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Resumo:

Encontramos no bulbo diversos nucleos, assim como diversos
neurotransmissores, relacionados com a manutencdo da pressdo arterial. Dentre os
ntcleos, o nicleo do trato solitdrio se destaca por ser um dos principais moduladores do
sistema nervoso autdonomo, sendo o primeiro a receber aferéncias dos barorreceptores e
encaminha-los para diversos outros ntcleos. Dentre estes neurotransmissores,
encontramos o glutamato e as catecolaminas, sendo ambos essenciais para a
manutengio da pressio arterial. E sabido que a atuacdo de transmissores em células do
sistema nervoso pode levar a alteragdes em outras vias de neurotransmissao, alterando
assim a resposta das células a estimulos. Levando em consideracdo a importancia do
glutamato e das catecolaminas na modulagdo da pressdo arterial, e que tanto os
receptores glutamatérgicos quanto catecolaminérgicos podem interferir no metabolismo
celular e gerar mudancas estruturais nos neurdnios, cogitamos que a atuac¢ao do sistema
glutamatérgico poderia modular o sistema catecolaminérgico. Neste trabalho, avaliamos
se o sistema glutamatérgico e catecolaminérgico podem interagir em culturas de células
do bulbo de ratos neonatos, a partir de tratamentos das culturas com glutamato ou
noradrenalina. Observamos que o tratamento destas culturas com glutamato leva a uma
redugdo nos niveis de proteina e de mRNA da enzima tirosina hidroxilase e do receptor
a2 adrenérgico. A modulagcdao do sistema glutamatérgico a partir de tratamentos com
noradrenalina ndao mostrou variacdes significativas. Concluimos que o sistema
glutamatérgico pode modular o sistema catecolaminérgico em células do bulbo de ratos
neonatos, e que esta modulacdo pode ser importante na regulacdo da pressao arterial
pelos nucleos bulbares.

Palavras-chave: Transmissao nervosa. Neurobiologia. Glutamato. Catecolaminas



Abstract

It is found in the medulla oblongata several nuclei, as well as several
neurotransmitters, related with the maintenance of the arterial pressure. Among these
nuclei, the nucleus of the solitary tract stands aside for being one of the main
modulators of the autonomic nervous system, being the first to receive afferences from
baroreceptors and to send their stimuli to other nuclei. Among these neurotransmitters,
glutamate and the catecholamines are both essentials to the maintenance of the arterial
pressure. It is known that the stimulation of brain cells by neurotransmitters can result in
changes in other neurotransmitter pathways, changing the cell response to certain
stimuli. Taking in consideration the importance of glutamate and the catecholamines in
the modulation of the arterial pressure, and that both of them can interfere in the cellular
metabolism and create structural changes in neurons, we have speculated that the
stimulation of the glutamatergic system could modulate the catecholaminergic system.
In this work, it was evaluated if the glutamatergic and catecholaminergic systems could
interact in cell cultures of the medulla oblongata of newborn rats, from treatments of the
cultures with glutamate or noradrenaline. It was found that the treatment of these
cultures with glutamate leads to a reduction in the protein and mRNA levels of the
enzyme tyrosine hydroxylase and the receptor a2 adrenergic. The modulation of the
glutamatergic system from treatments with noradrenaline did not show significative
variation. We concluded that the glutamatergic system can modulate the
catecholaminergic system in medulla oblongata cell cultures, and that this modulation
can be important in the regulation of the arterial pressure by nuclei present in the
medulla oblongata.

Keywords: Nervous transmission. Neurobiology. Glutamate. Catecholamines
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1 - Introducao

1.1 - Controle da pressao arterial pelo sistema nervoso

Neurdnios da regido caudal inferior do tronco encefdlico, compreendendo o
bulbo e a ponte, sdo criticos para a regulacdo tonica e reflexa da pressdo arterial
sistémica. Estes neur6nios sdo importantes por manter niveis normais de repouso da
pressdo arterial (Alexander, 1946; Kumada et al., 1979; Dampney, 1981) e por serem o
sitio de terminacdo das aferéncias de barorreceptores, quimiorreceptores e receptores
cardiopulmonares (Miura; Reis, 1969; Kalia; Mesulam, 1980; Kalia, 1981; Spyer,
1981).

Na regido dorso-medial do bulbo, encontra-se um nicleo importante para a
regulacdo do sistema nervoso autdbnomo, o nucleo do trato solitdrio (Van Giersbergen et
al., 1992). Este nucleo recebe aferéncias primdrias que derivam de diversos receptores
viscerais, dentre eles barorreceptores, receptores cardiopulmonares, viscerais, hepaticos
e pancredticos e quimiorreceptores, através dos nervos vago e glossofaringeo (Mifflin et
al., 1988; Andresen; Kunze, 1994), além de aferéncias de centros superiores do encéfalo
(Van Der Kooy et al., 1984) e de aferéncias somadticas (Potts, 2006), sendo assim um
dos principais controladores das atividades viscerais.

A participacdo do nucleo do trato solitdrio ocorre de diversas maneiras. O
controle de atuacdo mais rdpida e significativa se dd pelo barorreflexo. O principal
proposito do barorreflexo € prover estabilizacdo rdpida e eficiente da pressao arterial
através de sensores estrategicamente localizados que sao sensiveis a variagdes da
pressao arterial e sdo conhecidos como barorreceptores arteriais. Estes receptores, cujas

terminacdes se localizam primariamente na adventicia do seio carotideo e do arco
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adrtico, possuem o seu soma localizado respectivamente nos ganglios petroso e nodoso,
e sdo inervados pelos nervos cranianos glossofaringeo (IX) e vago (X) (Spyer, 1981).

O aumento da pressdo arterial promove um estiramento dos barorreceptores.
Estes enviam estimulos excitatdrios, através principalmente da liberagdo de glutamato
(Talman et al., 1980) para neurdnios de segunda ordem do nicleo do trato solitdrio.
Estes neurdnios de segunda-ordem se projetam para o bulbo ventrolateral caudal, onde
eles fazem sinapse excitatérias, usando para isso, dentre outros neurotransmissores, o
glutamato (Gordon, 1987). Os neurdnios do bulbo ventrolateral caudal, por sua vez,
enviam estimulos inibitdrios, através do neurotransmissor GABA, para neurdnios
simpatoexcitatérios localizados no bulbo ventrolateral rostral (Blessing, 1988; Jeske et
al., 1995) (FIGURA 1). Em paralelo, neur6nios de segunda ordem do nicleo do trato
solitirio mantém uma influéncia excitatéria direta, através do glutamato, sobre
neurdnios pré-ganglionares parassimpéticos localizados principalmente no nucleo
ambiguo (Machado; Brody, 1988). Logo, barorreceptores arteriais mantém um controle
momento-a-momento de ambas as inervacdes simpdtica e vagal para o sistema
cardiovascular (Spyer; Loewy, 1990; Chalmers et al., 1992; Cowley, 1992; Aicher et
al., 2000).

O aumento da pressao arterial, desta forma, leva a reduc¢do do tonus simpético e
aumento do tonus vagal, resultando em reducdo na contragdo dos vasos sanguineos, na
liberacdo de catecolaminas pelas glandulas supra-renais, na redu¢do da forca de
contra¢do do coracdo e em bradicardia. A redu¢do da pressdo arterial, por outro lado,
leva a um aumento do tonus simpético e redugdo do tdnus vagal, resultando em repostas

opostas ao aumento da pressao (Sagawa, 1983).
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FIGURA 1 - Esquema ilustrativo do barorreflexo. Corte longitudinal do bulbo de rato
ilustrando o bulbo (laranja), os nudcleos envolvidos no controle reflexo da pressdao
arterial e as projecdes modulatérias do sistema nervoso autdbnomo simpdtico (linha
continua) e parassimpdtico (linha tracejada). A explicacdo detalhada se encontra no
texto. Abreviaturas: CVL: bulbo ventrolateral caudal; IML: coluna intermediolateral da
medula espinhal; NTS: nicleo do trato solitdrio; RVL: bulbo ventrolateral rostral. Setas
azuis: aferéncias glutamatérgicas; setas vermelhas: aferéncias GABAérgicas; setas
pretas: eferéncias colinérgicas; setas verdes: eferéncias noradrenérgicas. Imagem

adaptada de Dampney et al., 2002.
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Outras vias reflexas estdo relacionadas com a manutencdo da pressdo arterial,
mas de modo menos significativo que o barorreflexo. Dentre elas, encontramos o
reflexo quimiorreceptor, que também promove ajustes na func¢do cardiovascular, além
de ajustes na ventilacdo, como uma tentativa de manter perfusdo adequada aos 6rgaos
vitais. (Housley; Sinclair, 1988; Mifflin, 1992).

As respostas enviadas pelos barorreceptores sao integradas ndo apenas em niveis
bulbares, mas também envolvem a participacdo de estruturas mais altas dentro do
sistema nervoso, tais como o hipotdlamo, que contém importantes areas responsaveis
pela integracdo de fungdes vegetativas e comportamentais. Entre os centros
modulatérios do hipotdlamo, o nicleo supradtico e paraventricular sdo dreas de grande
importancia para o controle autondmico e neuroenddcrino. O nucleo supradtico do
hipotdlamo contém neurdnios vasopressinérgicos e ocitocinérgicos que sintetizam e
liberam estes transmissores no sangue via neurohipdfise. Neurdnios do nicleo
paraventricular do hipotdlamo se projetam para nucleos encefdlicos (nicleo do trato
solitario, nicleo motor dorsal do vago, nicleo ambiguo, bulbo ventrolateral) e para as
células da coluna intermediolateral da medula espinal, estando envolvidos no controle
autondomico da circulacdo (Buijs et al., 1978; Nilaver et al., 1980; Sawchenko;

Swanson, 1982).

1.2 - Neurotransmissores atuantes na modulacao da pressao
arterial

A modulacio neural da pressdo arterial ocorre ndo somente pela interacao entre
diversos nucleos, mas também pela ativacdo de diversas vias de neurotransmissores.
Nao somente os neurotransmissores induzem respostas distintas de acordo com os

neurOnios em que atuam e com 0s receptores que sdo ativados, mas também as vias de
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neurotransmissores podem interagir entre si, gerando respostas, intracelulares e
sist€micas, ainda mais complexas.

O nucleo do trato solitario € o nidcleo que mostra maior complexidade em mediar
suas fungdes. Foram encontrados nele mais de 30 transmissores (e seus respectivos
receptores na maior parte dos casos), em concentracdes relativamente altas, a maioria
destes influenciando a modulagdo da pressao arterial (Van Giersbergen et al., 1992).

Dentre os neurotransmissores e receptores relacionados com a modulagdo da
pressao arterial, encontramos o glutamato, presente tanto na via do barorreflexo quanto
nas vias do quimiorreflexo e reflexo cardiopulmonar (Machado, Mauad, Chianca Junior
et al., 1997). Observamos também que diversos neurdnios participantes do controle
barorreflexo sdo encontrados em centros catecolaminérgicos bulbares, e a atividade
destes neurOnios é alterada mediante estimula¢des do barorreflexo (Blessing et al.,
1986; Dampney et al., 2003). Estas duas vias de neurotransmissao possuem nao sé

papel chave na regulacdo da pressao arterial, mas em diversas outras vias neuronais.

