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RESUMO

O pré-condicionamento cerebral é caracterizado por um estado de
tolerancia transitoria do tecido nervoso a um estimulo letal e/ou toxico
evocado por um dano moderado prévio. Estudos tém demonstrado que este
estado de tolerancia cerebral pode ser obtido através do pré-
condicionamento quimico com N-metil-D-aspartato (NMDA), o agonista
sintético seletivo dos receptores NMDA e pode ser promovido in vivo pela
administragdo de dose subtdxica deste agente. Contudo, as vias de
sinalizagdo e receptores ou canais idnicos associados ao processo de
neuroprotecdo ativado pelo pré-condicionamento quimico ainda precisam
ser elucidados. Desta forma, investigou-se o envolvimento dos receptores
de adenosina (A1R e A,aR) e as vias de sinaliza¢do celular no mecanismo
de neuroprotecdo pelo pré-condicionamento com NMDA in vivo (em
camundongos) e in vitro (em cultura primaria de neurdnios e em fatias
hipocampais). Os resultados demonstraram que o pré-condicionamento com
NMDA aumenta a afinidade de unido do A;R ao ligante, sem alterar seus
niveis proteicos no hipocampo de camundongos. Além disso, a ativagéo do
AR reverte o efeito antinociceptivo mediado pelo pré-condicionamento
com NMDA, sugerindo que a pos-ativagdo do A;R pode interferir com o
pré-condicionamento. Ainda o pré-condicionamento com NMDA n&o altera
a funcionalidade do A;R no teste do condicionamento ao medo contextual
em camundongos, mas parece promover uma dessensibilizacdo de A aR. E
a ativagdo de ambos A;R e A;aR reverte 0 aumento da captagdo de
glutamato em fatias de hipocampo, mediado pelo pré-condicionamento com
NMDA. Em relacdo as vias de sinalizagdo celular analisadas, observou-se o
pré-condicionamento com NMDA depende da via da PI3K para a prote¢éo
contra as convulsbes induzidas por &cido quinolinico (AQ) em
camundongos, embora a inibicdo desta via ndo parece estar diretamente
relacionada com a protecdo contra a morte celular. Em estudos in vitro, o
pré-condicionamento com NMDA também foi eficaz na protecdo contra o
dano induzido por AQ em cultura primaria de neur6nios hipocampais € em
fatias hipocampais de camundongos contra o dano induzido por glutamato.
Os mecanismos envolvidos na neuroprotecdo pelo pré-condicionamento em
fatias, envolve a participacdo de A;R e parcialmente dos canais de potassio
ativados por célcio (BKc,). Além disso, o pré-condicionamento com
NMDA ¢é mais eficaz com a ativagcdo de receptores que usam a glicina
como co-agonista preferencial. Desta forma, este trabalho contribui para
demonstrar alguns mecanismos celulares evocados por uma possivel
estratégia neuroprotetora, o pré-condicionamento quimico.






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 (A;R and AaR) 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 AR to ligand,
without changing its protein levels in hippocampus of mice. Furthermore,
activation of AR reverses the antinociceptive effect mediated by NMDA
preconditioning, suggesting that post-activation of A;R can interfere with
preconditioning. NMDA preconditioning does not alter the functionality of
AR in contextual fear conditioning test in mice, although it seems to
promote a desensitization of A,sR response. The activation of both AR
and A,aR 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 A;R and partially the
calcium-activated potassium channels (BKc;). 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 INTRODUCAO

1.1 Sistema glutamatérgico

O aminoacido L-glutamato é o principal sinalizador quimico
utilizado no Sistema Nervoso Central (SNC) (Danbolt, 2001). Desde a
década de 1950, a acdo excitatoria do glutamato no cérebro de
mamiferos 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 0 aminoacido mais abundante do cérebro de
mamiferos, onde exerce a funcdo de principal neurotransmissor
excitatério (Hayashi, 1952; Curtis e Watkins, 1960; Featherstone, 2010).

O glutamato participa de muitos processos quimicos
intracelulares como a inducdo sinaptica, migracdo, diferenciacdo,
plasticidade e morte celular, além de desempenhar um importante papel
na manutenc¢do de aspectos funcionais do cérebro, tais como: cognicéo,
aprendizagem, memoria e controle motor (Nedergaard et al., 2002; Aarts
et al., 2003 Meldrum, 2000; Danbolt, 2001). O metabolismo celular do
glutamato envolve tanto neurdnios quanto astrdcitos, sendo que a maior
parte deste glutamato € encontrada em neur6nios, e a concentragao deste
aminodcido no cérebro varia entre 10 a 15 umol/g de tecido.
(Schousboe, 1981; Siegel et al., 2006).

A sintese de glutamato ocorre nos terminais nervosos a partir da
glicose que, ao ser metabolizada, origina os intermediarios do ciclo do
acido citrico como o o-cetoglutarato, que por sua vez, recebe um
grupamento amino de outro aminoéacido através de uma reacdo de
transaminacdo (Siegel et al., 2006). O glutamato também pode ser
formado através da glutamina, um aminodacido neutro sintetizado em
células gliais pela acdo da glutamina sintetase. A glutamina ¢
transportada para os terminais nervosos, onde € convertida em
glutamato pela acdo enzimatica da glutaminase. Nos neurfnios pré-
sinapticos o glutamato é armazenado em vesiculas sinapticas atraves dos
transportadores vesiculares de glutamato (VGluts) e encontra-se em
maiores concentragcBes nos terminais axonais. (Takamori, 2006). Em
resposta a altas concentracdes de fons célcio (Ca®"), resultantes da
propagacdo de potenciais de acdo, as vesiculas sindpticas se fundem
com a membrana plasmatica, liberando o glutamato para a fenda
sindptica. Uma vez na fenda sinéptica, o glutamato pode difundir-se e
mediar diversas agdes em sitios gliais, pré e pds-sinapticos.
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Uma das principais acles é a estimulacdo dos receptores de
glutamato, que sdo classificados de acordo com suas propriedades
farmacoldgicas em duas categorias: os receptores ionotrdpicos (iGIuR) —
canais idnicos que se abrem com a unido de glutamato - e os receptores
metabotropicos (MGIUR) — que ativam enzimas intracelulares através do
acoplamento a proteinas G (Kew e Kemp, 2006; Siegel et al., 2006).

Existem 8 tipos de mGIuR e estes sdo subdivididos em trés
grupos de acordo com propriedades farmacol6gicas, mecanismos de
transducdo do sinal e similaridade na sequéncia de aminoacidos. O
grupo I de mGIuR (mGlul e mGlu5) estimula a fosfolipase C, enquanto
os grupos Il (mGlu2 e mGlu3) e Il (mGlu4, mGlu6, mGlu7 e mGlu8)
modulam a atividade da adenilato ciclase (Gubellini et al, 2004;
Swanson et al, 2005).

Receptores ionotrdpicos sdo canais ibnicos multiméricos e a
unido de agonistas a esses receptores leva a alteragdo conformacional do
canal, o que aumenta a probabilidade de abertura do mesmo e acarreta
em influxo de ifons. As trés classes de iGIuR foram inicialmente
nomeadas pela seletividade a seus agonistas: N-metil-D-aspartato
(NMDA), o-amino-3-hidroxi—5-metil-4— acido isoxazol propidnico
(AMPA) e cainato (KA) (Kew e Kemp, 2006). Os receptores NMDA
serdo abordados com mais detalhes em um item a seguir.

Fisiologicamente, os receptores AMPA e cainato estdo
relacionados a transmissao sinaptica rapida no SNC e sdo caracterizados
pelas rapidas cinéticas de ativacdo e desativacdo (Popescu e Auerbach,
2004). Os receptores AMPA formam-se de quatro subunidades GIuA1,
GIuA2, GIuA3 e GIluA4 e sdo responsaveis pela despolarizacdo inicial
do potencial pés-sinaptico (Stone e Addae, 2002; Li, Chen, Smit, 2013).

Os receptores de cainato sdo tetrdmeros formados a partir da
associacdo de cinco tipos de subunidades denominadas GluK1, GluK2,
GluK3, GluK4 e GIuK5 (Reiner, Arant, Isacoff, 2013). Encontrados no
hipocampo, cortex, estriado, cerebelo, amigdala, hipotdlamo, medula
espinhal e na retina, os receptores de cainato diferenciam-se dos
receptores AMPA pela menor corrente conduzida e pela cinética de
desativacdo mais lenta (Huettner, 2003). Os receptores de cainato
localizados nas células pré-sinépticas estdo envolvidos na modulagéo da
liberacdo de acido gama-amino-butirico (GABA) e do préprio glutamato
em sinaptossomas hipocampais. Os receptores de cainato pds-sinapticos
s80 responsaveis por um componente lento e pequeno do potencial
excitatorio pos-sinaptico relacionado a fenémenos de plasticidade de
curta e longa duracéo (Madden, 2002).



27

A acdo sinaptica do glutamato é finalizada por sua recaptagéo a
partir da fenda sindptica por proteinas de membrana chamadas
transportadores de aminoacidos excitatorios (EAAT) dependentes de
sodio, que mantém os niveis fisioldgicos de glutamato extracelular.

Existem cinco tipos de EAATs que se diferem quanto a
localizacdo e/ou funcdo, sendo que grande parte desses transportadores
estdo presentes nos astrécitos proximos as sinapses glutamatérgicas.
Desta forma, o glutamato liberado nas sinapses € captado e reciclado nos
astrdcitos, onde pode ser convertido a glutamina, a qual é liberada no
espaco extracelular, captada por neurdnios e convertida novamente a
glutamato (Danbolt, 2001; Featherstone, 2010). Nos roedores os EAATS
sdo designados como transportador de glutamato/aspartato (GLAST) e
transportador de glutamato-1 (GLT-1) (em humanos sdo designados
como EAATL1 e EAAT2, respectivamente) e sdo considerados
transportadores  gliais. Transportadores neuronais também sdo
importantes para manter as concentragdes fisiologicas de glutamato no
meio extracelular. O transportador neuronal de glutamato mais
amplamente distribuido no cérebro é o carreador de amino&cidos
excitatorios 1 (EAACL - homélogo humano, EAATS3), encontrado em
regides extra-sinapticas (Danbolt, 2001). Uma representacdo da sinapse
glutamatérgica esta apresentada na figura 1.

Capilar

Terminal

Nervoso Glicose + O

GO, +H0

aminoacidos
mGlu-R

Astrdcitos
Astrdcito

Espinha EAAT3/4

Dendritica

Difuso para
sinapses vizinhas

Figura 1: Esquema de uma sinapse glutamatérgica. O neurdnio pré-sindptico contém
vesiculas sindpticas com transportadores de glutamato (ponto vermelho), mitocondria
com glutaminase (ponto amarelo), receptores metabotrépicos de glutamato (mGIuR) e
transportadores de glutamato (EAAT2) e glutamina (laranja). O neurdnio pés-sinaptico
contém receptores iGLURs (AMPA e NMDA), mGLURs e transportadores de glutamato.
Ao redor das sinapses estdo os astrocitos 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 vesiculas glutamatérgicas. SA e SN sistema de transportadores
A e N respectivamente (para glutamina). O glutamato que escapa da fenda sinaptica sem
ser captado por transportadores, pode ser difundido para sinapses vizinhas (adaptado de
Siegel e colaboradores, 2006).

Os niveis de glutamato extracelular também podem ser
mantidos por um trocador de cistina-glutamato, chamado sistema X
Este trocador é bastante expresso no cérebro de roedores e humanos, e
em muitos tipos de células do SNC (neurdnios, astrocitos, microglia,
células endoteliais vasculares, ependimaria, células do plexo cordide e
leptomeninges) (Niciu et al., 2012). O sistema X, 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
liberagdo e captacdo, que contribui significativamente para a
manutencdo da concentracdo de glutamato na fenda sinaptica (Bridges et
al., 2012).

Apesar da sua importancia fisiolégica, os niveis extracelulares
de glutamato sdo regulados a fim de preservar a integridade da
transmissao sinaptica excitatdria. Por isso, a retirada desse aminoacido
da fenda sinaptica é um importante mecanismo a fim de diminuir a
guantidade desse neurotransmissor na fenda, prevenindo a
excitotoxicidade (Phillis e O’regan, 2002).

1.1.1 Excitotoxicidade

A partir do antagonismo entre os efeitos fisioldgicos e tdxicos
do glutamato surgiu o termo excitotoxicidade, proposto primeiramente
por Olney e colaboradores (Olney, 1969), o qual se refere a toxicidade
causada pelo aumento da concentracdo de glutamato durante a
transmissdo sinaptica e consequente morte neuronal (Meldrum 2000).

Muitas  doencas  neurodegenerativas  apresentam  a
excitotoxicidade como um evento que acompanha o aparecimento e/ou o
curso da doenca. Este evento estd associado a quadros patoldgicos
agudos e crbnico-degenerativos como, por exemplo, na isquemia
cerebral (Olney, 1969; Tymianski, 2011), no trauma encefalico (Baker
et al., 1993; Koura et al., 1998) nas doencas de Parkinson (Boll et al.,
2011; Chen et al.,, 2011) e Alzheimer (Cassano et al., 2011) e em
convulstes (Ogita et al., 2003; Boeck et al., 2005).
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A estimulagdo excessiva dos receptores glutamatérgicos pode
ter inumeros efeitos prejudiciais para a viabilidade celular, como
liberacdo de oxido nitrico (NO), ativacdo de proteases, aumento da
producdo de espécies reativas de nitrogénio e oxigénio e o influxo
massivo de Ca®*, resultante da hiperestimulacdo dos receptores NMDA
(Choi, 1985; Wang & Qin, 2010; Lau e Tymianski, 2010).

Os receptores NMDA s&o permeéveis a Ca®", permitindo que
ocorra um grande aumento das concentrac@es desse ion no interior da
célula. Portanto, a hiperativacdo deste iGIUR tem sido considerada a
principal responsavel pela morte celular devido a excitotoxicidade
(Stone e Addae, 2002). O influxo de Ca®* pode levar a ativacio de
enzimas catabdlicas como fosfolipases, endonucleases ou proteases
como a caspase e calpaina (Siegel et al., 2006). Além disso, grande parte
do Ca®* é sequestrada pela mitocondria, o que acarreta em acidose
metabdlica, inibicdo da fosforilagdo oxidativa, formacdo de poros de
permeabilidade transitdria, colapso bioenergético e formacéao de radicais
livres via toxicidade mitocondrial (Nichols et al., 2007; Ryter et al.,
2007).

1.1.2 Receptores NMDA

Dentre os iGIuRs, o subtipo NMDA possui a maior afinidade
pelo glutamato (ECso 1 uM). (Niciu et al., 2012). Os receptores NMDA
sdo complexos heteroméricos compostos por quatro subunidades, cada
uma contendo uma isoforma diferente: GIuN1, GIuN2 (GIuN2A-
GIuN2D) e GIUN3 (GIuN3A e GIuN3B) (Paoletti et al., 2013).

A diferente composi¢do das subunidades dos receptores NMDA
apresenta distribuicdo, propriedades e regulacdo distintas no cérebro.
Portanto, os receptores NMDA apresentam caracteristicas funcionais e
farmacoldgicas heterogéneas devido a composi¢do destas subunidades
(Gonda, 2012). Os receptores NMDA séo predominantemente formados
pela subunidade GIuN1, que é essencial para funcionalidade do receptor,
em combinacdo com pelo menos um tipo da subunidade GIuN2
(Hardingham, 2009; Cull-Candy et al., 2001).

A ativacdo dos receptores NMDA requer ndo somente a unido
do seu agonista, o glutamato, e despolarizacdo da membrana, mas
também a presenca de um co-agonista, a glicina ou D-serina, sendo que
a composicdo 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 sinapticos contendo a subunidade
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GIuN2A, enquanto que para a glicina foi demonstrada uma preferéncia
por NMDAR extra-sindpticos contendo a subunidade GIuN2B
(Henneberger et al., 2010; Papouin et al., 2012).

A acdo dos receptores NMDA nem sempre é excitotoxica,
sendo este receptor é conhecido por apresentar um efeito dual, que
promove a morte ou a sobrevivéncia neuronal, dependendo do nivel de
atividade e da composigédo do receptor (Lai et al., 2013). Os receptores
contendo a subunidade GIUN2B extra-sinaptica estdo envolvidos em
processos de excitotoxicidade, enquanto que receptores contendo a
subunidade GIuN2A sinaptica estdo envolvidos nos efeitos tréficos
deste receptor glutamatérgico, que sdo responsaveis pela neuroprotecao
(Vizi et al., 2013).

Apesar das evidéncias de diferentes modelos implicando a
atividade do receptor NMDA na perda neuronal apds isquemia, varios
ensaios clinicos utilizando diferentes antagonistas dos receptores
NMDA ndo demonstraram efeitos positivos contra o acidente vascular
encefalico (AVE) (Muir, 2006). Portanto, o bloqueio completo dos
receptores NMDA tem sido ineficaz em ensaios clinicos (lkonomidou &
Turski, 2002). Por outro lado, estudos tém demonstrado o envolvimento
de receptores de NMDA na neuroprotecdo enddgena em diferentes
modelos de pré-condicionamento, através da administracdo 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 ativagdo dos receptores NMDA, durante o
pré-condicionamento tem sido considerada como uma possivel
estratégia clinica mais eficaz.

1.2 Mecanismos de neuroprotecado pelo pré-condicionamento

A neuroprotecdo € um processo que interrompe e/ou previne
uma cascata patoldgica que ocorre durante um processo de dano celular
(Mclntosh, 1993; Gagliard, 2000). Portanto, 0 uso de estratégias que
modulem o dano celular excitotéxico 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 tolerancia de um organismo ao
estresse letal induzido pela exposicdo prévia a baixas doses de agentes
ou estimulos toxicos. Praticamente qualquer estimulo capaz de gerar
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dano ao organismo ou aos tecidos pode, quando aplicado abaixo do
limiar de dano, ativar mecanismos enddgenos de protecdo, amenizando
0 impacto de estimulos deletérios posteriores (Dirnagl et al., 2003).
Desta forma, o principio geral de pré-condicionamento ¢é definido como
a obtencdo de um estado de protecdo tecidual, ou do organismo como
um todo, através da exposicdo a estimulos subletais que conferem,
assim, tolerancia a um dano letal posterior (Dirnagl et al., 2003;
Mergenthaler et al., 2004).

Murry e colaboradores (1986) foram os que introduziram as
primeiras nocdes de pré-condicionamento através de estudos em células
do miocérdio apds uma isquemia. Ja a primeira descricdo de pré-
condicionamento no SNC foi realizada por Kitagawa e colaboradores
(1990), que relataram a neuroprote¢do promovida por um breve episédio
isquémico contra uma isquemia letal posterior em diversas areas do
cérebro, como as regies CA1l e CA3 do hipocampo. Estudos tém
demonstrado que esse estado de tolerancia cerebral pode ser obtido por
diversos meios quimicos, elétricos ou andxicos (Bond et al., 1999;
Rejdak et al., 2001; Schaller et al., 2002, Samoilov et al., 2003).

Os mecanismos subjacentes ao pré-condicionamento ndo estdo
completamente elucidados, mas a ativacdo dos receptores NMDA, 6xido
nitrico sintase, citocinas inflamatérias, modulacéo de estresse oxidativo
e supressao do sistema imune inato parecem ter um papel importante no
percurso enddgeno de sobrevivéncia das células envolvidas no pré-
condicionamento e tem implicagGes clinicas significativas para a
prevencdo de dano neuronal (Vandresen-Filho et al., 2007; Shpargel et
al., 2008).

No que diz respeito & neuroprotecdo, foi demonstrado que, em
culturas de células neuronais, uma concentragdo subtdxica de NMDA
previne a morte neuronal induzida pelo glutamato, NMDA (Chuang et
al., 1992; Dickie et al., 1996; Boeck et al., 2005) ou privacao de glicose
e oxigénio (PGO) (Pringle et al., 1999; Valentim et al., 2003). A
administracdo de doses subtoxicas de NMDA via intraperitoneal (i.p.) é
utilizada como modelo de pré-condicionamento quimico in vivo contra
danos cerebrais posteriores (Ogita et al., 2003; Boeck et al., 2004).
Neste protocolo in vivo foi demonstrado que a protecdo é obtida 24
horas ap6s a administracdo de NMDA e permanece por até 48 horas. No
entanto, o efeito protetor do pré-condicionamento ndo é mais observado
72 horas ap0s a administracdo de NMDA (Boeck et al., 2004).

A fim de compreender os mecanismos moleculares e celulares
relacionadas com a neuroprotegdo promovida 24 horas ap6s 0 pré-
condicionamento com NMDA, um estudo de anélise proteémica no
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hipocampo de camundongos submetidos ao pré-condicionamento,
demonstrou uma alteracdo na expressdao de proteinas envolvidas na
traducdo e no processamento proteico (aspartil-tRNA sintetase e
proteina de choque térmico — HSP70), na manutencdo da homeostase
energética (creatina cinase) e na modulagdo da transmissdo
glutamatérgica (préton ATPase do tipo V) (do Amaral e Silva Muller et
al., 2013).

Outros estudos tém demonstrado que o pré-condicionamento
com NMDA melhora significativamente o dano isquémico 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
cranio-encefalico (TCE), no qual os animais que foram pré-
condicionados e submetidos ao TCE apresentaram melhora nos
pardmetros de locomogdo como a coordenacdo, o equilibrio e a
atividade sensério-motor e ndo exibiram distorcdo de marcha (Costa et
al., 2010). Recentemente, um trabalhno do mesmo grupo avaliou o
metabolismo energético no cérebro de camundongos no mesmo modelo,
demonstrando um aumento na atividade do complexo mitocondrial 11,
tanto em camundongos pré-condicionados quanto naqueles submetidos
ao TCE (Boeck et al., 2013).

