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“Quem é como o sábio? E quem sabe a 

interpretação das coisas? A sabedoria do 

homem faz brilhar o seu rosto, e com ela a 

dureza do seu rosto se transforma.” 
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RESUMO 

 

 

O pré-condicionamento cerebral é caracterizado por um estado de 

tolerância transitória do tecido nervoso a um estímulo letal e/ou tóxico 

evocado por um dano moderado prévio. Estudos têm demonstrado que este 

estado de tolerância cerebral pode ser obtido através do pré-

condicionamento químico com N-metil-D-aspartato (NMDA), o agonista 

sintético seletivo dos receptores NMDA e pode ser promovido in vivo pela 

administração de dose subtóxica deste agente. Contudo, as vias de 

sinalização e receptores ou canais iônicos associados ao processo de 

neuroproteção ativado pelo pré-condicionamento químico ainda precisam 

ser elucidados. Desta forma, investigou-se o envolvimento dos receptores 

de adenosina (A1R e A2AR) e as vias de sinalização celular no mecanismo 

de neuroproteção pelo pré-condicionamento com NMDA in vivo (em 

camundongos) e in vitro (em cultura primária de neurônios e em fatias 

hipocampais). Os resultados demonstraram que o pré-condicionamento com 

NMDA aumenta a afinidade de união do A1R ao ligante, sem alterar seus 

níveis proteicos no hipocampo de camundongos. Além disso, a ativação do 

A1R reverte o efeito antinociceptivo mediado pelo pré-condicionamento 

com NMDA, sugerindo que a pós-ativação do A1R pode interferir com o 

pré-condicionamento. Ainda o pré-condicionamento com NMDA não altera 

a funcionalidade do A1R no teste do condicionamento ao medo contextual 

em camundongos, mas parece promover uma dessensibilização de A2AR. E 

a ativação de ambos A1R e A2AR reverte o aumento da captação de 

glutamato em fatias de hipocampo, mediado pelo pré-condicionamento com 

NMDA. Em relação às vias de sinalização celular analisadas, observou-se o 

pré-condicionamento com NMDA depende da via da PI3K para a proteção 

contra as convulsões induzidas por ácido quinolínico (AQ) em 

camundongos, embora a inibição desta via  não parece estar diretamente 

relacionada com a proteção contra a morte celular. Em estudos in vitro, o 

pré-condicionamento com NMDA também foi eficaz na proteção contra o 

dano induzido por AQ em cultura primária de neurônios hipocampais e em 

fatias hipocampais de camundongos contra o dano induzido por glutamato. 

Os mecanismos envolvidos na neuroproteção pelo pré-condicionamento em 

fatias, envolve a participação de A1R e parcialmente dos canais de potássio 

ativados por cálcio (BKCa). Além disso, o pré-condicionamento com 

NMDA é mais eficaz com a ativação de receptores que usam a glicina 

como co-agonista preferencial.  Desta forma, este trabalho contribui para 

demonstrar alguns mecanismos celulares evocados por uma possível 

estratégia neuroprotetora, o pré-condicionamento químico.  
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ABSTRACT 

 

 

Brain preconditioning is characterized by a state of transient 

tolerance in the nervous tissue to a lethal and/or toxic stimulus evoked by 

prior moderate damage. Studies have demonstrated that this state of brain 

tolerance can be obtained by chemical preconditioning with N-methyl-D-

aspartate (NMDA), the synthetic selective agonist of NMDA receptors, and 

can be promoted by in vivo administration of subtoxic doses of this agent. 

However, the signaling pathways and receptors or ion channels associated 

with the neuroprotection process activated by chemical preconditioning 

remain to be elucidated. Thus, we investigated the involvement of 

adenosine receptors (A1R and A2AR) and cell signaling pathways in the 

mechanism of neuroprotection evoked by NMDA preconditioning in vivo 

(in mice) and in vitro (in primary cultured neurons and hippocampal slices). 

NMDA preconditioning increases binding affinity of the A1R to ligand, 

without changing its protein levels in hippocampus of mice. Furthermore, 

activation of A1R reverses the antinociceptive effect mediated by NMDA 

preconditioning, suggesting that post-activation of A1R can interfere with 

preconditioning. NMDA preconditioning does not alter the functionality of 

A1R in contextual fear conditioning test in mice, although it seems to 

promote a desensitization of A2AR response. The activation of both A1R 

and A2AR reversed the increase in glutamate uptake into hippocampal slices 

mediated by NMDA preconditioning. Regarding the signaling pathways 

analyzed, we observed that NMDA preconditioning is dependent on PI3K 

pathway for protection against quinolinic acid (QA)-induced seizures in 

mice, although inhibition of this signaling pathway is not directly related to 

protection against cell damage. In in vitro studies, NMDA preconditioning 

was also effective in protecting against QA-induced damage in primary 

cultured hippocampal neurons and against glutamate-induced damage in 

mice hippocampal slices. The mechanisms of neuroprotection exerted by 

preconditioning in slices, involve the participation of A1R and partially the 

calcium-activated potassium channels (BKCa). Moreover, NMDA 

preconditioning is more effective when glycine is used as the preferential 

co-agonist of NMDA receptor. Therefore, this study contributes to 

demonstrate cellular mechanisms evoked by a putative neuroprotective 

strategy, the chemical preconditioning.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 Sistema glutamatérgico 

 
O aminoácido L-glutamato é o principal sinalizador químico 

utilizado no Sistema Nervoso Central (SNC) (Danbolt, 2001). Desde a 

década de 1950, a ação excitatória do glutamato no cérebro de 

mamíferos e na medula espinhal tornou-se conhecida e mais tarde, por 

volta da década de 1970, até os dias de hoje o glutamato é amplamente 

reconhecido como o aminoácido mais abundante do cérebro de 

mamíferos, onde exerce a função de principal neurotransmissor 

excitatório (Hayashi, 1952; Curtis e Watkins, 1960; Featherstone, 2010). 

 O glutamato participa de muitos processos químicos 

intracelulares como a indução sináptica, migração, diferenciação, 

plasticidade e morte celular, além de desempenhar um importante papel 

na manutenção de aspectos funcionais do cérebro, tais como: cognição, 

aprendizagem, memória e controle motor (Nedergaard et al., 2002; Aarts 

et al., 2003 Meldrum, 2000; Danbolt, 2001). O metabolismo celular do 

glutamato envolve tanto neurônios quanto astrócitos, sendo que a maior 

parte deste glutamato é encontrada em neurônios, e a concentração deste 

aminoácido no cérebro varia entre 10 a 15 µmol/g de tecido. 

(Schousboe, 1981; Siegel et al., 2006). 

A síntese de glutamato ocorre nos terminais nervosos a partir da 

glicose que, ao ser metabolizada, origina os intermediários do ciclo do 

ácido cítrico como o α-cetoglutarato, que por sua vez, recebe um 

grupamento amino de outro aminoácido através de uma reação de 

transaminação (Siegel et al., 2006). O glutamato também pode ser 

formado através da glutamina, um aminoácido neutro sintetizado em 

células gliais pela ação da glutamina sintetase. A glutamina é 

transportada para os terminais nervosos, onde é convertida em 

glutamato pela ação enzimática da glutaminase. Nos neurônios pré-

sinapticos o glutamato é armazenado em vesículas sinápticas através dos 

transportadores vesiculares de glutamato (VGluts) e encontra-se em 

maiores concentrações nos terminais axonais. (Takamori, 2006). Em 

resposta a altas concentrações de íons cálcio (Ca
2+

), resultantes da 

propagação de potenciais de ação, as vesículas sinápticas se fundem 

com a membrana plasmática, liberando o glutamato para a fenda 

sináptica. Uma vez na fenda sináptica, o glutamato pode difundir-se e 

mediar diversas ações em sítios gliais, pré e pós-sinápticos.  
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Uma das principais ações é a estimulação dos receptores de 

glutamato, que são classificados de acordo com suas propriedades 

farmacológicas em duas categorias: os receptores ionotrópicos (iGluR) – 

canais iônicos que se abrem com a união de glutamato -  e os receptores 

metabotrópicos (mGluR) – que ativam enzimas intracelulares através do 

acoplamento a proteínas G (Kew e Kemp, 2006; Siegel et al., 2006). 

Existem 8 tipos de mGluR e estes são subdivididos em três 

grupos de acordo com propriedades farmacológicas, mecanismos de 

transdução do sinal e similaridade na seqüência de aminoácidos. O 

grupo I de mGluR (mGlu1 e mGlu5) estimula a fosfolipase C, enquanto  

os grupos II (mGlu2 e mGlu3) e III (mGlu4, mGlu6, mGlu7 e mGlu8) 

modulam a atividade da adenilato ciclase (Gubellini et al, 2004; 

Swanson et al, 2005). 

Receptores ionotrópicos são canais iônicos multiméricos e a 

união de agonistas a esses receptores leva a alteração conformacional do 

canal, o que aumenta a probabilidade de abertura do mesmo e acarreta 

em influxo de íons. As três classes de iGluR foram inicialmente 

nomeadas pela seletividade a seus agonistas: N-metil-D-aspartato 

(NMDA), α-amino–3–hidroxi–5–metil–4– ácido isoxazol propiônico 

(AMPA) e cainato (KA) (Kew e Kemp, 2006). Os receptores NMDA 

serão abordados com mais detalhes em um item a seguir.  

Fisiologicamente, os receptores AMPA e cainato estão 

relacionados à transmissão sináptica rápida no SNC e são caracterizados 

pelas rápidas cinéticas de ativação e desativação (Popescu e Auerbach, 

2004). Os receptores AMPA formam-se de quatro subunidades GluA1, 

GluA2, GluA3 e GluA4 e são responsáveis pela despolarização inicial 

do potencial pós-sinaptico (Stone e Addae, 2002; Li, Chen, Smit, 2013).  

Os receptores de cainato são tetrâmeros formados a partir da 

associação de cinco tipos de subunidades denominadas GluK1, GluK2, 

GluK3, GluK4 e GluK5 (Reiner, Arant, Isacoff, 2013). Encontrados no 

hipocampo, córtex, estriado, cerebelo, amígdala, hipotálamo, medula 

espinhal e na retina, os receptores de cainato diferenciam-se dos 

receptores AMPA pela menor corrente conduzida e pela cinética de 

desativação mais lenta (Huettner, 2003). Os receptores de cainato 

localizados nas células pré-sinápticas estão envolvidos na modulação da 

liberação de ácido gama-amino-butírico (GABA) e do próprio glutamato 

em sinaptossomas hipocampais. Os receptores de cainato pós-sinápticos 

são responsáveis por um componente lento e pequeno do potencial 

excitatório pós-sináptico relacionado a fenômenos de plasticidade de 

curta e longa duração (Madden, 2002).  
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A ação sináptica do glutamato é finalizada por sua recaptação a 

partir da fenda sináptica por proteínas de membrana chamadas 

transportadores de aminoácidos excitatórios (EAAT) dependentes de 

sódio, que mantém os níveis fisiológicos de glutamato extracelular. 

Existem cinco tipos de EAATs que se diferem quanto à 

localização e/ou função, sendo que grande parte desses transportadores 

estão presentes nos astrócitos próximos às sinapses glutamatérgicas. 

Desta forma, o glutamato liberado nas sinapses é captado e reciclado nos 

astrócitos, onde pode ser convertido à glutamina, a qual é liberada no 

espaço extracelular, captada por neurônios e convertida novamente a 

glutamato (Danbolt, 2001; Featherstone, 2010). Nos roedores os EAATs 

são designados como transportador de glutamato/aspartato (GLAST) e 

transportador de glutamato-1 (GLT-1) (em humanos são designados 

como EAAT1 e EAAT2, respectivamente) e são considerados 

transportadores gliais. Transportadores neuronais também são 

importantes para manter as concentrações fisiológicas de glutamato no 

meio extracelular. O transportador neuronal de glutamato mais 

amplamente distribuído no cérebro é o carreador de aminoácidos 

excitatórios 1 (EAAC1 - homólogo humano, EAAT3), encontrado em 

regiões extra-sinápticas (Danbolt, 2001). Uma representação da sinapse 

glutamatérgica está apresentada na figura 1. 

 

 
Figura 1: Esquema de uma sinapse glutamatérgica.  O neurônio pré-sináptico contém 

vesículas sinápticas com transportadores de glutamato (ponto vermelho), mitocôndria 

com glutaminase (ponto amarelo), receptores metabotrópicos de glutamato (mGluR) e 

transportadores de glutamato (EAAT2) e glutamina (laranja). O neurônio pós-sináptico 

contém receptores iGLURs (AMPA e NMDA), mGLURs e transportadores de glutamato. 

Ao redor das sinapses estão os astrócitos que contém os transportadores para glutamato 
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(EAAT1 e EAAT2) e os transportadores de glutamina (Transportador SN), os receptores 

glutamatérgicos e algumas vesículas glutamatérgicas. SA e SN sistema de transportadores 

A e N respectivamente (para glutamina). O glutamato que escapa da fenda sináptica sem 

ser captado por transportadores, pode ser difundido para sinapses vizinhas (adaptado de 

Siegel e colaboradores, 2006). 

 

Os níveis de glutamato extracelular também podem ser 

mantidos por um trocador de cistina-glutamato, chamado sistema xc
-
. 

Este trocador é bastante expresso no cérebro de roedores e humanos, e 

em muitos tipos de células do SNC (neurônios, astrócitos, micróglia, 

células endoteliais vasculares, ependimária, células do plexo coróide e 

leptomeninges) (Niciu et al., 2012). O sistema xc
-
 medeia a troca 

estequiométrica de uma molécula de cistina extracelular por uma 

molécula de glutamato intracelular. Desta forma, o glutamato 

extracelular é regulado por uma complexa rede de mecanismos de 

liberação e captação, que contribui significativamente para a 

manutenção da concentração de glutamato na fenda sináptica (Bridges et 

al., 2012).  

Apesar da sua importância fisiológica, os níveis extracelulares 

de glutamato são regulados a fim de preservar a integridade da 

transmissão sináptica excitatória. Por isso, a retirada desse aminoácido 

da fenda sináptica é um importante mecanismo a fim de diminuir a 

quantidade desse neurotransmissor na fenda, prevenindo a 

excitotoxicidade (Phillis e O’regan, 2002). 

 

 

1.1.1 Excitotoxicidade 

 

 A partir do antagonismo entre os efeitos fisiológicos e tóxicos 

do glutamato surgiu o termo excitotoxicidade, proposto primeiramente 

por Olney e colaboradores (Olney, 1969), o qual se refere à toxicidade 

causada pelo aumento da concentração de glutamato durante a 

transmissão sináptica e consequente morte neuronal (Meldrum 2000).  

Muitas doenças neurodegenerativas apresentam a 

excitotoxicidade como um evento que acompanha o aparecimento e/ou o 

curso da doença. Este evento está associado a quadros patológicos 

agudos e crônico-degenerativos como, por exemplo, na isquemia 

cerebral (Olney, 1969; Tymianski, 2011), no trauma encefálico (Baker 

et al., 1993; Koura et al., 1998) nas doenças de Parkinson (Boll et al., 

2011; Chen et al., 2011) e Alzheimer (Cassano et al., 2011) e em 

convulsões (Ogita et al., 2003; Boeck et al., 2005).  
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A estimulação excessiva dos receptores glutamatérgicos pode 

ter inúmeros efeitos prejudiciais para a viabilidade celular, como 

liberação de óxido nítrico (NO), ativação de proteases, aumento da 

produção de espécies reativas de nitrogênio e oxigênio e o influxo 

massivo de Ca
2+

, resultante da hiperestimulação dos receptores NMDA 

(Choi, 1985; Wang & Qin, 2010; Lau e Tymianski, 2010).  

Os receptores NMDA são permeáveis a Ca
2+

, permitindo que 

ocorra um grande aumento das concentrações desse íon no interior da 

célula. Portanto, a hiperativação deste iGluR tem sido considerada a 

principal responsável pela morte celular devido à excitotoxicidade 

(Stone e Addae, 2002). O influxo de Ca
2+

 pode levar a ativação de 

enzimas catabólicas como fosfolipases, endonucleases ou proteases 

como a caspase e calpaína (Siegel et al., 2006). Além disso, grande parte 

do Ca
2+

 é sequestrada pela mitocôndria, o que acarreta em acidose 

metabólica, inibição da fosforilação oxidativa, formação de poros de 

permeabilidade transitória, colapso bioenergético e formação de radicais 

livres via toxicidade mitocondrial (Nichols et al., 2007; Ryter et al., 

2007).  

 

 

1.1.2 Receptores NMDA 

 

 Dentre os iGluRs, o subtipo NMDA possui a maior afinidade 

pelo glutamato (EC50 1 μM). (Niciu et al., 2012). Os receptores NMDA 

são complexos heteroméricos compostos por quatro subunidades, cada 

uma contendo uma isoforma diferente: GluN1, GluN2 (GluN2A-

GluN2D) e GluN3 (GluN3A e GluN3B) (Paoletti et al., 2013).  

A diferente composição das subunidades dos receptores NMDA 

apresenta distribuição, propriedades e regulação distintas no cérebro. 

Portanto, os receptores NMDA apresentam características funcionais e 

farmacológicas heterogêneas devido à composição destas subunidades 

(Gonda, 2012). Os receptores NMDA são predominantemente formados 

pela subunidade GluN1, que é essencial para funcionalidade do receptor, 

em combinação com pelo menos um tipo da subunidade GluN2 

(Hardingham, 2009; Cull-Candy et al., 2001).  

A ativação dos receptores NMDA requer não somente a união 

do seu agonista, o glutamato, e despolarização da membrana, mas 

também a presença de um co-agonista, a glicina ou D-serina, sendo que 

a composição das subunidades do NMDAR determina a sua afinidade 

para co-agonistas (Henneberger et al., 2013). Estudos relatam que a D-

serina parece agir em NMDAR sinápticos contendo a subunidade 
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GluN2A, enquanto que para a glicina foi demonstrada uma preferência 

por NMDAR extra-sinápticos contendo a subunidade GluN2B 

(Henneberger et al., 2010; Papouin et al., 2012). 

A ação dos receptores NMDA nem sempre é excitotóxica, 

sendo este receptor é conhecido por apresentar um efeito dual, que 

promove a morte ou a sobrevivência neuronal, dependendo do nível de 

atividade e da composição do receptor (Lai et al., 2013). Os receptores 

contendo a subunidade GluN2B extra-sináptica estão envolvidos em 

processos de excitotoxicidade, enquanto que receptores contendo a 

subunidade GluN2A sináptica estão envolvidos nos efeitos tróficos 

deste receptor glutamatérgico, que são responsáveis pela neuroproteção 

(Vizi et al., 2013). 

Apesar das evidências de diferentes modelos implicando a 

atividade do receptor NMDA na perda neuronal após isquemia, vários 

ensaios clínicos utilizando diferentes antagonistas dos receptores 

NMDA não demonstraram efeitos positivos contra o acidente vascular 

encefálico (AVE) (Muir, 2006). Portanto, o bloqueio completo dos 

receptores NMDA tem sido ineficaz em ensaios clínicos (Ikonomidou & 

Turski, 2002). Por outro lado, estudos têm demonstrado o envolvimento 

de receptores de NMDA na neuroproteção endógena em diferentes 

modelos de pré-condicionamento, através da administração de 

antagonistas como MK-801 [(+)-5-metil-10,11-dihidro-5H-dibenzo[a,d] 

ciclohepteno-5,10-imina maleato)] e cetamina (Bond et al., 1999; 

Rejdak et al., 2001; Schaller & Graff, 2002; Samoilov et al., 2003). 

Dessa forma, uma moderada ativação dos receptores NMDA, durante o 

pré-condicionamento tem sido considerada como uma possível 

estratégia clínica mais eficaz.   

 

 

1.2 Mecanismos de neuroproteção pelo pré-condicionamento 

 

A neuroproteção é um processo que interrompe e/ou previne 

uma cascata patológica que ocorre durante um processo de dano celular 

(McIntosh, 1993; Gagliard, 2000). Portanto, o uso de estratégias que 

modulem o dano celular excitotóxico é uma importante ferramenta 

neuroprotetora, dentre as quais se destaca a pesquisa sobre o pré-

condicionamento. 

O termo pré-condicionamento foi introduzido por Janoff 

(1964), a fim de descrever a resposta de tolerância de um organismo ao 

estresse letal induzido pela exposição prévia a baixas doses de agentes 

ou estímulos tóxicos. Praticamente qualquer estímulo capaz de gerar 
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dano ao organismo ou aos tecidos pode, quando aplicado abaixo do 

limiar de dano, ativar mecanismos endógenos de proteção, amenizando 

o impacto de estímulos deletérios posteriores (Dirnagl et al., 2003). 

Desta forma, o princípio geral de pré-condicionamento é definido como 

a obtenção de um estado de proteção tecidual, ou do organismo como 

um todo, através da exposição a estímulos subletais que conferem, 

assim, tolerância a um dano letal posterior (Dirnagl et al., 2003; 

Mergenthaler et al., 2004). 

Murry e colaboradores (1986) foram os que introduziram as 

primeiras noções de pré-condicionamento através de estudos em células 

do miocárdio após uma isquemia. Já a primeira descrição de pré-

condicionamento no SNC foi realizada por Kitagawa e colaboradores 

(1990), que relataram a neuroproteção promovida por um breve episódio 

isquêmico contra uma isquemia letal posterior em diversas áreas do 

cérebro, como as regiões CA1 e CA3 do hipocampo. Estudos têm 

demonstrado que esse estado de tolerância cerebral pode ser obtido por 

diversos meios químicos, elétricos ou anóxicos (Bond et al., 1999; 

Rejdak et al., 2001; Schaller et al., 2002, Samoilov et al., 2003). 

Os mecanismos subjacentes ao pré-condicionamento não estão 

completamente elucidados, mas a ativação dos receptores NMDA, óxido 

nítrico sintase, citocinas inflamatórias, modulação de estresse oxidativo 

e supressão do sistema imune inato parecem ter um papel importante no 

percurso endógeno de sobrevivência das células envolvidas no pré-

condicionamento e tem implicações clínicas significativas para a 

prevenção de dano neuronal (Vandresen-Filho et al., 2007; Shpargel et 

al., 2008). 

No que diz respeito à neuroproteção, foi demonstrado que, em 

culturas de células neuronais, uma concentração subtóxica de NMDA 

previne a morte neuronal induzida pelo glutamato, NMDA (Chuang et 

al., 1992; Dickie et al., 1996; Boeck et al., 2005) ou privação de glicose 

e oxigênio (PGO) (Pringle et al., 1999; Valentim et al., 2003). A 

administração de doses subtóxicas de NMDA via intraperitoneal (i.p.) é 

utilizada como modelo de pré-condicionamento químico in vivo contra 

danos cerebrais posteriores (Ogita et al., 2003; Boeck et al., 2004). 

Neste protocolo in vivo foi demonstrado que a proteção é obtida 24 

horas após a administração de NMDA e permanece por até 48 horas. No 

entanto, o efeito protetor do pré-condicionamento não é mais observado 

72 horas após a administração de NMDA (Boeck et al., 2004).  

A fim de compreender os mecanismos moleculares e celulares 

relacionadas com a neuroproteção promovida 24 horas após o pré-

condicionamento com NMDA, um estudo de análise proteômica no 
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hipocampo de camundongos submetidos ao pré-condicionamento, 

demonstrou uma alteração na expressão de proteínas envolvidas na 

tradução e no processamento proteico (aspartil-tRNA sintetase e 

proteína de choque térmico – HSP70), na manutenção da homeostase 

energética (creatina cinase) e na modulação da transmissão 

glutamatérgica (próton ATPase do tipo V) (do Amaral e Silva Muller et 

al., 2013). 

Outros estudos têm demonstrado que o pré-condicionamento 

com NMDA melhora significativamente o dano isquêmico em fatias de 

hipocampo (Schurr et al., 2001), em cultura de células (Xu et al., 2000). 