1.2.1 - Glutamato

O aminoécido I-glutamato estd, de diversas formas, envolvido na maior parte dos
aspectos das fungdes encefdlicas, normais e patoldgicas, assim como no funcionamento
de oOrgados periféricos (Attwell, 2000; Petroff, 2002). Este € considerado o maior
mediador de sinais excitatérios no sistema nervoso mamaliano e estd envolvido na
maior parte das funcdes normais encefdlicas, incluindo cogni¢do, memoria e
aprendizado (Danbolt, 2001). O glutamato também possui grande importancia no
desenvolvimento do sistema nervoso central, incluindo indug¢do e eliminacdo de
sinapses, migracao celular, diferenciacio e morte celular (Sarichelou et al., 2008).

A sua sintese em neuronios se d4d mais comumente dentro das mitocondrias pela

conversao do aminodcido glutamina em glutamato, através da enzima glutaminase. O
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glutamato € entdo transportado para fora das mitocOndrias e novamente para as
vesiculas sindpticas. Apds ser liberado na fenda sindptica, o glutamato € removido
através da recaptacdo por neurdnios e por células gliais. Quando o glutamato ¢é
recaptado pelos neurdnios, ele é em grande parte transportado para vesiculas sindpticas
(Van Den Berg; Garfinkel, 1971; Daikhin; Yudkoff, 2000). Em astrécitos, o glutamato,
apo6s ser absorvido do meio extracelular, € convertido em glutamina através da enzima
glutamina sintetase. A glutamina € entdo liberada no meio extracelular e reconvertida
em glutamato dentro dos neurdnios pela via ja descrita. (Martinez-Hernandez et al.,
1977, Ottersen et al., 1992; Laake et al., 1995).

O glutamato ndo € necessariamente derivado da glutamina, tampouco ¢é
necessariamente convertido em glutamina apds absor¢do pelos astrécitos. Alguns
neurdnios glutamatérgicos, por exemplo, ndo expressam a enzima glutaminase, obtendo
o glutamato por outras vias (Ottersen et al., 1998; Laake et al., 1999). Deste modo, ndo
€ sempre possivel caracterizar um neurdnio como glutamatérgico através das enzimas
que ele expressa, uma vez que este pode obter o glutamato por outras formas.

Os receptores glutamatérgicos sao divididos em dois grupos distintos: receptores
ionotropicos e metabotrépicos associados a proteina G (Monaghan et al., 1989; Watkins
et al., 1990; Young; Fagg, 1990). Os receptores ionotrépicos compreendem os canais
i0nicos que seletivamente sdo permedveis a cations e sao divididos em 3 subgrupos, de
acordo com seus agonistas seletivos: N-metil-D-aspartato (NMDA), cainato e a-amino-
3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionato (AMPA) (Monaghan et al., 1989). Estes dois
ultimos sdo comumente referidos como receptores nao-NMDA.

Todos os receptores i0nicos glutamatérgicos sdo formados por quatro
subunidades. Duas das subunidades que formam os receptores NMDA sé@o do tipo NR1

enquanto as outras duas sdo do tipo NR2. Existem diferentes variantes das subunidades
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NRI1 e NR2, e estas estdo relacionadas com a localizacdo e a atuag¢do dos receptores nos
neurdnios. Os receptores do tipo AMPA sdo compostos por diferentes combinacdes de
quatro tipos das subunidades GluR1, GluR2, GluR3 e GluR4, enquanto os receptores de
cainato podem ser formados por diferentes combinacdes de GluRS, GluR6, GluR7,
KA1 e KA2. As diferentes combinagdes possiveis acarretam em diferencas na atuagao
dos canais, podendo variar a condutancia idnica e o tempo de abertura dos canais
(Hassel; Dingledine, 2006).

Os receptores de NMDA sdo caracterizados por seu bloqueio voltagem-
dependente pelo Mg™ (Mayer et al., 1989) e por uma alta permeabilidade a Ca™. Para a
abertura de seus canais, € necessdrio que a membrana plasmaética seja despolarizada
previamente (Mayer; Westbrook, 1987). Os receptores AMPA e cainato sdo permeaveis
a Na" e K*, e seus canais i0nicos abrem rapidamente apds a ligacdo do glutamato com
seus receptores (Pralong et al., 2002).

Na maioria das sinapeses glutamatérgicas, a liberacdo de glutamato produz uma
corrente excitatéria pds-sindptica com 2 componentes (Mayer; Westbrook, 1987;
Forsythe; Westbrook, 1988; Bekkers; Stevens, 1989; Collingridge; Lester, 1989;
Hestrin, Nicoll et al., 1990; Hestrin, Sah et al., 1990; Keller et al., 1991). Receptores
ionotropicos nao-NMDA sdo responsdveis pela primeira por¢do da despolarizagio,
caracterizada por um ripido inicio e rdpido decaimento da despolarizacdo, enquanto os
receptores NMDA mediam o segundo componente com um aumento lento e um
decaimento de centenas de milissegundos (Collingridge et al., 1983; Mayer; Westbrook,
1987; Forsythe; Westbrook, 1988; Bekkers; Stevens, 1989; Sansom; Usherwood, 1990).

Ja quanto aos receptores metabotropicos glutamatérgicos, sao conhecidos até o
momento 8 tipos, classificados de mGluR1 a mGIluR8. Estes 8 receptores sdao

subdivididos em trés grupos. O grupo I, formado pelos receptores mGluR1 e mGIuRS,
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estd associado a proteina G, estimulando a atividade da fosfolipase C e a liberagdo de
Ca™ de reservas citoplasmadticas. A ativacdo da fosfolipase C também leva a formacdo
de diacilglicerol, que por sua vez ativa a proteina quinase C. J4 a ativacdo dos grupos II
(mGluR2-3) e III (mGluR4 e mGIluR6-8), associados com a proteina G, resulta na
inibicao da adenilil ciclase (Schoepp et al., 1990).

Os receptores ionotropicos glutamatérgicos estdo envolvidos com dois processos
relacionados com a eficdcia da conexao sindptica, chamados de potenciacdo de longo-
prazo (LTP) e depressao de longo prazo (LTD). Quando receptores glutamatérgicos sao
estimulados em alta freqiiéncia (acima de 100Hz) pode ocorrer a LTP, onde a
transmissdo de impulsos ocorre de modo mais eficiente por horas, meses ou mais.
Contudo, em estimulagdes de baixa freqiiéncia (1-5Hz), pode-se observar a LTD, que
leva a uma menor eficicia na transmissdo do impulso (Hassel; Dingledine, 2006).
Ambos os processos estdo relacionados com a abertura de canais NMDA apds a
despolarizacdo da membrana plasmdtica pelos receptores nao-NMDA e sao
desencadeados pelo célcio. O que vai determinar qual processo serd desencadeado é
principalmente por quanto tempo, em que concentragdes e em que lugares ele estard no
neurdnio (Massey; Bashir, 2007).

E aceito que o glutamato é o neurotransmissor liberado no nicleo do trato
solitdrio em resposta a ativacdo dos barorreceptores e a ativagdo de receptores
cardiopulmonares (Talman er al., 1980). Encontramos neste nicleo todos os subtipos de
receptores AMPA, havendo predominio da subunidade GluR2, subunidade que, quando
presente, impede influxo de calcio por este canal (Sato et al., 1993; Cull-Candy et al.,
2006). Ja dentre os receptores NMDA no ntcleo do trato solitdrio, ocorre predominio
das subunidades NR1 e NR2D (Guthmann; Herbert, 1999). Os receptores NMDA do

nucleo do trato solitario se encontram predominantemente fora da regido sindptica tanto
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na membrana pré- quanto pds-sindptica (Aicher et al., 1999; Glass et al., 2004).
Encontramos todos os receptores metabotropicos glutamatérgicos no nicleo do trato
solitario (Hoang; Hay, 2001).

Tanto os receptores metabotrépicos quanto os ionotrépicos glutamatérgicos,
quando ativados no nudcleo do trato solitdrio, resultam em respostas depressoras e
bradicardicas. Estes efeitos podem ser devidos tanto pela ativagdo de receptores pré-
sindpticos quanto pds-sindpticos. O papel de receptores glutamatérgicos ionotrépicos no
barorreflexo, quimiorreflexo e reflexo cardiopulmonar € bem conhecido. O modo como
receptores metabotropicos atuam, contudo, ainda ndo é claro (Talman et al., 1980;

Vardhan et al., 1993b; a; De Paula; Branco, 2005).

1.2.2 - Catecolaminas

Assim como os receptores glutamatérgicos metabotrépicos, todos os receptores
catecolaminérgicos sdo associados a proteina G. Estes sdo ativados pelas catecolaminas,
transmissores derivados do aminodcido tirosina, sendo estes a dopamina, noradrenalina
e adrenalina (Kuhar er al., 2006). Encontramos 19 centros catecolaminérgicos no
sistema nervoso central, sendo 10 centros dopaminérgicos, 6 centros noradrenérgicos e
3 adrenérgicos. Em geral, estes centros sdo encontrados abaixo da regido cortical. Os
centros dopaminérgicos se localizam entre a regido da retina e o bulbo olfatério até a
regido do mesencéfalo. Os seis centros noradrenérgicos sao encontrados ao longo do
bulbo, ponte e mesencéfalo, enquanto os centros adrenérgicos se localizam
principalmente na regidao do bulbo (Cooper et al., 1977; Niewenhuys, 1985; Paxinos,
1995; Kuhar et al., 2006).

Todos os neurdnios catecolaminérgicos tém em comum duas das primeiras
etapas da sintese de catecolaminas: a conversao da tirosina em I-dopa através da enzima

tirosina hidroxilase e a conversdo de l-dopa em dopamina pela enzima aminodcido
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decarboxilase. A noradrenalina e a adrenalina compartilham uma mesma terceira etapa:
a conversdo da dopamina em noradrenalina pela enzima dopamina-B-hidroxilase.
Apenas em neurdnios adrenérgicos ocorre a conversao da noradrenalina em adrenalina
pela enzima fenil-etanolamina N-metil transferase (Cooper et al., 1977; Bjoklund;
Hokfelt, 1984).

Os efeitos da noradrenalina e da adrenalina sdo mediados através de nove
receptores distintos agrupados em trés familias, sendo estas al, a2 e B. Estas trés
familias de adrenoceptores ativam diferentes tipos de proteina G, induzindo sinais
intracelulares especificos. Os adrenoceptores al estdo ligados vias mediadas pelas
proteinas G4, que aumentam a sintese de inositol 1,4,5 trifosfato e de diacil glicerol,
resultando em um aumento de atividade da proteina quinase C e aumento de célcio
intracelular. Os receptores 02 induzem efeitos intracelulares via proteinas Gj, que
inibem a adenilil ciclase, levando a reducdo niveis de AMP ciclico e reduzindo a
fosforilacdo da proteina quinase A. Receptores o2 adrenérgicos também podem ser
acoplados a canais de calcio, inibindo sua fun¢do (Boehm; Huck, 1996; Cussac et al.,
2002). Os receptores B adrenérgicos estdo ligados a proteina G, que quando acionados
levam a um aumento da atividade da adenilil ciclase, resultando em aumento da sintese
de AMP ciclico e da atividade da proteina quinase A (Kuhar et al., 2006). Comparada
com a noradrenalina, contudo, a adrenalina é menos especifica a a2-adrenoreceptores e
estimula B-adrenoceptores e al adrenoceptores de modo similar (Berthelsen; Pettinger,
1977; Bylund; U'prichard, 1983).

