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RESUMO 

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatório do sistema nervoso central. 
Após ser liberado na fenda sináptica, o glutamato une-se a receptores específicos e induz, na 
maioria dos casos, despolarização dos neurônios. Os receptores glutamatérgicos são 
classificados em dois tipos: receptores ionotrópicos, que são ligados a canais iônicos, e 
receptores metabotrópicos, que são acoplados a proteínas G e produção de segundos 
mensageiros. A união do GTP e do GDP nas proteínas G regula a união do glutamato ao seu 
receptor assim como a atividade do efetor celular e produção de segundos mensageiros. No 
estado basal o GDP está ligado em proteínas G; neste caso tanto estas proteínas como o efetor 
estão no estado basal. A união do GTP em proteínas G provoca diminuição na afinidade do 
glutamato pelo receptor assim como ativação do efetor. Entretanto, existem fortes evidências 
que os nucleotídeos da guanina (NG) diminuem a união do glutamato ou de seus análogos nos 
seus receptores, unindo-se em locais extra-proteínas G. 

Em geral a infusão de drogas que facilitam a ativação dos receptores glutamatérgicos 
melhora a memória, enquanto que antagonistas glutamatérgicos prejudicam a memória em 
muitas espécies animais. O glutamato injetado no hipocampo dos ratos causa facilitação da 
memória em uma tarefa de esquiva inibitória. 

Levando em consideração que existem alguns trabalhos que indicam que os NG atuam 
em sítios de união extra-proteínas G para deslocar a união do glutamato de seus receptores, o 
primeiro artigo teve como objetivos: 1) Investigar o envolvimento das proteínas G na inibição 
da união do [3H]glutamato induzida por nucleotídeos da guanina em membranas sinápticas de 
cérebro de ratos; 2) Investigar o efeito do Mg2

+ sobre a união do eH]GMP-PNP em 
membrana sináptica de cérebro de ratos. Para este estudo preparamos membranas de cérebro 
total de ratos, nas quais o sítio de união para GTP em proteínas G estava previamente saturado 
com GMP-PNP. Usando-se esta preparação, todos os NG testados (GMP, GDP-S, GMP-PNP 
e GTP) inibiram a união do CH]glutamato sódio-independente, enquanto que somente o GMP­
PNP ativou a adenilato ciclase. A inibição da união do CH]glutamato sódio-independente 
ocorre mesmo na ausência de Mg2

+. Esses resultados sugerem que os NG inibem a união do 
glutamato em membranas de cérebro total de ratos atuando em um sítio de união extra­
proteínas G. 

O segundo artigo teve como objetivos: 1) Investigar se o GMP também é capaz de 
inibir a união do CH]glutamato em membranas sinápticas rompidas de uma estrutura cerebral 
específica- o hipocampo; 2) Investigar se o GMP é capaz de reverter uma ação do glutamato 
in vivo. Para isso escolhemos a melhora da memória em uma tarefa de esquiva inibitória 
induzida pela injeção de glutamato no hipocampo de ratos. Os resultados desse artigo 
mostraram que o GMP inibiu a união do [3H]glutamato sódio-independente em membrana 
sináptica de hipocampo de ratos, assim como reverteu o efeito facilitatório do glutamato sobre 
a memória. 

Os resultados do presente estudo indicam que em cérebro de ratos adultos os NG 
unem-se, pelo menos em parte, em local extra-proteínas G e com isso diminuem a união do 
[
3H]glutamato a seus receptores de membranas sinápticas in vitro, assim como bloqueiam o 

efeito estimulatório do glutamato sobre a memória. Porém, o mecanismo preciso e o 
significado fisiológico dessa interação permanecem indefinidos. 
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APRESENTAÇÃO 

Esta tese apresenta artigos publicados, os quais se encontram anexados nos itens 

correspondentes. Os itens MATERIAL E :MÉTODOS e RESULTADOS encontram-se nos 

próprios artigos e no ANEXO DO ARTIGO 1, e representam a íntegra deste estudo. 

O item DISCUSSÃO E CONCLUSÕES aborda o ARTIGO 1 E ANEXO DO 

ARTIGO 1, e o ARTIGO 2, assim como uma conclusão GERAL para o presente trabalho. 

As REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS apresentadas na seção final referem-se 

somente àquelas que aparecem no texto (excetuando as que aparecem nos artigos). 
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I. INTRODUÇÃO 

GLUTAMATO 

U!"H'GS 

lnst Ciências Bá:;1cas d;s Saúo"' 

~Bj_~ j t@ G &!. 
. --

A maioria das sinapses excitatórias do sistema nervoso central (SNC) têm glutamato e, em 

menor proporção, aspartato como neurotransmissor (Schoepp & Conn, 1993; Nakanishi & Masu, 

1994; Westbrook, 1994; Brann, 1995; Cotman et al, 1995; Pin & Duvoisin, 1995). Em função 

desta particularidade, estes aminoácidos são denominados aminoácidos excitatórios (AAE). Os 

AAE estão envolvidos em uma grande variedade de processos fisiológicos, tais como reprodução, 

aprendizado e memória, regulação neuroendócrina, assim como algumas doenças 

neurodegenerativas, tais como doença de Huntington, doença de Parkinson, esclerose lateral 

amiotrófica, doença de Alzheimer e em processos agudos como epilepsia (McEntee & Crook, 

1993; Lipton & Rosenberg, 1994; Brann, 1995). 

O glutamato é sintetizado nos terminais nervosos a partir de: 1) glicose, via ciclo de Krebs 

e transaminação do a.-cetoglutarato, e 2) glutamina, que é sintetizada nas células gliais, 

transportada para os terminais nervosos e neste local convertida em glutamato pela glutaminase 

(Scatton, 1993). Nos terminais pré-sinápticos glutamatérgicos, o glutamato é armazenado nas 

vesículas, de onde é liberado para a fenda sináptica por exocitose de uma maneira Ca2
+-

dependente. A ação do glutamato é terminada através da recaptação do aminoácido pela glia e 

neurônios (Figura 1.1 ). Nas células gliais, a glutamina sintetase converte glutamato em glutamina 

que é, então, transportada para os terminais nervosos vizinhos, onde serve como precursora para o 

glutamato (Scatton, 1993). A glutamina pode também ser oxidada nos astrócitos e formar a.-

cetoglutarato (via ciclo de Krebs) que pode ser transportado para os neurônios para repor o a-

cetoglutarato perdido durante a síntese de glutamato neuronal (Carter et al., 1986). 
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Figura 1.1. Esquema de um terminal sináptico. Após ser liberado das vesículas dos terminais pré-

sináptícos, o glutamato pode ligar-se em um de seus receptores específicos e induz, na maioria dos casos, 

despolarização dos neurônios pós-sinápticos. A ação do glutamato é terminada através da recaptação do 

aminoácido pela glia e neurônios. 
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1.1. RECEPTORES GLUTAMATÉRGICOS 

Após ser liberado na fenda sináptica, o glutamato une-se a receptores específicos e induz, 

na maioria dos casos, despolarização dos neurônios pós-sinápticos. De acordo com estudos 

farmacológicos e moleculares, os receptores glutamatérgicos ( GluRs) são classificados em dois 

grandes grupos (Esquema I.l.): 1) receptores ionotrópicos, que são canais iônicos e cuja ativação 

resulta na abertura destes canais, com aumento do fluxo de íons através da membrana neuronal, e 

2) receptores metabotrópicos, que estão acoplados a proteínas G e modulam a produção de 

segundos mensageiros tais como inositol fosfato e/ou AMPc (Figura 1.1) (Schoepp e Conn, 1993; 

Brann, 1995; Cotman et al, 1995; Pin e Duvoisin, 1995). Os receptores ionotrópicos, por sua vez, 

podem ser subdivididos em NMDA (N-metil-D-aspartato) e não-NMDA [AMPA (ácido DL-alfa­

amino-3 -hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiônico) e KA (kainato)] ( Gasic e Hollmann, 1992; 

Jorgensen et a1.,1995). 
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Esquema 1.1. Receptores glutamatérgicos. 

Adaptado de Jorgensen e colaboradores, 1995 
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Ll.l. RECEPTORES IONOTRÓPICOS 

Os receptores glutamatérgicos ionotrópicos são canais iônicos caracterizados pela sua 

permeabilidade seletiva a Na+, K+ e Ca2+, e sua estimulação causa uma estimulação neuronal (na 

ordem de milissegundos) (Tabela I. I) (Brann, 1995). 

Os receptores ionotrópicos são estruturalmente similares a outros receptores ligados a 

canais iônicos, como os receptores colinérgico nicotínico (nAChR), GABAérgico (GABAa) e 

glicinérgico. Todos estes receptores são proteínas transmembranas pentaméricas, compostas por 

subunidades iguais ou diferentes. Estas subunidades estão distribuídas ao redor de um poro 

central permeável a cátions. 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 porções carbóxi e amino-terminais da proteína estão voltadas para o lado 

externo da célula (N akanishi, 1992). 

Apesar do modelo descrito acima ser aceito como provável para os receptores 

glutamatérgicos ionotrópicos, existem autores que sugerem algumas diferenças. Uma delas seria 

que o domínio carbóxi-terminal estaria localizado no lado citoplasmático da membrana (Molnár et 

al., 1993; Taverna et al., 1994). Outra diferença seria a existência de um domínio transmembrana 

adicional (TMIIIa) introduzido entre TMIII e TMIV ( Seeburg, 1993). 
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Tabela 1.1: Receptores Ionotrópicos 

Receptores e 
subunidades Características 

NMDA medeia transmissão sináptica lenta; 
NRt forma canais homoméricos ou 

heteroméricos. 

NR2A-2D 15% de homologia com NRt ; 
não forma canais heteroméricos. 

medeia transmissão sináptica rápida; 
forma canais homoméricos ou 
heteroméricos. 

Agonistas 

NMDA, 
Glu 
homocisteína. 

NMDA 

AMPA, Glu 
AMPA 
GluRt 
GluR3 
Gl~ 
GluRz em canais heteroméricos esta subunidade AMP A, Glu 

determina a condutância do canal e 
permeabilidade ao Ca2

+ 

Kainato 
GluRs, Glu&; 

medeia transmissão sináptica rápida 
formam canais homoméricos ou 
heteroméricos. 
não forma canais homoméricos. 
não formam canais homoméricos. 

Adaptado de Brann, 1995 

KA, Glu 

KA, Glu 
KA, Glu 

Antagonistas 

MK-801, 
AP-5, 
AP-7. 

como ac1ma 

CNQX, 
DNQX,NBQX 

como acima 

CNQX,DNQX 

CNQX,DNQX 
CNQX,DNQX 
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I.l.l.a. RECEPTORES NMDA 

O receptor NMDA é um complexo formado por receptor e canal, ele foi inicialmente 

identificado e separado farmacologicamente dos outros receptores para AAE por sua ativação 

seletiva pelo agonista NMDA. Contudo, foi demonstrado que sua atividade é regulada através de 

uma série de reguladores alostéricos (Cotman et al., 1995). O receptor NMDA medeia 

transmissão sináptica excitatória lenta, e a sua ativação resulta no influxo de Ca2+ e Na+, assim 

como no efluxo de K+ (Scatton, 1993; Lipton & Rosenberg, 1994). A ativação do receptor 

NMDA possui um papel muito importante na indução da potenciação de longa duração (LTP) 

(Bliss & Collingridge, 1993; Izquierdo & Medina, 1995) e nos fenômenos eletrofisiológicos 

associados à plasticidade neuronal. Por outro lado, a sua estimulação excessiva acarreta um 

aumento na concentração de Ca2~ 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 doenças neurodegenerativas como Alzheimer, 

Parkinson e esclerose lateral amiotrófica (Scatton, 1993; Nicoletti et al., 1996). 

Os receptores NMDA estão amplamente distribuídos no SNC de mamíferos, com alta 

densidade nas camadas superficiais do córtex cerebral, nas regiões CAI e giro denteado do 

hipocampo, nas células granulares do cerebelo, no estriado, septo, tálamo e medula espinhal 

(Scatton, 1993 ). 

O receptor NMDA é regulado através de vários sítios onde se ligam diversos compostos 

endógenos e exógenos, sendo eles: 1) sítio de ligação para agonistas e antagonistas competitivos; 

2) sítio que liga Mg2+ produzindo bloqueio voltagem-dependente do canal (Barnes & Henley, 

1992); 3) sítio para cátion divalente localizado no canal, onde se liga o Zn2+, produzindo um 
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bloqueio voltagem-independente (Mayer et al., 1992); 4) sítio de ligação para anestésicos 

dissociativos tais como quetamina e fenciclidina (PCP) chamado "sítio para PCP" (Mayer et al., 

1992); 5) sítio modulatório para glicina (insensível a estricnina) (Johnson & Ascher, 1987); 6) 

sítio regulatório de ligação para poliaminas ( espermina e espermidina) que facilita a transmissão 

mediada por NMDA (Ransom & Stec, 1988). Estes sítios são específicos e se distribuem em 

locais distintos no canal NMDA (Scatton, 1993). 

Uma peculiaridade do receptor NMDA é que no potencial de repouso o canal está 

totalmente bloqueado por Mg2
+ (Ascher & Nowak, 1987), e é necessária uma despolarização da 

membrana neuronal pós-sináptica para que o Mg2
+ seja retirado do canal e para que ocorra a 

passagem de íons pelo canal NMDA (Barnes & Henley, 1992; Cotman et al., 1995). Isto significa 

que somente um estímulo forte ou repetido, que causa despolarização da célula nervosa, permite a 

ativação do receptor NMDA. O bloqueio voltagem-dependente do canal do NMDA por Mg2
+ 

pode ser visto como um mecanismo protetor intrínseco contra a entrada excessiva de Ca2
+ na 

célula e subsequente toxicidade neuronal (Scatton et al., 1991). Em condições de 

hipóxia/isquemia este mecanismo protetor não existe, por causa da grande despolarização, 

ocorrendo entrada maciça de Ca2
+ e subsequente morte neuronal (Scatton et al., 1991). 

