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RESUMO

A comunicacao entre neurdnios é passivel de constantes modificacdes, até mesmo no encéfalo adulto.
Esta capacidade de circuitos neuronais fortalecerem ou enfraquecerem suas interagdes sinapticas
especificas (fendbmeno conhecido como plasticidade sinaptica) pode ocorrer de acordo com as diferen-
tes demandas ambientais, o que favorece a nocédo de que alteragdes dinamicas na comunicagao entre
neurdnios estdo na base da flexibilidade comportamental (i.e., processos de aprendizagem e memo-
ria). Nas ultimas décadas, o avango das neurociéncias tem permitido uma melhor compreensao a
respeito da plasticidade sinaptica, especialmente a plasticidade de sinapses glutamatérgicas, cujos
processos moleculares de modificagcao sinaptica parecem estar entre os mais comuns de todo o
sistema nervoso central. Boa parte desse progresso na ciéncia basica tem contribuido para uma me-
Ihor compreenséo acerca dos processos patoldgicos envolvendo as sinapses glutamatérgicas, como
a doenca de Alzheimer. Além disso, a crescente compreensao sobre o funcionamento da comunicagao
glutamatérgica tem ajudado a esclarecer como as sinapses, em geral, teriam se originado e evoluido
na escala filogenética do reino animal (Metazoa). A presente revisdo procura abordar aspectos clinicos
da neurotransmissao glutamatérgica, porém propondo uma contextualizagcdo de tais aspectos clinicos
em relagcdo a conhecimentos basicos sobre plasticidade sinaptica e evolugdo das sinapses.
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Introducao

O encéfalo humano possui dezenas de bilhdes
de neur6nios e cada um deles pode se comunicar di-
retamente com dezenas de milhares de outros neurd-
nios. O funcionamento orquestrado dessas comunica-
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¢Oes neuronais, denominadas sinapses, ¢ a base de
processos complexos, como movimento, percepgdo
sensorial, aprendizado, memoria e emogdes. Em grande
parte, a flexibilidade comportamental se deve a enor-
me variedade de sinapses, que mediam a comunica-
¢do intercelular por diversas maneiras. Qual teria sido a
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origem evolutiva de tamanha complexidade de comuni-
cacdo entre células? Como sdo 0s mecanismos sindp-
ticos que fundamentam a memoria? Até que ponto toda
a histdria filogenética das sinapses explica a suscetibi-
lidade do encéfalo humano a doengas neurolégicas?
A origem evolutiva das sinapses teria dois pon-
tos de partida: (1) uma comunicacio intercelular pa-
récrina preexistente mediada por moléculas a serem
liberadas no ambiente extracelular; e (2) a excitabili-
dade eletroquimica da membrana plasmatica! Se por
um lado a comunicagdo pardcrina é mais especifica,
temporal e espacialmente, do que a enddcrina, esta é
capaz de percorrer longas distancias num organismo
multicelular, por meio da corrente sanguinea mediante
a liberagdo inespecifica de grandes quantidades de
moléculas sinalizadoras (hormonios; Figura 1). Com-
parativamente, a comunicagao sindptica € tdo, ou mais,
especifica do que a pardcrina, porém tdo, ou mais,
eficaz do que a secre¢do enddcrina em comunicar
pontos distantes no organismo. Para a evolu¢do deste
terceiro tipo de comunicagdo, foi fundamental o de-
senvolvimento da polaridade neuronal, com seus pro-
longamentos de recepcao (dendritos) e emissao (axo-
nios) de sinais. Todos esses eventos evolutivos possi-
bilitaram que animais multicelulares com neurdnios
(grupo Eumetazoa) possuissem um sistema integrado
de sinalizacdo intercelular rapida a distancia. Uma vez
estabelecidos os sistemas nervosos mais simples em
animais similares as atuais dguas-vivas e plandrias,
por exemplo, o aumento da complexidade dos orga-
nismos multicelulares foi acompanhado por um refi-
namento do controle comportamental exercido direta-
mente pelo sistema nervoso. Assim, enquanto animais
simples respondem de maneira estereotipada aos es-
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timulos ambientais, animais com sistemas nervosos
mais complexos possuem maior flexibilidade compor-
tamental (i.e., capacidade de aprendizado).!

Um dos principais resultados do desenvolvimen-
to evolutivo das sinapses foi a concentracdo da ma-
quinaria biomolecular receptiva a sinais (composta
pelos receptores, proteinas cinases, o citoesqueleto as-
sociado, etc.) nos locais exatos de liberacio vesicular
de moléculas sinalizadoras intercelulares. Assim os
pontos receptivos de um neurdnio sdo co-localizados
com os terminais pré-sinapticos, provenientes de ou-
tros neurdnios. Esses pontos receptivos, espalhados
ao longo dos dendritos, sdo conhecidos como densida-
de pds-sindptica (ou PSD, do inglés postsynaptic
density). Tal concentracdo de sistemas receptivos €
naturalmente sensivel a ativagdes excessivas. No caso
do encéfalo humano, a super-ativacdo glutamatérgica
pode matar neurdnios (excitotoxicidade), o que pode
gerar doengas neurodegenerativas. Outra vulnerabili-
dade trazida pelo aumento da complexidade do siste-
ma nervoso é representada pelas epilepsias, promovi-
das por redundancias na atividade de vérios circuitos
neurais.?

