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RESUMO

O 4&cido quinolinico (AQ) tem sido usado como modelo farmacolégico de
hiperestimulagdo do sistema glutamatérgico. A captagdo de glutamato é o principal
mecanismo envolvido na manutencao do glutamato extracelular abaixo dos niveis toxicos.
A guanosina sistemicamente administrada previne convulsées induzidas pela
hiperestimulagao do sistema glutamatérgico em ratos adultos e aumenta a captagéo basal
de glutamato em culturas primarias de astrdcitos e em fatias corticais de ratos jovens.
Este trabalho teve como objetivo investigar o efeito da guanosina p.o. sobre convulsdes
induzidas por acido quinolinico e sobre a captacéo de glutamato em fatias corticais de
ratos jovens (12-14 dias pds-natal). A infusao i.c.v. de 250nmol AQ induziu convulsées em
todos os animais testados e diminui a captagédo de glutamato. A administragcdo de MK-801
e fenobarbital i.p. 30 min antes preveniu as convulsdes em todos os animais. Guanosina
(7.5 mg/kg) 75 min antes, preveniu em 50% as convulsdes induzidas por AQ bem como
reverteu a captagdo de glutamato aos niveis do controle. No intuito de investigar se o
efeito anticonvulsivo da guanosina € especifico para convulsées induzidas por acido
quinolinico, testamos também o efeito da guanosina em convulsées induzidas por
picrotoxina. O pré-tratamento com fenobarbital i.p. (60 mg/kg — 30 min) preveniu as
convulsdes em todos os animais, visto que guanosina p.o. (7.5 mg/kg — 75 min) e MK-801
i.p. (0.5 mg/kg — 30 min) ndo tiveram efeito. Desta forma, nossos resultados indicam que a
guanosina pode ser considerado para o tratamento das epilepsias e possiveis transtornos

neurologicos associados com excitotoxicidade mediada por AQ.



ABSTRACT

Quinolinic acid (QA) has been used as a model for experimental over stimulation of
the glutamatergic system. Glutamate uptake is the main mechanism involved in the
maintenance of extracellular glutamate below toxic levels. Guanosine systemically
administered prevents seizures induced by overstimulation of the glutamatergic system in
adult mice and in vitro increases basal glutamate uptake by cortical astrocyte culture and
slices from young rats. Here we investigated the effect of guanosine p.o. on QA-induced
seizures in young rats (12-14 days old) and upon ex vivo glutamate uptake by cortical
slices. l.c.v. infusion of 250nmol QA induced seizures in all animals and decreased
glutamate uptake. l.p. injection of MK-801 and phenobarbital 30 min before QA
administration prevented seizures in all animals. Guanosine (7.5 mg/kg) 75 min before QA
prevented seizures in 50% of animals as well as reversed glutamate uptake to control
levels. To investigate if the anticonvulsive effect of guanosine was specific for QA-induced
seizures, the picrotoxin-induced seizures model was also performed. Pretreatment with
phenobarbital i.p. (60 mg/kg — 30 min) prevented picrotoxin-induced seizures in all
animals, whereas guanosine p.o. (7.5 mg/kg — 75 min) and MK-801 i.p. (0.5 mg/kg — 30
min) had no effect. Thus, guanosine reversed the QA-induced seizures in young rats and
the decrease of glutamate uptake, showing some specificity degree towards the QA-
induced seizures. This points that guanosine could be considered for treatments of

epilepsy, and possibly other neurological disorders associated with QA excitotoxicity.



APRESENTAGAO

Esta Dissertacdo € constituida por Introdugdo, Artigo Cientifico, Discusséao,
Conclusbes, Perspectivas e Referéncias Bibliograficas.

O item 1. Introdugdo refere-se aos aspectos que embasam os objetivos e a
metodologia deste trabalho.

Os Resultados que fazem parte desta Dissertacido estao apresentados sob a forma
de artigo cientifico submetido, o qual esta organizado no item 2. Artigo Cientifico. Os
Resultados, Material e Métodos, Discussdo, Conclusdo e Referéncias Bibliograficas
encontram-se no préprio artigo cientifico.

O item 3. Discussao refere-se as interpretagdes e comentarios acerca dos
resultados obtidos neste trabalho.

O item 4. Conclus6es aborda as conclusdes gerais baseando-se nos objetivos e
resultados desta Dissertacao.

O item 5. Perspectivas contém os principais projetos a serem desenvolvidos na
sequéncia deste trabalho.

O item 6. Referéncias Bibliograficas refere-se somente as citagcbes que

aparecem na Introducao e na Discussao desta Dissertagao.
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1. INTRODUCAO




1. INTRODUCAO

1.1 SISTEMA GLUTAMATERGICO

O glutamato € o aminoacido encontrado em maior concentracdo no SNC de

mamiferos onde desempenha um importante papel metabdlico (Krebs, 1935).

Curtis et al. (1959a; 1959b) e Curtis e Watkins (1960) mostraram que o glutamato
exerce uma potente acao excitatoria sobre neurénios da medula espinhal. Este efeito, no
entanto, foi atribuido a uma acéo inespecifica e ndo relacionada a excitagao sinaptica
(Curtis et al., 1960). Somente a partir de 1970, com inumeros estudos demonstrando que
o glutamato: (1) é estocado na pré-sinapse em neurdnios especificos; (2) € liberado por
estimulo fisiologico em concentragdes suficientes para gerar uma resposta pos-sinaptica;
(3) mostra identidade de agcdo com neurotransmissores naturais, incluindo resposta a
antagonistas e (4) esta sujeito a mecanismos que acabam com a agdo do transmissor

rapidamente, € que foi reconhecido como neurotransmissor (Fonnum, 1984).

Atualmente, o glutamato é considerado o principal aminoacido excitatério do SNC
de mamiferos, onde participa de inumeros eventos fisioldgicos e plasticos tais como:
memoria e aprendizado (lzquierdo e Medina, 1997), desenvolvimento e envelhecimento
(Segovia et al., 2001), adaptagdo ambiental (Ozawa et al., 1998), proliferacdo e migragao
celular (McDonald e Johnston, 1990). No entanto, quando presente em altas
concentragbes na fenda sinaptica por um longo periodo, pode ser uma potente
neurotoxina (Obrenovitch et al., 2000) e sua excitotoxicidade tem sido implicada na
patogénese de inumeros transtornos agudos e cronicos do SNC (Carlson et al., 1992;
During e Spencer, 1993; Lipton e Rosenberg, 1994; Meldrum, 1994; Bradford, 1995; Price,

1999; Meldrum, 2000; Chapman, 2000; Maragakis e Rothstein, 2001).



O glutamato é sintetizado nos terminais pré-sinapticos a partir principalmente da
glutamina, pela agcado da glutaminase (Schousboe et al., 1997) e estocado em vesiculas
onde sua concentracédo pode chegar a 100mM (Fig. 1.1) (Nedergaard, 2000). O processo
de captagédo vesicular € Na*-independente e sua incorporacéo vesicular é possivel devido
a um potencial interno de membrana positivo que € gerado por uma H* -ATPase vacuolar,
a qual media o transporte de H* para dentro da vesicula (Naito e Ueda, 1985). Em
situacgdes fisioldgicas, a liberagdo de glutamato das vesiculas ocorre por exocitose e é

Ca®*-dependente.
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Fig. 1.1 Esquema geral do metabolismo do glutamato no SNC. A barreira

[Glu] <1 p [Glu] = 10 mM

hematoencefalica possui uma baixa permeabilidade ao glutamato (Glu). Portanto,
praticamente todo o glutamato presente no cérebro ¢é sintetizado a partir da
transaminagé&o do a-cetoglutarato tanto em neurénios como na glia. Nas células gliais o
glutamato é convertido a glutamina (GIn) pela glutamina sintetase e entao liberado no
meio extracelular. A glutamina é captada pelos neurdnios e convertida a glutamato antes
de ser armazenado nas vesiculas pre-sinapticas. A glutamina serve também como um
transportador do excesso de amoénia, sendo ftransportada atraves da barreira
hematoencefalica e liberado na corrente sangliinea. Em animais jovens, a barreira
hematoencefalica possui alta permeabilidade ao glutamato e excessiva ingestao de
glutamato através da dieta pode levar a excitotoxicidade. A concentragdo de glutamato no
fluido cerebroespinhal (liquor) é ao redor de 1uM, podendo chegar a 20uM em situagbes
patologicas como acidente vascular encefalico (AVE), esclerose mdultipla e meningite.