1.2.1  Pré-condicionamento versus Toxicidade induzida por é&cido
quinolinico (AQ)

O AQ, um metabolito do triptofano proveniente da via das
quinureninas, foi inicialmente estabelecido como um intermedidio na
sintese do &cido nicotinico e da nicotinamida adenina dinucleotideo
(Stone, 2001). A sua importancia no SNC s6 foi reconhecida quando o
bioguimico russo lzyaslav Lapin (1978) realizou um experimento no
qual seis quinureninas: DL-quinurenina, acido quinolinico, &cido 3-
hidroxi-antranilico, acido xanturénico, 4acido picolinico, e acido
nicotinico foram injetados individualmente no ventriculo lateral de
camundongos. Lapin observou que todas essas substancias produziram
excitacdo motora e/ou convulsbes clonicas, e que dentre estes, 0
metabdlito com acdo mais potente era 0 AQ. Logo depois, Trevor Stone
e Martin Perkins (1983) analisaram a acéo excitatoria do AQ e de seus
analogos injetados em diferentes regides do SNC e foram os primeiros a
levantar suspeita sobre a existéncia de subtipos de receptores NMDA.
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Atualmente, sabe-se que o AQ causa convulsfes através da
acao sobre os receptores NMDA, particularmente, aqueles que contém
subunidades GIuN2B (Moroni, 1999; Schwarcz & Pellicciari, 2002).
Dessa forma, a ativacdo dos NMDAR pelo AQ causa excitotoxicidade

+2

através do aumento da concentracdo intracelular do ion Ca e disfuncéo
mitocondrial com exaustdo da adenosina trifosfato (ATP) intracelular e
producdo excessiva de EROs e nitrogénio e consequente peroxidacdo
lipidica e carbonilagdo proteica (Stone e Darlington, 2002; Naredo et al.,
2005; Guillemin, 2012). Além da atuacdo direta sobre os NMDAR,
estudos mostraram que 0 AQ pode sobrecarregar o sistema
glutamatérgico pela modulacdo do transporte de glutamato (Guillemin,
2012; Perez-de La Cruz et al., 2012), e inibir a captacdo de glutamato
tanto em preparacGes de vesiculas sindpticas (Tavares et al., 2000)
guanto em cultura de astrocitos (Tavares et al., 2002).

A toxicidade do AQ tem sido implicada em diversas condi¢des
patoldgicas do SNC, como as doencas de Huntington e Parkinson, na
deméncia associada a infeccdo com virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), na depressdo maior e transtorno bipolar e na etiologia da
epilepsia em humanos (Heyes et al., 1990; Stone, 2001). Assim, 0 AQ
tem sido utilizado tanto pra estudos in vivo em modelos animais de
convulsbes (Schmidt et al., 2000), quanto em modelos in vitro para
indugdo de toxicidade em fatias de cortex cerebral, estriado e hipocampo
(Dobrachinski et al., 2012).

Concentrac@es elevadas de AQ foram encontradas no soro ou
plasma de pacientes com diversos tipos de doencgas infecciosas, como
meningite, choque séptico e doencas inflamatérias sugerindo que a
toxicidade induzida por AQ também envolva processos
neuroinflamatérios (Myint, 2012; Perez-de La Cruz et al., 2012), ja que
no SNC, a micrdglia ativada € a maior fonte de AQ durante a
inflamacéo.

Estudos tém demonstrado que o pré-condicionamento com
NMDA previne crises convulsivas induzidas pela administracdo
intracerebroventricular de AQ em camundongos. Além disso, observou-
se que estes animais sdo protegidos contra a morte celular por necrose
no hipocampo, devido & toxicidade induzida por AQ (Boeck et al.,
2004). Um estudo realizado em nosso laboratério avaliou as respostas
eletroencefalograficas do hipocampo e cértex cerebral de camundongos
pré-condicionados com NMDA sobre as convulsfes induzidas por AQ.
Os resultados demonstraram que o pré-condicionamento com NMDA
aumenta a excitabilidade registrada no eletroencefalograma, apesar de
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ndo induzir generalizacdo comportamental de convulsGes. Além disso,
os camundongos pré-condicionados com NMDA e que foram protegidos
das convuls@es induzidas por AQ (50% dos animais pré-condicionados),
ndo apresentaram aumento de excitabilidade neuronal em comparagéo
com os animais que foram pré-condicionados com NMDA e que
apresentaram convulsdes. (Vandresen-Filho et al., 2012). Portanto, o
aumento da excitabilidade neuronal promovido pelo pré-
condicionamento reflete em aumento da protecdo contra convulsdes
comportamentais.

1.3 Evidéncias da participacdo dos receptores de adenosina no
pré-condicionamento

Adenosina ¢ um nucleosideo descrito como um metabolito
intermediario importante, agindo como base para producdo de acidos
nucleicos e um componente energético para producdo de ATP. Seus
efeitos tem sido de interesse para diferentes areas da pesquisa biomédica
desde 1920 (Boison, 2006; Chen, Eltzschig, Fredholm, 2013). Sua
concentracdo no meio extracelular é de aproximadamente 25 a 150 nM,
e a principal acdo da adenosina no cérebro é suprimir a transmissdo
excitatoria através da inibicdo da liberagdo de transmissores a partir dos
terminais pré-sinapticos. Ela apresenta varios efeitos no tecido neuronal
durante a isquemia e o pré-condicionamento, e também durante a
plasticidade sinaptica (Dunwiddie & Masino, 2001).

A adenosina é formada no interior das células, como resultado
da defosforilagdo do AMP através da acdo de uma enzima, a 5'-
nucleotidase. Para isso sua formacdo depende da degradagdo e sintese de
ATP, ou pela hidrolise da S-adenosilhnomocisteina (Boison, 2006). No
meio extracelular, o nivel de adenosina também depende da taxa de
hidrolise de ATP o qual é liberado de neurénios ou células gliais e pode
ser formada por uma cascata de ectonucleotidases. As concentracdes
extracelulares, de adenosina sdo mantidas em equilibrio por mecanismos
de recaptacdo especificos através de transportadores bidirecionais
especializados (Thorn & Jarvis, 1996). A adenosina é entdo catabolizada
pela acdo 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 ativacdo de quatro receptores distintos — AR,
AoaR, AR e AsR. Esses receptores sdo metabotropicos, portanto
acoplados a proteinas G que atuam como mensageiros de sinalizagdo
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para alvos especificos para exercer as suas acdes sobre a célula
(Fredholm, 1995). Estes receptores tém sido implicados tanto em
fungdes fisioldgicas quanto patoldgicas, incluindo o ritmo cardiaco e
circulagdo (Eltzschig, 2009; Eltzschig et al., 2012), fluxo sanguineo
renal (Sun et al., 2001; Grenz et al., 2012), regulagdo do sono (Huang et
al., 2005; Lazarus et al., 2011), angiogénese (Liu, 2010), bem como,
doencas inflamatdrias (Hasko et al., 2008; Eltzschig & Carmeliet, 2011),
isquemia/reperfusdo  (Eltzschig & Eckle, 2011) e doencas
neurodegenerativas (Fredholm, 2007), além de apresentar propriedades
anti-epilética e neuroprotetora (Boison, 2006).

O receptor A; é o subtipo de receptor de adenosina mais
conservado entre as espécies (Fredholm, 2000), e o mais abundante no
SNC, especialmente nos nervos terminais excitatérios (Daly & Padgett,
1992). Este receptor tem sua atividade acoplada a uma proteina Gy, €
sua ativacdo inibe a atividade da adenilato ciclase diminuindo os niveis
intracelulares de AMPc (adenosina monofosfato ciclico), e também é
reconhecido por reduzir a atividade neuronal, bloqueando a liberagéo de
neurotransmissores, entre eles o glutamato (Poli et al., 1991; Chen et al.,
1999; Chen, Eltzschig, Fredholm, 2013).

O subtipo Aza é encontrado em altos niveis no corpo estriado e
em menor concentragdo em outras regides como o0 hipocampo
(Fredholm, 2001). Sua atividade é acoplada a uma proteina Gs nos
tecidos periféricos ou Gg no cérebro, capaz de estimular a adenilato
ciclase, aumentando o niveis de AMPc (Fredholm, 2000; Kull et al.,
2000; Corvol et al, 2001). Em tecidos periféricos, 0s A,aR
desempenham um papel crucial na modulacéo da inflamagéo, consumo
de oxigénio do miocardio e angiogénese. No cérebro, interagem com
varios neurotransmissores para regular a atividade motora,
comportamentos psiquiatricos, o ciclo sono-vigilia e morte celular
neuronal (Eltzschig et al., 2012).

Os receptores Ag S80 expressos em baixos niveis no cérebro e,
apesar de estimularem a atividade das MAPKSs (proteinas cinase
ativadas por mitégeno) em uma afinidade similar aos receptores Aa em
cultura de células (Schulte & Fredholm, 2003), 0 AR é 0 mais
insensivel ao nucleosideo, dentre os quatro receptores de adenosina,
exigindo concentracbes micromolar de adenosina - que sdo raramente
obtidas em condigdes fisiol6gicas. Durante condi¢bes em que 0s niveis
de adenosina sdo elevados, tais como hipdxia, isquemia ou inflamacéo,
papéis funcionais da sinalizacdo do receptor A,z tém sido descritos em
estudos genéticos e farmacoldgicos, papéis estes que incluem a
adaptacdo do tecido para hipéxia (Eckle et al., 2008), aumento da
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tolerancia isquémica (Grenz et al., 2012; Eckle et al., 2012) ou
atenuacdo da inflamacéo aguda (Frick et al., 2009; Hart et al., 2011).

Os receptores Az sd0 expressos em varios tecidos do corpo
humano com niveis elevados nos érgaos periféricos e baixos niveis no
cérebro, em regibes como o cerebelo e hipocampo, e sua ativagdo
diminui a acdo sinaptica inibitéria da adenosina na regido CAl do
hipocampo (Dunwiddie et al., 1997). Isto ocorre porque os receptores de
adenosina Az podem interagir com fosfolipase C, capazes de inibir as
respostas mediadas pelo receptor A;. Portanto, parece que o AsR
controla a funcdo inibitéria mediada pelo receptor de adenosina mais
abundante, o A;, proporcionando um freio na inibicdo excessiva sempre
gue a adenosina extracelular estiver acima do limiar de ativacdo do
receptor Az (Sebastido et al., 2012). Uma representacdo esquematica dos
receptores de adenosina esta apresentada na figura 2.
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Figura 2: Representacdo esquematica dos receptores de adenosina acoplados a
proteina G: A ativacdo de receptores de adenosina pode inibir (AR e AsR) ou estimular
(Az2aR e AzsR) adenilato ciclase e a via do AMPc (adaptado de Landolt e colaboradores,
2012).
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A excitotoxicidade glutamatérgica proveniente da super
estimulacdo dos receptores NMDA pode ser modulada pelo sistema
adenosinérgico (Dunwiddie & Haas, 1985). Altos niveis de adenosina
sdo observados no espaco extracelular em situacdes de lesdo ao tecido
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cerebral, assim como quando os receptores glutamatérgicos do tipo
NMDA sdo ativados (Hoehn & White, 1990; Craig & White, 1993;
Melani et al., 1999). Este aumento nos niveis extracelulares de
adenosina pode ser decorrente da sua liberagao através do seu sistema de
transporte ou através da hidrolise dos nucleotideos extracelulares, pois a
excitotoxicidade glutamatérgica ativa a cascata enzimatica das ecto-
nucleotidases responsaveis por produzir adenosina a partir de
nucleotideos liberados (Craig & White, 1993; Boeck et al., 2000, Bruno
et al., 2002). Por exemplo, sabe-se que em cultura de neurbnios
cerebelares a ativacdo dos receptores NMDA estimula a ativacdo do
ecto-5’-nucleotidase (Boeck et al., 2000), que por sua vez degrada a
adenosina-5’-monofosfato (AMP) & adenosina.

Um dos mecanismos pelos quais a adenosina induz tolerancia
neuronal é mediado através de uma via de transducdo de sinal que
consiste na ativagdo do A;R que leva a ativagdo da proteina cinase C
(PKC), seguido pela ativacdo do canal de potassio sensivel a ATP
(Heurteaux et al., 1995; Reshef et al., 2000). Corroborando com isto,
muitos estudos demonstram que os efeitos inibitorios dos receptores A;
resultam em neuroprotecdo, tanto em in vitro quanto in vivo,
principalmente em modelos de hipoxia/isquemia e convulsdes (Rudolphi
et al., 1992; Von Lubitz, 1994). A participacdo 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
gue o antagonista do receptor Al, o 8-ciclopentil-1,3-dimetilxantina
(CPT), foi capaz de abolir o efeito protetor induzido pelo pré-
condicionamento com NMDA frente a toxicidade induzida por
glutamato ou pelas convulsdes induzidas por AQ.

Além disso, a avaliac@o in vitro da atividade dos receptores de
adenosina na participacdo do mecanismo do pré-condicionamento com
NMDA em neurbnios granulares do cerebelo, mostrou que o pré-
condicionamento promove uma dessensibilizagdo da resposta dos
receptores A,a, favorecendo assim a ativacdo dos receptores A; e
contribuindo para o pré-condicionamento mediado pelo NMDA (Boeck
et al., 2005). Outros estudos demonstraram que 0s receptores Aja
também podem estar envolvidos em mecanismos de neuroprotecdo. A
pré-incubacdo com agonistas de receptores A,a, em cultura neuronal de
retina de aves, protege os neurbnios da excitoxicidade induzida por
glutamato. Este efeito é reproduzido por anélogos permedveis de AMPc
indicando esta via de sinalizacdo como responsavel pelos efeitos do
receptor A,a (Ferreira e Paes-de-Carvalho, 2001).
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A existéncia de interagGes moleculares entre proteinas, como a
oligomerizacdo de receptores esta sendo amplamente aceita na literatura.
Ha evidéncias de que os receptores de adenosina formam oligdbmeros,
como o heterdmero A;R-AxaR, que possuem caracteristicas bioquimicas
distintas das observadas pelos componentes individuais (Ferré et al.,
2007; Fuxe et al., 2010). A ocorréncia de heterdmeros A;R-Az4R ja foi
demonstrada em células HEK-293 (do inglés - Human Embryonic
Kidney 293 cells) transfectadas com estes receptores e em terminais
glutamatérgicos de tecidos nativos, sendo que a interacdo molecular
entre os dois receptores do heterdbmero tem a funcdo de regular a
liberacdo de glutamato (Ciruela et al., 2006a; 2006b).

Tem sido descrito que a interagdo entre os receptores de
adenosina pode ser modulada pelos diferentes niveis deste nucleosideo
na fenda sinaptica. Os receptores A;R sdo ativados por baixos niveis de
adenosina promovendo protecdo celular através da diminuicdo da
transmissdo glutamatérgica. Por outro lado, altos niveis de adenosina
promoveriam a ativacdo de A,aR, que é definida como facilitatoria, ou
seja, aumenta a liberacdo 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 Participacdo das vias de sinalizacdo celular no pré-
condicionamento

O pré-condicionamento pode induzir cascatas de sinalizacdo
celular que ativam mecanismos efetores responsaveis pela
neuroprotecdo. Estes mecanismos podem envolver, a atenuacdo de vias
de dano celular como a excitotoxicidade, o desequilibrio ibnico, o
estresse oxidativo, a disfuncdo metabolica, a inflamacdo e processos
relacionados a morte celular por necrose e apoptose (Gidday et al.,
2006). Duas vias de sinalizacdo que desempenham um papel importante
nestes mecanismos sdo as MAPKSs e a cascata de sinaliza¢do da PI3K
(fosfatidilinositol-3-cinase).

As MAPKs sdo um grupo de proteinas cinases que medeiam os
sinais provenientes de uma variedade de estimulos extracelulares. Elas
regulam varios processos no SNC, incluindo, ciclo e metabolismo
celular, diferenciacdo de células, sobrevivéncia, morte celular, e
plasticidade sinaptica. Existem trés principais subfamilias de proteinas
cinases, a proteina cinase regulada por sinal extracelular (ERK 1/2), a
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proteina cinase c-Jun-N-terminal 1-3 (JNK1/2/3) e a proteina cinase p38
(p38M*PK0/B/y/8) (Krishna & Narang, 2008).

Estudos in vivo e in vitro utilizando modelos de isquemia
cerebral demonstraram que a via MAPK/ERK cinase (MEK) esta
envolvida na regulacdo de morte neuronal e sobrevivéncia celular apds 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 neuroprotecdo provocados
pelo pré-condicionamento hipdxico em um modelo de isquemia cerebral
global transitéria (tGCI). O papel da p38™*"* também tem sido descrito
na neuroprotecdo induzida pelo pré-condicionamento hipdxico contra o
dano cerebral isquémico, através da translocacdo da proteina anti-
apoptdtica Bcl-xL mitocondrial, 0 que pode ser um mecanismo anti-
apoptético do pré-condicionamento hipdxico (Zhao et al., 2013).

Outra via de sinalizacdo, a PI3K/proteina serina-treonina cinase
B (Akt) é reconhecida por mediar sinais de sobrevivéncia em varios
tipos celulares, incluindo neurdnios. A PI3K leva a ativacdo de varias
vias de sinalizagdo que regulam o metabolismo, sobrevivéncia,
crescimento e diferenciacdo celular, bem como o trafego de vesiculas
intracelulares. A proteina Akt é ativada por uma variedade de estimulos,
incluindo fatores de crescimento, TCE e isquemia (Ouyang et al., 1999;
Noshita et al., 2002). A Akt ativada exerce acdo de sobrevivéncia celular
por ativar ou inibir muitos alvos citoplasmaticos tais como: Bcl-2
associado ao promotor de morte (Bad), a proteina glicogénio sintase-
cinase-3 (GSK-3), pro-caspase-9 e proteina ligante ao elemento de
resposta do AMPc (CREB) (Datta et al., 1999).

Estudos anteriores em nosso laboratdrio também demonstraram
que a inibi¢do da atividade de proteinas cinases especificas, tais como a
proteina cinase A (PKA) e PI3K, bloqueia o efeito protetor promovido
pelo pré-condicionamento com NMDA contra as convulsdes induzidas
pelo AQ (de Aradjo Herculano et al., 2011), revelando a participacdo
destas vias de sinalizacdo no mecanismo da neuroprotecdo. Outros
grupos também relacionam as proteinas PKC e MAPK a tolerancia
promovida pelo pré-condicionamento, j& que a inibicdo da PKCe e
MEK/ERK que fosforila e ativa ERK1/2, abolem o efeito neuroprotetor
do pré-condicionamento com NMDA in vitro frente a privacdo de
glicose e oxigénio (Jia et al., 2007). A ativacdo da PKA tem sido
demonstrada em modelos de pré-condicionamento isquémico induzido
por desflurano através da ativacdo da CREB (Marais et al. 2008; Redel
et al., 2008).
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Miyawaki e colaboradores, (2008) demonstraram que a PI3K e
a inibicdo de eventos subsequentes (do inglés - downstream) como a Akt
reduz a neuroprotecdo induzida pelo pré-condicionamento isquémico.
Outro grupo utilizando modelo de isquemia in vitro em neurdnios
corticais, também demonstrou que a tolerancia isquémica induzida pelo
pré-condicionamento é mediada principalmente pela ativacdo da via
PI3K/Akt e ndo tem envolvimento da via das MAPKs (Bhuiyan et al.,
2011). Em contrapartida, um estudo in vivo, utilizando o modelo de
isquemia cerebral na neuroprotecdo induzida por dexmedetomidina, um
anestésico, confirmou que a neuroprotecdo é mediada pela ativagdo da
PI3K/Akt e ERK1/2, bem como a fosforilagdo e consequente inibicdo da
GSK-3B (Zhu et al., 2013).

Assim, torna-se de fundamental importancia a elucidagdo dos
mecanismos celulares e moleculares subjacentes a este fenémeno de
neuroprotecdo enddgena, bem como avaliar as vias de sinalizacdo e
outros sistemas de neurotransmissores ou neuromoduladores envolvidos.
Além disso, o pré-condicionamento quimico representa uma estratégia
farmacoldgica interessante para reduzir 0 processo excitotoxico
desencadeado pela excessiva ativagdo da transmissao glutamatérgica.
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2 JUSTIFICATIVA

Este trabalho estd voltado para uma tematica de crescente
interesse no cenario cientifico, a qual esta relacionada com o aumento da
incidéncia de doengas neurodegenerativas, as quais apresentam em
comum uma exacerbagdo na transmissdo mediada pelo neurotransmissor
glutamato. Desta forma, o presente estudo contribui para identificar
estratégias de neuroprotecdo que possam modular a transmissdo
glutamatérgica, o que é de fundamental importancia para a compreensdo
do desenvolvimento de mecanismos fisioldgicos e patolégicos no SNC.
Tendo em vista 0 papel neuroprotetor do pré-condicionamento com
NMDA, bem como, a participacdo dos receptores de adenosina e das
vias de sinalizacdo celular, entende-se que estes mecanismos possam
desempenhar fungGes associativas no SNC e que possam ser uma via
comum e eficiente de prevencdo 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 o0s mecanismos celulares e
moleculares envolvidos nessa atividade. E avaliada a participacdo dos
receptores de adenosina, bem como, as vias de sinalizagdo envolvidas, e
a possivel alteracdo na expressdo de proteinas relacionadas a sobrevida
celular e a transmisséo glutamatérgica.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1 Compreender possiveis alteracfes mediadas pelo pré-
condicionamento com NMDA na expressdo e propriedades de unido do
ligante aos receptores de adenosina (A;R e A;aR) no hipocampo de
camundongos;

3.2.2 Determinar o envolvimento funcional dos receptores
AR e A;aR na modulacdo da captacdo 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 alteracbes na comunicacdo entre as vias de sinalizacdo
intracelular (PI3K/Akt e MAPKSs) envolvidas na prevencdo de
convulsGes e de morte celular induzidas pelo AQ, no hipocampo de
camundongos;

3.24 Avaliar o efeito neuroprotetor do pré-condicionamento
com NMDA frente & toxicidade induzida por AQ em cultura primaria de
neurdnios e em fatias hipocampais.
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MATERIAL E METODOS

Os materiais € métodos encontram-se nos seus respectivos
capitulos, descritos na sessdo dos resultados.

4 RESULTADOS

Os resultados desta Tese estdo divididos na forma de capitulos,
seguindo a distribuicéo abaixo:

Capitulo I: Estudo da modulacdo dos receptores de adenosina
A e A,» em camundongos pré-condicionados com NMDA

Capitulo 1l: Mecanismos e comunicacdo entre as vias de
sinalizacdo intracelular (PI3K/Akt e MAPKS) moduladas pelo pré-
condicionamento com NMDA envolvidos na prevencdo de convulsdes e
de morte celular hipocampal induzidas pelo &cido quinolinico.

Capitulo I1I: Efeito do pré-condicionamento com NMDA
sobre a toxicidade induzida por acido quinolinico em cultura primaria de
neurdnios e em fatias hipocampais.