Além do controle inibitório exercido pelo Mg2~, o receptor NMDA possui um controle 

positivo que ocorre nos sítios da glicina e das poliaminas. A ligação da glicina ao receptor parece 

ser fundamental para sua ativação, funcionando como co-agonista (Johnson & Ascher, 1987). As 

poliaminas potenciam as respostas do receptor NMDA na presença de concentrações saturantes 

de glutamato e glicina, mas ao contrário da glicina sua presença não é necessária para a ativação 

do receptor NMDA (Carter et al., 1991). 
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As ações do glutamato podem ser antagonizadas farmacologicamente utilizando 

compostos capazes de competir diretamente com o glutamato no seu sítio de reconhecimento no 

receptor NMDA. Exemplos destes antagonistas competitivos são: àcido-2-amino-5-

fosfonopentanóico (AP-5), ácido-2-amino-5-fosfoheptanóico (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 não competem no sítio de 

ligação 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 sítio regulatório da glicina, que são 

derivados do ácido quinurênico e ácido indolacético (Rowley & Leeson, 1992). Estes compostos 

têm se mostrado bloqueadores efetivos do dano excitotóxico induzido por glutamato em cultura 

de células e em diversos modelos experimentais in vivo incluindo hipóxia, isquemia e trauma 

crânio-encefálico. (Hirose & Chan, 1993; Prehn et al., 1995; Steinberg et al., 1995). 

A estrutura do receptor NMDA, assim como dos demais receptores ionotrópicos, é 

pentamérica (Mayer et al., 1992) e consiste de várias subunidades com diferentes massas 

moleculares (33-67 kD). Estas subunidades estão agrupadas em duas famílias (Esquema I.1 e 

Tabela 1.1): NR-1 e NR-2A-2D. A família NR-1 apresenta características eletrofisiológicas e 

farmacológicas do próprio receptor do NMDA, incluindo permeabilidade ao Ca2
+, bloqueio 

voltagem-dependente pelo Mg2
+ e estimulação por glicina (Nakanishi, 1992). A segunda família 

de subunidades dos receptores do .MNDA (NR-2A-2D) é considerada como sendo de 

subunidades modulatórias, e não forma canais sozinha (canais homoméricos ), mas forma canais 

heteroméricos (canais compostos de mais do que um tipo de subunidade). A família NR-1 serve 

como subunidade fundamental para a formação do receptor NMDA e forma configuração 
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heteromérica com diferentes membros das subunidades NR-2A-2D. A combinação de NR-I com 

diferentes subunidades repercute em propriedades eletrofisiológicas e farmacológicas diferentes. 

Desse modo, dependendo da composição das subunidades, tanto a afinidade por agonistas como a 

resposta cinética, sensibilidade ao bloqueio por Mg2
+ e o efeito estimulatório da glicina podem ser 

alterados (Ishii et ai., 1993). 

I.l.l.b. RECEPTORES AMPA E KA 

Os receptores AMP A e KA medeiam transmissão sináptica excitatória rápida e estão 

associados a canais voltagem-independentes. São permeáveis a Na+ e K+ (Ascher & Nawak, 1988; 

Vyklicky et ai., 1988) e, em geral, têm baixa permeabilidade para Ca2
+ (Mayer & Westbrook, 

1987). A permeabilidade ao Ca2
+ foi demonstrado em neurônios hipocampais (Iino et ai., 1990) e 

em retina ( Gilbertson et ai., 1991). 

Os receptores AMP A estão amplamente distribuídos no SNC de mamíferos, em geral nos 

mesmos locais dos receptores NMDA. Os receptores KA, ao contrário, estão concentrados em 

poucas áreas cerebrais (Scatton, 1993). 

O receptor AMPA contém 4 tipos de subunidades (GluRl - GluR4, também chamado GluR-A 

até GluR-D) enquanto que o receptor KA possui 2 tipos de subunidades diferentes (GluR5 -

GluR7, KA-1 e KA-2) (Esquema I.l e Tabela I.l) (Jorgensen et al., 1995). Os receptores 

homoméricos formados pelas subunidades GluRl, GluR3 e GluR4 são permeáveis ao Ca2
+, 

enquanto que GluR2 forma canais impermeáveis a este íon. Quando o GluR2 forma canal 

heteromérico com outras subunidades do receptor AMP A formam-se canais com permeabilidade 

semelhante ao GluR2 (Jorgensen et ai, 1995). A baixa permeabilidade ao Ca2
+ apresentada pelos 

receptores AMP A está relacionada com a presença de um resíduo de arginina na subunidade 

GluR2 (McEntee & Crook, 1993). A substituição deste resíduo de arginina por glutamína resulta 

em aumento da permeabilidade ao Ca2
+ (Hume et ai., 1991; Verdoorn et al., 1991). 
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Atualmente são conhecidos oito genes que codificam mGluRs e, provavelmente, no futuro 

outros serão isolados (Pin & Duvoisin, 1995). Os mGluRs podem ser classificados em três grupos 

baseados em sua homologia de aminoácidos, mecanismo de transdução e farmacologia (Tabela 

I.2). Os receptores do mesmo grupo apresentam 70% de homologia na seqüência de aminoácidos, 

enquanto que entre os grupos esta porcentagem cai para 45% (Pin & Duvoisin, 1995). 

Os mGluRs estão envolvidos em muitas funções cerebrais, por exemplo, eles participam na 

indução da plasticidade neuronal tal como LTP (Bliss & Collingridge, 1993) e LTD (Nakanishi, 

1992). Eles também possuem um papel importante na indução de convulsões 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, (IS3R) 1-amino-ciclopentano-1,3-dicarboxilato 

(1 S,3R-ACPD) induz rotação contralateral quando injetado unilateralmente no estriado de ratos 

(Sacaan et al., 1991), e induz convulsão em ratos (Sacaan et ai., 1992; McDonald et al., 1993) e 

em camundongos (Tizzano et al., 1995). A convulsão provocada pelo 1 S,3R-ACPD 

provavelmente está relacionada com a ativação dos mGluRs associados à PLC e com a 

mobilização de Ca2
+ intracelular, uma vez que a convulsão é bloqueada por agentes que inibem a 

mobilização intracelular deste íon (Tizzano et ai., 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 estereoisômeros 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 diferenciação entre os receptores no mesmo grupo (Pin & Duvoisin, 1995) 

(ver Tabela I.2). O análogo do glutamato, L-2-amino-4 fosfonobutanoato (L-AP4) é um potente 

agonista do mGluR4 e inibe a transmissão sináptica ao se ligar no receptor pré-sináptico do 

glutamato, diminuindo a liberação deste (Koemer & Johnson 1992; Trombley & Westbrook, 

1992). 

Um dos passos necessários para elucidar o papel fisiológico dos receptores foi a caracterização 

de antagonistas específicos. Recentemente Watkins e Collingridge ( 1994) caracterizaram alguns 
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antagonistas competitivos para mGluRs incluindo derivados da fenilglicina [ a.-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 

diferenciá-los dentro do mesmo grupo. Por exemplo: no grupo I- 4CPG e 4C3HPG são potentes 

antagonistas do mGluRl mas não do mGluR5, 4C3HPG tem fraca atividade agonista em mGluR5 

(Joly et al., 1995); no grupo II- quisqualato é ativo em mGluR3 mas é quase inativo em mGluR2; 

no grupo III - os agonistas apresentam baixa potência em mGluR7 (Okamoto et al., 1994; 

Saugstad et al., 1994). 

Os mGluRs possuem sete domínios transmembrana, mas não apresentam homologia de 

seqüência com outros receptores acoplados a proteínas G. Eles possuem um grande domínio 

amino-terminal extracelular com aproximadamente 600 resíduos de aminoácidos. O'Hara e 

colaboradores (1993) usando análise computacional revelaram que esse domínio possui homologia 

com as proteínas periplasmáticas bacterianas (PPBs) que ligam aminoácidos ou íons. A proteína 

homóloga que tinha a maior semelhança com a seqüência observada em receptores metabotrópicos 

(proteína que liga leucinalisoleucinalvalina - PLIV) foi usada para construir um modelo para o 

sítio de ligação de glutamato no mGluRl. Este modelo propõe que a região amino-terminal do 

mGluRl forma duas estruturas globulares com um sulco central que liga glutamato. A segunda 

alça intracelular e a porção amino-terminal do domínio carbóxi-terminal intracelular estão 

envolvidas no acoplamento do mGluRl com as proteínas G (Pin et al., 1994). Uma questão até 

agora não resolvida é como a interação do glutamato com o domínio extracelular pode induzir 

mudanças conformacionais na alça intracelular levando à ativação de proteínas G? Uma hipótese é 

que uma região rica em cisteína transmite para os segmentos trasmembrana as mudanças 

conformacionais induzidas pela união do glutamato no domínio semelhante ao PLIV (Pin & 

Bockaert, 1995). Os mGluRs do grupo I possuem também um longo domínio carbóxi-terminal. 

Análises do mGluRI revelaram que esse domínio está envolvido nas propriedades de transdução 

do sinal extracelular (Pickering et ai., 1993) e, possivelmente, é responsável pela orientação dos 
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receptores a diferentes compartimentos neuronais (Fotuhi et al., 1993). Além disso, a presença de 

múltiplos resíduos de serina e treonina e de sítios de fosforilação de muitas proteína quinases 

sugerem que este domínio está envolvido na regulação do receptor (Pin & Bockaert, 1995). 

Os mGluRs do grupo I ativam PLC, isto é, o glutamato ao se ligar a esses receptores ativa uma 

proteína G que, por sua vez, ativa a enzima PLC (Figura 1.1). Essa enzima ativada hidrolisa o 

fosfatidilinositol4,5-bisfosfato (PIPz) liberando 1,2 diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-trisfosfato 

(IP3). O DAG ativa a proteína quinase C na presença de cálcio e fosfatidilserina. O IP3, por sua 

vez, libera Ca2
+ dos estoques intracelulares aumentando os níveis deste íon no citosol (Nakanishi, 

1992) . Ainda não foram identificadas claramente as proteínas G envolvidas na ativação da PLC 

pelos mGluRs deste grupo (Pin & Duvoisin, 1995). A hidrólise de PIP2, mediada por glutamato, é 

grande durante as primeiras semanas de vida pós-natal em muitas regiões cerebrais e decai 

progressivamente com o desenvolvimento ( Catania et al., 1994). Os mGluRs ligados à ativação da 

PLC estão ativados em diferentes condições em cérebro de animais adultos, tais como isquemia 

(Seren et al., 1989), LTP (Bliss & Collingridge, 1993), aprendizado espacial (Nicoletti et al., 

1988), e "kindling" (Y amada et al 1989). Estes achados sugerem que os mGluRs do grupo I 

possuem um papel importante na sinaptogênese e plasticidade sináptica tanto nos estágios iniciais 

do desenvolvimento como na vida adulta (Catania et al., 1994). 

Os mGluRs dos grupos 11 e Ill estão acoplados à inibição da AC (Prézeau et al., 1994). No 

caso dos mGluRs do grupo 11 foi observada uma inibição acentuada da produção de AMPc 

estimulada por forskolina (Tanabe et al., 1992, 1993). Por outro lado, dependendo do receptor 

examinado e da linha de células, a inibição máxima obtida com os mGluRs do grupo Ill 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 11 e III a transdução foi totalmente inibida pela 

toxina pertussis (TPX), sugerindo que, como no caso de outros receptores que inibem AC, as 

proteínas G envolvidas neste acoplameto são da família das Gi (Pin & Duvoisin, 1995). 

Como citado acima, classicamente os mGluRs do grupo I estão ligados à ativação da PLC, 

enquanto que os mGluRs dos grupos 11 e Ill estão ligados à inibição da AC. Entretanto, o 
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mecamsmo exato da transdução dos mGluRs em neurônios e células gliais parece ser ma1s 

complexo (Pin & Bockaert, 1995). Por exemplo, o uso de um agonista específico para mGluRs do 

grupo II inibe a formação de AMPc somente em células granulares do cerebelo que expressam 

mGluR4 (Prézeou et ai., 1994). Em neurônios, mGluRs do grupo III estão ligados à inibição dos 

canais de Ca2
+ voltagem-dependentes (Trombley & Westbrook, 1992). Outro exemplo é que com 

o uso de agonistas específicos para os mGluRs do grupo I revelou-se que estes receptores 

possuem muitos efeitos tais como: bloqueio do canal de K+, ativação de canais de cátions não 

seletivos, potenciação de respostas do NMDA, inibição ou potenciação das respostas de AMPA e 

regulação de canais de Ca2
+ (para revisão ver Pin & Duvoisin, 1995). Portanto, outros 

mecanismos mais complexos podem estar envolvidos na transdução do sinal através dos mGluRs. 
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Tabela 1.2: Distinção farmacológica entre os subtipos de mGluRs clonados. 

Subtipo de mGiuR Transdução Ordem de potência Antagonista 
dos agonistas 

Grupo I 
mGluR1, mGluRS +PLC Quisqualato>Glutamato;::::Ibotenato> MCPG 

LCCG-1>(1 S,3R)-ACPD 
Inativo: DCG-IV e (1S,3S)-ACPD 

Grupo ll 
mGluR2, mGluR3 - AC DCG-IV;::::L-CCG-I>Glutamato> MCPG 

(1 S,3R)-ACPD>4C3HPG;:::: 
Ibotenato>Quisqualato 

Grupom 
mGluR4, mGluR6, -AC L-AP4>L-SOP>Glutamato>Ibotenato> 
mGluR 7, mGluR8 Quisqualato>(l S,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. PROTEÍNAS G 

A captação e o processamento das informações através das células é mediada por um grande 

número de proteínas existentes nas suas membranas plasmáticas. Estas proteínas incluem receptores 

de superficie que reconhecem mensageiros químicos ou fisicos do exterior tais como hormônios, 

neurotransmissores ou fatores de crescimento e que transmitem estes sinais para efetores. Essas 

moléculas efetoras, usualmente associadas às membranas, ativam segundos mensageiros químicos que 

exercem ações específicas em proteínas alvo dentro das células. A comunicação entre receptores e 

efetores em muitos casos é mediada pelas proteínas G. Estas proteínas são cruciais para a 

especificidade, velocidade e amplificação da transdução do sinal através das membranas celulares 

(Birnbaumer, 1990; Hepler & Gilman, 1992; Baldwin, 1994; Strader et al., 1994; Müller & Lohse, 

1995; Neer, 1995; Nurnberg et al., 1995; Gudermann et al., 1996). 