(Adaptado de Nedergaard et al., 2002).



As diversas acdes do glutamato, tanto fisioldgicas quanto patoldgicas, resultam da
presenca de receptores glutamatérgicos (GIuRs), tanto neuronais como gliais (Fig 2)
(Ozawa et al., 1998). Os GluRs sao divididos em duas classes: ionotrépicos (iGluRs) e
metabotrdpicos (MGIuRs) (Tanabe et al., 1992). Os iGluRs contém um canal idnico cation-
especifico e s&o subdivididos em trés subtipos: a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolepropionato (AMPA), cainato and N-metil-D-aspartato (NMDA). Por outro lado, os

mGIuRs s&o acoplados a proteinas G e estdo subdivididos em 8 subtipos (MGluR+.g).



RECEPTORES IONOTROPICOS RECEPTORES METABOTROPICOS

Transmitter Receptor

Transmitter
/ Adenylate cyclase

Extracellular

Academic Press items and derived items
copyright © 1999 by Academic Press

Fig. 2. Receptores glutamatérgicos. Os receptores glutamatérgicos ionotropicos
(iGIuRs) contém um canal i6nico cétion-especifico e sdo subdivididos em trés subtipos: a-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionato (AMPA), cainato and N-metil-D-aspartato
(NMDA). Os receptores glutamatérgicos metabotropicos (mGIuRs) sdo acoplados ao
sistema de transducgdo de sinal via adenilato ciclase ou fosfolipase C (PLC) e estao
subdivididos em 8 subtipos (mGIuRss). (Adaptado de Zigmond, Fundamental

Neuroscience, Academic Press, 1999).

Uma terceira classe de proteinas, igualmente importantes para a fungao
glutamatérgica, sdo os transportadores de glutamato. Sua principal atividade é recaptar o
glutamato liberado na fenda a fim de terminar a transmissao sinaptica (Danbolt, 2001). Os

transportadores, portanto, desempenham importante papel na manutencdo dos niveis



extracelulares de glutamato abaixo daqueles considerados toxicos (Anderson e Swanson,
2000; Danbolt, 2001; Amara e Fontana, 2002; Chen e Swanson, 2003). Atualmente, cinco
tipos de transportadores foram identificados, clonados e caracterizados: GLAST/EAAT1
(Storck et al., 1992), GLT-1/EAAT2 (Pines et al., 1992), EAAC1/EAAT3 (Kanai e Hediger,

1992), EAAT4 (Fairman et al., 1995) e EAATS (Arriza et al., 1997).

1.1.1 RECEPTORES GLUTAMATERGICOS

lonotrépicos - Cronologicamente, os iGIuRs foram os primeiros receptores de

aminoacidos a serem identificados (Bennett e Balcar, 1999). Sdo responsaveis pela
iniciagao, propagacgao e ampliagdo do sinal glutamatérgico (Cotman et al., 1995). Quando
estimulados permitem a passagem de ions através de seu canal, induzindo um potencial
de agdo no neurdnio poés-sinatico. Sdo divididos em trés grupos: a-amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoxazolepropionato (AMPA), cainato e N-metil-D-aspartato (NMDA), sendo os
dois primeiros denominados coletivamente de receptores ndo-NMDA. Com o advento das
técnicas de clonagem molecular e de expressao heter6loga em odcitos de Xenopus
laevis, constatou-se que a diversidade genética entre os iGluRs € muito maior do que
aquela prevista pelos estudos farmacolégicos e fisioldégicos (Ozawa et al., 1998).
Estruturalmente, possuem um grande dominio N-terminal extracelular e quatro segmentos

hidrofébicos de membrana (M1 — M4).

Os receptores NMDA sao dependentes de voltagem, altamente permeaveis a Ca*?
e possuem como co-agonistas glicina e D-serina (Johnson e Ascher, 1987; Kemp e
Leeson, 1993). Estes receptores parecem ter um papel central em eventos de plasticidade
sinaptica, tais como na potenciacdo de longa duracédo (LTP) e na depressédo de longa

duracdo (LTD). Quando superativados podem levar a um evento patofisiolégico



denominado de excitotoxicidade neurodegenerativa (Nicoletti et al., 1996). Em potenciais
de repouso, os canais acoplados ao receptor NMDA estdao normalmente bloqueados por

ions Mg*z, sendo a liberagao do canal dependente de despolarizacdo de membrana.

A expressao das diferentes subunidades do receptor NMDA varia muito no SNC
sendo hipocampo e cortex as estruturas cerebrais particularmente ricas neste tipo de
receptor (Watkins et al., 1990). S&o expressos tanto em células neuronais como gliais; no

entanto, nestas ultimas sua fungéo ainda esta pouco estudada (Conti et al., 1996; 1997).

Tanto AMPA quanto cainato estdo associados primariamente a canais
independentes de voltagem. Sdo permeaveis a Na® e K*, mas algumas subunidades tém
permeabilidade a Ca*® (Cotman et al., 1995). Ambos estdo distribuidos amplamente no
SNC; entretanto, a expressdo de suas subunidades é muito heterogénea entre as
diferentes estruturas e tipos celulares (Ozawa et al., 1998). A distribuicdo de receptores
AMPA acompanha aquela apresentada pelos receptores NMDA. Por outro lado, os
receptores cainato estdo mais concentrados em poucas areas do SNC: regido CA3 do

hipocampo, estriado e talamo (Cotman et al., 1995).

Metabotrépicos - O glutamato ativa também outra classe de receptores, os quais

sao funcional e farmacologicamente distintos dos ionotropicos. Estes estdo acoplados ao
mecanismo de transducao de sinal via proteinas G, modulando a producgao intracelular de

segundos mensageiros.

A estimulagdo da sintese de inositolfosfatos por glutamato foi inicialmente
mostrada em cultura de neurbnios estriatais por Sladeczek et al. (1985). Esta acao foi
reproduzida em culturas de neurdnios cerebelares e também em fatias de hipocampo

(Nicoletti et al., 1986a; 1986b; 1988). Posteriormente, Sugiyama et al. (1987)



demonstraram que oocitos de Xenopus laevis, injetados com mMmRNA cerebral, sob
estimulagao glutamatérgica, apresentavam correntes oscilatérias de CI” e isto se deve a
liberacao intracelular de calcio mediado por IP3 (Murphy e Miller, 1988). Winder e Conn
(1992) mostraram que ACPD, um analogo rigido do glutamato, aumenta de forma
dependente de concentragao a formagao de AMPc intracelular em fatias de hipocampo de
ratos adultos. Estes pesquisadores concluiram que se tratava de um novo subtipo de

mMGIuR, diferente daquele ligado a hidrdlise de fosfoinositideos (Tanabe et al., 1992).

Atualmente, uma familia de 8 subtipos de receptores (mGIuR.g), subdivida em trés
grupos (mGIuRs |, Il e lll), esta descrita (Ozawa et al.,, 1998). Apesar da sua relagao
estrutural, os mGIluRs compéem uma familia heterogénea em sua farmacologia
(seletividade a agonistas e antagonistas), mecanismo de transdugéo de sinal e homologia
genética. Todos os mGLURs séo proteinas grandes, caracterizados por sete dominios
transmembrana (Nakanishi, 1992; Hollmann and Heinemann, 1994; Pin and Duvoisin,
1995). Inumeras evidéncias sugerem que o dominio N-terminal contém os sitios para
glutamato e que metade deste dominio é responsavel pela seletividade a agonistas
(Takahashi et al., 1993). Tem sido proposto que o dominio C-terminal desempenha um

importante papel em determinar a poténcia dos agonistas (Flor et al., 1996).

O Grupo | compreende os subtipos mGIluR; (Houamed et al., 1991; Masu et al.,
1991) e mGIluRs (Abe et al., 1992), os quais estdo acoplados a hidrolise de
fosfoinositideos e sao potentemente ativados por (1S, 3R)-1-aminociclopentano-1-3-

dicarboxilico (1S, 3R-ACPD) e 3,5-dihidroxifenilglicina (DHPG) (Ito et al., 1992).

O Grupo Il inclui os subtipos mGIuR; e mGIuR3; (Tanabe et al.,, 1992), que séo
ligados a adenilato ciclase e a formacao de AMPc e potencialmente estimulados por 2S,

3S, 4S)-a-(carboxiciclopropil)-glicina (L-CCG I) e por DCG IV (Ishida et al., 1993).
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O Grupo Il compreende os subtipos mGIuRs; € mGIuRgs e, assim como os
receptores do Grupo Il, estdo ligados a modulagdo da adenilato ciclase. Sao ativados

seletivamente pelo acido L-2-amino-4-fosfanobutirico (L-AP4) (Schoepp, 1994).