Parte da tese foi desenvolvida durante o estagio de doutorado sanduiche
no periodo de fevereiro a setembro de 2013, financiado pelo programa
Ciéncias sem Fronteiras do CNPg. O estigio foi realizado na
Universidade de Barcelona — Unidade de Farmacologia — Departamento
de Patologia e Terapéutica Experimental, sob supervisdo do professor
Dr. Francisco Ciruela.
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CAPITULO |

Estudo da modulacéo dos receptores de adenosina A; e Aza em
camundongos pré-condicionados com NMDA

Este capitulo 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 modulagdo dos receptores Aja
esta apresentado a seguir, bem como, parte da descri¢do dos resultados
comportamentais referentes ao receptor A;. Os demais dados sobre a
modulag¢do dos A;R em animais pré-condicionados com NMDA estéo
apresentados na forma de artigo cientifico (Anexo do Capitulo 1),
submetido ao periédico Neuroscience, intitulado:  Adenosine A;
receptor activation modulates N-methyl-D-aspartate (NMDA)
preconditioning phenothype in the brain.
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1 MATERIAL E METODOS
11 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 plasticas
(15 animais por caixa) com &gua e racdo disponiveis. Todos 0s
experimentos foram realizados entre as 9:00 — 16:00 horas, ap6s a
aprovacgdo do protocolo pelo Comité de Etica Institucional local para
Pesquisa Animal (CEUA/UFSC PP0549). Os nossos protocolos para
experimentos com animais sdo projetados de maneira que o animal
tenha 0 minimo de sofrimento possivel.

1.2 Farmacos

Os seguintes farmacos foram utilizadas nos experiementos: N-
metil-D-aspartato (NMDA), hidrocloreto de 4-[2-[[6-Amino-9-(N-etil-b-
Dribofuranuronamidosil) 9H-purina-2-ilJamino]etil]benzenepropandico
(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 farmacos foram diluidas
em salina 0,9% com 0,4% de dimetilsulfoxido (DMSO), exceto NMDA
gue foi diluido apenas em salina 0,9% e ajustado pH 7,4 com NaOH 1N.
A administracdo dos farmacos foi via i.p. em um volume constante de
10 mL/Kg de peso corporal. [*H] CGS21680 (40,5 Ci/mmol) Perkim
Elmer (MA, USA) e [°H]L-Glutamato (31.0 Ci/mmol), GE-Healthcare
(UK).

1.3 Pré-condicionamento com NMDA e tratamentos com 0s
ligantes AoaR

Os animais foram pré-tratados com uma dose considerada sub-
toxica e ndo convulsiva de NMDA (75 mg/Kg; i.p.) ou veiculo (salina
0,9%; i.p.). Imediatamente apds a administracdo de NMDA o0s animais
foram observados por 30 min, para ocorréncia de alguma alteracéo
comportamental (Boeck, et al., 2004).

Ap6s 24h do pré-condicionamento com NMDA o0s animais
foram tratados com agonista ApR CGS21680 (0,05mg/Kg, i.p.) ou
antagonista A;aR ZM241385 (0,1 mg/Kg, i.p.). Ambos foram
administradas 30 min antes da avaliagio comportamental em
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experimentos separados. As doses utilizadas foram baseadas em estudos
prévios (Listos et al., 2011; Lucena et al., 2013).

14 Imunodeteccdo dos receptores A, de adenosina
1.4.1 Preparagdo das amostras

Os animais foram pré-tratados com NMDA (75 mg/Kg, i.p.) ou
veiculo (salina 0,9%, i.p.) e apds 24 h foram mortos por decaptacgio e os
hipocampos rapidamente removidos. Durante a dissecagdo 0s
hipocampos foram mantidos em tampdo Krebs-Ringer bicarbonato
(KRB = NaCl 122 mM; KCI 3 mM; CaCl, 1,3 mM; MgS0O, 1,2 mM;
KH,PO,; 0,4 mM; NaHCO; 25 mM; D-glicose 10 mM) gelado e
gaseificado com carbogénio (95% O, - 5% CO,) para atingir o pH 7,4.
Em seguida foram solubilizados em tampédo de extracdo de proteinas
contendo 4 % de dodecil sulfato de sodio (SDS), 2 mM de é&cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA), 8% B-mercaptoethanol, e 50 mM
Tris (pH 6.8) (Molz et al., 2008).

1.4.2 Dosagem de proteinas

A dosagem de proteinas foi realizada por método de Peterson
(1977). Albumina Bovina Sérica (BSA) (Sigma) foi utilizada como
padréo.

1.4.3  Separacdo de proteinas

As proteinas (60 ug/pogo) foram separadas por SDS-PAGE
(eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS), utilizando gel de
separacdo de poliacrilamida com concentracdo de 10%, e gel de entrada
4% (Bunn et al., 1995). A eletroforese foi realizada com corrente fixa de
40 mA e voltagem maxima de 140 mV (para 2 géis) durante
aproximadamente 2 horas. Apés a corrida, 0s géis foram submetidos a
eletrotransferéncia.

1.4.4  Eletrotransferéncia e imunodetec¢do
As proteinas foram transferidas do gel de eletroforese para uma

membrana de nitrocelulose (poro 0,45 um) (1,5 horas a 4°C, 350 mA).
Apos a eletrotransferéncia, as membranas foram blogueadas 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
especificos anti-A,aR (Santa Cruz Biotechnology, diluicdo 1:200), anti-
beta actina (Cell Signalling, diluicdo 1:1000). Para a deteccdo dos
complexos imunes, as membranas foram incubadas por 1 hora com
anticorpo secundario (ligado a peroxidase) anti-rabbit (Millipore,
diluicdo 1:2000) ou anti-mouse (Millipore, diluicdo 1:5000) e apos
lavagens, foram reveladas em filme autoradiograico apds a emissao de
quimioluminescéncia induzida por reagentes adicionados a membrana
de nitrocelulose (Kit ECL), de acordo com as recomendacdes do
fabricante, e impressdo de imagem em filme auto-radiografico. As
imagens foram digitalizadas para quantificacdo densitométrica das
bandas protéicas dos complexos imunes (software Scion Image, Beta
4.0.2; Scion Corporation, Frederick, MD).

15 Estudo de unido dos receptores A, de adenosina
1.5.1 Preparacdo das membranas hipocampais

Os procedimentos foram realizados conforme o método descrito
por Bruns et al. (1986), com algumas modificagdes. Vinte e quatro horas
apos o pré-tratamento com NMDA (75 mg/Kg, i.p.) ou veiculo (salina
0,9%, i.p.) os animais foram mortos e o0s seus hipocampos foram
dissecados e homogeneizados em 1 mL de 50 mM Tris-HCI gelado,
contendo 320 mM sacarose, 1 mM EDTA e 10 mM MgCl,, pH 7,4. O
homogeneizado foi centrifugado a 1,600 xg durante 10 min, e o
sobrenadante obtido a partir desta centrifugacdo foi centrifugado a
16.000 xg durante 30 min. O precipitado obtido da centrifugacdo foi
suspenso em uma solugdo contendo 50 mM Tris-HCI, EDTA 1 mM e 10
mM MgCl,, pH 7,4, com 4 U/mL de ADA e incubadas durante 30 min a
37 ° C para remover a adenosina enddgena. Esta suspensdo foi
centrifugada a 16,000 xg durante 15 min. O precipitado foi suspenso em
solucdo de incubacdo contendo 50 mM Tris-HCI, EDTA 1 mM e MgCl,
10 mM, pH 7,4 e utilizado para os ensaios de unido. Estas membranas
foram congeladas a -20°C durante 2 dias. No dia do ensaio, as
membranas foram descongeladas & temperatura ambiente, e foram
suspensas no mesmo tampdo a uma concentracdo de proteina de
aproximadamente 1 mg/mL e utilizadas para ensaios de unido. N&o
foram observadas diferengas entre os resultados do ensaio de unido entre
as membranas frescas ou congeladas.
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1.5.2 Ensaio de unido

Para os estudos de unido do AR, foi utilizado o agonista
seletivo, [PH]CGS21680. Para isso o [*H]CGS21680 foi incubado
durante 1h a 30°C com 50 pg de proteina de membrana em um volume
final de 500 pL de uma solucdo contendo 50 mM Tris - HCI, EDTA 1
mM e 3 mM MgCl,, pH 7,4 com BSA (1 mg/mL). Os ensaios de unido
de A,AR foram realizados com a concentracio de 100 nM
[*H]CGS21680, baseada em uma curva de padronizacido realizada
anteriormente. A incubagdo do ensaio de unido foi interrompida por
filtracdo a vacuo através de filtros de fibra de vidro Whatman GF/B pré-
umedecidos com polietilenoimina (0,1 %), seguido por trés lavagens
com 1 mL de uma solucéo contendo 50 mM Tris - HCI, 1 mM de EDTA
e 10 mM MgCl,, pH 7,4 , mantida a 4°C. Os filtros foram secos a
temperatura ambiente, colocados em frascos de cintilagdo, e foi
adicionado 1 mL de liquido de cintilacdo. A radioatividade ligada aos
filtros foi determinada ap6s 12 horas em um contador de cintilacdo
liquida com uma eficiéncia de 60 %. Todos os ensaios de unido foram
realizados em triplicatas e em tubos de polipropileno (Tasca e Souza,
2000). Os resultados foram calculados e expressos como fmol
[*H]CGS21680/mg de proteina.

1.6 Avaliacdo da memoria 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 apds o pré-
tratamento com NMDA (75 mg/Kg, i.p.) ou veiculo (salina 0,9%, i.p.)
0s animais foram colocados em uma camara de condicionamento e 3
min depois receberam um choque elétrico, ndo doloroso, nas patas (1,5
mA, 2 s). Eles permaneceram na camara de condicionamento por mais
60 s, antes de retornarem as suas caixas. A cadmara de condicionamento
foi limpa com solucdo de etanol (70%) entre as duas exposi¢des. No dia
do teste, 24 horas apds a sessdo de condicionamento, os animais foram
tratados com CGS21680 (0,05 mg/Kg, i.p.) ou ZM241385 (3 mg/Kg,
i.p.) para a avaliacdo do A,aR e com CCPA (0,2 mg/Kg, i.p.) e DPCPX
(3 mg/Kag, i.p.) para a avalico do A;R, 30 min depois foram testados no
novo ambiente (cAmara acrilica 25 x 25 cm) durante 3 min.
Imediatamente ap6s, os camundongos foram testados na camara de
contexto por 3 min. O tempo de congelamento (do inglés — freezing) foi
anotado em ambos os ambientes. Um grupo independente de animais foi
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testado na mesma camara, a fim de avaliar a sensibilidade ao choque e
verificar se o pré-condicionamento com NMDA interfere com esta
resposta.

1.7  Captacdo de L-[*H]glutamato

A captacdo de L-[*H]glutamato em fatias de hipocampo foi
avaliada como previamente descrito (Molz et al., 2005). Ap6s 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 Mcllwain e e incubadas
durante 30 minutos em tampdo KRB, a fim de retornarem as condigdes
fisioldgicas apos a realizagdo dos cortes. Fatias hipocampais foram, em
seguida, lavadas durante 15 min a 37°C com uma solugdo tampdo de
Hank (HBSS), a composi¢cdo em mM: 1,29 CaCl,, 136,9 NaCl, 5.36
KCI, 0.65 MgSQ,, 0,27 Na,HPO,, 1,1 de KH,PO,, 5 e HEPES. A
captacdo foi avaliada através da adicdo de 0,33 pCi/ml de L-[*H]
glutamato com 100 uM de glutamato em um volume final de 300 pL. A
incubacdo foi interrompida imediatamente apds 7 min, descartando o
meio de incubacgdo e as fatias foram submetidas a duas lavagens com 1
mL de HBSS gelado. As fatias foram solubilizadas pela adi¢do de uma
solugdo com 0,1% NaOH/0.01% de SDS e incubadas durante a noite.
Aliquotas das fatias lisadas foram utilizadas para determinagdo do
conteido intracelular de L-[*H]glutamato por contagem de cintilacéo
liquida. A captacdo independente de sddio foi determinada usando o
cloreto de colina, ao invés de cloreto de sddio no tampdo de HBSS. A
captagdo inespecifica, independente de sddio, foi subtraida da captacéo
total para obter a captacdo de glutamato especifica dependente de sédio.
Os resultados foram obtidos e apresentados como nmol de L-
[*H]glutamato captado por miligrama de proteina por minuto.

1.8 Dosagem de proteinas

A quantidade de proteina foi determinada pelo método de
Lowry e colaboradores (1951), utilizando BSA (Sigma) como padrao.

1.9 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas pelo teste t ndo pareado
para as imunodeteccOes de proteinas e ensaios de unido. As
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comparacgdes entre 0s grupos de testes comportamentais e analise de
captacdo de glutamato foram realizadas pela a analise de variancia
(ANOVA) de duas vias seguida pelo teste de Newman-Keuls quando
apropriado. As diferencas foram consideradas significativas em > 95%
de confianga em todos os testes.

2 RESULTADOS

2.1 Pré-condicionamento com NMDA e avaliagcdo dos receptores
Aca

A fim de avaliar as alteracGes na biologia dos receptores de
adenosina do subtipo A,a (A2aR) no hipocampo de camundongos pré-
tratados com NMDA, foi analisada a expressdao do receptor e as
propriedades de wunido de um ligante seletivo ap6s o pré-
condicionamento. Em primeiro lugar, a imunodetecgdo do A,aR em
homogeneizado total de hipocampo foi determinada por imunodeteccdo
de proteinas e ndo foram observadas diferencgas significativas entre os
grupos controle e pré-condicionado com NMDA (Fig. 1A).

Posteriormente, os ensaios de unido de radioligandos ao
receptor A, foram realizados, através da utilizagdo de concentracdo
saturante do ligante seletivo, [PH]CGS21680 (100 nM). O pré-
condicionamento com NMDA ndo alterou a unido (Bma) do ligante
seletivo [PH]CGS21680 a0 AR (Controle: Bpa= 2,4%0,3 fmol/mg
proteina; NMDA: Bpax= 3,620,7 fmol/mg proteina) (Fig. 1B).
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Figura 1: Imunodeteccdo e propriedades de unido do receptor A, no hipocampo de
camundongos pré-condicionados com NMDA. Os animais foram pré-tratados com
NMDA (75 mg/kg, i.p.) ou veiculo (salina 0,9%, i.p.) e 24 h depois os hipocampos foram
dissecados, realizado a preparagdo de amostras para a imunodeteccdo dos niveis de AzaR
e ensaio de unido de A;aR. (A) Representa a imunodetecgdo de A,aR 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-
AzaR ou anticorpo anti-p - actina. A densidade 6ptica das bandas foi detectada conforme
descrito nos procedimentos experimentais. A razdo entre A;aR e B-actina foi calculada e
normalizada pela razao do grupo controle. Os dados séo expressos como a média + EPM
(n=5). (B) Unido de [*H]CGS21680 (100nM) em AR de preparacdes de membrana
hipocampal. Os dados sdo expressos como a média + EPM (n=5).

Com o intuito de avaliar uma possivel modulacdo da
funcionalidade dos receptores A, de adenosina desencadeada pelo pré-
condicionamento com NMDA, foi realizado um teste comportamental
relacionado com a fungéo do hipocampo, o teste do condicionamento do
medo contextual, que avalia memoria aversiva (Goosens, 2011).

Para isto, os animais foram pré-condicionados com NMDA e
apos 24h foram tratados com CGS21680 (0,05 mg/kg, i.p.), 30 min apos
foram submetidos ao teste do condicionamento do medo contextual. O
pré-condicionamento com NMDA, a ativacdo do A,aR pelo seu agonista
CGS21680 (0,05 mg/kg, i.p.), e a interagdo entre ambos o0s tratamentos
ndo alterou o tempo de freezing durante a rexposicdo 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 interacdo [F(1,28)= 0,29408,
P>0,05]) (Fig. 2A).

No novo ambiente, a mesma analise demonstrou que 0 pré-
condicionamento com NMDA e a interacdo entre 0s tratamentos
(NMDA + CGS21680) também ndo alterou o tempo de freezing dos
animais em relacdo aos controles (NMDA [F(1,28)= 2,2587, P>0,05],
interacdo [F(1,28)= 5,6178, P>0,05]. No entanto, um aumento
significativo foi observado para os animais nao pré-condicionados
tratados com CGS21680 [F(1, 28)=5,3948, P<0,05] (Fig. 2B). Estes
resultados indicam que o agonista seletivo A,aR, CGS21680 (0,05
mg/kg), aumentou o tempo de freezing dos animais durante a exposic¢éo
ao novo ambiente. O pré-condicionamento com NMDA néo afetou o
tempo de freezing dos animais per se, mas preveniu a resposta
observada ap0s a ativacdo do receptor A, pelo seu agonista.

O efeito do blogueio da ativacdo do A,aR pelo seu antagonista
seletivo e a interacdo 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 apds 30 min submetidos ao teste do
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condicionamento do medo contextual. O pré-condicionamento com
NMDA, ZM241385 e a interacdo entre o pré-condicionamento e o
antagonista A,aR ndo 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], interacdo [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 ativacdo do A,aR
pelo ZM241385 e interacdo entre os tratamentos (NMDA
[F(1,27)=,35765, P>0,05], ZM241385 [F(1,27)=3,2506, P>0,05],
interacdo [F(1,27)=,02364, P>0,05]) (Fig. 2D).
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Figura 2: Efeito do pré-condicionamento com NMDA e a modulagdo do A,aR no
teste do condicionamento do medo contextual. Os animais foram pré-tratados com
NMDA (75 mg/kg, i.p.) ou solucéo salina 0.9% e 24 h depois foram submetidos ao
condicionamento ao contexto no qual receberam uma estimulacéo eléctrica (1,5 mA, 2 s).
Vinte e quatro horas ap6s o condicionamento ao contexto os animais foram administrados
com um agonista seletivo A2aR, CGS21680 (0,05 mg/kg, i.p.) ou antagonista seletivo
AzaR, ZM241385 (3 mg/kg, i.p.), 30 minutos antes da exposi¢do ao novo ambiente ao
ambiente contexto. (A) Efeitos do pré-condicionamento com NMDA e agonista A;aR no
tempo de freezing no ambiente contexto. (B) Efeitos do pré-condicionamento com
NMDA e agonista A;aR no tempo de freezing no novo ambiente. (n= 8). (C) Efeitos do
pré-condicionamento com NMDA e antagonista A;aR no tempo de freezing no contexto.
(D) Efeitos do pré-condicionamento com NMDA e antagonista A;aR no tempo de
freezing no novo ambiente (n = 7-8). Os dados apresentados em gréficos 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 espago
extracelular é um mecanismo de prote¢do importante relacionado com a
reducdo da  excitotoxicidade  glutamatércica  (Schousboe e
Waagepetersen, 2005), foi avaliado o pré-condicionamento com NMDA
(75 mg/Kg, i.p.) e a modulacdo do receptor A, de adenosina sobre a
captagdo de glutamato. Como mostra a figura 3A, 24 h ap6s o pré-
condicionamento com NMDA (75mg/Kg, i.p.) observa-se um aumento
significativo da captacdo de glutamato no hipocampo, em relacdo aos
animais controle. Ja foi demonstrado que neste periodo (24 h apés a
administragdo de NMDA) o pré-condicionamento com NMDA previne
a inducdo de convulsbes por AQ (Boeck et al., 2004). A ativagdo do
AR pelo seu agonista seletivo (CGS21680, 0,05 mg/kg, i.p.), reverte
este efeito. Além disso, 0 CGS21680 per se, ndo altera a captacdo de
glutamato basal quando comparado com o grupo controle. No entanto, o
mesmo efeito é observado para o antagonista A,aR, ZM241385 (3
mg/kg, i.p.), (Fig. 3B).
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Figura 3: Efeito do pré-condicionamento com NMDA e a modulagido do AzaR na
captacdo de L-[*H]glutamato em fatias hipocampais. Os animais foram pré-tratados
com NMDA (75 mg/kg, i.p.) ou solugdo salina 0,9% e, ap6s 24 h, foram administrados
com um agonista seletivo A2aR, CGS21680 (0,05 mg/kg, i.p.) ou antagonista seletivo
AzaR, ZM241385 (3 mg/kg, i.p.) e apds 30 min as fatias de hipocampo foram preparadas
para o ensaio de captagdo de glutamato in vitro. (A) Efeito do pré-condicionamento com
NMDA e da administragio do agonista seletivo A;aR na captagio de L-[*H]glutamato em
fatias de hipocampo. (B) Efeito do pré-condicionamento com NMDA e da administrago
do antagonista seletivo de A;aR na captacdo de L-[*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 avaliacdo dos receptores
A

O efeito do pré-condicionamento com NMDA e a modulacéo
dos receptores Al também foram analisados no teste do
condicionamento do medo contextual que avalia memaria aversiva. Para
isto, os animais foram pré-condicionados com NMDA (75 mg/Kg i.p.),
24 h apds foram submetidos ao condicionamento do contexto no qual
receberam um estimulo elétrico (1.5 mA, 2 s) e 24 h apdés o
condicionamento do contexto receberam uma dose sub-analgésica do
agonista A;, CCPA (0,2 mg/Kg i.p.) ou antagonista A;, DPCPX (3
mg/Kg i.p.) ou salina 0,9%, 30 min antes da exposicdo ao novo
ambiente e ao contexto.

A andlise dos dados utilizando ANOVA de duas vias revelou
um efeito ndo 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 interacdo do pré-condicionamento com NMDA e a
ativacdo do receptor A; pelo seu agonista seletivo, 0 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-
exposicdo ao ambiente contexto (Fig. 4A).

No novo ambiente, a mesma analise revelou um efeito ndo
significativo para o pré-condicionamento com NMDA [F(1,19)= 0,8992;
P>0,05] e para a interacdo entre os fatores pré-condicionamento com
NMDA e ativacdo de A;R 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 A;R CCPA (0,2 mg/Kg)
aumenta o tempo de freezing durante a exposi¢cdo ao novo ambiente,
enquanto que o pré-condicionamento com NMDA ndo afetou o tempo
de freezing dos animais, tampouco a resposta de ativacdo do A;R pelo
CCPA.

Analisando o efeito do blogueio da ativacdo do A;R pelo seu
antagonista seletivo DPCPX (3 mg/Kg i.p.), observa-se que a ANOVA
de duas vias revelou um efeito ndo 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 interacdo entre ambos 0s
tratamentos [F(1,23)=0,0425; P>0,05] para o teste do condicionamento
do medo contextual quando o antagonista A;R 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
interacdo 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 analise estatistica ndo mostrou efeito significativo. Juntos,
estes resultados sugerem que a ativacdo do A;R promoveu uma
generalizagdo do medo, independente do pré-condicionamento com
NMDA.