A noradrenalina e a adrenalina possuem papel inibitério na regulagcao da pressao
arterial e nos batimentos cardiacos (Bhargava et al., 1972; Baum; Shropshire, 1973).
Apesar de ainda ndo ser claro o papel de cada receptor, evidéncias indicam que os

efeitos adrenérgicos partem principalmente da ativacdo de receptores o2 adrenérgicos,
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sendo este controle fundamental para a manuten¢do da regulacdo do barorreflexo pelo
nicleo do trato solitdrio (Tung et al., 1988; Sved et al., 1992). Os receptores a2
adrenérgicos estdo presentes em maior quantidade no nucleo do trato solitario do que os
receptores al e  adrenérgicos (Young; Kuhar, 1979), sendo que até o momento, ndo é
certo o envolvimento destes ultimos na modulacdo da pressdo arterial (Aoki; Pickel,
1992; Dampney, 1994; Tsukamoto et al., 2002).

O receptor 02 adrenérgico interage com diversos outros receptores importantes
para o controle da pressdo arterial, dentre eles os receptores de angiotensina Il e do
neuropeptideo Y (Fior et al., 1994; Yang et al., 1997; Diaz-Cabiale et al., 2007). O
neurotransmissor angiotensina II, por exemplo, ao atuar em receptores AT1 no nicleo
do trato solitdrio, pode reduzir a afinidade da noradrenalina pelos receptores o2
adrenérgicos, e esta interacao entre os receptores acontece ao nivel da membrana celular
(Fior et al., 1994). Deste modo, os receptores a2 sdo importantes no controle da pressao
arterial ndo apenas pelo seu efeito direto sobre a pressdo arterial, mas também através
de sua interac@o com outros receptores.

Acredita-se que alteragdes no sistema catecolaminérgico no sistema nervoso,
principalmente nos nucleos relacionados ao controle da pressdo arterial, estejam
relacionadas com o desenvolvimento da hipertensdo essencial. Existe uma menor
quantidade de receptores 02 adrenérgicos em ratos espontaneamente hipertensos em
relacdo aos animais normotensos, sendo que 0s animais normotensos sao mais sensiveis
a noradrenalina (Hayward et al., 2002). Em animais hipertensos, observamos também
que hid maior liberacdo de noradrenalina pelos neurdnios apds estimulagdo. Os
neurdnios de ratos hipertensos também se mostram, comparados com normotensos,
mais sensiveis a estimulacdo por angiotensina II, importante neurotransmissor

relacionado com a regulagdo da pressdo arterial (Teschemacher et al., 2008).
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1.3 — Interacao entre sistemas de neurotransmissao

Existem diversas formas pelas quais a atuacio de receptores pode ser modulada
em células do sistema nervoso. Dependendo do estimulo realizado nas células, os
receptores podem ter sua sensibilidade aos transmissores alterada, como formar
oligdmeros com outros receptores, ou mesmo serem internalizados ou degradados,
dentre outras respostas. Caso os estimulos sejam intensos ou durem por longos
intervalos de tempo, estes podem influenciar o controle da transcri¢do de genes, e assim
resultar tanto no aumento como na reducdo da sintese de receptores. Sabe-se, por
exemplo, que a estimulacdo de receptores a2 adrenérgicos reduz a quantidade de
receptores 02 adrenérgico na célula (Heck; Bylund, 1997). O receptor glutamatérgico
NMDA e o receptor dopaminérgico D1, por sua vez, podem interagir de diversos
modos, dentre eles formacdo de dimeros e alteracdo da sensibilidade a transmissores
(Cepeda; Levine, 2006).

Da mesma forma que ocorre com os receptores, as diversas etapas envolvidas
com a sintese e liberacdo de neurotransmissores também estdo sujeitas a modulacdo. E
sabido, por exemplo, que hd aumento de recaptacdo de noradrenalina apds estimulo de
células em cultura por angiotensina II (Lu er al., 1996). Observamos também que
fatores relacionados com o aumento do AMP ciclico (cAMP) nos neurdnios
catecolaminérgicos levam ao aumento na sintese de catecolaminas (Lewis-Tuffin ef al.,
2004).

As diferentes formas pelas quais um sistema de neurotransmissdo (envolvendo
os transmissores € os receptores, transportadores e enzimas relacionadas) pode ser
modulado podem ocorrer como uma conseqiiéncia da ativacdo de mensageiros
secundérios. Em cultura de células do tronco encefalico, receptores de adenosina Al,

quando estimulados, aumentam a afinidade de receptores a2 adrenérgicos através de
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uma via dependente de fosfolipase C (Carrettiero et al., 2009). A alteracao da atuacdo
de uma via de neurotransmissio por outra via também pode ser direta, onde a ativagcao
de um receptor especifico atua diretamente sobre outros receptores. As respostas
geradas por essa atuagdo podem ser diversas, incluindo formacdo de dimeros com
outros receptores, aumento ou reducao da atividade do canal, internaliza¢ao do receptor,
entre outras. Sabe-se, por exemplo, que receptores glutamatérgicos e dopaminérgicos
podem desencadear respostas diretas um sobre o outro em diversos nicleos do sistema

nervoso (Cepeda; Levine, 2006).

1.4 — Estudos em organismos vivos e em culturas de células

Em um organismo vivo, os neurdnios e as células gliais de um nucleo encefalico
especifico podem receber estimulos de diversas regides diferentes, oriundos tanto do
proprio sistema nervoso como a partir de receptores periféricos. Estas mesmas células
também podem enviar estimulos tanto para outros ntcleos encefdlicos como para o
organismo. Como exemplo, podemos citar o ndcleo ambiguo, que recebe e envia
estimulos ao organismo a partir do nervo vago, e também interage com o nucleo do
trato solitdrio.

Ap6s, por exemplo, o tratamento do nucleo do trato solitdrio com glutamato,
observa-se reducdo da pressdo arterial, resultando em uma menor estimulagcdo dos
barorreceptores. Da mesma forma, o tratamento do bulbo ventrolateral rostral com
glutamato leva a um aumento da pressdo arterial, o que resulta em aumento da
estimulagdo dos barorreceptores, resultando em reducdo da estimulacdo do bulbo
ventrolateral rostral. Desta forma, quando se estuda, em um organismo vivo, as
possiveis respostas de um dado nicleo encefdlico a uma estimulacdo especifica,

devemos levar em consideracdo que os possiveis efeitos do tratamento se devem
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também a interacdo da regido tratada com o organismo, bem como em resposta as
alteracdes na pressao arterial.

Ao realizarmos uma cultura de células de um nicleo especifico, isolamos as
células deste nicleo em um ambiente controlado, onde as Unicas estimulacdes que as
células recebem sao oriundas das proprias células presentes na cultura. Desta forma, ao
expormos estas células a um estimulo especifico, as respostas observadas se devem a
atuacdo do estimulo sobre as células e da interagcdo entre as células presentes na cultura.

Muitos trabalhos sobre o nudcleo do trato solitario encontrados na literatura,
assim como de outros nucleos bulbares relacionados com o controle da pressao arterial,
foi realizada em sec¢des histolégicas de encéfalos de animais adultos (tratados ou nao)
(Van Giersbergen et al., 1992; Maley, 1996) ou através da andlise comportamental apds
introducdo de substancias diretamente na drea desejada em animais vivos, estando estes
anestesiados ou nido (Johnson; Ascher, 1987; Le Galloudec et al.,, 1989; Machado;
Bonagamba, 1992; Colombari et al., 1994; Colombari et al., 1996; Potts, 2006). Estes
trabalhos, apesar de caracterizarem bem a atuacdo do Nucleo do Trato Solitario no
controle da pressdo arterial e de mostrarem a presenca dos neurotransmissores,
neurorreceptores e enzimas envolvidas, ndo caracterizam bem a atuacdo das células
deste, tampouco a importancia de cada tipo celular. Por isto, consideramos importante a
realizacdo de estudos de modulagdo de sistemas de neurotransmissdo de células do

bulbo em cultura.

1.5 — Importancia da interacao entre vias de neurotransmissao

A interacdo entre sistemas de neurotransmissdo tem sido bastante estudada entre
os mais diversos neurotransmissores e tem se verificado que isso ocorre quase como via
de regra no sistema nervoso central. A interacdo entre o sistema catecolaminérgico e

glutamatérgico, apesar da reconhecida importancia de ambos, foi pouco explorada até o
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momento. O estudo de modulacdo do sistema catecolaminérgico pelo glutamato € de

grande relevancia devido a a¢des que estes apresentam no sistema nervoso central.

Deste modo, considerando-se que:

- Os sistemas glutamatérgico e catecolaminérgico sio muito importantes no
sistema nervoso, estando relacionados com diversas funcdes;

- O glutamato e a noradrenalina sdo neurotransmissores encontrados em grande
quantidade nos principais centros controladores da pressao arterial;

- A cada dia hd mais evidéncias de que os neurotransmissores exercem efeitos

modulatérios uns sobre 0s outros;

Acreditamos que a interacdo entre os sistemas catecolaminérgico e
glutamatérgico possa desempenhar papel importante na via de regulagdo da pressao
arterial. Assim sendo, propomos uma andlise dos mecanismos envolvidos na modulagao
dos sistemas catecolaminérgicos e glutamatérgicos em cultura primdria de células do

bulbo.
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2 - Objetivos

-Verificar se hd existéncia de modulagdo entre a via glutamatérgica e noradrenérgica em

culturas de células do bulbo de ratos neonatos.

Objetivos especificos:

Realizar cultura primédria de células do bulbo de ratos. A partir desta:

- Caracterizar o nimero de células e neurdnios nas culturas, assim como a
presenca de células gliais, através de técnicas de imunohistoquimica.

- Observar se a presenca do glutamato na cultura de células influencia a
producgdo de tirosina hidroxilase, através de técnicas de PCR em tempo real e Western
Blotting.

- Observar se a presenca do glutamato na cultura de células influencia a

producdo do receptor a2 adrenérgico, através de técnicas de PCR em tempo real e

Western Blotting.

- Observar se a presenca de antagonista do receptor glutamatérgico NMDA
influencia a produgdo do receptor a2 adrenérgico, através de Western Blotting.

- Observar se a presenca de noradrenalina na cultura de células influencia a

producdo do receptor glutamatérgico NMDA NRI1, através de Western Blotting.
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3 - Material e Métodos

Para todos os procedimentos descritos abaixo, foram utilizados ratos neonatos
obtidos do Biotério do Departamento de Fisiologia do Instituto de Biociéncias da

Universidade de Sao Paulo — SP.

3.1 - Cultura de células

Para todas as etapas descritas abaixo, exceto quando citado, o tecido obtido foi
mantido em solucdo-tampao gelada (120 mM NaCl, 5 mM KCl, 1,2 mM KH2S04, 1,2
mM MgSO04, 25m M NaHCO3 e 13 mM glicose, a pH 7.4).

Para a realizacdo da cultura de células, foi extraido o bulbo de ratos neonatos o
qual foi submetido a tratamento com tripsina (concentracdo 2,5%) (Gibco, EUA), em
banho-maria a 37°C, a 100 rotacdes por minuto, por 40 minutos. Para este tratamento, o
tecido foi previamente reduzido a fragmentos de cerca de 1 mm?”. A agdo da tripsina foi
entdo interrompida pela adi¢do de 0,006 g do inibidor da tripsina (Gibco). O tecido,
entdo, foi pipetado e retornado ao seu recipiente diversas vezes até que as células do
tecido estivessem dissociadas e livres na solugdo.

As células foram concentradas apds centrifugacdo por cinco minutos a 300g.
Logo apds, a solucdo-tampao foi removida e as células foram ressuspendidas em meio
de cultura Neurobasal (Gibco), suplementado com 2% de B27 (Gibco), 0,25mM de
glutamax (Gibco) e 0,25mM de L-glutamina (Sigma-Aldrich, EUA) e antibidtico
Gentamicin (Gibco). Para verificar a concentracao de células no meio, 200ul de meio de
cultura com células foi aplicada em uma camara para contagem Neubauer (Optik Labor,
Alemanha). A diferenciacdo de células mortas ou lesadas foi feita através de tratamento

com 0,02% Trypan blue (Sigma-Aldrich).



