal
or intracerebroventricular administration of gluta-
mate agonists or antagonists during the consolidation
period induces improvement and impairment of in-
hibitory avoidance performance, respectively.'™ The
facilitatory action of glutamate on memory has been
correlated with the concomitant induction of long-
term potentiation (LTP) in the hippocampus and
other brain structures.® Indeed, a large bodv of phar-
macological evidence shows that administration of
NMDA, non-NMDA and metabotropic glutamate
antagonists or GABA agonists at doses that interfere
with LTP induction impair memory.’

Guanine nucleotides inhibit NMDA-specific
glutamate binding in rat forebrain® and kainate
binding in chick cerebellum and tectum opticum.”$
Further evidence for antagonism of guanine nucleo-
tides in the glutamatergic system comes from the
demonstration that they inhibit the stimulation of
GFAP phosphorylartion by glutamare,’ the whole-cell
current responses to glutamate agonists,'? the

2078 Vol 7 No 9 2 September 1996

NMDA-elicited elevation of cyclic GMP levels in
neonatal rat cerebellar slices, the release of [*H]nor-
epinephrine (NE) in prelabelled superfused hippo-
campal slices and the elevation of cytosolic calcium
in cultured rat forebrain neurones.!! Furthermore,
GDP-S block quinolinic acid-induced seizures in
mice, supporting the view that they are able to reverse
the behavioural effects of glutamate.!? In the present
study we investigated the effect of a guanine
nucleotide (GMP) on glutamate-induced improve-
ment of inhibitory avoidance performance.

Materials and Methods

Male Wistar rats (230-250 g) were housed five to
a cage on a natural day/night cycle at a temperature
of 21°C with water and standard lab chow (Guabi,
Santa Maria, RS, Brazil) ad /ib. Membranes from the
hippocampus were prepared as previously described.®
PH}Glutamate binding was carried out according
to Rao and Murthy.!? Briefly, membranes were incu-
bated in 0.5ml of a reaction mixture containing
50 mM Tris/acetate (pH 7.4), 40 nM [PH]glutamate
and GMP (0-1000 uM). After incubartion at 30°C for
15 min the reaction was stopped by centrifugation at

© Rapid Science Publishers
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27 000 x [BI]g for 30 min. The pellet was quickly and
carefullv washed with ice-cold distilled water. SDS
(0.1%) and scintllation liquid were added to the
resulting pellet and radioactivity was determined with
a Beckman scintillation spectrometer. Non-specific
binding was determined by adding 40 uM non-
radioactive glutamate to the medium in a parallel
assay. Sodium-dependent [*H]glutamate binding was
assaved as above, except that 150 mM sodium acetate
was added to the incubation medium. The method
of Lowryv et al'? was used for protein determination.

For behavioural experiments, rats were implanted
under thionembutal anaesthesia (30 mg kg™, i.p.) with
a 27-gauge guide cannulac aimed 1 mm above the
CA1 region of the dorsal hippocampus at coordinates
A —, L 3.0, V 2.0, according to the atlas of Paxinos
and Watson.'* Four davs after surgery, the animals
were trained in the step-down inhibitory avoidance
task, returned to their home cage and tested for reten-
tion 24 h later. The apparatus consisted of a 25 x25
x 35 cm box with a grid floor whose left portion was
covered by a 7x25cm platform, 2.5 cm high. The
rat was genth placed on the platform facing the rear
left corner, and when the rat stepped down with all
four paws on the grid, a 3 s 0.4 mA shock was applied
to the grid." Immediately after training, the animals
were injected with 0.5 pl of 200 mM phosphate buffer
(pH 7.4), GMP (5 mg ml”! in PO, buffer), L-gluta-
mare (10 mg ml™! in PO, buffer) or L-glutamate plus
GMP. The injection was carried out using 30-gauge
cannulae that were fitted into the guide cannula, with
the up of the infusion cannulac protruding 1.0 mm
beyond that of the guide cannulae, and therefore
aimed at CA1 in the dorsal hippocampus. Test step-
down latency was taken as a measure of retention.
Injection placements were histologically verified as
described elsewherc.! Only data from the animals
with correct cannula placement were analysed.

Behavioural data were submitted to two-way
ANOVA (GMP or PO,) factor x (glutamate or PO,)
factor.