Costa e colaboradores (2010) demonstraram o efeito do pré-

condicionamento com NMDA em um modelo in vivo de traumatismo 

crânio-encefálico (TCE), no qual os animais que foram pré-

condicionados e submetidos ao TCE apresentaram melhora nos 

parâmetros de locomoção como a coordenação, o equilíbrio e a 

atividade sensório-motor e não exibiram distorção de marcha (Costa et 

al., 2010). Recentemente, um trabalho do mesmo grupo avaliou o 

metabolismo energético no cérebro de camundongos no mesmo modelo, 

demonstrando um aumento na atividade do complexo mitocondrial II, 

tanto em camundongos pré-condicionados quanto naqueles submetidos 

ao TCE (Boeck et al., 2013).  

 

 

1.2.1 Pré-condicionamento versus Toxicidade induzida por ácido 

quinolínico (AQ) 

 

O AQ, um metabólito do triptofano proveniente da via das 

quinureninas, foi inicialmente estabelecido como um intermediáio na 

síntese do ácido nicotínico e da nicotinamida adenina dinucleotídeo 

(Stone, 2001). A sua importância no SNC só foi reconhecida quando o 

bioquímico russo Izyaslav Lapin (1978) realizou um experimento no 

qual seis quinureninas: DL-quinurenina, ácido quinolínico, ácido 3-

hidroxi-antranílico, ácido xanturênico, ácido picolínico, e ácido 

nicotínico foram injetados individualmente no ventrículo lateral de 

camundongos. Lapin observou que todas essas substâncias produziram 

excitação motora e/ou convulsões clônicas, e que dentre estes, o 

metabólito com ação mais potente era o AQ. Logo depois, Trevor Stone 

e Martin Perkins (1983) analisaram a ação excitatória do AQ e de seus 

análogos injetados em diferentes regiões do SNC e foram os primeiros a 

levantar suspeita sobre a existência de subtipos de receptores NMDA. 
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Atualmente, sabe-se que o AQ causa convulsões através da 

ação sobre os receptores NMDA, particularmente, aqueles que contêm 

subunidades GluN2B (Moroni, 1999; Schwarcz & Pellicciari, 2002). 

Dessa forma, a ativação dos NMDAR pelo AQ causa excitotoxicidade 

através do aumento da concentração intracelular do íon Ca
+2 

e disfunção 

mitocondrial com exaustão da adenosina trifosfato (ATP) intracelular e 

produção excessiva de EROs e nitrogênio e consequente peroxidação 

lipídica e carbonilação proteica (Stone e Darlington, 2002; Naredo et al., 

2005; Guillemin, 2012). Além da atuação direta sobre os NMDAR, 

estudos mostraram que o AQ pode sobrecarregar o sistema 

glutamatérgico pela modulação do transporte de glutamato (Guillemin, 

2012; Perez-de La Cruz et al., 2012), e inibir a captação de glutamato 

tanto em preparações de vesículas sinápticas (Tavares et al., 2000) 

quanto em cultura de astrócitos (Tavares et al., 2002). 

A toxicidade do AQ tem sido implicada em diversas condições 

patológicas do SNC, como as doenças de Huntington e Parkinson, na 

demência associada à infecção com vírus da imunodeficiência humana 

(HIV), na depressão maior e transtorno bipolar e na etiologia da 

epilepsia em humanos (Heyes et al., 1990; Stone, 2001). Assim, o AQ 

tem sido utilizado tanto pra estudos in vivo em modelos animais de 

convulsões (Schmidt et al., 2000), quanto em modelos in vitro para 

indução de toxicidade em fatias de córtex cerebral, estriado e hipocampo 

(Dobrachinski et al., 2012). 

Concentrações elevadas de AQ foram encontradas no soro ou 

plasma de pacientes com diversos tipos de doenças infecciosas, como 

meningite, choque séptico e doenças inflamatórias sugerindo que a 

toxicidade induzida por AQ também envolva processos 

neuroinflamatórios (Myint, 2012; Perez-de La Cruz et al., 2012), já que 

no SNC, a micróglia ativada é a maior fonte de AQ durante a 

inflamação.  

Estudos têm demonstrado que o pré-condicionamento com 

NMDA previne crises convulsivas induzidas pela administração 

intracerebroventricular de AQ em camundongos. Além disso, observou-

se que estes animais são protegidos contra a morte celular por necrose 

no hipocampo, devido à toxicidade induzida por AQ (Boeck et al., 

2004). Um estudo realizado em nosso laboratório avaliou as respostas 

eletroencefalográficas do hipocampo e córtex cerebral de camundongos 

pré-condicionados com NMDA sobre as convulsões induzidas por AQ. 

Os resultados demonstraram que o pré-condicionamento com NMDA 

aumenta a excitabilidade registrada no eletroencefalograma, apesar de 
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não induzir generalização comportamental de convulsões. Além disso, 

os camundongos pré-condicionados com NMDA e que foram protegidos 

das convulsões induzidas por AQ (50% dos animais pré-condicionados), 

não apresentaram aumento de excitabilidade neuronal em comparação 

com os animais que foram pré-condicionados com NMDA e que 

apresentaram convulsões. (Vandresen-Filho et al., 2012). Portanto, o 

aumento da excitabilidade neuronal promovido pelo pré-

condicionamento reflete em aumento da proteção contra convulsões 

comportamentais. 

 

 

1.3 Evidências da participação dos receptores de adenosina no 

pré-condicionamento 

 
Adenosina é um nucleosídeo descrito como um metabólito 

intermediário importante, agindo como base para produção de ácidos 

nucleicos e um componente energético para produção de ATP. Seus 

efeitos tem sido de interesse para diferentes áreas da pesquisa biomédica 

desde 1920 (Boison, 2006; Chen, Eltzschig, Fredholm, 2013). Sua 

concentração no meio extracelular é de aproximadamente 25 a 150 nM, 

e a principal ação da adenosina no cérebro é suprimir a transmissão 

excitatória através da inibição da liberação de transmissores a partir dos 

terminais pré-sinápticos. Ela apresenta vários efeitos no tecido neuronal 

durante a isquemia e o pré-condicionamento, e também durante a 

plasticidade sináptica (Dunwiddie & Masino, 2001). 

A adenosina é formada no interior das células, como resultado 

da defosforilação do AMP através da ação de uma enzima, a 5'-

nucleotidase. Para isso sua formação depende da degradação e síntese de 

ATP, ou pela hidrólise da S-adenosilhomocisteína (Boison, 2006). No 

meio extracelular, o nível de adenosina também depende da taxa de 

hidrólise de ATP o qual é liberado de neurônios ou células gliais e pode 

ser formada por uma cascata de ectonucleotidases. As concentrações 

extracelulares, de adenosina são mantidas em equilíbrio por mecanismos 

de recaptação específicos através de transportadores bidirecionais 

especializados (Thorn & Jarvis, 1996). A adenosina é então catabolizada 

pela ação de enzimas como a adenosina-cinase (AKA) e adenosina-

desaminase (ADA) (Zimmermann et al., 1996). 

Além disso, a adenosina funciona como uma molécula 

sinalizadora através da ativação de quatro receptores distintos – A1R, 

A2AR, A2BR e A3R. Esses receptores são metabotrópicos, portanto 

acoplados a proteínas G que atuam como mensageiros de sinalização 
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para alvos específicos para exercer as suas ações sobre a célula 

(Fredholm, 1995). Estes receptores têm sido implicados tanto em 

funções fisiológicas quanto patológicas, incluindo o ritmo cardíaco e 

circulação (Eltzschig, 2009; Eltzschig et al., 2012), fluxo sanguíneo 

renal (Sun et al., 2001; Grenz et al., 2012), regulação do sono (Huang et 

al., 2005; Lazarus et al., 2011), angiogênese (Liu, 2010), bem como, 

doenças inflamatórias (Hasko et al., 2008; Eltzschig & Carmeliet, 2011), 

isquemia/reperfusão (Eltzschig & Eckle, 2011) e doenças 

neurodegenerativas (Fredholm, 2007), além de apresentar propriedades 

anti-epilética e neuroprotetora (Boison, 2006). 

O receptor A1 é o subtipo de receptor de adenosina mais 

conservado entre as espécies (Fredholm, 2000), e o mais abundante no 

SNC, especialmente nos nervos terminais excitatórios (Daly & Padgett, 

1992). Este receptor tem sua atividade acoplada a uma proteína Gi/o e 

sua ativação inibe a atividade da adenilato ciclase diminuindo os níveis 

intracelulares de AMPc (adenosina monofosfato cíclico), e também é 

reconhecido por reduzir a atividade neuronal, bloqueando a liberação de 

neurotransmissores, entre eles o glutamato (Poli et al., 1991; Chen et al., 

1999; Chen, Eltzschig, Fredholm, 2013). 

O subtipo A2A é encontrado em altos níveis no corpo estriado e 

em menor concentração em outras regiões como o hipocampo 

(Fredholm, 2001). Sua atividade é acoplada a uma proteína Gs nos 

tecidos periféricos ou Golf no cérebro, capaz de estimular a adenilato 

ciclase, aumentando o níveis de AMPc (Fredholm, 2000; Kull et al., 

2000; Corvol et al., 2001). Em tecidos periféricos, os A2AR 

desempenham um papel crucial na modulação da inflamação, consumo 

de oxigênio do miocárdio e angiogênese. No cérebro, interagem com 

vários neurotransmissores para regular a atividade motora, 

comportamentos psiquiátricos, o ciclo sono-vigília e morte celular 

neuronal (Eltzschig et al., 2012). 

Os receptores A2B são expressos em baixos níveis no cérebro e, 

apesar de estimularem a atividade das MAPKs (proteínas cinase 

ativadas por mitógeno) em uma afinidade similar aos receptores A2A em 

cultura de células (Schulte & Fredholm, 2003), o A2BR é o mais 

insensível ao nucleosídeo, dentre os quatro receptores de adenosina, 

exigindo concentrações micromolar de adenosina - que são raramente 

obtidas em condições fisiológicas. Durante condições em que os níveis 

de adenosina são elevados, tais como hipóxia, isquemia ou inflamação, 

papéis funcionais da sinalização do receptor A2B têm sido descritos em 

estudos genéticos e farmacológicos, papéis estes que incluem a 

adaptação do tecido para hipóxia (Eckle et al., 2008), aumento da 
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tolerância isquêmica (Grenz et al., 2012; Eckle et al., 2012) ou 

atenuação da inflamação aguda (Frick et al., 2009; Hart et al., 2011). 

Os receptores A3 são expressos em vários tecidos do corpo 

humano com níveis elevados nos órgãos periféricos e baixos níveis no 

cérebro, em regiões como o cerebelo e hipocampo, e sua ativação 

diminui a ação sináptica inibitória da adenosina na região CA1 do 

hipocampo (Dunwiddie et al., 1997). Isto ocorre porque os receptores de 

adenosina A3 podem interagir com fosfolipase C, capazes de inibir as 

respostas mediadas pelo receptor A1. Portanto, parece que o A3R 

controla a função inibitória mediada pelo receptor de adenosina mais 

abundante, o A1, proporcionando um freio na inibição excessiva sempre 

que a adenosina extracelular estiver acima do limiar de ativação do 

receptor A3 (Sebastião et al., 2012). Uma representação esquemática dos 

receptores de adenosina está apresentada na figura 2. 

 

 
Figura 2: Representação esquemática dos receptores de adenosina acoplados à 

proteína G: A ativação de receptores de adenosina pode inibir (A1R e A3R) ou estimular 

(A2AR e A2BR) adenilato ciclase e a via do AMPc (adaptado de Landolt e colaboradores, 

2012). 

 

A excitotoxicidade glutamatérgica proveniente da super 

estimulação dos receptores NMDA pode ser modulada pelo sistema 

adenosinérgico (Dunwiddie & Haas, 1985). Altos níveis de adenosina 

são observados no espaço extracelular em situações de lesão ao tecido 
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cerebral, assim como quando os receptores glutamatérgicos do tipo 

NMDA são ativados (Hoehn & White, 1990; Craig & White, 1993; 

Melani et al., 1999). Este aumento nos níveis extracelulares de 

adenosina pode ser decorrente da sua liberação através do seu sistema de 

transporte ou através da hidrólise dos nucleotídeos extracelulares, pois a 

excitotoxicidade glutamatérgica ativa a cascata enzimática das ecto-

nucleotidases responsáveis por produzir adenosina a partir de 

nucleotídeos liberados (Craig & White, 1993; Boeck et al., 2000, Bruno 

et al., 2002). Por exemplo, sabe-se que em cultura de neurônios 

cerebelares a ativação dos receptores NMDA estimula a ativação do 

ecto-5’-nucleotidase (Boeck et al., 2000), que por sua vez degrada a 

adenosina-5’-monofosfato (AMP) à adenosina. 

Um dos mecanismos pelos quais a adenosina induz tolerância 

neuronal é mediado através de uma via de transdução de sinal que 

consiste na ativação do A1R que leva a ativação da proteína cinase C 

(PKC), seguido pela ativação do canal de potássio sensível a ATP 

(Heurteaux et al., 1995; Reshef et al., 2000). Corroborando com isto, 

muitos estudos demonstram que os efeitos inibitórios dos receptores A1 

resultam em neuroproteção, tanto em in vitro quanto in vivo, 

principalmente em modelos de hipóxia/isquemia e convulsões (Rudolphi 

et al., 1992; Von Lubitz, 1994). A participação da adenosina no pré-

condicionamento induzido por NMDA foi demonstrada in vivo (Boeck 

et al., 2004) e in vitro (Boeck et al., 2005). Nestes estudos, observou-se 

que o antagonista do receptor A1, o 8-ciclopentil-1,3-dimetilxantina 

(CPT), foi capaz de abolir o efeito protetor induzido pelo pré-

condicionamento com NMDA frente à toxicidade induzida por 

glutamato ou pelas convulsões induzidas por AQ. 

Além disso, a avaliação in vitro da atividade dos receptores de 

adenosina na participação do mecanismo do pré-condicionamento com 

NMDA em neurônios granulares do cerebelo, mostrou que o pré-

condicionamento promove uma dessensibilização da resposta dos 

receptores A2A, favorecendo assim a ativação dos receptores A1 e 

contribuindo para o pré-condicionamento mediado pelo NMDA (Boeck 

et al., 2005). Outros estudos demonstraram que os receptores A2A 

também podem estar envolvidos em mecanismos de neuroproteção. A 

pré-incubação com agonistas de receptores A2A, em cultura neuronal de 

retina de aves, protege os neurônios da excitoxicidade induzida por 

glutamato. Este efeito é reproduzido por análogos permeáveis de AMPc 

indicando esta via de sinalização como responsável pelos efeitos do 

receptor A2A (Ferreira e Paes-de-Carvalho, 2001). 
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A existência de interações moleculares entre proteínas, como a 

oligomerização de receptores está sendo amplamente aceita na literatura. 

Há evidências de que os receptores de adenosina formam oligômeros, 

como o heterômero A1R-A2AR, que possuem características bioquímicas 

distintas das observadas pelos componentes individuais (Ferré et al., 

2007; Fuxe et al., 2010). A ocorrência de heterômeros A1R-A2AR já foi 

demonstrada em células HEK-293 (do inglês - Human Embryonic 

Kidney 293 cells) transfectadas com estes receptores e em terminais 

glutamatérgicos de tecidos nativos, sendo que a interação molecular 

entre os dois receptores do heterômero tem a função de regular a 

liberação de glutamato (Ciruela et al., 2006a; 2006b).  

Tem sido descrito que a interação entre os receptores de 

adenosina pode ser modulada pelos diferentes níveis deste nucleosídeo 

na fenda sináptica. Os receptores A1R são ativados por baixos níveis de 

adenosina promovendo proteção celular através da diminuição da 

transmissão glutamatérgica. Por outro lado, altos níveis de adenosina 

promoveriam a ativação de A2AR, que é definida como facilitatória, ou 

seja, aumenta a liberação de neurotransmissores como o glutamato 

(Cunha, 2005; Ciruela et al., 2012), demonstrando a complexidade do 

papel dos receptores de adenosina sobre a atividade do sistema 

glutamatérgico. 

 

1.4 Participação das vias de sinalização celular no pré-

condicionamento 
 

O pré-condicionamento pode induzir cascatas de sinalização 

celular que ativam mecanismos efetores responsáveis pela 

neuroproteção. Estes mecanismos podem envolver, a atenuação de vias 

de dano celular como a excitotoxicidade, o desequilíbrio iônico, o 

estresse oxidativo, a disfunção metabólica, a inflamação e processos 

relacionados à morte celular por necrose e apoptose (Gidday et al., 

2006). Duas vias de sinalização que desempenham um papel importante 

nestes mecanismos são as MAPKs e a cascata de sinalização da PI3K 

(fosfatidilinositol-3-cinase).  

As MAPKs são um grupo de proteínas cinases que medeiam os 

sinais provenientes de uma variedade de estímulos extracelulares. Elas 

regulam vários processos no SNC, incluindo, ciclo e metabolismo 

celular, diferenciação de células, sobrevivência, morte celular, e 

plasticidade sináptica. Existem três principais subfamílias de proteínas 

cinases, a proteína cinase regulada por sinal extracelular (ERK 1/2), a 
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proteína cinase c-Jun-N-terminal 1-3 (JNK1/2/3) e a proteína cinase p38 

(p38
MAPK

α/β/γ/δ) (Krishna & Narang, 2008).  

Estudos in vivo e in vitro utilizando modelos de isquemia 

cerebral demonstraram que a via MAPK/ERK cinase (MEK) está 

envolvida na regulação de morte neuronal e sobrevivência celular após a 

isquemia (Irving e Bamford, 2002; Maddahi e Edvinsson, 2010). Além 

disso, Zhan e colaboradores (2013) demonstraram que a via MEK/ERK 

parece estar envolvida nos mecanismos de neuroproteção provocados 

pelo pré-condicionamento hipóxico em um modelo de isquemia cerebral 

global transitória (tGCI). O papel da p38
MAPK 

também tem sido descrito 

na neuroproteção induzida pelo pré-condicionamento hipóxico contra o 

dano cerebral isquêmico, através da translocação da proteína anti-

apoptótica Bcl-xL mitocondrial, o que pode ser um mecanismo anti-

apoptótico do pré-condicionamento hipóxico (Zhao et al., 2013). 

Outra via de sinalização, a PI3K/proteína serina-treonina cinase 

B (Akt) é reconhecida por mediar sinais de sobrevivência em vários 

tipos celulares, incluindo neurônios. A PI3K leva à ativação de várias 

vias de sinalização que regulam o metabolismo, sobrevivência, 

crescimento e diferenciação celular, bem como o tráfego de vesículas 

intracelulares. A proteína Akt é ativada por uma variedade de estímulos, 

incluindo fatores de crescimento, TCE e isquemia (Ouyang et al., 1999; 

Noshita et al., 2002). A Akt ativada exerce ação de sobrevivência celular 

por ativar ou inibir muitos alvos citoplasmáticos tais como: Bcl-2 

associado ao promotor de morte (Bad), a proteína glicogênio sintase-

cinase-3 (GSK-3), pró-caspase-9 e proteína ligante ao elemento de 

resposta do AMPc (CREB) (Datta et al., 1999). 

Estudos anteriores em nosso laboratório também demonstraram 

que a inibição da atividade de proteínas cinases específicas, tais como a 

proteína cinase A (PKA) e PI3K, bloqueia o efeito protetor promovido 

pelo pré-condicionamento com NMDA contra as convulsões induzidas 

pelo AQ (de Araújo Herculano et al., 2011), revelando a participação 

destas vias de sinalização no mecanismo da neuroproteção. Outros 

grupos também relacionam as proteínas PKC e MAPK à tolerância 

promovida pelo pré-condicionamento, já que a inibição da PKCε e 

MEK/ERK que fosforila e ativa ERK1/2, abolem o efeito neuroprotetor 

do pré-condicionamento com NMDA in vitro frente à privação de 

glicose e oxigênio (Jia et al., 2007). A ativação da PKA tem sido 

demonstrada em modelos de pré-condicionamento isquêmico induzido 

por desflurano através da ativação da CREB (Marais et al. 2008; Redel 

et al., 2008).  
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Miyawaki e colaboradores, (2008) demonstraram que a PI3K e 

a inibição de eventos subsequentes (do inglês - downstream) como a Akt 

reduz a neuroproteção induzida pelo pré-condicionamento isquêmico. 

Outro grupo utilizando modelo de isquemia in vitro em neurônios 

corticais, também demonstrou que a tolerância isquêmica induzida pelo 

pré-condicionamento é mediada principalmente pela ativação da via 

PI3K/Akt e não tem envolvimento da via das MAPKs (Bhuiyan et al., 

2011). Em contrapartida, um estudo in vivo, utilizando o modelo de 

isquemia cerebral na neuroproteção induzida por dexmedetomidina, um 

anestésico, confirmou que a neuroproteção é mediada pela ativação da 

PI3K/Akt e ERK1/2, bem como a fosforilação e consequente inibição da 

GSK-3β (Zhu et al., 2013).  

Assim, torna-se de fundamental importância a elucidação dos 

mecanismos celulares e moleculares subjacentes a este fenômeno de 

neuroproteção endógena, bem como avaliar as vias de sinalização e 

outros sistemas de neurotransmissores ou neuromoduladores envolvidos. 

Além disso, o pré-condicionamento químico representa uma estratégia 

farmacológica interessante para reduzir o processo excitotóxico 

desencadeado pela excessiva ativação da transmissão glutamatérgica. 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

 

Este trabalho está voltado para uma temática de crescente 

interesse no cenário científico, a qual está relacionada com o aumento da 

incidência de doenças neurodegenerativas, as quais apresentam em 

comum uma exacerbação na transmissão mediada pelo neurotransmissor 

glutamato. Desta forma, o presente estudo contribui para identificar 

estratégias de neuroproteção que possam modular a transmissão 

glutamatérgica, o que é de fundamental importância para a compreensão 

do desenvolvimento de mecanismos fisiológicos e patológicos no SNC. 

Tendo em vista o papel neuroprotetor do pré-condicionamento com 

NMDA, bem como, a participação dos receptores de adenosina e das 

vias de sinalização celular, entende-se que estes mecanismos possam 

desempenhar funções associativas no SNC e que possam ser uma via 

comum e eficiente de prevenção contra neuropatologias que envolvam o 

sistema glutamatérgico.  
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3 OBJETIVOS 

 

 
3.1 Objetivo Geral 

 

 
Este estudo tem como objetivo avaliar o efeito neuroportetor do 

pré-condicionamento com NMDA e os mecanismos celulares e 

moleculares envolvidos nessa atividade. É avaliada a participação dos 

receptores de adenosina, bem como, as vias de sinalização envolvidas, e 

a possível alteração na expressão de proteínas relacionadas à sobrevida 

celular e à transmissão glutamatérgica. 

 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

 

3.2.1 Compreender possíveis alterações mediadas pelo pré-

condicionamento com NMDA na expressão e propriedades de união do 

ligante aos receptores de adenosina (A1R e A2AR) no hipocampo de 

camundongos; 

 

3.2.2 Determinar o envolvimento funcional dos receptores 

A1R e A2AR na modulação da captação de glutamato e no 

comportamento de camundongos submetidos ao pré-condicionamento 

com NMDA; 

 

3.2.3  Investigar os efeitos do pré-condicionamento com 

NMDA sobre alterações na comunicação entre as vias de sinalização 

intracelular (PI3K/Akt e MAPKs) envolvidas na prevenção de 

convulsões e de morte celular  induzidas pelo AQ, no hipocampo de 

camundongos; 

 

3.2.4 Avaliar o efeito neuroprotetor do pré-condicionamento 

com NMDA frente à toxicidade induzida por AQ em cultura primária de 

neurônios e em fatias hipocampais. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

 
Os materiais e métodos encontram-se nos seus respectivos 

capítulos, descritos na sessão dos resultados.  

 

 

4 RESULTADOS 
 

Os resultados desta Tese estão divididos na forma de capítulos, 

seguindo a distribuição abaixo: 

 

Capítulo I: Estudo da modulação dos receptores de adenosina 

A1 e A2A em camundongos pré-condicionados com NMDA. 