Neurotransmissao glutamatérgica e
seu potencial neurotéxico

O glutamato (L-Glu) € o principal e mais abun-
dante neurotransmissor excitatorio do sistema nervo-
so central (SNC) dos mamiferos, exercendo um papel
crucial em mecanismos subjacentes a plasticidade si-
naptica. Esses mecanismos fazem parte da base fisi-
olégica de processos comportamentais como cogni-
¢do e memoria.*
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Figura 1: Mecanismos de sinalizagdo quimica intercelular (adaptada e traduzida a partir da referéncia 2). A: principais tipos de
sinalizagéo. B: a célula emissora inicia o processo liberando moléculas sinalizadoras, que podera se ligar a receptores especificos em
células-alvo; a ativacdo dos receptores desencadeia cascatas de reagdes intracelulares que levam as respostas da célula.
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Os receptores glutamatérgicos sdo divididos em
dois grandes grupos: os ionotrépicos (iGluRs) e os
metabotrépicos (mGluRs). Os iGluRs podem ser de
trés tipos: N-metil-D-aspartato (NMDA), 4cido-amino-
3-hidroxi-5-metil-isoxazol-4-propidnico (AMPA) e
cainato (KA). Todos eles agregam, no mesmo com-
plexo protéico transmembranar, sitios de recep¢do ao
ligante e canal idnico. Assim, a neurotransmissao me-
diada pelos iGluRs € rapida, pois afeta diretamente o
fluxo de fons (principalmente Na* e Ca?*) e, conse-
quentemente, o estado eletroquimico da membrana
pOs-sindptica. Existem vdrios subtipos de NMDA,
AMPA e KA, classificados conforme as diferentes
combinagdes das subunidades protéicas que os for-
mam. De acordo com a combinacio destas subunida-
des, os receptores possuem maior ou menor permea-
bilidade ao influxo de ions e, portanto, funcionalidades
distintas.’ Por sua vez, os mGluRs sdo acoplados a
proteinas G e participam dos mecanismos de resposta
intracelular através da ativacio de segundos mensa-
geiros. Por esse motivo, sdo responsdveis pela gera-
¢do de respostas pds-sindpticas mais lentas.®

Dentre todos os grupos de receptores de L-Glu
o mais estudado é o NMDA, devido ao seu envolvi-
mento com a neurotoxicidade. O estudo que sugeriu
que o L-Glu também poderia atuar como uma
neurotoxina baseou-se na observagao de que injecoes
de L-Glu provocavam destruicdo das camadas mais
internas da retina de camundongos.” Essa constatagio
foi posteriormente replicada e expandida por Olney.®
Em 1969, propds-se o termo "excitotoxicidade", refe-
rindo-se a neurodegenerag¢do causada por aminodci-
dos excitatérios.’

Os receptores NMDA localizam-se na mem-
brana pds-sindptica das sinapses excitatérias e exi-
bem maior permeabilidade ao Ca** do que os recepto-
res AMPA e KA, caracteristica que lhes confere um
papel mais ativo em mecanismos neurotoxicos. Os re-
ceptores NMDA sao formados pela combinacio de uma
subunidade NR1 com um dos 4 subtipos da subunida-
de NR2 (NR2, ) e em alguns casos, com uma subu-
nidade NR3.!° Quando a membrana pds-sinéptica esta
em seu potencial de repouso, os canais NMDA en-
contram-se bloqueados por um fon magnésio (Mg?*)
que impede o influxo de Ca** para o terminal pds-
sindptico. No entanto, sob despolarizacdo pds-sindpti-
ca (que pode ser originada pela ativagdo de recepto-
res AMPA, dentre outros), os fons Mg?* sdo expulsos
dos canais NMDA, o que permite o influxo de Ca** a
favor de seu gradiente de concentragdo.!!
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No citossol, o Ca?* ¢ um importante segundo
mensageiro e influencia um grande nimero de fun-
coes celulares, exercendo um papel regulatério em
processos de proliferagdo e sobrevivéncia celular, bem
como na morte celular por necrose ou apoptose.'? Os
neurdnios possuem mecanismos homemostaticos es-
pecializados na manutencio intracelular tanto da lo-
calizac@o dos fons Ca?* quanto da concentragdo des-
tes, através de uma intrincada relagdo entre o influxo,
efluxo, captagdo e armazenamento no reticulo endo-
plasmético e mitocondria.'?

O influxo de Ca** regula a excitabilidade da
membrana e a intensidade da transmissdo sindptica
através da ativacdo de cascatas de sinalizacdo intra-
celular dependentes deste fon. Concentracdes exces-
sivas de L-Glu na fenda sindptica resultam na super-
estimulagiio de seus receptores e entrada de Ca>* ex-
cessiva no terminal pés-sindptico, que somadas a libe-
ragdo do Ca?* das reservas intracelulares, elevam a
concentra¢do de Ca?* acima do limiar ativador de
mecanismos regulatdrios ativando os mecanismos in-
tracelulares de excitotoxicidade que culminam na morte
neuronal. 3

Dentre as principais reagdes que podem resul-
tar em morte neuronal, seja por necrose ou apoptose,
destacam-se: alteracdo da fosforilagio oxidativa, di-
minuindo a producdo de energia pelas mitocondrias;
ativacio de fosfolipases, que destroem os fosfolipidios
da membranana neuronal; ativacdo de proteases im-
portantes para a produc¢ao de radicais livres (ROS, do
inglés reactive oxygen species), responsdveis pela
quebra dos fosfolipidios da membrana; ativagdo da
enzima produtora de 6xido nitrico (NOS, do inglés nitric
oxide synthase) e subsequente aumento da concen-
tracdo de 6xido nitrico (NO), fator que media a exci-
totoxicidade e a produc@o de radicais livres.!* Esses
processos podem ser frequentemente observados em
situagOes agudas como acidentes vasculares cerebrais,
hipoglicemia, hipdxia e trauma, como também na maio-
ria das doencgas neurodegenerativas, como Doenca de
Parkinson, Alzheimer, Huntington e Esclerose Lateral
Amiotréfica, nas quais ocorre a morte celular de gru-
pos de neurdnios especificos.'?