Results

Figure 1 shows the dose-dependent inhibitory
effect of GMP on sodium-independent [*H]glutamate
binding. Sodium-dependent [*H]glutamate binding
was not affected bv addition of the nucleotide (data
not shown). GMP inhibited 50% of the glutamate
binding.

Statistical analysis of test step-down latencies re-
vealed a significant main effect of glutamate admin-
istration (F(1,52) = 6.63; p <0.05) and a significant
GMP x glutamate interacuon (F(1,52)=4.34; p<
0.05; Fig. 2). Intrahippocampal glutamate adminis-
tration caused an increase in the test step-down laten-
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FiG. 1. GMP inhibition of specific [*H]glutamate binding. The results
are expressed as percentage of control specific [*Hlglutamate
binding. The results are from one representative experiment of four
separate experiments each run in triplicate. The value without
guanine nucleotide (100%) was 1.8 = 0.5 pmotl mg-~! of protein (mean
=s.em.).

cies. Furthermore, the significant interacton indi-
cated that GMP was able to reverse the glutamate-
induced behavioural effect. 1t is important to point
out that no significant effect of GMP administration
was observed. indicating that the nucleotide had no
effect per se. The results obtained from the behav-
toural analysis agreed with those obtained in the
binding studies.

Discussion

Intrahippocampal administration of GMP inhib-
ited the glutamate-induced improvement of inhibi-
tory avoidance performance of adult rats, as well as
[PH)glutamate binding to synaptic plasma mem-
branes. Various studies have demonstrated that
guanine nucleotides reverse the binding of glutamate
or its agonists and ccll responses to the activation of
the glutamatergic svstem.>~'®* However. to our knowl-
edge, only one study has demonstrated such an inter-
action 1 wivo, using GDPBS to block quinolinic
acid-induced convulsions.)! This anticonvulsant
action of guanine nucleotides was attributed to a
putative action at an extracellular site, probably at
the NMDA receptors, since a significant displace-
ment of NMDA binding sites was obtained with
these nucleotides."” This inhibitorv action on NMDA
receptors is consistent with our neurochemical find-
ings, which revealed that GMP reduced [’H]gluta-
mate binding, and may help explain the presently
observed reversal by glutamate of behavioural actions
in the inhibitory avoidance test, since svstemic
and intrahippocampal administration of antagonists
of NMDA receptors hinders memory for diverse
behaviours in rats.!"»® On the other hand, the decrease
in binding affinity in the presence of guanine
nucleotides, namely GTP analogues, is characteristic
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300 N The facts that GMP inhibited glutamate binding

- to membranes and that glutamate antagonists have

been reported to hinder memory per se'™ make it

200 } difficult to explain why GMP had no behavioural

Latency (s)
h_{
_{
4

100

PO GMP Glut Glu/GMP

4

1G. 2. Effect of giutamate or GMP on the inhibitory avoidance task
performance of adult rats. Data are mean + s.e.m. for 14 animals in
each group.

of G-protein-linked receptors and is the result of the
dissociation of receptor—G-protein complex in the
presence of GTP or its analogues.'® The participation
of G-proteins in the inhibition of glutamate binding
by GMP observed here cannot, therefore, be
excluded. However, it seems fairly unlikely that GMP
excried its bchavioural effects through G-protein
interaction, for two reasons: first, GMP does not
promptly cross membranes and could not have
access to G-protein (the classical effects of guanine
nuclecotides on membrane transduction svstems
arc cxerted from inside the membrane). Second,
it has not been reported whether GMP interacts
with G-proteins.”® Guanine nucleotide inhibition
of [*Hlkainate binding in chick tectum opticum,
cerebellum and goldfish brain through a mechanism
that does not involve G-proteins has recently been
reported.'” Furthermore, the major [*HJkainate
binding protein from chick brain has been cloned,
and a guanine nucleotide binding region has been
identified in the putative extracellular amino-terminal
domain.'® These results suggest a possible direct
modulatory role for extracellular guanine nucleotides
at the glutamate binding sites, but whether these
modulatory sites are endogenously involved in the
presentlv observed behavioural results remains to be
determined.

2080 Vol 7 No 13 2 September 1998

effect per se when administered in vivo. Considering
thar it is difficult to promptly correlate in vitro and
in vivo results, this point merits further investigation.