A interação do hormônio com o receptor representa o primeiro passo na cascata de eventos 

que envolve a transdução do sinal e a ação do hormônio. Entre a ligação do hormônio ao seu receptor 

e a ação do efetor, proteínas G atuam com elementos intermediários. As proteínas G são compostas 

por três subunidades distintas, denominadas a (39-52 kDa), f3 (35-36 kDa) e y (6-8 kDa); e são assim 

chamadas porque a subnidade a é capaz de ligar nucleotídeos da guanina (GDP e GTP) (Hepler & 

Gilman, 1992; Müller & Lohse, 1995). Seguiremos passo a passo estes eventos, mostrando de que 

forma ocorre a transmissão do sinal, e a participação de cada uma das subunidades das proteínas G 

nesse processo (figuras 1.2a- 1.2d) (Adaptado de Silva e colaboradores, 1994). Os passos mostrados a 

seguir serão de proteínas Gs, isto é, acopladas à estimulação da adenilato ciclase. 
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Figura 1.2a. Estado basal do sistema de transdução do sinal celular. O receptor não está ocupado. As proteínas 

G estão na forma de heterotrímero (as três subunidades unidas entre si), e a subunidade a 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. 

Honnônio 

Figura 1.2b. O hormônio se liga ao receptor, provocando uma alteração conformacional. O receptor interage 

com o heterotrímero, produzindo uma alteração conformacional no complexo e deslocando o GDP da 

subunidade a. O GTP se liga ao sítio anteriormente ocupado pelo GDP na subnidade a, ativando-a. 

18 



Hormônio 

\I!J 
~ 

I 
I 

Resposta celular 

Figura 1.2c. A ligação do GTP à subunidade a provoca uma diminuição na afinidade do receptor pelo 

hormônio (ou glutamato), liberando-o. Simultaneamente, diminui a afinidade entre as moléculas do 

heterotrimero, e a subunidade a ativada se dissocia do complexo J3y (que teria, entre outras, uma função de 

ancoramento da subunidade a à membrana (Muller & Lohse, 1995), e se liga ao efetor, ativando-o. A proteína 

efetora (adenilato ciclase), fica ativada gerando o segundo mensageiro (neste caso, é o AMPc). 

Figura 1.2d. Após ativar a proteína efetora, a subunidade a termina seu efeito através da hidrólise do GTP 

unido, transformando-o em GDP e se dissociando do efetor. Esta hidrólise é catalisada pela própria subunidade 

a, que possui uma atividade GTPásica (Sunyer et ai., 1984; Birnbaumer, 1990; Hepler & Gilman, 1992; 

Spiegel et ai., 1992; Muller & Lohse, 1995). A presença do GDP aumenta a afinidade da subunidade a pelas 

subunidades J3 e y, recompondo o heterotrimero e voltando todo sistema ao estado basal. 
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Está bem estabelecido que o Mg2
+ é essencial para a ativação de proteínas G pelo GTP 

(Cassei & Selinger, 1978; Limbird & Lefkowitz, 1978; Iyengar & Bimbaumer, 1982). Em membrana 

plasmática de fígado de rato a ativação da AC por GTP-S (GTP não hidrolisável) só ocorre na 

presença do Mg2
+ (Iyengar & Bimbaumer, 1982). Além disso, neste trabalho os autores submetem a 

preparação a pré-incubação com GTP-S na presença de Mg2
\ lavam a preparação na presença ou 

ausência deste íon e medem a atividade da AC. A AC está ativada na preparação pré-incubada com 

GTP-S e lavada na presença de Mg2
+, sugerindo a necessidade deste íon para ligação do GTP-S em 

proteínas G, ativando-as. Portanto, o Mg2
+ e o GTP-S promovem a dissociação das subunidades a e f3 

y das proteínas G e a ativação destas proteínas. 

As proteínas G foram inicialmente classificadas de acordo com o papel desempenhado pela 

subunidade a. No nosso exemplo, mostramos proteínas G cujas subunidades a tinham um papel 

estimulatório da adenilato ciclase, e portanto se tratava de proteínas G5 (do inglês s: stimulatory). Se 

esta proteína G tivesse um papel inibitório sobre a adenilato ciclase, ela seria uma proteína Gi (i: 

inhibitory). Atualmente, esta classificação vem sendo abandonada, e uma nova nomenclatura baseada 

na homologia da sequência de aminoácidos das várias proteínas G tem sido proposta (Hepler & 

Gilman, 1992; Spiegel et ai., 1992). Por isso, algumas proteínas Gi não terão ação sobre a adenilato 

ciclase, mas sim sobre outro efetor que pode ser, por exemplo, uma fosfodiesterase específica para 

GMPc. Na tabela I.3, mostra-se algumas proteínas G e os efetores associados a estas, a título de 

ilustração. 
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Tabela 1.3. Proteínas G e seus efetores 

Proteína EFETOR 
Gs Adenilato ciclase - ativação 

Canal de Ca2+ - abertura 
Golf Adenilato ciclase - ativação 
Gtl Fosfodiesterase GMPc- ativação 
Gt2 Fosfodiesterase GMPc- ativação 
Gil, Gil, Gi3 Adenilato ciclase - inibição 

Canal de K+ - abertura 
Canal de Na+ - fechamento 

Go Canal de Ca2+ - fechamento 
Fosfolipase C- ativação 

Gz desconhecido 
Gq, G11, Gl4, Fosfolipase C - ativação 
GIS/16 
G12, GB desconhecido 

Adaptada de Spiegel e colaboradores, 1992. 

Foram identificados até 1995, através de clonagem gênica, vinte e uma subunidades a, quatro f3 e 

seis y diferentes (Müller & Lohse, 1995). Esta diversidade molecular levantou questões sobre as 

funções destas subunidades e sobre as combinações possíveis (Ifíiguez-Lluhi et al., 1993; Stemweis, 

1994). Além disso, por que existiriam tantas subunidades f3 e y diferentes, se essas exercessem apenas 

uma função de ancoramento da subunidade a à membrana? Atualmente, existem evidências indicando 

que o complexo f3y participa no processo de ativação das proteínas G, interagindo com receptores e 

proteínas efetoras. A nível de receptor, existem evidências mostrando que o tipo de subunidade f3y 

associada modifica a capacidade da subunidade a de ligar GTP. A nível de proteínas efetoras tem sido 

demonstrado que existem algumas isoformas de adenilato ciclase (AC) que são reguladas pelo 

complexo f3y. O subtipo I é inibido pelo complexo f3y, e os subtipos II e IV são estimulados. O efeito 

estimulatório do complexo f3y sobre o subtipo II e IV da AC é, entretanto, dependente da presença da 

subunidade as, o que confere um papel modulatório à subunidade f3y. Por outro lado, o efeito 

inibitório sobre a AC tipo I não depende da presença da subunidade a, o que demonstra um papel 
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independente da subunidade ~y como elemento ativo na transdução do sinal através da membrana 

plasmática (Müller & Lohse, 1995). 

Pode ocorrer uma produção aumentada de AMPc resultante de uma ativação da Gs por um 

aumento na produção celular de Gs, mutação ou modificação estrutural catalisada por toxina colérica. 

A toxina colérica catalisa a transferência de uma ADP-ribose do NAD para o resíduo de Arg 201 da 

subunidade a da Gs, ativando-a (Spiegel et ai., 1992). 

Por outro lado, o mesmo resultado metabólico (aumento na concentração de AMPc) pode ocorrer 

por diminuição da atividade da Gi. Isso pode ocorrer através de modificações estruturais induzidas 

por toxinas como a toxina pertussis. A toxina pertussis ADP ribosila um resíduo de cisteína da região 

carbóxi-terminal da subunidade a das Gi 1, 2, 3 e Go, resultando no desacoplamento destas proteínas 

G de seus receptores (Spiegel et ai., 1992). 

As proteínas G podem apresentar algumas modificações covalentes que facilitam a associação com 

membrana e com outros componentes do sistema de transdução do sinal (Casey, 1994; Bouvier et ai., 

1995; Mumby & Muntz, 1995; Neer, 1995). Por exemplo, a subunidade y pode ser carboximetilada 

em seu domínio carbóxi-terminal, a subunidade ai pode ser miristoilada ou palmitoilada. Essas 

modificações podem regular a atividade das proteínas G. 

Em função da sua presença em todas as células, certamente serão descobertas muito mais funções 

das proteínas G do que as atualmente descritas e a exploração destes mecanismos de transdução do 

sinal celular abrirá não só novas portas para o entendimento do fenômeno da comunicação celular, 

bem como outras áreas como a farmacologia, serão beneficiadas pelo desenvolvimento potencial de 

drogas que atuem a nível de proteínas G. 
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1.3. AÇÃO DOS NUCLEOTÍDEOS DA GUANINA SOBRE A UNIÃO DE AGONISTAS E 

ANTAGONISTAS GLUTAMATÉRGICOS AOS SEUS RECEPTORES 

V árias evidências da literatura sugerem que os nucleotídeos da guanina (NG) inibem a 

união de ligantes a seus receptores. Por exemplo, os NG inibem a união dos ligantes 

dopaminérgicos D2 (Senogles et al., 1987), opióides (Szucs et al., 1987), ~ adrenérgicos 

(Maguive et al, 1970), colinérgicos muscarínicos (Haga et al., 1986; Raskovsky et al., 1988), 

serotoninérgicos (Peroutka et al., 1979), da substância P (Smith and Hoss, 1985), e do 

neuropeptídeo Y (Widdowson & Halaris, 1990). Além disso, os NG inibem a ligação de agonistas 

e antagonistas glutamatérgicos a seus receptores metabotrópicos e ionotrópicos (Butcher et al., 

1986; Monaghan & Cotman, 1986; Monahan & Michel, 1987; Monahan et al., 1988; Baron et ai., 

1989; Souza & Ramírez, 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 ligação do eH]glutamato em 

membranas sinápticas de cérebro de ratos (Baron et al., 1989). Também existe um estudo 

demonstrando que o GTP-S diminui a ligação do antagonista não-NMDA [3H]CNQX em 

membrana de cérebro de Carassius auratus (Bames et al., 1993). Outro estudo mostra que GTP, 

GDP, GMP, GMP-PNP, e 5' -guanililmetileno-difosfato (GTP-C) inibem a ligação do antagonista 

NMDA eH]TCP na membrana sináptica de cérebro de ratos (Hood et al., 1990). Esses 

nucleotídeos também foram capazes de inibir a ligação do eH]glutamato no sítio NMDA em 

preparações de membranas sinápticas (Monahan et al., 1988) e GMPc, GMP-PNP, GTP e GDP 

se mostraram potentes inibidores da ligação do [3H]AP4, que é um agonista glutamatérgico 

metabotrópico, em membranas sinápticas de cérebro de ratos (Butcher et ai., 1986). Finalmente, a 
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ligação do [3H]kainato foi inibida por NG em preparações de membranas de cérebro de Carassius 

auratus em condições que excluem as proteínas G (Bames et ai., 1993). 

Levando-se em consideração que o GMP e o GMPc não se ligam em proteínas G 

(Bimbaumer, 1990; Silva et al., 1994), e que a ligação dos NG em proteínas G não diminui ou, ao 

contrário, aumenta a afinidade dos antagonistas pelos seus receptores (Gilman, 1987; Schutz & 

Freissmuth, 1992), podemos sugerir que o efeito inibitório dos NG sobre a ligação de agonistas e 

antagonistas glutamatérgicos é exercido pela sua ligação em local extra-proteínas G. 

Existem outros estudos que reforçam a teoria de que os NG atuam em local extra­

proteínas G para diminuir a afinidade do glutamato ou de seus análogos. Primeiro, o GDP-S 

(GDP não hidrolisável), que é impermeável à membrana plasmática, inibe respostas funcionais 

causadas por NMDA como o acúmulo de GMPc, liberação de noradrenalina e aumento do 

influxo de Ca2
+ em células intactas de ratos (Baron et ai., 1989). Segundo, o GDP-S reduz 

correntes elétricas induzidas por NMD A em células ganglionares de retina de ratos (Budson et al., 

1991). Terceiro, usando-se preparações de fatias, nas quais a integridade da célula é mantida, foi 

observado que os NG inibem a estimulação da fosforilação da proteína glial fibrilar ácida induzida 

por glutamato ou pelo agonista metabotrópico ACPD em hipocampo de ratos jovens (Tasca et 

ai., 1995). Como nestes trabalhos foram usadas células íntegras, os NG, que só poderiam ligar-se 

a um sítio localizado na face extracelular da membrana, não teriam acesso ao sítio clássico de 

ligação de NG em proteínas G que está voltado para a face intracelular de membrana. Quarto, os 

NG inibem a ligação do CHJkainato em seus receptores de vesículas e de preparações de 

membrana de cérebro de pintos em condições em que a participação das proteínas G foi excluída 

(Souza & Ramírez, 1991; Paz et ai., 1994). Quinto, foi clonada uma proteína que liga CHJkainato 

em cérebros de pinto. Essa proteína possui uma região que liga NG no domínio extracelular e não 
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intracelular como seria esperado se fosse ligado às proteínas G (Teichberg et al., 1993; Paas et al., 

1996). Portanto, é provável que o efeito inibitório dos NG sobre a ligação do glutamato e de seus 

análogos seja exercida via ligação dos mesmos em um local na face externa da membrana. 