 

Capítulo II: Mecanismos e comunicação entre as vias de 

sinalização intracelular (PI3K/Akt e MAPKs) moduladas pelo pré-

condicionamento com NMDA envolvidos na prevenção de convulsões e 

de morte celular hipocampal induzidas pelo ácido quinolínico. 

 

Capítulo III: Efeito do pré-condicionamento com NMDA 

sobre a toxicidade induzida por ácido quinolínico em cultura primária de 

neurônios e em fatias hipocampais. 

 

 

Parte da tese foi desenvolvida durante o estágio de doutorado sanduíche 

no período de fevereiro a setembro de 2013, financiado pelo programa 

Ciências sem Fronteiras do CNPq. O estágio foi realizado na 

Universidade de Barcelona – Unidade de Farmacologia – Departamento 

de Patologia e Terapêutica Experimental, sob supervisão do professor 

Dr. Francisco Ciruela. 
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CAPÍTULO I 

__________________________________________________________ 

 

Estudo da modulação dos receptores de adenosina A1 e A2A em 
camundongos pré-condicionados com NMDA 

__________________________________________________________ 

 

 

 
Este capítulo apresenta os resultados relacionados aos objetivos 

3.2.1 e 3.2.2 desta tese. Os resultados relativos ao efeito do pré-

condicionamento com NMDA sobre a modulação dos receptores A2A 

está apresentado a seguir, bem como, parte da descrição dos resultados 

comportamentais referentes ao receptor A1. Os demais dados sobre a 

modulação dos A1R em animais pré-condicionados com NMDA estão 

apresentados na forma de artigo científico (Anexo do Capítulo I), 

submetido ao periódico Neuroscience, intitulado:  Adenosine A1 
receptor activation modulates N-methyl-D-aspartate (NMDA) 

preconditioning phenothype in the brain. 
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1 MATERIAL E MÉTODOS 

 

1.1 Animais 
 

Foram utilizados camundongos albinos Swiss machos, adultos 

(30-40 g), mantidos em temperatura de 22  1° C em um ciclo de 12 

horas claro (a partir das 7 horas) e 12 horas escuro, em caixas plásticas 

(15 animais por caixa) com água e ração disponíveis. Todos os 

experimentos foram realizados entre às 9:00 – 16:00 horas, após a 

aprovação do protocolo pelo Comitê de Ética Institucional local para 

Pesquisa Animal (CEUA/UFSC PP0549). Os nossos protocolos para 

experimentos com animais são projetados de maneira que o animal 

tenha o mínimo de sofrimento possível. 

 

1.2 Fármacos 

 

Os seguintes fármacos foram utilizadas nos experiementos: N-

metil-D-aspartato (NMDA), hidrocloreto de 4-[2-[[6-Amino-9-(N-etil-b-

Dribofuranuronamidosil) 9H-purina-2-il]amino]etil]benzenepropanóico 

(CGS21680) e 4-(2-[7-amino-2-(2-furil)-[1,2,4]triazolo[2,3-a]-

[1,3,5]triazina-5- ilamino]etil)fenol (ZM241385), todos da Sigma-

Aldrich Chemical Co (MO, USA). Todos os fármacos foram diluídas 

em salina 0,9% com 0,4% de dimetilsulfóxido (DMSO), exceto NMDA 

que foi diluído apenas em salina 0,9% e ajustado pH 7,4 com NaOH 1N. 

A administração dos fármacos foi via i.p. em um volume constante de 

10 mL/Kg de peso corporal. [
3
H] CGS21680 (40,5 Ci/mmol) Perkim 

Elmer (MA, USA) e [
3
H]L-Glutamato (31.0 Ci/mmol), GE-Healthcare 

(UK). 

 

1.3 Pré-condicionamento com NMDA e tratamentos com os 

ligantes A2AR 
 

Os animais foram pré-tratados com uma dose considerada sub-

tóxica e não convulsiva de NMDA (75 mg/Kg; i.p.) ou veículo (salina 

0,9%; i.p.). Imediatamente após a administração de NMDA os animais 

foram observados por 30 min, para ocorrência de alguma alteração 
comportamental (Boeck, et al., 2004). 

Após 24h do pré-condicionamento com NMDA os animais 

foram tratados com agonista A2AR CGS21680 (0,05mg/Kg, i.p.) ou  

antagonista A2AR ZM241385 (0,1 mg/Kg, i.p.). Ambos foram 

administradas 30 min antes da avaliação comportamental em 



50 

 

 

experimentos separados. As doses utilizadas foram baseadas em estudos 

prévios (Listos et al., 2011; Lucena et al., 2013).  

 

1.4 Imunodetecção dos receptores A2A de adenosina  

 

1.4.1 Preparação das amostras 

 

Os animais foram pré-tratados com NMDA (75 mg/Kg, i.p.) ou 

veículo (salina 0,9%, i.p.) e após 24 h foram mortos por decaptação e os 

hipocampos rapidamente removidos. Durante a dissecação os 

hipocampos foram mantidos em tampão Krebs-Ringer bicarbonato 

(KRB = NaCl 122 mM; KCl 3 mM; CaCl2 1,3 mM; MgSO4 1,2 mM; 

KH2PO4 0,4 mM; NaHCO3 25 mM; D-glicose 10 mM) gelado e 

gaseificado com carbogênio (95% O2 - 5% CO2) para atingir o pH 7,4. 

Em seguida foram solubilizados em tampão de extração de proteínas 

contendo 4 % de dodecil sulfato de sódio (SDS), 2 mM de ácido 

etilenodiamino tetra-acético (EDTA), 8% -mercaptoethanol, e 50 mM 

Tris (pH 6.8) (Molz et al., 2008).   

 

1.4.2 Dosagem de proteínas 

 

A dosagem de proteínas foi realizada por método de Peterson 

(1977). Albumina Bovina Sérica (BSA) (Sigma) foi utilizada como 

padrão.  

 

1.4.3 Separação de proteínas 

 

As proteínas (60 g/poço) foram separadas por SDS-PAGE 

(eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS), utilizando gel de 

separação de poliacrilamida com concentração de 10%, e gel de entrada 

4% (Bunn et al., 1995). A eletroforese foi realizada com corrente fixa de 

40 mA e voltagem máxima de 140 mV (para 2 géis) durante 

aproximadamente 2 horas. Após a corrida, os géis foram submetidos à 

eletrotransferência. 

 

1.4.4 Eletrotransferência e imunodetecção 

 

As proteínas foram transferidas do gel de eletroforese para uma 

membrana de nitrocelulose (poro 0,45 μm) (1,5 horas a 4
o
C, 350 mA). 

Após a eletrotransferência, as membranas foram bloqueadas por 1 h com 
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albumina 5% em TBS (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5) e a seguir 

lavadas com TBS-T (Tween-20 0,05 %, Tris 10 mM, NaCl 150 mM, pH 

7,5). Finalmente as membranas foram incubadas com os anticorpos 

específicos anti-A2AR (Santa Cruz Biotechnology, diluição 1:200), anti-

beta actina (Cell Signalling, diluição 1:1000). Para a detecção dos 

complexos imunes, as membranas foram incubadas por 1 hora com 

anticorpo secundário (ligado à peroxidase) anti-rabbit (Millipore, 

diluição 1:2000) ou  anti-mouse (Millipore, diluição 1:5000) e após 

lavagens, foram reveladas em filme autoradiográico após a emissão de 

quimioluminescência induzida por reagentes adicionados a membrana 

de nitrocelulose (Kit ECL), de acordo com as recomendações do 

fabricante, e impressão de imagem em filme auto-radiográfico. As 

imagens foram digitalizadas para quantificação densitométrica das 

bandas protéicas dos complexos imunes (software Scion Image, Beta 

4.0.2; Scion Corporation, Frederick, MD). 

 

1.5 Estudo de união dos receptores A2A de adenosina  

 

1.5.1 Preparação das membranas hipocampais 

 

Os procedimentos foram realizados conforme o método descrito 

por Bruns et al. (1986), com algumas modificações. Vinte e quatro horas 

após o pré-tratamento com NMDA (75 mg/Kg, i.p.) ou veículo (salina 

0,9%, i.p.) os animais foram mortos e os seus hipocampos foram 

dissecados e homogeneizados em 1 mL de 50 mM Tris-HCl gelado, 

contendo 320 mM sacarose, 1 mM EDTA e 10 mM MgCl2, pH 7,4. O 

homogeneizado foi centrifugado a 1,600 xg durante 10 min, e o 

sobrenadante obtido a partir desta centrifugação foi centrifugado a 

16.000 xg durante 30 min. O precipitado obtido da centrifugação foi 

suspenso em uma solução contendo 50 mM Tris-HCl, EDTA 1 mM e 10 

mM MgCl2, pH 7,4, com 4 U/mL de ADA e incubadas durante 30 min a 

37 ° C para remover a adenosina endógena. Esta suspensão foi 

centrifugada a 16,000 xg durante 15 min. O precipitado foi suspenso em 

solução de incubação contendo 50 mM Tris-HCl, EDTA 1 mM e MgCl2 

10 mM, pH 7,4 e utilizado para os ensaios de união. Estas membranas 

foram congeladas a -20°C durante 2 dias. No dia do ensaio, as 

membranas foram descongeladas à temperatura ambiente, e foram 

suspensas no mesmo tampão a uma concentração de proteína de 

aproximadamente 1 mg/mL e utilizadas para ensaios de união. Não 

foram observadas diferenças entre os resultados do ensaio de união entre 

as membranas frescas ou congeladas. 
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1.5.2 Ensaio de união 

 

Para os estudos de união do A2AR, foi utilizado o agonista 

seletivo, [
3
H]CGS21680. Para isso o [

3
H]CGS21680 foi incubado 

durante 1h a 30°C com 50 µg de proteína de membrana em um volume 

final de 500 µL de uma solução contendo 50 mM Tris - HCl, EDTA 1 

mM e 3 mM MgCl2, pH 7,4 com BSA (1 mg/mL). Os ensaios de união 

de A2AR foram realizados com a concentração de 100 nM  

[
3
H]CGS21680, baseada em uma curva de padronização realizada 

anteriormente.  A incubação do ensaio de união foi interrompida por 

filtração a vácuo através de filtros de fibra de vidro Whatman GF/B pré-

umedecidos com polietilenoimina (0,1 %), seguido por três lavagens 

com 1 mL de uma solução contendo 50 mM Tris - HCl, 1 mM de EDTA 

e 10 mM MgCl2, pH 7,4 , mantida a 4°C. Os filtros foram secos à 

temperatura ambiente, colocados em frascos de cintilação, e foi 

adicionado 1 mL de líquido de cintilação. A radioatividade ligada aos 

filtros foi determinada após 12 horas em um contador de cintilação 

líquida com uma eficiência de 60 %. Todos os ensaios de união foram 

realizados em triplicatas e em tubos de polipropileno (Tasca e Souza, 

2000). Os resultados foram calculados e expressos como fmol 

[
3
H]CGS21680/mg de proteina. 

 

1.6 Avaliação da memória contextual aversiva pelo teste do 

condicionamento do medo contextual 
 

Os procedimentos foram baseados nos descritos anteriormente 

por Pamplona e colaboradores (2011). Vinte e quatro horas após o pré-

tratamento com NMDA (75 mg/Kg, i.p.) ou veículo (salina 0,9%, i.p.) 

os animais foram colocados em uma câmara de condicionamento e 3 

min depois receberam um choque elétrico, não doloroso, nas patas (1,5 

mA, 2 s). Eles permaneceram na câmara de condicionamento por mais 

60 s, antes de retornarem às suas caixas. A câmara de condicionamento 

foi limpa com solução de etanol (70%) entre as duas exposições. No dia 

do teste, 24 horas após a sessão de condicionamento, os animais foram 

tratados com CGS21680 (0,05 mg/Kg, i.p.) ou ZM241385 (3 mg/Kg, 

i.p.) para a avaliação do A2AR e com CCPA (0,2 mg/Kg, i.p.) e DPCPX 

(3 mg/Kg, i.p.) para a avalição do A1R, 30 min depois foram testados no 

novo ambiente (câmara acrílica 25 x 25 cm) durante 3 min. 

Imediatamente após, os camundongos foram testados na câmara de 

contexto por 3 min. O tempo de congelamento (do inglês – freezing) foi 

anotado em ambos os ambientes. Um grupo independente de animais foi 



53 

 

 

testado na mesma câmara, a fim de avaliar a sensibilidade ao choque e 

verificar se o pré-condicionamento com NMDA interfere com esta 

resposta.  

 

1.7 Captação de L-[
3
H]glutamato 

 

A captação de L-[
3
H]glutamato em fatias de hipocampo foi 

avaliada como previamente descrito (Molz et al., 2005). Após o pré-

tratamento com NMDA (75 mg/Kg, i.p.), CGS21680 (0,05 mg/Kg, i.p.) 

ou ZM241385 (3 mg/Kg, i.p.) os animais foram mortos, os hipocampos 

dissecados e as fatias hipocampais (0,4 mm de espessura) foram 

preparadas utilizando-se um fatiador de tecidos McIlwain e e incubadas 

durante 30 minutos em tampão KRB, a fim de retornarem às condições 

fisiológicas após a realização dos cortes. Fatias hipocampais foram, em 

seguida, lavadas durante 15 min a 37°C com uma solução tampão de 

Hank (HBSS), a composição em mM: 1,29 CaCl2, 136,9 NaCl, 5.36 

KCl, 0.65 MgSO4, 0,27 Na2HPO4, 1,1 de KH2PO4, 5 e HEPES. A 

captação foi avaliada através da adição de 0,33 µCi/ml de L-[
3
H] 

glutamato com 100 µM de glutamato em um volume final de 300 µL. A 

incubação foi interrompida imediatamente após 7 min, descartando o 

meio de incubação e as fatias foram submetidas a duas lavagens com 1 

mL de HBSS gelado. As fatias foram solubilizadas pela adição de uma 

solução com 0,1% NaOH/0.01% de SDS e incubadas durante a noite. 

Alíquotas das fatias lisadas foram utilizadas para determinação do 

conteúdo intracelular de L-[
3
H]glutamato por contagem de cintilação 

líquida. A captação independente de sódio foi determinada usando o 

cloreto de colina, ao invés de cloreto de sódio no tampão de HBSS. A 

captação inespecífica, independente de sódio, foi subtraída da captação 

total para obter a captação de glutamato específica dependente de sódio. 

Os resultados foram obtidos e apresentados como nmol de L-

[
3
H]glutamato captado por miligrama de proteína por minuto.  

 

1.8 Dosagem de proteínas 

 
A quantidade de proteína foi determinada pelo método de 

Lowry e colaboradores (1951), utilizando BSA (Sigma) como padrão. 

 

1.9 Análise estatística 

 

As análises estatísticas foram realizadas pelo teste t não pareado 

para as imunodetecções de proteínas e ensaios de união. As 
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comparações entre os grupos de testes comportamentais e análise de 

captação de glutamato foram realizadas pela a análise de variância 

(ANOVA) de duas vias seguida pelo teste de Newman-Keuls quando 

apropriado. As diferenças foram consideradas significativas em > 95% 

de confiança em todos os testes. 

 

 

2 RESULTADOS 

 

2.1 Pré-condicionamento com NMDA e avaliação dos receptores 

A2A 

 

A fim de avaliar as alterações na biologia dos receptores de 

adenosina do subtipo A2A (A2AR) no hipocampo de camundongos pré-

tratados com NMDA, foi analisada a expressão do receptor e as 

propriedades de união de um ligante seletivo após o pré-

condicionamento. Em primeiro lugar, a imunodetecção do A2AR em 

homogeneizado total de hipocampo foi determinada por imunodetecção 

de proteínas e não foram observadas diferenças significativas entre os 

grupos controle e pré-condicionado com NMDA (Fig. 1A).  

Posteriormente, os ensaios de união de radioligandos ao 

receptor A2A foram realizados, através da utilização de concentração 

saturante do ligante seletivo, [
3
H]CGS21680 (100 nM). O pré-

condicionamento com NMDA não alterou a união (Bmax) do ligante 

seletivo [
3
H]CGS21680 ao A2AR (Controle: Bmax= 2,4±0,3 fmol/mg 

proteína; NMDA: Bmax= 3,6±0,7 fmol/mg proteína) (Fig. 1B). 
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Figura 1: Imunodetecção e propriedades de união do receptor A2A no hipocampo de 

camundongos pré-condicionados com NMDA. Os animais foram pré-tratados com 

NMDA (75 mg/kg, i.p.) ou veículo (salina 0,9%, i.p.) e 24 h depois os hipocampos foram 

dissecados, realizado a preparação de amostras para a imunodetecção dos níveis de A2AR 

e ensaio de união de A2AR. (A) Representa a imunodetecção de A2AR no hipocampo de 

camundongos pré-condicionados. As amostras de hipocampo total do grupo controle ou 

pré-condicionado com NMDA foram analisados por Western blot com anticorpo anti- 

A2AR ou anticorpo anti-β - actina. A densidade óptica das bandas foi detectada conforme 

descrito nos procedimentos experimentais. A razão entre A2AR e β-actina foi calculada e 

normalizada pela razão do grupo controle. Os dados são expressos como a média ± EPM 

(n=5). (B) União de [
3
H]CGS21680 (100nM)  em A2AR de preparações de membrana 

hipocampal. Os dados são expressos como a média ± EPM (n=5). 

 

Com o intuito de avaliar uma possível modulação da 

funcionalidade dos receptores A2A de adenosina desencadeada pelo pré-

condicionamento com NMDA, foi realizado um teste comportamental 

relacionado com a função do hipocampo, o teste do condicionamento do 

medo contextual, que avalia memória aversiva (Goosens, 2011). 

Para isto, os animais foram pré-condicionados com NMDA e 

após 24h foram tratados com CGS21680 (0,05 mg/kg, i.p.), 30 min após 

foram submetidos ao teste do condicionamento do medo contextual. O 

pré-condicionamento com NMDA, a ativação do A2AR pelo seu agonista 

CGS21680 (0,05 mg/kg, i.p.), e a interação entre ambos os tratamentos 

não alterou o tempo de freezing durante a rexposição ao ambiente 

contexto, (ANOVA de duas vias: NMDA [F(1,28)= 4,4537, P>0,05], 

CGS21680 [F(1,28)= 8,5296, P>0,05], e interação [F(1,28)= 0,29408, 

P>0,05]) (Fig. 2A).  

No novo ambiente, a mesma análise demonstrou que o pré-

condicionamento com NMDA e a interação entre os tratamentos 

(NMDA + CGS21680) também não alterou o tempo de freezing dos 

animais em relação aos controles (NMDA [F(1,28)= 2,2587, P>0,05], 

interação [F(1,28)= 5,6178, P>0,05]. No entanto, um aumento 

significativo foi observado para os animais não pré-condicionados 

tratados com CGS21680 [F(1, 28)=5,3948, P<0,05] (Fig. 2B). Estes 

resultados indicam que o agonista seletivo A2AR, CGS21680 (0,05 

mg/kg), aumentou o tempo de freezing dos animais durante a exposição 

ao novo ambiente. O pré-condicionamento com NMDA não afetou o 

tempo de freezing dos animais per se, mas preveniu a resposta 
observada após a ativação do receptor A2A pelo seu agonista. 

O efeito do bloqueio da ativação do A2AR pelo seu antagonista 

seletivo e a interação com o pré-condicionamento com NMDA também 

foi avaliado. Os animais pré-condicionados com NMDA foram tratados 

com ZM241385 (0,1 mg/kg, i.p.) e após 30 min submetidos ao teste do 
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condicionamento do medo contextual. O pré-condicionamento com 

NMDA, ZM241385 e a interação entre o pré-condicionamento e o 

antagonista A2AR não alteraram o tempo de freezing dos animais 

testados no ambiente contexto (NMDA [F(1,27)=1,3647, P>0,05], 

ZM241385 [F(1,27)=,78686, P>0,05], interação [F(1,27)=,35959, 

P>0,05]) (Fig. 2C). A mesma resposta foi observada no novo ambiente 

para o pré-condicionamento com NMDA, bloqueio da ativação do A2AR 

pelo ZM241385 e interação entre os tratamentos (NMDA 

[F(1,27)=,35765, P>0,05], ZM241385 [F(1,27)=3,2506, P>0,05], 

interação [F(1,27)=,02364, P>0,05])  (Fig. 2D). 
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Figura 2: Efeito do pré-condicionamento com NMDA e a modulação do A2AR no 

teste do condicionamento do medo contextual. Os animais foram pré-tratados com 

NMDA (75 mg/kg, i.p.) ou solução salina 0.9% e 24 h depois foram submetidos ao 

condicionamento ao contexto no qual receberam uma estimulação eléctrica (1,5 mA, 2 s). 

Vinte e quatro horas após o condicionamento ao contexto os animais foram administrados 

com um agonista seletivo A2AR, CGS21680 (0,05 mg/kg, i.p.) ou antagonista seletivo 

A2AR, ZM241385 (3 mg/kg, i.p.), 30 minutos antes da exposição ao novo ambiente ao 

ambiente contexto. (A) Efeitos do pré-condicionamento com NMDA e agonista A2AR no 

tempo de freezing no ambiente contexto. (B) Efeitos do pré-condicionamento com 

NMDA e agonista A2AR no tempo de freezing no novo ambiente. (n= 8). (C) Efeitos do 

pré-condicionamento com NMDA e antagonista A2AR no tempo de freezing no contexto. 

(D) Efeitos do pré-condicionamento com NMDA e antagonista A2AR no tempo de 

freezing no novo ambiente (n = 7-8). Os dados apresentados em gráficos de barras 

representam as médias ± EPM * P < 0,05 comparado com os demais grupos, (ANOVA 

duas vias seguida do teste de Newman Keuls). 

 

Considerando que a retirada de glutamato do espaço 

extracelular é um mecanismo de proteção importante relacionado com a 

redução da excitotoxicidade glutamatércica (Schousboe e 

Waagepetersen, 2005), foi avaliado o pré-condicionamento com NMDA 

(75 mg/Kg, i.p.) e a modulação do receptor A2A de adenosina sobre a 

captação de glutamato. Como mostra a figura 3A, 24 h após o pré-

condicionamento com NMDA (75mg/Kg, i.p.) observa-se um aumento 

significativo da captação de glutamato no hipocampo, em relação aos 

animais controle. Já foi demonstrado que neste período (24 h após a 

administração de NMDA) o pré-condicionamento com NMDA previne 

a indução de convulsões por AQ (Boeck et al., 2004). A ativação do 

A2AR pelo seu agonista seletivo (CGS21680, 0,05 mg/kg, i.p.), reverte 

este efeito. Além disso, o CGS21680 per se, não altera a captação de 

glutamato basal quando comparado com o grupo controle. No entanto, o 

mesmo efeito é observado para o antagonista A2AR, ZM241385 (3 

mg/kg, i.p.), (Fig. 3B). 
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Figura 3: Efeito do pré-condicionamento com NMDA e a modulação do A2AR na 

captação de L-[
3
H]glutamato em fatias hipocampais. Os animais foram pré-tratados 

com NMDA (75 mg/kg, i.p.) ou solução salina 0,9% e, após 24 h, foram administrados 

com um agonista seletivo A2AR, CGS21680 (0,05 mg/kg, i.p.) ou antagonista seletivo 

A2AR, ZM241385 (3 mg/kg, i.p.) e após 30 min as fatias de hipocampo foram preparadas 

para o ensaio de captação de glutamato in vitro. (A) Efeito do pré-condicionamento com 

NMDA e da administração do agonista seletivo A2AR na captação de L-[
3
H]glutamato em 

fatias de hipocampo. (B) Efeito do pré-condicionamento com NMDA e da administração 

do antagonista seletivo de A2AR na captação de L-[
3
H]glutamato em fatias de hipocampo. 

Os dados representam a média ± EPM. ** P <0,01 comparado com os demais grupos, (n 

= 5-7) (ANOVA duas vias seguida do teste de Newman Keuls). 