60

A .
Contexto B Novo ambiente
200 2001
_ 150 1501
K 2
=2} o))
% 1004 g 100
& 3
% 0 - |_'I'_|
0- 0 | |
\@ \e o o v v v
& e@o & & &‘0 Y & &
o X o X
d 5 ¢ %
W &
S N
C D .
Contexto Novo ambiente
2007 2001
. 150 1501
@ K
2 2
N £ 1004
[} []
(0] Q
L L

Figura 4: Efeito do pré-condicionamento com NMDA e a ativa¢do do ALR no teste
do condicionamento do medo contextual. Os animais foram pré-tratados com NMDA
(75 mg/kg, i.p.) ou solucdo salina 0,9% e 24 h depois foram submetidos ao
condicionamento ao contexto no qual receberam uma estimulacéo eléctrica (1,5 mA, 2 s).
Vinte e quatro horas apds o condicionamento ao contexto os animais foram administrados
com um agonista seletivo A;R, CCPA (0,2 mg/kg) ou antagonista seletivo, DPCPX (3
mg/kg, i.p.) 30 minutos antes da exposi¢do ao novo ambiente e ao ambiente contexto. (A)
Efeitos do pré-condicionamento com NMDA e agonista A;R no tempo de freezing no
ambiente contexto. (B) Efeitos do pré-condicionamento com NMDA e agonista A;R no
tempo de freezing no novo ambiente (n= 5-6). (C) Efeitos do pré-condicionamento com
NMDA e do antagonista do A;R, DPCPX tempo de freezing no contexto. (D) Efeitos do
pré-condicionamento com NMDA e do antagonista A;R, DPCPX no tempo de freezing
no novo ambiente (n= 6-8). Os dados apresentados em graficos 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 A; receptors (A;R), since
blockade of A;R precludes this phenomenon. In this study we evaluated
the consequences of NMDA preconditioning on the hippocampal AR
biology (i.e. expression, binding properties and functionality).
Accordingly, we measured A;R expression in NMDA preconditioned
mice (75 mg/kg, i.p.; 24h) and showed that neither the total amount of
receptor, nor the A;R levels in the synaptic fraction was altered. In
addition, the A;R binding affinity to the antagonist [*H] DPCPX was
increased in total membrane extracts of hippocampus from
preconditioned mice. Next, we evaluated the impact of NMDA
preconditioning on A;R functioning by measuring the A;R-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 A;R with the agonist
CCPA (0.2 mg/kg, i.p.). NMDA preconditioning or A;R modulation did
not alter locomotor activity in the open field. Overall, the results
described herein provide new evidence that NMDA preconditioning
increases A;R binding affinity, and that A;R modulates NMDA
preconditioning-mediated responses, pointing to the importance of the
cross-talk between glutamatergic and adenosinergic systems to
neuroprotection.

Keywords: NMDA preconditioning; adenosine A; 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 Araljo
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 Muller et al., 2013).

The dependence of NMDA preconditioning on adenosine A;
receptors (A;R) activation has already been reported in vivo and in vitro.
For instance, the blockade of A;R 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 A;R reduces glutamatergic transmission, modulation of
nociception via AR 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 A;R expression and binding properties that may
underlie the neuroprotective mechanism of this phenomenon. Moreover,
a putative effect of A;R 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).
[®H]8-cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine (DPCPX, 120.0 Ci/mmol) was
from Perkim Elmer (MA, USA) and [*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 1mEg/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 A;R 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 KCI, 1.2 MgSQy,
1.3 CaCly, 0.4 KH,PO,, 25 NaHCO3, and 10 D-glucose. The buffer was
bubbled with 95 % O,-5 % CO, up to pH 7.4 (Molz et al., 2008). Slices
(0.4 mm) were prepared using a Mecllwain Tissue Chopper and
separated in KRB at 4° C. Immediately after sectioning, slices were
transferred to vials with fresh KRB, bubbled with 95% 0,/5% CO, for

30 minutes at 35 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 pL 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 A;R 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% pB-
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 A; receptor expression was determined by Western
blot analysis as describped by Molz et al. (2008), with some
modifications. Samples of whole hippocampal homogenates or
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hippocampal synaptosomal preparations (60 pg 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 NacCl, 0.05 % Tween-20, pH 7.5).
Membranes were incubated with primary antibodies anti-A;R (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°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 Kkilled and their hippocampi were
homogenized in 1 mL of ice-cold 50 mM Tris-HCI containing 320 mM
sucrose, 1 mM EDTA and 3 mM MgClI,, 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-HCI, 1 mM EDTA and 3 mM MgCl,, 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-HCI, 1 mM EDTA and 3 mM MgCl,,
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 A;R antagonist [PH]DPCPX was
used to investigate binding properties of A;R in hippocampal
membranes from NMDA preconditioned and controls mice. To this end
[PH]DPCPX was incubated for 1 hour at 30°C with 50 pg of
hippocampal membrane protein in a final volume of 500 ul of the assay
buffer containing 50 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA and 3 mM MgCl,, pH
7.4, with bovine serum albumin (1 mg/mL). Saturation binding assays
were carried out with increasing [PHJDPCPX concentrations (0.03 to
100 nM) using CPA (a selective AR 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-HCI, 1 mM EDTA and
3 mM MgCl,, 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 [PH]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?> 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 x 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 1x).
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-[°H] glutamate uptake

L-[*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 CacCls,,
136.9 NaCl, 5.36 KClI, 0.65 MgSQ,, 0.27 Na;HPO,, 1.1 KH,PO,, and 5
HEPES. Uptake was assessed by adding 0.33 uCi/mL L-[*H]glutamate
with 100 pM unlabeled glutamate in a final volume of 300 pL.
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
I%/sates were taken for determination of the intracellular content of L-
[°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-[*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 A;R 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 A;R biology. To this end, we analyzed the receptor
expression and binding properties after NMDA preconditioning. Firstly,
the amount of A;R 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
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saturation binding isotherms with the A;R selective ligand [PH]DPCPX
to evaluate receptor affinity (Kp) and maximum ligand binding capacity
(Bmax) in hippocampal membrane extracts (Fig. 1D). Interestingly, while
NMDA-mediated preconditioning did not alter the AjR B for the
selective ligand [PH]DPCPX (Saline: Bpax= 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: Kp=
38.4 + 8.8 nM, NMDA: Kp=12.0 £ 3.7 nM; p< 0.01). Overall, these
results suggested that NMDA preconditioning increased the
hippocampal A;R affinity without altering the total number of receptors.

3.2 Functional assessment of NMDA preconditioning and A;R
modulation: behavioral analysis

In order to investigate the potential functional interplay between
AR activity and NMDA preconditioning, treated animals were
subjected to behavioral tasks. The hot plate test was chosen because it is
sensitive to the AR activation (Sawynok, 1998). To this end, a sub-
analgesic dose of the selective A;R agonist CCPA (0.2 mg/kg, i.p.) was
used in order to unravel a potential interaction between NMDA
preconditioning and A;R activity. Thus, mice were treated with NMDA
(75 mg/kg, i.p.) or saline, 24 hours later they received CCPA (0.2
mg/Kkg, 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 A;R 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 A;R 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 AR
modulation: L-[*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 A;R on
glutamate uptake with or without NMDA preconditioning through the
administration of the A;R-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 A;R 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 A;R 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 Araujo
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 A;R
on NMDA preconditioning has already been described (Boeck et al.,
2004). Therefore, the present study explored for the first time the
properties of hippocampal A;R activity after mice achieved an NMDA
preconditioned phenotype. Interestingly, the A;R underlies the
anticonvulsant and neuroprotective properties of adenosine, particularly
in the hippocampus. Thus, binding of adenosine to its high affinity A;R
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 A;R functionality in NMDA
preconditioned mice in vivo. We showed that a subtoxic dose of NMDA
does not significantly reduce AR 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 A;R desensitization or internalization. It has been shown
that minute-to-hour long activation of A;R 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 A;R expression in a synaptic membranes-enriched
preparation was observed. Additionally, an increased binding affinity
for the A;R 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 A;R, but it promoted
an AxaR desensitization measured by cAMP accumulation (Boeck et al.,
2005). It is plausible to hypothesize that NMDA preconditioning might
alter the balance among adenosine A; and A,a receptors function or
oligomerization (Ciruela et al., 2012), which is under investigation in
our laboratory. Our current data showed NMDA preconditioning turned
hippocampal A;R into a more sensitive state, putatively leading to
increased effects of adenosine at these neuroprotective receptors.

Functional implications of the altered affinity of hippocampal
AR 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 A;R 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 AR, and the activation of peripheral sites can produce an
antinociceptive effect via A;R (Liu et al. 2006). However, the A;R
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 A;R activation was
observed in mice pre-sensitized by NMDA preconditioning, suggesting
that post-activation of A;R impairs NMDA preconditioning-mediated
responses.

In order to further address the functional cross-talk between
A;R activity and NMDA preconditioning we evaluated the glutamate
uptake into hippocampal slices ex vivo. Activation of A;R did not
significantly alter basal glutamate uptake, but it reversed NMDA
preconditioning-promoted increase in this cellular function. This
hippocampal A;R-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 A;R is usually explained by
the action of adenosine through presynaptic A;Rs 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** and thereby
protecting against excitotoxicity in adult animals (Cunha, 2005;
Fredholm, 2005). Thus, our data demonstrate that the pharmacological
activation of the A;R 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 A;R 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 Muller et al., 2013).

In conclusion, this study describes that NMDA-mediated
preconditioning modulates A;R binding affinity without altering its
protein levels. Moreover, A;R activation reversed NMDA
preconditioning-mediated antinociceptive effect and glutamate uptake
into hippocampal slices, suggesting that post-activation of A;R may
interfere with NMDA preconditioning. The contribution of the cross-



76

talk between glutamatergic and adenosinergic systems towards the
neuroprotective response evoked by NMDA preconditioning has
additional mechanisms to be unraveled.
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Figure 1. Evaluation of cellular viability and hippocampal A;R 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 A;R 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-A;R antibody (1 pg/ml)
or mouse anti-p-actin/anti-a-actinin (1 pg/ml). Immunorreactive bands were detected as
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described in experimental procedures. The ratio between A;R and B-actin or a-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 [*H]DPCPX binding to A;R 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 Kp values, Saline: 38.4 + 8.8 nM, NMDA: 12.0 + 3.7 nM.
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Figure 2. Effect of NMDA preconditioning and A;R activation in the hot plate and
open field tests. (A) Mice were pretreated with NMDA (75 mg/Kkg, 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 A;R activation on L-[*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 A;R 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 AR
activation on L-[*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 B-actin levels and quantification of the ratio
of GLT-1/B-actin levels. Data represent percentage of control = S.E.M. from 4
independent experiments.
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3 DISCUSSAO

O pré-condicionamento quimico com doses sub-toxicas de
NMDA pode levar a tolerancia celular a estimulos nocivos, e diminuir a
morte celular (Ogita, 2003; Schurr et al., 2001). Este conceito também
tem sido descrito para modelos in vivo de convulsdes induzidas por AQ
(Boeck et al., 2004), TCE (Costa et al., 2010) e em modelo in vitro de
excitotoxicidade celular em neur6nios granulares do cerebelo (Boeck et
al., 2005). Nosso grupo ja demonstrou que o pré-condicionamento com
NMDA protege aproximadamente 50 % dos animais contra as
convulsdes induzidas por AQ e diminui a morte neuronal no hipocampo
(Boeck et al., 2004; Vandressen-Filho et al., 2007; de Araldjo Herculano
et al., 2011). Além disso, em corroboragdo com esses estudos os dados
apresentados neste capitulo reforcam o papel neuroprotetor do pré-
condicionamento com NMDA em ndo alterar a viabilidade celular per se
(Fig 1A, Anexol). Apesar disso, 0s mecanismos que levam a esta
neuroprote¢do, ainda ndo estdo completamente elucidados.

Evidéncias sugerem que a ativagdo dos receptores NMDA
aumenta os niveis de adenosina, seja diretamente (Manzoni et al., 1994),
ou como conseqiiéncia da liberacdo e hidrélise de ATP (Craig e White,
1993). A unido da adenosina ao AR leva a uma diminuigdo da liberagéo
do principal neurotransmissor excitatério, o glutamato (Ciruela et al.,
2006) e reduz a excitabilidade neuronal (Boison e Stewart, 2009). Por
outro lado, altos niveis de adenosina promoveriam a ativacao de AyaR,
gue é definida como facilitatéria, ou seja, aumenta a liberacdo de
neurotransmissores como o glutamato (Cunha, 2005; Ciruela et al.,
2012). Em alguns casos, tanto a ativacdo quanto a inativacao do receptor
A,a mostraram ter um efeito protetor (Jones et al., 1998; Blum et al.,
2003; Chou et al., 2005)

Este estudo mostrou a modulagdo da funcionalidade dos AR e
A,aR em camundongos pré-condicionados com NMDA in vivo. Os
resultados demonstraram que uma dose subtoxica de NMDA nédo altera
a expressdo proteica de AjR e A;aR em homogeneizados do hipocampo
total, tampouco a expressdo de A;R nos terminais pré-sindpticos do
hipocampo. Entretanto, observou-se um aumento da afinidade de unido
para o ligante [PH]DPCPX ao AR, sem alteragdo na capacidade maxima
de unio do ligante ao A;R, bem como do ligante [*H]CGS21680 para o
A,R. Desta forma parece que o pré-condicionamento com NMDA
modula a afinidade dos A;R hipocampais, levando ao aumento dos
efeitos da adenosina através dos A;R.
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As implicagdes funcionais da alteracdo da afinidade de unido do
ligante ao A;R observadas no hipocampo foram investigadas in vivo
utilizando testes comportamentais. A literatura descreve que a ativagédo
dos receptores NMDA potencializa a nocicep¢do mediada por glutamato
e antagonistas dos receptores NMDA podem representar uma estratégia
antinociceptiva (Muir, 2010). No entanto, a ativagdo moderada do
receptor de NMDA através de uma dose sub-toxica de NMDA (75
mg/Kg, i.p.) promoveu um efeito antinociceptivo no teste da placa
quente (Fig. 2, Anexo do capitulo I). Este resultado inesperado, ou seja,
a antinocicep¢do mediada pelo pré-condicionamento com NMDA, pode
ser explicado por um efeito diferencial provavelmente devido a
intensidade de ativacdo dos receptores NMDA observados com o pré-
condicionamento. Considerando que a excessiva ativacao dos receptores
NMDA leva & excitotoxicidade e a ativagdo moderada promove
neuroprote¢do, por comparagao, sugerimos que a ativagdo moderada dos
receptores NMDA através do pré-condicionamento, induziu um efeito
antinociceptivo em camundongos.

Para confirmar se 0 aumento da afinidade de unido ao A;R pode
ser expresso como um aumento da funcionalidade do receptor in vivo,
inicialmente avaliou-se a sensibilidade a dor para tentar observar uma
alteracdo dos efeitos modulados pelos A;R. A adenosina é um
neuromodulador importante que pode regular a transmissdo da dor,
principalmente através do A;R, e em sitios periféricos a ativacdo de AR
pode produzir um efeito antinociceptivo (Liu et al., 2006). No entanto, o
agonista selectivo do A;R (CCPA, 0,2 mg/Kg, i.p.) em uma dose
inativa, reverte o efeito antinociceptivo desencadeada pelo pré-
condicionamento com NMDA. E importante ressaltar que este efeito da
ativagdo A;R foi observado em camundongos pré- sensibilizados pelo
pré-condicionamento com NMDA, o que sugere que a pos-ativacdo do
AR prejudica respostas mediadas pelo pré-condicionamento com
NMDA.

Quando observado a modulagdo dos receptores A; e Ay de
adenosina sobre o efeito do pré-condicionamento com NMDA em um
comportamento dependente de hipocampo (teste do condicionamento do
medo contextual), a ativacdo seletiva de A;R ndo alterou a resposta para
o0 tempo de freezing no contexto, mas aumentou o tempo de freezing
para 0 novo ambiente. O que sugere que a ativacdo do A;R induz
generalizagdo da memoria 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 blogueio da AR pelo
antagonista seletivo DPCPX ndo influenciou o tempo de freezing tanto
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no contexto quanto no novo ambiente (Fig 4). Juntos, estes resultados
sugerem que a ativacdo do A;R induz uma resposta generalizada de
medo, um evento independente do pré-condicionamento mediado por
NMDA.

Em relacdo a modulacdo dos A,AR sobre o efeito do pré-
condicionamento com NMDA, a ativacdo do A;aR pelo seu agonista
seletivo, CGS21680 (0,05 mg/Kg), também aumentou o tempo de
freezing dos animais durante a exposi¢cdo ao novo ambiente. Porém, o
pré-condicionamento com NMDA néo afetou o tempo de freezing dos
animais, mas preveniu a resposta observada apés a ativacdo do receptor
A, de adenosina pelo seu agonista (Fig. 2), sugerindo uma alterag¢do na
funcionalidade dos A,aR. Corroborando com os resultados observados
para a modulacdo dos receptores A; e Aza, um estudo anterior
demonstrou que o pré-condicionamento com NMDA nédo alterou a
funcionalidade do A;R, mas promoveu uma dessensibilizagdo dos A;aR,
avaliada pela acumulagdo de AMPc (Boeck et al., 2005).

E plausivel supor que o pré-condicionamento com NMDA pode
alterar o equilibrio entre a sinalizacdo ou a oligomerizacdo dos
receptores de adenosina A; e Aya (Ciruela et al., 2012), desde que a
interacdo entre estes receptores pode ser modulada pelos diferentes
niveis do nucleosideo adenosina na fenda sinaptica (Ciruela et al.,
2006). Tendo como base estas evidéncias, foi proposto avaliar se o pré-
condicionamento com NMDA altera a oligomerizacdo dos A; e Aga,
através da realizagdo de um estagio de doutorado sanduiche Confirmou-
se, que os receptores A; e A, formam oligbmeros quando tranfectados
em células HEK-293 (pela técnica de BRET, usando A 4R e A;RY™,
conforme descrito por Ciruela et al., 2006). No entanto, ainda ndo foi
desenvolvida a metodologia para detectar esta interagdo in situ, ou seja
no hipocampo de camundongos pré-condicionados com NMDA.. Dados
preliminares de imunocitoquimica para os receptores A; e An em
células HEK-293, indicam que estes receptores estdo co-localizados
(dados ndo mostrados). Desta forma, experimentos adicionais sdo
necessarios para demonstrar se o pré-condicionamento altera a interacdo
e/ou oligomerizacao dos receptores A; e Aza

A retirada de glutamato da fenda sindptica é um importante
mecanismo de neuroprotecdo a fim de diminuir a quantidade desse
neurotransmissor na fenda, prevenindo a excitotoxicidade (Phillis e
O’regan, 2002). A fim de aprofundar a modulagdo da funcionalidade dos
AR e AsR no pré-condicionamento com NMDA, foi avaliada a
captagdo de glutamato em fatias de hipocampo ex vivo. A ativacdo tanto
do AR quanto do A,aR ndo alterou a captagéo de glutamato basal, mas
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reverteu 0 aumento da captacdo de glutamato promovido pelo pré-
condicionamento com NMDA.

A neuroprotecdo mediada por AR é geralmente explicada pela
acdo da adenosina através dos AjR expressos em sitios pré-sinapticos,
0s quais reduzem a liberacdo vesicular de neurotransmissores
excitatorios e subseqliente ativacdo de receptores pds-sinapticos,
resultando em ativacdo de canais de K levando a hiperpolarizacio
(Fredholm et al., 2005; Ciruela et al., 2012). Os dados da literatura
afirmam que a adenosina inibe a acdo do receptor NMDA (Hoehn e
White, 1990), reduzindo a entrada de Ca*" (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 ativacdo farmacolégica do AR
pelo agonista selectivo CCPA (0,2 mg/Kg,) aboliu o efeito do pré-
condicionamento com NMDA em aumentar a captacdo de glutamato em
fatias de hipocampo.

A participacdo dos A aR também tem sido demonstrada no
controle da captagdo de glutamato (Matos et al., 2012). No presente
trabalho, foi demonstrado que tanto a ativagdo do receptor A, 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 captacdo de glutamato.
Estudos tém demonstrado que a administracdo cronica de antagonistas
de receptores A,a, melhora a sobrevivéncia neuronal apds um evento
isquémico (Von Lubitz et al., 1995). Por outro lado, também ja se
demonstrou que a ativacdo cronica também protege neurdnios da retina
sobre a toxicidade induzida por glutamato (Ferreira e Paes de Carvalho,
2001).

A modulacdo da transmissdo glutamatérgica pode ser mediada
pelo gradiente da bomba de Na'/K* ATPase, ¢ a subunidade a2 esta
ligada ao GLT-1 para regular o transporte de glutamato nos astrécitos.
Um estudo recente demonstrou que a ativacdo do A,aR diminuiu a
atividade da Na'/K® ATPase seletivamente em astrécitos, inibindo a
captagdo de glutamato. Além disso, foi encontrada uma associagéo fisica
do A;aR com Na'/K" ATPase-a2 em astrocitos, sugerindo que este
acoplamento dos A,aR astrocitarios para a regulacdo do transporte de
glutamato através da modulacio da atividade da Na'/K® ATPase-a2
fornece um novo mecanismo que relaciona a atividade neuronal da
homeostase idnica com o controle da atividade glutamatérgica (Matos et
al., 2013). Esta associacdo entre a atividade neuronal e a transmisséo de
glutamato ja foi descrita por Pellerin e Magistretti (1994) que



90

demonstraram que apos a liberacdo de glutamato neuronal, a captacéo
de glutamato em astrocitos depende da atividade da Na'/K* ATPase,
através da utilizacdo da glicose.

