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ASPECTOS DAS LIBERAGOES DE DOPAMINA E ACETILCOLINA MEDIADA
POR RECEPTORES DE GLUTAMATO

Paulo Cesar de Arruda Paes
RESUMO

O corpo estriado de ratos esta envolvido no controfé motor, assim como dos
humanos. Diversos neurotranémissores estdo presentes nesta estrutura e varias
de suas relagdes funcionais tém sido descritas. Neste estudo empregamos a
liberagdo de transmissores, radioativamente marcados, por tecido estriatal in vitro
como método para avaliar a influéncia da transmissdo por glutamato sobre as
liberagbes de dopamina e acetilcolina. Foram obtidos os valores das
Concentragbes Efetivas 50% dos agonistas glutamato, NMDA, acido kainico,
acido quisqualico e AMPA para as liberagdes de dopamina e acetilcolina. Foi
avaliado o efeito inibidor do magnésio, tetrodotoxina, MK-801, AP5 e MCPG,
assim como o efeito da adi¢géo de glicina ao meio de perfusdo. Observamos que a
liberagdo da dopamina pode estar sob controle do glutamato através de
receptores do tipo NMDA mas néo kainato ou AMPA. Ja a acetilcolina parece ser
controlada pelo glutamato por meio destes trés receptores. Os experimentos com
tetrodotoxina sugeriram que os receptores de kainato estao distribuidos ao longo
de todo o neurdnio colinérgico, enquanto que os receptores do tipo AMPA e
NMDA podem estar predominantemente no corpo celular. O magnésio bloqueou
efetivamente os receptores do tipo NMDA e parcialmente o receptor AMPA. Este
efeito ndo pode ser explicado por agdo sobre receptores metabotropicos pois ndo
pode ser blogueado por MCPG. O bloqueador MK-801 foi efetivo sobre receptores
NMDA. Os resuitados apontam para a importancia da transmissao por glutamato
no controle da liberagao de dopamina e acetileolina no corpo estriado de ratos.
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ASPECTS OF DOPAMINE AND ACETYLCHOLINE RELEASE INDUCED BY
GLUTAMATE RECEPTORS

Paulo Cesar de Arruda Paes

ABSTRACT

The basal ganglia play an important role in the motor control of rats and humans.
This control involves different neurotransmitters and the mutual control of these
key elements has been subject to several studies. In this work we determined the
role of glutamate on the release of radioactively labelled dopamine and
acetylcholine from chopped striatal tissue in vifro. The values of Effective
Concentration 50% for glutamate, NMDA, kainic, quisqualic acids and AMPA on
the release of dopamine and acetyicholine were obtained. The inhibitory effects of
magnesium, tetrodotoxin, MK-801, AP5 and MCPG, as well as the effects of glycin
were evaluated. The results suggested that dopamine is influenced by the NMDA
type glutamate receptor while acetylcholine seems to be influenced by NMDA,
kainate and AMPA receptors. Tetrodotoxin experiments suggested that kainate
receptors are both present in cholinergic terminals and cell bodies while AMPA
and NMDA receptors are preferentially distributed in cell bodies. Magnesium
effectively blocked the NMDA stimulation and unexpectedly also AMPA- and
quisqualate-induced acetylcholine release. The latter could not be blocked by
MCPG ruling out the participation of methabotropic receptors. MK-801 also
blocked NMDA-receptors. Results point out the importance of the glutamic acid
control of dopamine and acetylcholine release in striatal tissue.
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1. INTRODUGAO

Alguns aminoacidos, tais como, glutamato e aspartato, estdo presentes no
cérebro em concentragdes relativamente aitas e o envolvimento deles em processos

bioguimicos ¢ fisiolégicos € estudado ja ha muito tempo, no entanto, ainda n&o estéo

totalmente conhecidos.

O glutamato é o principal mediador excitatério do sistema nervoso central e

— . . \‘l‘-
seus receptores estdo diretamente relacionados ao fendmeno da excitotoxicidade.
Estes estdo envolvidos em diversas fungdes fisioidgicas como o aprendizado e a
meméria e na formacgdo de redes neurais durante o desenvolvimento. Estdo também
envolvidos na morte de neurdnios ocasionada por uma excessiva ativagéo de seus

receptores em processos como isquemia, ataques epiléticos, traumatismos

cranianos, etc (OZAWA e col., 1998).

Ao longo do tempo, diversos tipos de receptores de glutamato foram
caracterizados, principalmente devido aos avangos na farmacologia, eletrofisiologia
e principalmente biologia molecular. Foram separados em duas grandes classes: os
ionotrépicos (iGluRs), da qual fazem parte os receptores formadores de canais
idnicos permeéveis a cations especificos, e os metabotropicos (mGIuRs), que séo
acoplados' a proteinas-G (MICHAELIS, 1998, OZAWA e col., 1998). Os receptores
ionotrapicos por sua vez s&o subdivididos em trés grupos de acordo com a agéo de
agristas especificos, que éeréo descritos abaixo assim como os receptores
metabotrdpicos, seguindo as revisdes dos autores MICHAELIS, 1998, OZAWA e
col., 1998; MORI & MISHINA, 1995; PIN & DUVOISIN, 1995; BLEAKMAN & LODGE,

1998.
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1.1.Receptores lonotrépicos

1.1.1.Receptor NMDA

Distribuicdo: O receptor NMDA & extensamente distribuido no cérebro e
medula espinhal de mamiferos. Destacam-se regides com alta densidade de

receptores no hipocampo, cértex cerebral e cerebelo, apresentando predominancia

de suas subunidades protéicas em uma ou outra regiao.

Estrutura Molecuiar: O receptor de NMDA & composto basicamente de duas

subunidades protéicas; uma denominada NMDAR1(NR1), que pode apresentar 8

variantes, e outra NMDARZ2 (NR2) que pode apresentar 4 variantes.

A subunidade NMDAR1 é fundamental para a formagao dos receptores, j&
que quando expressa sozinha através de técnicas de clonagem e de expressdo em

ovocitos de Xenopus é capaz de reproduzir caracteristicas funcionais do receptor.

A subunidade NMDARZ2 nao €& capaz disto e atua como subunidade
modulatéria, podendc os receptores apresentarem diferentes propriedades
dependendo da variante de NMDAR2 que for associada com NMDAR1. Foi

observada alteragcdo na sensibilidade a glicina, a antagonistas como 2-APS5 e ao

Mgz", entre outros( Michaelis, 1998).

Farmacologia: O receptor de NMDA apresenta importantes propriedades de

permeabilidade a ions. Metais aicalinos como Na*, K' e Cs™ apresentam pequena

permeacio pelos canais com baixa seletividade, Ca ** & altamente permeavel e
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Mg?" € um potente bloqueador destes canais. O receptor de NMDA apresenta varios
sitios de ligag&o para diferentes agentes, além daquele onde se liga o glutamato e 0
proprio NMDA. Estes s&o responséveis pela abertura do canal de alta condutéancia
permitindo a entrada de Na* e Ca > na célula. S0 antagonizados competitivamente
por acidos fosfonoaminos (2-APS, 2-AP7, CPP, CPP-ene). A ligagdo com a glicina é
de extrema importancia para que o canal NMDA se abra durante a ligagdo do
glutamato, & portanto um co-agonista do Glu, sendo seu efeito detectavel em baixas
concentragdes (ED50 = 0.1-0.7 pM). A D-serina apresenta um efeito agonista simitar
ao da glicina, se ligando ac mesmo sitio e com EDsg quatro vézes menor. Seu efeito
pode ser completamente inibido por 7CI Kynurenina e HA-966 que desloca a glicina
de seu sitio por competicgo. Dentro do canal do receptor de NMDA existe outro sitio
importante onde se liga a fenciclidina e antagonistas ndo competitivos como o MK-
801 e a quetamina que agem mais efetivamente quando o canal esta aberto. O
magnésic externa € um importante agente bloqueador desses canais, sendo
responsavel pela resposta lenta desses receptores quando estimulados por
glutamato, entretanto pelo fato desse fenémeno de inibi¢do ser dependente de
voltagem, a rapida ativag@o de receptores do tipo kainato e AMPA pelo glutamato e
a despolarizagdo que ocorre na membrana pds-sinaptica, diminui ¢ efeito de

blogueio dos receptores NMDA pelo Mg * levando a ativacao desses receptores.

Existem ainda outros sitios presentes no receptor NMDA que influenciam a
sua fungdo, atuando principalmente como moduladores. Sao sitios para agentes
redutores e oxidantes, para prétons, para Zn ** (que s : localiza préximo a entrada do
canal e produz um bloqueio independente de voltagem) e um sitio ativado por

espermina e espermidina. Essas poliaminas facilitam a transmissdo mediada por



NMDA atuando como moduladores alostéricos e potenciadores destes receptores.
Neste sentido € possivel associar a participacdo desses sitios em processos
neurodegenerativos como isquemia ja@ que essas poliaminas sdo liberadas em
grande quantidade durante esses processos causando uma potenciagio dos efeitos.
Este sitio para poliaminas pode ser antagonizado por feniletanolamina e derivados

(como o ifenprodil e o eliprodit), tendo assim uma a¢ao neuroprotetora durante esses

processos patologicos.
1.1.2.Receptores AMPA N

Esses receptores estéo presentes em muitas sinapses no sistema nervoso e
atuam em processos de neurotransmiss&o excitatoria rapida, tendo como principais

caracteristicas funcionais a condugdo dos fons Na*, K e Ca?".