1.1.2 CAPTAGAO DE GLUTAMATO

A captacédo de glutamato € o principal mecanismo responsavel pela manutengao
dos niveis extracelulares de glutamato abaixo dos niveis toxicos (Anderson e Swanson,
2000; Danbolt, 2001), sendo realizada por transportadores de glutamato presentes na
membrana plasmatica de neurbnios e células gliais, principalmente em astrécitos

(Rothstein et al., 1994).

Atualmente, ja foram descritos 5 tipos de transportadores: GLAST/EAAT1 (Storck
et al., 1992), GLT-1/EAAT2 (Pines et al., 1992), EAAC1/EAAT3 (Kanai e Hediger, 1992),
EAAT4 (Fairman et al., 1995) e EAATS (Arriza et al., 1997) (Fig 3). Estes cinco
transportadores de glutamato apresentam entre 50 e 60% de semelhanca na sequéncia

de aminoacidos (Amara e Arriza, 1993) (Fig 4).
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1K*

Dendritic
spine

Fig. 3. Tipos de transportadores de glutamato e sua localizagdo na sinapse
glutamatérgica. I. Transportadores de glutamato presentes na membrana celular de
células gliais (GLT-1 e GLAST). ll. Transportadores de glutamato presentes na membrana
celular pés-sinaptica de neurénios (EAAC-1 — em todo o cérebro;, EAAT-4 — somente nos
dendritos das células de Purkinge). lll. Transportadores de glutamato presentes na
membrana celular pré-sinaptica de neurdnios. A identidade molecular e a estequiometria

destes transportadores ndo sdo conhecidos. (Adaptado de Danbolt, 2001).
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Fig. 4. Representacdo esquematica da estrutura de dois transportadores de
glutamato (GLT-1 e EAAC-1). GLT-1. Os aminoacidos estéo representados como circulos
e 0s dominios transmembrana como retangulos. As setas indicam possiveis sitios de
fosforilacdo pela proteina quinase C e a cabeca de seta indica um sitio de fosforilagdo
para proteina quinase A. Dois possiveis sitios de glicosilagdo estdo demonstrados na
por¢do extracelular na forma de “Y”. (Adaptado de Pines et al., 1992). EAAC-1. Os
aminoacidos estdo representados como circulos e os dominios transmembrana como

cilindros. Os aminoéacidos Glu, Arg®, Lys™ e Asp™ estédo representados pelas suas cargas.

(Adaptado de: Kanai e Hediger, 1992).

GLAST e GLT-1 foram somente detectados em astrocitos (Rothstein et al., 1994;
Lehre et al., 1995; Lehre e Danbolt, 1998), tanto no corpo celular quanto nos processos
das células astrocitarias (Danbolt, 2001). Uma excecédo € a expressao do GLT-1 em
retina, onde é encontrado em diferentes tipos de células bipolares, mas ndo na glia de
Muller ou outras células gliais (Rauen e Kanner, 1994, Rauen et al., 1996). Estes dois

transportadores sado quantitativamente os principais transportadores de glutamato, sendo



13

responsaveis pela maior parte de sua captacdo no SNC (Anderson e Swanson, 2000;
Danbolt, 2001) (Fig 5). Sua distribuicdo e concentragdo no SNC é regidao dependente
(Gegelashvili e Schousboe, 1998; Danbolt, 2001) e varia conforme o estagio de
desenvolvimento cerebral (Furuta et al., 1997a; Ullensvang et al., 1997; Maragakis e
Rothstein, 2001). GLAST e GLT-1 encontram-se em maiores concentracbes nas
membranas astrocitarias que circundam o neuropilo (terminal nervoso, axénios e espinhas
dendriticas) que nas demais partes da membrana plasmatica que circunda a pia mater, o
endotélio capilar, outros astrécitos e corpos celulares (Chaudhry et al., 1995; Danbolt et

al., 1998).

EAAC-1 EAAT-4

L

R

Fig. 5. Localizagéo, por hibridizagéo "in situ”, dos transportadores de glutamato em

cortes parasagitais de cérebro de camundongos. (Adaptado de Tanaka et al., 1999).

Os demais transportadores de glutamato, EAAC1, EAAT4 e EAAT5, séo

encontrados predominantemente em neurdnios (Gegelashvili e Schousboe, 1998);
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entretanto, a expressao do EAAT4 foi recentemente descrita em astrécitos (Hu et al.,

2003).

O EAAC1 é encontrado na maioria dos neurénios do sistema glutamatérgico, assim
como nos neurdnios do sistema gabaérgico (células de Purkinje no cerebelo) (Danbolt et
al., 1998; Nedergaard et al, 2002), mas quando comparado com GLAST e GLT-1, sua
expressao € insignificante (Tanaka et al., 1997). A proteina encontra-se no corpo celular
dos neurbnios (soma) e dendritos, evitando os terminais nervosos, e também esta

presente nos astroctios corticais (Conti et al., 1998).

O EAAT4 esta localizado nas células de Purkinje no cerebelo (Tanaka et al, 1997;
Furuta et al., 1997b), mas pode também ser encontrado em concentragées muito baixas
no telencéfalo (Danbolt, 2001). Encontra-se em maiores concentragcbes na parte da
membrana espinhal que defronta-se com a astroglia, desaparecendo gradualmente
através do corpo celular (Tanaka et al., 1997; Dehnes et al, 1998). Além disso, €&
transitoriamente expresso durante o desenvolvimento, com pico em 10 dias pds-natal

(Furuta et al., 1997a).

Poucos estudos sobre a localizagdo do transportador de glutamato EAATS em
mamiferos foram realizados até o presente momento; entretanto, alguns relatos tém

demonstrado sua presenca em células da retina (Arriza et al., 1997).

A constante de afinidade (Kd) dos transportadores de glutamato varia de acordo
com as preparagdes utilizadas. O Km para GLAST, GLT e EAAC de humanos, clonados e
expressos em células COS-7 (Arriza et al., 1994) é de 48, 97 e 92 uM, respectivamente, e
para os expressos em oocytos de Xenopus laevis (Arriza et al., 1994; Kanai et al., 1994) é

20, 18 e 28-30, respectivamente. GLAST de ratos expresso em oocytos de Xenopus
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laevis (Klockner et al., 1993) e GLT-1 de ratos em células CHO (Levy et al., 1998)
apresentam Kd de 11 e 17 uM, respectivamente, enquanto o Km de EAAC de coelho

expresso em oocytos de Xenopus laevis é 12 uM (Kanai e Hediger, 1992).

Estudos mostram que GLAST e GLT-1 estdo presentes no SNC, em baixas
concentragdes, desde estagios precoces de desenvolvimento e que estas aumentam até
a idade adulta (Furuta et al., 1997a; Ullensvang, et al., 1997). No cérebro imaturo ou em
desenvolvimento, os niveis de GLAST predominam sobre os de GLT-1, o qual ndo é
detectado no nascimento (Ullensvang et al., 1997). Em contrapartida, o GLAST encontra-
se presente em concentragdes significantes tanto no telencéfalo quanto no cerebelo de
ratos recém-nascidos (Ullensvang et al., 1997). Apds a primeira semana pos-natal, o GLT-
1 pode ser detectado no telencéfalo e apdés a segunda semana no cerebelo, e ambos
transportadores atingem niveis adultos a partir da quinta semana pds-natal (Ullensvang,
et al., 1997). As concentragcbes de ambos GLAST e GLT-1 aumentam dramaticamente no
periodo de maior atividade de sinaptogénese (do final da segunda ao final da quarta
semana poés-natal), atingindo niveis adultos apds trinta e cinco dias de vida (Furuta et al.,
1997a; Ullensvang, et al., 1997). EAAC1 esta presente desde estagios iniciais de
desenvolvimento e atinge seu pico de concentragdo no quinto dia pds-natal, enquanto o
EAAT4 esta presente desde o primeiro dia pds-natal atingindo niveis adultos na segunda

semana de vida (Furuta et al., 1997a).