 

2.2 Pré-condicionamento com NMDA e avaliação dos receptores 

A1 

 

O efeito do pré-condicionamento com NMDA e a modulação 

dos receptores A1 também foram analisados no teste do 

condicionamento do medo contextual que avalia memória aversiva. Para 

isto, os animais foram pré-condicionados com NMDA (75 mg/Kg i.p.), 

24 h após foram submetidos ao condicionamento do contexto no qual 

receberam um estímulo elétrico (1.5 mA, 2 s) e 24 h após o 

condicionamento do contexto receberam uma dose sub-analgésica do 

agonista A1, CCPA (0,2 mg/Kg i.p.) ou antagonista A1, DPCPX (3 

mg/Kg i.p.) ou salina 0,9%, 30 min antes da exposição ao novo 

ambiente e ao contexto.  

A análise dos dados utilizando ANOVA de duas vias revelou 
um efeito não significativo para o pré-condicionamento com NMDA 

[F(1,19)= 1,7190; P>0,05], tratamento com CCPA [F(1,19)= 3,0529; 

P>0,05]e para a interação do pré-condicionamento com NMDA e a 

ativação do receptor A1 pelo seu agonista seletivo, o CCPA (0,2 mg/Kg 
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i.p.) [F(1,19)=0,0020; P>0,05], no tempo de freezing durante a re-

exposição ao ambiente contexto (Fig. 4A).  

No novo ambiente, a mesma análise revelou um efeito não 

significativo para o pré-condicionamento com NMDA [F(1,19)= 0,8992; 

P>0,05] e para a interação entre os fatores pré-condicionamento com 

NMDA e ativação de A1R pelo agonista CCPA [F(1,19)=0,3162; 

P>0,05]. Entretanto, um efeito significativo foi observado para o 

tratamento com CCPA [F(1,19)= 23,968; P<0,05] (Fig. 4B). Estes 

resultados indicam que o agonista seletivo do A1R CCPA (0,2 mg/Kg) 

aumenta o tempo de freezing durante a exposição ao novo ambiente, 

enquanto que o pré-condicionamento com NMDA não afetou o tempo 

de freezing dos animais, tampouco a resposta de ativação do A1R pelo 

CCPA. 

Analisando o efeito do bloqueio da ativação do A1R pelo seu 

antagonista seletivo DPCPX (3 mg/Kg i.p.), observa-se que a ANOVA 

de duas vias revelou um efeito não significativo para o pré-

condicionamento com NMDA [F(1,23)= 1,8454; P>0,05], tratamento 

com DPCPX [F(1,23)= 0,2998; P>0,05] e interação entre ambos os 

tratamentos [F(1,23)=0,0425; P>0,05] para o teste do condicionamento 

do medo contextual quando o antagonista A1R foi testado no ambiente 

contexto. A mesma resposta do DPCPX foi observada no novo ambiente 

para o pré-condicionamento com NMDA [F(1,23)= 0,5455; P>0,05] e a 

interação entre NMDA e DPCPX [F(1,23)= 0,1275; P>0,05]. Um efeito 

do tratamento com DPCPX foi observado [F(1,23)= 7,5144, P=0,01], 

embora a análise estatística não mostrou efeito significativo. Juntos, 

estes resultados sugerem que a ativação do A1R promoveu uma 

generalização do medo, independente do pré-condicionamento com 

NMDA. 
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Figura 4: Efeito do pré-condicionamento com NMDA e a ativação do A1R no teste 

do condicionamento do medo contextual. Os animais foram pré-tratados com NMDA 

(75 mg/kg, i.p.) ou solução salina 0,9% e 24 h depois foram submetidos ao 

condicionamento ao contexto no qual receberam uma estimulação eléctrica (1,5 mA, 2 s). 

Vinte e quatro horas após o condicionamento ao contexto os animais foram administrados 

com um agonista seletivo A1R, CCPA (0,2 mg/kg) ou antagonista seletivo, DPCPX (3 

mg/kg, i.p.) 30 minutos antes da exposição ao novo ambiente e ao ambiente contexto. (A) 

Efeitos do pré-condicionamento com NMDA e agonista A1R no tempo de freezing no 

ambiente contexto. (B) Efeitos do pré-condicionamento com NMDA e agonista A1R no 

tempo de freezing no novo ambiente (n= 5-6). (C) Efeitos do pré-condicionamento com 

NMDA e do antagonista do A1R, DPCPX tempo de freezing no contexto. (D) Efeitos do 

pré-condicionamento com NMDA e do antagonista A1R, DPCPX no tempo de freezing 

no novo ambiente (n= 6-8). Os dados apresentados em gráficos de barras representam as 

médias ± EPM. * P<0,05 comparado com o grupo salina, # P<0,05 comparado com grupo 

NMDA, (ANOVA duas vias seguida do teste de Newman Keuls). 
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Abstract 

 

N-methyl-D-aspartate (NMDA) preconditioning is induced by subtoxic 

doses of NMDA and it promotes a transient state of resistance against 

subsequent lethal insults. Interestingly, this mechanism of 

neuroprotection depends on adenosine A1 receptors (A1R), since 

blockade of A1R precludes this phenomenon. In this study we evaluated 

the consequences of NMDA preconditioning on the hippocampal A1R 

biology (i.e. expression, binding properties and functionality). 

Accordingly, we measured A1R expression in NMDA preconditioned 

mice (75 mg/kg, i.p.; 24h) and showed that neither the total amount of 

receptor, nor the A1R levels in the synaptic fraction was altered. In 

addition, the A1R binding affinity to the antagonist [
3
H] DPCPX was 

increased in total membrane extracts of hippocampus from 

preconditioned mice. Next, we evaluated the impact of NMDA 

preconditioning on A1R functioning by measuring the A1R-mediated 

regulation of glutamate uptake into hippocampal slices and on 

behavioral responses in the open field and hot plate tests. NMDA 

preconditioning increased glutamate uptake into hippocampal slices 

without altering the expression of glutamate transporter GLT-1. NMDA 

preconditioning also induced antinociception in the hot plate test and 

both effects were reversed by post-activation of A1R with the agonist 

CCPA (0.2 mg/kg, i.p.). NMDA preconditioning or A1R modulation did 

not alter locomotor activity in the open field. Overall, the results 

described herein provide new evidence that NMDA preconditioning 

increases A1R binding affinity, and that A1R modulates NMDA 

preconditioning-mediated responses, pointing to the importance of the 

cross-talk between glutamatergic and adenosinergic systems to 

neuroprotection. 

 

 

Keywords: NMDA preconditioning; adenosine A1 receptors; 

hippocampus; glutamate; pain.   
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1. Introduction 

 

Preconditioning was originally described in a seminal study 

proposing that multiple brief ischemic episodes protect the heart from a 

subsequent sustained ischemic insult (Murry et al., 1986). Interestingly, 

this preconditioning phenomenon is not limited to the heart tissue but 

also extended to the central nervous system (CNS) and protection may 

be achieved, not only against ischemia, but also to different brain 

insults. Preconditioning can be defined as reaching a state of protection 

in a given tissue or organism through exposure to sub-lethal insults. 

Preconditioned individuals or tissues acquire a certain tolerance to a 

subsequent lethal insult, decreasing cell death resultant from injury 

(Dirnagl et al., 2003; Murry et al. 1986). This brain tolerance to lethal 

injury may be achieved after chemical, electrical or anoxic stimuli 

(Bond et al., 1999; Rejdak et al., 2001, Schaller et al., 2002, Samoilov et 

al., 2003). 

Molecular mechanisms underlying preconditioning are not 

completely elucidated, but N-methyl-D-aspartate (NMDA) glutamate 

receptors, nitric oxide synthase, cytokines, oxidative stress and 

mitochondrial bioenergetics modulation and suppression of the innate 

immune system are some of the elements that have a pivotal role in such 

process (Vandresen-Filho et al., 2007; Shpargel et al., 2008; Severino et 

al., 2011; Boeck et al., 2013). Particularly, NMDA and glutamate may 

act as chemical preconditioning agents in hippocampal slices (Schurr et 

al. 2001), in cultured cells (Xu et al., 2002) and in vivo models of 

excitotoxicity (Boeck et al. 2004). Subtoxic doses of NMDA (e.g., 75 

mg/kg, i.p.) yield preconditioning against chemically-induced seizures 

(Ogita et al. 2003; Boeck et al. 2004) or trauma brain injury in vivo 

(Costa et al., 2010). Administration of NMDA receptor antagonists, 

such as MK-801 or ketamine, prevents NMDA-induced preconditioning, 

confirming the dependence on NMDA receptors activation to 

achievement of a preconditioned state (Bond et al. 1999; Rejdak et al. 

2001; Schaller et al. 2002; Samoilov et al. 2003). Regarding intracellular 

signaling pathways, we have shown that inhibition of  protein kinase A 

(PKA) or phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K) pathways activation 

abolishes NMDA preconditioning against the neurotoxicity and seizures 

induced by quinolinic acid, an NMDA receptor agonist (de Araújo 

Herculano et al., 2011). Moreover, a proteomic analysis of the 

hippocampus of NMDA preconditioned mice, showed a differential 

expression of proteins involved in translation and in protein processing, 
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in the energy homeostasis maintenance and modulation of glutamatergic 

transmission (do Amaral e Silva Müller et al., 2013).  

The dependence of NMDA preconditioning on adenosine A1 

receptors (A1R) activation has already been reported in vivo and in vitro. 

For instance, the blockade of A1R with the selective antagonist 8-

cyclopentyl-1,3-dimethylxanthine was able to abolish the protective 

effect evoked by NMDA preconditioning against quinolinic acid-

induced seizures in mice (Boeck et al., 2004) or in cerebellar granule 

cells challenged with glutamate (Boeck et al., 2005). The cellular 

protection achieved by chemical preconditioning with NMDA occurs by 

increasing extracellular adenosine levels (Hoehn and White, 1990; Craig 

and White, 1993; Melani et al., 1999). In its turn, adenosine modulates 

glutamatergic excitotoxicity caused by overstimulation of NMDA 

receptors (Poli et al., 1991). Glutamatergic transmission in the 

hippocampus is also part of a nociceptive pathway, since blockade of 

NMDA receptors in the hippocampus prevent the induction of chemical 

pain by formalin (corodimasMcKenna and Melzack, 2001). Since 

activation of A1R reduces glutamatergic transmission, modulation of 

nociception via A1R inhibition of glutamate release may be a viable 

mechanism of analgesia (Nascimento et al, 2010). In the present study, 

we aimed to understand potential NMDA preconditioning-mediated 

changes in hippocampal A1R expression and binding properties that may 

underlie the neuroprotective mechanism of this phenomenon. Moreover, 

a putative effect of A1R activation after NMDA preconditioning on its 

effects on glutamate uptake into hippocampal slices and in behavioral 

responses in the open field and hot plate tests was assessed.     

 
2 Experimental procedures  

 

2.1 Animals 

 

Male adult Swiss albino mice (30–40g) were maintained on a 

12 hours light/ 12 hours dark schedule (lights on at 7:00 a.m.) at 25◦C. 

Mice were housed in plastic cages with food and water ad libitum. All 

manipulations were carried out between 9:00 and 16:00 hours. All 

experimental procedures involving the animals were performed in 

accordance with National Institute of Health Guide for the Care and Use 

of Laboratory Animals (NIH Publications No. 80-23), and were 

designed to minimize suffering and limit the number of animals used. 

The experiments were performed after approval of the protocol by the 
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local Institutional Ethics Committee for Animal Research (CEUA/UFSC 

PP0549).  

 

2.2. Drugs 

N-methyl-D-aspartate (NMDA) and 2-chloro-N6-cyclopentyl-

adenosine (CCPA) was from Sigma-Aldrich Chemical Co (MO, USA). 

[
3
H]8-cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine (DPCPX, 120.0 Ci/mmol) was 

from Perkim Elmer (MA, USA) and [
3
H]L-Glutamate (31.0 Ci/mmol) 

was from GE-Healthcare (UK).  

 

2.3 NMDA preconditioning and mice treatment 

 

NMDA was dissolved in 0.9 % NaCl (saline) solution and 

adjusted to pH 7.4 with NaOH 1mEq/mol. Animals were pretreated with 

NMDA at a subtoxic and non-convulsive dose (75 mg/kg; i.p.) or 

vehicle (saline 0.9%; i.p.). Animals were observed for 30 minutes 

immediately after the administration of NMDA, for the occurrence of 

any behavioral alteration (Boeck, et al., 2004). Preconditioned mice 

were all evaluated 24 hours after NMDA treatment. When administered 

in vivo, the adenosine A1R agonist, CCPA, was injected 30 minutes 

before behavioral evaluations or glutamate uptake assay. CCPA was 

dissolved in saline with 0.4 % DMSO. The dose of CCPA (0.2 mg/kg, 

i.p.) was chosen based on previous studies (Prediger et al., 2006). 

NMDA and CCPA were administered by intraperitoneal (i.p.) route in a 

constant volume of 10 mL/kg body weight. 

 

2.4 Hippocampal cell viability  

  

Mice were pretreated with NMDA (75 mg/kg, i.p.) or vehicle 

(saline 0.9%, i.p.). After 24 hours, animals were killed by decapitation 

and hippocampi were rapidly removed. During dissection hippocampi 

were maintained in an ice-cold Krebs-Ringer bicarbonate buffer (KRB) 

with the following compositions (in mM): 122 NaCl, 3 KCl, 1.2 MgSO4, 

1.3 CaCl2, 0.4 KH2PO4, 25 NaHCO3, and 10 D-glucose. The buffer was 

bubbled with 95 % O2-5 % CO2 up to pH 7.4 (Molz et al., 2008). Slices 

(0.4 mm) were prepared using a McIlwain Tissue Chopper and 

separated in KRB at 4
o 

C. Immediately after sectioning, slices were 

transferred to vials with fresh KRB, bubbled with 95% O2/5% CO2 for 

30 minutes at 35
o

C to recover from slicing trauma, before starting the 

experiments (equilibration period). Cell viability was determined 
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through the ability of cells to reduce 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-

diphenyltetrazolium bromide (MTT; Sigma). Hippocampal slices were 

then incubated with MTT (0.5 mg/ml) in KRB for 30 minutes at 37°C 

(Mosmann, 1983). The tetrazolium ring of MTT can be cleaved through 

reduction by dehydrogenases into viable cells in order to produce a 

precipitated formazan. The formazan produced was solubilized by 

adding 200 µL of dimethyl sulfoxide (DMSO), resulting in a colored 

compound from which optical density was measured in an ELISA 

reader (550 nm). 

 

2.5 Immunodetection of A1R and glutamate transporter-1 (GLT-1) 

 

2.5.1 Hippocampal homogenates 

Mice were treated with NMDA (75 mg/kg, i.p.) or vehicle 

(saline 0.9%, i.p.) and after 24 hours they were killed by decapitation 

and hippocampi were rapidly removed. During dissection hippocampi 

were maintained in an ice-cold KRB.  Hippocampi were solubilized 

with SDS-stopping solution (4 % SDS, 2 mM EDTA, 8% -

mercaptoethanol, and 50 mM Tris, pH 6.8, 2 mM PMSF) (Molz et al., 

2008). 

 

2.5.2 Isolation and purification of synaptosomes 

Twenty-four hours after treatment, animals were killed by 

decapitation and hippocampi was used to prepare synaptosomes on a 

discontinuous Percoll gradient according to Dunkley et al. (1988). In 

brief, a pool of six hippocampi was homogenized in 10 mM HEPES, 

0.32 M sucrose, pH 7.4 and centrifuged at 2,000 g for 3 minutes, 4°C. 

The resultant pellet was discarded, and the supernatant was centrifuged 

again at 9,500 g for 13 minutes, 4°C. The resultant pellet was re-

suspended in 10 mM HEPES, 0.32 M sucrose, pH 7.4  and gently 

transferred onto a three-step gradient of 3%, 10% and 23% Percoll, in 

10 mM HEPES, 0.32 M sucrose, 1 mM EDTA, DTT 0.25 mM, pH 7.4. 

Tubes were centrifuged at 25,000 g for 11 minutes, 4°C. The 

synaptosomes fractions were collected from the interface of the 10% 

and 23% Percoll steps. The fraction was washed twice by centrifugation 

at 22,000 g for 11 minutes 4°C and re-suspended in Tris 50 mM. 
 

2.5.2 Western blot assays 

Adenosine A1 receptor expression was determined by Western 

blot analysis as described by Molz et al. (2008), with some 

modifications. Samples of whole hippocampal homogenates or 
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hippocampal synaptosomal preparations (60 g of total protein/track) 

were separated by 10% SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose 

membranes. Membranes were blocked with 2% albumin (1 h) in TBS 

(10 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7.5), followed by three times washing 

with TBS-T (10 mM Tris, 150 mM NaCl, 0.05 % Tween-20, pH 7.5). 

Membranes were incubated with primary antibodies anti-A1R (Santa 

Cruz Biotechnology, dilution 1:100), anti-GLT-1 (Millipore, dilution 

1:1000), anti-beta actin (Cell Signalling, dilution 1:1000) or anti-alpha 

actinin (Millipore, dilution 1:1000) overnight, at 4
o
C, and then, they 

were exposed to appropriate peroxidase-conjugated secondary 

antibodies anti-goat (Santa Cruz Biotecnology, dilution 1:5000),  anti-

guinea pig (Millipore, dilution 1:5000),  anti-mouse (Millipore, dilution 

1:5000), or anti-rabbit (Millipore, dilution 1:30000) respectively, for 1 

hour at room temperature. Immunocomplexes were visualized using the 

enhancing chemiluminescense (ECL) detection system (GE Healthcare). 

Densitometric analysis was performed for the quantification of the 

immunoblottings using the Scion Image Software (Scion Corporation). 

 

2.6 Adenosine receptor binding assays 

 
2.6.1 Preparation of hippocampal membranes  

The procedure was carried out by the method of Bruns et al. 

(1986), with slight modifications. Briefly, 24 hours after NMDA 

preconditioning mice were killed and their hippocampi were 

homogenized in 1 mL of ice-cold 50 mM Tris-HCl containing 320 mM 

sucrose, 1 mM EDTA and 3 mM MgCl2, pH 7.4. The homogenate was 

centrifuged at 1,600 g for 10 minutes, and the supernatant obtained from 

this centrifugation was centrifuged at 16,000 g for 30 minutes. The 

pellet obtained from the centrifugation was suspended in a solution 

containing 50 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA and 3 mM MgCl2, pH 7.4 

with 4 U/ml adenosine deaminase and incubated for 30 minutes at 37°C 

to remove endogenous adenosine. This suspension was centrifuged at 

16,000 g for 15 minutes. The pellet was suspended in the incubation 

solution containing 50 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA and 3 mM MgCl2, 

pH 7.4 and used for binding assays. These membranes were frozen at -

20°C for up to 2 days. On the day of assay, membranes were thawed at 
room temperature, and were suspended in the same buffer to a protein 

concentration of approximately 1 mg/ml and used for binding assays. 

No differences in the results of the binding assay were observed 

between frozen or fresh membranes. 
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2.6.2. Binding assays 

The selective radiolabeled A1R antagonist [
3
H]DPCPX was 

used to investigate binding properties of A1R in hippocampal 

membranes from NMDA preconditioned and controls mice. To this end 

[
3
H]DPCPX was incubated for 1 hour at 30°C with 50 µg of 

hippocampal membrane protein in a final volume of 500 µl of the assay 

buffer containing 50 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA and 3 mM MgCl2, pH 

7.4, with bovine serum albumin (1 mg/mL). Saturation binding assays 

were carried out with increasing [
3
H]DPCPX concentrations (0.03 to 

100 nM) using CPA (a selective  A1R agonist) at a concentration 1,000 

times higher than radioligand to obtain nonspecific binding. Specific 

binding was determined by subtracting nonspecific binding from total 

binding. Nonspecific binding represents 20% of the total binding. 

Binding assay incubations were stopped by vacuum filtration through 

Whatman GF/B glass fiber filters presoaked with polyethyleneimine 

(0.1%), followed by three washings of the incubation tubes and filters 

with 1 mL of a solution containing 50 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA and 

3 mM MgCl2, pH 7.4, kept at 4°C. The filters were dried at room 

temperature, placed in scintillation vials, and 1 mL of scintillation liquid 

was added and incubated overnight. Filter-bound radioactivity was 

quantified in a scintillation counter with 60 % efficiency. All binding 

assays were performed in triplicates and performed in polypropylene 

tubes (Tasca and Souza, 2000). This protocol allows the detection of 

competitive specific binding at one site. Results were calculated and 

expressed as pmol [
3
H]DPCPX bound/mg protein. Bmax and Kd values 

were calculated by the non-linear fitting of the one-site saturation 

specific binding assay equation using the GraphPad 5 software 

(Statsoft). R
2
 was 0.69 and 0.90 for NMDA and control group, 

respectively. Comparison between experimental data sets was done with 

the built-in extra sum of squares F test (Cohen et al., 1996).  

 

2.7 Behavioral tests 

 

2.7.1 Hot plate test 
The hot plate (Ugo Basile, model-DS37) was maintained at 54 

± 0.2 °C, as previously described, and this temperature was chosen 

because lower hot-plate temperatures are more sensitive to the effects of 

mild analgesics (Plone et al., 1996). Mice were treated with NMDA or 

saline, 24 hours later they received CCPA (0.2 mg/kg, i.p.) or saline and 

30 minutes after they were placed in a glass cylinder of 24 cm diameter 

on the heated metal surface, and the time between placement and 
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shaking or licking of the paws, or jumping (whichever occurred first), 

was recorded as an index of latency to nociception. A 30 seconds (s) 

cut-off was imposed whereby non responding animals were removed 

from the hot-plate to prevent tissue damage. The results were expressed 

as a percentage of maximum possible effect (%MPE) according to the 

following formula: 

% Maximum possible effect = latency Test – latency Training     x 100 

                                    cut off (30s) - latency Training 

 

2.7.2 Open field test 

To evaluate the spontaneous locomotor activity, the animals 

were placed for 5 minutes in the open field. The apparatus, made of 

acrylic, had a gray floor of 50 cm × 50 cm and transparent walls, 40 cm 

high. As described above, the experiments were conducted with 

NMDA-preconditioned mice 30 minutes after their treatment with saline 

or CCPA in a sound-attenuated room under low-intensity light (7 lx). 

Each mouse was placed in the center of the open field and the total 

distance traveled (m) was registered with the ANY Maze® video 

tracking program. In order to avoid odor impregnation the open field 

arena was cleaned with ethanol solution (10%, v/v) and dried with paper 

towels after each test. 

 

2.8 L-[
3
H] glutamate uptake 

 

L-[
3
H]glutamate uptake into hippocampal slices was evaluated 

as previously described (Molz et al., 2005). After NMDA 

preconditioning and CCPA treatment, mice were killed, hippocampus 

dissected and hippocampal slices were prepared and incubated for 30 

min in order to normalize to physiological conditions, as described 

above. Hippocampal slices were then washed for 15 min at 37° C in a 

Hank's balanced salt solution (HBSS), composition in mM: 1.29 CaCl2, 

136.9 NaCl, 5.36 KCl, 0.65 MgSO4, 0.27 Na2HPO4, 1.1 KH2PO4, and 5 

HEPES. Uptake was assessed by adding 0.33 μCi/mL L-[
3
H]glutamate 

with 100 μM unlabeled glutamate in a final volume of 300 μL. 

Incubation was stopped immediately after 7 min by discarding the 

incubation medium and slices were submitted to two ice-cold washes 

with 1 mL HBSS. Slices were solubilized by adding a solution with 

0.1% NaOH/0.01% SDS and incubated overnight. Aliquots of slice 

lysates were taken for determination of the intracellular content of L-

[
3
H] glutamate by scintillation counting. Sodium-independent uptake 

was determined by using choline chloride, instead of sodium chloride in 
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the HBSS buffer. Unspecific sodium-independent uptake was subtracted 

from total uptake to obtain the specific sodium-dependent glutamate 

uptake. Results were obtained and presented as nmol of L-[
3
H] 

glutamate taken up per milligram of protein per minute.  

2.9 Protein measurement 

 

Protein content was evaluated by the method of Lowry et al., 

(1951) using bovine serum albumin (Sigma) as standard.   