Distribuicdo: A presenga de receptores do tipo AMPA é detectavel por todo o
sistema nervoso central, através de estudos utilizando [PH] AMPA. Podem ser
encontrados em alta densidade principalmente nas regides do hipocampo, girc
denteado, camada molecular do cerebelo e cortex cerebral e em baixa densidade
no diencéfalo, mesencéfalo, tronco cerebral. Uma determinagdo mais detalhada da
localizagédc foi possivel apds a caracterizagdo das subunidades formadoras do
receptor, revelando assim a distribuigéo regional da expressao dessas subunidades

pelas regides onde se encontram receptores AMPA.

Estrutura Molecular: Os receptores AMPA s&o oligdmeros homomeéricos ou

heteroméricos formados por subunidades, apresentando cerca de 900 aminoacidos,

ja identificadas como GluR1, GIuR2, GIuR3 e GIuR4. Cada uma destas subunidades
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pode se apresentar em duas formas criadas a partir de trocas de aminoacidos
presentes em uma determinada regido na estrutura da proteina, sendo denominadas
de "Flip e Flop". As propriedades funcionais bem como a cinética de
dessensibilizacdo desses receptores sdo decorrentes da composigdo dessas
subunidades. Assim como para receptores de NMDA estas subunidades possuem
caracteristicas particulares que determinam a agao do receptor, como por exemplo o
pape! dominante da subunidade GIuR2 na determinagég'das propriedades de baixa
permeabilidade ao Ca® e retificagdo, quando esta é associada com outras

subunidades. Estas propriedades estdo associadas a presenga do aminodcido

arginina em regides da molécula, o que impede a permeacgdo de cations divalentes

pelos receptores AMPA.

Farmacologia: O receptor AMPA apresenta em sua estrutura pelo menos trés

sitios de ligacdo onde podem agir agonistas ou antagonistas. Ha um sitio de ligagao
do glutamato onde agem antagonistas competitivos seletivos para estes receptores,
tais como NBQX, YM9O0K. Qutros menos seletivos sdo CNQX, DNQX e LY 294436,
que além de antagonizar receptores AMPA, agem também em receptores de
kainato. H& ainda um potente antagonista ndo competitivo chamado GYKI 52466,

que & um derivado de benzodiazepinicos.

Qutro sitio importante € o relacionado a rapida dessensibilizacao que ocorre
com os receptores AMPA. Sub§téncias como as ciclotiazidas (Diaxozida, IDRA21) e
as pirrolidinonas (anirncetam, piracetam) funcionam como moduladores alostéricos e

suprimem a dessensibilizagio, aumentando sua resposta.



O terceiro sitio de ligagao envolve substancias que se ligam no canatl iénico e
ploqueiam o fluxo de ions. Neste grupo estdo toxinas de aranhas e vespas, tais
como as JSTX, argiotoxina e filantotoxina que sao conhecidas por bloquear a
transmissao glutamatérgica. A JSTX é uma toxina isolada da aranha Nephila clavata
formada por uma cadeia poliaminica ligada a um anei fenil contendo 2-3 cargas
positivas em pH fisiologico. Tem sido mostrado que a JSTX blogueia especialmente
a retificagéo e a permeabilidade do Ca 2* nos receptores AMPA, sendo o seu efeito
altamente dependente de voltagem. O sitio de ligagdo da toxina & localizado
proximo a entrada intracelular do poro do canal, e a presenga de cargas positivas na
toxina & provavelmente um fator importante para o efeito de bloqueio. As demais
toxinas citadas também bloqueiam a permeabilidade ao Ca?* de maneira voltagem
dependente. Em relagdo acs agonistas podemos citar o quisqualato, o kainato, o
domoato e a willardina, sendo que o quisqualato também age como agonista em

receptores metabotropicos, dificultando a sua utilizagdo como agonista seletivo de

receptores AMPA.

1.1.3.Receptores de Kainato

Os receptores de kainato assim como os de AMPA sdo responsaveis pelo
processo de transmissdo sinaptica rapida, sendo caracterizados por serem
formadores de canais independentes de voltagem e faciimente distinguidos de

receptores do tipo NMDA.

Distribuicdo: Por meio de técnicas variadas, utilizando kainato marcado
radioativamente e biologia molecular, tem sido demostrado que esses receptores

sdo abundantes em todo o sistema nervoso central e especialmente em regides
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hipocampais e cerebelares. As subunidades formadoras desses receptores s&o
expressas em diferentes regides, como por exemplo, a subunidade KA1 é
encontrada principaimente na regido CA3 e giro denteado do hipocampo enguanto a
KA2 possui uma distribuicdo mais abrangente. Desta maneira esses locais de
expressdo das subunidades coincide com o padréo de distribuicdo do kainato
marcado, indicando que estes sitios representam 0s receptores preferenciais de

kainato no sistema nervoso central.

Estrutura molecular: Esses receptores sdo hetero-oligbmeros de constituicdo

mal definida. As subunidades clonadas foram classificadas como GIuR5, GIuRS,
GIuR7, KA1 e KA2. As trés primeiras possuem baixa afinidade pelo kainato e
apresentam um tamanho similar entre si (900 a.a.). As duas ultimas possuem aita
afinidade e s&o um pouco maior, com cerca de 970 a.a. Todas essas subunidades
possuem alguma homologia com as subunidades GIuR1-GluR4, formadoras de
receptores do tipo AMPA. Dessas cinco subunidades apenas GluR5 e GIuRS
quando expressas sozinhas, séo capazes de formar canais que podem ser ativados.
O canal formado por GIuR6 & capaz de ser ativado por kainato e ndo por AMPA,
enquante que GIURS é capaz se ser ativado por kainato, domoato, glutamato e
AMPA. As outras trés subunidades contribuem de maneira funcional quando s&o
expressas juntamente com GIURS e GIURS. Assim, as diferentes combinagbes que
pcdem ocorrer entre as subunidades resultam em diferentes propriedades

apresentadas pelo receptores.

Farmacologia: Os receptores dos tipos AMPA e kainato apresentam altas

homologias em relagdo a constituigdo estrutural de suas subunidades, dificuitando a

diferenciacdo destes receptores. Tal fato pode também ser aobservado pela agéo do
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antagonista classico CNQX, (que afeta tanto receptores AMPA quanto receptores
kainato). Muitas substancias tem sido usadas como ferramentas com o intuito de se
estudar separadamente cada receptor, blogueando, ativando ou afetando a
dessensibilizagdo desses receptores. Desse modo tem-se usado agonistas de
kainato em combinagdo com bloqueadores seletivos de AMPA como o GYKI 52466
que sao ativados por kainato. Qutras droga s&o o ATPA que é um anatogo do AMPA
que age como agonista de GIURS e o LY294486 que antagoniza receptores de
kainato que contenham GIURS em sua estrutura, ndo afetando GIuRS e GIUR7. A
concavalina A blogueia seletivamente a dessensibilizago da resposta mediada peio
receptor de kainato mas ndc afeta a resposta mediada pelo AMPA, j@ o CTZ atua

reduzindo a dessensibilizagéo do receptor de AMPA pelo kainato aumentando assim

a resposta do receptor AMPA ao kainato.

1.2. Receptores Metabotrépicos

Como foi dito anteriormente, ndo somente 0s receptores ionotropicos séo
ativados pelo glutamato, mas também uma outra classe de receptores de glutamato
denominados metabotrépicos. Estes receptores possuem proteina G acoplada e um
sistema de segundo mensageiro como ativador da resposta sindptica; s&o os

principais moduladores do sistema de transmissdo com essas caracteristicas do

sistema nervoso central.

Os recsptores metabotrdpicos possuem oito subtipos descritos (mGIUR1 —
mGIuR8). S&o classificados em trés grupos, de acordo com o nivel de conservagao

de suas seguéncias de aminoécidos, farmacologia e mecanismos de transducgéo de



sinais. Dentro dos grupos a homologia da seqUéncia de aminoacidos entre os

receptores € de 75 % e entre os grupos & de 45 %.

Dessa maneira tem-se 0 Grupo 1 composto por mGluR1 e mGIuR5, cuja
ativacao leva a estimulagao de fosfolipase C e formagéo de IP3 levando a liberagao
de Ca ** dos estoques intraceiulares. O mGIuR1 pode também estimular a formacgéo
de AMP ciclico causando a liberagdo de acido araqjiaénico em celulas CHO ao

contrario de mGIURS. Outra diferenga entre esses dois subtipos de receptores diz

respeito a sensibilidade a toxina pertussica. Esta é mais eficaz para mGIuR1 do que

mGiuR5.