E indiscutivel a importancia dos transportadores de glutamato na manutengéo dos
niveis extracelulares deste aminoacido abaixo daqueles neurotoxicos, a fim de evitar
excessiva ativacdo dos receptores glutamatérgicos e consequente excitotoxicidade.
Recentes estudos em humanos (Maragakis e Rothstein, 1994) e em ratos transgénicos

(Meldrum et al., 1999) indicaram que alteragcdes nos transportadores de glutamato podem
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resultar em fenotipos epilépticos. Ratos knock-out para o GLT-1 apresentam convulsdes
letais nas primeiras horas de vida (Tanaka et al., 1997). Paralelamente, estes animais
apresentam uma maior suscetibilidade a injuria cerebelar e cortical, assim como uma
reducao da coordenagao motora (Watase et al., 1998). A perda do transportador neuronal
EAAC1 produziu neurotoxicidade moderada, resultando em epilepsia (Rothstein et al.,
1996) e anormalidades de comportamento (Danbolt, 2001). Animais epilépticos (Ingram et
al., 2001) e ratos com epilepsia cronica induzida por acido cainico (Ueda et al., 2001)
apresentaram uma redugao na expressao de transportadores gliais (GLT-1 and GLAST).
Estes resultados indicam que disfun¢des na captagédo de glutamato podem desempenhar

um importante papel no processo epileptogénico.

1.2 EPILEPSIAS

As epilepsias referem-se a um grupo diverso de transtornos neuroldgicos,
etiologica e clinicamente, caracterizados por crises epilépticas recorrentes, as quais

resultam da atividade neuronal excessiva, anormal e hipersincrénica (Engel Jr, 2001).

Apesar da utilizacdo do meétodo cientifico para a elucidacdo dos fendbmenos
envolvidos nas epilepsias e dos importantes avangos na area, obtidos nos ultimos 30
anos, aproximadamente 50 milhées de pessoas no mundo sao portadoras de epilepsia,
sendo que 40 milhdes estdo em paises subdesenvolvidos. A importadncia médica desta
patologia acentua-se ainda mais pelo fato de que ela tende a durar por toda a vida,

podendo acarretar profundas consequéncias psicopatologicas e sociais.

1.2.1 EPILEPSIAS E O CEREBRO EM DESENVOLVIMENTO

Em criancas, os tipos de epilepsias podem ser altamente variaveis, desde simples

crises de auséncia até convulsdes tbnico-clénicas e crises parciais complexas. Multiplos
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tipos de crises, evolugdo de um tipo a outro e remissao espontadnea das crises sao

caracteristicas marcantes das epilepsias em criangas (Cowan, 2002).

A incidéncia das epilepsias € extremamente alta nos primeiros anos de vida,
declinando conforme a crianga chega a adolescéncia (Fig 6) (Sidenvall et al., 1993).
Alguns estudos demonstram que ha uma maior incidéncia de epilepsias em criangas do
sexo masculino do que naquelas do sexo feminino (Sidenvall et al., 1993; Hauser et al.,
1993; Jallon et al., 1997; Kurtz et al., 1998). No entanto, esta diferenga sexo-especifica
varia com a idade e com o tipo de sindrome. Aos cinco anos, as taxas de incidéncia sao
30%-60% maiores em individuos do sexo feminino, enquanto que na adolescéncia
tendem a ser 10%-20% maiores em individuos do sexo masculino (Hauser et al., 1993;
Annegers et al.,, 1999). Estas flutuacbes refletem, principalmente, diferengcas na
predominancia de um ou outro tipo de epilepsia, diferencas na exposi¢cao a fatores de
risco, diferencas de susceptibilidade sexo-especificas e também variagdes no diagndstico

(Cowan, 2002).
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Fig. 6. Variagcdo da incidéncia das epilepsias por 100.000 criangas. (Adaptado de

Cowan, 2002).

A prevaléncia das epilepsias em criangcas é estimada, na média, em 4 a 5 casos a
cada 1000 criangas (0,5%) (Cowan et al., 1989; Hauser et al., 1991; Cockerell et al., 1995;
Sidenwal et al., 1996; Eriksson e Koivikko, 1997; Wallace et al., 1998; Kurtz et al., 1998).
As taxas de prevaléncia aumentam com a idade, variando de 2-3/1000, aos 7 anos
(Hauser et al., 1991; Eriksson e Koivikko, 1997; Kurtz et al., 1998), para 4-6/1000, aos 11-
14 anos (Sidenwal et al., 1996; Eriksson e Koivikko, 1997; Wallace et al., 1998; Kurtz et

al., 1998).

A distribuicdo das taxas de incidéncia e de prevaléncia variam de acordo com o

tipo de convulsdao ou sindrome epiléptica apresentada (Tabela 1) (Cowan et al., 1989;
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Murphy et al., 1995; Sidenvall et al., 1996; Eriksson e Koivikko, 1997; Kramer et al., 1998;
Kurtz et al., 1998; Berg et al., 1999b; Waaler et al., 2000). Nestes estudos, 1,5% (Waaler
et al., 2000) a 40% (Cowan et al., 1989) das crises sdo consideradas sem classificacéo
(Tabela 1). No restante, ha um predominio das crises parciais sobre as crises
generalizadas, embora ambas variem com a idade (Sidenvall et al., 1996; Eriksson e
Koivikko, 1997). Crises epilépticas do tipo auséncia, espasmos infantis e Lennox-Gastaut,
que ocorrem exclusivamente em criangcas, sdo menos frequentes. No entanto, cerca de
90% dos pacientes que apresentam a sindrome de Lennox-Gastaut sao refratarios as
terapias antiepilépticas disponiveis atualmente, apresentando, portanto, um alto grau de

morbidade (Stables et al., 2002).



20

Tabela 1. Incidéncia anual das epilepsias por 100.000 criangas. (Adaptado de

Cowan, 2002).

] 5t Waaler et Eriksson Cowanet Sidenwall Murphy et Bergetal, Krameret
Tipos de ConvulséoiSindrome
al,2000 etal, 1997 al, 1989 etal, 1996 al,1995" 1999 al., 1998
Parcial (%) 57 43 22 52 58 55 42
Parcial Simples (%) 12 10 & 12 2 9 9
Parcial Complexa (%) 3 23 8 10 a0 26 12
Generalizada Secundaria (%) 14 9 ¥ 23 23 29 21
Generalizada (%) 41 44 37 46 35 45 33
Auséncia (%) 9 5 2 3 5 16 7
Aluséncia Atipica (%) 13 2 2 3 <
Ténica, Clénica e Tdnico-Cénica® (%) 14 27 24 17 23 23 12
Miocldnica (%) 9 1 5 3 8 2
Atdnica (%) < 3 2 <1 2 <
Sindrome de West (%) <1 g 2 2 1 4 9
Sindrome de Lennox-Gastaut (%) 4 2 2 ] =1 2
Epilepsias Juvenis Miocldnicas (%) 5 2 1 2 1
Tipos Mistos (%) 9 1 2
Tipos Sem Classificagéo (%) 1:5 4 40 5 fi 3 12
Total n® de casos 198 329 1159 155 538 513 440

2 inclui todos os tipos

* - prevaléncia baseada no estudo de criancas até 10 anos de idade

Somente 25% a 45% das epilepsias pediatricas sao atribuidas a fatores de risco

especificos, o restante possui etiologia desconhecida (Berg et al., 1999a; Waaler et al.,

2000). Os fatores, com consistente associacdo ao aumento do risco de epilepsia em

criangas, sado: malformagdes congénitas e desordens metabdlicas, convulsdes febris,

convulsdes nos primeiros 28 dias de vida (convulsées neonatais), trauma encefalico

moderado ou severo, infec¢cdes do SNC e historia familiar de epilepsias (Cowan, 2002).

O progndstico das epilepsias infantis depende principalmente de sua etiologia e da

presenca de outras patologias neuroldgicas (Annegers et al., 1979; Berg e Shinnar,

1994b; Sillanpaa, 2000), sendo que a maioria das criangas com epilepsia na infancia

poderdo apresentar remissao total das crises quando atingirem a idade adulta (Sillanpaa,

2000).
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1.2.2 MODELOS EXPERIMENTAIS DE EPILEPSIA

Para entender as epilepsias, inumeras abordagens tém sido feitas, tanto pelo
estudo do tecido epiléptico humano, obtido apds remogéo cirurgica do foco epiléptico,
como através do estudo de tecidos cerebrais, provenientes de animais submetidos a
diferentes modelos de epilepsia. A relevancia de um modelo experimental é determinada
pelo grau em que o modelo serve como testemunha do fenbmeno natural. O screening
farmacologico de drogas antiepilépticas e o entendimento dos mecanismos envolvidos na
epileptogénese baseiam-se em grande parte nos modelos animais de epilepsia (Mody e

Schwartzkroin, 1997).