Conclusion

GMP inhibited glutamate binding in vitro and
reversed the facilitatory effect of glutamate on the
inhibitory avoidance memory of rats. Although the
binding results do not necessarily imply a direct role
for GMP as a glutamate antagonist, it is tempting to
propose such a role in the behavioural alterations

observed.
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VIIL. DISCUSSAO E CONCLUSOES

VIIL1. ARTIGO 1 E ANEXO DO ARTIGO 1

1. Os NG testados (GMP, GDP-S, GTP e GMP-PNP) foram capazes de diminuir a unido
do [’H]glutamato sodio-independente em membranas de cérebro de ratos adultos na auséncia de
GMP-PNP na pré-incubagdo (figuras 1 e 6 - artigo 1). Esse resultado confirma dados da
literatura que descrevem que os NG sdo capazes de diminuir a unido do glutamato ou de seus
analogos em varias espécies animais (Butcher et al., 1986; Monaghan & Cotman, 1986, Murphy
et al., 1987, Monahan et al., 1988; Baron et al., 1989; Hood et al., 1990; Souza & Ramirez,
1991; Willard et al., 1991, Barnes et al., 1993, Gorodinsky et al., 1993; Paz et al., 1994; Ibarra
& Ortega, 1995). Entretanto, um fato interessante em relagdo a esse resultado € que o GMP,

que ndo esta descrito que se una em proteinas G, também foi capaz de inibir a unido do

[’H]glutamato, sugerindo que este efeito talvez ndo envolva proteinas G.

2. Submetemos a preparagdo de membranas celulares obtidas de cérebro de ratos a pré-
incubag¢do com GMP-PNP na presenca de Mg®" de modo a saturar o sitio para NG em proteinas
‘G, o que acarreta a ativagdo permanente deste sistema de transdugdo. A ativagdo de proteinas G
foi demonstrada pelo fato de que, nesta preparagdo, a AC estava ativada (figura 4 - artigo 1).
Outra comprovagdo da ativagdo de proteinas G com o tratamento descrito foi que a adicdo
posterior de GMP-PNP, GDP-S e GMP se mostrou incapaz de ativar a AC, ao contrario da pré-
incubagdo sem GMP-PNP, em que a adi¢do posterior deste nucleotideo foi capaz de ativar a AC

(figura 5 - artigo 1), provavelmente, pelo mecanismo classico do GTP se unir em proteinas Gs
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e ativar o efetor para formar o segundo mensageiro (AC). Outra evidéncia da ativagdo de
proteinas G foi o fato de que nessa preparagdo a unido de ["HJGMP-PNP e do [*H]GDP-S
diminuiu aproximadamente 35% (figura 4 - artigo 1) indicando que pelo menos parte dos sitios
de ligagdo destes nucleotideos estavam ocupados pelo GMP-PNP da pré-incubagio. Estes

provavelmente s&0 os sitios ligados as proteinas G.

3. Na preparacdo de membrana submetida a pré-incubagdo com GMP-PNP na presenca
de Mg”", portanto com as proteinas G ativadas, a unido do [*H]glutamato s6dio-independente se
apresentou diminuida em relagdo a pré-incubagdo sem GMP-PNP (figura 6 - artigo 1), indicando
que esse nucleotideo ao se unir em proteinas G diminuiu a unido do glutamato a seus receptores.
O resultado confirma os dados da literatura que mostram que o GTP, ao se ligar em proteinas

G, diminui a afinidade do agonista pelo receptor (Birnbaumer, 1990).

4. Na preparagdo citada no item 3, a adi¢do dos NG foi capaz de diminuir ainda mais a
unifio do [*H]glutamato sodio-independente em relagdio ao controle, submetido 4 mesma pré-
incubagdo (ﬁgura 6 - artigo 1). O resultado sugere que os NG se ligam em local extra-proteinas
G para ter este efeito, uma vez que as proteinas G ja estavam ativadas e, portanto, saturadas
com GMP-PNP. Em relagdo a esse resultado € interessante observar que o GMP, que ndo esta
descrito que se una nas proteinas G, também foi capaz de inibir a unido do [*H]glutamato,

sugerindo, mais uma vez, que tal efeito talvez ndo envolva proteinas G.