Os outros subtipos sdo divididos entre os Grupos 2 e 3 sendo assim, mGIuR2
e mGIuR3 formam o Grupo 2 e mGIluR4, mGIuR6, mGIuR7 e mGIUR8 o Grupo 3.
Esses dois grupos est&o ligados a inibicdo de adenilciclase. O Grupo 2 apresenta
uma forte ativagdo pela forskolina induzindo formagdo de AMP ciclico e a intensa

inibicdo dos receptores dos dois grupos pela toxina pertussica.

De um modo geral os mecanismos de transdu¢éo, ou seja as proteinas G e

as subsequentes proteinas efetoras irdo variar de acordo com o tipo de célula usado

para a expressao desses sistemas.

Distribuicdo: Os receptores metabotropicos estdo distribuidos em todo o
sistema nervoso central acompanhandc a presenga do neurotransmissor glutamato.

Podem estar presentes tanto na membrana pré quanto na pos sinaptica.



Estrutura molecular: Os mGluRs sé&o proteinas relativamente grandes (854-

1179 a.a.). Apresentam uma regido N-terminal extracelular de 550 aa., que
apresenta sitios de glicosilagéo e onde se localiza possivelmente o sitio de ligacéo
do glutamato, podendo ser também uma regido de seletividade de agonistas. Um
ndcieo de 250 a.a., onde se encontram os sete dominios transmembrana, que
formam as alcas intracelulares do receptor, s&o regiGes preservadas, sugerindo
serem os dominios envolvidos com a ativagdo da proteina G; e finalmente uma
regido C-terminal intracelular, cujo tamanho varia para cada subtipo do receptor.
Apresenta sitios de fosforilag@o, podendo atuar como determinante da poténcia de

agonistas e possivelmente regulando os mecanismos de transducao dos receptores.

Em todos os subtipos de receptores metabotropicos, 21 residuos de cisteina
s30 conservados sendo que 19 se encontram na regiéo extraceiular; sugerindo que

a rigida conformagao desta regido é importante nas fungbes desempenhadas pelos

receptores.

Farmacologia: O estudo farmacoldégico dos subtipos de receptores
metabotrépicos tem sido conduzidos, em sistemas de expressdo onde sao
transfectados clones dos mGluRs tais como ovécitos de Xenopus, células CHO,
células BHK e células HEK 293. Algumas substancias tem se mostrado eficientes na
ativacdo dos receptores metabotropicos tais como os anélogos do glutamato, ACPD
e L-AP4, que sdo especificos. Outros compostos como glutamato, quisqualato,

ibotenato, sdo agonistas que também agem nos ionotropicos.

Grupo 1: Em relagéo ao Grupo 1 pode-se ordenar esses agonistas de acordo

com a poténcia: Quis > Glu > ibo > ACPD. Nenhum antagonista especifico para esse

10
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grupo foi identificado. Compostos como (+)- MCPG, um derivado da fenilglicina, e
(S)-4CPG s&o antagonistas que agem tanto em mGIuR1 como em mGIuR2, que séo

de grupes diferentes.

Grupo 2: Sobre ¢ Grupo 2 tem-se o DCG-IV e o L-CCG- como agonistas
seletivos. Ordenando-os segundo a poténcia temos: DCG-IV > L-CCG- > Glu >
ACPD > ibo > Quis. Como antagonistas existe o MCCG, que atua de forma seletiva

sobre esses receptores.

Grupo 3. Os receptores do Grupo 3 sao caracterizados pela sensibilidade ao

L-AP4 e insensibilidade ao ACPD, tendo como antagonista sugerido o MAP4.

Apesar dos grupeos 2 e 3 possuirem ¢ mesmo mecanismo de transdugéo de
sinais, ou seja, através da inibicdo da adenilciclase, o L-AP4 nao ativa receptores do
grupo 2. Esta € uma caracteristica que indica uma forte variabilidade entre esses

grupos de receptores.

1.3. Acetilcolina e Dopamina

A acetilcolina € uma molécula simples sintetizada a partir de colina e acetil-
CoA pela enzima colina acetiltransferase. Os neurbnios que sintetizam e liberam
acetilcolina sdo chamados neurdnios colinérgicos. Quando um potencial de agao
alcancn o botdo terminal de um neurdnio pré-sinaptico, um canal de calcio
controlado pela voltagem é aberto. A entrada de ions calcio, Ca®*, estimula a
exocitose de vesiculas pré-sindpticas que contém acetilcolina, a qual €

conseglentemente liberada na fenda sinaptica.

11
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Uma vez liberada, a acetilcolina deve ser removida rapidamente para permitir
que ocorra a repolarizagdo; nessa etapa, a hidrolise, é realizada pela enzima
acetilcolinesterase. Esta enzima enconfrada nas terminagbes nervosas esta

ancorada a membrana plasmatica através de um glicolipideo.

No caso da dopamina esta & formada como um subproduto da biossintese
das catecolaminas, tendo como seu precursor metabdiico a diidroxifenilalanina
(DOPA), sendo produzida a partir da agdo da enzima DOPA-descarboxilase sobre
DOPA. A dopamina é liberada na fenda sinaptica e atua sobre receptores
especificos D1 e D2. A dopamina e recapturada da fenda sinaptica ou inativada pela
enzima monoaminooxidade (MAQO) e pela catecol-O-metiltransferase (COMT) tendo

como principais metabdlitos o acido diidroxifenilacético e o acido homovanilico.

1.4. Acetilcolina e dopamina no corpo estriado

O estriado foi o tecido escolhido para os estudos de liberagdo de
neurotransmissores tritiados porque a sua neurcanatomia e bioquimica s&o bem

conhecidas (esquema 1).

A presenca de neurdnios colinérgicos no estriado também viabiliza em muito
a sua utilizacdo na observagao de alteracbes no processo de liberagdo, hidrolise
pela acetilcolinesterase e recartura da acetilcolina. A acetilcolina esta presente na
placa motora e também € sintetizada e liberada em neurénios grandes do

neoestriado ( Células de Goigi tipo 2 ), onde tem efeito excitatdrio.

12



A utilizacdo do estriado em estudos de liberagdo de dopamina é adequada

devido a presenga de terminais depaminérgices e virtual auséncia de norepinefrina.
A dopamina esta altamente concentrada na substancia negra, onde é sintetizada, e

no estriado, onde ¢ liberada por neurdnios da via nigro estriada.

paltidus

From brain stem

Esquema 1- Esquema das vias neuronais que secretam diferentes
substancias neurotransmissoras como acetilcolina e dopamina no corpo estriado.
Fonte: GUYTON & HALL., Textbook of Medical Physiology, ninth edition, p. 728,

1998).

Assim, este trabalho pode possibilitar uma melhor caracterizagao do meétodo
de liberacdo de neurotransmissores em relacéo ao comportamento de receptores de
glutamato no estriado, facilitando a sua utilizagéo no estudo de outras substancias,

como toxinas, novas drogas, etc, cuja agdo esteja ligada a estes receptores.
A relacdo de receptores de glutamato com doengas neurodegenerativas &

muito grande em diversas regides do sistema nervoso, incluindo o estriado. Assim,

com esse trabalho, gostariamos de contribuir com novos conhecimentos que

13



possam ajudar no estudo dessas doencas bem como no desenvolvimento de

alternativas terapéuticas.

Os receptores de glutamato e seus subtipos apresentam diversas
propriedades fisiologicas e farmacolégicas, e diversos agonistas e antagonistas
(MICHAELIS, 1998), Os experimentos do presente trabalho foram baseados em

N

informagdes farmacoldgicas obtidas da literatura, que na sua maioria sdo derivadas

de experimentos com eletrofisiologia , sendo poucas a informagdes baseadas em

experimentos de liberagdo de neurotransmissores.

14



2. OBJETIVOS

Geral: O objetivo foi conhecer melhor ¢ papel do glutamato no controle das

liberagbes de dopamina e acetilcolina no corpo estriado de ratos.

Especifico. Acompanhando as alteragbes nas liberagdes, basais e
estimuladas destes dois neurotransmissores, decorrentes de agbes sobre os

receptores de glutamato (iGIuRs e mGIluRs), este trabalho visou especificamente

determinar:

» A poténcia de agonistas seletivos e ndo seletivos;
» A acao de antagonistas;
» A acgdo do magnésio.

> A acao da Tetrodotoxina

15



3. MATERIAL E METODOS

3.1 - Materiais

Todos os reagentes utilizados nos experimentos foram de qualidade para

analise.

Os animais de experimentagado, procedentes do biotério do Centro de Biologia

Molecular do IPEN, foram mantidos em gaiolas com maravaihas de pinho,

recebendo ragdo comercial e agua “ad libitum”.