O potencial neurotéxico do L-Glu é atenuado
pelo seu mecanismo de recaptacio, responsavel por
remové-lo da fenda sinaptica. Apds a ligacdo aos seus
receptores, o L-Glu € captado por transportadores de
alta afinidade presentes nos astrécitos adjacentes a
sinapse, evitando sua permanéncia no espaco extra-
celular. Ainda no astrécito, o L-Glu é convertido em
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glutamina pela enzima glutamina sintetase. Entéo, as
moléculas de glutamina sdo liberadas para o meio ex-
tracelular e transferidas por transportadores especifi-
cos para o terminal pré-sindptico, onde sdo re-con-
vertidas em glutamato pela enzima glutaminase (Figu-
ra 2). Portanto, o ciclo glutamato-glutamina € o princi-
pal mecanismo de finalizacdo da neurotransmissao
glutamatérgica, exercendo um efeito neuroprotetor. 6

Plasticidade sinaptica e neurotrans-
missao glutamatérgica

Uma das propriedades mais fascinantes do sis-
tema nervoso € sua plasticidade: a capacidade de a
atividade neural gerada por uma experiéncia modifi-
car a funcdo de circuitos neurais e assim modificar
pensamentos, sentimentos € comportamentos. Mais
especificamente, a plasticidade sindptica € a capaci-
dade de modificagdo na eficiéncia da transmissdo si-
ndptica (aumento ou diminuicao da resposta pds-si-
ndptica) pela atividade neural gerada por uma experi-
éncia. Seus efeitos podem envolver alteracdes no pro-
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cessamento de informagdes e na comunicacio entre
regides cerebrais, regulando processos de formacao
de memoria, abuso de drogas e estados afetivos. Po-
demos subdividir os fendmenos de plasticidade sindp-
tica em duas categorias: plasticidade sinaptica de cur-
ta duracgdo e de longa duragio.!” A plasticidade sindp-
tica de curta duracdo ocorre quando um padrio de
atividade neural gera uma altera¢do na transmissao
sindptica por curto periodo de tempo (dezenas ou cen-
tenas de milissegundos) sendo possivel observar inibi-
¢do ou facilitagdo da resposta do neurénio pds-sindp-
tico. Os mecanismos moleculares da inibicdo envol-
vem a inativacdo de canais de sédio e canais de célcio
dependentes de voltagem ou a deplecdo de vesiculas
sinapticas. No caso da facilitagdo, ocorre acimulo de
ions Ca?* no terminal pré-sindptico, o que favorece a
liberagdo de uma quantidade maior de neurotransmis-
sores. Acredita-se que esses dois mecanismos de plas-
ticidade sindptica de curta dura¢do possuam um papel
importante nas adaptagdes rapidas a estimulos senso-
riais, mudangas transitorias em estados comportamen-
tais e formas curtas de memoria.'®

Célula Glial

Glutamina

Glutamina
sintetase

Glutamato

Celula
pos-sinaptica

Figura 2: Sintese de glutamato e ciclo entre neurdnio e célula glia (adaptada e traduzida a partir da referéncia 2). A agao do glutamato
liberado na fenda sinaptica é limitada pela recaptacéo através de transportadores especificos em neurdnios e células glias adjacentes.
No terminal pré-sinaptico, a glutamina liberada por células gliais é recaptada pelos neurdnios e convertida em glutamato. O glutamato é
transportado para dentro das células através de transportadores de aminoacidos excitatérios (TAEs) e armazenado em vesiculas por

transportadores vesiculares de glutamato (TVGlu).

146



Medicina (Ribeirao Preto) 2011;44(2): 143-56
http://www.fmrp.usp.br/revista

A plasticidade sindptica de longa duracio, por
sua vez, gera alteragdes que duram horas ou até dias
e pode ser estudada através de dois mecanismos: a
potenciagdo de longa duracio (ou LTP, do inglés long-
term potentiation) e a depressdo de longa duracdo
(ou LTD, do inglés long-term depression; Figura 3a).
A LTP é observada experimentalmente quando esti-
mulos elétricos sdo aplicados em alta frequéncia so-
bre uma determinada populagdo de neurdnios. Isso
pode provocar a potenciacio sustentada dos potenci-
ais pos-sindpticos de uma determinada regido encefa-
lica que receba projecdes axonais daquela populagdo
neuronal estimulada.!” Vrias propriedades bésicas fa-
zem com que a LTP constitua um modelo celular de
memoria. Similar a memodria, a LTP pode ser gerada
rapidamente e € fortalecida e prolongada por repeti-
cdo. Elatambém exibe cooperatividade, associatividade
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e especificidade. Cooperatividade diz respeito a pro-
priedade de que a LTP pode ser induzida pela ativa-
¢do coincidente de um ndmero critico de sinapses.
Associatividade € a capacidade de potencializar uma
informagdo neuronal fraca (mediada por um pequeno
numero de sinapses) quando esta € ativada em asso-
ciacdo temporal com uma informagdo neuronal forte
(proveniente de um grande nlimero de sinapses ativa-
das), sendo esta propriedade considerada um andlogo
celular do condicionamento classico Pavloviano. Fi-
nalmente, especificidade indica que a LTP s6 pode
ser induzida em sinapses ativadas e ndo em sinapses
adjacentes inativas. Essa caracteristica aumenta dras-
ticamente a capacidade de armazenamento de célu-
las individuais, ja que sinapses diferentes de um mes-
mo neurdnio podem estar codificando informacdes
com diferentes pesos.?’
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Figura 3: LTP e LTD dependente de NMDA em sinapses hipocampais da regiao CA1 (adaptada e traduzida a partir da referéncia 17). A:
Experimentos ilustrando LTP e LTD na regiao CA1 do hipocampo. Potencializagdo sindptica, definida como a inclinagéo (taxa de
despolarizagdo) do potencial excitatério pés-sinaptico de campo, ao longo do tempo. O painel a esquerda mostra a LTP induzida por
estimulagdes de alta freqliéncia (100 Hz durante 1 s; seta). O painel a direita ilustra a LTD induzida por estimulagéo de baixa freqliéncia
(5 Hz a cada 3 minutos aplicada duas vezes com um intervalo de 3 minutos entre elas). B: Diagrama esquematico de um corte hipocampal
de roedores, demonstrando as regides CA1, CA3 e o giro denteado (GD). CS = colaterais de Schaffer; FM = fibras musgosas. Estao
indicadas posigdes tipicas de eletrodos para o estudo da plasticidade sinaptica nas sinapses das colaterais de Schaffer em CA1. C:
Modelo de transmissao sindptica em sinapses excitatérias. Durante a transmissao sindptica basal (painel a esquerda) o glutamato liga-
se a receptores AMPA (AMPAR) e NMDA (NMDAR). Ocorre influxo de Na+ somente através dos receptores AMPA. Apos a despolarizagéo
da célula pdés-sinaptica (painel a direita) o Mg?* se desprende do receptor NMDA permitindo o influxo de Na* e Ca? no espinho dendritico.
O aumento na concentragdo de Ca?* é necessario para o disparo de eventos que levam a plasticidade sinaptica.
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LTP dependente de NMDA