32

As células foram plaqueadas na concentra¢do de 1800 células/mm? em placas de
petri de dimensdes de 35 x 10 mm (Nunc, Dinamarca) ou em placas para cultura de
células com 24 pogos (TPP, Suica) tratadas com Poly-D-Lisina (Sigma-Aldrich) por 40
minutos e com soro fetal bovino (Sigma). As culturas de células foram mantidas em
estufa a 37°C em uma atmosfera com concentragdo de CO, em 5%. O meio de cultura

foi trocado apds 3 horas, trés e seis dias apOs a realizagcao da cultura.

3.2 - Tratamentos

Seis dias apds o plaqueamento, as células foram submetidas a tratamento com
glutamato ou noradrenalina, seguido de extragdo de proteinas para a realizacdo de
Western Blotting e extragdo de mRNA para a realizacdo do PCR em tempo real.

Para a extracdo de proteinas, as culturas foram tratadas com as seguintes
concentracdes de glutamato (L-glutamic acid, Sigma-Aldrich): 0,1uM, 1 uM, 10 uM e
100 uM, pelo periodo de 24 horas. Também foram tratadas as culturas com 1uM de
glutamato por diferentes tempos: 4, 12, 24 e 48 horas. As culturas também foram
tratadas com noradrenalina (+ arterenol, Sigma) nas concentragdes de 0,1 uM, 5 uM, 10
uM e 100 uM por 24 horas, assim como tratadas com 5 pM de noradrenalina por 4, 12,
24 e 48 horas. As concentragdes utilizadas neste estudo foram selecionadas a partir de
diversos trabalhos, levando-se em consideracdo a concentragdo Otima para se observar
atividade modulatéria e evitar toxicidade induzida pelo tratamento, tanto em neurdnios
como em cé€lulas gliais (Cull-Candy; Ogden, 1985; Marchetti et al., 1986; Tolbert et al.,
2003; Velasco et al., 2003).

As culturas também foram submetidas a tratamentos com os seguintes agonistas
e antagonistas de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA: NMDA e MKS801,
respectivamente. Foram feitos experimentos para a verificagdo da modulagcdo do sistema

catecolaminérgico pela ativacdo e inibicao dos canais glutamatérgicos NMDA.
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Para este experimento, as células foram incubadas, em cada cultura, com 10uM
de NMDA (Sigma-Aldrich), SuM de MKS801 (Sigma-Aldrich) e 10 uM de NMDA
junto com 5 uM de MKS8O01.

Ap6s o tempo do tratamento, as culturas de células foram rapidamente lavadas
com PBS e tiveram suas proteinas extraidas para andlise por Western Blotting ou entao

tiveram o RNA extraido para ser analisado por PCR em tempo real.

3.3 - Analise da toxicidade do glutamato

A viabilidade das células apds o tratamento com glutamato foi verificada por
contagem celular. As células foram incubadas com PBS (11,4g/1 Na,HPO4.H,0; 2,6g/1
NaH,P0O,.H,0; 0,2g/1 NaCl; 8g/1 NaCl; agua) gelado contendo 0,02% de trypan blue
por cinco minutos e entdo fotografadas em microscopio invertido. Foi contado o nimero

de células coradas com trypan-blue de seis campos por placa.

3.4 - Imunofluorescéncia

Ap6s 3 ou 6 dias, as placas foram submetidas a reacdo de imunofluorescéncia
utilizando-se anticorpos primdrios especificos para identificar: neur6nios (anti MAP2,
Sigma) e astrécitos (anti GFAP, DAKO, EUA). O anticorpo anti MAP2 foi produzido
em camundongo e o anti GFAP foi produzido em coelho. Todas as placas foram
marcadas com dois anticorpos primdrios distintos, sendo sempre um deles ou MAP ou
GFAP.

Sete dias apds o plaqueamento, as culturas de células foram lavadas com PBS
gelado e fixadas com solugao 50% metanol 50% acetona. Logo ap6s, foram mantidas
em -20°C até o dia da realiza¢do da imunofluorescéncia.

As células foram permeabilizadas com PBS contendo 0,2% triton por 30

minutos em temperatura ambiente. Em seguida, as laminas foram incubadas com
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solucdo PBS contendo 2% soro normal de cabra (NGS, Vector, EUA), 4% albumina de
soro bovino (BSA, Sigma) e 0,2% Triton (+-octylphenoxypolyethoxyethanol, Sigma-
Aldrich) por 30 minutos em temperatura ambiente, com o objetivo de inibir as ligacdes
nio especificas que podem estar presentes no tecido conjuntivo. As placas foram
incubadas com os anticorpos primdrios, por 18 a 24 horas, a 4°C. O meio de dilui¢do
para o anticorpo consiste em solug¢do de PBS, 0,2% Triton, 1% NGS e 2% BSA.

Os anticorpos de ligagdo ao anticorpo primdrio utilizados sdo anticorpos
fluorescentes (FITC, Jackson; Texas Red, Jackson), produzidos em cabra e com
especificidade anti-coelho e anti-camundongo e sdo usados por duas horas a
temperatura ambiente.

Ao término, foi utilizado o corante fluorescente DAPI para corar o DNA das

células e assim tornar distinguivel a presenca do ntcleo celular.

3.5 - Western Blotting

Para a extracdo de proteinas, o meio de cultura foi extraido das placas de cultura
e estas foram lavadas rapidamente com PBS gelado. As células foram lisadas e as
proteinas extraidas aplicando-se RIPA em cada placa (1% NP40; 0,5% Deoxicolato de
s6dio; 1% SDS; ImM EDTA; 1mM EGTA; 1% Coquetel inibidor de protease (Sigma-
Aldrich); PBS) e esfregando a ponta da ponteira nas placas. O lisado das células,
transferido para tubos, foi agitado vigorosamente diversas vezes e centrifugado (14000
rpm, 20 min) a 4°C. O extrato de proteinas obtido foi mantido em freezer -80°C até o
momento do uso.

A concentragdo de proteinas dos lisados de células foi quantificada através do
método de Bradford. Foram preparadas aliquotas compostas de extratos de proteinas e
de diferentes concentracdes conhecidas de albumina diluidas em dgua. 40ul de cada

aliquota foi transferido para pocos de uma placa de elisa e, em seguida, foram
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adicionados 200ul de solucdo de Bradford em cada poco. A placa de elisa com as
solucdes de albumina e de proteinas foi entdo analisada por um espectrofotdometro.
Aliquotas com proteinas do bulbo foram preparadas misturando-se 15ug de
proteinas do extrato de proteinas, Sample Buffer (Sigma-Aldrich) e RIPA. Esta solucdo
foi entdo fervida por 3 minutos e rapidamente colocada em gelo. Foram adicionados
10ul das aliquotas de proteinas, intercalados com marcadores de peso molecular
Kaleidoscope (Bio-Rad, EUA), a pogos do gel de SDS-poliacrilamida (FisherBiotech,
EUA) 12%. Este gel entao foi exposto a eletroforese em gel em 100V por 1h em
solucdo de corrida (25mM Trizma base, 96mM Glicina, 10% SDS, 4gua) para a
separacdo das proteinas por peso molecular. Apds a eletroforese, o gel foi mergulhado
em tampao de transferéncia (25mM Tris, 190mM Glicina, 10% Metanol, dgua), junto
com uma membrana de nitrocelulose, ambos envoltos por papel absorvente (BioRad,
EUA) e flanelas brancas grossas, conjunto conhecido como “sandwich”. Este sandwich
foi submetido a corrente elétrica de 100V mergulhado em tampao de transferéncia, em
gelo, por 1h, para a transferéncia das proteinas do gel para a membrana de nitrocelulose.
As membranas de poliacrilamida foram retiradas do ‘“sandwich”, lavadas
rapidamente em TBS-T (150mM NaCl, 10mM Tris, 0,05% Tween 20, 4gua) e
bloqueadas com 3% leite em TBS-T por 1h em temperatura ambiente. As membranas
bloqueadas foram incubadas com os anticorpos monoclonais anti-tirosina hidroxilase

produzido em camundongo (Chemiconm, EUA), anti a2 adrenérgico produzido em

cabra (Santa Cruz, EUA) e anti NR1 (Chemicon) produzido em camundongo, por 18h a
4°C. Ap6s virias lavagens em TBS-T, a membrana foi incubada com anticorpos
secundérios ECL anti-mouse e anti cabra (Amersham) por 1h a temperatura ambiente. A
deteccao do complexo anticorpo primdrio-secundario foi feita usando-se solu¢io HPR

para deteccdo quimioluminescente (Millipore, EUA) de acordo com instrucdes do
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fabricante. As membranas foram entdo expostas a filmes fotogréficos
quimioluminescentes de alta performance Amersham Hyperfilm ECL (GE, EUA) por 5
minutos, em camara escura. Os filmes foram mergulhados no revelador Devalex Air
(Champion, Inglaterra) por 5 minutos, lavados rapidamente em &4gua destilada e
mergulhados no fixador GBX (Kodak, Brasil) por 10 minutos.

Para a marcagdo da membrana com o anticorpo o tubulina, os anticorpos

anteriormente usados foram removidos da membrana por incubagdo com Erasing Buffer
(62,5M Tris-HCL, 2% SDS, 100mM 2-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich), dgua) a 57°C
por 18 minutos. Apds a remocdo, as membranas foram lavadas diversas vezes em TBS-

T, bloqueadas com leite 5% em TBS-T e incubadas com anticorpo primdrio anti-

tubulina em solugao 1% BSA em TBS-T por 1h em temperatura ambiente. Apds a
incubac@o com o anticorpo primario, a membrana foi lavada duas vezes 10 minutos com
TBS-T e incubada com anticorpo secundario HRP. A detec¢do do complexo anticorpo

primario-secundério foi feita como descrita acima.

3.6 - Analise da expressao de mRNA

3.6.1 - Extracao e Quantificacao de RNA

O ambiente de trabalho foi limpo utilizando-se solu¢do descontaminante de
RNAse (RNAse ZAP, Ambion). Foram utilizados tubos, ponteiras e solucdes livres de
RNAses. Para a extragdo de RNA, foi utilizado o Invisorb Spin Cell RNA mini Kit
(Invitek, Alemanha). Todos os materiais citados no processo de extracdo, exceto quando
citado o contrério, foi fornecido pelo fabricante.

Inicialmente, retiramos o meio de cultura das placas e lavamos as células com
PBS rapidamente. As células em seguida sao lisadas na propria placa pela aplicagcao de

350ul de solucdo de lise R enriquecido com 1% de 1M dithiothreitol (Sigma). Esta
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solucdo € entdo sugada e recolocada na placa diversas vezes para que o processo de lise
atinja todas as células.

Para a remog¢ao do DNA, a soluc¢ao resultante, formada pelas células lisadas e o
tampao de lise, € transferida para um filtro especifico para adesdo ao DNA. Este filtro
com a solucao é entdo colocado em um tubo de centrifuga de coleta de 2ml. A solugdo
foi incubada no filtro dentro do tubo de coleta por um minuto e depois centrifugada a
12000rpm por 2 minutos. Logo apds esta etapa, o filtro foi descartado.