A agua utilizada no preparo das solugdes foi destilada e purificada em um

aparelho Milli Q plus-Millipore.

A medida da radioatividade de *H e '*C foram feitas em cintilador liquido
Beckmman 6500, com as seguintes caracteristicas: as contagens feitas em DPM,

tempo de contagens de 3 minutos e eficiéncia ao redor de 45%.

3.2 - Método in vitro de liberagdo de neurotransmissores

O metodo in vitro de liberagdo de neurotransmissores tritiados seguiu o
procedimento descrito em MARIEN e col, 1983 e CAMILLO e col, 1995 As

diferentes etapas do experimento serdo descritas a seguir e estao ilustradas na foto

1.
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01 Principais etapas do experimento de liberacdo de neurotransmissores marcados. A -
®ro isolado de rato, B - Estriado isolado (ponta da espétuia), C - Estriado sendo picado, D -
lado picado disperso em KRB, E - Estriado picado sendo incubado com neurotransmissor
Ativo (37°C), F - Camaras de perfusdo contendo tecido estriatal imersas em banho a 37°C,
- Sistema de aspiragio e gaseamento das solugdes a serem perfundidas, | — Amostras de
Mlransmissores liberados sendo coletadas, J - Visdo geral do sistema. 17



3.2.1 - Prepara¢ao do tecido

Ratos Wistar, adultos, machos pesando entre 200-250 gramas foram
sacrificados por decapitacéo. O estriado foi dissecado e colocado em tampéo Krebs-
Ringer Bicarbonato (KRB) com a seguinte composi¢do, em mM: NaCl 118, NaHCOs
25, KCI 4,8, CaCl, 1,2 e Glicose 10; pH 7,3. Durante o experimento foi mantido

gaseamento constante com carbogénio (5%C02/95%05).

O estriado passou duas vezes pelo cortador de tecidos marca Mcllwain;
calibrado para cortes na espessura de 250 um, em sentido transversal formando
prismas. O tecido foi disperso com uma pipeta Pasteur e lavado duas vezes em 20
mL de KRB gelado; sendo finalmente transferido para um béquer contendo 3 mL de

KRB e o neurotransmissor a ser ensaiado nas seguintes quantidades:

a) 15 ulL de [3H]dopamina (New England Nuclear / atividade especifica 136,5
Bg/mMol) incubada na presenca de 10 uM de pargilina para prevenir a sua
degradagao, ou

b) 15 ulL de [3H]colina (New England Nuclear / atividade especifica 3227
Bg/mMol) a partir da qual o tecido sintetizara o neurotransmissor [PHacetilcolina.

¢) 100 uL de ["*C]colina (Amershan Pharmacia Biotech), sendo esta utilizada

juntamente com [°H]dopamina, em experimentos de dupla marcagao

A incubagdo foi feita por 20 minutos a 37°C para que ocorresse a
incorporacdo do neurotransmissor. O tecido foi, entdo, filtrado e lavado duas vezes

com KRB gelado e distribuido em 10 camaras de perfusdo com volume internc de

18



0,25 mL. A perfusdo se processou com um fluxo de 0,25 mL/min, controlado por

uma bomba peristaltica de varios canais.

3.2.2 - Ensaio de liberagdo

Os 60 minutos iniciais de perfusdo foram necessdrios para atingir uma linha

2
basal de liberagéo, estavel. Decorrido este tempo, foram coletadas trés amostras
sucessivas para quantificacdo deste basal, com 3 minutos de coleta para cada

amostra. A perfusdo com agentes de estimulo ocorreu a partir de 10 minutos (4°

coleta) e durou 2 minutos.

Um segundo estimulo idéntico foi induzido na 11® coleta e mais seis amostras
foram coletadas apos esta liberagdo. No 19° intervalo, o tecido foi perfundido com
uma solugao de acido cloridrico 0,1 N por dois periodos de 3 minutos para induzir a

liberacao total dos neurotransmissores ainda presentes no tecido.

A reprodutibilidade dos ensaios foi acompanhada pelo branco controle, ou

seja, dois canais perfundidos apenas com tampéao.

Todas as amostras foram ensaiadas, no minimo, em duplicata

3.2.3 - Medida da radioatividade

Para a medida da radioatividade foi adicionado a cada amostra 6 mL de
liquido de cintilagdo miscivel com a seguinte composicdo 5% de PPO e 0.5% de

POPOP em Tolueno com 33%de Triton X-100.
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Foi utiizado programas que contam apenas *Hou’H + ¢ simultaneamente,

com subtra¢&o automatica do “ Quenching’.

3.2.4 — Tratamento dos dados

Os resultados foram expressos como liberacdo fracional, isto &, a
porcentagem de neurotransmissores radioativos liberados em cada intervalo sobre o
total contido no tecido no momento da coleta. A figura 1 apresenta um perfil de
iiberacdo tipico neste sistema e nela foram esquematizados os parametros de

calculos. B1 e B2 expressam as libera¢gdes basais e S1 e S2 as estimuladas.

O efeito de farmacos e de toxinas foram avaliados pela razdo S.2/S;; sendo S»
a liberacéo estimulada na presenga do agente farmacoldgico e Sy a liberagdo
estimulada controle. A liberacao basal na presenga do agente farmacoldgico (B;) e a
liberacdo basai controle (B:) foram utilizadas para a avaliagdo dos efeitos na

liberagdo basal usando a razdo Bo/B1.

Sn & calculado subtraindo B, da liberagdo total obtida sob estimulo. By
corresponde a média das trés amostras que precedem o estimulo Sy e Bz a ultima

liberacao fracional antes de S,

20
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Figura 1. Perfil tipico da liberagdo de neurotransmissores marcados com

indicacdo dos parametros de calculo B4, By, S1e S;

3.2.5 — Agentes de estimulo

Inicialmente foram realizados ensaios com os agonistas de receptores de
glutamato em diferentes concentragdes visando obter as curvas concentragdo X

efeito para as liberagbes de DA e Ach. Os agonistas e as doses ensaiadas estao na

tabela 1.

Os resultados da liberacéo fracional para cada agonista seréa analisado pelo
modelo de regressé@o ndo linear/equagdo sigmoidal dose X resposta pelo software

GraphPad Prisma. Com este tratamento matematico sera possivel obter a EC 50 de
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cada agonista, para DA e Ach e utilizaremos estas concentracbes para os ensaios

subseguente.

Y=Vmin + (Vmax — Vmin)
.1 + 10 log EC 20- X

sendo . Y: Liberag&o fracional neurotransmissor marcado
Vmin: Valor minimo de Y
Vmax: Valor maximo de Y

Log EC50: Valor de X quando a resposta esta entre o maxe o minde Y.

Tabela 1 — Agonistas de receptores de glutamato e suas concentragées

Acido quisqualico AMPA Acido kainico NMDA Glutamato
log [M] log [M] log [M] log [M] log [M]
5,0 -7.,0 -6,0 5.0 -6,0
-5,0 -6,0 -5,0 -5,5 -5,0
4.0 -50 -4.0 -5,0 40
-3,5 -4.0 -3,5 4.5 -3,3
-3,0 -3,0 -3,0 -4 0 -3,0
2,0 -2,0 -2,0 -3,5 -2.0
-3,0

3.2.6 — Agentes farmacologicos

Os proximos experimentos foram com os agentes farmacolégicos, utilizando

as concentragbes esquematizadas na tabela 2 e os agonistas de receptores de

glutamato como estimulos.

Alguns agentes farmacoldgicos (drogas caracterizadas quimicamente com
atividade farmacoldgica e mecanismo de agdo conhecidos) foram adicionados ao

meio de perfusdo na 8% coleta e permaneceram até a 15° .
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Os agentes escolhidos e a dose em que cada um foi utilizado, estdo na tabela

2. Nestes ensaios as concentracdes dos agentes farmacoldgicos basearam-se em

dados da literatura (também listados na tabela 2).

Tabela 2 - Agentes farmacoldgicos e agonistas de receptores de glutamato utilizados

para o estudo.