Portanto, é possível que a ligação do glutamato ou de seus agonistas ou antagonistas 

modulada pela ligação dos NG em locais extra-proteínas G seja uma propriedade comum a todos 

os receptores glutamatérgicos. Porém são necessários mais estudos em relação a outros subtipos 

de receptores glutamatérgicos e espécies animais para determinar o mecanismo exato e as 

possíveis implicações fisiológicas desta regulação. 

1.4. POTENCIAÇÃO DE LONGA DURAÇÃO 

A potenciação de longa duração (L TP) é um fenômeno bioelétrico de aumento abrupto e 

sustentado na eficiência da transmissão sináptica, desencadeado pela aplicação de estímulos breves 

e de alta freqüência. Esse fenômeno pode durar várias horas, dias ou mesmo semanas no animal 

intacto (Bliss & Collingridge, 1993) e foi descrito primeiramente na formação hipocampal de 

coelho em 1973 (Bliss & Gardner-Medwin, 1973; Bliss & Lomo, 1973). Posteriormente, a LTP 

foi descrita em todas as vias excitatórias do hipocampo, assim como em muitas outras regiões do 

cérebro (Shen et al., 1994). Existem evidências que a LTP seja um modelo celular possivelmente 

correlacionado à formação de pelo menos alguns tipos de memória (Bliss e Collingridge, 1993; 

Izquierdo, 1993, McEntee & Crook, 1993; Reymann, 1993; Izquierdo & Medina, 1995). 

A L TP é caracterizada por três propriedades básicas: cooperatividade, associatividade e 

especificidade. A cooperatividade diz respeito à existência de um limiar de intensidade para 

indução da L TP por estimulação tetânica, ou seja, para desencadear a LTP é necessário um 

estímulo forte que induza a liberação do Mg2
+ que bloqueia o canal NMDA. Isso só ocorre 

quando várias fibras são ativadas em sincronia por estímulos fortes, de forma cooperativa. A 
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despolarização se espalha entre sinapses vizinhas e diminui o bloqueio do Mg2
+ no canal NMDA. 

A L TP é associativa à medida que um estímulo fraco pode ser potencializado se associado com 

um estímulo forte convergindo para uma mesma via sináptica. Finalmente, a L TP possui 

especificidade de via de aferência, porque estímulos que não são ativos no momento da 

estimulação tetânica não participam da LTP (Bliss & Collingridge, 1993). 

O mecanismo envolvido na indução da L TP na região CAI do hipocampo tem sido o mais 

estudado e será descrito a seguir. Um estímulo de alta freqüência aplicado na fibra colateral de 

Schaffer do hipocampo ou a ativação concomitante desta via neuronal com a despolarização de 

um neurônio piramidal libera o glutamato do terminal pré-sináptico, causando ativação dos 

receptores AMP A e KA e despolarização pós-sináptica. Isso permite a remoção do Mg2
+ do 

receptor NMDA com concomitante influxo de Ca2
+ (Colino & Malenka, 1993). Apesar de 

necessária, a ativação dos receptores NMDA com a elevação da concentração intracelular de Ca2
+ 

não é suficiente para a indução da LTP (Bliss & Collingridge, 1993). Este sinal é amplificado pelo 

influxo de Ca2
+ através do canal de Ca2

+ voltagem-dependente e pela liberação dos estoques de 

Ca2
+ do retículo endoplasmático (Alford et al., 1993). Outro fator importante é a ativação dos 

mGluRs. Esses receptores através da produção de DAG e IP3 e da regulação dos níveis de AMPc 

estão envolvidos na indução ou potenciação da L TP de uma maneira não completamente 

entendida até hoje (Bortolotto et al, 1994). O que se sabe é que tanto o IP3 como os íons Ca2
+ 

que entram pelo canal do NMDA estão envolvidos na liberação do Ca2
+ dos estoques 

intracelulares. Outro fator envolvido é a ativação da PKC (que será abordado com mais detalhes 

adiante) (Pin & Duvoisin, 1995). Pesquisas recentes sugerem que o GMPc (Zhuo et al., 1994) e o 

AMPc (Frey et ai., 1993) estão envolvidos nos estágios inicial e tardio da LTP, respectivamente. 

O mecanismo da expressão da L TP no hipocampo não está completamente esclarecido, mas 

quatro fatores têm sido propostos: ( 1) modificações pré-sinápticas que resultam em aumento da 

liberação de glutamato, (2) modificações pós-sinápticas, tais como aumento no número de 

receptores glutamatérgicos ou uma mudança em suas características funcionais, (3) mudança 

extra-sináptica, tal como redução da captação de glutamato pelas células gliais levando ao 
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aumento deste neurotransmissor na fenda sináptica, ou (4) modificações morfológicas (Bliss & 

Collingridge, 1993). Cada um destes fatores podem ocorrer isoladamente ou, provavelmente, em 

combinação para expressão da L TP. 

A indução da LTP está correlacionada com o aumento da concentração pós-sináptica de Ca2
+. 

Entretanto, como visto anteriormente, esta resposta é mantida em parte por mecanismos pré­

sinápticos. Portanto, um sinal retrógrado deve fazer a ligação entre a indução e a expressão da 

L TP. Recentemente tem sido proposto que o ácido araquidônico poderia facilitar a liberação pré­

sináptica de glutamato agindo como mensageiro retrógrado. Outros mensageiros retrógrados que 

participariam da LTP seriam o óxido nítrico (NO), monóxido de carbono (CO) e fator de ativação 

plaquetária (Bliss & Collingridge, 1993; Stevens & Wang, 1993; lzquierdo & Medina, 1995). 

O sinal de indução da LTP (o aumento da concentração intracelular de Ca2+) é convertido em 

modificações sinápticas persistentes através de muitas enzimas sensíveis ao Ca2
+. Essas incluem 

calpaina, fosfatases (como calcineurina), fosfolipases e proteínas quinases. A maioria dos estudos 

estão voltados para a cascata de fosforilação e, em particular, ao papel das proteínas quinases, 

principalmente a PKC (Bortolotto & Collingridge, 1993). Inibidores desta enzima invariavelmente 

bloqueiam a indução da LTP (Aniksztejn et al, 1992; Bortolotto & Collingridge, 1993). Estas 

proteínas quinases fosforilam proteínas entre elas estariam os receptores AMP A e NMDA (Bliss 

& Collingridge, 1993). 

Outro componente que está envolvido na L TP é a síntese protéica. Isso foi demonstrado pelo 

uso de anisomicina, um composto que inibe a tradução do m.RNA. Se estiver presente no 

momento da estimulação tetânica a anisomicina reduz a duração 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 sítio de síntese protéica (Otani et al., 1989). Esses resultados 

sugerem que a síntese protéica é necessária para manutenção da L TP. 

Em resumo, apesar de se conhecer alguns mecanismos envolvidos na indução da LTP, isto é, 

ativação dos receptores glutamatérgicos NMDA, AMP A, KA e metabotrópicos levando a um 
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aumento da concentração intracelular de Ca2
+, muito pouco se conhece a respeito dos mecanismos 

bioquímicos que levam à manutenção da L TP. 

1.5. MEMÓRIA 

Segundo Shen e colaboradores ( 1994 ), memória é "o processo neuronal através do qual 

experiências adquiridas através do aprendizado são armazenadas e eventualmente evocadas". 

Entretanto, a memória e seus mecanismos intrínsecos intrigam o homem há muito tempo. Um dos 

textos que mais diretamente trata deste assunto são as confissões de Santo Agostinho, que datam 

do século IV D.C., e que comparam a memória a um imenso palácio, onde as recordações se 

escondem em suas inúmeras salas. 

" ... Chego aos campos e vastos palácios da memória onde 

estão tesouros de inumeráveis imagens trazidas por 

percepções de toda espécie. Aí está também escondido 

tudo o que pensamos, quer aumentando quer diminuindo 

ou até variando de qualquer modo os objetos que os 

sentidos atingiram. Enfim, jaz aí tudo o que se lhes 

entregou e depôs, se é que o esquecimento ainda o não 

absorveu e sepultou . ... " 

" ... Quem poderá explicar o modo como elas se formaram, 

apesar de se conhecer por que sentidos foram recolhidas e 

escondidas no interior? " (Santo Agostinho em: 

Confissões, livro X, cap. 8) 

Dezesseis séculos separam esta pergunta feita por Santo Agostinho dos pnmetros 

entendimentos dos mecanismos neurais envolvidos na formação de alguns tipos de memória, que 

veremos em brevidade a seguir. 
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O hipocampo é uma estrutura importante do sistema límbico que está envolvida no 

aprendizado e na memória (Shen et al., 1994). Várias manipulações farmacológicas e bioquímicas 

nesta área afetam a retenção da memória em diferentes tarefas em diversas espécies animais 

(Morris et al., 1986; Shen et al,. 1994; Chou & Lee, 1995; Izquierdo & Medina, 1995; Bemabeu 

et al., 1996). 

Morris e colaboradores ( 1986) mostraram que a administração intra-cérebro-ventricular de 

AP5 em doses que bloqueiam a LTP hipocampal em ratos inibe o aprendizado no labirinto 

aquático de Morris. Diversos autores descreveram que a administração de bloqueadores de canal 

NMDA prejudica várias formas de memória (Izquierdo & Medina, 1995). 

A infusão de AP5, muscimol ou escopolamina no hipocampo, na amígdala ou no septo 

mediai, imediatamente após o treino em uma tarefa de esquiva inibitória, causa amnésia retrógrada 

(Izquierdo et al., 1992, 1993). Efeitos similares foram descritos com infusão intra-hipocampal 

imediatamente após o treino de MCPG (Bianchin et al., 1994). A infusão pós-treino de glutamato 

no hipocampo, na amígdala ou no septo mediai (Izquierdo el al., 1992) ou de ACPD no 

hipocampo (Bianchin et al., 1994) causa facilitação da memória na tarefa de esquiva inibitória em 

ratos. O ACPD antagoniza o efeito amnésico do MCPG quando infundido imediatamente após o 

treino em hipocampo de ratos (Bianchin et al., 1994 ). A infusão intra-cerebral em pintos de 

MCPG ou outro antagonista de mGluRs, L-2-amino-4-ácido-fosfonobutanóico, bloqueia a 

retenção da memória em uma forma de esquiva inibitória (Holscher, 1994). Esses dados sugerem 

que drogas que facilitam a ativação dos receptores glutamatérgicos melhoram a memória, 

enquanto que antagonistas glutamatérgicos prejudicam a memória em muitas espécies animais. 

Além do mais, em algumas doenças neurológicas como Doença de Alzheimer, na qual existe 

déficit de memória, encontramos anormalidades nos neurônios glutamatérgicos e na união do 

glutamato aos seus receptores (Kowall & Beal, 1991). 

Como citado anteriormente, a L TP tem sido considerada a base molecular e 

eletrofisiológica de pelo menos algumas formas de memória. A LTP e a memória se relacionam 

porque ambas possuem algumas características em comum: indução rápida (aquisição), labilidade 
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nos estágios iniciais (consolidação), especificidade para estímulos, manutenção por períodos 

longos na ausência de estimulação, e expressão rápida em resposta ao estímulo original (Bliss & 

Collingridge, 1993; Reymann, 1993; Izquierdo & Medina, 1995). Outra razão pela qual se 

relaciona memória com LTP é que algumas drogas que afetam a L TP, afetam da mesma maneira a 

memória, como será visto a seguir. 

O CO, produzido pela heme oxigenase (HO) (Bemabeu et al., 1995), assim como o NO, 

produzido pela NO sintetase (NOS) (Bliss & Collingridge, 1993) têm sido descritos como 

mensageiros retrógrados necessários para indução da LTP. Baseado nisso, experimentos 

mostraram que as atividades da HO (Bemabeu et ai., 1995a) assim como da NOS (Bemabeu et 

al., 1995b) aumentam no hipocampo imediatamente após o treino em esquiva inibitória em ratos. 

Estes dados sugerem que a produção de CO e NO no hipocampo é importante nos estágios 

iniciais da memória. 

Tem sido estudada a participação de alguns nucleotídeos da guanina e da adenina na LTP e 

na memória. O GMPc tem sido descrito como modulador do aprendizado e da memória 

(Morimoto & Koshland, 1991). A administração pós-treino de dibutiril AMPc facilita a retenção e 

previne a amnésia causada por a.-metil-p-tirosina em camundongos (Chute et al., 1981). Certos 

mutantes de Drosophila com déficits de memória possuem alterações em diferentes passos da 

cascata do AMPc. Esses mutantes revelaram déficits de potenciação pós-tetânica que é um tipo de 

plasticidade celular semelhante à LTP (Zhong & Wu, 1991). Estes dados sugerem o envolvimento 

da cascata do AMPc na plasticidade celular e na memória. O GMPc e o AMPc participam nos 

estágios inicial e tardio da LTP respectivamente (Zhuo et ai., 1994; Frey et ai., 1993). Análogos 

lipossolúveis desses nucleotídeos cíclicos foram injetados pós-treino em uma tarefa de esquiva 

inibitória no hipocampo de ratos. A injeção de 8 Br-GMPc aumentou a memória quando 

administrado imediatamente (O min), mas não quando administrado 180 min após o treino. Por 

outro lado, a infusão de 8 Br-AMPc facilitou a consolidação da memória quando administrado 

180 min mas não O min após o treino (Bemabeu et ai., 1996). Esses resultados indicam que o 

GMPc possui um importante papel nos estágios iniciais da memória, enquanto que AMPc está 
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envolvido nos estágios posteriores da memória. Foi investigada também a participação do GDP-S 

na L TP e domonstrou-se que a injeção deste nucleotídeo no septo dorso lateral bloqueou a LTP 

induzida por estimulação tetânica (Zheng & Gallagher, 1992). Como demonstrado acima, vários 

tratamentos farmacológicos capazes de alterar a L TP também alteram a formação da memória. 