Foram ajustadas em seguida as condicdes necessdrias para o isolamento do RNA
adicionando-se 350ul de etanol 70% (Synth, Brasil) e pipetando a mistura
vigorosamente. Para o isolamento do RNA, agora jia isolado do DNA, a solugdo
resultante da etapa anterior foi adicionada ao filtro RNA-RTA e este filtro foi colocado
em um tubo de coleta. A solucdo foi incubada por 1 minuto e centrifugada a 10000rpm
por 30 segundos. O liquido resultante € descartado e o tubo de coleta reutilizado. Em
seguida, 600ul de tampao de lavagem R1 € adicionado ao filtro RNA-RTA e este é
centrifugado por 30 segundos. O liquido resultante € entao descartado e o filtro RNA-
RTA é colocado em um novo tubo coletor. E adicionado ao filtro 700ul de tampdo de
lavagem R2 e este € centrifugado por 30 segundos a 10000rpm. O liquido resultante é
descartado e o tubo coletor € reutilizado. Em seguida, novamente € adicionado 700ul de
tampao de lavagem R2 e este € centrifugado por 30 segundos. O liquido resultante entao
¢ desprezado.

Para deixar o filtro RNA-RTA seco, o filtro € secado através de centifugagdo por
5 minutos a 12000rpm e o tubo coletor € substituido por um novo. O processo de
extracdo de RNA € concluido pela eluicdio do RNA presente no filtro em20 ul de
tampdo de eluicdo R, adicionado diretamente a membrana do filtro. O tampado de

elui¢do € incubado no filtro por 2 minutos e o filtro € entdo centrifugado por 1 minuto a
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10000rpm. Em seguida, o tubo coletor com o0 mRNA isolado € conservado em freezer -
80°C.

Para acessar a quantidade e qualidade do RNA extraido, primeiramente uma
amostra diluida a 1:50 em tampao TE (10mM Tris, ImM EDTA, 100ml 4gua, pHS8,0)
foi submetida a espectrofotometro para ter a absorbancia a UV determinada e sua
concentracdo. Apos a determinacdo da concentracio de RNA por tubo, uma outra
amostra de 15uM contendo 1,5ug de RNA total foi colocada em gel de agarose 1%
contendo brometo de etidio (0,1pug/mL) e submetida a corrida nas seguintes condicoes:
polo positivo para o negativo, 80V, durante 30 minutos com tampao de corrida

constituido de TBE (324 g Tris base, 165g 4cido bérico, 120mls 0.5M EDTA, pH 8.0).

3.6.2 - RT-PCR em Tempo Real

Ap6s confirmacdo da integridade do RNA, foi realizado a transformacgdo do
mesmo em cDNA dupla fita, através de transcri¢cdo reversa, a fim de amplificar e tornar
a molécula mais estdvel. Para isso, 1ug de RNA total foi adicionado a reagentes para
reacdo de transcricdo reversa seguindo o protocolo do fabricante (TagMan — Applied
Biosystems, EUA). Primeiramente, foi preparada uma solugdo de transcriptase reversa
contendo: SuL. tampdo RT (10X), 11 uL MgCI2(25mM), 10uL nucleotideos dNTPs
(10mM), 2,5uL de hex@meros randdmicos (2,5umol/L), I1uL inibidor de RNAse
(0,4U/uL) e 1,25uL. da enzima transcriptase reversa (1,25U/uL, MultiScribe Reverse
Transcriptase), assim como o RNA de cada amostra em um tubo de polipropileno
préprio para PCR atingindo o volume final de 50uL. Além dos tubos experimentais,
outros 2 tubos controles foram inseridos no ensaio: um sem a enzima transcriptase
reversa e outro sem 0 RNA. Os tubos foram colocados no termociclador com o seguinte
protocolo: 10 minutos de incubagdo a 25°C seguidos de 30 minutos de transcricdo a

48°C e 5 minutos a 95°C para inativacao da enzima. Ao final do procedimento o cDNA
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foi estocado em freezer a -80°C até sua utilizacdo para quantificacdo génica através de

PCR em tempo real.

As probes e primers para 0 mRNA da Tirosina Hidroxilase (Rn00562500_m1 -

Tyrosine Hydroxylase) e do receptor a2 adrenérgico (Rn00562488_s1 - Adrenergic

receptor alpha 2 a) contém FAM™ como repodrter fluorescente e sdo comercialmente

disponiveis através da empresa Applied Biosystems. Foram avaliados os mRNA citados

na cultura de células apds tratamento com gluatamato e noradrenalina. Foram utilizados

primers e probe para o0 RNA ribossdmico (18S) como controle da reagdo, o qual contém

o reporter VIC™ e também € comercialmente disponivel (Applied Biosystems, EUA).

A TABELA 1 exemplifica o protocolo que foi utilizado.

TABELA 1 — Descri¢do do protocolo a ser utilizado para o preparo das amostras

que foram submetidas a andlise por PCR em tempo real.

18S Volume por reacao (25puL)
2x Master Mix 12,5pL
Probe 0,156pL
Primers 0,25L (reverso e de avango)
cDNA (diluido 1:100) 5uL
Agua livre de RNAse 6,841L
Demais mRNAs
2x Master Mix 12,5uL
Probe/primers 1,25uL
cDNA (diluido 1:5) 5uL
Agua DEPC 6,251L

As solugdes foram colocadas em placa de 96 pocos com qualidade dptica (ABI

Prism, Applied Biosystems, EUA) que foi lacrada com adesivo também com qualidade

optica (ABI Prism, Applied Biosystems, EUA) e submetida a amplificacdo e deteccao
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através de PCR em tempo real (modelo 7300, ABI Prism, Applied Biosystems, EUA)
por 50 ciclos.
Os dados referentes aos mRNA de estudo foram corrigidos através de subtracao

dos valores referentes ao 18S e comparados entre si por normalizacdo logaritmica (2—

AACT).

3.7 - Analise dos dados

As imagens da imunofluorescéncia foram gravadas através de camera digital
ligada a um fotomicroscopio (Zeiss Axiophot, Alemanha) acoplado a lampada de
mercurio (Zeiss HBO 100W, Alemanha), utilizando-se um filtro para fluorescéncia
(Chroma Technology, EUA). A quantificacio dos perfis celulares obtidas pelo
fotomicroscopio foi feita através do programa de andlise de imagens Image-Pro Plus
(versao 4,5 Media Cybernetics Inc. EUA).

Todos os experimentos foram realizados no minimo em triplicata. Os dados
quantitativos obtidos foram analisados através da andlise de varidncia (ANOVA) de
uma via e pos-teste de Bonferroni ou pods-teste de Dunnet. A andlise estatistica foi
realizada utilizando-se o programa GraphPad Prism, versao 4.00 de 3 de abril de 2003,
para Windows (GraphPad Software, San Diego, Califérnia EUA). Foram aceitas como
variagOes significativas aquelas em que a diferenca entre os grupos resultou em um

valor de p menor ou igual a 0,05.
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4 - Resultados

4.1 - Analise das culturas de células

As culturas de células do bulbo de ratos neonatos realizadas neste trabalho
apresentam o nimero médio de 2012 células por mm?2, sendo que este nimero variou
entre 1862 e 2150 células no total (TABELA 2). Destas, cerca de 16% sdo neurdnios
(FIGURA 2).

Verificamos que os astrocitos presentes nestas culturas apresentaram longas
ramificacdes, as quais muitas vezes se sobrepdem aos nucleos presentes no campo
(FIGURA 3). Analisando-se imagens de culturas de células mantidas por apenas 3 dias
em cultura, observamos que as ramificacdes dos astrécitos neste estigio sao menores,
ndo envolvendo grande parte dos ntcleos presentes (FIGURA 4).

A propor¢dao de neurdnios em relagdo ao numero total de células que
encontramos na cultura (FIGURA 2) se mostrou mais baixa em relacdo aos trabalhos
de Kivell, grupo responsavel pelo protocolo de cultura de células utilizado (Kivell et al.,
2000), variando entre 25% e 31%, enquanto em nossas culturas encontramos entre 14%

e 19%.
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TABELA 2 — Namero total de células e de neur6nios em cultura de células do bulbo de

ratos Wistar ap6s o periodo de 7 dias.

N¢e células em mm

2

Total

Neuronios

Média + DP 2102+106

2500+

2000+

1500+

1000+

500+

31550

v
n? total de células n? total de neuronios

FIGURA 2 - Niimero total de células e de neurdnios por mm? em culturas de células do

bulbo.
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FIGURA 3 - Imagens de imunofluorescéncia de cultura de células do bulbo de ratos
neonatos por 7 dias. A — nucleos das células; B — neurdnios; C — astrécitos. Imagens da

mesma regido vistas por filtros diferentes. Aumento: 200x.
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FIGURA 4 - Imagem de imunofluorescéncia de astrécitos e niicleos celulares, obtidas
de cultura de células do bulbo de ratos neonatos, apds 7 dias (A) e apds 3 dias (B).
Esferas azuis — nucleos celulares; esferas verdes — nicleos de neurdnios. Notar que as
ramificacdes dos astrécitos de culturas de sete dias (A) sdo significativamente maiores
do que as ramificacdes dos astrdcitos de culturas mantidas por trés dias (B). Somente

em B hd nicleos de células ndo envoltos por ramifica¢des de astrécitos. Aumento: 200x.



45

4.2 - Analise da toxicidade do glutamato

Para verificar se o resultado da modulagdo das células por glutamato nio era
devido a sua toxicidade, verificamos se as concentracdes de glutamato usadas neste
experimento poderiam levar alguma célula da cultura a um estado de necrose ou morte
celular. Tratamos as culturas de células com as seguintes concentracdes de glutamato:
0,1uM; 1uM, 10puM; 50uM e 100uM. Para cada etapa foi utilizada uma placa como
controle negativo.

As imagens obtidas pelo microscopio indicaram que, apds os tratamentos nas
diferentes concentragdes, nenhuma célula foi marcada pelo trypan blue (FIGURA 5). As
imagens obtidas também mostraram que o nimero de células em todas as placas
tratadas com glutamato, em todas as concentragdes, era similar. Assim, concluimos que
o tratamento das culturas com estas concentracdes de glutamato ndo resultou em

necrose ou morte celular apds 24 horas de tratamento.
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FIGURA 5 - Fotografia da cultura de células do bulbo de ratos neonatos tratadas com
glutamato e trypan blue. O niimero de células coradas com trypan blue ndo variou apds
o tratamento com glutamato. Apenas aglomerados celulares apresentaram marcagao
(seta pequena), enquanto células adultas (seta grande) nio foram coradas, indicando que

ndo entraram em estado de necrose. Aumento: 200x.
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4.3 - Influéncia do glutamato sobre o sistema
catecolaminérgico

Através da andlise dos niveis de proteina pelo Western Blotting, observamos que
o tratamento d cultura de células do bulbo com diferentes concentragcdes de glutamato
durante um periodo de 24 horas levou a uma reducdo dos niveis do receptor a2
adrenérgico de forma dose-dependente (FIGURA 6). As redugdes foram significativas
em relacdo ao controle nas concentracdes de 1puM e 10uM. Houve também diferenca
estatisticamente significante entre as concentragdes de 0,1uM e 10uM. A queda nos
niveis do receptor 02 foi maior apds tratamento das culturas com 10uM de glutamato,
onde encontramos uma reducao de 51% em relacdo ao controle (TABELA 3).

A andlise através do RT-PCR em tempo real das culturas de células tratadas com
glutamato, na concentracdo de 10uM por 12 e 24 horas, também mostrou reducdo nos
niveis de mRNA do receptor a2 adrenérgico (FIGURA 7). Esta redu¢do na quantidade
de mRNA, € similar a observada nos niveis de proteina deste receptor tanto em 12
horas, onde observamos redu¢do de 49% em relacdo ao controle, quanto em 24 horas,
onde observamos reducao de 44% em relag@o ao controle (TABELA 4).