5. A presenga de Mg”" é fundamental para que ocorra a ativagdo de proteinas G por

NG. Em funggo disso, testamos o efeito do Mg®* sobre a uniio do ["H]JGMP-PNP em proteinas
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G. Para tal, medimos a unido do [’H]JGMP-PNP na presenca ou auséncia de Mg”* apOs varias
lavagens. Isto possibilita a unido deste nucleotideo apenas em proteinas G. Como pode ser
observado na figura 7 do artigo 1, 4 medida que diminui a concentragdo de fons Mg”" no meio
de incubagdo (pela falta de adigdo destes ions e/ou pela adigdo de EDTA) também diminui a
unido do [’H]|GMP-PNP. Com esse resultado, podemos concluir que qualquer efeito dos NG
sobre a unido do glutamato na presenga de EDTA ndo envolve o sitio de ligacdo desses

nucleotideos em proteinas G.

6. Na experiéncia em que testamos o efeito dos NG sobre a unido de [*H]glutamato
sodio-independente realizada na auséncia de Mg®™ no meio de incubagio (figura 6 - artigo 1) os
NG poderiam, mesmo assim, unirem-se nas proteinas G, uma vez que poderiam existir ions
Mg®* enddgenos. Para excluir essa possibilidade, foi testado o efeito do GTP sobre a ligagio do
[H]glutamato sodio-independente na presenga de 1mM de EDTA (portanto, na auséncia total
de Mg®") utilizando-se as preparagdes pré-incubadas como descrito no item 3. A unido do
[’H]glutamato na presenga de EDTA na preparagio pré-incubada com GMP-PNP, apresentou-
se diminuida em relacdo a pré-incubada sem GMP-PNP (figura V.4 - anexo do artigo 1). Isso
indica que este nucleotideo ao se unir em proteinas G diminuiu a unido do glutamato nos seus
receptores, mesmo na auséncia de Mg®* na incubagdo. O GTP também diminuiu a uniio do
[Hlglutamato na presenga de EDTA independentemente da pré-incubagdo. O fato do GTP
diminuir a uniio do [’H]glutamato, mesmo na auséncia de Mg®, confirma os dados
apresentados anteriormente de que tal nucleotideo se une em sitio extra-proteinas G para
modular a ligagdo do glutamato nos seus receptores, uma vez que na presenca de EDTA os ions

Mg”" enddgenos sdo quelados e o GTP nio se une em proteinas G.
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7. A unido do [*H]glutamato sédio-dependente ndo foi alterada pela pré-incubagio com
GMP-PNP nem pela adi¢do dos NG (figura V.3 - anexo do artigo 1). Tal resultado sugere que
nem a pré-incubagdo nem os NG sdo capazes de afetar a uniio do glutamato ao seu sitio de

recaptacdo em membrana sinaptica de cérebro de ratos.

8. Quando medimos a unido do [*HJGMP-PNP em membranas sinapticas podemos
observar que a ligagdo é dependente da concentragdo do ligante e saturavel (figura V.5 - anexo
do artigo 1). O grafico de Scatchard mostra pelo menos dois sitios de ligagdo do GMP-PNP.
Com o objetivo de caracterizar esses sitios, a unido do [PHIGMP-PNP foi medida apos varias
lavagens para retirar o excesso de ligante radioativo. Como mostrado na figura 2 do artigo 1, o
grafico de Scatchard mostra um unico sitio de ligagdo (ou um tUnico conjunto de sitios)
provavelmente em proteinas G, uma vez que o mesmo procedimento manteve a adenilato ciclase
ativada (figura 4 - artigo 1). O outro sitio foi caracterizado usando-se a preparagdo de
membrana submetida a pré-incubagdo com GMP-PNP (ndo radioativo) e foi medida a unido do
[’HJGMP-PNP nessa preparagio. Como mostrado na figura V.6 (anexo do artigo 1), existe
apenas um sitio de ligacdo que, provavelmente, € extra-proteinas G uma vez que o sitio de unido

em proteinas G estava saturado com o GMP-PNP usado na pré-incubagéo.

