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ABREVIATURAS 

 

Aβ β-amilóide 

Ac-DEVD-pNA N-Acetil-Asp-Glu-Val-Asp-p-nitroanilida  

Ac-IEPD-pNA N-acetil-Ile-Glu-Pro-Asp-p-nitroanilida 

Ac-LEHD-pNA N-acetil-Leu-Glu-His-Asp-p-nitroanilida  

Ac-VDVAD-pNA N-acetil-Val-Asp-Val-Ala-Asp-p-nitroanilida  

ADN ácido desoxirribonucleíco 

ADP do inglês, adenosine diphosphate 

AMPA α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropiónico 

AICD do inglês, APP intracellular domain 

Apaf-1 do inglês, apoptotic protease-activating factor-1 

Aph1 do inglês, anterior pharynx-defective phenotype 1 

APP do inglês, amyloid precursor protein 

AMP do inglês, adenosine monophosphate 

ARN ácido ribonucleico 

ARNi ARN de interferência 

ATP do inglês, adenosine triphosphate 

  

BACE1 do inglês, β-amyloid cleaving enzyme 1 

Bax do inglês, Bcl-2-associated X protein 

BDNF do inglês, brain derived neurotrophic factor 

Bid do inglês, BH3 interacting domain death agonist 

  

CAD do inglês, caspase-activated DNase 

cAMP do inglês, cyclic adenosine monophosphate 

cADN ADN complementar 

caspases do inglês, cysteinyl aspartate-specific proteinases 

Cdk5 do inglês, cyclin dependent kinase 5 

CHAPS 3-[(3-colamidopropil) dimetilamónio] - 1 - propanosulfonato 

CRADD do inglês, caspase and RIP adaptor with death domain 
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CREB do inglês, cAMP response element binding protein 

  

DA doença de Alzheimer 

dATP desoxi-ATP 

DFF do inglês, DNA fragmentation factor 

DMEM do inglês, Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

  

ECF do inglês, enhanced chemifluorescence 

EGFP do inglês, enhanced green flourescent protein 

  

FADD do inglês, Fas-associating protein with death domain 

Fas do inglês, fibroblast associated 

FTDP-17 do inglês, frontotemporal degeneration with parkinsonism 

  

GAPDH do inglês, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

GSK-3β do inglês, glycogen synthase kinase-3β 

  

HEK293 do inglês, human embryonic kidney 293 

  

ICAD do inglês, inhibitor of CAD - caspase-activated DNase 

IL-6 interleucina-6 

iNOS do inglês, inducible nitric oxide synthase 

IP3 inositol-1,4,5–trisfosfato 

  

LB Luria-Bertoni 

LDH lactato desidrogenase 

LTD do inglês long-term depression 

LTP do inglês, long-term potentiation 

  

mGluR receptores metabotrópicos de glutamato 

MTT brometo de metil-tiazolil-difenil-tetrazólio  
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β-NADH β-nicotinamida adenina dinucleótido 

NF-L do inglês, neurofilament-L 

NGF do inglês, neuronal growth factor 

NMDA N-metil-D-aspartato 

nNOS do inglês, neuronal nitric oxide synthase 

NO do ingles, nitric oxide 

NOS do inglês, neuronal nitric oxide synthase 

  

PBS do inglês phosphate-buffered saline 

Pen2 do inglês, PS enhancer 2 

PKC do inglês, protein kinase C 

PS presenilina 

PSD-95 do inglês, post-synaptic density 95 

PTP do inglês, permeability transition pore 

  

RE retículo endoplasmático 

ROS do inglês, reactive oxygen species 

  

SDS dodecilsulfato de sódio 

SNC sistema nervoso central 

SOD superóxido dismutase 

  

TNF do inglês, tumour necrosis factor 
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1. Doença de Alzheimer 

 

1.1 Descrição geral  

A doença de Alzheimer (DA) é uma doença neurológica progressiva. É a doença 

neurodegenerativa mais comum, constituindo cerca de 2/3 de todos os casos de demência. 