Os modelos experimentais de epilepsia sdo denominados agudos, quando o
animal apresenta crises convulsivas somente durante a vigéncia do agente indutor. Estes
modelos incluem a aplicagao tépica ou inje¢ao sistémica de compostos que interferem no
balango neuroquimico responsavel pela excitabilidade neuronal (Mody e Schwartzkroin,
1997). Os modelos mais comumente usados sdo: bloqueadores dos sistemas inibitorios
de neurotransmisséo (por exemplo antagonistas de receptores GABA,); estimulantes dos
sistemas excitatérios (por exemplo agonistas de receptores glutamatérgicos e
colinérgicos); estimulagao elétrica direta ou indireta (por exemplo eletrochoque) (Tabela

2).

Os modelos de epilepsia sdo ditos crénicos quando as crises recorrem a intervalos
variados de tempo, ndo sendo necessario o estimulo precipitante exdgeno para
desencadear cada crise. Estes modelos caracterizam-se por apresentar um fator causal
conhecido, que induz o processo de epileptogénese, o qual, apos determinada laténcia,
culmina com crises epilépticas espontaneas (Naffah-Mazzacoratti, 1998). Os modelos

mais utilizados sdo aqueles que mimetizam a epilepsia do lobo temporal, o tipo mais
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freqUente de epilepsia encontrado na populagdo humana adulta. Sdo exemplos: o modelo
da pilocarpina (Turski et al., 1983), o modelo do acido cainico (Ben-Ari, 1985) e o

abrasamento (kindling) (Goddard, 1967).

No entanto, a maioria dos modelos descritos e dos projetos de pesquisa acerca de
novas drogas antiepilépticas objetivam o desenvolvimento de terapias para a populagao
adulta. Além disso, a maioria das drogas antiepilépticas disponiveis comercialmente nao
possuem indicacdes nem informagdes sobre sua farmacocinética e efeitos colaterais em

criangas (Stables et al., 2002).

Tabela 2. Modelos experimentais e sua relagcdo com as diferentes formas das
epilepsias no ser humano. Ao lado do modelo, entre parénteses, encontra-se 0 ano de
sua descricao (Adaptado de Mello et al., 1986).

MECANISMO DE

MODELO EXPERIMENTAL TIPO DE EPILEPSIA ACAO

Estimulacdo quimica

Antagonista de

Pentilenotetrazol (1960) Pequeno mal e crises generalizadas receptores GABAA
. . . . Antagonista de
Picrotoxina (1960) Epilepsias do lobo temporal receptores GABA,
. . . . ~ Antagonista de
Bicuculina (1970) Epilepsia de longa duracao receptores GABA,
. . . Agonista de
Pilocarpina (1983) Epilepsias focais e do lobo receptores
temporal .
muscarinicos
Acido cainico (1985) Epilepsia do lobo temporal Agoms_ta de iGluRs do
tipo cainato
) Agonista de iGluRs do
Acido iboténico (1979) Epilepsia do lobo temporal tipo NMDA e de
mGluRs
- L . AL A Agonista de iGIluRs do
Acido quinolinico Crises tonico-clonicas tipo NMDA
Acido doméico (1987) Epilepsia do lobo temporal A_gomsFa de iGIuRs do
tipo cainato

Modelos com
predisposicao genética
Crise audiogénica em
camundongo (1924)

Fotossensibilidade genética
(1966)

Estimulacao elétrica
Eletrochoque (1870) Epilepsia focal

Crises parciais e generalizadas,
pequeno mal e auras

Crises tonico-clonicas

Crises centro-encefalicas

Abrasamento (1967)
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As epilepsias pediatricas sao exclusivas em alguns aspectos. Primeiro, ndo é
conhecido como o cérebro em desenvolvimento ¢é afetado pelos processos
epileptogénicos e como a epileptogénese € modificada pelo cérebro em desenvolvimento.
Sem esta informacéao, torna-se dificil desenvolver novas terapias antiepilépticas utilizando
uma aplicagdo mecanistica (Stables et I., 2002). Além disso, ndo conhecemos o impacto
de uma determinada terapia sobre o SNC, quando introduzida durante um determinado
periodo de desenvolvimento. Estes fatores, juntamente com estudos epidemiolégicos
humanos que demonstram caracteristicas idade-especificas para as epilepsias (Fig 6),
apontam para a importancia do desenvolvimento de modelos experimentais especificos

para animais jovens (Stables et I., 2002).

1.3 GUANOSINA

Os derivados da guanina (GBPs) estdo intimamente relacionados a modulagédo da
atividade intracelular do mecanismo de transdugéo de sinal via proteinas G (Gudermann
et al., 1997). Mais recentemente, foi demonstrado que GMP e guanosina exercem efeitos
nao diretamente relacionados a modulacdo de proteinas G, tais como efeitos troficos
sobre células neurais (Rathbone et al., 1999) que incluem estimulagdo da proliferacao
astrocitaria, sintese e liberacdo de fatores tréficos a partir de culturas de astrécitos e

aumento da diferenciacdo de neurénios hipocampais in vitro (Ciccarelli et al., 2000).

Estudos in vitro demonstraram que a guanosina exerce um importante papel
modulatério sobre o sistema glutamatérgico. Em tecto optico de pintos, GMP inibe o
binding de [3H]cainato através de um mecanismo nao relacionado a ativagéo de proteinas

G (Paz et al.; 1994). Além disso, preveniu excitotoxicidade induzida por acido cainico em
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preparacgdes de retina de pinto (Burgos et al., 1998). Porciuncula et al. (2002) demonstrou
que GppNp e GMP inibem o binding de [3H]glutamato e [3HJAMPA em densidades pos-

sinaptica de cortex de ratos adultos.

Usando cultura primaria de astrécitos, Frizzo et al. (2001) mostraram um aumento
de 63% na captacao basal de glutamato na presenga de guanosina. Em fatias de cortex
parietal de ratos de 10 dias, submetidas ou ndo a isquemia, a guanosina aumentou a
captacao de glutamato em ambas situagdes (Frizzo et al., 2002). Além disto, o efeito da
guanosina em relacdo a captagdo de glutamato pode ser idade dependente, visto que
Gottfried et al. (2002) mostraram um aumento na captagdo de glutamato em cultura

cortical de astrécitos com 10 dias de cultivo, mas nao naquelas com 40 dias.

Estudos in vivo relacionados com o papel modulatério dos derivados da guanina
sobre a hiperestimulagdo do sistema glutamatérgico tém demonstrado que GMP e
guanosina, quando administrados i.p. ou p.o. em ratos adultos, previnem convulsdes
induzidas por acido quinolinico e a-dendrotoxina (Schimidt et al, 2000). No entanto, em
convulsdes induzidas por acido cainico ou picrotoxina em animais adultos, tanto GMP

como guanosina ndo tem efeito (Lara et al, 2001).
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1.4 OBJETIVOS

1.4.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito da guanosina em modelos de convusdo induzida por acido

quinolinico e picrotoxina em ratos jovens.

1.4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Padronizar a metodologia de cirurgia estereotaxica em animais jovens (P12-

P14);

- padronizar o modelo de convulsao induzida por acido quinolinico e picrotoxina

em animais jovens;

- ldentificar doses anticonvulsivas de guanosina, MK-801 e fenobarbital em

convulsdes induzidas por acido quinolinico e picrotoxina em animais jovens;

- Investigar o mecanismo de agéo envolvido no possivel efeito anticonvulsivo da
guanosina em modelos de convulsdo induzida por &acido quinolinico e

picrotoxina em animais jovens.
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ABSTRACT

Quinolinic acid (QA) has been used as a model for experimental over stimulation of the
glutamatergic system. Glutamate uptake is the main mechanism involved in the maintenance of extracellular
glutamate below toxic levels Guanosine systemically administered prevents seizures induced by
overstimulation of the glutamatergic system in adult mice and increases basal glutamate uptake by cortical
astrocyte culture and slices from young rats. Here we investigated the effect of guanosine p.o. on QA-
induced seizures in young rats (P12-14) and upon ex vivo glutamate uptake by cortical slices. I.c.v. infusion
of 250nmol QA induced seizures in all animals and decreased glutamate uptake. I.p. injection of MK-801 and
phenobarbital 30 min before QA administration prevented seizures in all animals. Guanosine (7.5 mg/kg) 75
min before QA prevented seizures in 50% of animals as well as reversed glutamate uptake to control levels.
To investigate if the anticonvulsive effect of guanosine was specific for QA-induced seizures, the picrotoxin-
induced seizures model was also performed. Pretreatment with phenobarbital i.p. (60 mg/kg — 30 min)
prevented picrotoxin-induced seizures in all animals, whereas guanosine p.o. (7.5 mg/kg — 75 min) and MK-
801 i.p. (0.5 mg/kg — 30 min) had no effect. Thus, guanosine reversed the QA-induced seizures in young rats
and the decrease of glutamate uptake, showing some specificity degree towards the QA-induced seizures.
This points that guanosine could be considered for treatments of epilepsy, and possibly other neurological

disorders associated with QA excitotoxicity.