A LTP que ocorre nas sinapses excitatdrias da
regido CA1 do hipocampo € a forma de plasticidade
melhor estudada, servindo de protétipo para vérias ou-
tras LTPs que ocorrem no encéfalo (Figura 3b). Nes-
te tipo de LTP, uma grande quantidade de L-Glu é
liberada na fenda sindptica apds uma estimulagdo de
alta frequéncia. L-Glu se liga tanto a receptores do
tipo AMPA quanto aos NMDA. Porém, como dito an-
teriormente, esses receptores estdo bloqueados por
magnésio quando a célula encontra-se no potencial de
repouso. Entretanto, com a ativagdo de canais AMPA
e o consequente influxo de sédio, o neurdnio se des-
polariza e o fon magnésio se dissocia do sitio de liga-
¢d0 ao receptor NMDA permitin-
do a passagem de fons Na* e Ca?*
pelo canal. A ativacdo de recep-
tores NMDA e o aumento da con-
centragdo de Ca?* intracelular,
acima de um determinado limiar,
ativam a maquinaria bioquimica
responsavel pela inducdo da LTP
(Figura 3c). Portanto, para que
ocorra a indug@o da LTP, o recep-
tor NMDA precisa estar ativado
e a célula deve estar despolariza-
da. Essas propriedades do recep-
tor NMDA também explicam as
propriedades basicas da LTP -
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a indu¢do da LTP dependente de NMDA envolve al-
teragdes no neurdnio pos-sindptico, principalmente um
aumento da disponibilidade de receptores AMPA na
membrana celular.?’” Uma grande contribui¢do para
essa hipotese veio da descoberta das sinapses silenci-
osas: sinapses que possuem receptores NMDA, mas
poucos receptores AMPA e, assim, exibem resposta
pos-sindptica fraca ao L-Glu.?® Porém, apds indugio
de LTP essas sinapses comegam a apresentar ativi-
dade excitatdria, o que € creditado a incorporagdo de
receptores AMPA a membrana pds-sindptica. Essa
hipétese foi expandida para sinapses que ja contém
receptores AMPA, onde a maquinaria bioquimica en-
volvida na LTP poderia regular o trafego vesicular
deste receptor e aumentar sua inser¢cao na membra-

Glutamarto Terminal pré-sindptic

cooperatividade, associatividade e
especificidade.?

Insercda de receptores
AMPA adicionais

Fortes evidéncias demons-
tram que as ativagoes de vdrias
proteinas-cinases estdo subjacen-
tes a indugdo da LTP como a pro-
teina-cinase Il dependente de cal-
cio/calmodulina (CaMKII), que
autofosforila apds a indugdo de
LTP. 2! A inibi¢do dessa proteina
previne a indugdo da LTP?? en-
quanto o aumento de sua concen-
tracdo no terminal pds-sindptico
potencializa a conexdo sindpti-
ca.?? Uma série de outras protei-
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Figura 4: Mecanismos subjacentes a LTP (adaptada e traduzida a partir da referéncia 2).
Durante a transmissao glutamatérgica, o canal de NMDA (apontar na figura) se abre
somente apds despolarizagcdo suficiente da célula. Os ions Ca? que entram na célula
ativam proteinas cinases que podem atuar inserindo novos receptores AMPA no espinho
pds-sinaptico (dendritico? Todos os espinhos sdo pds-sinapticos), aumentando assim, a
sensibilidade ao glutamato.
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na. Um modelo para os eventos que ocorrem durante
a primeira hora de LTP envolve cascatas moleculares
dependentes de célcio, principalmente CaMKII, pro-
movendo a fosforilacdo das subunidades GluR1 de
receptores AMPA. Tal fosforilacdo resulta em um
aumento da condutancia de cada canal AMPA e, si-
multaneamente, 0s mesmos sao expostos na fenda si-
ndptica via exocitose ocasionando um aumento da
concentragdo desses receptores na membrana (Figu-
ra 4). Juntos, todos esses eventos resultam em um
aumento da excitabilidade p6s-sinéptica. '’

A fase tardia da LTP (definida como a poten-
cializagdo apds 1-2 h depois de sua indu¢do) depende
de sintese protéica no espinho dendritico bem como
de transcricéo génica no nicleo celular.?’ A sinaliza-
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¢do para essa transcricdo nuclear parece depender
de uma série de enzimas como PKA, CaMKs e
MAPK que ativam fatores de transcri¢do como CREB
e genes como c-Fos e Zif268.3° Esses complexos
transcricionais promovem a expressdo de genes re-
queridos para a manutenc¢do da potencializac¢ao sindp-
tica. Uma possibilidade para a manuteng¢do da LTP
(fase tardia) é o remodelamento estrutural das sinapses
potencializadas. Diversos estudos demonstram que
mudangas morfoldgicas acompanham a LTP (Figura
5). Essas mudangas incluem crescimento de novas
espinhos dendriticos, aumento de espinhos pré exis-
tentes e suas respectivas densidades pds-sindpticas
(PSDs), e a divisdo de um espinho em dois terminais
p6s-sinépticos funcionais.!