Contudo são necessários estudos mais detalhados para definir precisamente se existe uma relação 

causal entre a memória e este fenômeno eletrofisiológico. 
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li. OBJETIVOS GERAIS 

Levando-se em consideração alguns trabalhos, os quais sugerem que os nucleotídeos da 

guanina podem se unir em local distinto das proteínas G, inibindo a ligação do glutamato ou de 

seus agonistas ou seus antagonistas e que o glutamato é capaz de melhorar a memória em uma 

tarefa de esquiva inibitória, decidimos estudar a interação entre os nucleotídeos da guanina e o 

sistema glutamatérgico em ratos nos seguintes aspectos: 

1) Investigar o envolvimento das proteínas G na inibição da união do eH]glutamato nos seus 

receptores, induzida por NG em membranas sinápticas de cérebro total de ratos. 

2) Investigar o efeito do Mg2
+ sobre a união do eH]GMP-PNP nos seus receptores de membranas 

sinápticas de cérebro total de ratos. 

3) Investigar se o GMP é capaz de inibir a união do [3H]glutamato nos seus receptores em 

membranas sinápticas de uma estrutura cerebral específica de ratos - o hipocampo. 

4) Investigar se o GMP é capaz de reverter uma ação do glutamato in vivo. Para isso escolhemos 

a melhora da memória em uma tarefa de esquiva inibitória induzida pela injeção de glutamato no 

hipocampo. 
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ID. OBJETIVOS DO ARTIGO 1 

O primeiro artigo teve como objetivo principal investigar o envolvimento de proteínas G 

na inibição da união do eH]glutamato induzida por nucleotídeos da guanina. Frações 

enriquecidas em membranas sinápticas obtidas a partir de cérebro de ratos foram pré-incubadas 

com GMP-PNP na presença de Mg2
+ e submetidas a várias lavagens de modo a saturar 

estavelmente o sítio de ligação de NG existente em proteínas G (Tamir & Tolkovsk:y, 1985; Paz 

et ai., 1994). A ligação do GMP-PNP assegura uma ativação estável do sistema de transdução 

associado à subunidade Ga., uma vez que este NG é resistente à atividade GTPásica intrínseca a 

esta subunidade (Paz et ai., 1994). Uma vez saturado o sítio de ligação dos NG em proteínas G, 

supõe-se que qualquer efeito induzido pela adição posterior de NGs deva envolver outros 

mecanismos que não incluem proteínas G. Nesta preparação, a saturação com GMP-PNP dos 

sítios de ligação dos NG em proteínas G foi avaliada pela estimulação da ativiàade adenilato 

ciclásica, bem como pela ausência de estimulação adicional desta atividade pela adição posterior 

deGMP-PNP. 

Também investigamos o efeito do Mg2
+ sobre a união de [3H]GMP-PNP em membrana 

de cérebro de ratos, uma vez que está demonstrado que a união do GMP-PNP em proteínas G é 

dependente de Mg2
+. 
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IV. ARTIGO 1 
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Ne~trochemica/ Research. Vol. 22. No. 2. /997, pp. 181-187 

Effect of Guanine Nucleotides on (3H]Giutamate Binding 
and on Adenylate Cyclase Activity in Rat Brain Membranes 

Maribcl A. Rubin, 1•4 Alan C. Medeiros/ Paula C. B. Rocha,2 Carolina B. Livi,2 Galo 
Ramircz,3 and Diogo O. Souza2 

(Accepted Sepll!ml>er 19, /996) 

GMP-PNP, a non-hydrolyzable analog of GTP binds tightly to G-protein in the presence of Mg 2•, 

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. 
Expcrimcnts carried out with these mcmbranes showcd that GTP, GMP-PNP, GDP-S and GMP 
(! mM) inhibit the sodium-independcnt pH]glutamatc binding by 30-40% [F(4,40) = 5.9; p < 
.001], whercas only GMP-PNP activates adenylate cyclase activity [F(6,42) = 3.56; p < .01 ]. The 
Í!lhibition of sodium-independcnt (lH]glutamate binding occurred in the absence of Mg2•. These 
findings suggt:st that guanine nuclc•.)tidcs may inhibit glutamate binding and activate adenylate 
cyclasc through distinct mechanisms by acting on ditfcrent sites. 

KEY WORI)S: Glutamate; ['H]glutamate-binding; guanine nucleotides; adenylate cyclase; G-proteins. 

INTRODUCTION 

GTP binding proteins (G-proteins) couple cell sur­
facc rcccptors to cellular effectors, modulating cell re­
sponses to externai stimuli. The interaction of agonists 
with their receptors triggers the binding of GTP to G­
protcin, forn1ing 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. lntrinsic 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 íon channels and the 
metabotropic receptors are coupled to G-proteins, which 
modulate the increase in phosphoinositol leveis and the 
decrease in cAMP leveis (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 mGiu 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 eflect can be abolished by the addition o f adenosine 
deaminase or methylxanthines ( 17, 19) pointing to the 
involvernent of adenosine in the stimulation of cAMP 
formation by mGiu receptors (20). 
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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 (I ,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 mate rat forebrain by mech­
anism(s) not related to G-proteins. 

EXPERIMENTAL PROCEDURE 

Suhjecrs. Adult male Wistar rats wen: ubtaincd from our own 
brccding stock and maintained on a 12-h light/12-h dark cych: in a 
constant tempcrature (22°C} colony roorn. Food and water wcre given 
ad libitum. 

!llarerials. L-['ll)glutamic acid (Giu: 50 Ci/mmol), !3;y-lmido[8-
'II)guanosinc 5'-triphosphat~ (('II)GMI'-PNP: 19.2 Ci/mmol) and 
[ 'II)Adcnosinc-3',5'-cyclic-mlmophosphate (cAMP: 23 Ci/mmol) wt:re 
purchased from Amersham, lntcmational, UK; protein kinasc for 
cAMP dett:rmination, guanylyl-imidodiphosphatt: (GMP-PNP), GTP, 
GDP-S and GMP wt:re purchased from Sigma Company or 13oehringer 
Mannheim. Ali other chemicals wen: o f analytical grade and obtained 
from standard commercial suppliers. 

Memhrane Preparations. The membrane fraction was preparcd as 
prcviously dcscribed (25). Briefty, forcbrains were homogenizt:d in 
0.32 M sucrose containing 10 mM Tris/IICI buffer (pll 7.4) and I 
mM MgCI,. The homogenate was ct:ntri fugt:d twicc at 1,000 g for 15 
min, and the final pellet was discarded. Thc supcmatants were poolt:d 
and ccntrifuged at 27,000 g for 30 min. The rt:sulting pellet was lysed 
in lO mM Tris/acetate buffer (pll 7.4) for 30 min and centrifugcd at 
27,000 g for 30 min. This pellet was washed three times in lO mM 
Tris/acctate buiTer (pH 7.4) at 27,000 g for 30 min. Ali steps were 
carricd out ut 4°C. 

Preincuhation with GMP-PNP. The binding o f GMP-PNP to G­
protcins in membranes carried out at temperatures higher than 25°C 
bccomcs stable, reducing lhe tempcrature to lt:ss than I 0°C (31 ). In 
ordcr to saturate G-protein with GMP-PNP, the membrane was prt:in­
cuhatcd in Tris but'ter [25 mM Tris/IICI (pll 7.4), I mM DTT] with 
5 mM MgCI, (and/or I mM EOTA, as specified), with lO J.!M GMP­
PN P m 30°C for 15 min. Control membrane preparations were prein­
cuhated in Tris bufler without GMP-PNP. Membranes were then kept 
at 4°C for 15 min, centrifuged at 27,000 g for 30 min and washed 
thrce times at 27,000 g for 30 min in the same preincubation buffer 
to n:movc unbound and labile bound GMP-PNP (not bound to G­
proteins). The final pellets were used for detemlination of 
['ll)glutamate, ['II]GMP-PNP or ['H)GDP binding, AC activity and 
protein content. 

Stablt' llinding of {'11/GMP-/'NP. Mcmbrunes (100-200 J.lg pm­
tcin) wcre incubated in lhe reaction mixture containing 25 mM 
Tris/IICI hutl'cr (pll 7.4), I mM DTT, 5 mM MgCI, and ('II]GMP­
PNI' at thc concentrations specilied in the figures, at 30°C ti>r 15 
rninutcs. Mcrnhmnes were thcn kepl at 4°C for 15 min, ccntriftrgcd ai 
27,000 g I(Jr 30 min and washed three times by ccntrifugation in the 
s.une prcincuhation butfer to remove unbound and labile hound 
['II]GMP-I'NP. The pellets were processed for radioactivity measure-
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ment as previously described (25). To examine the role of Mg2• in 
binding, ['II]GMP-PNI' binding was also assayed in the presence of 
EDTA (I mM) in arder to remove endogenous Mg2• (Fig. 7). 

{'1/}Giwamate Binding. ['H]glutamate binding was investigated 
according to Rao and Murthy (32). Briefly, membranes submilled to 
preincubation with or without lO J.!M GMP-PNP (100-200 J.lg) were 
incubated in 0.5 ml reaction mixture containing 50 mM Tris/acetate 
buffer (pll 7.4), and 40 nM ['H]glutamate. Jncubation was carried out 
at 30°C for 15 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. 

['liJGMP-PNP and ['HJGDP Binding. ('H]GMP-PNP and 
('H)GDP binding was investigated according to Paz et ai. (29). Briefly, 
membrancs submitted to preincubation with or without 10 J.IM GMP­
I'NP (I 00-200 J.lg) were incubatcd in the reaction mixture containing 
25 mM Tris/IICI buffer (pH 7.4), I mM DTT, 5 mM MgCI2 and 40 
nM ['II]GMP-PNP or ['H]GOP, at 30°C for 15 minutes (['li]GMP­
PNP) or 5 min (['ll)GDI'). Thc reaction was stopped by centrifugation 
at 15,000 g for 2 min. The pellet was carefully and quickly washed 
with icc-cold distillcd water and proct:ssed for radioactivity measure­
ment as described for ['ll)glutamate binding. 

In ali binding expt:riments, nonspecific binding was detcrmined 
by adding 1000 times nonradioactive ligand to the medium in a par­
aliei assay. Specific binding was considered to be the difference be­
tween total binding and nonspecific binding. 

Adenylate Cy--:lase Activity. The AC assay was carried out at 30°C 
as described by Albano et ai. (33). The reaction medium for the AC 
assay conwined 20 mM Tris/llCI (pll 7.4), I mM DTT, lO mM MgCI2 

and I g% albumin. Atler 15 min of membrane incubation in the re­
action medi um, c AMP synthesis was started by adding A TP (final 
concentration I mM), and stopped atler I min by boiling the tubes for 
5 min. Thc tubcs were centri tuged at 12,000 g for 3 min and the 
supematants were used to mt:asure cAMP content by the protein bind­
ing method (34). The stimulation of AC activity by addcd guanine 
nuclcotides (stirnulation ratio) was calculated using the following for­
mula: 

51 i mula! ion r alio = ;,_A:..:C:-=ac::.ti::.v:.:..i ty;_::,i n:....::..t h:.::e...!:p::;re:.:s.:.:en::.:c::.e....:o:-f-=g::.ua::n::.i n::.:e:...:n:.::u:.:c~le:::o.:.:ti:.::des 
AC activity in lhe abscncc of guanine nudcotidcs 

Protein Measurement. Protein was measured according to the 
method of Lowry et ai. (35). 

S/lltistical Anall'sis. The results were analyzed by two-way anal­
ysis o f variancc (ANOVA) and by post hoc analysis carried out using 
the Studcnt-Ncwman-Keuls test or the Student's paired t-test when 
appropriate. 

RESULTS 

Fig. I shows that GMP and GMP-PNP reduced so­
dium-independent PH]glutamate binding by 40% in 
lysed membrane preparations from adult rat forebrain. 
This inhibition occurred in the absence o f Mg2+. We in­
vestigated the effects of guanine nucleotides on gluta­
mate binding in the absence o f sodium, in order to avoid 
the participation of glutamate carriers whose activities 
are sodium dependent. Considering that previous reports 
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Fig. 2. Saturation curve and Scatchard plot (inset) of stable ['H]GMI'­
PNI' binding (aller incubation and three washes). The standard devi­
ation o f 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 
etTect of guanine nucleotides on glutamate binding, and 
not on spccitlc glutamatergic ligands. 