&

AMPA 1mM

NT AG.ESTIMULO AG.FARMACOLOGICO |REFS*
AF1 |Dopamina |Glu 500 uM Glicina {1 uM) 1
AF2 |Dopamina | Glu 500 uM Magneésio (1,2 mM)} 2
AF3 | Acetilcolina | Glu 500 uM Glicina (1 uM) 1
AF4 | Acetilcolina | Glu 500 uM Magnésio (1,2 mM) 2
AF5 |Acetilcolina |Glu 500 uM Tetrodotoxina (1 uM) 3
AF6 jAcetilcolina |Glu 500 uM AP5 (100 uM) 4
AF7 |Dopamina [NMDA 100 uM Glicina (1 uM) 1
AF8 Dopamina |NMDA 100 pM Magnesio (1,2 mM) 2
AF9 [Acetilcolina |NMDA 100 uM Glicina (1 uM) 1
AF10 jAcetiicolina | NMDA 100 uM Magnésio (1,2 mM) 2
AF11 |Acetiicolina | NMDA 100 uM Tetrodotoxina (1 uM) 3
AF12 |Acetilcolina [NMDA 100 uM AP35 (100 uM) 4
AF13 |Acetilcolina [NMDA 100 uM MK-801 (100 uM) 5
AF14 |Acetilcolina | Ac.quisquélico 300 uM | Glicina (1 M) 1
AF15 |Acetilcolina | Ac.quisqualico 300 uM | Tetrodotoxina (1 uM) 3
AF16 |Acetilcolina | Ac.quisqualico 300 uM | Magnésio (1,2 mM) 2
AF17 | Acetilcolina | Ac.quisquélico 300 uM  {MK-801 (100 uM) S
AF18 |Acetilcolina | Ac.quisquélico 300 uM | AP5 (100 uM) 4
AF19 Acetilcolina | Ac.quisquélico 300 uM |MCPG (100 uM) 6
AF20 |Acetiicolina | Ac. kainico 300 uM Glicina (1 uM) 1
AF21 |Acetilcolina | Ac.kainico 300 uM Tetrodotoxina (1 uM) 3
AF22 | Acetilcolina | Ac kainico 300 uM Magnésio (1,2 mM) 2
AF23 |Acetilcolina | Ac kainico 300 uM MK-801 (100 uM) S
AF24 |Acetilcolina | Ac.kainico 300 uM AP5 (100 uM) 4
AF25 |Acetilcolina |AMPA 1mM = [Magnésio {1,2 mM) 2
AF26 |Acetilcolina Tetrodotoxina 1M 3

* Referéncias: 1 - FORRAY e cﬁol, 1995, 2 - MARIEN e col, 1983, 3 - DOBREV e col,

1998, 4 - WANG e col, 1997, 5 - CAMILLO e col, 1995, 6 - THOMAS e col, 2000
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4. RESULTADOS

4.1 — Agentes de estimulo: Determinagio da EC50

As curvas obtidas para a liberagéo de DA e Ach frente aos vérios agonistas

de receptores de glutamato estédo na figura 2.

Tanto o acido quisqualico como o acido kainico foram capazes de induzir a

liberagao de acetilcolina neste modelo experimental, com ECso de 368uM e 282uM

respectivamente.

O Ka e Quis néo foram capazes de estimular a liberagdo de dopamina. J4 o

glutamato e 0 NMDA foram capazes de estimular a liberacdo de ambas, acetilcolina
e dopamina (Fig 1C e 1D). O ECs obtido foi 33 uM de NMDA para liberagdo de
acetilcotina e 213 uM para liberagdo de dopamina. Para o acido glutamico, os
valores de ECs foram muito préximos (ECsp = 400 uM para liberacdo de acetilcoiing

e ECs = 500 uM para liberagdo de dopamina).
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Figura 2 . Curvas concentragdo x efeito para liberagdo de dopamina ou de
acetilcolina ocorrida frente a varias concentragdes de agentes de estimulo de

receptores de glutamato: acido quisqualico (A), AMPA (B), NMDA (C), glutamato (D)

e “cido kainico (E).
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O estimulo com AMPA também causou liberagdo de dopamina e acetilcolina

com o valor de ECs; para dopamina de 178 mM e para acetiicolina 4,2 mM. (Fig 1

B).

Os ajustes utilizando ¢ modelo de regressdo ndo linear apenas néo
apresentaram parametros aceitaveis para a curva de Iiberggéo de DA estimulada por
acido quisqualico e acido kainico. Para as demais o ciéﬁciente de correlacdo (R?)
ficou entre 0,73 e 0,94 e o desvio do modelo ndo foi significante, portanto, o modelo

de ajuste utilizado foi aceito (Anexo 1).

4.2 - Agentes farmacologicos

As agdes dos agentes farmacoldgicos nos perfis de liberagées de Ach ou Da
foram acompanhados peias diferengas entre as liberagées dos canais controle (em
azul) e das amostras (outras cores).

Os valores obtidos para a razao dos basais (B2/B1} e dos estimulos (S2/S1)
estdo contidos nas tabelas ao final de cada seqiiéncia de expermentos com
determinado agonista glutamatérgico.

AF1 - Dopamina/Glu 500 uM/Glicina 1 uM

A figura 2 mostra ¢ efeito da adigdo de glicina 1M sobre a liberagao de

dopamina por Glu 500 pM.
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Como pode ser observado, ndo houve diferenga entre a liberagdo controle

(apenas com o estimulo de &cido glutamico) e a liberagio na presenca de glicina.
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Figura 2 — Efeito da glicina 1 uM sobre a liberag&o de [*H] dopamina estimulada por

acido glutamico. Legenda: glutamato { glicina =

AF2 — Dopamina/Glu 500 uM/ Magnésioc 1,2 mM

A figura 3 mostra o efeito da adigdo de magnésic nc meio de perfuséo (a

partir da 82 coleta). E evidente o blogueio da resposta do estimulo de glutamato para

a liberacéo de dopamina frente estimulo com actido glutamico.
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Figura 3. Efeito do magnésio 1,2 mM sobre a liberagéo de dopamina estimulada por

acido glutamico. Legenda: glutamato / magnesio

AF3. Acetilcolina/ Glu 500 uM/ Glicina 1 uM

A figura 4 apresenta o perfil de liberagdc de acetilcolina apés adicdo de

glicina. Neste caso, também néo foi observado alterac@o nas liberacbes basais e

estimuladas.
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Figura 4. - Efeito da glicina 1 M sobre a liberag&o de acetilcolina estimulada por

acido glutamico. Legenda: giutamato &/ glicina

AF4 — Acetilcolina/ Glu 500 uM/ Magnésio 1,2 mM

A figura 5 mostra o perfil de liberacéo de dopamina, na avaliagdo do efeito de
bloqueio do estimulo induzido por magnésio. Com a adigdo do magnesio foi
observado uma reducdo imediata da liberagdo basal. Com a retirada do magnésio
ocorreu a reversdo do efeito com retorno ao nivel basal inicial. Observou-se ainda

gue © Mg*" ndo bloqueou completamente o estimulo por glutamato.
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Figura 5. Efeito do magnésio 1,2 mM sobre a liberaglo de acetilcolina estimulada

por acido glutadmico. Legenda: glutamato / magnesio

AF5 — Acetilcolina/ Glu 500 uM/ Tetrodotoxina 1 uM

A figura 6 apresenta o efeito de bloqueio produzido pela tetredotoxina 1 pM na
resposta ao estimulo de glutamato para liberacdo de acetilcolina.
Com a introdugéo da toxina, foi observado uma redugdo da liberacéo basal.

Com a saida da tetrodotoxina ocorreu o retorno ac basal inicial.
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Figura 6. Efeito da tetrodotoxina 1 uM scbre a liberagdo de acetilcolina estimulada

por acido glutamico. Legenda: glutamato =& / TTx

AF6. Acetilcolina/ Glu 500 uM/ AP5 100 uM

A figura 7 mostra o efeito da adicdo de AP5 100 uM. Este agente
farmacoldgico ndo causou alteragbes nas liberag8es de acetilcolina basais ou

estimuladas para glutamato.
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acido glutamico. Legenda: glutamato®® [ AP5 #5H

experimentos envolvendo acido glutamico como agonista.

NT/Est/Cond Média Média

B2/B1 S2/81
DA/GIu/Gli controle | 0,92 +0.07 0,78+ 0.14
teste 0,89 +0.06 0,81+0.27
| DA/Glu/Mg* | controle | 0,76 +0.14 0,69+0.30
teste 0,83 +0.16 -0,01+0.24
| Ach/GIu/Gli | controle | 0,91 +0.01 0,76+0.02
teste 1,03 + 0.07 0,68+0.03
| Ach/GIu/Mg® | controle | 0.94 +0.09 0,79+0.15
teste 0,58 + 0.04 0,15£0.05
| Ach/GIu/TTx | controle 0,89+0.02 0,83+0.04
teste 0510086 0,39+0.00
{ Ach/GIu/AP5 | controle | 093+0.12 0,82+0.08
teste 0.91 +0.02 0.68+0.02

N=2a4

Figura 7. Efeito de AP5 100 M sobre a liberagdo de acetilcolina estimulada por

Tabela 3: Valores das médias e desvio padréo para as relacdo B2/B1 e S2/S1 dos

A tabela 3 apresenta os valores de comparacio das liberagdes basais (B2/B1)

e estimuladas (82/81) relativas as figuras 1a 7
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AF7. Dopamina/ NMDA 100 M/ Glicina 1 uM

Na figura 8 n&o foi observado diferengas entre as liberagcdes controle com

estimulo de NMDA e as obtidas na presenga de glicina 1 uM.
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Figura 8. — Efeito da glicina 1 uM sobre a libera¢do de dopamina estimulada por