Desde que os transportadores gliais sdo mais eficazes na
captacdo de glutamato extracelular, avaliou-se a possivel alteracdo na
expressdo do GLT -1. Os dados demonstraram que a expressdo de GLT-
1 ndo foi alterada, apontando para uma modulagéo da atividade e ndo da
expressdo destes transportadores de glutamato. Além disso, é importante
ressaltar que ndo se pode excluir totalmente o envolvimento de
transportadores de glutamato neuronais no ensaio de captacdo de
glutamato em fatias de hipocampo, especialmente porque os AR sao
conhecidos por atuar como inibidores pré-sinapticos da liberacdo de
glutamato (Dunwiddie e Masino, 2001). Dados de analise protedmica do
nosso grupo, mostraram uma diminui¢do na expressdo da bomba de
préton ATPase do tipo V, sugerindo uma possivel reducéo do contetdo
vesicular de glutamato ou liberacdo mediada pelo pré-condicionamento
com NMDA (do Amaral e Silva Muller et al., 2013). A diferente acéo a
partir da ativacdo de receptores de adenosina em sitios pré- ou pos-
sinapticos e a possivel modulagdo dos transportadores glial ou neuronais
de glutamato pela adenosina, € uma questdo importante a ser abordada
no futuro.

Em conclusdo, este estudo mostrou que o pré-condicionamento
com NMDA modula afinidade de unido do A;R, sem alterar seus niveis
de proteina. Além disso, a ativacdo do AR reverteu o efeito
antinociceptivo mediado pelo pré-condicionamento com NMDA,
sugerindo que a pos-ativacdo do A;R pode interferir com o pré-
condicionamento. Ainda o pré-condicionamento com NMDA n&o
alterou a funcionalidade do A;R no teste do condicionamento ao medo
contextual, mas parece promover uma dessensibilizagdo de A;aR. E a
ativacdo de ambos A;R e A,aR reverteu 0 aumento da captacdo de
glutamato em fatias de hipocampo, mediado pelo pré-condicionamento
com NMDA. A comunicacdo entre os sistemas glutamatérgico e
adenosinérgico para o efeito do pré-condicionamento com NMDA ainda
apresenta mecanismos a serem desvendados.
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CAPITULO II

Mecanismos e vias de sinalizacao intracelular do pré-condicionamento
com NMDA envolvidos na prevencédo de convulsdes e de morte celular
hipocampal induzidas pelo &cido quinolinico

Este capitulo apresenta os resultados relacionados ao objetivo 3.2.3
desta tese.
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1 MATERIAL E METODOS
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 plasticas
(15 animais por caixa) com &gua e racdo disponiveis. Todos 0s
experimentos foram realizados entre as 9:00 — 16:00 horas, ap6s a
aprovacgdo do protocolo pelo Comité de Etica Institucional local para
Pesquisa Animal (CEUA/UFSC PP0549). Os nossos protocolos para
experimentos com animais sdo projetados de maneira que o animal
tenha 0 minimo de sofrimento possivel.

1.3 Procedimento cirargico

Os animais foram anestesiados com hidrato de cloral (700
mg/kg; i.p.) (10 mL/Kg do animal) e uma canula guia foi implantada
para infusdo intracerebroventricular (i.c.v.) (Schmidt et al, 2000). Em
um estereotaxico, a pele do cranio foi removida e uma canula guia de 27
G/7 mm foi implantada a 1 mm posterior ao bregma, 1 mm a direita da
linha mediana, 1 mm abaixo do ventriculo lateral e fixada com cimento
acrilico.

14 Tratamento com inibidor da via da PI3K

A wortmanina (0,43 pg/sitio, 4pL) um inibidor seletivo para a
via de sinalizacdo intracelular da PI3K, foi infundida através de uma
agulha de 30 G/8 mm e introduzida pela canula guia. O inibidor foi
diluido 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).

15 Pré-condicionamento com NMDA e infusdo do Acido
Quinolinico

Os animais foram pré-tratados com uma dose considerada sub-
toxica e ndo convulsiva de NMDA (75 mg/Kg; i.p.) ou veiculo (salina
0,9%; i.p.). Imediatamente apds a administracdo de NMDA foram
observados por 30 min, para ocorréncia de alguma alteracdo
comportamental (Boeck, et al., 2004).
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Ap0s 24 horas do pré-condicionamento as convuls@es quimicas
foram induzidas pelo acido quinolinico (4 pL, 36,8 nM, i.c.v), através de
uma agulha de 30 G/8 mm, introduzida pela canula guia. Os animais
foram colocados em caixas de acrilico e observados por 10 min para a
ocorréncia de mudangas comportamentais como: corrida involuntéria
(do inglés — wild running), episédio convulsivo ténico ou clénico e
convulsdo tbnico-clénica, que devem ocorrer por pelo menos 5
segundos (Hallak et al, 1993). Uma escala quantitativa para avaliar a
severidade das convulsbes 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 convulsdes de camundongos de acordo com as seguintes expressdes
comportamentais: 0 = sem resposta; 1 = imobilidade — movimentos
faciais, clénus facial; 2 = hipermobilidade; 3 = corrida; 4 = saltos e
quedas; 5 = convulsdo clonica das patas — hipertonia da cauda; 6 =
convulséo clonica — tonica generalizada; 7 = convulsdo ténica e morte.

Os animais pré-tratados com NMDA que ndo apresentaram as
convuls@es foram considerados protegidos. Os animais retornaram para
a sua respectiva caixa e permaneceram por 24 horas para 0S
experimentos de viabilidade celular.

1.6 Ensaio de viabilidade celular
1.6.1  Preparacdo do tecido

Vinte a quatro horas apés a indugdo das convulsdes, 0s animais
foram anestesiados com hidrato de cloral (700 mg/kg; i.p.) e
perfundidos transcardialmente com 0,1 M tampéo fosfato-salina (PBS,
pH 7,4) seguido por 4% de paraformoldeido em 0,1 M de tampéo
fosfato (pH 7,4). Os encéfalos foram removidos e pdés-fixados no
mesmo fixador por 4h. Os tecidos cerebrais foram crioprotegidos por
infiltracdo 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 secBes coronais (40 pum), e em
seguida foram colocadas em placas de seis pogos contendo PBS (1x)
mais azida sodica a 0,1%.

1.6.2  Histoquimica para Fluoro-jade B
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A histoquimica para Fluoro-Jade B foi utilizada como um
indicativo de degeneracdo neuronal. As fatias histologicas foram
imersas em etanol 100 % por 3 min, em seguida, em etanol a 70% por 1
min e agua destilada por 1 min, as fatias foram imersas em solucéo de
permanganato de potdssio 0,06% durante 15 min sob agitacdo, em
seguida foram lavadas com agua destilada por 1 min. A coloragdo foi
realizada através da solugdo de Fluoro-Jade B (10 mL de 0,01% da
solucdo aquosa de Fluoro-Jade B para 90 mL de acido acético 0,1% em
agua destilada) durante 30 min. Apds a coloracdo, as fatias foram
lavadas trés vezes com agua destilada. O excesso de agua foi retirado, e
as laminas foram imersas em xilol e as laminulas foram colocadas
utilizando DPX (Aldrich Chem. Co., Milwaukee, WI) como meio de
montagem. As fatias foram visualizadas em um microscépio de
epifluorescéncia (Olympus - Modelo BX41) utilizando um sistema de
filtro com rodamina, com objetiva de 20x para a visualizacdo
fluorescente no hipocampo de camundongos. Imagens digitais do
hipocampo total e da regido CA1 do hipocampo foram obtidas por meio
de uma camera acoplada ao microscépio. A fluorescéncia foi analisada
pela densitometria em uma magnificacdo de 40x pelo programa
computacional Image J® 1.36 (National Institute of Health,USA).

1.7 Imunodetecgdo de proteinas
1.7.1  Preparacdo das amostras

A wortmanina (0,43pg/sitio, 4pL) foi administrada 15 min
antes do pré-condicionamento com NMDA (75 mg/Kg, i.p.) ou veiculo
(salina 0,9%, i.p.) e ap6s 24 h os animais foram mortos por decaptagdo e
0s hipocampos rapidamente removidos e colocados em nitrogénio
liquido e guardados a -80° C até o dia da preparacdo das amostras.
Durante a disseca¢do os hipocampos foram mantidos em tampéo Krebs-
Ringer bicarbonato (KRB = NaCl 122 mM; KCI 3 mM; CaCl, 1,3 mM;
MgSQO, 1,2 mM; KH,PO,4 0,4 mM; NaHCO3; 25 mM; D-glicose 10 mM)
gelado e gaseificado com carbogénio (95% O, - 5% CO,) para atingir o
pH 7,4. As amostras foram homogeneizados mecanicamente em 400 pL
de Tris 50 mM pH 7,0, EDTA 1 mM, NaF 100 mM, PMSF 0,1 mM,
NazVO, 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 diluidos 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 as amostras as seguintes solucdes: glicerol a 40%,
Tris 100 mM, azul de bromofenol, pH 6,8 na proporc¢édo de 25:100 (v/v)
e B mercaptoetanol (concentragao final de 8%) (Oliveira, et al., 2008).

1.7.2  Dosagem de proteinas

A dosagem de proteinas foi realizada por método de Peterson
(1977). Albumina Bovina Sérica (BSA) (Sigma) foi utilizada como
padrdo.

1.7.3  Separacdo de proteinas

As proteinas (60 ug/poco) foram separadas por SDS-PAGE
(eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS), utilizando gel de
separacdo de poliacrilamida com concentracdo de 10%, e gel de entrada
4% (Bunn et al., 1995). A eletroforese foi realizada com corrente fixa de
40 mA e voltagem maxima de 140 mV (para 2 géis) durante
aproximadamente 2 horas. Apés a corrida, os géis foram submetidos a
eletrotransferéncia.

1.7.4  Eletrotransferéncia e imunodetec¢do

As proteinas foram transferidas do gel de eletroforese para uma
membrana de nitrocelulose (poro 0,45 um) (1,5 horas a 4°C, 350 mA).
Apos a eletrotransferéncia, as membranas foram blogueadas 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
especificos anti-fosfoAkt e anti-Akt total (Millipore, diluicdo 1:1000),
anti-fosfoGSK-3B e anti-GSK-3p total (Millipore, diluigdo 1:1000),
anti-fosfoERK1/2 (Millipore, diluicdo 1:40000) e anti-ERK1/2 total
(Millipore, diluicdo 1:2000), anti-fosfop38 (Millipore, diluigdo 1:1000)
e anti-p38 total (Millipore, diluicdo 1:10000) anti-beta actina (Cell
Signalling, diluicdo 1:1000). Para a detecgdo dos complexos imunes, as
membranas foram incubadas por 1 hora com anticorpo secundario
(ligado a peroxidase) anti-rabbit (Millipore, diluicdo 1:5000) ou anti-
mouse (Millipore, diluicdo 1:5000) e ap6s lavagens, foram reveladas em
filme autoradiografico apds a emissdo de quimioluminescéncia induzida
por reagentes adicionados a membrana de nitrocelulose (Kit ECL), de
acordo com as recomendaces do fabricante, e impressao de imagem em
filme auto-radiografico. As imagens foram digitalizadas para
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guantificacdo densitométrica das bandas proteicas dos complexos
imunes (software Scion Image, Beta 4.0.2; Scion Corporation,
Frederick, MD).

1.8 Analise estatistica

A incidéncia de convulsGes foi analizada pelo teste exato de
Fisher (p<0,05). As demais andlises estatisticas foram realizadas com a
analise de variancia de uma via (ANOVA), seguidas pelo de Tukey
quando apropriado. As diferencas foram consideradas significativas em
> 95% de confianca em todos os testes.
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2 RESULTADOS

Como previamente descrito, a administragdo de AQ (36, 8
nmol, i.c.v.) induz convulsdo 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 convuls@es induzidas por AQ em
aproximadamente 53,3% dos animais. Analisando as vias de sinaliza¢do
envolvidas no efeito protetor do pré-condicionamento com NMDA,
observou-se que a inibicdo da via de sinalizacdo da PI3K/Akt, pelo
inibidor wortmanina (0,43 pg/sitio, 4upL), bloqueia o efeito
anticonvulsivante desencadeado pelo pré-condicionamento com NMDA
(de Araudjo Herculano et al., 2011) (Fig. 1A).

De acordo com a presenca ou ndo de crises tbnico-clénicas em
resposta a infusdo de AQ, os camundongos pré-condicionados com
NMDA foram considerados protegidos (NMDA+AQ camundongos que
ndo convulsionaram, grupo NMDA+AQnc) ou ndo protegidos
(NMDA+AQ camundongos que convulsionaram, grupo NMDA+AQC).
Os resultados demonstraram que 0s animais tratados com AQ,
NMDA+AQ e  WorttNMDA+AQ  apresentaram  alteracGes
comportamentais como: corrida, salto e queda, convulsdo clénica das
patas, convulsdo clénica — tonica, seguido ou ndo por morte. Os animais
pré-condicionados com NMDA considerados protegidos
(NMDA+AQnc) apresentaram um perfil muito abaixo na escala de
severidade em comparagdo aos grupos AQ, NMDA+AQc e
Wort+NMDA+AQ, ndo demonstrando alteragbes na analise
comportamental, como convulsdo cl6nica ou convulsdo cldnica — ténica
(Fig 1B).

A B

99 919 99

=
Q
=}

~
a
*

N
al

0/9

% de animais com convulséo
u
o
Escala de severidade
o B N w b a0 N

[=}



99

Figura 1: Efeito do pré-condicionamento com NMDA e a inibi¢do da via PI3K, na
incidéncia de convulsdes induzidas por AQ e na escala de severidade. Os animais
foram tratados com veiculo (salina 0,9% - grupo controle) ou NMDA (75 mg/kg, i.p.) 24
h antes da infusdo de AQ (36,8nM, i.c.v) e foram observados por 10 min para a
ocorréncia de convulsdes. Os animais receberam wortmanina (Wort) (0,43 pag/sitio,
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 infusdo de AQ (Wort+AQ). (A) Representa a
porcentagem de animais com convulsfes induzidas por AQ. O nimero de animais por
grupo esté indicado acima das barras. * representa diferenca em relacéo a todos os grupos
(P <0,05), de acordo com teste exato de Fisher. (B) Escala de severidade VVandresen-Filho
para quantificacdo das convulsdes induzidas por AQ, em animais pré-condicionados com
NMDA. Barras pretas representam animais com convulséo, barra cinza — animais com ou
sem convulsdo e barra branca — animais que ndo convulsionam. Valores estdo expressos
como média £ EPM (n=9). *** P <0,001 comparado aos demais grupos. (ANOVA de
uma via, seguido por Tukey).

A deteccdo de degeneracdo neuronal € importante para a
compreensdo de doengas neurodegenerativas e para avaliacdo de drogas
neuroprotetoras (Schmued et al., 2005). A fim de avaliar se a
administragdo i.c.v de AQ induz degeneracdo neuronal foi realizada a
andlise histologica 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 optica para a
marcacdo com Fluoro- jade B nos grupos AQ e NMDA+AQc, enquanto
gue os animais pré-tratados com NMDA e considerados protegidos das
convulsGes (NMDA+AQnNC) e os animais que receberam o inibidor da
PI3K (wortmanina, 0,43ug/sitio, 4uL, i.c.v) apresentaram uma reducgdo
na densidade dptica para a marcagdo com Fluoro- jade B. Os mesmos
resultados foram observados para a contagem de neurdnios na regido
CA1 do hipocampo (Fig 2B e 2C). Portanto, a inibi¢do da via da PI3K é
efetiva em abolir o efeito protetor do pré-condicionamento sobre a
indugdo de convulsdes por AQ, mas ndo interfere com a protecdo
neuronal promovida pelo pré-condicionamento com NMDA.
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Figura 2: Efeito do pré-condicionamento com NMDA e a inibicdo da via PI3K, na
degeneragdo neuronal induzida pelo AQ. Os animais foram tratados com veiculo
(salina 0,9% - grupo controle) ou NMDA (75 mg/kg, i.p.) 24 h antes da infusdo de AQ
(36,8nM, i.c.v) e foram observados por 10 min para a ocorréncia de convulsdes. Os
animais receberam wortmanina (Wort) (0,43 pg/sitio, 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 infusdo de AQ (Wort+AQ). 24 h ap6s a indugdo das convulsdes os animais
foram perfundidos para posterior preparacao histologica do tecido e realizado a detecgdo
de degeneracao neuronal por Fluoro — jade B. (A) O grafico representa a densidade Optica
de células marcadas para Fluoro - jadeB. (B) Figuras representativas para a marcagdo
com Fluoro-jade B na regido CAL do hipocampo (magnificacdo de 40x). (C) Representa
0 numero de células positivas para Fluoro-jade B na regido CA1 do hipocampo. Barras
pretas representam os animais que apresentaram comportamento convulsivo e barras
brancas — os animais que ndo convulsionaram. NMDA + AQc indica os animais que
apresentaram comportamento convulsivo e NMDA + AQnc indica os animais que ndo
convulsionaram. Valores estdo expressos como média + EPM de (n=8). * P <0,05
comparado com todos 0s grupos.

Para estudar o envolvimento de vias de sinalizacdo celular
especificas no mecanismo neuroprotetor do pré-condicionamento
guimico mediado por NMDA, realizou-se a imunodetec¢do da proteina
Akt, em sua isoforma fosforilada (ativa) e o conteldo total desta
proteina. 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, 0,43ug/sitio, 4L, i.c.v), ap6s 15 min foram pré-
condicionados com NMDA (75 mg/kg, i.p.), apos 24 h foram infundidos
com AQ (36,8nM, i.c.v) e 24 h apds foram mortos e 0s hipocampos
dissecados para imunodetecgdo de proteina. Considerando que este é o
periodo onde se identifica a morte neuronal induzida por AQ, a
avaliacdo da participacdo das vias de sinalizacdo celular foi realizada 48
h apds o pré-condicionamento com NMDA.. Os dados demonstraram
gue ndo houve alteragdo nos niveis da proteina Akt tanto no seu estado
fosforilado quanto o contetido total em nenhum dos grupos (Fig. 3).
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Figura 3: Imunodeteccdo da proteina Akt fosforilada e total no hipocampo de
camundongos pré-condicionados com NMDA. Os animais foram pré-tratados com
wortmanina (0,43ug/sitio, 4pL, i.c.v), apos 15 min foram pré-condicionados com NMDA
(75 mg/kg, i.p.) ou veiculo (salina 0,9%, i.p.), 24 h depois foram infundidos com AQ
(36,8 nM, i.c.v) e 24 h ap6s os hipocampos foram dissecados e as amostras foram
preparadas para a imunodetec¢do dos niveis de Akt fosorilada e total. Barras pretas
representam os animais que apresentaram comportamento convulsivo e barras brancas —
0s animais que ndo convulsionaram. NMDA + AQc indica 0s animais que apresentaram
comportamento convulsivo e NMDA + AQnc indica os animais que ndo convulsionaram.
O grafico representa a razdo entre p-Akt e T-Akt, a densidade Optica das bandas foi
detectada conforme descrito nos procedimentos experimentais. Os dados sdo expressos
como a média + EPM (n=6).
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Uma vez que ndo foram observadas alteracfes nos niveis da
proteina Akt no tempo de 48 h ap6s o pré-condicionamento com
NMDA, optou-se por analizar a participacao desta proteina, bem como a
comunicacao desta via (do inglés — crosstalk) com outras proteinas que
participam de mecanismos de protecdo ou morte celular, tais como:
GSK-3p, ERK1/2 e p38M*"K em suas isoformas fosforiladas (ativadas,
ou inibidas no caso da GSK-3p) e o conteudo total destas proteinas, na
janela de protecédo induzida pelo pré-condicionamento com NMDA (24
h).

Os resultados demonstraram que mesmo quando analisada 24 h
apos o pré-condicionamento com NMDA, a proteina Akt ndo apresentou
alteracdo nas suas isoformas fosforilada ou total. A proteina GSK-38,
um alvo da Akt, também foi analisada e ndo demonstrou alteragdo nas
suas isoformas fosforilada ou total 24 h apds o pré-condicionamento
com NMDA (Fig. 4A e 4B).
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Figura 4: Imunodetec¢io das proteinas Akt e GSK3p fosforilada e total no
hipocampo de camundongos pré-condicionados com NMDA. Os animais foram pré-
tratados com wortmanina (0,43pg/sitio, 4uL, i.c.v), apés 15 min foram pré-condicionados
com NMDA (75 mg/kg, i.p.) ou veiculo (salina 0,9%, i.p.), € 24 h apds os hipocampos
foram dissecados e as amostras foram preparadas para a imunodeteccao dos niveis de Akt
e GSK-3p fosorilada e total. (A) O gréafico representa a razao entre p-Akt e T-Akt, a
densidade Optica das bandas foi detectada conforme descrito nos procedimentos
experimentais. Os dados sdo expressos como a média + EPM (n=6). (B) O grafico
representa a razdo entre p-GSK-3B e T-GSK-3pB, a densidade Optica das bandas foi
detectada conforme descrito nos procedimentos experimentais. Os dados sdo expressos
como a média + EPM (n=6).

Estd bem descrito na literatura que a sinalizacdo 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 ativacdo ou inativacdo destas proteinas podem ocorrer em
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periodos de minutos ou horas. J& foi demonstrado que o inibidor seletivo
para MEK, o PD98059, também blogueia a protecdo mediada pelo pré-
condicionamento com NMDA contra as convulsdes induzidas por AQ,
sugerindo a participacdo da via das MAPKSs no mecanismo de protecéo
do pré-condicionamento (de Aradjo Herculano et al., 2011). Por este
motivo, utilizando um inibidor da PI3K, foram observados os niveis de
fosforilacdo e contelido total das MAPKs: ERK1/2 e p38M*"¢. Os
resultados para a imunodetec¢do demonstraram que tanto o bloqueio da
sinalizacdo pela PI3K, como o pré-condicionamento com NMDA néo
alteraram os niveis destas proteinas na isoforma fosorilada e o contetdo
total (Fig 5A, 5B e 5C).
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Figura 5: : Imunodeteccdo das proteinas ERK1/2 e p38M4"¥ fosforilada e total no
hipocampo de camundongos pré-condicionados com NMDA. Os animais foram pré-
tratados com wortmanina (0,43pg/sitio, 4uL, i.c.v), ap6s 15 min foram pré-condicionados
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com NMDA (75 mg/kg, i.p.) ou veiculo (salina 0,9%, i.p.), € 24 h apds os hipocampos
foram dissecados, e as amostras para a imunodeteccdo dos niveis de Akt e GSK-38
fosorilada e total foram preparadas. (A) O gréafico representa a razdo entre p-ERK1/2 e
T-ERK1/2, a densidade &ptica das bandas foi detectada conforme descrito nos
procedimentos experimentais. Os dados sdo expressos como a média + EPM (n=6). (B) O
grafico representa a razao entre p- p38™*°¥ e T- p38M*PK a densidade 6ptica das bandas
foi detectada conforme descrito nos procedimentos experimentais. Os dados sdo
expressos como a média + EPM (n=6).