Também observamos que o tratamento da cultura de células do bulbo com
diferentes concentragdes de glutamato durante um periodo de 24 horas levou a uma
reducdo dos niveis da proteina da enzima tirosina hidroxilase de forma dose-dependente
(FIGURA 8). As reducdes foram significativas em relagdo ao controle nas
concentracoes de 0,1uM, 1uM e 10uM, e houve diferenca significante entre as
concentracoes de 1uM e 100uM, assim como entre 10uM e 100uM. Nesta
concentracdo, o nivel de proteina do receptor, apesar de menor, € similar ao encontrado

no controle. Observamos que as concentragdes de glutamato que induziram maior
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redugdo nos niveis de tirosina hidroxilase foram 1uM e 10uM, reduzindo em 43% e
42%, respectivamente os niveis de tirosina hidroxilase em relacdo ao controle
(TABELA 5).

O tratamento das culturas de células do bulbo com glutamato, na concentracao
de 10uM por 12 e 24 horas, também levou a redugdes significativas nos niveis de
mRNA da Tirosina Hidroxilase (FIGURA 9). A redug¢do na quantidade de mRNA,
observada apos realizagdo do RT-PCR em tempo real, foi de 52% em relacdo ao
controle. Ja no tratamento com glutamato por 12 horas, observamos uma redugdo de
80% em relacao ao controle (TABELA 6). As diferencas entre os tratamentos de 12 e 24
horas sdo estatisticamente significantes (FIGURA 8).

Para verificar se a modulacio do sistema catecolaminérgico pelo glutamato nas
culturas estd relacionada com a ativagdo de receptores NMDA ou de outros receptores
glutamatérgicos, tratamos as culturas de células do bulbo com glutamato, agonista e
antagonista do receptor NMDA. Os tratamentos foram realizados na seguinte ordem:
10uM de glutamato, 10uM de NMDA, 5uM do antagonista de receptores NMDA
MKS801, 10uM de glutamato junto com 10uM de MK801 e 10uM de NMDA junto com
S5uM de MKS8O01. Todos estes tratamentos duraram 24 horas. Observamos aqui reducoes
significativas na quantidade de receptores a2 adrenérgico em todos 0s casos, exceto no
tratamento com o antagonista (FIGURA 10). Nos tratamentos com glutamato e NMDA,
a reducao foi de 32% em relagdo ao controle, enquanto as redugdes observadas nos
tratamentos com antagonista junto com glutamato e do antagonista junto com NMDA
foram de, respectivamente, 39% e 43% em relacdo ao controle (TABELA 7). A
auséncia da inibi¢do da acdo do NMDA pelo antagonista se deve provavelmente a baixa

concentracdo usada do antagonista MK801.
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TABELA 3 - Densidade 6ptica relativa em unidade arbitréria (u.a.), em porcentagem,

do receptor a2 adrenérgico em cultura de células do bulbo de ratos neonatos apds

tratamento com glutamato por 24 horas, nas concentracoes de 0,1, 1, 10 ou 100uM.

Tratamento
controle 0,1pM 1pM 10pM 100pM
Média + DP 100+ 0 88+ 4 63+9* 50+ 6" 72+ 24

*p<0,05 comparado com controle, **p<0,01 comparado com controle, *p<0,05 comparado com 0,1uM

segundo andlise de varidncia (ANOVA) de uma via seeuida do nos-teste de Bonferroni.

Cont

r. a 2 adrenérgico

o tubulina
S 100-
SEE
=
£ 2
- -
SRS
o 3
8.2 90
\O &D
3 S
s =
S 8
R M|
o <
QN
A

Controle 0,1uM

1uM

100

10uM 100uM

Dose-resposta, em uM

FIGURA 6 - Densidade 6ptica relativa em porcentagem (%) da marcagdo referente ao

receptor 02 adrenérgico em cultura do bulbo de ratos Wistar, a partir da técnica de

Western Blotting. Resultados obtidos apds tratamento com 0,1; 1; 10 e 100uM de

glutamato por 24 horas. Os valores foram normalizados dividindo-se o valor referente

ao receptor 02 adrenérgico pelo valor da a-tubulina e estdo representados como média

aritmética + EPM. *p<0,05 comparado com controle, **p<0,01 comparado com

controle, #p<0,05 comparado com 0,1uM segundo a andlise de variancia (ANOVA) de

uma via seguida do pds-teste de Bonferroni.



50

TABELA 4 — Variacao na expressao do mRNA do receptor a2 adrenérgico em cultura

de células do bulbo de ratos neonatos apds tratamento com glutamato por 12 e 24 horas,

na concentragdo de 10uM.

Tratamento
Controle 12 horas 24 horas
Média + DP 1+0 0,5+0,2*% | 0,6%0,15%

*p<0,05 comparado com controle, segundo a andlise de varidncia (ANOVA) de uma via seguida do pos-

teste de Bonferroni
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FIGURA 7 - Varia¢do na expressdo do mRNA do receptor a2 adrenérgico em cultura

de células do bulbo de ratos Wistar ap6s tratamento com glutamato (10uM) durante 12 e

24 horas. Os valores estdo representados como média aritmética + EPM. *p<0,05;

comparado com controle, segundo a andlise de varidncia (ANOVA) de uma via seguida

do pos-teste de Bonferroni.
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TABELA 5 - Densidade 6ptica relativa em unidade arbitraria (u.a.), em porcentagem,
da enzima tirosina hidroxilase, em cultura de células do bulbo de ratos neonatos apds

tratamento com glutamato por 24 horas, nas concentracoes de 0,1, 1, 10 ou 100uM.

Tratamento

Controle 0,1pM 1pM 10pM 100pM

Média + DP 100,0+0,0 72415% 57£5%:% 58+6%+ 906

*p<0,05 comparado com controle, **p<0,01 comparado com controle, *p<0,01 comparado com 100uM

segundo andlise de varidncia (ANOVA) de uma via seguida do pds-teste de Bonferroni.
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FIGURA 8 - Densidade 6ptica relativa em porcentagem (%) da marcagdo referente a
enzima tirosina hidroxilase em cultura do bulbo de ratos Wistar, a partir da técnica de
Western Blotting. Resultados obtidos apds tratamento com 0,1; 1; 10 e 100uM de
glutamato por 24 horas. Os valores foram normalizados dividindo-se o valor referente a
enzima tirosina hidroxilase pelo valor da a-tubulina e estao representados como média
aritmética + EPM. *p<0,05 comparado com controle, **p<0,01 comparado com
controle, ##p<0,01 comparado com 100uM segundo anélise de variancia (ANOVA) de

uma via seguida do pds-teste de Bonferroni.
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TABELA 6 — Variacao na expressdo do mRNA da enzima tirosina hidroxilase em

cultura de células do bulbo de ratos neonatos apds tratamento com glutamato por 12 e

24 horas, na concentraciao de 10uM

Tratamento
controle 12 horas 24 horas
Média = DP 1+£0 0,2+0,11%* 0,43 + 0,03**#

#%p<0,01 comparado com controle, *p<0,05 comparado com 12 horas, segundo andlise de varidncia

(ANOVA) de uma via seguida do pos-teste de Bonferroni.
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FIGURA 9 - Variacdo na expressao do mRNA da enzima tirosina hidroxilase em

cultura de células do bulbo de ratos Wistar apds tratamento com glutamato (10uM)

durante 12 e 24 horas. Os valores estao representados como média aritmética + EPM.

**p<0,01 comparado com controle, #p<0,05 comparado com 12 horas, segundo andlise

de variancia (ANOVA) de uma via seguida do pés-teste de Bonferroni.
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TABELA 7 - Densidade Optica relativa em unidade arbitréria (u.a.), em porcentagem,
do receptor a2 adrenérgico, em cultura de células do bulbo de ratos neonatos apds
tratamento por 24 horas com 10uM de glutamato, 10uM de NMDA, 5uM de MKS801,

10uM de glutamato com SuM de MK801 e 10uM de NMDA com 5uM de MKS801.

Tratamento Média+DP
Controle 100+ 0
Glutamato 68 + 1°*
NMDA 70 £ 10*
MKS801 90 £ 29
Glutamato+MKS801 62 + 4%*
NMDA-+MK801 57 £ 6%*

*p<0,05 comparado com controle, **p<0,01 comparado com controle, segundo andlise de varidncia

(ANOVA) de uma via seguida do pos-teste de Dunnett.
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FIGURA 10 - Densidade 6ptica relativa em porcentagem (%) da marcagao referente ao
receptor 02 adrenérgico em cultura do bulbo de ratos Wistar, a partir da técnica de
Western Blotting. Resultados obtidos apds tratamento com 10uM de glutamato, 10uM
de NMDA, 5uM do antagonista de receptores NMDA MKS801, 10uM de glutamato
junto com SpM de MK801 e 10uM de NMDA com 5uM de MK801, por 24 horas. Os
valores foram normalizados dividindo-se o valor referente ao receptor a2 adrenérgico
pelo valor da o-tubulina e estdo representados como média aritmética + EPM. *p<0,05
comparado com controle, **p<0,01 comparado com controle, segundo anélise de

variancia (ANOVA) de uma via seguida do pds-teste de Dunnett.
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4.4 - Influéncia da noradrenalina sobre o receptor NMDA

Observamos que o tratamento da cultura de células do bulbo com diferentes
concentracdes de noradrenalina durante um periodo de 24 horas nio resultou em

variacOes significantes dos niveis do receptor NMDA NR1 (TABELA 8 e FIGURA 11).
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TABELA 8 - Densidade 6ptica relativa em unidade arbitraria (u.a.), em porcentagem,

do receptor NMDA NRI1, em cultura de células do bulbo de ratos neonatos apos

tratamento com noradrenalina por 24 horas, nas concentracdes de 0,1, 1, 10 ou 100uM.

Tratamento

controle 0,1pM SpM 10pM 100pM

Media + DP 100,0 116,4 + 14 99+K7 55+25 85 +60
S = s 8

r. NMDA NR1 O RS D e SRR,

b e e ——
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1
R g 100
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o]
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=
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el controle 0,1 5 10 100
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FIGURA 11 - Densidade 6ptica relativa em porcentagem (%) da marcagdo referente ao

receptor NMDA NR1 em cultura do bulbo de ratos Wistar, a partir da técnica de

Western Blotting. Resultados obtidos apds tratamento com 0,1; 5; 10 e 100uM de

noradrenalina por 24 horas. Os valores foram normalizados dividindo-se o valor

referente ao receptor NMDA pelo valor da a-tubulina e estdo representados como média

aritmética + EPM.
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5 — Discussao

5.1 - Andlise do tratamento sobre neuronios e astrocitos

Neste estudo, analisamos a influéncia do glutamato sobre a sintese da enzima
tirosina hidroxilase e do receptor a2 adrenérgico, assim como a influéncia da
noradrenalina sobre o receptor NMDA, em culturas de células do bulbo de ratos. Estas
andlises estdo relacionadas com a modulagdo do sistema catecolaminérgico a partir da
ativacdo de receptores glutamatérgicos, assim como a modulagdo do sistema
glutamatérgico a partir da estimulacdo de receptores noradrenérgicos. Estas andlises
foram realizadas em culturas de células do bulbo de ratos neonatos devido a
possibilidade de realizarmos tratamentos sobre as células em um ambiente controlado,
onde as Unicas varidveis sao as interacdes entre as células presentes nas culturas, assim
como pela importancia do bulbo para o estudo do sistema catecolaminérgico e
glutamatérgico em relagdo ao controle neural da pressao arterial.