NMDA Legenda: NMDA &8 / glicina

AF8- Dopamina/ NMDA 100 uM/ Magnésio 1,2 mM

Na fiugura 8 observa-se que o magnesio bloqueia a libera¢do de dopamina

estimulada por NMDA,
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Figura 9. - Efeito do magnésioc 1,2 mM sobre a liberacio de dopamina estimulada

por NMDA. Legenda: NMDA 8 / magnesio

AF9. Acetilcolina/ NMDA 100 uM/ Glicina 1 uM

Na figura 10 ndo foi observada alteracio na liberagdo de acetilcolina apos

adicao de glicina. Resultado semelhante ao obtide para dopamina.
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Figura 10. Efeito da glicina 1 xM sobre a liberagdo de acetilcolina estimulada por

NMDA. Legenda: NMDA / glicina
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AF10. Acetifcolina/ NMDA 100 uM/ Magnésio 1,2 mM

A figura 11 evidencia a reducdo do basal logo ap6s a adigdo do magnésio,

assim como o bloqueio da liberacdo estimulada por NMDA. Com a saida do

magneésio ocorre a volta ao basal inicial.
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Figura 11. Efeito do magnésio 1,2 mM sobre a liberagéo de acetilcolina estimulada

por NMDA. Legenda: NMDA m / magneésio zix

AF11. Acetilcolina/ NMDA 100 uM/ Tetrodotoxina 1 uM

Na figura 12 observa-se uma redugo do basal logo apés a adigdo da

tetrodotoxina( 8% coleta) ac meio de perfusdo e um blogueio parcial da resposta ao

estimulo por NMDA,
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Figura 12. Efeito da tetrodotoxina 1 1M sobre a liberac@o de acetilcolina estimulada

por NMDA. Legenda: NMDA ®& / TTx

AF12. Acetilcolina/ NMDA 100 uM/ AP5 100 uM

A figura 13 mostra que a adicdo de AP5 ao meio de perfusdo ndo causou
alteracdo do basal, porém houve um bloqueio parcial da resposta ao estimulo por

NMDA.
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Figura 13. Efeito de AP5 100 uM sobre a liberacdo de acetilcolina estimulada por

NMDA. Legenda: NMDA && [ APS ¢

37



AF13. Acetilcolina/ NMDA 100 uM / MK-801 100 uM

A figura 14 mostra que a adicéo de MK-801 causou reducéo na liberagao

basal e bloqueio total da resposta ao estimulo por NMDA..
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Figura 14. Efeito de MK-801 100 uM sobre a liberagdo de acetilcolina estimulada por

NMDA. Legenda: NMDA = ; MK-801 “&d

A tabela 4 relaciona os valores da raz&o comparativa entre as liberagdes
basais (B2/B1) e estimuladas por NMDA (S2/S1). Estes valores expressam
quantitativamente a agdo dos diversos agentes farmacoldgicos estudados nas

liberagbes de dopamina e acetilcolina (figuras 8 a 14).



Tabela 4. Valores das médias e desvio padréo para as relacdo B2/B1 e $2/S1 dos

experimentos envelvendo NMDA como agonista.

NT/Est/Cond. Média Média
B2/B1 $2/51

DA/NMDA/GIi | controle | 0,64+0.32 0,68+0.34
teste 0,82+0.02 1,78+0.86

| DA/NMDA/Mg® | controle |  0,93+0.15 0,70+0.75
teste 0,84+0.06 -0,04+0.09

| Ach/NMDA/GIi | controle | 0,58+0.27 0,97+0.16
teste 0,82+0.01 0,83+0.04

|Ach/NMDA/ Mg®| controle | 0,80+0.04 0,58:0.19
teste 0,56+0.01 0,01+0.00

| Ach/NMDA/TTx | controle [ 0,76+0.08 0,82+0.02
teste 0,55+0.04 0,29+0.12

|AchINMDAlAP5 controle 0,80+0.02 0,83+0.02
teste 0,75+0.08 0,21+0.00

| Ach/NMDA/MK | controle | 0,85+0.02 0,86+0.09
teste 0,65+0.01 -0,01+0.01

N=2a4

AF14. Acetiicolina/ Acido quisqualico 300 uM/ glicina 1 uM

A figura 14 apresenta o perfil de liberacdo de acetilcolina na presenca de

glicina. Observou-se que nao ocorreu alteracao.
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Figura 15. Efeito da glicina 1 uM sobre a liberacéo de acetilcolina estimulada por ac.

Quisqudlico. Legenda: Quis / glicina



AF15. Acetifcolina/ Acido quisquélico 300 pM/ tetrodotoxina 1 uM

A figura 16 mostra que com a adicio de tetrodotoxina ao meio de perfusao

ocorreu o blogueio da liberacio basal e bloqueio parcial da resposta de estimulo

por acido quisqualico.
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Figura 16. Efeito da tetrodotoxina 1 pM sobre a liberagdo de acetilcolina

estimulada por ac. Quisqualico. Legenda: Quis s / TTx =

AF186. Acstilcolina/ Acido quisqualico 300 uM/ Magnésio 1,2 mM

Na figura 17 observa-se que o magnésio 1,2 mM bloqueia totalmente a

liberac&o de acetilcolina estimulada por acido quisqualico.
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Figura 17. Efeito do magnésio 12 mM sobre a liberacdo de acetilcolina

estimulada por ac. Quisqualico. Legenda: Quis & / magnésio

AF17. Acetilcolina/ Acido quisqualico 300 uM/ MK801 100 uM

A figura 18 mostra que com a adigéo do MK-801 nio houve alteracdo das

liberacdes basal ou estimulada.
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Figura 18. Efeito de MK801 100 1M sobre a liberac&o de acetilcolina estimulada

por ac. Quisqualico. Legenda: Quis ¥ / MK-801
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AF18. Acetilcolina/ Acido quisquélico 300 uM/ AP5 100 uM

A figura 19 evidencia que a adicdo de AP5 ao meio de perfusdo nao

ocasionou alteragdes significantes das liberacdes basal ou estimulada.
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Figura 19. Efeito de AP5 100 uM sobre a liberagdo de acetilcolina estimulada por

&c. Quisqudlico. Legenda: Quis =8 / APS #

AF19. Acetilcolina/ Acido quisquélico 300 uM /MCPG 100 uM

A figura 20 mostra que o perfil de liberacdo de acetilcolina por acido

quisqualico nao foi alterado pela adicdo de MCPG.
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Figura 20. Efeito de MCPG 100 n/M sobre a liberagio de acetilcolina estimulada

por ac. Quisqualico. Legenda: Quis B8 / MCPG %

A tabela 5 relaciona os valores comparativos para as alteracfes nos basais
(B2/B1} e nas respostas aos estimulos por acido quisqualico (S2/S1) na presenca

de diferentes agentes farmacoldgicos (figuras 15 a 20)

Tabela 5. Valores das médias e desvio padrdo para as relacdo B2/B1 e S2/S1 dos

experimentos envolvendo acido quisqualico como agonista.

NT/Est/Cond. Média Média
B2/B1 S2/81
Ach/Quis/Gli controle 0.78+0.08 1.0040.43
teste 0.84+0.06 1.35+0.24
[ActhuislTTx controle 0.87+0.03 0.96+0.11
teste 0.67+0.03 0.52+0.26
| Ach/Quis/ Mg” | controle | 0.93+0.10 1.13£0.29
teste 0.69+007 0.05+0.04
| Ach/Quis/MK | controle 0.91+0.05 N/D
teste 0.68+0.01 N/D
| Ach/Quis/AP5 | controle 0.91+0.05 N/D
teste 0.83+0.01 N/D
| Ach/Quis/MCPG | controle | 0.87:0.00 N/D
teste 0.86+0.02 N/D
N=2a4
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AF20. Acetilcolina/ Acido kainico 300 uM/ Glicina 1 uM

A figura 21 mostra o perfil de liberagdo de acetilcolina na presenca e

auséncia da glicina. Observa-se que n&o ocorreram interferéncias nas liberagGes

basais ou estimuladas por acido kainico.
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Figura 21. Efeito da glicina 1 1M sobre a liberag@o de acetilcolina estimulada por

ac. Kainico. Legenda: Ka / gicina ¥

AF21. Acetilcolina/ Acido kainico 300 uM/ Tetrodotoxina 1 uM

Na figura 22 observa-se o efeito de blogueio ocasionado pela adicéo da

tetrodotoxina ao meio de perfusdo na 8% coleta. O bloqueio foi observado na

liberacdo basal e ocorreu parcialmente na resposta ao estimulo.