Actualmente, a DA afecta cerca de 2% da população dos países industrializados e estima-

se que em Portugal existam cerca de 70 mil pacientes. A DA tem uma prevalência de 

aproximadamente 1% entre os 65-69 anos e aumenta com a idade, atingindo 40-50% após 

os 95 anos. A probabilidade de ocorrência desta doença aumenta em indivíduos com mais 

de 70 anos e prevê-se que aumente 3 vezes nos próximos 50 anos (Fontes: Alzheimer’s 

Association, EUA e Associação Portuguesa de Familiares e Amigos de Doentes de 

Alzheimer, Portugal). Do ponto de vista clínico, as principais características são a redução 

progressiva da memória e das capacidades cognitivas, a diminuição da capacidade de 

tomar decisões, a dificuldade progressiva da orientação em espaços físicos e dificuldade de 

expressão. Na fase final da doença, os pacientes perdem o controlo sobre as funções 

fisiológicas. Histopatologicamente, a DA é caracterizada pela diminuição do volume 

cerebral resultante da perda de neurónios e sinapses (Fig. 1), pela presença de placas senis 

(extracelulares) (Fig. 2A) e tranças neurofibrilhares (intracelulares) (Fig. 2B). São 

particularmente afectadas na DA as regiões cerebrais envolvidas nos processos de memória 

e aprendizagem, como o hipocampo e o córtex. Uma vez que muitos sintomas 

apresentados pelos pacientes de Alzheimer, nomeadamente a perda de memória, são 

comuns a outras formas de demência, o diagnóstico definitivo da DA é feito somente após 

a análise post-mortem do cérebro, que deve conter placas senis e tranças neurofibrilhares 

em número suficiente para ser considerado como afectado pela DA (Mattson, 2004; 

Nussbaum & Ellis, 2003).  

As placas senis (Fig. 2A) são depósitos fibrilhares e agregados amorfos extracelulares 

do peptídeo β-amilóide (Aβ), organizados em fibrilhas de 7-10 nm de diâmetro e 

associados a formas não-fibrilhares do peptídeo (Arai et al., 1990; Bowen et al., 1977; 

Selkoe, 1989). O pepídeo Aβ resulta da clivagem proteolítica de uma proteína 

transmembranar, a proteína precursora de amilóide (APP, do inglês, amyloid precursor 
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protein) (Fig. 3). As tranças neurofibrilhares são agregados fibrilhares intracelulares da 

proteína tau hiperfosforilada, que consistem em filamentos helicoidais emparelhados com 

10 nm de espessura (Fig. 2B) (Ihara et al., 1986; Kosik et al., 1986; Wood et al., 1986). Os 

principais responsáveis pela hiperfosforilação da proteína tau são as cinases GSK-3β (do 

inglês, glycogen synthase kinase-3β) (Takashima et al., 1993)  e Cdk5 (do inglês, cyclin 

dependent kinase 5) (Alvarez et al., 1999; Patrick et al., 1999). 

 

Figura 1: A DA tem como consequência a diminuição do volume de regiões do cérebro envolvidas na memória 

e aprendizagem. Comparativamente ao cérebro de um indivíduo saudável, o cérebro de um doente de Alzheimer exibe 

uma diminuição marcada do volume dos lobos temporais e frontal (adaptado de, Mattson, 2004).  

 

 As placas senis e as tranças neurofibrilhares encontram-se sobretudo nas regiões do 

cérebro envolvidas na memória, aprendizagem e comportamentos emocionais, tais como o 

hipocampo (Ball et al., 1985), o córtex (Hyman et al., 1986) e a amígdala (Scott et al., 

1992). Os neurónios colinérgicos e glutamatérgicos parecem ser particularmente afectados 

na DA (Bartus et al., 1982; Greenamyre et al., 1985) e as neurites associadas às placas 

senis estão geralmente danificadas, sugerindo que o Aβ danifica as sinapses e as neurites 

(Mattson, 2004; Nussbaum & Ellis, 2003).  