 

2.10 Statistical analysis 

 

Statistical analyses were performed with one-way analysis of 

variance (ANOVA) followed by unpaired t-test for the immunoblotting 

and saturation binding experiments. The comparisons among groups on 

behavioral tests and glutamate uptake analysis were performed by two-

way ANOVA followed by Newman-Keuls test when appropriate. 

Differences were considered significant at > 95% confidence in all tests. 

 

3 Results 

 

3.1 Effect of NMDA preconditioning on A1R expression and binding  
 

In order to confirm we were employing a safety administration 

of NMDA (75 mg/kg, i.p.), cellular viability was assessed by MTT 

reduction assay in hippocampal slices. Figure 1A shows that slices from 

preconditioned mice presented no alteration in cellular viability 24 hours 

after NMDA preconditioning. In addition, we also confirmed the safety 

of the chosen NMDA dose by means of propidium iodide incorporation, 

as previously shown (Boeck et al. 2004). Thus, upon NMDA 

preconditioning no increment of propidium iodide incorporation was 

observed (data not shown), confirming that NMDA preconditioning did 

not alter hippocampal cellular viability.  

Once the safety of our NMDA preconditioning protocol was 

demonstrated, we aimed to evaluate potential NMDA-mediated changes 

in the hippocampal A1R biology. To this end, we analyzed the receptor 

expression and binding properties after NMDA preconditioning. Firstly, 

the amount of A1R in total hippocampal homogenates (Fig. 1B) or 

synaptosomes (Fig. 1C) was determined by western blot experiments 

and no significant differences were observed upon NMDA 

preconditioning in both hippocampal preparations. Subsequently, 

radioligand binding experiments were performed, thus we constructed 



71 

 

 

saturation binding isotherms with the A1R selective ligand [
3
H]DPCPX 

to evaluate receptor affinity (KD) and maximum ligand binding capacity 

(Bmax) in hippocampal membrane extracts (Fig. 1D). Interestingly, while 

NMDA-mediated preconditioning did not alter the A1R Bmax for the 

selective ligand [
3
H]DPCPX (Saline: Bmax= 24.4 ± 2.3 pmol/mg protein, 

NMDA: Bmax= 18.0 ± 2.0 pmol/mg protein), the affinity of the receptor 

for this radioligand antagonist was significantly increased (Saline: KD= 

38.4 ± 8.8 nM, NMDA: KD=12.0 ± 3.7 nM; p< 0.01). Overall, these 

results suggested that NMDA preconditioning increased the 

hippocampal A1R affinity without altering the total number of receptors. 

 

3.2 Functional assessment of NMDA preconditioning and A1R 

modulation: behavioral analysis  

 

In order to investigate the potential functional interplay between 

A1R activity and NMDA preconditioning, treated animals were 

subjected to behavioral tasks. The hot plate test was chosen because it is 

sensitive to the A1R activation (Sawynok, 1998).  To this end, a sub-

analgesic dose of the selective A1R agonist CCPA (0.2 mg/kg, i.p.) was 

used in order to unravel a potential interaction between NMDA 

preconditioning and A1R activity. Thus, mice were treated with NMDA 

(75 mg/kg, i.p.) or saline, 24 hours later they received CCPA (0.2 

mg/kg, i.p.) or saline and 30 minutes after they were subjected to the 

behavioral analysis.  

Interestingly, the evaluation of the nociceptive behavior in our 

experimental animal model setting revealed that the NMDA 

preconditioning  induced an antinociceptive phenotype observed as an 

increase in the % of maximum possible analgesic effect in the hot plate 

test (Two-way ANOVA [F(1.20)=5.73, p<0.05]).  

Another striking result was the fact that a non-effective per se 

dose of CCPA reversed the NMDA preconditioning-mediated analgesia 

[F(1.20)=3.90, p<0.05] (Fig. 2A).  

In order to evaluate the any alteration in the spontaneous 

locomotor activity of mice, they were evaluated in the open field arena. 

NMDA preconditioning or A1R activation with CCPA treatment did not 

alter mice locomotor activity. The statistical analyses revealed a non-

significant effect for the pre-treatment [F(1.38)= 0.3639, p>0.05], 

treatment [F(2.38)=1.6403, p<0.05] and interaction [F(2.38)=0.9754, 

p>0.05] factors for the total distance travelled evaluated in the open 

field test (Fig. 2B). Overall, our results clearly demonstrated that the 
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post-activation of A1R with CCPA in NMDA-treated animals precludes 

the antinociceptive effect evoked by a subtoxic dose of NMDA.  

 

3.3 Functional assessment of NMDA preconditioning and A1R 

modulation: L-[
3
H] glutamate uptake and expression of GLT-1 

transporter  
 

Glutamate clearance from extracellular space is an important 

protective mechanism against glutamate excitotoxicity (Schousboe and 

Waagepetersen, 2005). Therefore, we investigated whether NMDA 

preconditioning (75 mg/kg, i.p.) alters glutamate uptake into 

hippocampal slices. Indeed, in vivo NMDA preconditioning  increases 

glutamate uptake into hippocampal slices ex vivo, which were evaluated 

24 hours after NMDA preconditioning induction, a time window that 

NMDA preconditioning has been shown to be neuroprotective (p<0.01) 

(Fig. 3A). Moreover, we investigated the acute modulation of A1R on 

glutamate uptake with or without NMDA preconditioning through the 

administration of the A1R-selective agonist of CCPA (0.2 mg/kg, i.p.). 

As show in Figure 3A, CCPA per se did not alter the basal glutamate 

uptake, but the interaction preconditioned animals vs. CCPA 

administration decreased glutamate uptake relative to NMDA group 

(p<0.001), suggesting that slices from preconditioned animals were 

more susceptible to A1R challenge. Interestingly, the evaluation of the 

immunocontent of the glial glutamate transporter protein GLT-1 in the 

hippocampus of NMDA preconditioned mice showed no alteration in 

GLT-1 protein levels 48 hours after NMDA preconditioning (Fig. 3B). 

The detection of GLT-1 expression at this time parallels with the 

identification of NMDA preconditioning-promoted neuroprotection 

against seizures induced by the NMDA receptor agonist, quinolinic acid 

(data not shown), as previously reported (Boeck et al., 2004). 

Altogether, the behavioral tests and the glutamate uptake experiments, 

show activation of A1R modulates the functional phenotype of mice in a 

NMDA preconditioned state.  

 

4 Discussion 

 

Subtoxic doses of NMDA induce chemical preconditioning, 

which leads to cellular tolerance to noxious stimuli, decreasing cell 

death (Ogita, 2003; Schurr et al, 2001). This concept was extended to in 

vivo models of quinolinic acid-induced seizures (Boeck et al, 2004), 

traumatic brain injury (Costa et al. 2010) and in vitro model of cellular 
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excitotoxicity in cerebellar granule neurons (Boeck et al., 2005). We 

have shown that NMDA preconditioning protects approximately 50% of 

the animals against quinolinic acid-induced seizures and completely 

prevents hippocampal degeneration (Boeck et al., 2004; de Araújo 

Herculano et al., 2011; Vandressen-Filho et al., 2007). Moreover, the 

data presented here support the notion that NMDA preconditioning does 

not induce neuronal death per se. Instead, these are consistent with a 

neuroprotective role for NMDA preconditioning, which mechanisms 

remain to be fully elucidated. 

One potential mechanistic explanation considers the role of 

adenosine and adenosine receptors activation in the process of achieving 

the preconditioned state (Boeck et al. 2004; Boeck et al. 2005). There is 

evidence suggesting that activation of NMDA receptors increases 

adenosine levels, either directly (Manzoni et al. 1994), or as a 

consequence of primary ATP release and hydrolysis (Craig and White, 

1993). The participation of endogenous extracellular adenosine and A1R 

on NMDA preconditioning has already been described (Boeck et al., 

2004). Therefore, the present study explored for the first time the 

properties of hippocampal A1R activity after mice achieved an NMDA 

preconditioned phenotype. Interestingly, the A1R underlies the 

anticonvulsant and neuroprotective properties of adenosine, particularly 

in the hippocampus. Thus, binding of adenosine to its high affinity A1R 

leads to a decreased release of the main excitatory neurotransmitter 

glutamate (Ciruela et al., 2006) and reduces neuronal excitability 

(Boison and Stewart, 2009). 

This study shows modulation of A1R functionality in NMDA 

preconditioned mice in vivo. We showed that a subtoxic dose of NMDA 

does not significantly reduce A1R levels neither in homogenates of the 

hippocampal formation, nor in hippocampal presynaptic terminals. 

Since activation of NMDA receptors promotes adenosine release (Craig 

and White, 1993), one might consider that NMDA preconditioning 

could induce A1R desensitization or internalization. It has been shown 

that minute-to-hour long activation of A1R with selective agonists can 

lead to receptors desensitization (Ramkumar et al., 1991; Palmer and 

Stiles, 1997; Escriche et al., 2003). However, in the current setting, no 

reduction in A1R expression in a synaptic membranes-enriched 

preparation was observed. Additionally, an increased binding affinity 

for the A1R ligand DPCPX was accompanied by an unaltered maximum 

ligand binding capacity, suggesting the absence of binding sites 

reduction in synaptic terminals. This renders the receptor desensitization 

hypothesis unlikely. Accordingly, a previous study showed NMDA 
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preconditioning did not alter the functionality of A1R, but it promoted 

an A2AR desensitization measured by cAMP accumulation (Boeck et al., 

2005). It is plausible to hypothesize that NMDA preconditioning might 

alter the balance among adenosine A1 and A2A receptors function or 

oligomerization (Ciruela et al., 2012), which is under investigation in 

our laboratory. Our current data showed NMDA preconditioning turned 

hippocampal A1R into a more sensitive state, putatively leading to 

increased effects of adenosine at these neuroprotective receptors. 

Functional implications of the altered affinity of hippocampal 

A1R for its ligands were investigated in vivo using behavioral analysis. 

It is widely accepted that NMDA receptors activation potentiates the 

glutamate-mediated nociceptive input and NMDA receptors antagonists 

may represent an antinociceptive strategy (Muir, 2010). However, the 

moderate NMDA receptor activation achieved with this non-toxic 

NMDA dose promoted an antinociceptive effect in the hot plate test. 

This unexpected result, i.e, NMDA preconditioning-mediated 

antinociception, may be explained by the opposite effect of NMDA 

activation observed with preconditioning. Whereas excessive activation 

of NMDA receptor leads to excitotoxicity, moderate activation promotes 

neuroprotection. Similarly, the moderate NMDA receptors activation 

evoked by preconditioning, elicited an antinociceptive effect to mice. In 

order to confirm if the increased binding affinity to A1R could be 

expressed as increased receptor functionality in vivo, we initially 

assessed the sensitivity to pain. Adenosine is an important 

neuromodulator that can regulate the transmission of pain mainly 

through A1R, and the activation of peripheral sites can produce an 

antinociceptive effect via A1R (Liu et al. 2006). However, the A1R 

selective agonist (CCPA, 0.2 mg/kg, i.p.) in an inactive dose per se, 

reverses the antinociceptive effect triggered by NMDA preconditioning. 

It is important to emphasize that this effect of A1R activation was 

observed in mice pre-sensitized by NMDA preconditioning, suggesting 

that post-activation of A1R impairs NMDA preconditioning-mediated 

responses.  

In order to further address the functional cross-talk between 

A1R activity and NMDA preconditioning we evaluated the glutamate 

uptake into hippocampal slices ex vivo. Activation of A1R did not 

significantly alter basal glutamate uptake, but it reversed NMDA 

preconditioning-promoted increase in this cellular function. This 

hippocampal A1R-mediated NMDA preconditioning modulation may 

further suggest an increased sensitivity of NMDA-treated animals to 
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adenosine effects, since a previously ineffective dose of CCPA turns out 

to be effective in preconditioned animals.  

The neuroprotection mediated by A1R is usually explained by 

the action of adenosine through presynaptic A1Rs which reduces the 

vesicular release of excitatory neurotransmitters and subsequent 

activation of postsynaptic receptors, thus resulting in activation of K
+
 

channels leading to hyperpolarization (Fredholm et al. 2005; Ciruela et 

al. 2012). Data from the literature argues that adenosine inhibits the 

action of NMDA receptor, reducing the entry of Ca
2+

 and thereby 

protecting against excitotoxicity in adult animals (Cunha, 2005; 

Fredholm, 2005). Thus, our data demonstrate that the pharmacological 

activation of the A1R by the selective agonist CCPA (0.2 mg/kg, i.p.) 

abolished the effect of NMDA preconditioning in hippocampal slices. 

Since glial transporters are more effective in the clearance of 

extracellular glutamate we evaluate a putative alteration in GLT-1 

expression, which was not confirmed, pointing to a modulation of 

activity and not expression of glutamate transporters. Additionally, it is 

important to emphasize that we cannot completely rule out the 

involvement of neuronal glutamate transporters in the assay of 

glutamate uptake into hippocampal slices, especially because A1R are 

known to act as presynaptic inhibitors of glutamate release (Dunwiddie 

and Masino, 2001). The different action resulted from adenosine 

receptors activation at pre- or post-synaptic sites and the putative 

modulation of glial or neuronal glutamate transporters by adenosine is 

an important issue to be addressed in the future.   

NMDA preconditioning-promoted removal of glutamate from 

the synaptic cleft may contribute to the mechanism of neuroprotection 

afforded by preconditioning. Moreover, NMDA preconditioning 

activates signaling pathways such as PI3K/Akt and MAPK/ERK (de 

Araujo Herculano et al., 2011) that are involved in the modulation of 

glutamate plasma membrane transporters traffic and activity. 

Additionally, we previously reported a proteomic analysis showing a 

down-regulation of V-type proton ATPase, suggesting a putative 

reduced vesicular glutamate content or release evoked by NMDA 

preconditioning (do Amaral e Silva Müller et al., 2013). 

In conclusion, this study describes that NMDA-mediated 

preconditioning modulates A1R binding affinity without altering its 

protein levels. Moreover, A1R activation reversed NMDA 

preconditioning-mediated antinociceptive effect and glutamate uptake 

into hippocampal slices, suggesting that post-activation of A1R may 

interfere with NMDA preconditioning. The contribution of the cross-
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talk between glutamatergic and adenosinergic systems towards the 

neuroprotective response evoked by NMDA preconditioning has 

additional mechanisms to be unraveled. 
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Figures and Legends 

 

 

 
Figure 1. Evaluation of cellular viability and hippocampal A1R expression and 

binding properties in NMDA preconditioned mice. Mice were treated with a subtoxic 

dose of NMDA (75 mg/Kg, i.p.) or saline (0.9 %) 24 h before the hippocampal dissection 

and preparation of slices, homogenates, synaptosomal fractions or plasma membrane 

extract samples. (A) Graph shows cellular viability of hippocampal slices measured with 

MTT (0.5 mg/ml) reduction assay for 30 min at 37°C and quantification was assessed at 

550 nm (n=9). Expression of A1R in the hippocampus of NMDA preconditioned mice. 

Hippocampal homogenates (B) and synaptosomes (C) of saline or NMDA preconditioned 

mice were analyzed in Western blotting probed with rabbit anti-A1R antibody (1 μg/ml) 

or mouse anti-β-actin/anti-α-actinin (1 μg/ml). Immunorreactive bands were detected as 
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described in experimental procedures. The ratio between A1R and β-actin or α-actinin 

was calculated and normalized to the ratio found in the saline treated animal. Data are 

expressed as the mean ± SEM of either 5 (A) or 3 (B) independent experiments. (D) 

Saturation curves of [
3
H]DPCPX binding to A1R in mice hippocampal plasma membrane 

extracts. Data represent means ± SEM of 5 independent experiments carried out in 

triplicates. P< 0.01, compared with control group (one-way ANOVA followed by 

unpaired t-test) to KD values, Saline: 38.4 ± 8.8 nM, NMDA: 12.0 ± 3.7 nM. 

 

 

 
Figure 2. Effect of NMDA preconditioning and A1R activation in the hot plate and 

open field tests. (A) Mice were pretreated with NMDA (75 mg/kg, i.p.) or saline and 24h 

after they were subjected to the hot plate test. After habituation session the animals were 

treated with CCPA (0.2 mg/kg, i.p.) and 30 min after they were tested on the hot plate 

apparatus (54 ± 0.2 °C) and the latency (s) to nociceptive behavior was registered. Data 

represent the means ± S.E.M. of percentage of analgesia (% maximum possible effect) of 

6 mice per group.* P<0.05 compared with all other groups, # P<0.05 compared with 

NMDA group (two-way ANOVA followed by Newman-Keuls post-hoc test). (B) Mice 

were pretreated with NMDA (75 mg/kg, i.p.) or saline, 24h after they were treated with 

CCPA (0.2 mg/kg, i.p.) or saline and 30 min after they were tested on the open field 

arena to the assessment of the totaldistance travelled. Data represent means ± S.E.M of 7 

mice per group. 
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Figure 3. Effects of NMDA preconditioning and A1R activation on L-[

3
H]glutamate 

uptake  into hippocampal slices and on glutamate transporter GLT-1 expression. 
Mice were acutely treated with NMDA (75 mg/Kg, i.p.) or saline and after 24 h they 

received a selective A1R agonist CCPA (0.2 mg/Kg) administration and after 30 min the 

hippocampal slices were prepared and processed for in vitro glutamate uptake assay and 

GLT-1 transporter immunodetection. (A) Effects of NMDA preconditioning and A1R 

activation on L-[
3
H] glutamate uptake into hippocampal slices. Data represent means ± 

S.E.M of 4 to 6 mice per group evaluated in independent experiments. **P<0.01 

compared with saline group. ### P<0.001 compared with saline and NMDA groups 

(ANOVA two-way followed by Newman-Keuls post hoc). (B) Representative western 

blotting of GLT-1 glutamate transporter and β-actin levels and quantification of the ratio 

of GLT-1/β-actin levels. Data represent percentage of control ± S.E.M. from 4 

independent experiments.  
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3 DISCUSSÃO  

 

 

O pré-condicionamento químico com doses sub-tóxicas de 

NMDA pode levar à tolerância celular a estímulos nocivos, e diminuir a 

morte celular (Ogita, 2003; Schurr et al., 2001). Este conceito também 

tem sido descrito para modelos in vivo de convulsões induzidas por AQ 

(Boeck et al., 2004), TCE (Costa et al., 2010) e em modelo in vitro de 

excitotoxicidade celular em neurônios granulares do cerebelo (Boeck et 

al., 2005). Nosso grupo já demonstrou que o pré-condicionamento com 

NMDA protege aproximadamente 50 % dos animais contra as 

convulsões induzidas por AQ e diminui a morte neuronal no hipocampo 

(Boeck et al., 2004; Vandressen-Filho et al., 2007; de Araújo Herculano 

et al., 2011). Além disso, em corroboração com esses estudos os dados 

apresentados neste capítulo reforçam o papel neuroprotetor do pré-

condicionamento com NMDA em não alterar a viabilidade celular per se 

(Fig 1A, Anexo1). Apesar disso, os mecanismos que levam a esta 

neuroproteção, ainda não estão completamente elucidados.  

Evidências sugerem que a ativação dos receptores NMDA 

aumenta os níveis de adenosina, seja diretamente (Manzoni et al., 1994), 

ou como conseqüência da liberação e hidrólise de ATP (Craig e White, 

1993). A união da adenosina ao A1R leva a uma diminuição da liberação 

do principal neurotransmissor excitatório, o glutamato (Ciruela et al., 

2006) e reduz a excitabilidade neuronal (Boison e Stewart, 2009). Por 

outro lado, altos níveis de adenosina promoveriam a ativação de A2AR, 

que é definida como facilitatória, ou seja, aumenta a liberação de 

neurotransmissores como o glutamato (Cunha, 2005; Ciruela et al., 

2012). Em alguns casos, tanto a ativação quanto a inativação do receptor 

A2A mostraram ter um efeito protetor (Jones et al., 1998; Blum et al., 

2003; Chou et al., 2005) 

Este estudo mostrou a modulação da funcionalidade dos A1R e 

A2AR em camundongos pré-condicionados com NMDA in vivo. Os 

resultados demonstraram que uma dose subtóxica de NMDA não altera 

a expressão proteica de A1R e A2AR em homogeneizados do hipocampo 

total, tampouco a expressão de A1R nos terminais pré-sinápticos do 

hipocampo. Entretanto, observou-se um aumento da afinidade de união 

para o ligante [
3
H]DPCPX ao A1R, sem alteração na capacidade máxima 

de união do ligante ao A1R, bem como do ligante [
3
H]CGS21680 para o 

A2AR. Desta forma parece que o pré-condicionamento com NMDA 

modula a afinidade dos A1R hipocampais, levando ao aumento dos 

efeitos da adenosina através dos A1R. 
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As implicações funcionais da alteração da afinidade de união do 

ligante ao A1R observadas no hipocampo foram investigadas in vivo 

utilizando testes comportamentais. A literatura descreve que a ativação 

dos receptores NMDA potencializa a nocicepção mediada por glutamato 

e antagonistas dos receptores NMDA podem representar uma estratégia 

antinociceptiva (Muir, 2010). No entanto, a ativação moderada do 

receptor de NMDA através de uma dose sub-tóxica de NMDA (75 

mg/Kg, i.p.) promoveu um efeito antinociceptivo no teste da placa 

quente (Fig. 2, Anexo do capítulo I). Este resultado inesperado, ou seja, 

a antinocicepção mediada pelo pré-condicionamento com NMDA, pode 

ser explicado por um efeito diferencial provavelmente devido à 

intensidade de ativação dos receptores NMDA observados com o pré-

condicionamento. Considerando que a excessiva ativação dos receptores 

NMDA leva à excitotoxicidade e a ativação moderada promove 

neuroproteção, por comparação, sugerimos que a ativação moderada dos 

receptores NMDA através do pré-condicionamento, induziu um efeito 

antinociceptivo em camundongos.  

Para confirmar se o aumento da afinidade de união ao A1R pode 

ser expresso como um aumento da funcionalidade do receptor in vivo, 

inicialmente avaliou-se a sensibilidade à dor para tentar observar uma 

alteração dos efeitos modulados pelos A1R. A adenosina é um 

neuromodulador importante que pode regular a transmissão da dor, 

principalmente através do A1R, e em sítios periféricos a ativação de A1R 

pode produzir um efeito antinociceptivo (Liu et al., 2006). No entanto, o 

agonista selectivo do A1R (CCPA, 0,2 mg/Kg, i.p.) em uma dose 

inativa,  reverte o efeito antinociceptivo desencadeada pelo  pré-

condicionamento com NMDA. É importante ressaltar que este efeito da 

ativação A1R foi observado em camundongos pré- sensibilizados pelo 

pré-condicionamento com NMDA, o que sugere que a pós-ativação do 

A1R prejudica respostas mediadas pelo pré-condicionamento com 

NMDA. 

Quando observado a modulação dos receptores A1 e A2A de 

adenosina sobre o efeito do pré-condicionamento com NMDA em um 

comportamento dependente de hipocampo (teste do condicionamento do 

medo contextual), a ativação seletiva de A1R não alterou a resposta para 

o tempo de freezing no contexto, mas aumentou o tempo de freezing 

para o novo ambiente. O que sugere que a ativação do A1R induz 

generalização da memória aversiva. Nos animais pré-condicionados com 

NMDA, o CCPA foi igualmente eficaz em aumentar o tempo de 

freezing no novo ambiente. Por outro lado, o bloqueio da A1R pelo 

antagonista seletivo DPCPX não influenciou o tempo de freezing tanto 
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no contexto quanto no novo ambiente (Fig 4). Juntos, estes resultados 

sugerem que a ativação do A1R induz uma resposta generalizada de 

medo, um evento independente do pré-condicionamento mediado por 

NMDA.  

Em relação à modulação dos A2AR sobre o efeito do pré-

condicionamento com NMDA, a ativação do A2AR pelo seu agonista 

seletivo, CGS21680 (0,05 mg/Kg), também aumentou o tempo de 

freezing dos animais durante a exposição ao novo ambiente. Porém, o 

pré-condicionamento com NMDA não afetou o tempo de freezing dos 

animais, mas preveniu a resposta observada após a ativação do receptor 

A2A de adenosina pelo seu agonista (Fig. 2), sugerindo uma alteração na 

funcionalidade dos A2AR. Corroborando com os resultados observados 

para a modulação dos receptores A1 e A2A, um estudo anterior 

demonstrou que o pré-condicionamento com NMDA não alterou a 

funcionalidade do A1R, mas promoveu uma dessensibilização dos A2AR, 

avaliada pela acumulação de AMPc (Boeck et al., 2005).  