44



Eay
o
1

e
&h
L

N i
[2] -
i i

o
=3
L

LIBERAGAO FRACIONAL{%)

i
[*
A

=
=]
M

b
]
’

— Kainato
e KT T X

o

=}
-
N o
w 4
& o
o
@
-~ 4

AMOSTRAS

Figura 22. Efeito da tetrodotoxina 1 pM sobr

estimulada por ac. Kainico. Legenda: Ka sm / TTx
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AF22. Acetilcolina/ Acido kainico 300 uM/ Magnésio 1,2 mM

Na figura 23 observa-se que o magnésio bloqueou parcialmente a liberacso

de acetilcolina estimulada por acido kainico.
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Figura 23. Efeitc do magnesio 1,2 mM sobre a liberacdo de acetilcolina

estimulada por ac. Kainico. Legenda: Ka 8% {magnésio &
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AF23. Acetilcolina/ Acido kainico 300 uM/ MK801 100 uM

A figura 24 mostra que ndo houveram alteragbes das liberacdes basal ou

estimulada, apds a adicdo de MK-801.
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Figura 24. Efeito de MK801 100 pM sobre a liberagdo de acetilcolina estimulada

por acido kainico. Legenda: Ka { MK-801 =

AF24. Acetilcolina/ Acido kainico 300 uM/ AP5 100 uM

A figura 25 mostra que nao houveram alteragdes das liberagGes basal ou

estimulada, apds a adicdo de AP5 ao meio de perfuséo.
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Figura 25. Efeitc de AP5 100 uM sobre a liberacéo de acetilcolina estimulada por

acido Kainico. Legenda: Ka =8 [/ AP5S 5%

A tabela 6 apresenta os valores comparativos para as alteragSes nos

basais (B2/B1) e nas respostas aos estimulos por &cido kainico (S2/$1) na

presenca de diferentes agentes farmacolégicos (figuras 21 a 25)

Tabela 6. Valores das médias e desvio padréo para as relacao B2/B1 e S2/81 dos

experimentos envolvendo 4cido kainico come agonista.

NT/Est/Cond. Média Média
B2/B1 S2/81
Ach/Ka/Gli controle 0,74+0.23 0.86+0.53
teste 0,85+0.05 0.45+£0.17
| Ach/Ka/TTx controle 0.83+0.09 0.62+0.11
teste 0.60+0.04 0.34+0.12
| Ach/Ka/ Mg®* |  controle 0.92+40.06 0.63+0.00
teste 0.89+0.05 0.28+0.15
| Ach/Ka/MK | controle | 0.9120.00 N/D
teste 0.90+0.07 N/D
| Ach/Ka/AP5 controle 0.91+0.00 N/D
teste 0.93+0.08 N/D
N=2a4
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AF25. Acetilcolina/ AMPA 1 mM / Magnésio 1,2 mM

A figura 26 mostra o blogueio quase total da resposta ao estimulo de

liberacéo de acetilcolina por AMPA. Nao houve alteracdo no basal.

4,0 1 — AMPA 100 uM
53.5‘ —— AMPA+Mg
<
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Figura 26. Efeito do magnésio 71,2 mM sobre a liberagBo de acetilcolina
estimulada por AMPA. Legenda: AMPA mw / magnésio ===

AF26. Acetilcolina/ AMPA 1mM / Tetrodotoxina 1 (M

Na figura 27 observa-se uma reducéo da liberacéo basal apds a adicéo de

tetrodotoxina e um bloqueio quase total a resposta ao estimulo por AMPA
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A tabela 7 apresenta os valores comparativos para as alteragdes nos

basais (B2/B1) e nas respostas aos estimulos por AMPA (S2/S1) na presenca de

diferentes agentes farmacologicos (figuras 26 a 27)

Tabela 7. Valores das médias e desvio padrao para as relagdo B2/B1 e S2/S1 dos

experimentos envolvendo AMPA como agonista.

NT/Est/Cond Média Média
B2/B1 S2/81
Ach/AMPA/ Mg™| controle 0.87+0.08 0.87+0.17
teste 0.72+0.02 0.17+0.02
| Ach/AMPA/TTx | controle 0.87+0.08 0.87+0.17
teste 0.56+0.05 0.26+0.02
N=2a4
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5. DISCUSSAQ

A acdo de aminodcidos como neurotransmissores foi observada pela
primeira vez na década de 50, quando o glutamato aplicado topicamente no
cortex motor causou convulséo tdnica (HAYASHI apud MICHAELIS, 1998, p. 370).
Da década de 50 para os dias atuais o glutamato como neurotransmissor
excitatério, assim coma seus diferentes subtipos de receptores, foram

amplamente estudados, como pode ser visto na INTRODUCAO deste trapalho.

O glutamato (principal neurotransmissor excitatério), da mesma maneira
que o GABA (principal neurotransmissor inibitorio), € distribuido de forma ampla e
uniforme no Sistema Nervoso Central. Possui importantes papéis no metabolismo
e na neurotransmissao controlada por enzimas transaminases que catalisam a
conversdo do glutamato e do alfa-oxoglutarato. A principal fonte de glutamato e

aspartato ¢ o ciclo de Krebs, mas a glutamina também atua como uma fonte

alternativa.

A agdo de substancias sobre o sistema nervoso central pode ser avaliada
pela interferéncia no padrac normal de liberag&o dos neurotransmissores; neste
sentido o método escolhido foi adequado e sensivel para evidenciar a agdo de

diversos agentes farmacolégicos.

A medida da liberagao de neurotransmissores por perfusdo permite avaliar
a interferéncia de agentes inibidores e estimuladores de maneira direta, sem a
interposicdo de barreiras de difusdo, como a barreira hematoencefalica. Os

experimentos iniciais de liberagdo voltaram-se para estabelecer o padréo de
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liberagdo e confirmar a presenga de receptores de glutamato no estriado, da
mesma forma que outros autores em estudos de distribuigdo, utilizando técnicas
de autoradiografia, hibridizagéo “in situ” e clonagem molecular de receptores de
glutamato e suas subunidades, determinaram a presenga destes receptores em
regides dos ganglios da base, mais especificamente no nucleo caudado-putamen.
(SUBRAMANIAM & McGONIGLE, 1991, MONAGHAN e col.; 1989, MONAGHAN

e col.,1984; OLSEN e col., 1987; WISDEN & SEEBURG, 1993; BAILEY e col,
2001).

Conforme apresentado na figura 2, as curvas de liberacao de acetilcolina e
dopamina decorrente de estimulos crescentes de agonistas glutamatérgicos,
determinam a influéncia de receptores de glutamato e seus subtipos sobre a
liberagdo destes neurotransmissores além de permitir @ determinagéo da ECs

para os diferentes agonistas utilizados.

As curvas de liberagdo de acetiicolina estimulada por Kainato, Quis, AMPA
e NMDA apresentaram valores aceitaveis de ajuste ao modelo utilizado sugerindo
que estes subtipos de receptores de giutamato tém um papel no controle da

liberagao de acetilcolina.

Com os resultados da liberagdo de dopamina foi possivel propor que esta é

influenciada por receptores do tipo NMDA mas néo os do tipo Kainato ou AMPA.

O glutamato atuou sobre as duas liberagdes produzindo curvas

concentracdo X resposta bastante semelhantes para a liberagdo de dopamina €
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acetilcolina; resultado este coerente com seu papel de agonista natural destes

receptores.

Os dados obtidos com os agentes farmacoldgicos foram similares para os
dois neurotransmissores. O primeiro AF estudado foi a glicina na resposta aos
diversos agonistas giutamatérgicos. JOHNSON & ASCHER (1987) demonstraram
a agdo potenciadora da glicina sob os receptores tipo NMDA, utilizando cultura de
neurbnios cerebrais de camundongo. Mais tarde, concluiu-se que a glicina é
necessaria para ativacdo deste tipo de receptor e da abertura de seu canal idnico,
agindo como um co-agonista. Este efeito € detectado em baixas concentragdes,
(ECso de 0,1-0,7 uM) e ndo ¢ inibido peia estricnina, portanto, atuam em sitios de

ligacdes diferentes (JOHNSON & ASCHER, 1987; KLECKNER & DINGLEDINE,
1988).

KLECKNER & DINGLEDINE (1988) demonstraram ainda gque varias
solugbes usadas em experimentos em que ndo foi adicionado dlicing,
apresentaram mesmo assim uma concentracdo de 20-50 nM deste aminoacido,
permitindo a resposta do receptor NMDA. Esta “contaminacdo’ pode ser
diminuida com o fratamento da vidraria com altas temperaturas. Neste caso

ocorre a destruicao da glicina e a auséncia de resposta do receptor tipo NMDA.

Neste trabalho, observou-se que a glicina potencializou apenas a agéo do
NMDA. A atuag&o sobre os demais agonistas glutamatérgicos, ndo ocorreu talvez
porque o tecido empregado ja contenha as quantidades necessarias de glicina
para o efeito maximo. Como esperado, 0 efeito da glicina sobre estimulos com

agonistas de receptores AMPA e kainato n&o foi observado confirmando que esse
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& um fendmeno exclusivo de receptores do tipo NMDA (JOHNSON & ASCHER,
1987).