¢ Minutos d Horas

|ﬂﬁl HMMDAR ﬂE AMFAR ﬂﬁ' ooow

=10 min 30 min

B -
ﬂ§2 Ghtamata (7} Faer d:-!unsl.rll.dq'.l|

B
e N
i e
e . o
e ™

Figura 5: (A) Mecanismos envolvidos na iniciagdo e manutencao da plasticidade sinaptica (adaptada e traduzida a partir da referéncia
31). (a) A liberagdo de glutamato de neurdnios pré-sinapticos leva a ativagdo de receptores AMPA (AMPAR) e a despolarizagdo do
neurdnio pos-sinaptico. (b) A despolarizagcdo do neurdnio pds-sindptico e concomitante ativacao por glutamato levam a remog¢éo do Mg?
dos receptores NDMA (NMDAR) e ao influxo de Ca2* no espinho dendritico. A despolarizagao também ativa canais de célcio dependentes
de voltagem (CCDV), outra fonte de Ca?* pds-sinaptico. (c) O influxo de Ca?" na sinapse ativa quinases que, por sua vez, modulam a
atividade de seus substratos. Esses substratos contribuem para mudangas locais, como altera¢gdes morfoldgicas, através de regulagéo
de proteinas do citoesqueleto ou indugdo da transcricdo de RNA no nucleo através de fatores de transcricdo. (d) RNAm levam a
formacédo de proteinas que sdo capturadas pelas sinapses ativadas e contribuem para a estabilizagdo de mudancas no espinho
dendritico. (B) a LTP pode induzir crescimento (tempo na figura relativo a inducé@o de LTP) de novos espinhos dendriticos, indicados por
setas (microscopia de dois fétons).
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LTD dependente de NMDA

Em 1992, Dudek e Bear*? demonstraram que
células piramidais de CA1 quando estimuladas a baixa
frequéncia (900 estimulos a 1Hz) apresentavam uma
diminui¢do da resposta pds-sindptica que podia durar
horas. A demonstracdo desse fendmeno de depressao
de longa duragdo (LTD) mostrou que a atividade si-
niptica podia ser controlada de maneira bidirecional e
que as memorias seriam codificadas por distribui¢do
de "pesos sindpticos" e ndo somente pelo aumento da
atividade sindptica (LTP). Assim como a LTP, dife-
rentes formas de LTD podem ser encontradas no sis-
tema nervoso. A forma mais bem estudada e prototipica
é a LTD dependente de receptores NMDA.

A indugdo da LTD envolve a ativacio de pro-
tefnas fosfatases dependentes das cascatas regula-
das por Ca?*, principalmente calcineurina, proteina
fosfatase 1 (PP1) e uma fos-
foproteina chamada de inibidor
1 (I1). Consistentemente, foi
demonstrado que a inibi¢do
dessas fosfatases reduz a
LTD.** A LTD também esta
associada a desfosforilacdo de
sitios de atuagdo de PKA e
PKC, cinases envolvidas na
LTP.% A desfosforilacdo da
subunidade GluR1 no sitio de
atuacdo da PKA esta associa-
do a uma diminuicao da pro-
babilidade de abertura de ca-
nais AMPA, o que pode con-
tribuir para a indugio de
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lhos foram dedicados ao estudo da manutencio da
LTD, mas esta também parece envolver transcricao
de proteinas e alteracdes morfoldgicas. Ha evidéncias
de que a LTD € acompanhada por um encolhimento
no tamanho dos espinhos dendriticos e que isso pode
ser devido a perda de receptores AMPA na membra-
na poés-sindptica.*’ De fato, o tamanho do espinho
dendritico estd intimamente relacionado ao nimero de
receptores AMPA expostos em sua superficie.*!

Papel funcional da plasticidade sinaptica de
longa duracao

Diversos estudos demonstraram a conexdo en-
tre esses fendmenos eletrofisiol6gicos experimentais
e a plasticidade sindptica dependente de experiéncia
(i.e. interagdo com o ambiente). Os trabalhos concen-
traram seus esforcos na relagdo entre a LTP hipo-

Terminal pré-sind ptic

LTD.3¢
Ao contrdrio ao que

Internalizacao de I
receptones AMPA Mat+

ocorre na LTP, acredita-se que
na LTD dependente de recep-
tores NMDA ocorra endoci-
tose de receptores AMPA di-
minuindo a resposta pos-sindp-

tica. Estudos mostraram que ~
manipulacdes farmacolégicas Espinho denditica do

. . neurdnio pds-sinaptico!
da atividade neural causam in- ! |
ternalizacdo de receptores /Il,/
AMPA da membrana pds-si-

®
@ gJ Proteinas fosfatases

Desfosforilacio de
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ndptica’’ e que esta endocito-
se é regulada por desfosfori-
lacdo dependente de célcio
(Figura 6).%° Poucos traba-
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Figura 6: Mecanismos subjacentes a LTD (adaptada e traduzida a partir da referéncia 2). Um
aumento pequeno na concentragdo de Ca?* intracelular ativa proteinas fosfatases que podem
causam internalizacdo de receptores AMPA no espinho pds-sinaptico, diminuindo assim, a
sensibilidade ao glutamato.
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campal e a aprendizagem. Em estudos com modelos
animais, a injecdo de antagonistas de receptores
NMDA, bem como a utilizacdo de camundongos
knockouts para o gene que expressa uma subunidade
deste mesmo receptor , demonstrou-se deficiéncias na
LTP e no aprendizado em tarefas espaciais.*? Por outro
lado, camundongos que hiper-expressam a subunida-
de NR2B para aumentar a funcdo dos receptores
NMDA apresentam potenciacdo da LTP e um incre-
mento da aprendizagem espacial.*} Recentemente, dois
artigos reforcaram a idéia de que a LTP poderia ser
um mecanismo celular de memoria. O primeiro mos-
trou que durante uma tarefa de aprendizado compor-
tamental a LTP pode ser registrada in vivo em célu-
las hipocampais, indicando que padrdes de atividade
durante uma tarefa de aprendizado sdo suficientes para
induzir LTP* Yao e colaboradores mostraram que a
injecdo de inibidores da enzima PKM( aboliu tanto a
manutengdo da LTP quanto o armazenamento de um
aprendizado espacial sugerindo que a manutencao
(fase tardia) da LTP € requerida para se manter a
memoria.*