Os depósitos de amilóide que se encontram nos pacientes de Alzheimer são constituídos 

por diferentes formas do peptídeo Aβ, nomeadamente Aβ1-39, Aβ1-40, Aβ1-42 e Aβ1-43 

(Glenner & Wong, 1984; Masters et al., 1985). Destes peptídeos, o Aβ1-40 é a forma 

solúvel mais abundante em fluídos biológicos, representando cerca de 90% do total de 

peptídeos Aβ secretados (Vigo-Pelfrey et al., 1993). Embora o Aβ1-42 seja minoritário, este 

peptídeo é mais fibrilhogénico do que a forma Aβ1-40 (Masters et al., 1985; Roher et al., 

1993). No entanto, e apesar de mais solúvel, os níveis de Aβ1-40 parecem correlacionar-se 

com a gravidade da doença (McLean et al., 1999), podendo servir como indicador precoce 

de alterações sinápticas que ocorrem na DA (Funato et al., 1998; Lue et al., 1999). 
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 A  B 

 
Figura 2: Análise histológica de estruturas proteícas relacionadas com a DA. (A) Placas de amilóide 

marcadas com prata e (B) tau hiperfosforilada detectada por imunocitoquímica de secções de cérebros de 

doentes de Alzheimer (adaptado de, Bossy-Wetzel et al., 2004a). 

 

In vivo, o peptídeo Aβ começa por se acumular na forma de monómeros, produzidos 

fisiologicamente no cérebro. Estes monómeros poderão agregar formando oligómeros 

(formas solúveis) e finalmente fibrilhas de amilóide com 7-10 nm (formas insolúveis) 

(Pitschke et al., 1998; Podlisny et al., 1995; Podlisny et al., 1998). Os peptídeos Aβ 

assumem estruturas variáveis e parcialmente helicoidais, dependendo da ligação a 

membranas, da quelação de metais e da interacção com outros peptídeos. A ligação do 

peptídeo Aβ aos iões Cu2+, Fe2+ e Zn2+ é coordenada por três histidinas (His677, His684, 

His685) e uma tirosina (Tyr681). A ligação do peptídeo a iões induz uma alteração de 

conformação do peptídeo Aβ para uma estrutura semelhante a folha β, que favorece a sua 

agregação proteíca (Curtain et al., 2001; Watson et al., 1998).  

A APP é uma proteína membranar, que possui uma região extracelular extensa, uma 

hélice transmembranar e uma região citoplasmática curta. O terminal-N da APP contém 

um domínio de ligação à heparina, um domínio de ligação ao cobre e um domínio inibidor 

de proteases. A estrutura do terminal-N da APP indicia que a APP poderá pertencer à super 

família dos factores de crescimento ricos em cisteína, da qual fazem parte o NGF (do 

inglês, neuronal growth factor) e o TNF (do inglês, tumour necrosis factor) (Rossjohn et 

al., 1999). A estrutura do local de ligação ao cobre é homóloga aos chaperones de cobre e 

poderá regular a dimerização ou o processamento proteolítico da APP (Barnham et al., 

2003).  

A APP pode ser processada em duas vias: a via da α-secretase, também designada por 

via não-amiloidogénica, e pela via da β-secretase ou via amiloidogénica, no final da qual 
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são formados os peptídeos Aβ (Fig. 3). Na via não-amiloidogénica, a α-secretase cliva a 

APP no meio da região Aβ, libertando um fragmento solúvel (α-sAPP). O peptídeo 

terminal-C C83 é posteriormente clivado pela γ-secretase dando origem ao fragmento p3. 

Na via amiloidogénica, a primeira clivagem da APP é realizada pela β-secretase libertando 

um fragmento sóluvel (β-sAPP). O terminal-C C99 é posteriormente clivado pela γ-

secretase, em vários locais, ao nível dos aminoácidos 711, 713 e 714 produzindo, 

respectivamente, os peptídeos Aβ1-40, Aβ1-42 e Aβ1-43. A clivagem pela γ-secretase também 

liberta o domínio intracelular da APP (AICD, do inglês, APP intracellular domain) que 

parece ter um papel na regulação da transcrição (De Strooper, 2003). Nas formas 

familiares da DA ocorrem mutações na APP nos locais de clivagem da β-secretase. Estas 

mutações induzem um aumento da produção de Aβ e, consequentemente, da formação de 

agregados fibrilhares (Singleton et al., 2004). 