3 DISCUSSAO

O pré-condicionamento representa uma resposta adaptativa
capaz de preparar o tecido cerebral para a protegdo contra danos futuros
(Shpargel et al., 2008). Portanto a elucidacdo das vias de sobrevivéncia
envolvidas neste processo de neuroprotecdo € um importante
mecanismo a ser estudado. Sabe-se que um dos importantes mediadores
envolvidos na neuroprotecdo induzida pelo receptor NMDA € a via da
PI3K (Soriano et al., 2006). De acordo com de Araljo Herculano e
colaboradores (2011), a utilizagdo do inibidor seletivo para a PI3K, a
wortmanina, bloqueia completamente o efeito protetor mediado pelo
pré-condicionamento com NMDA contra convulsdes 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 blogueia
completamente a prevencdo de inducdo de convulsdes induzidas pelo
AQ. Por esta razdo, a participacdo da via da PI3K foi inicialmente
avaliada sobre a sobrevida neuronal e na fosforilacdo de proteinas alvo
da via PI3K.

Os dados do presente estudo confirmam que a inibicéo da PI3K
pela wortmanina, blogueia o efeito protetor do pré-condicionamento
com NMDA frente as convulsGes induzidas por AQ. Por outro lado,
nossos dados também demonstram que a inibicéo desta via é ineficaz em
bloguear a prevencdo de morte celular hipocampal causada pelo pré-
condicionamento. Um estudo anterior demonstrou que o bloqueio do
receptor A; de adenosina pelo antagonista CPT, também foi capaz de
bloguear a protecdo mediada pelo pré-condicionamento com NMDA
frente a inducdo de convulsdes pelo AQ, mas ndo bloqueou a protecdo
observada na morte celular (Boeck et al., 2004). Nosso grupo j& mostrou
gue o pré-condicionamento com NMDA promove um aumento da
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excitabilidade neuronal, medida através de registro
eletroencefalografico, em animais que ndo manifestam comportamento
convulsivo. Estes resultados sugerem que o aumento da atividade
elétrica diminui a probabilidade de os animais exibirem comportamento
convulsivo apds a infusdo 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 inibi¢do desta via ndo interfere com os
mecanismos mais tardios de protecdo celular, confirmando que devem
existir diferentes mecanismos relacionados a aquisicdo de protecdo
comportamental ou tecidual.

Um estudo realizado em um modelo de isquemia que produz
morte neuronal tardia em neur6nios piramidais da regido CAl do
hipocampo, demonstrou que a isquemia cerebral ndo apenas inicia um
processo de morte celular, mas também ativa fatores de sobrevivéncia
celular. A liberacdo de citocromo c e ativacdo de proteases como a
caspase — 3 depois de 36 h de reperfusdo pode superar a ativacao inicial
de fatores de sobrevivéncia como a Akt ap6s isquemia e resultar em
morte celular tardia. Este mesmo estudo mostrou que ha um aumento da
fosforilacdo da Akt no sitio para serina-473 no hipocampo, durante as
primeiras 24 h, mas ndo apés 48 h de reperfusdo (Ouyang et al., 1999).
Estes achados estdo de acordo com a diferenga observada no efeito da
wortmanina em bloquear a protecdo mediada pelo pré-condicionamento
com NMDA contra as convulsGes induzidas por AQ, mas ndo afetar o
efeito neuroprotetor do pré-condicionamento com NMDA frente a morte
neuronal.

Estas evidéncias corroboram com os dados descritos no
presente trabalho, demonstrado que tanto a infusdo de AQ quanto o pré-
condicionamento com NMDA ndo alteraram os niveis de fosforilacdo da
Akt ap6s 48 h. Ressaltando que o inibidor da PI3K foi administrado 15
min antes do pré-condicionamento com NMDA e 24 h ap6s 0s animais
foram infundidos com AQ e observada a incidéncia de convulsdes,
enquanto que a morte celular foi observada 24 h apds o tratamento com
AQ, ou seja, 48 h ap6s o bloqueio da PI3K e o pré-condicionamento
com NMDA. Também j4 foi demonstrado que a wortmanina atenuou a
formacdo de superdxido e a morte celular em cultura de neurdnios
corticais, no entanto, bloqueou outras respostas da ativagao do receptor
NMDA, como o aumento de Ca®" intracelular, despolarizagio
mitocondrial, ou inchaco celular (Brennan-Minnella et al., 2013).

Em contradicdo ao trabalho de Ouyang e colaboradores (1999),
ndo foram observadas altera¢bes nos niveis de fosforilagdo da Akt, 24 h
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ap6s o bloqueio da PI3K e pré-condicionamento com NMDA. A
proteina GSK-3f, um alvo da Akt, também n3o demonstrou alteragdo
nos niveis de fosforilagdo, 24 h apds o pré-condicionamento com
NMDA, bem como as MAPKs ERK 1/2 e p38MA7K,

Um recente estudo in vivo, confirmou que a neuroprote¢do
induzida pelo pré-condicionamento com dexmedetomidina, em um
modelo de isquemia cerebral, é mediada pela ativacdo da PI3K/Akt e
ERK1/2, bem como a fosforilagdo da GSK-3p apds 24 h de reperfusdo
(Zhu et al., 2013). No entanto, este efeito ndo foi observado com o pré-
condicionamento com NMDA.

Considerando que a participacdo destas vias de sinalizacdo na
protecdo contra convulsdes induzidas por AQ ja foi observada, sugere-se
gue a neuroprotecdo pelo pré-condicionamento com NMDA também
poderia ativar estas vias de sinalizagdo (PI3K/Akt e MAPK/ERK 1/2),
no entanto, é possivel que isto ocorra em periodos de tempo mais curtos
(minutos ou horas) ap6s o pré-condicionamento. Ou ainda, a via da
PI3K poderia atuar sobre o pré-condicionamento com NMDA, através
de outros alvos que ndo foram avaliados neste estudo. Desta forma, os
resultados confirmam que a via da PI3K participa dos mecanismos de
protecdo induzido pelo pré-condicionamento com NMDA contra
convulsdes induzidas por AQ. Em relacdo aos mecanismos envolvidos
na protecdo celular, necessita-se de mais estudos para verificar o tempo
de fosforilagdo das proteinas envolvidas.
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CAPITULO 111

Efeito do pré-condicionamento com NMDA sobre a toxicidade induzida
por acido quinolinico e glutamato em cultura primaria de neurdnios e
em fatias hipocampais

Este capitulo apresenta os resultados relacionados ao objetivo 3.2.4
desta tese.
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1 MATERIAL E METODOS

1.1 Andlise do pré-condicionamento com NMDA contra a
toxicidade induzida por acido quinolinico em cultura primaria de
neurdnios hipocampais

1.1.1  Preparacdo de cultura primaria de neurénios hipocampais

As culturas primarias de neurbnios hipocampais foram
preparadas a partir de ratos Wistar de 0 a 3 dias, conforme descrito por
Nunez (2008), com algumas modificacdes. Apos a decapitacdo dos ratos
neonatos, os cérebros foram removidos e transferidos para uma placa de
Petri contendo uma solucdo estéril de tampdo de Hank (HBSS) 1x
contendo 0,5% de glicose a 37°C. Com o auxilio de uma lupa, 0s
hipocampos foram dissecados, as meninges foram retiradas e o tecido
foi dissociado por tripsinizacdo (0,1% de tripsina (w/v), 37°C, 10 min) e
mecanicamente com pipetas Pasteur de pontas flambadas. Em seguida,
as celulas foram colocadas em um tubo Falcon com uma solucdo
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 a temperatura ambiente. Apds remocéo do sobrenadante,
as células foram ressuspendidas em meio DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle's Medium) ndo 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. Ap6s quantificacdo em
camara de Neubauer, as células foram plaqueadas na densidade de
100.000 células/pogo em q.s.p. 500 uL de meio por pogo. O
plaqueamento foi feito em placas de 24 pogos previamente tratadas com
solucdo de poli-L-lisina a 10 pg/mL. As culturas foram mantidas a
37°C, em estufa contendo 5% CO,/95% ar atmosférico, pelo periodo de
21 dias in vitro (DIV). Depois do periodo 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
celulas ndo neuronais foi inibido através da adicdo de 5 pM de citosina
arabinofuranoside (AraC) no 3°, 10° e 17° DIV e o meio foi mantido
sem qualquer alteragdo durante o periodo 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 periodo de exposi¢do em que 0 AQ é capaz de ocasionar
dano neuronal. As culturas primarias de neur6nios hipocampais com 21
DIV, foram expostas por 15 min, 30 min ou 1 hora ao AQ (500 uM),
seguida pelo protocolo de avaliacdo de morte celular.

Para induzir o pré-condicionamento com NMDA as células
foram expostas por 5 min a uma concentracdo de 50 pM de
NMDA/10uM 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 reexposicdo ao meio de crescimento.
Apdbs 24 horas as culturas foram expostas por 30 min ou 1 hora a uma
concentracdo de 500 pM de AQ para inducdo da toxicidade. A
exposicdo foi interrompida através de lavagem das células com PBS 1x,
seguido pelo protocolo de viabilidade celular ou producdo de espécies
reativas (ER).

1.1.3  Avaliacdo de morte celular

A morte neuronal foi determinada através da incorporacdo de
iodeto de propidio. O iodeto € um composto capaz de intercalar-se a
molécula de DNA (corante de acidos nucléicos), gerando fluorescéncia
frente & luz UV, produzindo fluorescéncia vermelha, quando excitado a
495 nm. O iodeto de propidio ndo penetra na membrana de células
vidveis, sendo um método eficiente para detec¢do da integridade de
membrana e um bom indicativo de morte celular por necrose quando a
membrana da célula é rompida apds algum dano (Macklis e Madison,
1990).

Para isso as células foram expostas ao iodeto de propidio (80
pg/ml) por 5 min, a 37 °C e em seguida lavadas com PBS 1x para
analise no microscépio invertido (Olympus 1X 71), utilizando filtro de
rodamina (Ciruela, et al., 2001). As figuras representativas foram tiradas
com uma camera Olympus C5060, e a quantificacdo realizada pela
contagem do nimero de células marcadas com iodeto de propidio.

1.1.4  Geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs)

Para medir a geracdo de EROs neuronal, foi utilizada uma
sonda molecular H,DCFDA (Ha et al., 1997). Os neurbnios foram
expostos a 10 pM H,DCFDA por 20 min. O H,DCFDA se difunde
através da membrana da célula e é hidrolisado por esterases
intracelulares para a  forma  ndo  fluorescente, 2°,7’-
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diclorodihidrofluoresceina (DCFH). DCFH reage com H,0, intracelular
e forma 2°,7°- diclorofluoresceina (DCF), um corante fluorescente
verde. A fluorescéncia foi quantificada em um leitor de microplacas
(Infinite M200 — Tecan). Os comprimentos de onda de excitagdo e
emissdo foram de 485 e 520 nm, respectivamente (Egea et al., 2007).

1.2 Avaliacdo in vitro do pré-condicionamento com NMDA
contra a toxicidade induzida por glutamato

1.2.1  Preparacdo de fatias hipocampais

Camundongos albinos Swiss machos, adultos (30-40 g), foram
mortos por decapitacdo e os hipocampos foram rapidamente removidos
e mantidos em tampdo Krebs-Ringer bicarbonato (KRB = NaCl 122
mM; KCI 3 mM; CaCl, 1,3 mM; MgSO, 1,2 mM; KH,PO, 0,4 mM;
NaHCO; 25 mM; D-glicose 10 mM) gelado e gaseificado com
carbogénio (95% O, - 5% CO,) para atingir o pH 7,4. As fatias (0,4 mm
de espessura) foram obtidas utilizando-se um fatiador de tecidos
Mcllwain e foram pré-incubadas em tampio KRB por 30 min a 37 °C,
sendo gaseificadas com carbogénio (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
incubacdo das fatias de hipocampo por 5 min, 30 min, 1 hora ou 2 horas
com 50 pM NMDA/10uM glicina em tampdo KRB (Dai et al., 2010).
Apbs a curva de tempo de pré-condicionamento, 0 meio contendo
NMDA foi retirado e realizado o protocolo de inducéo de toxicidade por
glutamato.

Quinze minutos antes da inducéo do pré-condicionamento com
NMDA, as fatias foram incubadas com inibidor seletivo do receptor A;
de adenosina, 0 DPCPX (250 nM) ou com o bloqueador dos canais de
potassio de alta condutancia ativados por célcio (BKc,), a Iberiotoxina
(10 nM).

1.2.3 Inducdo da toxicidade induzida por glutamato em fatias
hipocampais

O dano celular excitotoxico foi induzido através da incubago
das fatias de hipocampo por 1 hora com glutamato (10mM) (Molz et al.,
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2008) em tampdo KRB. Apo6s este periodo, o meio foi retirado e
substituido 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 pg/mL de gentamicina e as fatias incubadas por mais 4 horas.
Apos esse periodo, a viabilidade celular das fatias foi avaliada pelo
método de reducdo do MTT (brometo de 3-[4,5-Dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difenil-tetrazélio = Thiazolyl blue).

1.2.4 Ensaio da viabilidade celular

Ao final do experimento de inducdo da toxicidade
glutamatérgica, a viabilidade celular foi avaliada pela reducdo do MTT.
O MTT € um sal de tetrazolium soltvel em agua, que é convertido a um
formazam puarpura insolGvel apo6s clivagem do anel de tetrazélio por
desidrogenases mitocondriais (Jacobsson e Fowler, 1999). Apds o
periodo de exposicdo ao glutamato, o meio foi substituido por uma
solucdo de 0,5 mg/mL de MTT (em 200 pL) e as fatias hipocampais e
corticais foram incubadas a 37 °C por 30 minutos. Esta solugdo foi
descartada e o sal de formazam reduzido nas fatias cerebrais foi
solubilizado pela adicdo do mesmo volume de dimetil-sulféxido
(DMSO). A viabilidade celular foi proporcional a leitura da absorbancia
medida em leitor de Elisa (550 nm).

1.3 Analise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas com a andlise de
variancia de uma via (ANOVA) seguidas pelo teste de Tukey quando
apropriado para as analises de viabilidade celular e producdo de EROs
em cultura primaria de neurdnios hipocampais, e para a avaliacdo in
vitro em fatias hipocampais. As diferencas foram consideradas
significativas em > 95% de confian¢a em todos os testes.
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A fim de observar o efeito do pré-condicionamento com
NMDA frente a toxicidade induzida por AQ em cultura primaria de
neurbnios hipocampais, foi avaliada a morte neuronal através da
incorporacao de iodeto de propideo.

As culturas primarias de neurbnios hipocampais foram expostas
por 15 min, 30 min ou 1 hora ao AQ (500 uM), seguida pelo protocolo
de avaliacdo de morte celular. O tratamento com AQ induz morte
neuronal caracterizada pelo aumento do numero de células positivas
para iodeto de propideo nos tempos de 30 min e 1 hora (Fig. 1).
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Figura 1: Curva de tempo para a toxicidade induzida por AQ em cultura primaria
de neurdnios hipocampais. As culturas primarias de neurdnios hipocampaiscom 21
DIV, foram expostas a uma concentra¢do de 500 uM de AQ por 15 min, 30 min ou 1
hora. A exposicdo foi interrompida através da lavagem das células com PBS 1x, seguido
pelo protocolo de avaliagdo de morte celular. Figuras representativas para células
marcadas com iodeto de propideo e o gréafico representa o nimero de células positivas
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para a incorporacdo com iodeto de propideo (IP) (magnificacdo 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 a toxicidade induzida por AQ em cultura priméria de
neurdnios hipocampais foi avaliado nos mesmos periodos. Para isso as
células foram expostas por 5 min a uma concentracdo de 50 UM de
NMDA/10uM de glicina e apds 24 horas as culturas foram expostas por
30 min ou 1 hora a uma concentracdo de 500 uM de AQ para indugéo da
toxicidade.

O pré-condicionamento com NMDA previne a morte celular
induzida por AQ no periodo de 30 min. O mesmo efeito ndo foi
observado para o periodo de exposicdo ao AQ por 1 hora (Fig. 2A e
2B).
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Figura 2: Analise do pré-condicionamento com NMDA contra a toxicidade induzida
por AQ em cultura priméaria de neurdnios hipocampais. As culturas primarias de
neurdnios hipocampais foram expostas por 5 min a uma concentragdo de 50 uM de
NMDA/10uM de glicina. Ap6s 24 horas as culturas foram expostas por 30 min (A) ou 1
hora (B) a uma concentragdo de 500 pM de AQ para inducéo da toxicidade. A exposic¢do
foi interrompida lavagem das células com PBS 1x, seguido pelo protocolo de avaliagdo
de morte celular. Figuras representativas para células marcadas com iodeto de propideo e
o grafico representa o nimero de células positivas para a incorporagdo com iodeto de
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propideo (IP) (magnificacdo 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 0s
neurdnios da morte celular promovida por AQ em cultura primaria de
neurdnios hipocampais, e sabendo que o AQ induz geracdo de EROs,
avaliou-se a geracdo de EROs pela emissdo de fluorescéncia da sonda
H,DCFDA. A exposicdo ao AQ no periodo de 30 min demonstrou um
aumento na emissao de fluorescéncia do H,DCFDA, indicando aumento
na geracdo de EROs. Observou-se que o pré-condicionamento com
NMDA ndo preveniu o aumento de EROs nos neurdnios hipocampais
(Fig. 3). Demonstrando que o efeito neuroprotetor do pré-
condicionamento com NMDA independe do bloqueio da produgdo de
EROs.
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Figura 3: Efeito do pré-condicionamento com NMDA contra a toxicidade induzida
por AQ em cultura primaria de neur6nios hipocampais na geragdo de EROs. As
culturas primarias de neurbnios hipocampais foram expostas por 5 min a uma
concentragdo de 50 uM de NMDA/10uM de glicina. Ap6s 24 horas as culturas foram
expostas por 30 min a uma concentragdo de 500 uM de AQ para inducdo da toxicidade.
A exposi¢do foi interrompida pela lavagem das células com PBS 1x, seguido pelo
protocolo de avaliagdo de producdo de EROs. O grafico representa a geracdo de ER
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quantificada por unidades relativas de fluorescéncia do H,DCFDA. Figuras
representativas para células marcadas com H,DCFDA (magnificacdo de 40x). Os dados
representam a média £ EPM *** P <0,001 comparado com 0s grupos controle e NMDA,
(n = 4) (ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey).

Técnicas in vitro utilizando fatias derivadas de diferentes
regides do cérebro, sdo importantes ferramentas para o estudo dos
mecanismos de neuroprotecdo e neurotoxicidade. As fatias de tecido
apresentam vantagens em relacdo a outros modelos in vitro pelo fato de
gue mantém a citoarquitetura do tecido de origem, visto que preservam
as interacfes neurdnio-glia (Gahwiler 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
UM/10uM glicina) nos periodos de 5 min, 30 min e 1 hora néo foi capaz
de induzir pré-condicionamento em fatias de hipocampo expostas a
toxicidade induzida por glutamato (10 mM). Porém a incubacdo das
fatias com NMDA (50 puM/10uM glicina) por 2 horas foi capaz de
promover uma tolerancia 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: Avaliagdo 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 uM/10uM glicina) por 5
min, 30 min, 1 hora ou 2 horas. A toxicidade foi induzida por glutamato (10 mM) em
KRB por 1 hora, apés esse periodo 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 reducdo do MTT (0,5 mg/mL) que foi incubado por 20 minutos a 37° 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 a toxicidade glutamatérgica foi demonstrado no
tempo de incubagdo de 2 horas com NMDA, este protocolo de
incubagdo foi o escolhido para a realizagdo dos experimentos
subsequentes.

Embora os mecanismos envolvidos no pré-condicionamento
com NMDA nédo estejam completamente elucidados, sabe-se que a
neuroprotecdo mediada pelo NMDA ¢ dependente da ativacdo dos
receptores A; de adenosina, visto que o blogueio destes receptores por
seus antagonistas seletivos bloqueou o efeito do pré-condicionamento
com NMDA (Boeck et al., 2004). A ativacdo dos canais de potassio de
alta condutancia ativados por calcio (BKc,) também tem sido
reconhecida como um alvo para a indugdo do pré-condicionamento
quimico. O ativador sintético dos canais BKc,, 0 NS1619, é capaz de
induzir a despolarizagdo da mitocondria e aumentar a producdo de
EROs, promovendo o pré-condicionamento em culturas de neurdnios
corticais. No entanto, o mecanismo de neuroprotecdo parece ser
independente de uma ativacao direta destes canais de BKc, (revisado em
Constantino et al., 2014).

Apoiado nestas evidéncias, o antagonista do receptor A; de
adenosina, DPCPX (250 nM) (Dal-Cim et al., 2013) e o bloqueador
seletivo do canal BKc,, Iberiotoxina (10 nM) (Levin e Godukhin,
2009),foram utilizados 15 min antes do pré-condicionamento com
NMDA, para avaliar a participacdo do receptor A; e do canal de BKc,
no efeito neuroprotetor do pré-condicionamento no modelo de
toxicidade glutamatérgica em fatias de hipocampo. O pré-
condicionamento com NMDA (50 pM/10uM de glicina) por 2 horas
previne a perda de viabilidade celular induzida pela toxicidade
glutamatérgica. A incubacdo 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 & toxicidade
induzida por glutamato (Fig. 3A e 3B). Estes resultados confirmam que
0 receptor A; de adenosina participa dos mecanismos envolvidos na
protecdo desencadeada pelo pré-condicionamento com NMDA e
sugerindo um possivel envolvimento dos canais BK, neste efeito.
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Figura 5: Estudo da participacdo do receptor A; de adenosina e do canal de K* no
pré-condicionamento com NMDA frente a toxicidade induzida por glutamato. As
fatias de hipocampo foram mantidas em KRB (controle) por 30min, em seguida
incubadas com DPCPX (250 nM) (A) ou lberiotoxina (10 nM) (B), 15min depois foi
adicionado NMDA (50 pM/10uM de glicina) por 2 horas. A toxicidade foi induzida por
glutamato (10 mM) em KRB por 1 hora, apds esse periodo 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 redugdo do MTT (0,5 mg/mL) que foi incubado por
20 minutos a 37° 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+GIlu; P<0,05. | =
Iberiotoxina; D = DPCPX; N = NMDA.