Outros estudos concentraram-se na plasticida-
de sindptica na amigdala - estrutura envolvida no pro-
cessamento emocional e fundamental no condiciona-
mento pelo medo. Tsvetok e colaboradores*® demons-
traram que o condicionamento pelo medo potencializa
a transmissdo sindptica nessa via, enquanto a expres-
sdo modificada de um peptideo de GluR1 que bloqueia
a incorporacdo de novos receptores AMPA aboliu a
aquisi¢io desse tipo de memdria associativa.*’” Atual-
mente acredita-se que extin¢cdo do medo é uma nova
forma de aprendizado e ndo o esquecimento de uma
memoria aprendida. De acordo com isso, a adminis-
tracdo de d-ciclosterina na amigdala, um agonista par-
cial de NMDA, aumenta a aprendizagem responsavel
pela extingéo do medo.*

Além do acima citado, diversos estudos vem
focando sua aten¢do na plasticidade sindptica subja-
cente a diversos eventos patoldgicos e ndo patologi-
cos do funcionamento do encéfalo, como exemplo: a
plasticidade sindptica é implicada no comportamento
relacionado ao vicio de drogas e a circuitos de recom-
pensa dopaminérgicos*-%; no desenvolvimento do sis-
tema nervoso sensorial’'3? e em doengas neurodege-
nerativas como a Doenga de Parkinson.>® A plastici-
dade sindptica no cértex pré-frontal tem implicac¢des
no funcionamento do sono, na consolidacido de me-
morias de longo prazo e no surgimento de transtornos
psiquidtricas associados as epilepsias.>*
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Drogas que previnem a excitotoxi-
cidade

O conhecimento das caracteristicas molecula-
res dos receptores L-Glu prové recursos para o estu-
do dos mecanismos envolvidos nas doencas neurode-
generativas (estresse oxidativo, producgdo de radicais
livres e excitotoxicidade). Terapias para o tratamento
dessas doencas tém objetivado o bloqueio dos recep-
tores de L-Glu com moléculas antagonistas. O meca-
nismo de acdo dessas drogas seria o de inibir os efei-
tos dos aminodcidos excitatdrios e o acumiilo de Ca**
intracelular.>

Acredita-se que todos os subtipos de recepto-
res glutamatérgicos estejam envolvidos de alguma
maneira na mediac@o da excitotoxicidade, através de
mecanismos dependentes de Ca?*.> No entanto, os
iGluRs continuam reconhecidos por exercer o papel
fundamental, ja que existe uma estreita relacdo entre
o influxo de Ca?* e a injdria neuronal, ambos em res-
posta a ativagdo excessiva desse tipo de receptores
glutamatérgicos.”’

Experimentos com antagonistas de receptores
glutamatérgicos foram pioneiros em demonstrar que
o bloqueio da excitotoxicidade exerce efeito neuro-
protetor, tanto in vifro>® quanto in vivo.>*%° Portanto,
o foco das pesquisas iniciais foi o bloqueio do excesso
de Ca?* intracelular resultante da super-estimulagio
glutamatérgica mediante antagonistas glutamatérgicos.
Entretanto, foi constatado que o bloqueio dos recepto-
res glutamatérgicos influenciava a fungdo cerebral
normal e produzia efeitos colaterais.®!

Dentre os antagonistas de NMDA estdo o
MK-801, a memantina e a gaciclidina (GK-11). O
MK-801 € um antagonista ndo-competitivo seletivo
dos receptores de NMDA e possui efeito anticonvul-
sivante quatro vezes maior quando comparado aos ben-
zodiazepinicos. Entretanto, foi demonstrado por
Olney® e Fix% que doses efetivas desse antagonista
causam lesdes em regides corticolimbicas, provavel-
mente devido a superestimulagdo da via colinérgica,
uma consequéncia da desinibicdo de multiplos cami-
nhos excitatérios convergentes.** A memantina, por
sua vez, € um antagonista nao-competitivo de NMDA
e seu efeito neuroprotetor é amplamente aceito por
ser uma droga aprovada pela FDA desde 2003.5 E
utilizada na tentativa de reduzir a deterioracao cogni-
tiva e a perda das funcdes didrias em pacientes com
Doenca de Alzheimer em estigios de moderado a se-
vero. Finalmente, o GK-11 € um antagonista ndo-se-
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letivo dos receptores de NMDA que se destaca por
possuir menor afinidade por esses receptores (dez
vezes menor comparado ao MK-801) e, portanto,
menos neurotéxico.’®®’ Por esse motivo, é um dos
candidatos mais promissores a neuroprotecao contra
aexcitotoxicidade.

Outra droga que possui propriedades neuropro-
tetoras € o dantrolene sédico, um antagonista dos re-
ceptores de rianodina. Esses receptores localizam-se
na membrana do reticulo endoplasmaético e sdo res-
ponséveis pelo controle da saida de Ca**. Por isso, o
bloqueio da libera¢do de Ca* pelo reticulo pode pre-
venir reagdes secunddrias desencadeadas pelo acu-
mulo de Ca?* intracelular.®®

Alguns anestésicos, incluindo os volateis, como
o halotano, sevoflurano e isoflurano; os barbitudricos,
como tiopental e pentobarbital; e o propofol, apresen-
tam efeito neuroprotetor em modelos de lesdo isqué-
mica aguda, porém ndo sdo capazes de manter esse
efeito ap6s muitas horas ou dias. O efeito neuroprote-
tor desses anestésicos € atribuido a potencializagdo
da neurotransmissdo GABAérgica, mediagdo dos re-
ceptores do tipo NMDA e AMPA e consequente re-
dugdo do influxo de Ca?*.%° Os anestésicos possuem
caracteristicas neuroprotetoras somente apds 0s pri-
meiros estdgios das lesdes isquémicas, porém esse
efeito ndo € mantido nos estdgios mais avancados.

Existem vdrias drogas com mecanismos distin-
tos que atuam na tentativa de bloquear e/ou prevenir
os efeitos da excitotoxicidade glutamatérgica, no en-
tanto, até o momento nenhuma droga ou esquema
politerapéutico conseguiu bloquear a morte de neurd-
nios decorrente destes estimulos. Nesse sentido, faz-
se necessdria a busca de novos compostos a serem
utilizados como ferramentas para o estudo dos pro-
cessos patoldgicos e para prospec¢do de novos agen-
tes terapéuticos co-adjuvantes.