Theme : Neurotransmitters, Modulators, Transporters, and Receptors
Topic: Excitatory amino acids: excitotoxicity

Key Words: Seizures, glutamate uptake, guanosine, excitotoxicity, anticonvulsant, cortical slices.
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1. INTRODUCTION

Glutamate is the major excitatory neurotransmitter in the mammalian central nervous system (CNS),
participating in plastic processes, which underlie memory and learning [26], development and aging [56] and
environmental adaptation [43]. However, glutamate may also be a potent neurotoxin and glutamatergic
excitotoxicity has been implicated in the pathogenesis of various acute and chronic CNS disorders
[6,9,10,15,30,32,34,36,49]. Consequently, the equilibrium between the physiological/pathological
glutamatergic tonus is essential for brain function. Glutamate uptake mainly by astrocytes is the most
important mechanism involved in the maintenance of extracellular glutamate below toxic levels [1,2,11,14].
Studies in humans [32] and in transgenic mice [35] indicate that alterations in glutamate transporters can
lead to epileptic phenotypes. “Knock-out” mice lacking astroglial transporters exhibit lethal spontaneous
seizures [53,61]. Epileptic mice [25] and rats with chronic seizures induced by kainic acid [65] showed a
reduction in astrocytic protein transporters (GLT-1 and GLAST). These studies indicate that impairment in
glutamate uptake may play an important role in epileptogenesis. Recently, our laboratory showed that
guanosine increases basal glutamate uptake by cultured astrocytes [17,19] and proposed that this effect

may be involved in neuroprotection against toxicity caused by in vitro ischemia in rat brain slices [20].

Quinolinic acid (QA), an endogenous compound produced during the metabolism of tryptophan,
which may interfere with the glutamatergic system, is involved in the pathogenesis of various CNS disorders
[57] including the etiology of epilepsy [23,41,57]. Increased amounts of QA and enzymes participating of its
synthesis have been reported in brain of epileptic EL mice [16,39,40,57,58]. These findings suggest a
contribution of QA in the epileptic state. Accordingly, it is used as a model for experimental over stimulation

of the glutamatergic system [29,55,57].

Although QA has been used as a pharmacological tool mostly in studies involving adult animals,
epilepsy is one of the most common, yet frightening neurological conditions to occur in children [24].
Prolonged seizures in the early developmental period can cause brain damage and lead to serious
consequences later in life [4,8,13,21,37], which motivates the development of new animal models for early-

life seizures [59].

Guanine-based purines (GBPs) modulate transmembrane signal transduction via G-proteins [22].

However, extracellular GBPs exert effects not directly related to G-proteins; these effects include: i) trophic
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effects on neural cells [51] and ii) in vitro and in vivo antagonism of the glutamatergic system
[5,7,31,44,46,48,50,52,54,62]. Regarding the anticonvulsant role of GBPs against overstimulation of the
glutamatergic system in adult animals, it has been shown that guanosine and/or GMP administered

intraperitoneally (i.p.) or orally (p.o.) in adult mice prevented QA-induced seizures [29,55].

Accordingly, the aim of the present study was to characterize the action of guanosine against QA-
induced seizures in young rats and to investigate if this effect is related to glutamate uptake. With these
purposes for the first time: i) it was investigated the QA in vivo effect in young rats (as compared to previous
studies with adult animals); and ii) it was compared the in vivo relationship among seizures, guanosine and
glutamate uptake. Additionally, we preliminary searched for some degree of specificity of the QA effect

towards the glutamatergic overstimulation.
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2. MATERIAL AND METHODS
2.1. ANIMALS

Young Wistar rats (P12-14) of both sexes were obtained from a local breeding colony. All procedures

were according to the regulations of the local Animal House authorities.
2.2. CHEMICALS

Quinolinic acid, guanosine, phenobarbital, picrotoxin and N-methyl-D-glucamine were purchased
from Sigma (St. Louis, MO, USA). 5-methyl-10-11-dihydro-5H-dibenzo[a, b]cyclohepta-5-10-imine maleate
(MK-801 or dizocilpine) was obtained from RBI Research Biochemicals (Natick, MA, USA) and L-[2,3-°H]
glutamate (45Ci/mmol) was purchased from Amersham Biosciences (Piscataway, NJ, USA). The anaesthetic

ether was obtained from Nuclear (Diadema, SP, Brazil).
2.3. SURGERY AND INDUCED SEIZURE MODELS

Surgery and intracerebroventricular (i.c.v.) infusion techniques were adapted from Folbergrova et al.
[18]. Briefly, the pups were removed from dams 30 min before the experiments. They were placed in plastic
chambers at 34°C (temperature of the nest). The animals were anesthetized with ether and the skin of the
skull was removed. In a stereotaxic apparatus adapted for pups, a 27-gauge 6-mm guide cannula was
placed unilaterally at 1 mm above the lateral ventricle (AP: — 0.2-0.3 mm; L: — 1.6 mm; V: — 3.2 mm from the
skull surface). The cannula was fixed with jeweler acrylic cement, xylocain was applied around the cut and
pups were allowed to recover for about 90 min. The animals were then pretreated with vehicle (saline
solution) i.p. or p.o., Phenobarbital (GABAergic agonist) i.p. (30min — 60 mg/kg), MK-801 (NMDA non-
competitive antagonist) i.p. (30min — 0.5 mg/kg) or guanosine p.o. (75 min — 0.75, 2.5 and 7.5 mg/kg; higher
guanosine doses were hindered by its solubility). Quinolinic acid or picrotoxin was then administered i.c.v.
(0.5 ul) or subcutaneously (s.c.), respectively. For i.c.v. QA administration, a 30-gauge 7-mm cannula was
fitted into the guide cannula and connected by a polyethylene tube to a 5 ul Hamilton micro syringe. The tip
of the infusion cannula protruded 1.0 mm beyond the guide cannula towards the lateral brain ventricle. In the
QA seizures model, the pups were observed for 10 min in plexiglas chambers for the occurrence of tonic-
clonic seizures. In the picrotoxin (a GABAergic antagonist) seizures model, the pups were observed for 60
min and seizures were classified as: (1) minimal seizures characterized by clonuses of head muscles and

forelimbs, with righting ability preserved, and (2) major seizures usually beginning with running followed by a
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loss of posture, followed by the tonic phase and, after some seconds, occurrence of long-lasting (status
epilepticus) clonic seizures of all limbs [67]. Only major seizures were considered. All i.p. s.c. and p.o.
injections were performed at 1 mL/kg. All solutions were diluted in the saline solution and buffered with 0.1 M
NaOH or 0.1 M HCI to pH 7.4. After observations, methylene blue (0.5 pul) was injected and the animals

without dye in the lateral brain ventricle were discarded.
2.4. GLUTAMATE UPTAKE

The pups were divided in four groups for glutamate uptake experiments: (1) vehicle-vehicle, (2) vehicle-QA,
(3) Guanosine-vehicle and (4) Guanosine-QA. The animals were killed by decapitation 10 min after i.c.v. QA
or vehicle administration and the brains were immediately removed and submerged in Hank’s balanced salt
solution (HBSS), pH 7.2. Cortices were dissected and coronal slices (0.4mm) were obtained from the parietal
area using a Mcllwain tissue chopper. Cortical slices were transferred to multiwell dishes and washed with
300uL HBSS followed by 280uL HBSS per well. Glutamate uptake was performed according to our previous
reports [20]. The uptake assay was assessed by adding 0.33 uCi mL" L-[2,3-3H] glutamate with 100 uM
unlabeled glutamate [60] in 20uL HBSS, at 37°C. Incubation was stopped after 7min by two ice-cold washes
with 1mL HBSS immediately followed by addition of 0.5N NaOH, which was kept overnight. Aliquots of
lysates were taken for determination of intracellular content of L-[2,3->H] glutamate by scintillation counting.
Sodium-independent uptake (0.027+ 0.003 nmol mg” min™') was determined using N-methyl-D-glucamine
instead of sodium chloride, which was subtracted from the total uptake to obtain the sodium-dependent
uptake. Determination of protein was assessed using the method of Peterson [47]. Experiments were

performed in triplicate.
2.5. STATISTICAL ANALYSIS

Seizure data were expressed as % of animals presenting seizures. Glutamate uptake data were
expressed as mean + standard error of mean. Statistical analysis of the data was performed by (i) Fisher's
exact test for comparison of occurrence seizures and (ii) by ANOVA for multiple groups comparison, followed

by the Tukey post hoc test for glutamate uptake. P < 0.05 was considered significant.
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3. RESULTS
3.1. QUINOLINIC ACID-INDUCED SEIZURES