Fig. 2 shows the saturation curve for stable GTP 
binding in G-proteins. From 400 nM pH]GMP-PNP the 
hinding hccomc saturalcd. The spccitically bound radi­
oaclivily was measured atter three washings to lake ad­
vantage of the tàct that lhe 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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Fig. 3. Detcrrnination o f free ['H]GMI'-I'NI' released by washing pro­
cedurcs. After preincubation with 800 nM ['H]GMI'-I'NI', membnmes 
were centrifugcd at 27,000 g for 30 min and the radioactivity in the 
supcmatant was measurcd. Each value is the mean ± SEM o f 3 sep­
arate experiments done in triplicate. S,-S,: supematants after the lirst 
to tourth centritügation. •p < .0001 comparcd to S,(SNK test). 

o f the resulting saturation curve revealcd a single com­
ponent with a dissociation constant (Kd) of 59.5 nM ± 
7.9 nM, and a maximal density of binding sites (Bm .. ) 
of 62.1 ± 6.1 pmol/mg protein. Other readily washable 
GTP-binding sites would not be detected by this pro­
cedure. The efficiency o f the washing procedure was de­
termined by measuring thc amount of PH]GMP-PNP in 
the supematants after preincubation carried out in lhe 
presence of 800 nM PH]GMP-PNP. Fig. 3 shows that 
after three washes no significant amount of free 
PH]GMP-PNP could be detected in the supematants 
[F(3, 11) = 130.3; p < .000 I]. Therefore, the additional 
effects of GMP-PNP preincubation on the parameters 
studied (AC activity and PH]glutamate, [3H]GMP-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 
(3H]GMP-PNP or (3H]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]GMP-PNP and pH]GDP 
binding were obscrved comparcd to lhe control (prein­
cubated without GMP-PNP) (Fig. 4), indicating the pres­
ence of stable GMP-PNP binding sites in G-proteins. 
Stalislical analysis rcvcalcd a significant stimulation of 
AC activity [1(2) = 4.45; p < .05] and inhibition of 
PH]GMP-PNP [1(3) = 3.39; r< .05] and (3H]GDP [t(3) 
= 3.86; p < .05] binding in membranes preincubated 
with GMP-PNP. These data indicate that there is a par-
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GMP-PNP) for AC was 295.4 ± 6X.5 pmul cAMP/mg.min, for 
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Fig. 5. E !Teci o f guanine nucleolidcs (I O f!M GMP-PNP, GDP-S or 
GMP) on stimulalion ratio of AC activity of membranes submilled lo 
diffcrenl preincubation condilions. Each value is the mean ± SEM of 
3-6 separale experimenls donc: in triplicale. •p < .05 whcn compared 
lo GDP-S or GMP in the same preincubalion condilion (Duncan's 
mullip1e range tesl). Va1ues withoul addcd nucleotidcs wcre: 295.4 ± 
óK5 pmo1 cAMP/mg.min in prcincubation without GMP-PNP and 
Mg''; 769.8 ± 217.2 pmol cAMP/mg.min in preincuba1ion with 
GMP-PNP and Mg>+. 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 
atter preincubation was the etfect o f guanine nucleotides 
added during incubation on AC activity (Fig. 5). This 
ctlcct was dependent on the preincubation conditions. 
Statistical analysis of stimulation ratio data (preincuba­
tion X added nucleotide ANOV A) revealed a significant 
nucleotide X preincubation interaction [F(6,42) = 3.56; 
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Fig. 6. E!Tects o f guanine nucleotides (I mM) on sodium-independent 
['1-l]glutamate binding in washed membranes aller preincubation with 
or without lO f!M GMP-PNP. Binding was measured in lhe absence 
of added Mg'•. Each value is the mean ± SEM of 4--5 separare ex­
pcriments done in triplicate. •p < .05 compared to respective control 
group (in the same preincubation conditions). Preincubation wilh 
GMP-PNP inhibits ['ll]glutamate binding when compared to prein­
cubation without GMP-PNP ('p < .0001-Two-way ANOVA). 

p < .O I]. Post hoc analysis (Duncan's multi pie 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 specif1cally blocked by GMP-PNP, we 
checked whether guanine nucleotides would decrease 
(3H]glutamate binding. Fig. 6 shows the effects of I mM 
GTP, GMP-PNP, GDP-S or GMP on sodium-independ­
ent (3H]glutamate binding. Membranes were preincu­
bated as specified in the Experimental Procedure and 
were incubated after washing in the presence o f guanine 
nucleotides and in the absence o f added Mg2+. Statistical 
analysis (two-way ANOV A) revealed a significant main 
effect o f preincubation [GMP-PNP I O ~M orno addition 
o f guanine nucleotide - F( I ,40) == 32.3; p < .000 I] 
indicating that preincubation with GMP-PNP inhibits 
pH]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 < 
.00 I]. Post hoc analysis by the Student-Newman-Keuls 
test revealed that ali nucleotides tested decreased so­
dium-independent (ll-l]glutamate binding. Two-way AN­
OVA showed that the preincubation X nucleotide 
intemction was not significant (F(4,40) == 0.38; p = .81], 
indicating that nucleotides decreased sodium-independ­
ent (3H]glutamate binding regardless of preincubation. 
These results suggest that the saturation of the stable 

38 



Guanine Nuclcotides on jlHJGlutamate Binding 

70 

60 
['HJ GMP-PNP 

.s 50 u O 100 nM ~ .... 40 
o ... ~ 800 nM e 30 
:a e 20 p. 

10 

No Mg"" No MQ"* 5 mt.l Mg" 5 mM Mg ... 

No EOTA 1mW EOTA. No EOTA 1mt.l EOTA 

Prcincubation 

Fig. 7. EITccts o f Mg2• and/or EDTA on 100 nM or 800 nM ['ll]GMP­
PN (> stablc binding, allcr preincubation and washing. Each v alue is 
the mean :!:: SEM of 5 scparate expetiments done in triplicate. Col­
umns that do not share the same lener are ditTerent at p < .OS (SNK 

~ test). 

f 
.//) 

u~ _ sites o f GMP-PNP (in G-proteins) did not affect the in-
] hibitory effects of the guanine nucleotides on sodium­

independent (3H]glutamate binding and this inhihitory 
effect was not dependent on ,Mg2+ addition to the me­
dium. Therefore, ali the guanine nucleotides seem to act 
at sites unrelated to G-proteins. On the other hand, so­
dium-depcndent (in the presence of high sodium con­
centration) (lH]glutamate binding was not significantly 
reduced hy guanine nucleotides (data not shown). In or­
der to determine the role of endogenous Mg1+ in this 
inhibition, we prepared some controls by adding I mM 
EDT A. The addition of EDT A did not modify this in­
hihitory effect (data not shown), reinforcing the hypoth­
esis that Mg2+ does not participate in this process. 

Since ali tested guanine nucleotides displace so­
dium-independent (3H]glutamate binding in the absence 
of added Mg1+ we decided to investiga te whether GMP­
PNP binds to G-proteins in the absence of Mg2+. Figure 
7 presents the stable binding of [3H]GMP-PNP after the 
washing procedure. Statistical analysis (two-way AN­
OV A with the concentration - 100 or 800 nM - f.1ctor 
treated as within-subject factor) showed a significant ef­
tect o f incubation medi um [F(3, 16) = 33.51; p < .00 I) 
and (lii]GMP-PNP concentration [F(I,I6) = 85.12; p < 
.00 I]. When (3H]GMP-PNP concentrations were in­
creased there was a corresponding increase in binding 
regardless of incubation conditions (the incubation -
concentration interaction was not signilicant). The levei 
o f stahlc ['II]GMP-PNP binding was dcpcndent on MgH 
rrcscncc in the incubation medium, being ahnost absent 
in thc rrcsence of EDTA without the addition of Mg2•. 

EDT A per se did not affect the binding of (lii]GMP­
PNP, since additional Mg2+ reversed the effect o f EDT A. 
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This indicated that stable binding of (3H]GMP-PNP (in 
G protein) depends on Mg2+. 

DISCUSSION 

Guanine nucleotides have been shown to inhibit the 
binding of severa! 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 
ou ter si de o f the cell membrane without the involvement 
of G proteins. Studies from óur group have shown that 
guanine nucleotides inhibit the binding ofkainate by act­
ing through the externai 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 ali guanine nucle­
otides studied (GTP, GMP-PNP, GDP-S, or GMP) spe­
cifically inhibited sodium-independent (3H]glutamate 
binding in rat brain membrane preparations. Various 
strategies were used to investigate whether these inhib­
itory effects o f guanine nucleotides on glutamate binding 
involved G-proteins. Ali results obtained indicated that 
the inhibition of (3H]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 Mg2+ in order to obtain a stable binding 
of GMP-PNP (resistant to washing), which did not per­
mil 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 o f GTP, GMP-PNP, or 
GDP-S to the medium still inhibited sodium-independent 
(3H]glutamate binding (Fig. 6). Second, the inhibitory 
action of GMP on sodium-independent (3H]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 (311]glutamate binding by 
GMP observed in the present study could not be allrib­
uted to an effect on G-protein. Third, lhe 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 Mg2+ (2,39-42); however, it was observed 
that the inhibition of sodium-independent (31-l]glutamate 
binding caused by guanine nucleotides was maintained 
in the absence of Mg2+ (Figs. I and 6). Ali of these 
results suggest that the inhibition of (31-I]glutamate bind­
ing by guanine nucleotides could be exerted through 
rnechanisms 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 glutarnate-binding proteins, such as iono­
tropic and metabotropic glutamate receptors, in the pu­
tative extracellular domain. This contrasts to the 
obligatory intracellular location for G-protein coupling 
(36,43,44). ' 

In lhe present study, preincubation with GMP-PNP 
in the presence ofMg2+ maintained AC activity stimulated 
even after exhaustive washings (Figs. 4 and 5). However, 
this preincubation does not modify lhe ability of different 
guanine nucleotides to displace sodium-independent 
PH]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, (3H]glutamate binding was inhib­
ited by ali l:,'Uanine nucleotides tested. These results 
suggest that the effects o f guanine nucleotides on AC ac­
tivity and on glutamate binding are mediatcd by distinct 
mechanisms. This observation corroborares our previous 
studies, where a clear distinction between thc effects of 
l:,'llanine nucleotide on [31-l]kainate binding and adenylate 
cyclase activity was demonstratcd 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 serão apresentados alguns dados de padronização da técnica e alguns 

resultados que estão como "resultados não mostrados" referentes ao artigo publicado no 

Neurochemical Research. 

V.l. Estudo da pureza do [3H]glutamato 

Com o objetivo de determinar a pureza do eH]glutamato usado nos experimentos, uma 

amostra de eH]glutamato foi submetida a cromatografia em camada delgada e foi contada a 

radioatividade das frações em cintilador. O resultado está na figura V.1, onde pode ser 

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

eH]glutamato usado nos experimentos. 

V.2. Curvas de concentração de proteína para o estudo da união do CH]glutamato sódio­

independente e dependente 

Com o objetivo de padronizar a melhor concentração de proteína para o estudo da 

ligação do eH]glutamato em membranas sinápticas rompidas de cérebro de ratos, concentrações 

de 100, 200, 400, 500, 600, 800 e 1000 !J.g de proteína foram incubadas com 40 nM de 

[
3H]glutamato na ausência ou na presença de alta concentração de sódio. As preparações foram 

incubadas e medida a união de [ 3H]glutamato conforme descrito no artigo 1 . Os resultados 

destas curvas de concentração de proteína estão na figura V.2, onde podemos observar que a 

maior ligação de [3H]glutamato tanto sódio-independente como dependente, em pmoVmg de 
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proteína, ocorre nas concentrações entre 100 e 200 ~g de proteína. Com estes resultados a 

concentração de proteína para o estudo da união de CHJglutamato foi padronizado em 100-200 

~g. 

V.3. Efeito dos NG sobre a união do eH]glutamato sódio-dependente 

Usando-se as preparações de membrana pré-incubadas com ou sem GMP-PNP testamos 

o efeito de GMP, GDP-S, GMP-PNP ou GTP (1 mM) sobre a ligação de 40 nM de 

CH]glutamato sódio-dependente (na presença de 150 mM de NaCl). A união de CHJglutamato 

na presença de alta concentração de sódio ocorre principalmente nos sítios de recaptação deste 

aminoácido. O método usado neste experimento está descrito no artigo 1. O resultado do efeito 

dos NG sobre a ligação do [3H]glutamato sódio-dependente está na figura V.3. A análise 

estatística (ANOVA de duas vias) revelou que não ocorreu efeito da pré-incubação 

[F(1,40)=2,135; p>0,1] nem da adição dos nucleotídeos [F(4,40)=0,44; p>0,7] indicando que 

nem a pré-incubação, nem os nucleotídeos afetaram a união do CHJglutamato nos sítios de 

recaptação desse aminoácido. 

V.4. Efeito do GTP sobre a união do eHJglutamato sódio-independente na presença de 

EDTA 

Usando-se as preparações de membrana pré-incubadas, na ausência de EDTA, com ou 

sem GMP-PNP testamos o efeito de GTP (1 mM) sobre a união do CH]glutamato sódio­

independente na presença de EDTA (1 mM). O método usado nesse experimento está descrito 

no artigo 1. O EDT A foi usado para impedir um possível efeito dos íons Mg2
+ endógenos. 

Portanto, o EDT A impede que o GTP se una em proteínas G, uma vez que para isso 
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acontecer seria necessária a presença de Mg2
+ (Gilman, 1987). O resultado do efeito do GTP 

sobre a união de 40 nM de eH]glutamato na presença de EDTA está na figura V.4. A análise 

estatística (ANOVA de duas vias) revelou que ocorreu efeito da pré-incubação [F(l,l2)=21,62; 

p<0,01] indicando que a pré-incubação com GMP-PNP diminuiu a união do eH]glutamato na 

presença de EDTA. Foi observado, também, efeito do GTP [F(1,12)=5,81; p<0,05] mas não 

interação entre pré-incubação e GTP [F(1,12)=0,49; p>0,40] indicando que o GTP diminuiu a 

união do eHJglutamato sódio-independente na presença de EDT A, independentemente da pré­

incubação com ou sem GMP-PNP. Esses dados corroboram aqueles encontrados no artigo 1 

que demonstram que os NG se ligam em sítio extra-proteínas G para diminuir a união do 

eH]glutamato sódio-independente. 