Origem e evolugiao das sinapses
com énfase em receptores glutama-
térgicos

A andlise filogenética procura elucidar as rela-
¢Oes de parentesco entre todas as espécies, desde as
existentes hoje em dia até aquelas que foram extintas
ao longo da histéria geoldgica. Tais relagdes sao re-
presentadas graficamente por cladogramas, semelhan-
tes a drvores genealdgicas, como o mostrado na Figu-
ra7. O cladograma da Figura 7 diz respeito a sinapses,
especificamente, omitindo enormes ramificagdes de
grupos animais e seus subgrupos. Portanto, trata-se
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de um cladograma simplificado, mostrando somente
relacdes de parentesco entre grupos panoramicamente
delimitados. Ainda assim, o cladograma da Figura 7 é
util para indicar as principais etapas evolutivas das
sinapses ao longo do tempo geoldgico.

Analise filogenética da densidade pos-sinap-
tica

Segundo a revisio de Ryan e Grant”, trabalhos
de analise filogenética da PSD tém utilizado a estraté-
gia de comparar as principais proteinas das sinapses
de vertebrados (tais como os receptores glutamatér-
gicos, GABAérgicos, colinérgicos, as proteinas G as-
sociadas a alguns desses receptores, etc.) com prote-
fnas homdlogas em duas categorias de seres vivos:
(1) organismos protossindpticos, representados pelos
eucariotos unicelulares e animais sem sistema nervo-
so (poriferos) e (2) animais ndo-bilaterais com siste-
ma nervoso simples e difuso (cniddrios). A meta da
comparagdo entre protefnas sindpticas de vertebra-
dos com eventuais proteinas homoélogas da primeira
categoria € a identificacio de proteinas que ja existi-
am antes do surgimento das primeiras sinapses. Por
outro lado, o objetivo da comparacdo entre as mes-
mas protefnas de vertebrados com protefnas homdélogas
da segunda categoria € o de esclarecer a composi¢do
protéica das sinapses mais primitivas do reino animal,
visando-se a compreensdo de aspectos evolutivos do
sistema nervoso.

Organismos protossinapticos

Por meio da investigagdo comparativa, supde-
se que as proteinas mais antigas que fazem parte das
sinapses de vertebrados ja estavam presentes no an-
cestral comum de todos os eucariotos. Afinal, levedu-
ras (do grupo Fungi) e mamiferos compartilham cer-
ca de 25% dos genes que, em mamiferos, codificam
protefnas importantes para as sinapses. Por exemplo,
a proteina cinase C (PKC), calcineurina e ATPases
transmembranares de cdlcio, importantes para a co-
municacdo sindptica, sdo observadas em leveduras,
que sdo unicelulares.”! Os coanoflagelados, grupo de
protozodrios filogeneticamente préximo do reino ani-
mal (Metazoa) também constituem modelo de com-
paragdo protedmica e gendmica. Por exemplo, nes-
ses protozodrios sdo encontradas interacdes citoes-
queléticas (envolvendo caderinas e actinas) ausentes
em leveduras, mas essenciais para a formacao de algu-
mas sinapses em mamiferos e em Drosophila mela-
nogaster. Isso sugere que tais proteinas citoesquelé-
ticas teriam se desenvolvido originalmente nos pro-
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Figura 7: Cladograma (arvore filogenética) mostrando taxons relevantes para a evolucédo da sinapse. (adaptada e traduzida a partir da
referéncia 70). Cada clado (ou grupo animal) é representado por desenhos de organismos-modelo no topo do cladograma. Os nds do
cladograma, indicados por circulos coloridos, representam pontos de divergéncia entre os varios clados. Cada um destes nés é
acompanhado pelo periodo de divergéncia estimado pela literatura em milhdes de anos atras (maa). Paralelamente a filogenia estd uma
série de proteinas exemplares envolvidas na formagao e/ou funcionamento da sinapse, mostrando em quais intervalos da histdria
evolutiva esses varios componentes protéicos das sinapses teriam surgido. AMPA: ?-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic
acid; CaMKII: calcium/calmodulin-dependent protein kinase Il; CASK: calcium/calmodulin dependent serine protein kinase; CRIPT: cysteine-
rich PDZ-binging protein; DIg: discs, large homolog; GABA: ?-aminobutyric acid; GKAP: guanylate kinase associated protein; GRIP:
glutamate receptor interacting protein; KIR: inwardly rectifying potassium channel; MAGUK: membrane-associated guanylate kinase;
MASC: MAGUK-associated signalling complex; MuSK: muscle specific kinase; NCAM: neural cell adhesion molecule; NMDA: N-methyl-D-
aspartate; NOS: nitric oxide synthase; PKC: protein kinase C; PMCA: plasma membrane calcium transporting ATPase; SynGAP: synaptic

Ras GTPase activating protein.

tozodrios mais antigos.”>”* Ainda na categoria de or-
ganismos protossindpticos, os poriferos (esponjas)
apresentam ainda maiores "novidades evolutivas", pois
possuem, por exemplo, receptores GABAérgicos e
mGluRs, que sdo ausentes em fungos e protozodrios.
Além disso, as células de poriferos possuem uma di-
versidade maior de interagdes entre proteinas intra-
celulares, que ndo é vista em leveduras e coanoflage-
lados. Portanto, embora carecam de um sistema ner-
VOs0, as esponjas possuem um conjunto razoavel de
proteinas protossindpticas. Isso indica que o ancestral
comum das esponjas e do resto dos animais possivel-
mente possuia células com uma maquinaria biomole-
cular (importante para as respostas as contingéncias
ambientais) que, mais tarde, teria sido cooptada para
o estabelecimento da comunicagdo sindptica, como a
conhecemos hoje.”