Diversos estudos indicam que hd interacdes entre vias de neurotransmissao, o
que aumenta ainda mais a complexidade envolvida na atuagdo dos neurotransmissores
(Cepeda; Levine, 2006; Diaz-Cabiale et al., 2007). A estimulacdo de uma célula -
neurdnio ou célula glial - por um dado neurotransmissor muitas vezes altera a afinidade
de outro tipo de neurotransmissor por seus receptores, podendo levar a uma redugdo de
receptores na membrana plasmdtica, bem como interferir na producdo de enzimas
envolvidas na producdo destes neurotransmissores (Foote et al., 1983; Fuxe et al.,
1998). Assim sendo, o papel de um neurotransmissor ao transmitir um sinal depende
dos tipos de receptores que ele ativa, do tipo de célula e de outros sistemas de
neurotransmissao com os quais esta via de neurotransmissao interage. Nao somente
isso, o efeito gerado pela atuagdo de neurotransmissores na célula-alvo muitas vezes

também depende da freqiiéncia com que o receptor € ativado e do tempo de ativacdo dos
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receptores, como no caso da potenciagdo e depressao de longo prazo (Malenka; Nicoll,
1999; Massey; Bashir, 2007).

Deve-se também levar em consideracdo que, apds o tratamento das culturas de
células, as possiveis variacdes observadas serdo referentes a influéncia do tratamento
tanto em neurdnios como nas células gliais, tendo em vista que encontramos diversos
receptores para transmissores em células gliais, assim como indicios de sintese de
transmissores e de sua atuacdo na modulagdo da atividade sindptica (Ebersolt et al.,
1981; Aantaa et al., 1995; Pfrieger; Barres, 1996; Araque; Perea, 2004). Como neste
estudo avaliamos culturas mistas de neurénios e células gliais, levaremos em
consideracdo a atuagdo dos tratamentos sobre os neurdnios e a importancia das células
gliais na regulac@o e modulagdo dos sistemas de neurotransmissao.

Ao contrario do que era acreditado até poucos anos atrds, os astrécitos possuem
papel relevante na modulacdo da atividade sindptica além de remover
neurotransmissores da fenda sindptica, sustentacdo e manuten¢do dos neurdnios
(Araque; Perea, 2004; Araque, 2008). Sabe-se hoje que os astrécitos possuem
receptores para diferentes transmissores, como glutamato (Porter; Mccarthy, 1996; Pasti
et al., 1997; Bezzi et al., 1998; Latour et al., 2001) e noradrenalina (Lee et al., 1998;
Kulik et al., 1999). A ativacdo destes receptores acarreta na liberacao de transmissores
pelos astrocitos. Estes sdo geralmente liberados de maneira controlada, atuando em
receptores neuronais especificos (Araque; Perea, 2004) e sdo capazes de gerar
potenciais de a¢do neuronais (Araque, Sanzgiri et al., 1998).

Sao diversas as evidéncias que mostram que a sinalizacdo existente entre
neurdnios e astrocitos € reciproca. Os astrdcitos, desta forma, ndo apenas respondem a
atividade neural, mas também ativamente modulam a excitabilidade neural e a

transmissdo sindptica, através da ativacdo de receptores astrociticos e da liberacdo de
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transmissores — chamados de gliotransmissores (Arcuino et al., 2002; Beattie et al.,
2002; Navarrete; Araque, 2008). Esta interacdo ja foi observada em diversas regides do
sistema nervoso central, apesar de ainda faltar uma caracterizacdo detalhada deste
fenomeno (Grosche et al., 2002; Newman, 2004; Perea; Araque, 2005; Schipke et al.,
2008), assim como no sistema nervoso periférico (Colomar; Robitaille, 2004).

Uma das vias de atuacdo de transmissao mais estudadas em astrdcitos € a via do
glutamato. Trabalhos mostram que os astrécitos, ao serem estimulados por glutamato,
apresentam um aumento dos niveis intracelulares de Ca®* em regides préximas da drea
de estimulacdo. Este aumento acarreta a liberagdo de gliotransmissores, que atuam em
receptores neuronais localizados fora da fenda sindptica (Araque, Parpura et al., 1998;
Araque, Sanzgiri et al., 1998; Araque et al., 2000).

Sabemos que, nas culturas de células do bulbo utilizadas neste trabalho,
encontramos tanto neurdnios como astrécitos. Observamos que os astrdcitos presentes
nas culturas possuem extensas ramificagdes, que envolvem todos os neurdnios presentes
nas placas, assim como outros astrécitos. O tratamento das culturas com glutamato,
desta forma, resulta provavelmente na ativacdo tanto de receptores glutamatérgicos
neuronais como de astrécitos. Considerando que € conhecida a presenca de receptores
a2 adrenérgicos em astrécitos e neurdnios do tronco encefalico (Kubo, 1981; Lee et al.,
1998), € provavel que o tratamento das células com glutamato tenha modulado a
expressao de receptores a2 adrenérgicos destas células. De modo similar, o tratamento
das culturas de células do bulbo com noradrenalina também deve resultar na ativacao de
receptores 02 adrenérgicos em neurdnios e astrdcitos, e estes também podem resultar
em modulacdo do sistema glutamatérgico.

Contudo, como pouco € sabido até o0 momento sobre a modulagdo de sistemas de

neurotransmissao em astrocitos, pouco podemos especular sobre esta via. Desta forma,
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daremos maior €nfase sobre as vias de modulagdo sobre os neurdnios, uma vez que o
sistema € mais conhecido no presente momento. Tendo-se em vista que nao
conseguimos obter resultados significantes sobre a modulagdo do sistema
glutamatérgico pela noradrenalina em culturas de células do bulbo, este trabalho terad
€nfase sobre as possiveis vias de atuagdao do glutamato sobre a modulagao do sistema
catecolaminérgico.

As vias pelas quais o glutamato pode modular os neurdnios e os seus sistemas de
neurotransmissao sdo diversas, tendo-se em vista a grande quantidade de receptores
ionotropicos e metabotrépicos glutamatérgicos existentes, acoplados a canais i0nicos
com diferentes permeabilidades a ions e ligados a diferentes tipos de proteina G. Um
dos principais mecanismos pelo qual o glutamato pode interferir diretamente no
metabolismo celular € através da abertura dos canais do tipo NMDA (Hassel;
Dingledine, 2006). Estes canais, quando abertos, permitem grande fluxo de Ca™ para o
interior dos neurdnios. O célcio, quando no citoplasma, pode entdo funcionar como um
mensageiro secundério e mediar uma ampla gama de respostas celulares. Quando os
canais NMDA permanecem abertos por um longo intervalo de tempo, devido a alta
freqiiéncia e longo periodo de liberacao de glutamato, a presenca prolongada de grande
concentracdo de cdlcio no espago intracelular pode chegar a interferir na expressao de
genes (Ghosh; Greenberg, 1995). Caso o influxo de célcio seja muito grande, o célcio
pode se tornar téxico e induzir a morte celular (Stout et al., 1998).

Os receptores metabotrépicos glutamatérgicos, como j4 foi dito, estdo ligados a
diversas enzimas sinalizadoras. A atuac@o dos receptores pertencentes ao grupo I ativa a
fosfolipase C e a liberacdo de célcio de cisternas intracelulares. Ja a ativacdo de
receptores do tipo II e III resultam na inibicdo da enzima adenilil ciclase, resultando na

inibicdo da sintese de cAMP (Kew; Kemp, 2005). Este € um importante mensageiro
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secunddrio relacionado com diversas atividades intracelulares, dentre elas ativacdo da
proteina-quinase A, a qual induz a ativagao do fator de transcricdo CREB (Lewis-Tuffin
etal.,2004).

Encontramos  tanto  receptores  glutamatérgicos  ionotrépicos  como
metabotropicos no nucleo do trato solitdrio e a ativacdo destes estd relacionada com a
modulacdo da pressao arterial (Machado, Mauad, Chianca Jr et al., 1997; Baude et al.,
2009). Contudo, a atuac@o dos receptores metabotropicos glutamatérgicos ainda ndo é
bem compreendida. Sabe-se que, de um modo geral, todos os subtipos encontrados no
nucleo do trato solitario atuam na redugdo da pressdo arterial quando ativados (Viard;
Sapru, 2002).

Diversos trabalhos mostram que, na regido medial do nicleo do trato solitério, o
aumento da estimulacdo glutamatérgica dos neurdnios por aferéncias leva a uma
redugdo na forca sindptica. Esta redugdo € caracterizada como uma reducao relativa na
amplitude de potenciais pds-sindpticos excitatorios € como uma reducao relativa no
nimero de potenciais de acdo gerados (Chen et al., 1999). Este processo ainda nao €
bem compreendido, mas sabe-se que estd relacionado com a ativacdo de receptores

glutamatérgicos AMPA e metabotrépicos (Baude et al., 2009).

5.2 - Interacao entre sistemas de neurotransmissao

O sistema glutamatérgico apresenta grande importdncia na regulacdo de
atividades celulares também através de sua interacio com outros sistemas de
neurotransmissao. A interacdo entre o sistema glutamatérgico e catecolaminérgico no
sistema nervoso, por exemplo, estd relacionada com a manuten¢do de diversas funcdes
neurais em diversas regides do sistema nervoso central (Pralong et al., 2002; Cepeda;

Levine, 20006).
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A despolarizacdo de neurdnios pelo glutamato pode também levar a liberagao de
diversos transmissores, os quais podem exercer papel modulatério junto com a ativagao
dos receptores glutamatérgicos. Considerando a ampla variedade de neurotransmissores
encontrados nos neurdnios do nucleo do trato solitdrio (Van Giersbergen et al., 1992),
assim como a grande quantidade de neur6nios catecolaminérgicos encontrada no bulbo
(Kalia, Woodward et al., 1985), existe a possibilidade de diversos neurotransmissores,
especialmente a noradrenalina e a adrenalina, serem, em parte, liberados em decorréncia

da estimulacao das células bulbares pelo glutamato.

5.2 .1 - Receptores NMDA, modulacao da forca sinaptica e ativacao de

mensageiros secundarios

Diversos trabalhos associam a localizacdo do receptor NMDA com a sua
atuacdo. Se os receptores NMDA se encontrarem dentro da densidade pds-sindptica, a
ativacdo destes levard a ativacdo do fator de transcricio CREB e da MAPK, gerando
aumento da expressdo do gene do fator neurotréfico derivado do encéfalo e do gene da
tirosina hidroxilase, dentre outros. Se os receptores NMDA se encontrarem fora da
densidade poés-sindptica, serd observada a inibicdo destas vias. Inclusive, a
neurotoxicidade induzida pelo glutamato, acredita-se, estd associada com a estimulacao
de receptores fora da densidade pés-sindptica (Hardingham et al., 2002; Papadia et al.,
2005; Ivanov et al., 2006).

Estes dados levam a supor que ha uma relacio entre as subunidades do receptor
NMDA e a atuac@o do receptor, uma vez que algumas das subunidades encontram-se
preferencialmente fora da densidade pds-sindptica, enquanto outras se encontram
majoritariamente dentro. Trabalhos realizados em culturas de células do hipocampo
mostram predominio de receptores NR2B fora da densidade pds-sindptica. Contudo,

nio ha indicios de que a ativagcdo de canais NMDA formados por diferentes
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subunidades estejam relacionados com a ativagdo ou inibicio da MAPK e CREB,
indicando que provavelmente o tipo de receptor NMDA nao € o tnico fator envolvido
(Tang et al., 1999; Krapivinsky et al., 2003; Kim et al., 2005; Bradley et al., 2006; Groc
et al., 20006).