É plausível supor que o pré-condicionamento com NMDA pode 

alterar o equilíbrio entre a sinalização ou a oligomerização dos 

receptores de adenosina A1 e A2A (Ciruela et al., 2012), desde que a 

interação entre estes receptores pode ser modulada pelos diferentes 

níveis do nucleosídeo adenosina na fenda sináptica (Ciruela et al., 

2006). Tendo como base estas evidências, foi proposto avaliar se o pré-

condicionamento com NMDA altera a oligomerização dos A1 e A2A, 

através da realização de um estágio de doutorado sanduíche. Confirmou-

se, que os receptores A1 e A2A formam oligômeros quando tranfectados 

em células HEK-293 (pela técnica de BRET, usando A2AR
Rluc

 e A1R
YFP

, 

conforme descrito por Ciruela et al., 2006). No entanto, ainda não foi 

desenvolvida a metodologia para detectar esta interação in situ, ou seja  

no hipocampo de camundongos pré-condicionados com NMDA. Dados 

preliminares de imunocitoquímica para os receptores A1 e A2A em 

células HEK-293, indicam que estes receptores estão co-localizados 

(dados não mostrados). Desta forma, experimentos adicionais são 

necessários para demonstrar se o pré-condicionamento altera a interação 

e/ou oligomerização dos receptores A1 e A2A. 

A retirada de glutamato da fenda sináptica é um importante 

mecanismo de neuroproteção a fim de diminuir a quantidade desse 

neurotransmissor na fenda, prevenindo a excitotoxicidade (Phillis e 

O’regan, 2002). A fim de aprofundar a modulação da funcionalidade dos 

A1R e A2AR no pré-condicionamento com NMDA, foi avaliada a 

captação de glutamato em fatias de hipocampo ex vivo. A ativação tanto 

do A1R quanto do A2AR não alterou a captação de glutamato basal, mas 
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reverteu o aumento da captação de glutamato promovido pelo pré-

condicionamento com NMDA. 

A neuroproteção mediada por A1R é geralmente explicada pela 

ação da adenosina através dos A1R expressos em sítios pré-sinápticos, 

os quais reduzem a liberação vesicular de neurotransmissores 

excitatórios e subseqüente ativação de receptores pós-sinápticos, 

resultando em ativação de canais de K
+
 levando a hiperpolarização 

(Fredholm et al., 2005; Ciruela et al., 2012). Os dados da literatura 

afirmam que a adenosina inibe a ação do receptor NMDA (Hoehn e 

White, 1990), reduzindo a entrada de Ca
2+

 (Vacas et al., 2003) e 

consequentemente a excitotoxicidade em animais adultos (Cunha, 2005; 

Fredholm, 2005). Estes dados corroboram com os dados apresentados 

neste trabalho que demonstram que a ativação farmacológica do A1R 

pelo agonista selectivo CCPA (0,2 mg/Kg,) aboliu o efeito do pré-

condicionamento com NMDA em aumentar a captação de glutamato em 

fatias de hipocampo.  

A participação dos A2AR também tem sido demonstrada no 

controle da captação de glutamato (Matos et al., 2012). No presente 

trabalho, foi demonstrado que tanto a ativação do receptor A2A pelo 

agonista (CGS21680, 0,05 mg/Kg, i.p.) quanto o bloqueio pelo 

antagonista (ZM241385, 3 mg/Kg, i.p.) reverte o efeito do pré-

condicionamento com NMDA em aumentar a captação de glutamato. 

Estudos têm demonstrado que a administração crônica de antagonistas 

de receptores A2A, melhora a sobrevivência neuronal após um evento 

isquêmico (Von Lubitz et al., 1995). Por outro lado, também já se 

demonstrou que a ativação crônica também protege neurônios da retina 

sobre a toxicidade induzida por glutamato (Ferreira e Paes de Carvalho, 

2001). 

A modulação da transmissão glutamatérgica pode ser mediada 

pelo gradiente da bomba de Na
+
/K

+
 ATPase, e a subunidade α2 está 

ligada ao GLT-1 para regular o transporte de glutamato  nos astrócitos. 

Um estudo recente demonstrou que a ativação do A2AR diminuiu a 

atividade da Na
+
/K

+
 ATPase seletivamente em astrócitos, inibindo a 

captação de glutamato. Além disso, foi encontrada uma associação física 

do A2AR com Na
+
/K

+
 ATPase-α2 em astrócitos, sugerindo que este 

acoplamento dos A2AR astrocitários para a regulação do transporte de 

glutamato através da modulação da atividade da Na
+
/K

+
 ATPase-α2 

fornece um novo mecanismo que relaciona a atividade neuronal da 

homeostase iônica com o controle da atividade glutamatérgica (Matos et 

al., 2013). Esta associação entre a atividade neuronal e a transmissão de 

glutamato já foi descrita por Pellerin e Magistretti (1994) que 
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demonstraram que após a liberação de glutamato neuronal, a captação 

de glutamato em astrócitos depende da atividade da Na
+
/K

+
 ATPase, 

através da utilização da glicose. 

Desde que os transportadores gliais são mais eficazes na 

captação de glutamato extracelular, avaliou-se a possível alteração na 

expressão do GLT -1. Os dados demonstraram que a expressão de GLT-

1 não foi alterada, apontando para uma modulação da atividade e não da 

expressão destes transportadores de glutamato. Além disso, é importante 

ressaltar que não se pode excluir totalmente o envolvimento de 

transportadores de glutamato neuronais no ensaio de captação de 

glutamato em fatias de hipocampo, especialmente porque os A1R são 

conhecidos por atuar como inibidores pré-sinápticos da liberação de 

glutamato (Dunwiddie e Masino, 2001). Dados de análise proteômica do 

nosso grupo, mostraram uma diminuição na expressão da bomba de 

próton ATPase do tipo V, sugerindo uma possível redução do conteúdo 

vesicular de glutamato ou liberação mediada pelo pré-condicionamento 

com NMDA  (do Amaral e Silva Müller et al., 2013). A diferente ação a 

partir da ativação de receptores de adenosina em sítios pré- ou pós-

sinápticos e a possível modulação dos transportadores glial ou neuronais 

de glutamato pela adenosina, é uma questão importante a ser abordada 

no futuro. 

Em conclusão, este estudo mostrou que o pré-condicionamento 

com NMDA modula afinidade de união do A1R, sem alterar seus níveis 

de proteína. Além disso, a ativação do A1R reverteu o efeito 

antinociceptivo mediado pelo pré-condicionamento com NMDA, 

sugerindo que a pós-ativação do A1R pode interferir com o pré-

condicionamento. Ainda o pré-condicionamento com NMDA não 

alterou a funcionalidade do A1R no teste do condicionamento ao medo 

contextual, mas parece promover uma dessensibilização de A2AR. E a 

ativação de ambos A1R e A2AR reverteu o aumento da captação de 

glutamato em fatias de hipocampo, mediado pelo pré-condicionamento 

com NMDA. A comunicação entre os sistemas glutamatérgico e 

adenosinérgico para o efeito do pré-condicionamento com NMDA ainda 

apresenta mecanismos a serem desvendados. 
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CAPÍTULO II 

__________________________________________________________ 

 
Mecanismos e vias de sinalização intracelular do pré-condicionamento 

com NMDA envolvidos na prevenção  de convulsões e de morte celular 

hipocampal induzidas pelo ácido quinolínico 

__________________________________________________________ 

 

 

 

 
Este capítulo apresenta os resultados relacionados ao objetivo 3.2.3 

desta tese. 
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1 MATERIAL E MÉTODOS 

 

1.2 Animais 
 

Foram utilizados camundongos albinos Swiss machos, adultos 

(30-40 g), mantidos em temperatura de 22  1° C em um ciclo de 12 

horas claro (a partir das 7 horas) e 12 horas escuro, em caixas plásticas 

(15 animais por caixa) com água e ração disponíveis. Todos os 

experimentos foram realizados entre às 9:00 – 16:00 horas, após a 

aprovação do protocolo pelo Comitê de Ética Institucional local para 

Pesquisa Animal (CEUA/UFSC PP0549). Os nossos protocolos para 

experimentos com animais são projetados de maneira que o animal 

tenha o mínimo de sofrimento possível. 

 

1.3 Procedimento cirúrgico 

 

Os animais foram anestesiados com hidrato de cloral (700 

mg/kg; i.p.) (10 mL/Kg do animal) e uma cânula guia foi implantada 

para infusão intracerebroventricular (i.c.v.) (Schmidt et al, 2000). Em 

um estereotáxico, a pele do crânio foi removida e uma cânula guia de 27 

G/7 mm foi implantada a 1 mm posterior ao bregma, 1 mm à direita da 

linha mediana, 1 mm abaixo do ventrículo lateral e fixada com cimento 

acrílico. 

 

1.4 Tratamento com inibidor da via da PI3K 

 

A wortmanina (0,43 µg/sítio, 4µL) um inibidor seletivo para a 

via de sinalização intracelular da PI3K, foi infundida através de uma 

agulha de 30 G/8 mm e introduzida pela cânula guia. O inibidor foi 

diluído em salina 0,9% e administrado 15 min antes do pré-

condicionamento com NMDA. A dose utilizada foi baseada em um 

estudo prévio (Ozaita et al., 2007). 

 

1.5 Pré-condicionamento com NMDA e infusão do Ácido 

Quinolínico 

 
Os animais foram pré-tratados com uma dose considerada sub-

tóxica e não convulsiva de NMDA (75 mg/Kg; i.p.) ou veículo (salina 

0,9%; i.p.). Imediatamente após a administração de NMDA foram 

observados por 30 min, para ocorrência de alguma alteração 

comportamental (Boeck, et al., 2004). 
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Após 24 horas do pré-condicionamento as convulsões químicas 

foram induzidas pelo ácido quinolínico (4 µL, 36,8 nM, i.c.v), através de 

uma agulha de 30 G/8 mm, introduzida pela cânula guia. Os animais 

foram colocados em caixas de acrílico e observados por 10 min para a 

ocorrência de mudanças comportamentais como: corrida involuntária 

(do inglês – wild running), episódio convulsivo tônico ou clônico e 

convulsão tônico-clônica, que devem ocorrer por pelo menos 5 

segundos (Hallak et al, 1993). Uma escala quantitativa para avaliar a 

severidade das convulsões induzidas por AQ foi desenvolvida por 

Vandresen-Filho e colaboradores (2012) baseada em estudos prévios 

com outros agentes convulsivantes (Cruz et al., 2003; Marganella et al., 

2005).  Desta forma, a escala Vandresen-Filho quantifica a severidade 

das convulsões de camundongos de acordo com as seguintes expressões 

comportamentais: 0 = sem resposta; 1 = imobilidade – movimentos 

faciais, clônus facial; 2 = hipermobilidade; 3 = corrida; 4 = saltos e 

quedas; 5 = convulsão clônica das patas – hipertonia da cauda; 6 = 

convulsão clônica – tônica generalizada; 7 = convulsão tônica e morte.  

 Os animais pré-tratados com NMDA que não apresentaram as 

convulsões foram considerados protegidos. Os animais retornaram para 

a sua respectiva caixa e permaneceram por 24 horas para os 

experimentos de viabilidade celular. 

 

1.6 Ensaio de viabilidade celular 

 
1.6.1 Preparação do tecido 

 

Vinte a quatro horas após a indução das convulsões, os animais 

foram anestesiados com hidrato de cloral (700 mg/kg; i.p.) e 

perfundidos transcardialmente com  0,1 M tampão fosfato-salina (PBS, 

pH 7,4) seguido por 4% de paraformoldeído em 0,1 M de tampão 

fosfato (pH 7,4). Os encéfalos foram removidos e pós-fixados no 

mesmo fixador por 4h. Os tecidos cerebrais foram crioprotegidos por 

infiltração com 30% de sacarose em PBS 0,1 M durante a noite. 

Posteriormente, os tecidos congelados foram seccionados em um 

criostato (Leica, CM 1850 UV) em seções coronais (40 μm), e em 

seguida foram colocadas em placas de seis poços contendo PBS (1x) 

mais azida sódica a 0,1%. 

 

1.6.2 Histoquímica para Fluoro-jade B 
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A histoquímica para Fluoro-Jade B foi utilizada como um 

indicativo de degeneração neuronal. As fatias histológicas foram 

imersas em etanol 100 % por 3 min, em seguida, em etanol a 70% por 1 

min e água destilada por 1 min, as fatias foram imersas em solução de 

permanganato de potássio 0,06% durante 15 min sob agitação, em 

seguida foram lavadas com água destilada por 1 min. A coloração foi 

realizada através da solução de Fluoro-Jade B (10 mL de 0,01% da 

solução aquosa de Fluoro-Jade B para 90 mL de ácido acético 0,1% em 

água destilada) durante 30 min. Após a coloração, as fatias foram 

lavadas três vezes com água destilada. O excesso de água foi retirado, e 

as lâminas foram imersas em xilol e as lamínulas foram colocadas 

utilizando DPX (Aldrich Chem. Co., Milwaukee, WI) como meio de 

montagem. As fatias foram visualizadas em um microscópio de 

epifluorescência (Olympus - Modelo BX41) utilizando um sistema de 

filtro com rodamina, com objetiva de 20x para a visualização 

fluorescente no hipocampo de camundongos. Imagens digitais do 

hipocampo total e da região CA1 do hipocampo foram obtidas por meio 

de uma câmera acoplada ao microscópio. A fluorescência foi analisada 

pela densitometria em uma magnificação de 40x pelo programa 

computacional Image J
®
 1.36 (National Institute of Health,USA). 

 

1.7 Imunodetecção de proteínas 

 

1.7.1 Preparação das amostras 

 

A wortmanina (0,43µg/sitio, 4µL) foi administrada 15 min 

antes do pré-condicionamento com NMDA (75 mg/Kg, i.p.) ou veículo 

(salina 0,9%, i.p.) e após 24 h os animais foram mortos por decaptação e 

os hipocampos rapidamente removidos e colocados em nitrogênio 

líquido e guardados a -80° C até o dia da preparação das amostras. 

Durante a dissecação os hipocampos foram mantidos em tampão Krebs-

Ringer bicarbonato (KRB = NaCl 122 mM; KCl 3 mM; CaCl2 1,3 mM; 

MgSO4 1,2 mM; KH2PO4 0,4 mM; NaHCO3 25 mM; D-glicose 10 mM) 

gelado e gaseificado com carbogênio (95% O2 - 5% CO2) para atingir o 

pH 7,4. As amostras foram homogeneizados mecanicamente em 400 µL 

de Tris 50 mM pH 7,0, EDTA 1 mM, NaF 100 mM, PMSF 0,1 mM, 

Na3VO4 2 mM, Triton X-100 1%, glicerol a 10%, coquetel inibidor de 

protease (Sigma - P2714) e, em seguida, incubadas durante 10 min em 

gelo. Os homogenatos foram centrifugados (10.000 xg durante 10 min a 

4 ° C). Os sobrenadantes foram diluídos 1/1 (v/v) em 100 mM Tris pH 

6,8, EDTA 4 mM, 8% de SDS e fervidos durante 5 min. Depois disso, 
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foram adicionadas às amostras as seguintes soluções: glicerol a 40%, 

Tris 100 mM, azul de  bromofenol, pH 6,8 na proporção de 25:100 (v/v) 

e β mercaptoetanol (concentração final de 8%) (Oliveira, et al., 2008).   

 

1.7.2 Dosagem de proteínas 

 

A dosagem de proteínas foi realizada por método de Peterson 

(1977). Albumina Bovina Sérica (BSA) (Sigma) foi utilizada como 

padrão.  

 

1.7.3 Separação de proteínas 

 

As proteínas (60 g/poço) foram separadas por SDS-PAGE 

(eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS), utilizando gel de 

separação de poliacrilamida com concentração de 10%, e gel de entrada 

4% (Bunn et al., 1995). A eletroforese foi realizada com corrente fixa de 

40 mA e voltagem máxima de 140 mV (para 2 géis) durante 

aproximadamente 2 horas. Após a corrida, os géis foram submetidos à 

eletrotransferência. 

 

1.7.4 Eletrotransferência e imunodetecção 

 

As proteínas foram transferidas do gel de eletroforese para uma 

membrana de nitrocelulose (poro 0,45 μm) (1,5 horas a 4
o
C, 350 mA). 

Após a eletrotransferência, as membranas foram bloqueadas por 1 h com 

albumina 5% em TBS (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5) e a seguir 

lavadas com TBS-T (Tween-20 0,05 %, Tris 10 mM, NaCl 150 mM, pH 

7,5). Finalmente as membranas foram incubadas com os anticorpos 

específicos anti-fosfoAkt e anti-Akt total (Millipore, diluição 1:1000), 

anti-fosfoGSK-3β e anti-GSK-3β  total (Millipore, diluição 1:1000), 

anti-fosfoERK1/2 (Millipore, diluição 1:40000) e anti-ERK1/2 total 

(Millipore, diluição 1:2000), anti-fosfop38 (Millipore, diluição 1:1000) 

e anti-p38 total (Millipore, diluição 1:10000) anti-beta actina (Cell 

Signalling, diluição 1:1000). Para a detecção dos complexos imunes, as 

membranas foram incubadas por 1 hora com anticorpo secundário 

(ligado à peroxidase) anti-rabbit (Millipore, diluição 1:5000)  ou  anti-
mouse (Millipore, diluição 1:5000) e após lavagens, foram reveladas em 

filme autoradiográfico após a emissão de quimioluminescência induzida 

por reagentes adicionados a membrana de nitrocelulose (Kit ECL), de 

acordo com as recomendações do fabricante, e impressão de imagem em 

filme auto-radiográfico. As imagens foram digitalizadas para 
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quantificação densitométrica das bandas proteicas dos complexos 

imunes (software Scion Image, Beta 4.0.2; Scion Corporation, 

Frederick, MD). 

 

1.8 Análise estatística 

 
A incidência de convulsões foi analizada pelo teste exato de 

Fisher (p<0,05). As demais análises estatísticas foram realizadas com a 

análise de variância de uma via (ANOVA), seguidas pelo de Tukey 

quando apropriado. As diferenças foram consideradas significativas em 

> 95% de confiança em todos os testes. 
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2 RESULTADOS 

 

 
Como previamente descrito, a administração de AQ (36, 8 

nmol, i.c.v.) induz convulsão em 100% dos animais (Boeck et al., 2004; 

Vandresen-Filho et al., 2007). Além disso, o pré-condicionamento com 

NMDA (75 mg/Kg, i.p.) previne as convulsões induzidas por AQ em 

aproximadamente 53,3% dos animais. Analisando as vias de sinalização 

envolvidas no efeito protetor do pré-condicionamento com NMDA, 

observou-se que a inibição da via de sinalização da PI3K/Akt, pelo 

inibidor wortmanina (0,43 µg/sítio, 4µL), bloqueia o efeito 

anticonvulsivante desencadeado pelo pré-condicionamento com NMDA 

(de Araújo Herculano et al., 2011) (Fig. 1A). 

De acordo com a presença ou não de crises tônico-clônicas em 

resposta à infusão de AQ, os camundongos pré-condicionados com 

NMDA foram considerados protegidos (NMDA+AQ camundongos que 

não convulsionaram, grupo NMDA+AQnc) ou não protegidos 

(NMDA+AQ camundongos que convulsionaram, grupo NMDA+AQc).  

Os resultados demonstraram que os animais tratados com AQ, 

NMDA+AQ e Wort+NMDA+AQ apresentaram alterações 

comportamentais como: corrida, salto e queda, convulsão clônica das 

patas, convulsão clônica – tônica, seguido ou não por morte. Os animais 

pré-condicionados com NMDA considerados protegidos 

(NMDA+AQnc) apresentaram um perfil muito abaixo na escala de 

severidade em comparação aos grupos AQ, NMDA+AQc e 

Wort+NMDA+AQ, não demonstrando alterações na análise 

comportamental,  como convulsão clônica ou convulsão clônica – tônica 

(Fig 1B). 
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Figura 1: Efeito do pré-condicionamento com NMDA e a inibição da via PI3K, na 

incidência de convulsões induzidas por AQ e na escala de severidade. Os animais 

foram tratados com veículo (salina 0,9% - grupo controle) ou NMDA (75 mg/kg, i.p.) 24 

h antes da infusão de AQ (36,8nM, i.c.v) e foram observados por 10 min para a 

ocorrência de convulsões. Os animais receberam wortmanina (Wort) (0,43 µg/sítio, 

i.c.v.), um inibidor da via PI3K; grupo controle (Sal+Wort) 15 min antes do NMDA 

(Wort+NMDA+AQ) ou 15 min antes da infusão de AQ (Wort+AQ). (A) Representa a 

porcentagem de animais com convulsões induzidas por AQ. O número de animais por 

grupo está indicado acima das barras. * representa diferença em relação a todos os grupos 

(P <0,05), de acordo com teste exato de Fisher. (B) Escala de severidade Vandresen-Filho 

para quantificação das convulsões induzidas por AQ, em animais pré-condicionados com 

NMDA. Barras pretas representam animais com convulsão, barra cinza – animais com ou 

sem convulsão e barra branca – animais que não convulsionam. Valores estão expressos 

como média ± EPM (n=9). *** P <0,001 comparado aos demais grupos. (ANOVA de 

uma via, seguido por Tukey). 

 

A detecção de degeneração neuronal é importante para a 

compreensão de doenças neurodegenerativas e para avaliação de drogas 

neuroprotetoras (Schmued et al., 2005). A fim de avaliar se a 

administração i.c.v de AQ induz degeneração neuronal foi realizada a 

análise histológica por Fluoro-Jade B. Neste mesmo protocolo avaliou-

se o efeito neuroprotetor do pré-condicionamento com NMDA e o 

tratamento com o inibidor da PI3K.  

A figura 2A mostra um aumento na densidade óptica para a 

marcação com Fluoro- jade B nos grupos AQ e NMDA+AQc, enquanto 

que os animais pré-tratados com NMDA e considerados protegidos das 

convulsões (NMDA+AQnc) e os animais que receberam o inibidor da 

PI3K (wortmanina, 0,43µg/sitio, 4µL, i.c.v)  apresentaram uma redução 

na densidade óptica para a marcação com Fluoro- jade B. Os mesmos 

resultados foram observados para a contagem de neurônios na região 

CA1 do hipocampo (Fig 2B e 2C). Portanto, a inibição da via da PI3K é 

efetiva em abolir o efeito protetor do pré-condicionamento sobre a 

indução de convulsões por AQ, mas não interfere com a proteção 

neuronal promovida pelo pré-condicionamento com NMDA. 
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Figura 2: Efeito do pré-condicionamento com NMDA e a inibição da via PI3K, na 

degeneração neuronal induzida pelo AQ. Os animais foram tratados com veículo 

(salina 0,9% - grupo controle) ou NMDA (75 mg/kg, i.p.) 24 h antes da infusão de AQ 

(36,8nM, i.c.v) e foram observados por 10 min para a ocorrência de convulsões. Os 

animais receberam wortmanina (Wort) (0,43 µg/sítio, i.c.v.), um inibidor da via PI3K, ou 

salina (grupo controle -Sal) 15 min antes do NMDA (Wort+NMDA+AQ) ou 15 min 

antes da infusão de AQ (Wort+AQ). 24 h após a indução das convulsões os animais 

foram perfundidos para posterior preparação histológica do tecido e realizado a detecção 

de degeneração neuronal por Fluoro – jade B. (A) O gráfico representa a densidade óptica 

de células marcadas para Fluoro - jadeB. (B) Figuras representativas para a marcação 

com Fluoro-jade B na região CA1 do hipocampo (magnificação de 40x). (C) Representa 

o número de células positivas para Fluoro-jade B na região CA1 do hipocampo. Barras 

pretas representam os animais que apresentaram comportamento convulsivo e barras 

brancas – os animais que não convulsionaram. NMDA + AQc indica os animais que 

apresentaram comportamento convulsivo e NMDA + AQnc indica os animais que não 

convulsionaram. Valores estão expressos como média ± EPM de (n=8). * P <0,05 

comparado com todos os grupos. 