In order to establish the lowest dose of QA that caused tonic-clonic seizures in 100% of the
immature rats, i.c.v. QA was injected in a range of doses (25, 50, 100, 200, 250, 300 and 400 nmol), as
shown in Fig.1A. The lowest QA dose (25 nmol) induced seizures in 30% of animals. 50 and 100 nmol QA
induced seizures in 50% of the animals, whereas 200 nmol QA induced seizures in 75% of the animals.
Doses of 250 nmol QA or more induced seizures in all animals and 400 nmol QA induced death in 40% of
pups. The lowest dose that caused seizures in all animals was 250 nmol. This dose was used in further
experiments and the rats displayed tonic-clonic seizures within 60-80 seconds after infusion of QA. A typical
behavioral pattern usually began with hyperactivity followed by wild running that resulted in tonic-clonic
seizures. The ictus period was 100-120 seconds accompanied by hypoactivity with akinesia (data not

shown).

Based on our previous findings with adult mice [29,55,70], three doses of guanosine p.o. were used
to evaluate its anticonvulsant efficacy in young rats. Guanosine administered orally 75 min before 250nmol
i.c.v. QA protected against seizures in a dose-dependent manner (Fig. 2) with 7.5 mg/kg guanosine (the
maximum dose dissolved) protecting 52% of the pups (p<0.001, compared with control group). MK-801 (0.5

mg/kg) and phenobarbital (60 mg/kg) protected all rats against QA-induced seizures.
3.2. PICROTOXIN-INDUCED SEIZURE

In order to preliminary investigate if the anticonvulsant effect of guanosine could had some putative
degree of specificity towards the quinolinic acid-induced seizures, the picrotoxin-induced seizures model was
also performed. The lowest dose of picrotoxin (GABAergic antagonist) that caused seizures in all pups was
2.4 mg/kg (established). Picrotoxin was injected s.c. in a dose range (0.8, 1.6, 2.0, 2.4 and 3.2 mg/kg), as
shown in Fig. 2A. Higher doses (2.4 and 3.2 mg/kg) induced major seizures in all animals. Lower doses (0.8,
1.6 and 2.0 mg/kg) caused major seizures in 43, 67 and 80% of pups, respectively. Seizures induced by 2.4
mg/kg picrotoxin were prevented by the GABA, agonist, phenobarbital, in a dose-response manner (Fig. 2B).
Phenobarbital (60 mg/kg) inhibited 100% of seizures (p<0.001 by Fisher exact test), whereas guanosine (7.5

mg/kg) and MK-801 (0.5 mg/kg) had no effect.
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3.3. GLUTAMATE UPTAKE

In order to verify if the protection by guanosine against QA-induced seizures involved glutamate
uptake modulation, cortical brain slices were prepared 10 min after i.c.v. administration and assayed for 100
uM glutamate uptake. QA administration (250 nmol) significantly decreased glutamate uptake (0.106 + 0.007
nmol mg™" min”; p < 0.05), compared with the control group (0.134 + 0.005 nmol mg™ min™). Pretreatment
(75 min) with 7.5 mg/kg guanosine p.o. reversed this QA effect (0.136 + 0.008 nmol mg™” min™"; p < 0.05) (Fig

3). Guanosine administered alone had no effect on glutamate uptake (data not shown).
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4. DISCUSSION

The QA-induced seizures model has been used as a pharmacological strategy used for inducing
over stimulation of the glutamatergic system in adult animals [29,55]. Here we used the same strategy,
adapting to using young rats. We observed a dose-dependent convulsing activity following i.c.v. QA
administration (Fig.1A), with the same potency and characteristics as previously observed with adult rats

[55].

Recent studies from our group have shown that QA decreases glutamate uptake by cultured
astrocytes [64]. Additionally, it has been shown that QA affects other parameters of the glutamatergic
system: decreases glutamate uptake by synaptic vesicles from rat brain [63] and stimulates synaptosomal
glutamate release [57,64]. Moreover, we herein demonstrated a decrease in glutamate uptake by cortical
slices obtained from brain of young rats presenting QA-induced seizures (Fig. 3). Taken together, these

findings suggest multiple targets for QA on the glutamatergic system.

In vivo studies showed that GBPs affect the glutamatergic system [17,19,20,29,31,52,54,55,70].
GMP antagonizes the facilitatory effect of glutamate on inhibitory avoidance task [54] and protects against
chronically QA-induced striatal lesions [31]. It was recently shown that not only GMP, but also guanosine i.p.,
prevents seizures induced by QA in adult mice [55]. Finally, orally administered guanosine prevents seizures
induced by overstimulation of the glutamatergic system (by QA and alpha-dendrotoxin) in adult mice [29,70].
Since nucleoside transport has been observed in intestinal cells [45], in cerebral micro vessels and in the
blood-brain-barrier [27], we may expect that guanosine, administered systemically, is effective. As it has
been shown that guanosine induces release of adenosine from brain, the role of adenine derivatives in this
anticonvulsant effect cannot to be rule out. However, it is important to notice that previous works from our
group seems indicate that guanosine effects, including anticonvulsant activity, on the glutamatergic system

do not involve the adenosinergic system [19,70].

In the present work, by investigating the relevance of the ontogenetic development on the
interactions between glutamate and guanine based purines, we extended previous results with adult
animals, showing that orally-administered guanosine was protective in a dose-dependent manner against
QA-induced seizures also in young rats (Fig. 1B), when MK-801 and phenobarbital totally prevented the QA-

induced seizures (Fig. 1B). However, in the GABAergic seizures model (depicted in Fig.2A and B),
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guanosine and MK-801 were ineffective (Fig. 2B), pointing to some degree of specificity of these two
compounds towards the glutamatergic system. Phenobarbital is a specific agonist for GABA4 receptors and
is used as an anticonvulsant in some gabaergic-induced animal seizure models. This drug, however, may
indirectly reverse seizures induced by excitatory neurotransmitters, since it acts as an anticonvulsive agent in

rats submitted to intrastriatal [33], intrahippocampal [69] and i.c.v. administration of QA [28].

Reports from the literature on the effect of in vivo QA on extracellular glutamate levels are
controversial. Mena et al. [38] showed that intrahippocampal injection of QA increases up to 3-fold the
extracellular glutamate concentration in this structure 10 min after administration and this effect persists for
24h, although Vezzani et al. [68] reported lack of this effect after hippocampal QA injection. The sources of
extracellular glutamate released after QA-induced seizures are not completely characterized, but include
glutamate efflux subsequent to cell swelling, a possible reversal of glutamate uptake and exocytotic release
[14,42]. Another possibility for this increase in extracellular glutamate is our finding that QA i.c.v.
administration decreased glutamate uptake by cortical slices from young rats (Fig. 3). Accordingly, It has
been reported that guanosine increases basal glutamate uptake both in cortical astrocyte culture [17,19] and
in neonatal cortical slices from rats [20]. As here guanosine in vivo reversed the QA-induced glutamate
uptake decrease, our results point that the anticonvulsive effect of guanosine could involve at least partially
the enhancement of glutamate uptake up to physiological levels, and that these effects are present in young

rats. A more detailed ontogenetic aspect of these relationships is under current investigation in our group.