Estes dados mostram que o nivel de cdlcio intracelular ndo € o tnico
determinante da atuacdo dos receptores de NMDA (Riccio; Ginty, 2002). As diferentes
respostas induzidas por receptores NMDA, assim como trabalhos com variagdes na
subunidade NR1 do receptor (Rao; Finkbeiner, 2007) mostram que estes receptores
ativam cascatas de mensageiros secunddrios, e estes podem estar relacionados com
diversos dos efeitos observados pela estimulacdo destes receptores. Como evidéncia de
que os resultados nao estdo relacionados exclusivamente aos niveis intracelulares de
calcio, ao se comparar o mesmo nivel de influxo de cdlcio induzido por glutamato e
KCl em culturas de células do hipocampo, apenas a partir da estimulagdo
glutamatérgica se observa efeitos neurotoxicos (Hardingham et al., 2002).

No tronco encefdlico de ratos, ocorre o predominio de receptores NMDA com a
subunidade NR2D, localizados majoritariamente fora da densidade pds-sindptica
(Guthmann; Herbert, 1999). Além disso, ao se estimular o nucleo do trato solitario de
animais vivos com glutamato, observa-se o enfraquecimento da for¢a sindptica, em um
processo de depreciacdo de longo prazo (Miles, 1986; Chen et al., 1999). Levando em
consideragdo que os receptores NMDA localizados fora da densidade pds-sindptica
estdo relacionados com a inibicao do fator de transcricio CREB, é possivel supor que a
estimulacdo de receptores NMDA extra-sindpticos pelo glutamato esteja induzindo a
reducdo da expressdo do gene da tirosina hidroxilase, como observado neste trabalho,

tanto pela redugdo da forca sindptica como pela inibi¢c@o da fosforilagdo do CREB.
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5.2 .2 - Influéncia do glutamato sobre a enzima tirosina hidroxilase

Estudos com neur6nios adrenérgicos mostram que sdo diversos os estimulos
relacionados com a modulagdo da tirosina hidroxilase, sendo alguns destes:
neuropeptideos (Wessels-Reiker et al., 1991; Hiremagalur et al., 1993; Wessels-Reiker
et al., 1993), atividade sindptica (Baker et al., 1983; Baker et al., 1993), hipdxia
(Czyzyk-Krzeska et al., 1992; Kornhauser et al., 2002) e estresse (Sabban et al., 1998).
Em estudo realizado em culturas de células da medula adrenal de ratos, observou-se que
o mensageiro secunddrio cAMP e o fator de transcricdio CREB estdo fortemente
relacionados com esta modulag@o da expressdo do gene da tirosina hidroxilase (Lewis-
Tuffin et al., 2004).

Nossos resultados mostram que o tratamento de culturas de células do bulbo de
ratos neonatos com glutamato leva a reducio nos niveis de tirosina hidroxilase apds 24
horas. Podemos supor que tanto os receptores ionotrépicos como 0s metabotrdpicos
glutamatérgicos estejam relacionados com esta modula¢do. Como a reducdo observada
na expressdo das proteinas € crescente até a concentracdo de 10uM (FIGURA 8), poder-
se-1a supor que esta redugdo esta relacionada com o aumento dos niveis de glutamato
aplicado. Ao levarmos em consideragdo os estimulos relacionados com o aumento da
expressdo da tirosina hidroxilase, é possivel que o aumento da concentracdo de
glutamato entre 0,1uM e 10uM resulte, apds 24 horas, em redu¢do de um ou mais
fatores relacionados com a ativac¢do do fator de transcricdo CREB. Também € plausivel
a possibilidade da atuagdo de receptores metabotrépicos glutamatérgicos do tipo II e III,
ja que estes, quando ativados, inibem a sintese de cAMP, reduzindo assim a
probabilidade de ativa¢do do fator de transcricdo CREB, importante para a transcri¢ao

do gene da tirosina hidroxilase.
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E possivel também que a reducio observada seja devido a outros transmissores.
As células, uma vez excitadas pelo glutamato, poderiam levar a liberacdo de diversos
neurotransmissores diferentes, ativando assim também diversos receptores distintos. No
caso, como as culturas foram realizadas a partir de células do bulbo, podemos esperar
que o tratamento tenha despolarizado diversas células noradrenérgicas e adrenérgicas
(Kalia, Fuxe et al., 1985b; a), resultando na liberacdo de noradrenalina e adrenalina.
Estes ativariam os receptores a2 adrenérgicos presentes nas células da cultura, tanto em
sitios pré- como pds-sindpticos. Como estes receptores estdo acoplados a proteina G;,
estes levariam a inibicdo da sintese de cAMP e hiperpolarizacido das células pré e pds-
sindpticas (Hein, 2006), novamente contribuindo para a redu¢do nos niveis da sintese de
tirosina hidroxilase.

Uma possivel conseqiiéncia da redug¢do dos niveis da tirosina hidroxilase € a
redugdo na expressao de catecolaminas pelos neuronios da cultura. Contudo, nao foram

verificados os niveis de catecolaminas no meio de cultura para se confirmar este fato.

5.2 .3 - Influéncia do glutamato sobre o receptor a2 adrenérgico

Observamos que o tratamento das culturas de células do bulbo de ratos neonatos
com glutamato leva a reducdo dos niveis de mRNA e de proteinas do receptor a2
adrenérgico. Desta forma, a atuagdo do glutamato sobre a reducdo dos niveis deste
receptor provavelmente ocorre em nivel transcricional, e talvez pos-transcricional.
Assim como com a tirosina hidroxilase, a redu¢do dos niveis do receptor o2 foi maior
na concentragdo de 10uM (FIGURA 6).

A reducdo dos niveis de proteina do receptor a2 adrenérgico apds tratamento
com NMDA foi similar a observada apds tratamento com glutamato. Este resultado
sugere que a ativacdo dos receptores NMDA, dentre os receptores glutamatérgicos, €

capaz de gerar resposta modulatdria sobre os receptores a2 adrenérgicos. Verificamos,
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assim, que o receptor glutamatérgico NMDA possui papel modulatério sobre o receptor
a2 adrenérgico.

Como também ocorreu redugdo dos niveis de proteina deste receptor apods
tratamento com NMDA e o antagonista de receptor NMDA MKS801, ndo é possivel
dizer que o antagonista estd impedindo a ativa¢do dos receptores NMDA. Como foram
utilizados SuM de MK801 e 10uM de NMDA, provavelmente este resultado significa
que a concentracao de antagonista ndo € suficiente para impedir a ativagao de receptores
pelo NMDA.

Diversos estudos, em diferentes tecidos, mostram que o aumento na estimulacao
de receptores a2 adrenérgicos favorece a reducao no nimero destes receptores na célula
(Thomas; Hoffman, 1986; Barturen; Garcia-Sevilla, 1992; Ribas et al., 1993; Heck;
Bylund, 1997). Como estes receptores estdo relacionados principalmente com a proteina
G; é provavel que reducdes dos niveis de Ca™ e cAMP estejam envolvidos na
modulacdo, assim como ocorre na modulacdo da tirosina hidroxilase.

A reducdo dos niveis de receptor a2 adrenérgico na cultura, associada a uma
possivel reducdo nos niveis de expressdo das catecolaminas, poderia indicar que
menores taxas de noradrenalina e adrenalina estariam sendo liberadas pelos neur6nios e

que haveria ainda uma menor quantidade de receptores neuronais para ser ativado.

5.3 - Interacao entre transmissores e modulacao da pressao
arterial

O sistema catecolaminérgico, assim como o glutamatérgico, apresenta grande
importancia no controle da pressdo arterial. A estimulacdo de receptores o2
adrenérgicos no nucleo do trato solitdrio, tanto pela noradrenalina quanto pela

adrenalina, leva a reducgdo da pressdo arterial (Sved et al., 1992; Van Giersbergen et al.,
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1992; Hayward et al., 2002). Um papel importante deste receptor € a sua interacdo com
outros receptores também relacionados com o controle da pressao arterial. (Hayward et
al., 2002); (Diaz-Cabiale et al., 2007)

O transmissor angiotensina II, por exemplo, é um peptideo relacionado com a
modulacdo da pressdo arterial tanto na periferia quanto no sistema nervoso central
(Ferrario et al., 1972; Reid, 1992; Diaz-Cabiale et al., 2007), estando presente no nicleo
do trato solitdrio e nas regides catecolaminérgicas Al e C1 (Covenas et al., 1990).
Observa-se que tratamentos com angiotensina Il podem levar a uma redugdo na
afinidade da noradrenalina pelos receptores a2 adrenérgicos, mediados pelo receptor
ATI1 da angiotensina Il (Fior et al., 1994). Existem evidéncias também de que o
receptor a2 adrenérgico interage com receptores do neuropeptidio Y (Yang, Fior,
Hedlund, Agnati et al., 1994), assim como receptores de galanina (Diaz-Cabiale et al.,
2005).

Observamos a importancia dos receptores a2 adrenérgicos quando comparamos
animais espontaneamente hipertensos e normotensos. O sistema adrenérgico estd
alterado em animais espontaneamente hipertensos quando comparados com animais
normotensos. Observamos, dentre outras alteragdes, que ha menor quantidade de
noradrenalina e menor densidade de receptores o2 adrenérgicos no nucleo do trato
solitdrio (Sautel et al., 1988; Yao et al., 1989; Yang, Fior, Hedlund, Narvaez et al.,
1994). Observamos também que, em animais hipertensos, hd maior liberacdo de
noradrenalina no nucleo do trato solitdrio (Teschemacher et al., 2008), maior recaptacao
de noradrenalina em cultura de células de animais hipertensos apds estimulacdo por
angiotensina II, assim como maior atuacdo dos receptores a2 adrenérgicos no controle
do barorreflexo de animais esponteamente hipertensos (Hayward et al., 2002). Assim

sendo, estas diferencas relacionadas com o receptor a2 adrenérgico entre animais
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espontaneamente hipertensos e normotensos podem estar relacionadas com a
hipertensao essencial.

Poder-se-ia especular, a partir das evidéncias citadas, que os receptores 02
adrenérgicos sejam de grande importancia para a manutenc¢io do barorreflexo, atuando
em conjunto com diversos outros receptores. Alteracdes na quantidade ou sensibilidade
destes receptores podem, de algum modo, estar relacionados com um desbalango deste
controle e estar na origem da hipertensao essencial.

As evidéncias obtidas neste trabalho sugerem que, uma vez que o glutamato €
capaz de modular a expressdo do receptor 02 adrenérgico e da tirosina hidroxilase em
cultura de células do bulbo, é possivel que o glutamato possua efeito modulatério
similar no bulbo de animais vivos. Como o receptor a2 adrenérgico estd relacionado
com diversos outros receptores, pode-se supor que esta modulacdio do sistema
catecolaminérgico influencie varios dos sistemas de neurotransmissdo que interagem
com este. Deste modo, € possivel que o glutamato seja capaz de modular diversas outras

vias de neurotransmissio direta ou indiretamente.
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6 - Conclusao

Com base nos resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que:

O glutamato € capaz de modular os niveis da enzima tirosina hidroxilase
em culturas de células do bulbo de ratos neonatos, reduzindo a expressao
de mRNA e de proteinas desta enzima 24 horas apds o tratamento

O glutamato é capaz de modular os niveis do receptor a2 adrenérgico em
culturas de células do bulbo de ratos neonatos, reduzindo a expressao de
mRNA e de proteinas deste receptor 24 horas apds o tratamento

O receptor NMDA modula os niveis do receptor a2 adrenérgico em
culturas de células do bulbo de ratos neonatos, reduzindo a expressdo de

proteinas deste receptor 24 horas apds tratamento com agonista
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