 

Para estudar o envolvimento de vias de sinalização celular 

específicas no mecanismo neuroprotetor do pré-condicionamento 
químico mediado por NMDA, realizou-se a imunodetecção da proteína 

Akt, em sua isoforma fosforilada (ativa) e o conteúdo total desta 

proteína. Desta forma, foi utilizado um inibidor seletivo para a via da 

PI3K, a wortmanina. Os animais receberam o inibidor da PI3K 
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(wortmanina, 0,43µg/sitio, 4µL, i.c.v), após 15 min foram pré-

condicionados com NMDA (75 mg/kg, i.p.), após 24 h foram infundidos 

com AQ (36,8nM, i.c.v) e 24 h após foram mortos e os hipocampos 

dissecados para imunodetecção de proteína. Considerando que este é o 

período onde se identifica a morte neuronal induzida por AQ, a 

avaliação da participação das vias de sinalização celular foi realizada 48 

h após o pré-condicionamento com NMDA.. Os dados demonstraram 

que não houve alteração nos níveis da proteína Akt tanto no seu estado 

fosforilado quanto o conteúdo total em nenhum dos grupos (Fig. 3). 

 

 
Figura 3: Imunodetecção da proteína Akt fosforilada e total no hipocampo de 

camundongos pré-condicionados com NMDA. Os animais foram pré-tratados com 

wortmanina (0,43µg/sitio, 4µL, i.c.v), após 15 min foram pré-condicionados com NMDA 

(75 mg/kg, i.p.) ou veículo (salina 0,9%, i.p.), 24 h depois foram infundidos com AQ 

(36,8 nM, i.c.v) e 24 h após os hipocampos foram dissecados e as amostras foram 

preparadas para a imunodetecção dos níveis de Akt fosorilada e total.  Barras pretas 

representam os animais que apresentaram comportamento convulsivo e barras brancas – 

os animais que não convulsionaram. NMDA + AQc indica os animais que apresentaram 

comportamento convulsivo e NMDA + AQnc indica os animais que não convulsionaram. 

O gráfico representa a razão entre p-Akt e T-Akt, a densidade óptica das bandas foi 

detectada conforme descrito nos procedimentos experimentais. Os dados são expressos 

como a média ± EPM (n=6). 
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Uma vez que não foram observadas alterações nos níveis da 

proteína Akt no tempo de 48 h após o pré-condicionamento com 

NMDA, optou-se por analizar a participação desta proteína, bem como a 

comunicação desta via (do inglês – crosstalk) com outras proteínas que 

participam de mecanismos de proteção ou morte celular, tais como: 

GSK-3β, ERK1/2 e p38
MAPK

 em suas isoformas fosforiladas (ativadas, 

ou inibidas no caso da GSK-3β) e o conteúdo total destas proteínas, na 

janela de proteção induzida pelo pré-condicionamento com NMDA (24 

h).  

Os resultados demonstraram que mesmo quando analisada 24 h 

após o pré-condicionamento com NMDA, a proteína Akt não apresentou 

alteração nas suas isoformas fosforilada ou total. A proteína GSK-3β, 

um alvo da Akt, também foi analisada e não demonstrou alteração nas 

suas isoformas fosforilada ou total 24 h após o pré-condicionamento 

com NMDA (Fig. 4A e 4B). 
 

 
Figura 4: Imunodetecção das proteínas Akt e GSK3β fosforilada e total no 

hipocampo de camundongos pré-condicionados com NMDA. Os animais foram pré-

tratados com wortmanina (0,43µg/sitio, 4µL, i.c.v), após 15 min foram pré-condicionados 

com NMDA (75 mg/kg, i.p.) ou veículo (salina 0,9%, i.p.), e 24 h após os hipocampos 

foram dissecados e as amostras foram preparadas para a imunodetecção dos níveis de Akt 

e GSK-3β fosorilada e total.  (A) O gráfico representa a razão entre p-Akt e T-Akt, a 

densidade óptica das bandas foi detectada conforme descrito nos procedimentos 

experimentais. Os dados são expressos como a média ± EPM (n=6). (B) O gráfico 

representa a razão entre p-GSK-3β e T-GSK-3β, a densidade óptica das bandas foi 

detectada conforme descrito nos procedimentos experimentais. Os dados são expressos 

como a média ± EPM (n=6). 

 

Está bem descrito na literatura que a sinalização pelas vias 

PI3K-Akt e MEK1/2-ERK1/2 podem colaborar de forma dependente 

uma da outra para manter a viabilidade da célula (Dent, 2014), além 

disso, a ativação ou inativação destas proteínas podem ocorrer em 
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períodos de minutos ou horas. Já foi demonstrado que o inibidor seletivo 

para MEK, o PD98059, também bloqueia a proteção mediada pelo pré-

condicionamento com NMDA contra as convulsões induzidas por AQ, 

sugerindo a participação da via das MAPKs no mecanismo de proteção 

do pré-condicionamento (de Araújo Herculano et al., 2011). Por este 

motivo, utilizando um inibidor da PI3K, foram observados os níveis de 

fosforilação e conteúdo total das MAPKs: ERK1/2 e p38
MAPK

. Os 

resultados para a imunodetecção demonstraram que tanto o bloqueio da 

sinalização pela PI3K, como o pré-condicionamento com NMDA não 

alteraram os níveis destas proteínas na isoforma fosorilada e o conteúdo 

total (Fig 5A, 5B e 5C). 

 

 
Figura 5: : Imunodetecção das proteínas ERK1/2 e p38

MAPK
 fosforilada e total no 

hipocampo de camundongos pré-condicionados com NMDA. Os animais foram pré-

tratados com wortmanina (0,43µg/sitio, 4µL, i.c.v), após 15 min foram pré-condicionados 
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com NMDA (75 mg/kg, i.p.) ou veículo (salina 0,9%, i.p.), e 24 h após os hipocampos 

foram dissecados, e as amostras para a imunodetecção dos níveis de Akt e GSK-3β 

fosorilada e total foram preparadas.  (A) O gráfico representa a razão entre p-ERK1/2 e 

T-ERK1/2, a densidade óptica das bandas foi detectada conforme descrito nos 

procedimentos experimentais. Os dados são expressos como a média ± EPM (n=6). (B) O 

gráfico representa a razão entre p- p38
MAPK

 e T- p38
MAPK

, a densidade óptica das bandas 

foi detectada conforme descrito nos procedimentos experimentais. Os dados são 

expressos como a média ± EPM (n=6). 

 

 
 

3 DISCUSSÃO 

 

 

O pré-condicionamento representa uma resposta adaptativa 

capaz de preparar o tecido cerebral para a proteção contra danos futuros 

(Shpargel et al., 2008). Portanto a elucidação das vias de sobrevivência 

envolvidas neste processo de neuroproteção é um importante 

mecanismo a ser estudado. Sabe-se que um dos importantes mediadores 

envolvidos na neuroproteção induzida pelo receptor NMDA é a via da 

PI3K (Soriano et al., 2006). De acordo com de Araújo Herculano e 

colaboradores (2011), a utilização do inibidor seletivo para a PI3K, a 

wortmanina, bloqueia completamente o efeito protetor mediado pelo 

pré-condicionamento com NMDA contra convulsões induzidas por AQ 

em camundongos. Neste mesmo trabalho, evidenciou-se que o inibidor 

seletivo para a MEK reduz 75% do efeito protetor do pré-

condicionamento e o inibidor para PKA também bloqueia 

completamente a prevenção de indução de convulsões induzidas pelo 

AQ. Por esta razão, a participação da via da PI3K foi inicialmente 

avaliada sobre a sobrevida neuronal e na fosforilação de proteínas alvo 

da via PI3K. 

Os dados do presente estudo confirmam que a inibição da PI3K 

pela wortmanina, bloqueia o efeito protetor do pré-condicionamento 

com NMDA frente às convulsões induzidas por AQ. Por outro lado, 

nossos dados também demonstram que a inibição desta via é ineficaz em 

bloquear a prevenção de morte celular hipocampal causada pelo pré-

condicionamento. Um estudo anterior demonstrou que o bloqueio do 

receptor A1 de adenosina pelo antagonista CPT, também foi capaz de 

bloquear a proteção mediada pelo pré-condicionamento com NMDA 

frente à indução de convulsões pelo AQ, mas não bloqueou a proteção 

observada na morte celular (Boeck et al., 2004). Nosso grupo já mostrou 

que o pré-condicionamento com NMDA promove um aumento da 
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excitabilidade neuronal, medida através de registro 

eletroencefalográfico, em animais que não manifestam comportamento 

convulsivo. Estes resultados sugerem que o aumento da atividade 

elétrica diminui a probabilidade de os animais exibirem comportamento 

convulsivo após a infusão de AQ (Vandresen-Filho et al., 2012). Desta 

forma, sugere-se que a via da PI3K esteja relacionada com fases iniciais 

do pré-condicionamento com NMDA, onde se observa um aumento da 

excitabilidade neuronal e que a inibição desta via não interfere com os 

mecanismos mais tardios de proteção celular, confirmando que devem 

existir diferentes mecanismos relacionados à aquisição de proteção 

comportamental ou tecidual.   

Um estudo realizado em um modelo de isquemia que produz 

morte neuronal tardia em neurônios piramidais da região CA1 do 

hipocampo, demonstrou que a isquemia cerebral não apenas inicia um 

processo de morte celular, mas também ativa fatores de sobrevivência 

celular. A liberação de citocromo c e ativação de proteases como a 

caspase – 3 depois de 36 h de reperfusão pode superar a ativação inicial 

de fatores de sobrevivência como a Akt após isquemia e resultar em 

morte celular tardia. Este mesmo estudo mostrou que há um aumento da 

fosforilação da Akt no sítio para serina-473 no hipocampo, durante as 

primeiras 24 h, mas não após 48 h de reperfusão (Ouyang et al., 1999). 

Estes achados estão de acordo com a diferença observada no efeito da 

wortmanina em bloquear a proteção mediada pelo pré-condicionamento 

com NMDA contra as convulsões induzidas por AQ, mas não afetar o 

efeito neuroprotetor do pré-condicionamento com NMDA frente à morte 

neuronal.  

Estas evidências corroboram com os dados descritos no 

presente trabalho, demonstrado que tanto a infusão de AQ quanto o pré-

condicionamento com NMDA não alteraram os níveis de fosforilação da 

Akt após 48 h. Ressaltando que o inibidor da PI3K foi administrado 15 

min antes do pré-condicionamento com NMDA e 24 h após os animais 

foram infundidos com AQ e observada a incidência de convulsões, 

enquanto que a morte celular foi observada 24 h após o tratamento com 

AQ, ou seja, 48 h após o bloqueio da PI3K e o pré-condicionamento 

com NMDA. Também já foi demonstrado que a wortmanina atenuou a 

formação de superóxido e a morte celular em cultura de neurônios 

corticais, no entanto, bloqueou outras respostas da ativação do receptor 

NMDA, como o aumento de Ca
2+

 intracelular, despolarização 

mitocondrial, ou inchaço celular (Brennan-Minnella et al., 2013). 

Em contradição ao trabalho de Ouyang e colaboradores (1999), 

não foram observadas alterações nos níveis de fosforilação da Akt, 24 h 
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após o bloqueio da PI3K e pré-condicionamento com NMDA. A 

proteína GSK-3β, um alvo da Akt, também não demonstrou alteração 

nos níveis de fosforilação, 24 h após o pré-condicionamento com 

NMDA, bem como as MAPKs ERK 1/2 e p38
MAPK

. 

Um recente estudo in vivo, confirmou que a neuroproteção 

induzida pelo pré-condicionamento com dexmedetomidina, em um 

modelo de isquemia cerebral, é mediada pela ativação da PI3K/Akt e 

ERK1/2, bem como a fosforilação da GSK-3β após 24 h de reperfusão 

(Zhu et al., 2013). No entanto, este efeito não foi observado com o pré-

condicionamento com NMDA.  

Considerando que a participação destas vias de sinalização na 

proteção contra convulsões induzidas por AQ já foi observada, sugere-se 

que a neuroproteção pelo pré-condicionamento com NMDA também 

poderia ativar estas vias de sinalização (PI3K/Akt e MAPK/ERK 1/2), 

no entanto, é possível que isto ocorra em períodos de tempo mais curtos 

(minutos ou horas) após o pré-condicionamento. Ou ainda, a via da 

PI3K poderia atuar sobre o pré-condicionamento com NMDA, através 

de outros alvos que não foram avaliados neste estudo. Desta forma, os 

resultados confirmam que a via da PI3K participa dos mecanismos de 

proteção induzido pelo pré-condicionamento com NMDA contra 

convulsões induzidas por AQ. Em relação aos mecanismos envolvidos 

na proteção celular, necessita-se de mais estudos para verificar o tempo 

de fosforilação das proteínas envolvidas. 
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CAPÍTULO III 

_________________________________________________________ 

 
Efeito do pré-condicionamento com NMDA sobre a toxicidade induzida 

por ácido quinolínico e glutamato em cultura primária de neurônios e 

em fatias hipocampais 

__________________________________________________________ 

 

 

 

 

Este capítulo apresenta os resultados relacionados ao objetivo 3.2.4 

desta tese. 
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1 MATERIAL E MÉTODOS 

 

1.1 Análise do pré-condicionamento com NMDA contra a 

toxicidade induzida por ácido quinolínico em cultura primária de 

neurônios hipocampais 

 
1.1.1 Preparação de cultura primária de neurônios hipocampais 

 
As culturas primárias de neurônios hipocampais foram 

preparadas a partir de ratos Wistar de 0 a 3 dias, conforme descrito por 

Nunez (2008), com algumas modificações. Após a decapitação dos ratos 

neonatos, os cérebros foram removidos e transferidos para uma placa de 

Petri contendo uma solução estéril de tampão de Hank (HBSS) 1x 

contendo 0,5% de glicose a 37°C. Com o auxílio de uma lupa, os 

hipocampos foram dissecados, as meninges foram retiradas e o tecido 

foi dissociado por tripsinização (0,1% de tripsina (w/v), 37°C, 10 min) e 

mecanicamente com pipetas Pasteur de pontas flambadas. Em seguida, 

as células foram colocadas em um tubo Falcon com uma solução 

contendo HBSS 1x, HEPES 1M, BSA (10 mg/ml – Sigma ) e 

ovomucoide (inibidor de tripsina – 10 mg/ml) e centrifugadas a 122 xg 

por 10 minutos à temperatura ambiente. Após remoção do sobrenadante, 

as células foram ressuspendidas em meio DMEM (Dulbecco's Modified 

Eagle's Medium) não suplementado com 5% de soro fetal bovino (SBF), 

5% de soro de cavalo inativado (SHI), 5000 U/mL de 

penicilina/estreptomicina, e 2 mM de glutamina. Após quantificação em 

câmara de Neubauer, as células foram plaqueadas na densidade de 

100.000 células/poço em q.s.p. 500 μL de meio por poço. O 

plaqueamento foi feito em placas de 24 poços previamente tratadas com 

solução de poli-L-lisina a 10 μg/mL. As culturas foram mantidas a 

37°C, em estufa contendo 5% CO2/95% ar atmosférico, pelo período de 

21 dias in vitro (DIV). Depois do período de 24 horas, foi adicionado 

meio Neurobasal suplementado com 1% v/v B-27, 5000 U/mL de 

penicilina/estreptomicina, 0,5% v/v de Glutamax e 0,6% v/v de glicose 

(GIBCO Life Technologies, Paisley, Scotland). O crescimento de 

células não neuronais foi inibido através da adição de 5 µM de citosina 

arabinofuranoside (AraC) no 3°, 10° e 17° DIV e o meio foi mantido 

sem qualquer alteração durante o período de cultura. 

 

1.1.2 Pré-condicionamento com NMDA e toxicidade induzida por 

AQ 
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 Primeiramente, foi realizada uma curva de tempo para 

estabelecer o período de exposição em que o AQ é capaz de ocasionar 

dano neuronal. As culturas primárias de neurônios hipocampais com 21 

DIV, foram expostas por 15 min, 30 min ou 1 hora ao AQ (500 µM), 

seguida pelo protocolo de avaliação de morte celular. 

Para induzir o pré-condicionamento com NMDA as células 

foram expostas por 5 min a uma concentração de 50 µM de 

NMDA/10µM de glicina em meio Neurobasal suplementado, como 

descrito acima (Dai et al., 2010). O tratamento foi interrompido pela 

lavagem das células com PBS 1x e reexposição ao meio de crescimento. 

Após 24 horas as culturas foram expostas por 30 min ou 1 hora a uma 

concentração de 500 µM de AQ para indução da toxicidade. A 

exposição foi interrompida através de lavagem das células com PBS 1x, 

seguido pelo protocolo de viabilidade celular ou produção de espécies 

reativas (ER). 

 

1.1.3 Avaliação de morte celular 

 

 A morte neuronal foi determinada através da incorporação de 

iodeto de propídio. O iodeto é um composto capaz de intercalar-se à 

molécula de DNA (corante de ácidos nucléicos), gerando fluorescência 

frente à luz UV, produzindo fluorescência vermelha, quando excitado a 

495 nm. O iodeto de propídio não penetra na membrana de células 

viáveis, sendo um método eficiente para detecção da integridade de 

membrana e um bom indicativo de morte celular por necrose quando a 

membrana da célula é rompida após algum dano (Macklis e Madison, 

1990).  

Para isso as células foram expostas ao iodeto de propídio (80 

µg/ml) por 5 min, a 37 °C e em seguida lavadas com PBS 1x para 

análise no microscópio invertido (Olympus IX 71), utilizando filtro de 

rodamina (Ciruela, et al., 2001). As figuras representativas foram tiradas 

com uma câmera Olympus C5060, e a quantificação realizada pela 

contagem do número de células marcadas com iodeto de propídio.  

 

1.1.4 Geração de espécies reativas de oxigênio (EROs) 

 

 Para medir a geração de EROs neuronal, foi utilizada uma 

sonda molecular H2DCFDA (Ha et al., 1997). Os neurônios foram 

expostos a 10 µM H2DCFDA por 20 min. O H2DCFDA se difunde 

através da membrana da célula e é hidrolisado por esterases 

intracelulares para a forma não fluorescente, 2’,7’- 
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diclorodihidrofluoresceína (DCFH). DCFH reage com H2O2 intracelular 

e forma 2’,7’- diclorofluoresceína (DCF), um corante fluorescente 

verde. A fluorescência foi quantificada em um leitor de microplacas 

(Infinite M200 – Tecan). Os comprimentos de onda de excitação e 

emissão foram de 485 e 520 nm, respectivamente (Egea et al., 2007).  

 

1.2 Avaliação in vitro do pré-condicionamento com NMDA 

contra a toxicidade induzida por glutamato 
 

1.2.1 Preparação de fatias hipocampais 

 

Camundongos albinos Swiss machos, adultos (30-40 g), foram 

mortos por decapitação e os hipocampos foram rapidamente removidos 

e mantidos em tampão Krebs-Ringer bicarbonato (KRB = NaCl 122 

mM; KCl 3 mM; CaCl2 1,3 mM; MgSO4 1,2 mM; KH2PO4 0,4 mM; 

NaHCO3 25 mM; D-glicose 10 mM) gelado e gaseificado com 

carbogênio (95% O2 - 5% CO2) para atingir o pH 7,4.  As fatias (0,4 mm 

de espessura) foram obtidas utilizando-se um fatiador de tecidos 

McIlwain e foram pré-incubadas em tampão KRB por 30 min a 37 
o
C, 

sendo gaseificadas com carbogênio (Molz et al., 2005). 

 

1.2.2 Pré-condicionamento com NMDA e tratamento com 

bloqueadores em fatias hipocampais 

 

 O pré-condicionamento com NMDA foi induzido através da 

incubação das fatias de hipocampo por 5 min, 30 min, 1 hora ou 2 horas 

com 50 µM NMDA/10µM glicina em tampão KRB (Dai et al., 2010). 

Após a curva de tempo de pré-condicionamento, o meio contendo 

NMDA foi retirado e realizado o protocolo de indução de toxicidade por 

glutamato. 

Quinze minutos antes da indução do pré-condicionamento com 

NMDA, as fatias foram incubadas com inibidor seletivo do receptor A1 

de adenosina, o DPCPX (250 nM) ou com o bloqueador dos canais de 

potássio de alta condutância ativados por cálcio (BKCa), a Iberiotoxina 

(10 nM). 

 

1.2.3 Indução da toxicidade induzida por glutamato em fatias 

hipocampais 

 

O dano celular excitotóxico foi induzido através da incubação 

das fatias de hipocampo por 1 hora com glutamato (10mM) (Molz et al., 
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2008) em tampão KRB. Após este período, o meio foi retirado e 

substituído por meio de cultura composto por 50% de Krebs-Ringer, 

50% de meio de cultura (Dubelco’s-MEM), 20 mM de HEPES (pH 7,4) 

e 100 g/mL de gentamicina e as fatias incubadas por mais 4 horas. 

Após esse período, a viabilidade celular das fatias foi avaliada pelo 

método de redução do MTT (brometo de 3-[4,5-Dimetiltiazol-2-il]-2,5-

difenil-tetrazólio = Thiazolyl blue). 

 

1.2.4 Ensaio da viabilidade celular 

 

Ao final do experimento de indução da toxicidade 

glutamatérgica, a viabilidade celular foi avaliada pela redução do MTT. 

O MTT é um sal de tetrazolium solúvel em água, que é convertido a um 

formazam púrpura insolúvel após clivagem do anel de tetrazólio por 

desidrogenases mitocondriais (Jacobsson e Fowler, 1999). Após o 

período de exposição ao glutamato, o meio foi substituído por uma 

solução de 0,5 mg/mL de MTT (em 200 µL) e as fatias hipocampais e 

corticais foram incubadas à 37 
o
C por 30 minutos. Esta solução foi 

descartada e o sal de formazam reduzido nas fatias cerebrais foi 

solubilizado pela adição do mesmo volume de dimetil-sulfóxido 

(DMSO). A viabilidade celular foi proporcional à leitura da absorbância 

medida em leitor de Elisa (550 nm). 

 

1.3 Análise Estatística 

 
As análises estatísticas foram realizadas com a análise de 

variância de uma via (ANOVA) seguidas pelo teste de Tukey quando 

apropriado para as análises de viabilidade celular e produção de EROs 

em cultura primária de neurônios hipocampais, e para a avaliação in 

vitro em fatias hipocampais. As diferenças foram consideradas 

significativas em > 95% de confiança em todos os testes.  
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2 RESULTADOS 

   

 

A fim de observar o efeito do pré-condicionamento com 

NMDA frente à toxicidade induzida por AQ em cultura primária de 

neurônios hipocampais, foi avaliada a morte neuronal através da 

incorporação de iodeto de propídeo. 

As culturas primárias de neurônios hipocampais foram expostas 

por 15 min, 30 min ou 1 hora ao AQ (500 µM), seguida pelo protocolo 

de avaliação de morte celular. O tratamento com AQ induz morte 

neuronal caracterizada pelo aumento do número de células positivas 

para iodeto de propídeo nos tempos de 30 min e 1 hora (Fig. 1).  

 

 
Figura 1: Curva de tempo para a toxicidade induzida por AQ em cultura primária 

de neurônios hipocampais. As culturas primárias de neurônios hipocampaiscom 21 

DIV, foram expostas a uma concentração de 500 µM de AQ por 15 min, 30 min ou 1 

hora. A exposição foi interrompida através da lavagem das células com PBS 1x, seguido 

pelo protocolo de avaliação de morte celular. Figuras representativas para células 

marcadas com iodeto de propídeo e o gráfico representa o número de células positivas 
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para a incorporação com iodeto de propídeo (IP) (magnificação de 40x). Os dados 

representam a média ± EPM ** P <0,05 comparado com todos os grupos, (n = 5) 

(ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey). 