Uma das principais propriedades apresentadas pelos receptores NMDA ¢é a
de serem bloqueados por ions magnésio. Este € um fendmeno dependente de
voltagem, ou seja, ocorre quando a célula encontra-se em estado polarizado e
desaparece quando ocorre despolarizagdo (MAYER e éol 1984 NOWAK e col.,
1984, BEKKERS & STEVENS, 1988). Esse blogueio voltagem-dependente do
magnésio atua como regulador neuronal negativo e a glicina comeo regulador
positivo. Os receptores do tipo NMDA, ao contrario dos receptores AMPA e
kainato, estdo envolvidos em respostas excitatérias mais lentas, atuando no
controle da plasticidade sinaptica, através de um complexo efeito de controle da
entrada de calcio. O efeito de desbloqueio do receptor NMDA por parte do
magnésio, faz parte de um importante evento relacionado aos receptores
glutamatérgicos, principalmente o NMDA, que & o processo de potenciagdo de

longo prazo, possivelmente relacionado com a memaria e a aprendizagem.

Na atividade sindptica rapida, o glutamato ativa particularmente os
receptores de AMPA sendo sua quantidade insuficiente para ativar os receptores
metabotrdpicos, estando os receptores de NMDA bloqueados pelo magnésio.
Apds uma série de estimulos, e uma despolarizac;éo sustentada, o glutamato em
quantidade suficiente é libera;i_o para ativar os receptores metabotrépicos, além
de remover 0 bloqueio do Mgz;+ com ativacdo do receptor NMDA e permitindo a
entrada de Ca*" na célula. Esta elevagéo intracelular de céicio ativa as proteina-
quinases aumentando a sensibilidade dos receptores AMPA que realizam o

processo de transmissdo normal. Os receptores metabotropicos levam a
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formacdo de trifosfato de inositol e diacilglicerol, aumentando o0s niveis
intracelulares de célcio, com mais ativagdo da enzima proteina-quinase C, que

participa na manutengao da potenciagdo de longa duracgéo.

Em nossos experimentos observamos que o Mg®* bloqueou a liberagdo de
acetilcolina e dopamina quando estimuladas por glutamato @ NMDA, confirmando
as expectativas baseadas nos dados da literatura. (vide experimentos AF2, AF4,
AF8 e AF10). Para o estimulo com o préprio giutamato observamos que o Mg
blogueou totalmente a liberagdo de dopamina mas apenas bloqueou parcialmente
a liberagdo de acetilcoiina, devido, provavelmente a presenca e atuacdo de
receptores dos tipos Kainato € AMPA nos neurdnios colinérgicos. Por vezes,
notou-se uma gueda na liberagdo basal apds a entrada do magnésio em contato
com o tecido, provaveimente devido a um desequilibrio idnico do meio, uma vez
que o Mg** compete com o Ca®*. O Mg®* ndo bloqueou a liberagio de acetilcolina
frente a estimuiacdo de receptores de Kainato, como era esperado (vide

experimento AF 22), promovendo apenas um bloqueio parcial.

No caso da estimulagdo de receptores tipo AMPA o que se esperava era a
ineficacia do Mg®* em blogquear o estimulo com acido quisqualico e AMPA, mas o
que ocorreu foi um bloqueio parcial da liberagdo de acetilcolina (vide experimento
AF 16). Este resultado nos levou a aventar algumas hipoteses, sendo que neste

trabalho avaliamos experimentaimente duas delas.

Uma das hipdteses foi que o acido quisqualico estaria agindo na pré-
sinapse liberando glutamato e este por sua vez estaria agindo como agente de

estimulo e dessa forma sendo blogueado pelo magnésio. Para verificar esta
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possibilidade foram realizados experimentos utilizando antagonistas especificos

de receptores NMDA:

- 0 MK-801 - um antagonista ndo competitivo que bloqueia o canal associado ao
receptor, cujo efeito classico pode ser visto no experimento AF13 e

- 0 AP-5 - um antagonista que compete pelo sitio de ligacdo do glutamato no
receptor NMDA, bloqueando parcialmente a resposta ao estimulo por NMDA

(experimento AF12).

No entanto, nenhum dos dois antagonistas foi capaz de bloquear a
liberagcdo estimulada pelo acido quisquélico, descartando essa hipotese.( vide
experimentos AF 17 e AF 18). Néo foi possivel notar o bloqueic da liberagao
estimulada por acido glutamico pelo APS talvez porque o glutamato também age
nos outros subtipos de receptores glutamatérgicos (Vide experimentos AF 6).
Estes antagonistas também nao inibiram © estimulo por acido kainico (vide

experimentos AF 23 e AF 24) talvez pelo mesmo motivo.

O acido quisqualico além de ser um agonista ionotrépico, também é um
potente agonista metabotropico do grupo I Deste modo, a utilizagdo do MCPG
um antagonista metabotrépico que age em receptores do grupo | e Il (EATON e
col., 1993, HAYASHI e col,, 1994) permitiu avaliar se a liberagdo observada foi
decorrente da estimulagdo de receptores metabotrdpicos. Os resultados
mostraram que o MCPG nac foi capaz de antagonizar o estimulo por acido
quisqualico sobre a liberagdo de acetilcolina (vide experimentc AF 19),
contrariando assim a hipétese de envolvimento de receptores metabotrdpicos

nesta liberagdo.
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Essa hipdtese foi ainda descartada pelo fato do mesmo bloqueio ter sido

observado quando utilizou-se o préprio AMPA como estimulo {experimento AF

25).

Qutras possibilidades relacionadas a estes resultados, tais como as
alteragbes do equilibrio ibnico entre 0 magnésio e o célcio influenciando no
processo de exocitose assim come a participacdo do magnésio no processo de
potenciagdo a longo prazo, onde ha uma importante ligagdo entre receptores

glutamatérgicos de varios tipos, estardo sendo verificadas em trabalho futuro.

Nos experimentos com liberagdo de acetilcolina, por estimulo sobre os
receptores glutamatérgicos na presenga de tetrodotoxina, houve uma queda na
liberacdo basal e estimulada devido a agdo da tetrodotoxina bloqueando os
canais de Na“ voltagem-dependente, impedindo o influxo de sodio e portanto a
propagacdo dos impulsos nervosos pelo axonio { MEBS & HUCHO, 1990). A
refagcdo $2/S1 quando comparadas com os controles expressa uma diminuigéo de
cerca de 50% para os estimulos com acido glutamico (experimento AF 5), acido
quisqualico (experimento AF 15) e acido kainico (experimento AF 21). Estes
dados parecem indicar a presenga de receptores de glutamato tanto no corpo

celular quanto no terminal colinérgico.

Para os receptores do tipo AMPA e kainato, essa porcentagem obtida nao
pbde ser diretamente relacionada a posi¢do dos receptores na célufa uma vez
que o primeiro também é agonista de receptores metabotropicos e 0 segundo

também € agonista de receptores AMPA.
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Quando utilizou-se AMPA (experimento AF 26) como estimuio, a
tetrodotoxina bloqueou em cerca de 30% a liberagéo sugerindo assim, uma maior

presenga de receptores do tipo AMPA no corpo celular.

Quando utilizou-se NMDA como estimulo (experimento AF 11) foi obtido
cerca de 35% do bloqueio na liberagdo causada pela tetrodotoxina, sugerindo

também um predominio de receptores NMDA no d’of,rpo celular das células

colinérgicas.

A redugBo da liberacdo basal em todos o0s experimentos utilizando

tetrodotoxina, confirma o seu efeito sobre a célula, bloqueando a comunicagdo

entre o corpo celular e o terminal no axdnio, reduzindo a liberacdo espontanea

decorrente dos disparos neuronais.

Ja para liberagéo de dopamina os resultados ndo foram conclusivos uma
vez que apenas o terminal esta presente no estriado e o0s resultados

experimentais nao foram suficientemente reprodutiveis (resultados ndo

apresentados).
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos nos permitem concluir que :

hd

v

hd

A 74

A liberacdo de dopamina no estriado foi influenciada claramente por

receptores do tipo NMDA.

A liberagdo de acetilcolina no estriado foi influenciada claramente por

receptores dos tipos NMDA, Kainato e AMPA.

APS5 foi capaz de inibir a liberagdo de acetilcolina estimulada por NMDA.

MK-801 bloqueou todas as a¢des sobre os receptores NMDA,;

0 magnésio blogueou todas as agdes sobre receptores NMDA,;

A liberagdo de acetilcolina estimulada por AMPA e quisqualato mostrou-se
sensivel ao magnésio, independentemente dos receptores metabotrdpicos dos

tipostlell.

A tetrodotoxina reduziu em 35% as liberagdes de acetilcolina estimuladas por
NMDA, 55% aquelas estimuladas por Kainato e 30% aquelas estimuladas por
AMPA, sugerindo que os receptores do tipo AMPA e NMDA estdo localizados
predominantemente no corpo celular da célula colinérgica e os demais

apresentam distribuigdo mais equilibrada entre os terminais e o corpo celular.
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