Animais nao-bilaterais com sistemas nervo-
sos rudimentares

Em cnidérios (grupo que inclui as dguas-vivas)
sdo encontradas as sinapses mais bdasicas do reino

animal e, provavelmente, as mais semelhantes as pri-
meiras sinapses que surgiram no planeta. Diferente-
mente de fungos, protozodrios e poriferos, os cnidarios
apresentam uma diversidade bem maior de recepto-
res transmembrana, incluindo os iGluRs (AMPA,
NMDA e cainato), que estdo ausentes em poriferos.
Porém, estes receptores interagem com proteinas in-
tracelulares que ja estavam presente nos poriferos,
sugerindo que a existéncia de um arcabougo protéico
intracelular na base de Metazoa teria alicercado uma
diversificacdo a posteriori de receptores transmem-
brana (muitos dos quais estdo presentes nos sistemas
nervosos de vertebrados).” Portanto, em meio a essa
diversificacdo de receptores, é curioso notar que os
iGluRs seriam filogeneticamente mais recentes do que
os mGluRs.

Animais bilaterais

Uma vez estabelecidos os primitivos sistemas
nervosos reticulares, o grande grupo Bilateria, interno
a Metazoa, desenvolveu simetria bilateral, acompanha-
da de crescente concentra¢do de neurdnios em um
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centro nervoso (cefalizacdo). Paralelamente, os neu-
rOnios passaram a expressar, em suas sinapses, todos
0s receptores para neurotransmissores "classicos"
(colinérgicos, dopaminérgicos, serotoninérgicos, nora-
drenérgicos, etc.). Essa ideia é sustentada pelo fato
de tanto protostomios quanto deuterostomios (dois prin-
cipais grupos de Bilateria, diferenciados por critérios
embrioldgicos) possuirem tais receptores. Além disso,
quase 45% dos genes que codificam proteinas da PSD
de camundongos encontra ortélogos (genes que evo-
luiram de forma divergente entre espécies, mas que
possuem ancestral comum) na PSD de D. melano-
gaster. Ou seja, protostomios (como D. melanogas-
ter) e deuterostdmios (como roedores) compartilham
um conjunto central de proteinas sindpticas homdlogas,
provavelmente tdo antigas quanto os animais bilate-
rais mais primitivos da histéria filogenética.”>’6
Contudo, as semelhangas entre protostdomios e
deuterostomios sdo limitadas, pois mais da metade dos
genes que codificam certas familias protéicas sindpti-
cas em D. melanogaster tem ortélogos nas levedu-
ras, enquanto isso ocorre com menos da metade das
mesmas familias protéicas sindpticas em camundon-
gos. Assim, as sinapses de deuterostdmios sdo enri-
quecidas com proteinas mais recentes filogenetica-
mente. Além disso, a PSD de deuterostomios, € muito
mais diversificada do que a de protostdmios, levando
a novas combinacdes protéicas e aumentando a com-
plexidade da sinalizacdo sindptica. Em particular, os
cordados (pertencentes ao grupo dos deuterostdmios
e que incluem os vertebrados) mostram diversifica-
cdo ainda maior dos genes que codificam canais i0nicos
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em geral, receptores glutamatérgicos e GABAérgi-
cos, PKC, caderinas, proteina cinase II dependente
de célcio/calmodulinas (CaMKII), etc.”!74

Os receptores glutamatérgicos NMDA t€m re-
cebido especial aten¢do nas pesquisas sobre filogenia,
dado o seu papel central nos mecanismos mais co-
nhecidos de LTP e LTD. Comparando-se protostdomios
e deuterostomios ha clara divergéncia entre os tama-
nhos dos NMDAs, mais especificamente em suas
subunidades NR2. Em vertebrados, o dominio intra-
celular (com terminal carboxilico) dessa subunidade é
cinco vezes maior do que em invertebrados. Como
esses dominios intracelulares dos NMDA contém siti-
os de fosforilacdo e interagdes protéicas que regulam
a funcdo do receptor, € provavel que a gama de mo-
dulacdes sofridas por tais receptores em deuterosto-
mios seja bem maior.”” No futuro, uma maior investi-
gacdo sobre esse tema poderd trazer implicacdes in-
teressantes sobre a evolugdo da plasticidade sindptica
mediada por NMDA, que ¢ subjacente a vérios pro-
cessos comportamentais de aprendizagem.

Quanto ao sistema nervoso humano, a investi-
gacdo protedmica das sinapses sob ponto de vista
evolutivo é uma abordagem recente que ainda demanda
progressos. Mesmo assim, existem dados sugerindo
uma selecdo positiva (evolugdo acelerada) atuando
sobre receptores colinérgicos, dopaminérgicos, gluta-
matérgicos, etc. Essa evolu¢do acelerada estaria le-
vando a um enriquecimento sem precedentes da ma-
quinaria biomolecular das sinapses, o que pode estar
na base de uma vulnerabilidade aumentada do encéfalo
humano a doengas neurolégicas.’-%0

ABSTRACT

Communication between neurons is subject to constant changes, even in the adult brain. This ability of
neural circuits to strengthen or weaken their specific synaptic interactions (a phenomenon known as
synaptic plasticity) may occur according to different environmental demands, which favors the idea that
dynamic changes in the communication between neurons underlie behavioral flexibility (i.e., learning
and memory processes). In recent decades, advances in neuroscience has allowed a better under-
standing of synaptic plasticity, specially the plasticity of glutamatergic synapses, whose molecular proc-
esses of synaptic change appear to be among the most common throughout the central nervous system.
Much of this progress in basic science has contributed to a better understanding of pathological proc-
esses involving the glutamatergic synapses, such as Alzheimer's disease. Furthermore, the growing
understanding about the physiology of glutamatergic communication has helped explain how synapses,
in general, would have originated and evolved in the phylogenetic scale of the Metazoa. This review
attempts to address clinical aspects of glutamatergic neurotransmission, contextualizing such aspects
with basic knowledge about synaptic plasticity and evolution of synapses.

Keywords: Glutamate. Excitotoxicity. N-Methyl-D-Aspartate. Synaptic Plasticity. Neuroprotection.
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