 

Uma vez que o tratamento com AQ induz morte neuronal nos 

tempos de 30 min e 1 hora, o efeito do pré-condicionamento com 

NMDA frente à toxicidade induzida por AQ em cultura primária de 

neurônios hipocampais foi avaliado nos mesmos períodos. Para isso as 

células foram expostas por 5 min a uma concentração de 50 µM de 

NMDA/10µM de glicina e após 24 horas as culturas foram expostas por 

30 min ou 1 hora a uma concentração de 500 µM de AQ para indução da 

toxicidade. 

O pré-condicionamento com NMDA previne a morte celular 

induzida por AQ no período de 30 min. O mesmo efeito não foi 

observado para o período de exposição ao AQ por 1 hora (Fig. 2A e 

2B). 

 

 
Figura 2: Análise do pré-condicionamento com NMDA contra a toxicidade induzida 

por AQ em cultura primária de neurônios hipocampais. As culturas primárias de 

neurônios hipocampais foram expostas por 5 min a uma concentração de 50 µM de 

NMDA/10µM de glicina. Após 24 horas as culturas foram expostas por 30 min (A) ou 1 

hora (B) a uma concentração de 500 µM de AQ para indução da toxicidade. A exposição 

foi interrompida lavagem das células com PBS 1x, seguido pelo protocolo de avaliação 

de morte celular. Figuras representativas para células marcadas com iodeto de propídeo e 

o gráfico representa o número de células positivas para a incorporação com iodeto de 
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propídeo (IP) (magnificação de 40x). Os dados representam a média ± EPM ***P<0,001 

e **P<0,01 comparado com todos os grupos, (n = 5) (ANOVA de uma via seguida pelo 

teste de Tukey). 

 

Visto que o pré-condicionamento com NMDA protege os 

neurônios da morte celular promovida por AQ em cultura primária de 

neurônios hipocampais, e sabendo que o AQ induz geração de EROs, 

avaliou-se a geração de EROs pela emissão de fluorescência da sonda 

H2DCFDA. A exposição ao AQ no período de 30 min demonstrou um 

aumento na emissão de fluorescência do H2DCFDA, indicando aumento 

na geração de EROs. Observou-se que o pré-condicionamento com 

NMDA não preveniu o aumento de EROs nos neurônios hipocampais 

(Fig. 3). Demonstrando que o efeito neuroprotetor do pré-

condicionamento com NMDA independe do bloqueio da produção de 

EROs. 

 

 
Figura 3: Efeito do pré-condicionamento com NMDA contra a toxicidade induzida 

por AQ em cultura primária de neurônios hipocampais na geração de EROs. As 

culturas primárias de neurônios hipocampais foram expostas por 5 min a uma 

concentração de 50 µM de NMDA/10µM de glicina. Após 24 horas as culturas foram 

expostas por 30 min a uma concentração de 500 µM de AQ para indução da toxicidade. 

A exposição foi interrompida pela lavagem das células com PBS 1x, seguido pelo 

protocolo de avaliação de produção de EROs. O gráfico representa a geração de ER 
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quantificada por unidades relativas de fluorescência do H2DCFDA. Figuras 

representativas para células marcadas com H2DCFDA (magnificação de 40x). Os dados 

representam a média ± EPM *** P <0,001 comparado com os grupos controle e NMDA, 

(n = 4) (ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey). 

 

Técnicas in vitro utilizando fatias derivadas de diferentes 

regiões do cérebro, são importantes ferramentas para o estudo dos 

mecanismos de neuroproteção e neurotoxicidade. As fatias de tecido 

apresentam vantagens em relação a outros modelos in vitro pelo fato de 

que mantêm a citoarquitetura do tecido de origem, visto que preservam 

as interações neurônio-glia (Gähwiler et al., 1997). Por este motivo, o 

efeito do pré-condicionamento com NMDA contra a toxicidade induzida 

por glutamato foi avaliado em fatias de hipocampo de camundongos.  

A figura 4 demonstra que o tratamento com NMDA (50 

µM/10µM glicina) nos períodos de 5 min, 30 min e 1 hora não foi capaz 

de induzir pré-condicionamento em fatias de hipocampo expostas a 

toxicidade induzida por glutamato (10 mM). Porém a incubação das 

fatias com NMDA (50 µM/10µM glicina) por 2 horas foi capaz de 

promover uma tolerância celular (pré-condicionamento), uma vez que o 

NMDA previne a perda de viabilidade celular desencadeada pela 

toxicidade induzida por glutamato. 
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Figura 4: Avaliação in vitro do pré-condicionamento com NMDA contra a 

toxicidade induzida por glutamato. As fatias de hipocampo forcam mantidas em KRB 

(controle) por 30min, em seguida incubadas com NMDA (50 µM/10µM glicina) por 5 

min, 30 min, 1 hora ou 2 horas. A toxicidade foi induzida por glutamato (10 mM) em 

KRB por 1 hora, após esse período o meio foi trocado por meio de cultura (DMEM + 

KRB) sem glutamato e mantido por  4 horas. A viabilidade celular das fatias foi medida 

pelo método de redução do MTT (0,5 mg/mL) que foi incubado por 20 minutos a 37º C, e 

a viabilidade celular foi avaliada a 550 nm. O grupo controle foi considerado como tendo 
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100% de viabilidade celular. Os valores apresentam a média ± EPM (n=5) (ANOVA de 

uma via seguida do teste de Tukey). * indica grupos significativamente diferentes do 

grupo controle (100%) e grupo NMDA; P <0,05. 

 

Uma vez que o efeito neuroprotetor do pré-condicionamento 

com NMDA frente à toxicidade glutamatérgica foi demonstrado no 

tempo de incubação de 2 horas com NMDA, este protocolo de 

incubação foi o escolhido para a realização dos experimentos 

subseqüentes. 

Embora os mecanismos envolvidos no pré-condicionamento 

com NMDA não estejam completamente elucidados, sabe-se que a 

neuroproteção mediada pelo NMDA é dependente da ativação dos 

receptores A1 de adenosina, visto que o bloqueio destes receptores por 

seus antagonistas seletivos bloqueou o efeito do pré-condicionamento 

com NMDA (Boeck et al., 2004). A ativação dos canais de potássio de 

alta condutância ativados por cálcio (BKCa) também tem sido 

reconhecida como um alvo para a indução do pré-condicionamento 

químico. O ativador sintético dos canais BKCa, o NS1619, é capaz de 

induzir a despolarização da mitocôndria e aumentar a produção de 

EROs, promovendo o pré-condicionamento em culturas de neurônios 

corticais. No entanto, o mecanismo de neuroproteção parece ser 

independente de uma ativação direta destes canais de BKCa (revisado em 

Constantino et al., 2014). 

Apoiado nestas evidências, o antagonista do receptor A1 de 

adenosina, DPCPX (250 nM) (Dal-Cim et al., 2013) e o bloqueador 

seletivo do canal BKCa, Iberiotoxina (10 nM) (Levin e Godukhin, 

2009),foram utilizados 15 min antes do pré-condicionamento com 

NMDA, para avaliar a participação do receptor A1 e do canal de BKCa 

no efeito neuroprotetor do pré-condicionamento no modelo de 

toxicidade glutamatérgica em fatias de hipocampo. O pré-

condicionamento com NMDA (50 µM/10µM de glicina) por 2 horas 

previne a perda de viabilidade celular induzida pela toxicidade 

glutamatérgica. A incubação das fatias com o DPCPX bloqueou o efeito 

neuroprotetor mediado pelo pré-condicionamento. Enquanto que a 

Iberiotoxina bloqueou parcialmente o efeito protetor do pré-

condicionamento nas fatias de hipocampo submetidas à toxicidade 

induzida por glutamato (Fig. 3A e 3B). Estes resultados confirmam que 

o receptor A1 de adenosina participa dos mecanismos envolvidos na 

proteção desencadeada pelo pré-condicionamento com NMDA e 

sugerindo um possível envolvimento dos canais BKCa neste efeito. 
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Figura 5: Estudo da participação do receptor A1 de adenosina e do canal de K
+
 no 

pré-condicionamento com NMDA frente à toxicidade induzida por glutamato. As 

fatias de hipocampo foram mantidas em KRB (controle) por 30min, em seguida 

incubadas com DPCPX (250 nM) (A) ou Iberiotoxina (10 nM) (B), 15min depois foi 

adicionado NMDA (50 µM/10µM de glicina) por 2 horas. A toxicidade foi induzida por 

glutamato (10 mM) em KRB por 1 hora, após esse período o meio foi trocado por meio 

de cultura (DMEM + KRB) sem glutamato e mantido por 4 horas. A viabilidade celular 

das fatias foi medida pelo método de redução do MTT (0,5 mg/mL) que foi incubado por 

20 minutos a 37º C, e a viabilidade celular foi avaliada a 550 nm. O grupo controle foi 

considerado como tendo 100% de viabilidade celular. Os valores apresentam a média ± 

EPM (n=6) (ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey) * indica grupos 

significativamente diferentes do grupo controle (100%) e grupo NMDA+Glu; P<0,05. I = 

Iberiotoxina; D = DPCPX; N = NMDA. 

 

A D-serina é encontrada em níveis elevados no cérebro, e é 

considerada como um co-agonista endógeno para o sítio da glicina nos 

receptores NMDA (Shleper et al., 2005). Estudos relatam que a D-serina 

parece agir em NMDAR sinápticos contendo a subunidade GluN2A, 

enquanto que para a glicina foi demonstrado uma preferência por 

NMDAR extra-sinápticos contendo a subunidade GluN2B (Henneberger 

et al., 2010; Papouin et al., 2012). 

Com intuito de investigar se o pré-condicionamento com 

NMDA em fatias hipocampais depende da composição das subunidades 

do NMDAR, foi utilizado a D-serina como co-agonista no protocolo de 

toxicidade induzida por glutamato. Os resultados demonstraram que o 

pré-condicionamento com NMDA (50µM/30µM de D-serina) por 2 

horas preveniu parcialmente a perda de viabilidade celular desencadeada 

pela toxicidade induzida por glutamato. 
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Figura 6: Avaliação in vitro do pré-condicionamento com NMDA frente à toxicidade 

induzida por glutamato, utilizando a D-serina como o co-agonista. As fatias de 

hipocampo foram mantidas em KRB (controle) por 30min, em seguida incubadas com 

NMDA (50 µM/30µM de D-serina) por 2 horas. A toxicidade foi induzida por glutamato 

(10 mM) em KRB por 1 hora, após esse período o meio foi trocado por meio de cultura 

(DMEM + KRB) sem glutamato e mantido por 4 horas. A viabilidade celular das fatias 

foi medida pelo método de redução do MTT (0,5 mg/mL) que foi incubado por 20 

minutos a 37º C, e a viabilidade celular foi avaliada a 550 nm. O grupo controle foi 

considerado como tendo 100% de viabilidade celular. Os valores apresentam a média ± 

EPM (n=6) (ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey). * indica grupos 

significativamente diferentes do grupo controle (100%); P <0,05. 
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3 DISCUSSÃO 

 

 

A estimulação excessiva dos receptores glutamatérgicos, 

conhecida como excitotoxicidade, tem sido implicada na morte de 

neurônios após TCE, convulsões e isquemia cerebral (Choi, 1992). O 

AQ, um metabólito do triptofano, pode causar excitotoxicidade e 

provocar lesões neuronais após administração intraestriatal e 

intrahipocampal em ratos (Schwarcz et al., 1983; Dobrachinski et al., 

2012) e intracerebroventricular em camundongos (Boeck et al., 2004; 

Vandresen-Filho et al., 2007 ; de Araújo Herculano, 2011). Este estudo 

confirmou que o AQ pode causar excitotoxicidade e morte celular em 

cultura primária de neurônios hipocampais. 

O pré-condicionamento com NMDA (50 µM, 5 min) previne a 

morte neuronal induzida por AQ in vitro. Já foi demonstrado que uma 

leve estimulação dos receptores NMDA é capaz de proteger neurônios 

hipocampais contra a excitotoxicidade induzida por glutamato através da 

ativação de BDNF (Jiang et al., 2005). Outros estudos já demonstraram 

que a exposição a doses sub-tóxicas de NMDA por 24 horas, leva a uma 

tolerância celular após o dano induzido por doses tóxicas de glutamato 

em cultura de neurônios granulares cerebelares (Chuang et al., 1992; 

Boeck et al., 2005).  Desta forma, no presente trabalho demonstra-se que 

o pré-condicionamento com NMDA também é eficaz na proteção contra 

a toxicidade induzida por AQ em cultura primária de neurônios 

hipocampais. 

O tecido cerebral é bastante sensível à exposição de altas 

concentrações dos metabólitos do triptofano, que podem causar danos 

significativos no estriado, bem como no córtex, mas principalmente 

danos no hipocampo, devido à sua maior sensibilidade em relação a 

outras estruturas cerebrais (Lisy e Stastny, 2002; Ganzella et al., 2006). 

A excitotoxicidade induzida por AQ tem sido relacionada à sua 

capacidade de aumentar a geração de radicais livres e o estresse 

oxidativo (Santamaría e Ríos, 1993; Santamaría et al., 2003). Os dados 

apresentados neste trabalho confirmam que a exposição ao AQ (50 µM, 

30 min) foi capaz de aumentar a geração de EROs e o pré-

condicionamento com NMDA não preveniu este efeito. Estudos têm 

demonstrado que o pré-condicionamento isquêmico induz a geração de 

EROs e também espécies reativas de nitrogênio, as quais ativam 

inúmeras vias de sinalização consideradas adaptativas. Desta forma, é 

possível que uma moderada geração de EROs esteja contribuindo para a 

indução do pré-condicionamento com NMDA. Além disto, o fato do 
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pré-condicionmanto com NMDA não reduzir os níveis de EROS após a 

incubação com AQ não interfere com sua capacidade de proteção 

celular, já que a viabilidade celular dos neurônios é mantida.   

Tendo em vista que as fatias de tecido apresentam vantagens 

em relação a outros modelos in vitro pelo fato de que mantêm a 

citoarquitetura do tecido de origem (Gähwiler et al., 1997), avaliou-se o 

efeito do pré-condicionamento com NMDA contra a toxicidade induzida 

por glutamato em fatias de hipocampo de camundongos em diferentes 

tempos. Os resultados demonstraram que dentre os tempos de 

tratamento com NMDA (5 min, 30 min, 1 hora, 2 horas) o único período 

capaz de gerar tolerância ao tecido foi o tratamento com NMDA por 2 

horas. Este período de pré-condicionamento em cultura também já foi 

demonstrado por (Chuang et al., 1992). Fica evidente que o tempo 

requerido pelos tecidos ou células para que uma ativação moderada dos 

receptores NMDA leve a uma tolerância tecidual ou celular é diferente 

para cada situação. Considerando que o pré-condicionamento com 

NMDA em culturas de células é observado no período de 5 min, 

conforme relatado neste estudo e por Dai e colaboradores em 2010. Já 

em tecido este período necessário para o pré-condicionamento é de 2 

horas, e in vivo está bem descrito na literatura que a janela de tempo 

necessária para o pré-condicionamento com NMDA é de 24 horas, 

sendo este efeito ainda observado até 48 horas (Boeck et al., 2004). 

Com o intuito de investigar a participação dos receptores A1 de 

adenosina e os canais BKCa no efeito do pré-condicionamento com 

NMDA em fatias de hipocampo de camundongos, utilizou-se o 

protocolo de incubação de NMDA (50 µM) por 2 horas, na presença do 

antagonista do receptor A1 de adenosina, DPCPX (250 nM), ou com o 

bloqueador seletivo do canal BKCa, Iberiotoxina (10 nM), utilizados 15 

min antes do pré-condicionamento com NMDA. A participação dos 

receptores de adenosina, já tem sido descrita no pré-condicionamento 

isquêmico (Tauskela et al., 2003; Chauhan et al., 2012) bem como no 

pré-condicionamento com NMDA (Boeck et al., 2004). Em 

corroboração a estes dados, os resultados apresentados neste estudo 

confirmam que o receptor A1 de adenosina participa dos mecanismos 

envolvidos na proteção desencadeada pelo pré-condicionamento com 

NMDA. 

Além disso, os canais BKCa parecem estar envolvidos na 

neuroproteção induzida pelo pré-condicionamento com NMDA. Um 

estudo demonstrou que a utilização de bloqueadores de canais BKCa 

preveniu a hiperpolarização da membrana em células neuronais, mas foi 

completamente ineficaz sobre o pré-condicionamento (Busija et al., 
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2008). E outro, sugere que o pré-condicionamento mediado pelo NMDA 

pode melhorar a recuperação tecidual após insultos agudos, mas pode ter 

efeitos deletérios sobre a plasticidade neuronal (Youssef et al., 2006; 

Moojen et al., 2012). Sabe-se que os canais BKCa desempenham um 

papel importante tanto na neuroplasticidade induzida por breves 

episódios de hipóxia, em neurônios piramidais na região CA1 do 

hipocampo, quanto na hiperexcitabilidade pós hipóxia e no pré-

condicionamento hipóxico rápido (Levin e Godukhin, 2009). Enquanto 

que os receptores A1 de adenosina parecem não influenciar os efeitos do 

pré-condicionamento com NMDA sobre a plasticidade neuronal 

(Youssef et al., 2006). Em corroboração com o presente estudo, estes 

achados sugerem que os receptores de adenosina podem atuar por 

mecanismos diferentes dos canais BKCa no efeito do pré-

condicionamento com NMDA, mas que ambos modulam a 

neuroproteção mediada pela ativação moderada dos receptores NMDA. 

A D-serina tem sido aceita como um co-agonista endógeno para 

NMDAR sinápticos, envolvidos na modulação da transmissão sináptica 

e plasticidade (Van Horn et al., 2013). Recentemente, um estudo 

mostrou evidências de que a liberação de D-serina a partir de astrócitos 

do hipocampo seja provavelmente através um processo dependente de 

Ca
2+

 e que um astrócito individualmente pode contribuir para a 

plasticidade dependente dos NMDAR em sinapses neuronais 

circundantes (Henneberger et al., 2010). 

Há evidencias de que a ativação tônica dos receptores NMDA 

pode induzir tolerância à excitotoxicidade mediada pelos NMDAR 

através de um mecanismo relacionado com a diminuição da expressão 

das subunidades GluN2 em neurônios de estriado de ratos (Kambe et al., 

2010). Estas subunidades dependem de co-agonitas obrigatórios, como 

por exemplo, a D-serina que parece agir em NMDAR sinápticos 

contendo a subunidade GluN2A, e a glicina que demonstrou-se ter uma 

preferência por NMDAR extra-sinápticos contendo a subunidade 

GluN2B (Henneberger et al., 2010; Papouin et al., 2012). 

Baseado nestes achados investigou-se a partipação da D-serina 

no efeito neuroprotetor do pré-condicionamento com NMDA. Os 

resultados demonstraram que o pré-condicionamento com NMDA 

(50µM/30µM de D-serina) por 2 horas preveniu parcialmente a perda de 

viabilidade celular desencadeada pela toxicidade induzida por 

glutamato. Em contrapartida o pré-condicionamento com NMDA 

(50µM) utilizando a glicina (10µM) como co-agonista no mesmo 

período, protege em 100% contra a perda de viabilidade celular 

desencadeada pela toxicidade induzida por glutamato. Estes resultados 
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sugerem que a eficácia do pré-condicionamento com NMDA está mais 

relacionada à ativação moderada de receptores extrasinápticos contendo 

a subunidade GluN2B, que teriam a glicina como co-agonista 

preferencial. 

Em contrapartida, um recente trabalho de revisão sugere que a 

ativação dos receptores NMDA sinápticos é neuroprotetora enquanto 

que a ativação dos receptores extrasinápticos leva à excitotoxicidade 

(Vizi et al., 2013). Por outro lado, um estudo de outro grupo demonstrou 

que o silenciamento de receptores NMDA sinápticos, induz 

neuroproteção, e a inibição dos receptores NMDA extrasinápticos não 

apresenta efeito neuroprotetor (Papouin et al., 2012). Desta forma fica 

evidente que ainda há controvérsias na literatura em relação a este tema. 

Portanto, mais estudos são necessários para elucidar o papel destas 

subunidades do receptor NMDA no efeito trófico ou excitotóxico. 

Os resultados apresentados neste capítulo apontam para a 

participação de receptores NMDA seletivos, cuja composição das 

subunidades e localização celular deverão ainda ser elucidados em 

estudos futuros. Adicionalmente, apresentam ferramentas importantes 

para o estudo de mecanismos do pré-condicionamento com NMDA in 
vitro, tanto em cultura primária de neurônios hipocampais, quanto com 

fatias de hipocampo de camundongos. 
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5 CONCLUSÕES 

 

 

Este trabalho demonstrou que o pré-condicionamento com 

NMDA aumenta afinidade de união do A1R, mas não altera a 

capacidade máxima de união de A1R ou A2AR no hipocampo de 

camundongos, além de não alterar os níveis proteicos de A1R e A2AR no 

hipocampo de camundongos.  

Buscando avaliar a modulação da funcionalidade dos receptores 

A1 e A2A in vivo, verificou-se que o pré-condicionamento com NMDA 

induz antinocicepção, efeito que é abolido pela ativação de A1R. 

Quando observado a modulação destes receptores em um 

comportamento mais dependente de hipocampo, observou-se que a 

ativação de A1R ou A2AR induz uma resposta generalizada de medo no 

teste de condicionamento do medo contextual e o pré-condicionamento 

com NMDA previne a resposta observada com a ativação do receptor 

A2A. Além disso, o pré-condicionamento com NMDA aumenta a 

captação de glutamato em fatias de hipocampo de camundongos e a 

ativação de A1R ou A2AR impede esta resposta funcional mediada pelo 

NMDA. 

Em relação às vias de sinalização celular envolvidas no efeito 

do pré-condicionamento com NMDA, os resultados do presente estudo 

confirmam que a via de sinalização da PI3K participa da neuroproteção 

mediada pelo pré-condicionamento contra as convulsões induzidas por 

AQ. E que o bloqueio desta via, pela wortmanina, não altera os níveis de 

fosforilação da Akt, GSK-3β ERK1/2 e p38
MAPK

,
 
24 h após o pré-

condicionamento. 

Em modelos in vitro de indução de pré-condicionamento com 

NMDA foi demonstrado que o pré-condicionamento previne a morte 

celular induzida pela exposição ao AQ, em cultura primária de 

neurônios hipocampais, apesar de induzir geração de EROs. Quando 

observado em fatias hipocampais, o pré-condicionamento é atingido 

apenas no período de 2 horas de incubação com NMDA. Neste 

protocolo, evidenciou-se a participação dos A1R, o envolvimento parcial 

dos canais BKCa e a glicina como co-agonista preferencial nos 

mecanismos envolvidos na proteção desencadeada pelo pré-

condicionamento.  
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6 PERSPECTIVAS 

 

 

Os resultados apresentados nesta Tese demonstraram os últimos 

avanços do nosso grupo de pesquisa na tentiva de elucidar os 

mecanismos celulares e moleculares subjacentes a neuroproteção 

mediada pelo pré-condicionamento com NMDA, bem como a 

participação de vias de sinalização e outros sistemas de 

neurotransmissores ou neuromoduladores envolvidos. Porém, ainda é 

necessário mais estudos a respeito deste tema.  

Desta forma, tem-se como perpectivas: 

 

1) Avaliar o efeito do pré-condicionamento com NMDA na 

interação e possível oligomerização entre os receptores de adenosina A1 

e A2A; 

 

2)  Investigar a possível alteração dos níveis de fosforilação de 

proteínas downstream a via de sinalização da PI3K em um período de 

tempo mais curto após o pré-condicionamento com NMDA; 

 

3) Avaliar o efeito da ativação dos receptores de adenosina A1 e 

A2A após o pré-condicionamento com NMDA sobre as convulsões 

induzidas por AQ; 

 

4) Investigar o envolvimento de mecanismos celulares no pré-

condicionamento com NMDA em fatias hipocampais como: as 

subunidades do receptor NMDA envolvidas e a sua localização. 
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