VII.2. ARTIGO 2

1. O GMP diminuiu a unifo do ["H]glutamato em hipocampo de ratos in vitro (figura 1 -

artigo 2). Tal resultado mostra um efeito modulatério dos nucleotideos da guanina sobre o
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sistema limbico, que esta envolvido no aprendizado e na memoria (Shen et al., 1994). Portanto,

0 GMP poderia alterar as fungdes mediadas por glutamato no hipocampo, inclusive a memoria.

2. O GMP reverteu o efeito facilitatorio sobre a memoria induzido por glutamato in vivo
com a inibicdo da unidio do [‘H]glutamato in vitro por GMP, sendo portanto o correlato
comportamental das alteragGes verificadas in vifro. Embora tais resultados ndo nos permitam
esclarecer o mecanismo molecular exato pelo qual o GMP interfere na melhora da memoria
induzida por glutamato, algumas especulagdes podem ser feitas. Uma hipotese seria que o GMP
poderia interagir com algum sitio extracelular e impedir a unido do glutamato nos seus
receptores. Essa hipotese € sustentada pelas seguintes evidéncias: primeiro, o GMP injetado in
vivo, portanto em tecido intacto, provavelmente ndo atinge o espago intracelular, o que
impossibilita a unido com proteinas G, que interagem com NG intracelularmente; segundo, ndo
esta descrito que o GMP se una a proteinas G. A correlacdo entre os resultados encontrados
com os NG in vitro e em células intactas ja foi descrita por outros autores. Assim, o GDP-S foi
capaz de bloquear convulsdes induzidas por acido quinolinico (agonista glutamatérgico no
receptor NMDA) em camundongos (Baron et al., 1989), bem como de reduzir respostas
fisiologicas produzidas por NMDA, KA e quisqualato em células de retina de ratos (Budson et
al., 1991). Nesses dois trabalhos, assim como no presente estudo, 0s autores sugerem que Os
NG atuam no lado de fora da célula, portanto sem envolver o sitio de unido desses nucleotideos

em proteinas G.
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VIHL3. GERAL

Os resultados desse estudo sugerem que em cérebro de ratos adultos os NG se unem,
pelo menos em parte, em local extra-proteinas G e com isso, diminuem a unidio do
[3H]glutémato a seus receptores de membranas sinapticas in vitro, assim como bloqueiam o
efeito estimulatério do glutamato sobre a memdria. Isso abre caminho para investigarmos o
mecanismo preciso e o significado fisiologico e patologico da interagdo dos NG com esse novo
sitio. Caso os NG sejam liberados para o fluido extracelular, eles poderiam atuar como agentes
protetores endogenos contra danos excitotoxicos causados pelo glutamato. Até o momento,
ndo existem evidéncias da liberagdo e da presenga dos NG no meio extracelular, apesar de
algumas vesiculas sinapticas armazenarem nucleotideos da adenina e da guanina (Zimmermann,
1994). Durante a anoxia, os niveis de nuclectideos da adenina aumentam 30 a 100 vezes no
meio extracelular (Hagberg et al., 1987), porém, como os NG podem ser co-armazenados com
os nucleotideos da adenina, os NG também poderiam estar aumentados no meio extracelular.
Portanto, o tecido nervoso esta exposto a alta concentragdo de nucleotideos purinérgicos em
condi¢des de insultos como hipdxia, tumor cerebral maligno ou apds trauma. Sabemos que a
morte celular causada pela isquemia, por exemplo, ¢ mediada pela liberagdo de grande
quantidade de glutamato com conseqiiente dano excitotoxico (McEntee & Crook, 1993, Lipton
& Rosenberg, 1994). Como a concentragdio de NG poderia estar aumentada quando ocorre
morte neuronal, eles poderiam ter um efeito neuroprotetor ao se ligar nas células vizinhas e com
isso impedir a unido do glutamato e, conseqiientemente, a morte dé mais células. O papel dos

NG estimulando respostas fisiologicas foi sugerido por Kim e colaboradores (1991). Esses
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autores demostraram que os NG estimularam a proliferagdo celular em cultura de astroblastos
de cérebro de pintos, atuando, provavelmente, através de receptores localizados na superficie da
célula.

Compostos guanidinicos, como os NG, apresentam afinidade pelo sitio das poliaminas no
receptor NMDA (Reynolds, 1990). Isso abre a possibilidade de que os NG atuem através desse
sitio para operar pelo menos alguns dos seus efeitos. Por outro lado, os compostos guanidinicos
sdo antagonistas GABAérgicos (Kabuto et al., 1995), o que torna possivel que eles interajam
com outros sistemas, além do glutamatérgico, para exercer seus efeitos farmacologicos.

O fato dos NG possuirem, potencialmente, uma agdo neuroprotetora torna possivel que
esses compostos sejam testados como possiveis agentes neuroprotetores em casos de isquemia
ou de algumas doengas neurodegenerativas cronicas tais como Huntington, Alzheimer e

esclerose lateral amiotrofica.
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