V.5. Curva de união do CH]GMP-PNP em todos os sítios 

Com o objetivo de investigar os sítios de ligação do [3H]GMP-PNP nas membranas 

sinápticas, concentrações variadas de [3H]GMP-PNP foram incubadas com membrana e medida 

a união conforme descrito no artigo 1. A figura V. 5 mostra a curva de saturação da união do 

[
3H]GMP-PNP em todos os sítios, isto é, em proteínas G e extra-proteínas G. Como pode ser 

observado, a partir de 400 nM de eH]GMP-PNP a união toma-se saturável. A análise de 

Scatchard da curva de saturação revelou dois sítios de ligação, um sítio com alta afinidade (Kd 

12 ± 4 nM e Bmáx 26 ± 8 pmol/mg de proteína) e outro com baixa afinidade (Kd 230 ± 25 nM e 

Bmáx 80 ± 12 pmol/mg de proteína) do ligante pelos seus receptores. Provavelmente, o sítio de 

alta afinidade seja em proteínas G, enquanto que o sítio de baixa afinidade seja extra-proteínas 

G. 
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V.6. Curva de união do eH]GMP-PNP em sítios extra-proteínas G 

Com o objetivo de investigar a união do CHJGMP-PNP nos sítios extra-proteínas G, 

membranas sinápticas foram pré-incubadas com 10 J.!M de GMP-PNP para saturar os sítios de 

união deste NG em proteínas G. A seguir, a preparação foi incubada com concentrações 

variadas de eH]GMP-PNP e medida a radioatividade conforme descrito no artigo 1. A figura 

V.6 mostra a curva de saturação da união do [3H]GMP-PNP em sítios extra-proteínas G. Como 

pode ser observado, a partir de 400 nM de eH]GMP-PNP a ligação toma-se saturável. A 

análise de Scatchard da curva de saturação revelou apenas um sítio de ligação, com constante de 

dissociação (Kd) de 1 O 1 ± 22 nM e Bmáx de 77 ± 13 pmollmg de proteína. 
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Figura V. 1. Cromatografia do eH]glutamato para verificação da sua pureza. O [3H]glutamato foi 
submetido a cromatografia em camada delgada em sílica gel. Esta foi cortado em frações de 0,5 em, e 
contada a radíoatividade em cintilador. Os dados são de um experimento representativo. 
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Figura V. 2. Curvas de concentração de proteína para o estudo da ligação do eHJglutamato sódio­
independente e dependente. 40 nM de eHJglutamato foi incubado na presença de diferentes 
concentrações de membrana sináptica rompidas e na ausência (Na+ -independente) ou na presença (Na+­
dependente) de 150 mM de sódio. A medida da ligação do eHJglutamato foi conforme descrita no artigo 
1. Os dados são de um experimento representativo repetido 4 vezes com resultados semelhantes. 
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Figura V. 3. Efeito dos nucleotídeos da guanina (1 mM) sobre a união de 40 nM de eHJglutamato 
sódio-dependente (150 mM de NaCI) em membranas pré-incubadas com ou sem 10 J.tM de GMP-PNP. A 
incubação e a medida da união do CHJglutamato foi conforme descrito no artigo 1. Os dados são os 
valores de média + erro padrão médio de 4 experimentos independentes feitos em triplicata. 
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Figura V. 4. Efeito do GTP sobre a união do [3H]glutamato sódio-independente na presença de EDT A, 
em membranas pré-incubadas com ou sem 1 O J.!M de GMP-PNP. A pré-incubação foi feita na presença 
de Mg2

+ e ausência de EDTA. A incubação foi realizada na presença de 50 mM de Tris/acetato (pH 7,4), 
1 mM de EDTA e 40 nM de [3H]glutamato. Os dados são os valores de média + erro padrão médio de 4 
experimentos independentes feitos em triplicata. * p<0,05 em relação ao respectivo grupo controle (na 
mesma condição de pré-incubação).# p<0,01 em relação ao controle pré-incubado sem GMP-PNP. 
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Figura V. 5. Curva de saturação e Plot de Scatchard (gráfico inserido) da união do [3H]GMP-PNP na 
membrana sináptica. A membrana sináptica foi incubada com concentrações variadas de [3H]GMP-PNP 
na presença de 25 mM de Tris!HCI (pH 7,4), 1 mM de DTT e 5mM de MgCh, por 15 minutos a 30°C. A 
reação foi interrompida por centrifugação e a ligação foi medida conforme descrito no artigo 1. Os dados 
são valores médios de 4 experimentos independentes feitos em triplicata (o desvio padrão de cada ponto 
foi menor do que 15%). 
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Figura V. 6. Curva de saturação e Plot de Scatchard (gráfico inserido) da união do eH]GMP-PNP nos 
sítios extra-proteínas G na membrana sináptica. A membrana sináptica foi pré-incubada com 1 O !-1M de 
GMP-PNP, lavada 3 vezes, incubada com concentrações variadas de [3H]GMP-PNP na presença de 25 
mM de Tris/HCI (pH 7,4), 1 mM de DTT e 5mM de MgC}z por 15 minutos a 30°C. A reação foi 
interrompida por centrifugação e a união foi medida conforme descrito no artigo 1. Os dados são valores 
médios de 4 experimentos independentes feitos em triplicata (o desvio padrão de cada ponto foi menor do 
que 15%). 
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VI. OBJETIVOS DO ARTIGO 2 

No primeiro artigo verificamos que os NG (incluindo o GMP) diminuiram a união do 

[
3H]glutamato sódio-independente em membranas sinápticas rompidas de cérebro total de ratos 

(portanto in vitro ), e que os NG unem-se, provavelmente, em local extra-proteínas G para 

exercer essa acão. O segundo artigo teve os seguintes objetivos: 1) Investigar se o GMP 

também é capaz de inibir a união do eH]glutamato em membranas sinápticas rompidas de uma 

estrutura cerebral específica- o hipocampo; 2) Investigar se o GMP é capaz de reverter uma 

ação do glutamato in vivo. Para isso, escolhemos a melhora da memória em uma tarefa de 

esquiva inibitória induzida pela administração de glutamato no hipocampo de ratos. Esse efeito 

comportamental induzido por glutamato foi descrito por Izquierdo e colaboradores (1992). Nós 

decidimos testar a ação do GMP in vivo para verificar se existe uma correlação entre os 

resultados encontrados in vitro e a resposta comportamental, portanto in vivo. Neste artigo foi 

escolhido o hipocampo porque a administração de drogas nesta estrutura pode alterar a memória 

em uma tarefa de esquiva inibitória (Izquierdo et al., 1992; 1993; Shen et ai., 1994; Izquierdo & 

Medina, 1995; Bernabeu et al., 1996). 
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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 levei. In the present investigation we 
demonstrate that intrahippocampal co-administration o f 
GMP (guanosine 5'-monophosphate) reverses the facili­
tatory effect of glutamate on the inhibitory avoidance 
learning paradigm and inhibits [lH]glutamate binding 
in hippocampal synaptic plasma membranes. These 
results suggest that guanine nucleotides may modulate 
glutamate actions. 

Key Words: Learning; Memory; Gluramare; GMP; 
[3H]gluramate binding; L TP 

lntroduction 

Glutamate has been described as a neurotrans­
mitter playing a pivotal role in learning and memory. 
Pharmacological manipulation by intrahippocampal 
or intracerebrovemricular administration of gluta­
mate agonists or amagonists during the consolidation 
period induces improvemem and impairment of in­
hibitory avoidance performance, respectively. 1-4 The 
facilitatory action of glutamate on memory has been 
correlated with the concomitam induction of long­
term potentiation (LTP) in the hippocampus and 
other brain structures.5 Indeed, a large body of phar­
macological evidence shows that administration of 
NMDA, non-NMDA and metabotropic glutamate 
amagonists or GABA agonists at doses that interfere 
with LTP induction impair memory.5 

Guanine nucleotides inhibit NMDA-specific 
glutamate binding in rat forebrain6 and kainate 
binding in chick cerebellum and tectum opticum.7·8 

Funher evidence for antagonism of guanine nucleo­
tides in the glutamatergic system comes from the 
demonstration that they inhibit the stimulation of 
GFAP phosphorylation by glutamate,9 the whole-cell 
current responses to glutamate agonists, 10 the 
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NMDA-elicited elevation of cyclic GMP leveis in 
neonatal rat cerebellar slices, the release of [3H]nor­
epinephrine (NE) in prelabelled superfuscd hippo­
campal slices and the clevation of cytosolic calcium 
in culturcd rat forcbrain neurones. 11 Funhermore, 
GDP-S block quinolinic acid-induced seizures in 
micc, supponing the view that thcv are able to reverse 
the behavioural cffects of glutamatc. 1ê In the present 
study we investigated the effect of a guaninc 
nucleotide (GMP) on glutamate-induced improve­
ment of inhibitory avoidance performance. 

Materiais and Methods 

Male Wistar rats (230-250 g) were housed five to 
a cage on a natural day/night cycle at a temperature 
of 2l°C with water and standard lab chow (Guabi, 
Santa Maria, RS, Brazil) ad lib. Membranes from the 
hippocampus were prepared as previously described. 8 

[ 3H]Glutamate binding was carried out according 
to Rao and MurthyY Briefly, membranes were incu­
bated in 0.5 ml of a reaction mixture comaining 
50 mM Tris/acetate (pH 7.4), 40 nM [3H]glutamate 
and GMP (0-1000 f,LM). After incubation at 30°C for 
15 min the reaction was stopped by cemrifugation at 
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Modu/ation of glutamate functions by GMP 

27 000 x [BI]g for 30 min. The pellet was quickly and 
carefullv washed with ice-cold distilled water. SDS 
(0.1%) . and scimillation liguid were aJded to the 
resulting pellet and radioactivity was determined with 
a Beckman scimillation spectrometer. Non-specific 
binding was determined by adding 40 f..I.M non­
radioactive glutamate to the medium in a parallel 
assay. Sodium-dependent [3H]glutamate binding was 
assayed as abo\·e. except that 150 mM sodium acetate 
was addcd to the incubation medium. The method 
of Lowry et .d13 was used for protein determination. 

For behavioural experimems, rats were implanted 
under thionembutal anaesthesia (30 mg kg-1, i.p.) with 
a 27-gauge guide cannulae aimed 1 mm above the 
CA 1 region o f the dorsal hippocampus at coordinates 
A -4, L 3.0, V 2.0, according to the atlas of Paxinos 
and Watson. 14 Four days after surgery, the animais 
were trained in the step-down inhibitory avoidance 
task, returned to rheir home cage and tested for reten­
tion 24 h !ater. The apparatus consisted of a 25 x 25 
x 35 em box with a grid floor whose lcft portion was 
covered by a 7 x 25 em platform, 2.5 em high. The 
rat was gemh- placcd on rhc pbtform facing the rear 
left comer, and when the rat stepped down with ali 
four paws on the grid, a 3 s 0.4 mA shock was applied 
to the grid. 15 Immediately after training, the animais 
were injected with 0.5 f.J.l of 200 mM phosphate buffer 
(pH 7.4), GMP (5 mg ml- 1 in P04 buffer), L-gluta­
mar.e (10 mg m]- 1 in P04 buffer) or L-glutamare plus 
GMP. Thc injection was carricd out using 30-gauge 
cannulae that were fitted imo the guide cannula, with 
the tip of thc infusion cannulae protruding 1.0 mm 
beyond that of the guide cannulae, and therefore 
aimed at CA 1 in the dorsal hippocampus. T est step­
down latencv was taken as a mcasurc of retemion. 
lnjcction placemcms were histologically verificd as 
dcscribcd elscwherc. 1 Only data from the animais 
with correct cannula placemem were analvsed. 

Behavioural data were submittcd to two-wa\ 
ANOVA (GMP or PO,) factor x (glutamate or PO~) 
facto r. 

Results 

Figure 1 shows rhe dose-dependem inhibitory 
effect of GMP on sodium-independent [3H]glutamate 
binding. Sodium-dependem [3H]glutamate binding 
was not affected by addition o f the nucleotide (data 
not shown). GMP inhibited 50% of the glutamatc 
binding. 

Statistical analysis of test step-down latencies re­
vealed a significam main effect of glutamate admin­
istration (F(1,52) = 6.63; p < 0.05) and a significant 
GMP x glutamate imeraction (F(l,S2) = 4.34; p < 
0.05; Fig. 2). lmrahippocampal glutamate adminis­
tration caused an increase in the test step-down laten-
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FIG. 1. GMP inhibition of specific [3H}glutamate binding. The results 
are expressed as percentage of contrai specif1c [3H}glutamate 
binding. The results are from one representauve expenment of four 
separate experiments each run in triplicate. The value without 
guanine nucleotide (100%1 was 1.8 :t 0.5 pmol mg-1 of protein (mean 
=s.e.m.l. 

cies. Furthermore, the significam imeraction indi­
cated that GMP was able to reverse the glutamate­
induced behavioural cffect. lt is importam to poim 
out that no significam effect of GMP administration 
was observcd. indicating that the nucleotide had no 
effect per se. The results obtaincd from the behav­
ioural analysis agreed with those obtained in the 
binding studies. 