Most classical antiepileptic drugs have age-dependent anticonvulsant activity in various seizures
models, being ineffective in some infant human epileptic syndromes [3,66]. Moreover, as most epileptic
syndromes are related to dysfunctions of the glutamatergic system, including glutamate uptake
[12,25,32,35,65], the present work point that guanosine could be considered in studies investigating
treatments for epilepsy in young people, and possibly other neurological disorders associated with

glutamatergic excitotoxicity.
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1 (A) Dose response curve of Quinolinic acid-induced seizures and death. Pups were injected i.c.v.
(0.5ul) with Quinolinic acid in indicated doses and observed for 10 min for the presence of tonic-clonic
seizures and death. (B) Anticonvulsant activities of guanosine, MK-801 and phenobarbital against quinolinic
acid-induced -induced seizures. Pups were pretreated with Guanosine p.o. (0.75, 2.5 or 7.5 mg/kg — 75 min),
MK-801 i.p. (0.5 mg/kg — 30 min), Phenobarbital i.p. (60 mg/kg — 30 min) before i.c.v. QA (250 nmol). The
pups were observed for 10 min for the occurrence of tonic-clonic seizures. n = 10 animals/group. * = p <
0.001 (Fisher exact test), as compared with vehicle-quinolinic acid group. Data are expressed as percentage

of pups that presented seizures.

Fig. 2 (A) Picrotoxin-induced seizures. Pups were injected s.c. (1 mL/kg) with picrotoxin in indicated
concentrations. (B) Anticonvulsant activities against Picrotoxin-induced seizures. Pups were pretreated with
MK-801 i.p. (0.5 mg/kg — 30 min), phenobarbital i.p. (20, 40, 50 and 60 mg/kg — 30 min) or guanosine p.o.
(7.5 mg/kg — 75 min) before picrotoxin s.c. (2.4 mg/kg) and observed for 60 min for the presence of major
seizures. 7.5 mg/kg Guanosine was selected due its anticonvulsant effect on the Quinolinic acid seizures
model. n = 10 animals/group. . * = p < 0.05 and ** = p < 0.001 (Fisher exact test) as compared with vehicle-

picrotoxin group. Data are expressed as percentage of pups that presented major seizures.

Fig. 3 Glutamate uptake from cortical slices obtained 10 min after i.c.v. QA administration. Groups: vehicle —
vehicle (VEH - VEH); vehicle — quinolinic acid (VEH - QA); guanosine — quinolinic acid (GUO - QA). Data are
means + SEM, n =10 animals/group. * = p < 0.05 (ANOVA followed by Tukey post hoc test) as compared

with the other groups.
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O acido quinolinico (AQ) tem sido usado como uma estratégia farmacolégica para
indugdo da hiperestimulagdo do sistema glutamatérgico, visto que, além da agao
agonistica sobre receptores NMDA (Stone, 2001) atua em varios outros parametros do
sistema glutamatérgico. Tavares et al. (2000) demonstraram que o acido quinolinico
diminui a captagao de glutamato em vesiclas sinapticas. Além disso, também diminui a
captacédo de glutamato em culturas primarias de astrocitos e estimula a liberagao
sinaptossomal de glutamato (Tavares et al., 2002). In vivo, mostramos neste trabalho que
o AQ possui um efeito convulsivo dose-dependente com a mesma poténcia e
caracteristicas daquelas observadas anteriormente em ratos adultos (Schmidt et al.,
2000). Observamos também uma diminuicdo na captacgao de glutamato em fatias corticais

de ratos jovens submetidos a convulsao por acido quinolinico.

Inumeros estudos tém demonstrado que os nucleotideos derivados da guanina
afetam o sistema glutamatérgico (Rubin et al., 1996; Roesler et al., 2000; Schimidt et al.,
2000; Frizzo et al., 2001; Lara et al., 2001; Malcon et al., 2001; Frizzo et al., 2002; Farina
et al., 2003; Vinadé et al., 2003). GMP antagoniza o efeito facilitatério do glutamato sobre
a tarefa de esquiva inibitéria (Rubin et al., 1996) e protege contra lesdes estriatais
induzidas por acido quinolinico (Malcon et al., 2001). Schmidt et al. (2000) demonstraram
que GMP e guanosina administradas intraperitonealmente previnem convulsdes induzidas
em camundongos adultos. Além disso, a adminintracdo oral de guanosina em
camundongos adultos reverte convulsdes induzidas por AQ e a-dendrotoxina (Lara et al.,

2001; Vinadeé et al., 2003).

No presente trabalho, com o objetivo de investigar a relevancia da interagao entre

o sistema glutamatérgico e os derivados da guanina durante o desenvolvimento,
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ampliamos os resultados obtidos com animais adultos e demonstramos que, quando
administrada oralmente, a guanosina reverte, de forma dose-dependente, 50% das
convulsdes induzidas por AQ em animais jovens (Fig. 1B). Além disso, demonstramos
também que a diminuigdo da captacéo de glutamato observada nos animais submetidos a
convulsao por AQ foi revertida aos niveis do controle pelo tratamento com guanosina.
Portanto, a modulacdo da captacdo de glutamato parece estar envolvida tanto no
desencadeamento de convulsdo por acido quinolinico quanto no efeito anticonvulsivo da
guanosina. Esta interpretagao esta de acordo com o observado por Mena et al. (2000) de
que a injegcao i.c.v. de acido quinolinico aumenta a concentragdo extracelular de
glutamato em hipocampo 10 min apds a administragcdo e que este efeito persiste por 24
horas. No entanto, em convulsdes induzidas por picrotoxina (Fig.2A and B), a guanosina
foi inefetiva (Fig. 2B), apontando para um certo grau de especificidade em relacédo ao

sistema glutamatérgico.

A maioria das drogas antiepilépticas disponiveis atualmente apresentam efeitos
idade-dependentes, sendo inefetivas em algumas sindromes epilépticas infantis como a
sindrome de Lennox-Gastaut (Stables et al., 2002). Desta forma, nosso trabalho mostra
que os derivados da guanina, principalmente guanosina, sao importantes moduladores do
sistema glutamatérgicos podendo, portanto, serem considerados em estudos envolvendo
a investigagdo de novas terapias anticonvulsivas e/ou transtornos neuroldgicos

envolvendo excitotoxicidade glutamatérgica.
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Acido quinolinico, administrado i.c.v. em animais jovens, induziu de forma dose-
dependente convulsées do tipo tdnico-clonicas, sendo a dose de 250 nmol a menor
dose que convulsionou todos os animais;
acido quinolinico, administrado i.c.v. na dose de 250 nmol, diminui
significativamente a captacao de glutamato em fatias de cértex de ratos jovens;
guanosina administrada oralmente reverteu, de forma dose-dependente, das
convulsdes induzidas por acido quinolinco em ratos jovens;
guanosina, na dose de 7,5 mg/kg, reverteu aos niveis do controle a diminui¢do da
captacao de glutamato induzida por AQ;
MK-801 e fenobarbital, nas doses de 0,5 mg/kg e 60 mg/kg, respectivamente,
reverteram totalmente as convulsdes induzidas por AQ;
picrotoxina, administrada s.c. em animais jovens, induziu status epilepticus de
forma dose-dependente, sendo a dose de 2,4 mg/kg a menor dose que induziu
status em 100% dos animais;
fenobarbital reverteu o status epilepticus induzido por picrotoxina de forma dose-
dependente em animais jovens;
guanosina e MK-801, na dose de 7,5 mg/kg, néo tiveram efeito sobre convulsées

induzidas por picrotoxina em ratos jovens.
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padronizar os modelos de convulsdo induzida por acido cainico e pilocarpina em

animais jovens (P12-P14);

avaliar o efeito da guanosina e de agonistas de mGIluRs Il sobre convulsdes

induzidas por acido cainico e pilocarpina em animais jovens;

avaliar como crises convulsivas induzidas por acido cainico e pilocarpina em
periodos iniciais do desenvolvimento cerebral (P12-P14) alteram o processo de

epileptogénese no cérebro adulto;

avaliar o efeito da guanosina e de agonistas de mGIuRs Il sobre o processo
epileptogénico em animais adultos submetidos, quando jovens, aos modelos do
acido cainico e pilocarpina;

avaliar o perfil da captacdo de glutamato em coértex, hipocampo e estriado de

animais jovens submetidos aos modelos do acido cainico e pilocarpina;

avaliar o efeito da guanosina e de agonistas de mGIuRs |l sobre a captacao de
glutamato em cortex, hipocampo e estriado de animais jovens submetidos aos

modelos do acido cainico e pilocarpina;

avaliar o perfil da captacédo de glutamato em animais adultos submetidos, quando

jovens, aos modelos do acido cainico e pilocarpina.
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