A D-serina é encontrada em niveis elevados no cérebro, e €
considerada como um co-agonista endégeno para o sitio da glicina nos
receptores NMDA (Shleper et al., 2005). Estudos relatam que a D-serina
parece agir em NMDAR sinapticos contendo a subunidade GIuN2A,
enquanto que para a glicina foi demonstrado uma preferéncia por
NMDAR extra-sinapticos contendo a subunidade GIuN2B (Henneberger
et al., 2010; Papouin et al., 2012).

Com intuito de investigar se o pré-condicionamento com
NMDA em fatias hipocampais depende da composicao das subunidades
do NMDAR, foi utilizado a D-serina como co-agonista no protocolo de
toxicidade induzida por glutamato. Os resultados demonstraram que 0
pré-condicionamento com NMDA (50uM/30uM 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: Avaliacdo in vitro do pré-condicionamento com NMDA frente a 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 uM/30uM de D-serina) por 2 horas. A toxicidade foi induzida por glutamato
(10 mM) em KRB por 1 hora, ap6s esse periodo 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 reducdo do MTT (0,5 mg/mL) que foi incubado por 20
minutos a 37° 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 DISCUSSAO

A estimulacdo excessiva dos receptores glutamatérgicos,
conhecida como excitotoxicidade, tem sido implicada na morte de
neurdnios apds TCE, convulsbes e isquemia cerebral (Choi, 1992). O
AQ, um metabdlito do triptofano, pode causar excitotoxicidade e
provocar lesBes neuronais apOs administracdo 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 Aradjo Herculano, 2011). Este estudo
confirmou que o AQ pode causar excitotoxicidade e morte celular em
cultura primaria de neurénios hipocampais.

O pre-condicionamento com NMDA (50 UM, 5 min) previne a
morte neuronal induzida por AQ in vitro. Ja foi demonstrado que uma
leve estimulacdo dos receptores NMDA é capaz de proteger neurdnios
hipocampais contra a excitotoxicidade induzida por glutamato através da
ativacdo de BDNF (Jiang et al., 2005). Outros estudos j& demonstraram
gue a exposicao a doses sub-toxicas de NMDA por 24 horas, leva a uma
tolerancia celular apds o dano induzido por doses tdxicas de glutamato
em cultura de neur6nios granulares cerebelares (Chuang et al., 1992;
Boeck et al., 2005). Desta forma, no presente trabalho demonstra-se que
0 pré-condicionamento com NMDA também é eficaz na protecédo contra
a toxicidade induzida por AQ em cultura primaria de neurbnios
hipocampais.

O tecido cerebral é bastante sensivel a exposicdo de altas
concentragBes dos metabolitos do triptofano, que podem causar danos
significativos no estriado, bem como no cortex, mas principalmente
danos no hipocampo, devido a sua maior sensibilidade em relacdo a
outras estruturas cerebrais (Lisy e Stastny, 2002; Ganzella et al., 2006).
A excitotoxicidade induzida por AQ tem sido relacionada a sua
capacidade de aumentar a geracdo de radicais livres e 0 estresse
oxidativo (Santamaria e Rios, 1993; Santamaria et al., 2003). Os dados
apresentados neste trabalho confirmam que a exposi¢do ao AQ (50 UM,
30 min) foi capaz de aumentar a geracdo de EROs e o pré-
condicionamento com NMDA ndo preveniu este efeito. Estudos tém
demonstrado que o pré-condicionamento isquémico induz a geragdo de
EROs e também espécies reativas de nitrogénio, as quais ativam
inimeras vias de sinalizacdo consideradas adaptativas. Desta forma, é
possivel que uma moderada geracdo de EROs esteja contribuindo para a
inducdo do pré-condicionamento com NMDA. Além disto, o fato do
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pré-condicionmanto com NMDA n&o reduzir os niveis de EROS apés a
incubacdo com AQ ndo interfere com sua capacidade de protecdo
celular, ja que a viabilidade celular dos neurénios é mantida.

Tendo em vista que as fatias de tecido apresentam vantagens
em relacdo a outros modelos in vitro pelo fato de que mantém a
citoarquitetura do tecido de origem (Gahwiler et al., 1997), avaliou-se 0
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 Unico periodo
capaz de gerar tolerancia ao tecido foi o tratamento com NMDA por 2
horas. Este periodo de pré-condicionamento em cultura também ja foi
demonstrado por (Chuang et al., 1992). Fica evidente que o tempo
requerido pelos tecidos ou células para que uma ativacdo moderada dos
receptores NMDA leve a uma tolerancia tecidual ou celular é diferente
para cada situacdo. Considerando que o pré-condicionamento com
NMDA em culturas de células é observado no periodo de 5 min,
conforme relatado neste estudo e por Dai e colaboradores em 2010. Ja
em tecido este periodo necessario para o pré-condicionamento é de 2
horas, e in vivo estd bem descrito na literatura que a janela de tempo
necesséria 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 participacdo dos receptores A; de
adenosina e os canais BKc, no efeito do pré-condicionamento com
NMDA em fatias de hipocampo de camundongos, utilizou-se o
protocolo de incubagdo de NMDA (50 uM) por 2 horas, na presenca do
antagonista do receptor A; de adenosina, DPCPX (250 nM), ou com o
bloqueador seletivo do canal BKc,, Iberiotoxina (10 nM), utilizados 15
min antes do pré-condicionamento com NMDA. A participacdo dos
receptores de adenosina, ja tem sido descrita no pré-condicionamento
isquémico (Tauskela et al., 2003; Chauhan et al., 2012) bem como no
pré-condicionamento com NMDA (Boeck et al., 2004). Em
corroboracdo a estes dados, os resultados apresentados neste estudo
confirmam que o receptor A; de adenosina participa dos mecanismos
envolvidos na protecdo desencadeada pelo pré-condicionamento com
NMDA.

Além disso, os canais BKc, parecem estar envolvidos na
neuroprotecdo induzida pelo pré-condicionamento com NMDA. Um
estudo demonstrou que a utilizacdo de blogueadores de canais BKc,
preveniu a hiperpolarizacdo 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 recuperacdo tecidual apds insultos agudos, mas pode ter
efeitos deletérios sobre a plasticidade neuronal (Youssef et al., 2006;
Moojen et al., 2012). Sabe-se que o0s canais BKc¢, desempenham um
papel importante tanto na neuroplasticidade induzida por breves
episodios de hipdxia, em neurdnios piramidais na regido CAl do
hipocampo, quanto na hiperexcitabilidade pds hipdxia e no pré-
condicionamento hipdxico rapido (Levin e Godukhin, 2009). Enquanto
gue os receptores A; de adenosina parecem ndo influenciar os efeitos do
pré-condicionamento com NMDA sobre a plasticidade neuronal
(Youssef et al., 2006). Em corroboraco com o presente estudo, estes
achados sugerem que os receptores de adenosina podem atuar por
mecanismos diferentes dos canais BKc, no efeito do pré-
condicionamento com NMDA, mas que ambos modulam a
neuroprotecdo mediada pela ativacdo moderada dos receptores NMDA.

A D-serina tem sido aceita como um co-agonista endégeno para
NMDAR sinapticos, envolvidos na modulagéo da transmissdo sinaptica
e plasticidade (Van Horn et al.,, 2013). Recentemente, um estudo
mostrou evidéncias de que a liberacdo de D-serina a partir de astrocitos
do hipocampo seja provavelmente através um processo dependente de
Ca’* e que um astrécito individualmente pode contribuir para a
plasticidade dependente dos NMDAR em sinapses neuronais
circundantes (Henneberger et al., 2010).

H& evidencias de que a ativacdo tonica dos receptores NMDA
pode induzir tolerdncia & excitotoxicidade mediada pelos NMDAR
através de um mecanismo relacionado com a diminui¢do da expressao
das subunidades GIUN2 em neurdnios de estriado de ratos (Kambe et al.,
2010). Estas subunidades dependem de co-agonitas obrigatdrios, como
por exemplo, a D-serina que parece agir em NMDAR sinapticos
contendo a subunidade GIUN2A, e a glicina que demonstrou-se ter uma
preferéncia por NMDAR extra-sinapticos contendo a subunidade
GIuN2B (Henneberger et al., 2010; Papouin et al., 2012).

Baseado nestes achados investigou-se a partipacdo da D-serina
no efeito neuroprotetor do pré-condicionamento com NMDA. Os
resultados demonstraram que o pré-condicionamento com NMDA
(50uM/30uM 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
(50uM) utilizando a glicina (10uM) como co-agonista no mesmo
periodo, protege em 100% contra a perda de viabilidade celular
desencadeada pela toxicidade induzida por glutamato. Estes resultados
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sugerem que a eficacia do pré-condicionamento com NMDA estd mais
relacionada a ativacdo moderada de receptores extrasinapticos contendo
a subunidade GIuN2B, que teriam a glicina como co-agonista
preferencial.

Em contrapartida, um recente trabalho de revisdo sugere que a
ativacdo dos receptores NMDA sinapticos € neuroprotetora enquanto
gue a ativacdo dos receptores extrasinapticos leva a excitotoxicidade
(Vizi et al., 2013). Por outro lado, um estudo de outro grupo demonstrou
gue o silenciamento de receptores NMDA sinapticos, induz
neuroprotecdo, e a inibigdo dos receptores NMDA extrasindpticos néo
apresenta efeito neuroprotetor (Papouin et al., 2012). Desta forma fica
evidente que ainda ha controvérsias na literatura em relagéo a este tema.
Portanto, mais estudos sdo necessarios para elucidar o papel destas
subunidades do receptor NMDA no efeito tréfico ou excitotdxico.

Os resultados apresentados neste capitulo apontam para a
participagdo de receptores NMDA seletivos, cuja composicdo das
subunidades e localizacdo celular deverdo 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 primaria de neurdnios hipocampais, quanto com
fatias de hipocampo de camundongos.
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5 CONCLUSOES

Este trabalho demonstrou que o pré-condicionamento com
NMDA aumenta afinidade de unido do A;R, mas ndo altera a
capacidade maxima de unido de A;R ou A;aR no hipocampo de
camundongos, além de ndo alterar os niveis proteicos de AR e A,aR no
hipocampo de camundongos.

Buscando avaliar a modulacgéo da funcionalidade dos receptores
A; e Ayain vivo, verificou-se que o pré-condicionamento com NMDA
induz antinocicepcdo, efeito que é abolido pela ativacdo de A;R.
Quando observado a modulagdo destes receptores em um
comportamento mais dependente de hipocampo, observou-se que a
ativacdo de A;R ou A,aR 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 ativacdo do receptor
Aoa. Além disso, o pré-condicionamento com NMDA aumenta a
captagdo de glutamato em fatias de hipocampo de camundongos e a
ativacdo de A;R ou A,aR impede esta resposta funcional mediada pelo
NMDA.

Em relacéo as vias de sinalizagdo celular envolvidas no efeito
do pré-condicionamento com NMDA, os resultados do presente estudo
confirmam que a via de sinalizacdo da PI3K participa da neuroprotecdo
mediada pelo pré-condicionamento contra as convuls@es induzidas por
AQ. E que o bloqueio desta via, pela wortmanina, ndo altera os niveis de
fosforilacdo da Akt, GSK-3p ERK1/2 e p38™*"X 24 h apés o pré-
condicionamento.

Em modelos in vitro de inducdo de pré-condicionamento com
NMDA foi demonstrado que o pré-condicionamento previne a morte
celular induzida pela exposicdo ao AQ, em cultura priméaria de
neurbnios hipocampais, apesar de induzir geracdo de EROs. Quando
observado em fatias hipocampais, o pré-condicionamento é atingido
apenas no periodo de 2 horas de incubacdo com NMDA. Neste
protocolo, evidenciou-se a participa¢do dos AR, o envolvimento parcial
dos canais BKc, e a glicina como co-agonista preferencial nos
mecanismos envolvidos na protecdo desencadeada pelo pré-
condicionamento.
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6 PERSPECTIVAS

Os resultados apresentados nesta Tese demonstraram os Ultimos
avancos do nosso grupo de pesquisa na tentiva de elucidar os
mecanismos celulares e moleculares subjacentes a neuroprotecdo
mediada pelo pré-condicionamento com NMDA, bem como a
participacdo de vias de sinalizagdo e outros sistemas de
neurotransmissores ou neuromoduladores envolvidos. Porém, ainda é
necessario mais estudos a respeito deste tema.

Desta forma, tem-se como perpectivas:

1) Avaliar o efeito do pré-condicionamento com NMDA na
interacdo e possivel oligomerizagdo entre os receptores de adenosina A;
e Aga;

2) Investigar a possivel alteragdo dos niveis de fosforilagdo de
proteinas downstream a via de sinalizagdo da PI3K em um periodo de
tempo mais curto apés o pré-condicionamento com NMDA,;

3) Avaliar o efeito da ativacdo dos receptores de adenosina A; e
A, apos o pré-condicionamento com NMDA sobre as convulsbes
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 localizag&o.
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ABSTRACT: Brain tolerance or resistance can be achieved by interventions before and after injury through
potential toxic agents used in low stimulus or dose. For brain diseases, the neuroprotection paradigm desires
an attenuation of the resulting motor, cognitive, emotional, or memory deficits following the insult.
Preconditioning is a well-established experimental and clinical translational strategy with great beneficial
effects, but limited applications. NMIDA receptors have been reported as protagonists in the adjacent cellular
mechanisms contributing to the development of brain tolerance. Postconditioning has recently emerged as a
new neuroprotective strategy, which has shown interesting results when applied immediately, i.e. several
hours to days, after a stroke event. Investigations using chemical postconditioning are still incipient, but
nevertheless represent an inferesting and promising clinical strategy. In the present review pre- and
postconditioning are discussed as neuroprotective paradigms and the focus of our atfention lies on the

participation of NMDA receptors and proteins in the processes related to neuroprotection.

Key words: N-methyl-D-aspartate receptors. preconditioning. postconditioning, neuroprotection

Brain Tolerance

Brain tolerance represents the transient resistance of the
cerebral tissue to a lethal insult. which is established by
preconditioning with a mild insult of short duration [1].
The term preconditioning was introduced by Janoff [2]
and describes the tolerance response of an organism or
tissue as the result of protective mechanisms towards
potentially recurrent challenges. In fact, any stimulus able
to generate damage to an organism or tissue can, when
applied below the damage threshold, activate endogenous
protective mechanisms, which may mitigate the impact of
subsequent stimuli, which are above the damage threshold
[3]. The general principle of preconditioning is thus a state
of cellular protection, resulting from the exposure to

sublethal insults that confer a significant tolerance to
subsequent lethal insults [3.4].

The concept of preconditioning was first used to
describe the tolerance towards ischemia in myocardial
cells [5]. Ischemic preconditioning in the brain was
described for neuroprotection promoted by a brief
ischemic episode with respect to subsequent lethal
ischemic events in several regions of the brain, e.g. the
CAl and CA3 areas in the hippocampus [6]. Further
studies showed that brain tolerance towards lethal injury
may be achieved after chemical, electrical or anoxic
stimuli [1, 7-9]. Tt is hardly surprising that preconditioning
attracted substantial attention as a novel therapeutic
approach for neuroprotection, which could potentially
also provide an improved mechanistic understanding of
brain tolerance.

*Correspondence should be addressed to: Carina Rodrigues Boeck, Ph.D., Universidade do Extremo Sul Catarinense
— UNESC, 88806-000, Criciama, SC, Brazil. Email: cariboeck@hotmail.com.
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Neuroprotection Paradigm

The process of neuroprotection disrupts or prevents a
cascade, which occurs during the pathological processes
of cell injury [10,11]. Excitotoxicity refers to toxicity
caused by an increased concentration of ghutamate during
the synaptic transmission, which leads to neuronal death
[12]. As excitotoxicity is associated with increased
extracellular levels of glutamate, glutamate receptor
antagonists can be used as neuroprotective agents [13].

Besides the excessive activation of glutamate
receptors, it has been suggested that dysfunctions of the
release and/or transport of glutamate occurs in acute and
chronic forms of neuropathology. e.g. cerebral ischemia
[14.15]. traumatic brain injury (TBI) [16-18], as well as in
neurodegenerative diseases such as Parkinson's [19.20]
and Alzheimer's disease [21]. The involvement of
excitotoxicify has also been discussed in the context of
some neuropsychiatric diseases. e.g. bipolar disorder [22],
schizophrenia [23]. and depression [24].

Excessive stimulation of glutamate receptors can
provoke various deleterious effects, such as a massively
increased influx of Ca’* or the release of nitric oxide (NO)
[25]. It has been shown that the Ca2* influx through the N-
methyl-D-aspartate (NMDA) receptor is essential for
glutamatergic excitotoxicity [26].

The hyperactivation of the Ca2*-permeable ionotropic
glutamate receptor (iGluR) is selectively activated by
NMDA. Therefore, the NMDA receptor has been
considered responsible for the cell death induced by
excitotoxicity [27]. The influx of Ca>* can moreover lead
to an activation of toxic cascades, including the activation
of catabolic enzymes such as phospholipases, proteases or
endonucleases (e.g. caspases and calpains) [28]. Still.
most of the Ca** ions are sequestered by the mitochondria,
resulting in metabolic acidosis, inhibition of oxidative
phosphorylation, opening of permeability transition
pores, bioenergetic collapse, and the formation of free
radicals from the impairment of the mitochondrial
electron transport chain [29-31].

NMDA receptors are heteromeric complexes
consisting of four subunits, each one comprising a
different isoform: GluN1, GluN2 (GluN2A-GIuN2D) and
GIuN3 (GluN3A and GIuN3B). The different subunit
composition of NMDA receptors shows distinet brain
distribution, properties and regulation. Due to the
composition of these heteromeric subunits, NMDA
receptors  show heterogeneous functionality and
pharmacological characteristics [32]. NMDA receptors
consist predominantly of the GluN1 form, which is. in
combination with the presence of at least one GluN2
isoform, essential for the functionality of the receptor
[33.34]. Extrasynaptic NMDA receptors containing
GluN2B have been linked to excitotoxicity, whereas

synaptic NMDA receptors containing GluN2A have been
associated with the trophic effects of these glutamate
receptors, which are responsible for neuroprotection [35].

Several studies have demonstrated the involvement of
NMDA receptors in the generation of endogenous
neuroprotection in different models of preconditioning via
the administration of various antagonists, such as MK-801
and ketamine [1, 7-9]. Despite the evidence resulting from
different models, which implicate the activity of NMDA
receptors in neuronal loss following ischemia, several
clinical trials investigating distinct NMDA receptor
antagonists failed to demonstrate positive effects against
stroke events, presumably due to poor tolerance and/or
efficacy [36]. Moreover, the complete inhibition of
NMDA receptors has been shown to be ineffective in
clinical trials [37]. On the other hand, the mild activation
of NMDA receptors during preconditioning has been
considered a more effective clinical strategy.

Preconditioning
Ischemic Preconditioning

For adults, cerebral ischemia is one of the most common
causes of death and the main cause of disability. Its
pathology is characterized by the interruption of cerebral
blood flow, which results in a severe degeneration of
neural cells and the loss of brain function [38,39]. In this
context, the phenomenon of ischemic preconditioning. i.e.
tissue exposure to a brief subtoxic insult, which results in
an increased tolerance to a subsequent lethal ischemic
event, has been extensively investigated as a
neuroprotective strategy in experimental models of
cerebral ischemia [3]. Studies have shown that
preconditioning in ischemia [40], hypoxia [41] and
hypothermia [42] models resulted in a protection against
a subsequent ischemic injury in ischemia models using
animals and neuron cultures [43,44].

One characteristic of ischemic mjury. which is
encountered especially in the hippocampus, is delayed
cell death, which may be observed in the area affected by
the infarct (ischemic core) resulting in a necrotic process
[45-47]. Furthermore, apoptosis can occur after an
ischemic event [48], triggered by a variety of noxious
signals, including the production of reactive oxygen
species (ROS), tumor mecrosis factor (TNF).
neurotrophins, deficiencies of growth factors, as well as
the induction of p33 protein, and the release of
cytochrome ¢ by mitochondrial damage [49,50]. These
events appear to occur in the penumbral region of the
ischemic event, where cell integrity can still be preserved
[51]. Parallel to the activation of a pathway of
programmed cell death, the survival pathways activated in
cells resistant to the ischemic injury should also be
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considered. In these cells, survival may promote the
induction of neurotrophic factors, nerve growth factor
(NGF). brain-derived neurotrophic factor (BDNF),
insulin-like growth factor (IGF). and heat shock proteins
(HSP) [52-54]. These survival proteins, activated by the
noxious signals of ischemia, are potentially linked to the
generation of tissue tolerance.

Possible neurotransmifter systems involved in
ischemic preconditioning include adenosine A; and
NMDA-subtype glutamate receptors [55]. In agreement
with this notion, a recent study showed that pre-incubation
of hippocampal slices with MK-801 (an NMDA receptor
antagonist) or 8-cyclopentyl-1.3dipropylxanthine
(DPCPX, an A receptor antagonist) reduced the tolerance
to a second oxygen and glucose deprivation (OGD) event.
These results suggest that the activation of NMDA or A
receptors induce ischemic preconditioning in mice [56].

Chemical Precondifioning

A large variety of chemical compounds has been proposed
as chemical agents inducing preconditioning, resulting in
cardio- and newroprotective effects. Among them are
anesthetics, ethanol, selective ligands to the (GABA)ergic
(GABA = gamma amino butyric acid) system, opioid and
glutamate receptors, and K* channel activators.

Volatile anesthetics have also been used to afford
cardio- and neuroprotection. Isoflurane and xenon for
example induce early and late neuroprotection [57, 58].
Xenon can inhibit NMDA receptors. with little effect on
GABA-A and non-NMDA glutamate receptors. The
xenon-mediated preconditioning mechanism is connected
to the activation of the phosphatidylinositol-3 kinase
(PI3K) signaling pathway. the preservation of
mitochondria function, and the inhibition of Ca2*-induced
mitochondrial transition permeability pore (MTPP)
openings [59].

Agonists of the delta opioid receptors have also been
reported to induce chemical preconditioning. Studies of
ischemia and reperfusion suggest a potential correlation
between opioid agonism and a reduction of the infarct size
in models of regional ischemia, similar to that observed in
the ischemic preconditioning [60]. Other preconditioning
models used a moderate administration of ethanol. in
order to protect neurons i cultures against p-amyloid-
induced toxicity. Ethanol preconditioning is associated
with elevated levels of HSP70, HSP27. and phospho-
HSP27 in neuron cultures [61].