Discussion 

lntrahippocampal administration of GMP inhib­
ited the glutamate-induced improvemem of inhibi­
tory avoidance performance of adult rats, as well as 
[ 3H]glutamate binding to synaptic plasma mem­
branes. Various studies have demonstrated that 
guanine nuclcotides reverse the binding of glutamate 
or its agonists and ccll responscs to the activation of 
the glutamatcrgic svstem. 5- 10 However. to our knowl­
edge. onlv one studv has dcmonstrated such an imer­
action zn vivo. using GDP(3S to block guinolinic 
acid-induced convulsions. 11 This amiconvulsam 
action of guanine nucleotides was attributed to a 
putative action at an extracellular site, probablv at 
the NMDA receptors, since a significam displace­
mem of NMDA binding sites was obtained with 
these nucleotides. 11 This inhibitory action on NMDA 
receptors is consistem with our neurochemical find­
ings, which revealed that GMP reduced [3H]gluta­
mate binding, and may help explain the presently 
obsen'ed reversal by glutamate of behavioural actions 
in the inhibitorv avoidance test, since systemic 
and imrahippocampal administration of amagonists 
of NMDA receptors hinders memory for diverse 
behaviours in rats.i.2•5 On the other hand, the decrease 
in binding affinity in the presence of guanine 
nucleotides, namely GTP analogues, is characteristic 
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IG. 2. Etfect of glutamate or GMP on the inhibitory avoidance task 
performance of adult rats. Data are mean :!: s.e.m. for 14 animais 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. 16 The parricipation 
of G-proteins in the inhibition of glutamate binding 
bv GMP observed here cannot, therefore, be 
e~cluded. However, it seems fairlv unlikelv that GMP 
exerted its behavioural effects . through. G-protein 
imeraction, for two reasons: first, GMP does not 
promptly cross membranes and could not have 
access to G-protein (the classical effects of guanine 
nucleotides on membranc transduction systems 
are exerrcd from inside thc membrane). Second, 
it has not becn reportcd whcthcr GMP intcracts 
with G-proteins. 7·s Guaninc nuclcotidc inhibition 
of [3H)kainatc binding in chick tcctum opticum, 
ccrebcllum and goldfish brain through a mechanism 
that does not involvc G-proteins has reccntly been 
reported. 17 Furthermore, thc major [3H]kainate 
binding protein from chick brain has been cloned, 
and a guaninc nucleotidc binding region has been 
idemificd in thc putative extraccllular amino-terminal 
domain. 1 ~ Thesc results suggest a possible direct 
modulatory role for cxtraccllular guanine nucleotides 
at thc glutamate binding sites, but whether these 
modulatory sites are endogenously involved in the 
presently obscrved behavioural results remains to be 
determined. 
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The facts that GMP inhibited glutamate binding 
to membranes and that glutamate antagonists have 
been reported to hinder memory per sel-1 make it 
difficult to explain why GMP had no behavioural 
effect per se when administered in vivo. Considering 
that 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 
inhibirory avoidance memory of rats. Although thc 
binding results do not necessarily imply a direct role 
for GMP as a glutamate amagonist, it is tempting to 

propose such a role in the behavioural alterations 
observed. 
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VIII. DISCUSSÃO E CONCLUSÕES 

Vlll.l. ARTIGO 1 E ANEXO DO ARTIGO 1 

I. Os NG testados ( GMP, GDP-S, GTP e GMP-PNP) foram capazes de diminuir a união 

do [3H]glutamato sódio-independente em membranas de cérebro de ratos adultos na ausência de 

GMP-PNP na pré-incubação (figuras I e 6 - artigo I). Esse resultado confirma dados da 

literatura que descrevem que os NG são capazes de diminuir a união do glutamato ou de seus 

análogos em várias espécies animais (Butcher et al., I986; Monaghan & Cotman, I986; Murphy 

et al., 1987; Monahan et al., I988; Baron et al., 1989; Hood et al., 1990; Souza & Ramírez, 

199I; Willard et al., 199I; Barnes et al., 1993; Gorodinsky et al., 1993; Paz et al., I994; !barra 

& Ortega, 1995). Entretanto, um fato interessante em relação a esse resultado é que o GMP, 

que não está descrito que se una em proteínas G, também foi capaz de inibir a união do 

eH]glutamato, sugerindo que este efeito talvez não envolva proteínas G. 

2. Submetemos a preparação de membranas celulares obtidas de cérebro de ratos à pré­

incubação com GMP-PNP na presença de Mg2
+ de modo a saturar o sítio para NG em proteínas 

G, o que acarreta a ativação permanente deste sistema de transdução. A ativação de proteínas G 

foi demonstrada pelo fato de que, nesta preparação, a AC estava ativada (figura 4 - artigo 1). 

Outra comprovação da ativação de proteínas G com o tratamento descrito foi que a adição 

posterior de GMP-PNP, GDP-S e GMP se mostrou incapaz de ativar a AC, ao contrário da pré­

incubação sem GMP-PNP, em que a adição posterior deste nucleotídeo foi capaz de ativar a AC 

(figura 5- artigo 1), provavelmente, pelo mecanismo clássico do GTP se unir em proteínas Gs 

57 



e ativar o efetor para formar o segundo mensageiro (AC). Outra evidência da ativação de 

proteínas G foi o fato de que nessa preparação a união de CHJGMP-PNP e do CH]GDP-S 

diminuiu aproximadamente 35% (figura 4- artigo 1) indicando que pelo menos parte dos sítios 

de ligação destes nucleotídeos estavam ocupados pelo GMP-PNP da pré-incubação. Estes 

provavelmente são os sítios ligados às proteínas G. 

3. Na preparação de membrana submetida a pré-incubação com GMP-PNP na presença 

de Mg2
+, portanto com as proteínas G ativadas, a união do CH]glutamato sódio-independente se 

apresentou diminuída em relação à pré-incubação sem GMP-PNP (figura 6- artigo 1), indicando 

que esse nucleotídeo ao se unir em proteínas G diminuiu a união do glutamato a seus receptores. 

O resultado confirma os dados da literatura que mostram que o GTP, ao se ligar em proteínas 

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

4. Na preparação citada no item 3, a adição dos NG foi capaz de diminuir ainda mais a 

união do CH]glutamato sódio-independente em relação ao controle, submetido à mesma pré­

incubação (figura 6- artigo 1). O resultado sugere que os NG se ligam em local extra-proteínas 

G para ter este efeito, uma vez que as proteínas G já estavam ativadas e, portanto, saturadas 

com GMP-PNP. Em relação a esse resultado é interessante observar que o GMP, que não está 

descrito que se una nas proteínas G, também foi capaz de inibir a união do CH]glutamato, 

sugerindo, mais uma vez, que tal efeito talvez não envolva proteínas G. 

5. A presença de Mg2
+ é fundamental para que ocorra a ativação de proteínas G por 

NG. Em função disso, testamos o efeito do Mg2
+ sobre a união do CH]GMP-PNP em proteínas 
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G. Para tal, medimos a união do eH]GMP-PNP na presença ou ausência de Mg2
+ após várias 

lavagens. Isto possibilita a união deste nucleotídeo apenas em proteínas G. Como pode ser 

observado na figura 7 do artigo 1, à medida que diminui a concentração de íons Mg2
+ no meio 

de incubação (pela falta de adição destes íons e/ou pela adição de EDTA) também diminui a 

união do eH]GMP-PNP. Com esse resultado, podemos concluir que qualquer efeito dos NG 

sobre a união do glutamato na presença de EDT A não envolve o sítio de ligação desses 

nucleotídeos em proteínas G. 

6. Na experiência em que testamos o efeito dos NG sobre a união de [3H]glutamato 

sódio-independente realizada na ausência de Mg2~ no meio de incubação (figura 6 - artigo 1) os 

NG poderiam, mesmo assim, unirem-se nas proteínas G, uma vez que poderiam existir íons 

Mg2
+ endógenos. Para excluir essa possibilidade, foi testado o efeito do GTP sobre a ligação do 

eH]glutamato sódio-independente na presença de 1mM de EDTA (portanto, na ausência total 

de Mg2+) utilizando-se as preparações pré-incubadas como descrito no item 3. A união do 

[
3H]glutamato na presença de EDTA na preparação pré-incubada com GMP-PNP, apresentou­

se diminuída em relação à pré-incubada sem GMP-PNP (figura V.4 - anexo do artigo 1). Isso 

indica que este nucleotídeo ao se unir em proteínas G diminuiu a união do glutamato nos seus 

receptores, mesmo na ausência de Mg2
+ na incubação. O GTP também diminuiu a união do 

[
3H]glutamato na presença de EDT A independentemente da pré-incubação. O fato do GTP 

diminuir a união do [3H]glutamato, mesmo na ausência de Mg2
+, confirma os dados 

apresentados anteriormente de que tal nucleotídeo se une em sítio extra-proteínas G para 

modular a ligação do glutamato nos seus receptores, uma vez que na presença de EDT A os íons 

Mg2
+ endógenos são quelados e o GTP não se une em proteínas G. 
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7. A união do CH]glutamato sódio-dependente não foi alterada pela pré-incubação com 

GMP-PNP nem pela adição dos NG (figura V.3 -anexo do artigo 1). Tal resultado sugere que 

nem a pré-incubação nem os NG são capazes de afetar a união do glutamato ao seu sítio de 

recaptação em membrana sináptica de cérebro de ratos. 

8. Quando medimos a união do [3H]GMP-PNP em membranas sinápticas podemos 

observar que a ligação é dependente da concentração do ligante e saturável (figura V.5 -anexo 

do artigo 1). O gráfico de Scatchard mostra pelo menos dois sítios de ligação do GMP-PNP. 

Com o objetivo de caracterizar esses sítios, a união do [3H]GMP-PNP foi medida após várias 

lavagens para retirar o excesso de ligante radioativo. Como mostrado na figura 2 do artigo 1, o 

gráfico de Scatchard mostra um único sítio de ligação (ou um único conjunto de sítios) 

provavelmente em proteínas G, uma vez que o mesmo procedímento manteve a adenilato ciclase 

ativada (figura 4 - artigo 1). O outro sítio foi caracterizado usando-se a preparação de 

membrana submetida a pré-incubação com GMP-PNP (não radioativo) e foi medida a união do 

eH]GMP-PNP nessa preparação. Como mostrado na figura V.6 (anexo do artigo 1), existe 

apenas um sítio de ligação que, provavelmente, é extra-proteínas G uma vez que o sítio de união 

em proteínas G estava saturado com o GMP-PNP usado na pré-incubação. 

VIII.2. ARTIGO 2 

1. O GMP diminuiu a união do eH]glutamato em hipocampo de ratos in vitro (figura 1 -

artigo 2). Tal resultado mostra um efeito modulatório dos nucleotídeos da guanina sobre o 
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sistema límbico, que está envolvido no aprendizado e na memória (Shen et al., 1994). Portanto, 

o GMP poderia alterar as funções mediadas por glutamato no hipocampo, inclusive a memória. 

2. O GMP reverteu o efeito facilitatório sobre a memória induzido por glutamato in vivo 

em uma tarefa de esquiva inibitória (figura 2 - artigo 2). Esse resultado pode estar relacionado 

com a inibição da união do eHJglutamato in vitro por GMP, sendo portanto o correlato 

comportamental das alterações verificadas in vitro. Embora tais resultados não nos permitam 

esclarecer o mecanismo molecular exato pelo qual o GMP interfere na melhora da memória 

induzida por glutamato, algumas especulações podem ser feitas. Uma hipótese seria que o GMP 

poderia interagir com algum sítio extracelular e impedir a união do glutamato nos seus 

receptores. Essa hipótese é sustentada pelas seguintes evidências: primeiro, o GMP injetado in 

vivo, portanto em tecido intacto, provavelmente não atinge o espaço intracelular, o que 

impossibilita a união com proteínas G, que interagem com NG intracelularmente; segundo, não 

está descrito que o GMP se una a proteínas G. A correlação entre os resultados encontrados 

com os NG in vitro e em células intactas já foi descrita por outros autores. Assim, o GDP-S foi 

capaz de bloquear convulsões induzidas por ácido quinolínico ( agonista glutamatérgico no 

receptor NMDA) em camundongos (Baron et al., 1989), bem como de reduzir respostas 

fisiológicas produzidas por NMDA, KA e quisqualato em células de retina de ratos (Budson et 

al., 1991). Nesses dois trabalhos, assim como no presente estudo, os autores sugerem que os 

NG atuam no lado de fora da célula, portanto sem envolver o sítio de união desses nucleotídeos 

em proteínas G. 
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Vlli.3.GERAL 

Os resultados desse estudo sugerem que em cérebro de ratos adultos os NG se unem, 

pelo menos em parte, em local extra-proteínas G e com isso, diminuem a união do 

eH]glutamato a seus receptores de membranas sinápticas in vitro, assim como bloqueiam o 

efeito estimulatório do glutamato sobre a memória. Isso abre caminho para investigarmos o 

mecanismo preciso e o significado fisiológico e patológico da interação dos NG com esse novo 

sítio. Caso os NG sejam liberados para o fluido extracelular, eles poderiam atuar como agentes 

protetores endógenos contra danos excitotóxicos causados pelo glutamato. Até o momento, 

não existem evidências da liberação e da presença dos NG no meio extracelular, apesar de 

algumas vesículas sinápticas armazenarem nucleotídeos da adenina e da guanina (Zimmermann, 

1994). Durante a anóxia, os níveis de nuclectídeos da adenina aumentam 30 a 100 vezes no 

meio extracelular (Hagberg et ai., 1987), porém, como os NG podem ser co-armazenados com 

os nucleotídeos da adenina, os NG também poderiam estar aumentados no meio extracelular. 

Portanto, o tecido nervoso está exposto a alta concentração de nucleotídeos purinérgicos em 

condições de insultos como hipóxia, tumor cerebral maligno ou após trauma. Sabemos que a 

morte celular causada pela isquemia, por exemplo, é mediada pela liberação de grande 

quantidade de glutamato com conseqüente dano excitotóxico (McEntee & Crook, 1993; Lipton 

& Rosenberg, 1994). Como a concentração 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 união do glutamato e, conseqüentemente, a morte de mais células. O papel dos 

NG estimulando respostas fisiológicas foi sugerido por Kim e colaboradores (1991). Esses 
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autores demostraram que os NG estimularam a proliferação celular em cultura de astroblastos 

de cérebro de pintos, atuando, provavelmente, através de receptores localizados na superficie da 

célula. 

Compostos guanidínicos, como os NG, apresentam afinidade pelo sítio das poliaminas no 

receptor NMOA (Reynolds, 1990). Isso abre a possibilidade de que os NG atuem através desse 

sítio para operar pelo menos alguns dos seus efeitos. Por outro lado, os compostos guanidínicos 

são antagonistas GABAérgicos (Kabuto et al., 1995), o que torna possível que eles interajam 

com outros sistemas, além do glutamatérgico, para exercer seus efeitos farmacológicos. 

O fato dos NG possuírem, potencialmente, uma ação neuroprotetora torna possível que 

esses compostos sejam testados como possíveis agentes neuroprotetores em casos de isquemia 

ou de algumas doenças neurodegenerativas crônicas tais como Huntington, Alzheimer e 

esclerose lateral amiotrófica. 
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