Moreover, many studies have emphasized the
importance of the activation of mitochondrial ATP-
sensitive  potassium  channels (mK*atp) in the
development of both acute and delayed ischemic tolerance
[62]. Chemical activation of these mK*atp channels with
e.g. diazoxide has been shown to be protective against

ischemia-induced cell death via a modulation of apoptotic
proteins, a suppression of Bax translocation, and an
inhibition of the release of cytochrome ¢ [63]. In addition,
a depolarization of the mitochondria caused by the
activator of the mitochondrial mK~atp channels induced a
protective effect by the attenuation of oxidative stress
[64].

Large-conductance Ca?* activated K= (BKca)
channels, which are activated by depolarization and
increase the cytosolic Ca* concentration, play a
regulatory role in physiological processes such as the
neuronal excitability [65]. and have also been recognized
as a target in order to induce chemical preconditioning.
The synthetic BKc, activator NS1619 was shown to
induce depolarization of the mitochondria and increase
ROS production. promoting acute and delayed
preconditioning in cortical neuron cultures. However, the
mechanism of neuroprotection seems to be independent
from a direct activation of these K* channels [66. 67] and
rely on caspase activation and the generation of ROS.

This review will focus on the activation of NMDA
receptors as the main target for the induction of cellular
tolerance by pre- or postconditioning.

NMDA preconditioning

Increased brain tolerance can be achieved by several
induction mechanisms, e.g. by chemical, electrical or
anoxic stimulus [3]. The role of NMDA receptors as a
major factor in the induction of neuroprotection was
clearly established by administering NMDA receptor
antagonists such as MK-801 or ketamine [1, 7-9].

The dual function of NMDA, as a putative
neuroprotective agent on one hand, and as source of
excitotoxicity on the other, has been discussed with
respect to its activity at synaptic and extrasynaptic sites
[68]. As previously mentioned, the extrasynaptic NMDA
receptors (GluN2B) play a crucial role in excitotoxicity,
whereas the synaptic NMDA receptors (GIuN2A) are
responsible for neuroprotection [35].

NMDA-related neuroprotection has also been
observed in neuronal cell cultures: subtoxic
concentrations of NMDA are able to prevent neuronal
death induced by glutamate, NMDA [69-71], or OGD [72.
73]. Neuroprotection resulting from stimulation of
NMDA receptors relies on trophic effects, as the
activation of the BDNF and neurotrophin signaling
pathways protect neurons against glutamate excitotoxicity
[74].

The intraperitoneal administration of a subtoxic dose
of NMDA has also been evaluated with respect to a
chemical preconditioning model against several lethal
posterior stimuli 7n vive. This NMDA administration in
vive offers neuroprotection for murine pyramidal

Aging and Disease * Volume 5, Number 4. August 2014

3



132

L. C. Constantino et al

NMDA Pre- and Postconditioning

hippocampal neurons against kainate-induced toxicity
[75] and ischemia [76]. Our group has previously reported
that NMDA preconditioning prevents seizures generated
by intracerebroventricular administration of quinolinic
acid (QA) in mice, where QA acts as an NMDA receptor
agonist at the GIuUN2B subunit. Moreover, animals were
protected from the necrotic cell death observed in the
hippocampus as a result of the toxicity of QA [77. 78]. It
is also noteworthy that subtoxic NMDA doses do not
induce a hallmark parameter of apoptosis, i.e. DNA
fragmentation in oligonucleosomes (Vandresen-Filho et
al., unpublished observations).

The neuroprotective effect of NMDA is widely
recognized, although the neural mechanisms involved in
NMDA preconditioning are not completely understood.
NMDA-mediated neuroprotection depends on the
activation of A; receptors, because NMDA
preconditioning could not be achieved when NMDA or Ay
receptors were blocked with selective antagonists [77].
However, blocking NMDA receptors with MK-801
neutralized even the neuroprotective effects against
behavioral seizures and hippocampal cellular damage.
which were promoted by NMDA preconditioning. The
inhibition of A1 receptors with the selective antagonist 8-
cyclopentyl-1.3-dimethylxanthine (CPT) also eliminated
any neuroprotection against seizures, but did not alter the
hippocampal protection, which was promoted by NMDA
preconditioning. It is possible that NMDA
preconditioning may involve different signaling
pathways: one depending on the activation of NMDA
receptors, and another modulating the activation of
adenosine receptors. We are currently investigating the
role of adenosine receptors in the mechanism of NMDA
preconditioning. Recent data from our laboratory show
that NMDA preconditioning slightly increases the binding
affinity of adenosine A; receptors in the hippocampus.
Additionally, the activation of A receptors after NMDA
preconditioning precludes some of the behavioral and
functional responses caused by the preconditioning
(Constantino et al., unpublished data). An in vite
evaluation of the role of adenosine receptors in the
mechanism of NMDA preconditioning in cerebellar
granule neurons revealed that preconditioning facilitates a
desensitization of the Ay receptor response. The resulting
cyclic AMP (cAMP) accumulation favors the activation
of Aj receptors [71] and contributes to NMDA-mediated
preconditioning. The antagonistic effect of adenosine
receptor activation is well understood and discussed
elsewhere [79].

Our group has also investigated the intracellular
signaling pathways involved in NMDA preconditioning.
The mhibition of either protein kinase A (PKA) or PI3K
pathway activation in vivo with selective inhibitors,
completely eliminated any NMDA preconditioning

against seizures induced by QA [80]. Additionally, the
suppression of mitogen-activated protein kinase'kinase
(MAPK-MEK) partially decreased the NMDA-mediated
neuroprotection. Treatment with protein kinase C (PKC)
or calcium-calmodulin dependent protein kinase II
(CaMKII) inhibitors did not alter the NMDA-generated
protection. Thus, important signaling pathways involved
in cellular protection such as PKA, PI3K, and MAPK are
used in order to provide NMDA-induced neuroprotection.
The activation sequence of these signaling pathways, 1.e.
which enzymes are upstream or downstream in this
protection cascade, still remains to be investigated.

NMDA preconditioning is a time-dependent
approach to protection. In this /7 vivo protocol, protection
is established 24 hours after NMDA administration,
maintained up to 48 hours, and no longer observable after
72 hours [77]. Considering the time-dependency of
NMDA preconditioning, and in an attempt to better
understand the molecular and cellular mechanisms related
to the protection of the brain. a proteomic analysis of the
hippocampus of mice subjected to NMDA
preconditioning was performed [81]. A differential
expression of proteins involved in translation, processing,
maintenance of energy homeostasis, and modulation of
glutamatergic transmission was observed. Within the
time-frame of possible neuroprotection after NMDA
administration (24 h), proteins involved in protein
processing (e.g. aspartyltRNA synthetase, HSP70) as
well as proteins related to cellular bioenergetics (e.g.
creatine kinase) were up-regulated. Simultaneously, a
down-regulation of the vacuolar-type proton ATPase
catalytic subunit was observed. This is the same protein,
which is expressed in synaptic vesicles and is responsible
for affording energy for neurotransmitter accumulation.
Considering the mechanisms related to preconditioning, it
might be speculated that the resulting neuroprotection
depends - as previously shown - on protein synthesis [82],
as well as on protein processing, increased cellular
bioenergetics, and decreased extracellular glutamate
levels.

Regarding cellular bioenergetics, the modulation of
oxidative stress resulting from an imbalance between
ROS production and depletion may also be involved in the
protective mechanism of preconditioning. The concept
that preconditioning induced by ischemia could be related
to an initial oxidative stress event was supported by the
observation of an increased activity of antioxidant
enzymes, e.g. catalase and superoxide dismutase (SOD)
in the hippocampus and striatum. However, the increased
enzyme activity was not necessarily accompanied by a
complete inhibition of neurodegeneration [83]. By using
antioxidants [84]. it was possible to show that initial
oxidative stress could be responsible for triggering
preconditioning, whereas antioxidant enzymes did not
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function as end-effectors in such neuroprotection. When
we were evaluating antioxidant glutathione levels and the
activity of glutathione related enzymes in mice models of
NMDA preconditioning in vivo, we observed that the
glutathione metabolism might not interfere directly with
the tolerance level induced by the NMDA preconditioning
[85].

Since Ca®* ions permeate the NMDA receptors and
increase neuronal excitability, it is very important to
remember that the mild activation of NMDA receptors
(probably mainly at the synaptic and not the extrasynaptic
sites) does not reach the threshold level of toxicity.
However, the mechanisms of neuroprotection or
excitotoxicity caused by NMDA seem to differ only with
regards to intensity and site of action. Accordingly,
preconditioning  doses of NMDA = promote
neuroprotection by enhancing neuronal excitability levels
[86]. Using an in vive model of NMDA preconditioning
[77]. we assessed the electroencephalographic responses
of the hippocampus and cerebral cortex of mice with
respect to a subconvulsant dose of NMDA and a
convulsant dose of QA [87]. With these experiments, we
confirmed that 50% of mice were protected against QA-
induced seizures after NMDA preconditioning [77,85].
Although the electroencephalographic results did not
allow us to deduct a behavioral generalization of the
seizures, they showed that NMDA preconditioning
induced spike-wave discharges. Moreover. the same 50%
of the mice. which were protected against behavioral
seizures, exhibited an increased number of spike-wave
discharges relative to the mice. which experienced
seizures. Therefore, we concluded that we recorded an
increased electroencephalographic excitability, when
NMDA preconditioning afforded neuroprotection. In
addition, we observed a negative correlation between the
number of NMDA-induced spike-wake discharges and
the severity of QA-induced seizures, which we evaluated
with the help of the Vandresen-Filho scale of QA-induced
seizures [87]. Accordingly, it can be argued that the
increasing  excitability  induced by  NMDA
preconditioning results in an increased protection against
behavioral seizures.

In this context, it is worth mentioning a recent study,
which aimed to evaluate the energy metabolism in the
brain of NMDA preconditioned mice. Besides the widely
reviewed QA-induced seizures, NMDA preconditioning
was also tested against an in vive model, where mice were
subjected to TBL There, NMDA preconditioning
prevented a gait distortion of mice suffering from a mild
TBI and improved the affected locomotor parameters such
as coordination, balance, and sensorimotoric activity [88].
Mice subjected to NMDA preconditioning and
subsequent TBI showed elevated activity levels for the
mitochondria as the master organelle in preconditioning-

triggered neuroprotection. A significant increase in
mitochondrial complex IT was observed in preconditioned
mice and in those subjected to trauma [31]. Again, a
similar response for the triggering mechanism of NMDA-
mediated neuroprotection and for the event-inducing
neurotoxicity was observed.

It seems therefore feasible to conclude that the
increased excitability, the induction of mild oxidative
stress, the modulation of bioenergetics, the ionic
homeostasis, and the modulation of glutamatergic
transmission within non-excitotoxic levels comprise the
underlying  mechanisms  for ~ NMDA-mediated
preconditioning.

Postconditioning

The clinical approach of preconditioning has obvious
limitations, e.g. the inability to predict the onset of the
injury. However, it has been indicated that cell
mechanisms  evoked by preconditioning can be
reproduced after the injury. Postconditioning is a
neuroprotective strategy that has been studied well for
ischemic events, where the reperfusion period is
controlled or reduced [89].  Pharmacological
postconditioning, as a profection strategy against delayed
neuronal death, has been intensively studied in recent
years [90-93]. Protective cell pathways activated by
postconditioning are - at least in part - identical to those
activated in preconditioning. However. postconditioning
has the advantage of being able to be applied after the
insult. Several studies discuss basic approaches to
posteonditioning and show two main methods of how this
can be achieved: 1) rapid postconditioning., where the
interruption of reperfusion occurs between minutes and
hours after the injury [94.95]. and ii) delayed
postconditioning, where treatment is applied between
hours and days after the incident [96.97]. Neuroprotective
signaling pathways, triggered by different conditioning
strategies in the brain share some common mediators, e.g.
inflammatory cytokines, NO, and the activation of anti-
apoptotic proteins. Recently, a growing number of reports
have contributed to the understanding of the underlying
mechanisms of conditioning effects. This knowledge will
permit the development of translational strategies for the
clinical practice in order to induce brain resistance.

Ischemic Postconditioning

Protection arising from postconditioning was initially
studied within the context of myocardial damage imduced
by ischemia [98] and this knowledge has subsequently
been transferred to the field of protection against damage
following  cerebral  ischemia. Rapid ischemic
postconditioning can be achieved in rats by three cycles
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of brief obstruction (10 s) of the bilateral common carotid
artery (CCA) followed by reperfusion (30 s), combined
with a permanent occlusion of the distal middle cerebral
artery (dMCA) [94]. Tt was observed that
postconditioning reduced the size of the infarcts in the
cerebral cortex two days after ischemia. This means that
postconditioning could be induced by repetitive series of
brief interruptions of the reperfusion applied after
ischemia, conferring neuroprotection probably by an
attenuation of the reperfusion-induced injury. Following
these findings, several other groups have focused their
attention on postconditioning as a viable strategy for the
repair of damage resulting from stroke incidents in animal
models and in clinical studies. Mechanical
postconditioning, induced by four cycles of occlusion-
reperfusion (1 min/1 min) via the inflation and deflation
of a balloon, reduced the size of infarcts resulting from
microvascular obstruction in human patients suffering
from acute ST-elevation myocardial infarction (STEMI)
[99]. More promising results were obtained for patients
sustaining acute myocardial infarcts [100]. These results
indicate that postconditioning could potentially be a safe
method to induce neuroprotection. although preclinical
and clinical trials remain necessary in order to confirm
this hypothesis efficiently.

Brain injury following ischemia can be effectively
attenuated in  animal models when ischemic
postconditioning is applied. Ischemic postconditioning
ameliorates brain edema and decreases the blood-brain-
barrier (BBB) leakage induced by focal cerebral ischemia
(occlusion of the middle cerebral artery) [97]. Since
glutamate and ROS play a critical role m ischemic
damage, their depletion is pivotal for neuroprotection. In
fact. ischemic postconditioning increases the levels of
glutamine synthetase in the hippocampus of rats. These
elevated glutamine synthetase levels contribute to
neuroprotection by rapidly converting glutamate to
glutamine in the glia. resulting in decreased extracellular
glutamate levels after the injury [93]. Concomitantly, the
contents of glutamate transporter 1 (GLT-1) were
increased  following  ischemic  postconditioning,
contributing to the clearance of glutamate [101].
Moreover, the reduction of protein oxidation is
accompanied by an increase in SOD (MnSOD and
CuZnSOD) and catalase activity levels, which in tum
decrease intracellular ROS concentrations [102].
Endothelial nitric oxide synthase (eNOS) plays an
important role in ischemic pre- and postconditioning,
since the generation of NO is crucial for the vascular
functioning and homeostasis [103.104].

Matrix metalloproteinases-9 (MMP-9) degrades
extracellular matrix components contributing to BBB
leakage [105] and the co-expression of MMP-9 and
activated-caspase-3 following ischemic stroke events was

recently observed for humans. These proteins were co-
expressed in the nuclear compartment of glial and
neuronal cells at perilesional areas from post-mortem
cortical tissue fragments in aged humans [106]. Ischemic
postconditioning in rats was reported to reduce the
expression of MMP-9, attenuating the focal cerebral
ischemia-induced reduction of laminin and fibronectin
expression, thus preserving the BBB integrity after injury
[107].

Intracellular signaling activated by ischemic
postconditioning includes the inhibition of MTPP
openings due to an increased influx of Ca®" (during
ischemia and reperfusion), a depletion of ATP during
ischemia, and the formation of ROS [108.109].
Mitochondrial integrity 1is closely related to the
production of ATP, which in turn is increased by the
opening of mK*a7p channels in the brain. This induces a
depolarization potential on the mitochondrial membrane
and thus promotes an increase of the electron transport
chain activity [110]. Postconditioning administered to
humans suffering from transient limb ischemia reduced
the endothelial injury after ischemia via a mechanism
involving mK*are channels [111]. In rat models, delayed
remote limb ischemic postconditioning was reported to be
neuroprotective when mK ate channels were activated
[112]. Members of the Bcl-2 (anti- and proapoptotic)
protein family are located in the outer mitochondria
membranes and they control the activation of downstream
caspase-9 and -3 enzymes, which represent critical
intracellular factors in the mitochondria-mediated
apoptosis pathway [113]. Ischemic postconditioning
elevates the content of anti-apoptotic Bcl-2 proteins,
decreases the content of proapoptotic Bax proteins and
down-regulates the proteins caspase-3. -6 and -9 in the
hippocampus of rats, which were subjected to early global
brain ischemia mitigating cell death by apoptosis
[114,115]. Another important neuroprotective pathway
associated with ischemic postconditioning involves
increased phosphorylation of PI3K/Akt [95] and its
activity [116]. Besides PI3K/Akt, other proteins are
involved: postconditioning inhibits the cleavage of SPKC
and enhances phospho-ePKC levels. Moreover. it reduces
phosphorylation of MAPK pathways including c-jun N-
terminal kinase (JNK) and extracellular signal-regulated
kinase 1/2 (ERK1/2) [116.117]. Altogether, the signaling
of mK*a1p channels, as well as Akt and ePKC proteins
contribute to the mhibition of the MTPP openings and
provide a neuroprotective effect after ischemic
postconditioning.

In cortical neuron cultures. postconditioning may be
induced via hypoxia (0.1% O) 14 hours after OGD.
Protective effects arise through angiogenesis proteins
such as hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1) and its target
genes, erythropoietin  and adrenomedullin  [118].
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Hypobaric hypoxia also improves neuronal survival
efficientty in vivo. However. only delayed
postconditioning provides an emotional behavioral
recovery (plus-maze task) and an associated increase in
corticosterone hormonal levels [119].

In summary. studies reporting the beneficial effects
of  ischemic  postconditioning  indicate  that
postconditioning shares the cellular mechanisms activated
when neuroprotection is achieved by preconditioning.

Chemical Posicondifioning

After understanding neuroprotection induced by ischemic
or hypoxic postconditioning, the next challenge for the
clinical translation is the control of brain resistance after
injury using pharmacological approaches. Until now, only
few studies have investigated the effects of
pharmacological postconditioning (with the exception of
anesthetics) with respect to neuroprotective effects. The
anesthetics isoflurane and sevoflurane can be used as
postconditioning agents at early reperfusion stages of
strokes in vivo or OGD in vitro [120,121]. Isoflurane
postconditioning reduces brain infarcts and attenuates the
neurological damage in rats after cerebral ischemia [120].
In rat models and in cortical neuron cultures, anesthetics
provide protection via activation of the PI3K/Akt pathway
[122.123] and increased expression of HIF-la and the
inducible NOS (iNOS) gene [124,125]. Isoflurane
postconditioning moreover nvolves an inhibition of
CaMKII [126]. CaMKII is regulated by the complex
Ca?*/calmodulin, which is highly expressed in the brain
and further enriched at excitatory synapses and their
postsynaptic densities (PSDs). CaMKIIa can interact with
a variety of proteins in the PSD, including proteins at the
NMDA receptor complex. Interestingly. CaMKIla
exhibits a higher binding affinity towards GluN2B
relative to GIuN1 [127]. McMurtey and Zuo [126]
suggested isoflurane postconditioning-induced
neuroprotection to mvolve an inhibition of NMDA
receptors, 1.e. the exact opposite mechanism shown for the
preconditioning, in which the activation of NMDA
receptors is crucial to neuroprotection [7].

In fact, the PSD protein complex is pivotal for basic
glutamate transmission and the generation of synaptic
potentiation. Postconditioning with the sedative propofol
inhibits the internalization of c¢-Amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA) receptors,
containing GluA2 subunits, which is indicative of an
active participation of AMPA receptors during
postconditioning-induced brain resistance. This was
supported by the observed reduced infarct volume and
improved spatial memory after ischemia/reperfusion
injuries [128)]. However, ischemic postconditioning also
attenuates the binding of the PSD-95 protein to kainate

receptors containing GK2 subunits [129]. The
participation of iGluRs in neuroprotection induced by
postconditioning is still unclear and requires further
elucidation.

In contrast, glutamate receptor ligands potentially
induce postconditioning against hippocampal ischemia.
Low doses of the group I metabotropic glutamate receptor
(mGlul and mGlu5) agonist 3,5-dihydroxyphenylglycine
(DHPG) were reported to protect organotypic
hippocampal slices from OGD-induced cell damage in a
mode dependent on Akt activation [90]. Also, low doses
of kainate administrated 48 hours after ischemia resulted
in recovered spine density and prevented long-term
potentiation (LTP) impairment [92].

Our group is currently investigating the potential
neuroprotection in mice induced by a low dose of NMDA
applied after mild TBIL Preliminary data show that
NMDA postconditioning attenuates recognition memory
deficits 48 hours after a mild TBL and hippocampal cell
death 96 hours after the trauma (Bavaresco et al.,
unpublished data). NMDA is more effective when
administered 15 minutes after TBL rather than 1 hour
later, indicating that NMDA receptors can be a target of
neuroprotection in accordance with the postconditioning
paradigm.

From the Laboratory to the Clinical stage

The studies discussed in this review report in vifro and in
vivo approaches, i.e. modifications in cell or organotypic
cultures as well as in rodents. All of these investigated
pre- and postconditioning as neuroprotective strategies.
Moreover, most of the studies aim to unravel the
mechanisms  operative in  these neuroprotective
approaches, which can be considered either as preventive
or as mneuroprotective rescue strategies. From a
translational point of view, preconditioning may find
clinical applications i prophylactic situations. e.g.
inducing neuroprotection in patients, who are undergoing
brain surgery or suffer from subarachnoid hemorrhages
and are exposed to an elevated risk of immediate brain
injury. In this scenario, chemical preconditioning
represents an excellent therapeutic approach compared to
other forms of protection such as surgical
preconditioning, since those procedures can potentially be
harmful.

On the other hand. postconditioning is also an
interesting therapeutic approach, since the window of
application lies after the diagnosis of a stroke or TBIL
There is consensus in the scientific literature that the
intervention against cerebral damage can be Dbetter
controlled using pharmacological strategies. Still, little is
known about chemical postconditioning, its mechanisms
and effects. The pursuit of basic research into chemical
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preconditioning  will therefore furnish a better
comprehension of the underlying mechanisms and
signaling pathways associated with the development of
tissue tolerance, and ultimately provide the foundation for
future clinical applications. Accordingly, there is hardly
any doubt that further in-depth investigations are required
in order to reveal the mechanisms by which
pharmacological agents induce neuroprotection after
cerebral injury, so that patients can be treated more
efficiently in the future.
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