 

Via não-amiloidogénica Via amiloidogénicaVia não-amiloidogénica Via amiloidogénica

 

Figura 3: Representação esquemática da APP e dos seus metabolitos. A proteína transmembranar APP (a 

membrana plasmática está representada a amarelo) pode ser processada em duas vias alternativas: a via não-

amiloidogénica e a via amiloidogénica. A descrição pormenorizada destas vias é feita no texto (adaptado de, 

Citron, 2004a). 

 

A enzima β-secretase é a protease aspártica transmembranar BACE1 (do inglês, β-

amyloid cleaving enzyme 1) (Hussain et al., 1999; Sinha et al., 1999; Vassar et al., 1999) 

que, em conjunto com a sua homóloga BACE2 (Farzan et al., 2000), formam um novo 
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ramo da família das pepsinas. A γ-secretase é um complexo multiproteíco com actividade 

de protease constituído por 4 proteínas transmembranares: presenilina (PS) 1 ou 2, 

nicastrina, Aph1 (do inglês, anterior pharynx-defective phenotype 1) e Pen2 (do inglês, PS 

enhancer 2). No seu conjunto, estas proteínas catalizam a clivagem intermembranar da 

APP nos locais da γ-secretase anteriormente descritos (De Strooper, 2003; Edbauer et al., 

2003; Haass & Steiner, 2002; Sisodia & St George-Hyslop, 2002). A PS1 (e PS2) parece 

ser o núcleo enzimático deste complexo, constituindo o domínio transmembranar com 

actividade aspartil-protease responsável pela produção dos fragmentos Aβ (De Strooper et 

al., 1998; De Strooper, 2003; Naruse et al., 1998). Foram também identificadas mutações 

nas PS que têm como resultado o aumento da produção de Aβ1-42 em detrimento de Aβ1-40 

(Borchelt et al., 1997; Citron et al., 1997; Scheuner et al., 1996). 

 

1.2 Formas familiares e esporádica da doença de Alzheimer 

A DA pode ter origem genética (formas familiares) ou ter uma causa “acidental”, 

desconhecida (forma esporádica). Embora a idade média para o aparecimento da DA seja 

aproximadamente aos 80 anos, as formas familiares da doença, mais precoces, podem 

ocorrer antes dos 65 anos. Estas formas familiares da DA representam menos de 5% de 

todos os casos e apresentam um padrão hereditário de dominância autossómica (Bird et al., 

1989). Apesar das formas familiares de DA serem raras, o seu estudo assume grande 

importância, pois facilitou a identificação dos mecanismos de degenerescência comuns às 

formas esporádicas (Nussbaum & Ellis, 2003).  

Foram já encontradas mais de 100 mutações missense (pontuais) em 3 genes 

responsáveis pelas formas familiares da DA (Hutton et al., 1998b). Estas mutações foram 

identificadas no gene que codifica para a APP, no cromossoma 21 (Chartier-Harlin et al., 

1991; Eckman et al., 1997; Goate et al., 1991; Murrell et al., 1991), bem como em dois 

genes com bastantes similaridades que codificam as proteínas PS1, no cromossoma 14, e 

PS2, no cromossoma 1 (Levy-Lahad et al., 1995; Rogaev et al., 1995; Sherrington et al., 

1995). As mutações na APP causam alterações de aminoácidos no interior ou 

imediatamente adjacentes ao fragmento Aβ e têm como resultado o aumento da clivagem 

da APP pela via da β-secretase e, consequentemente, da produção de Aβ (Cai et al., 1993; 

Citron et al., 1992; Haass et al., 1994). As mutações nas presenilinas alteram a actividade 
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da γ-secretase, aumentando sobretudo a produção da forma Aβ1-42 (Borchelt et al., 1997; 

Citron et al., 1997; Scheuner et al., 1996). Portanto, o processamento anormal da APP e o 

aumento da formação de Aβ parecem ser acontecimentos centrais na patogénese das 

formas hereditárias da DA. 

Contrariamente ao verificado para os genes da APP e das presenilinas, não foram 

encontradas no gene que codifica para a proteína tau mutações associadas à ocorrência de 

DA (Lee & Trojanowski, 1999). As mutações no gene da tau têm sido associadas com a 

demência fronto-temporal com parkinsonismo (FTDP-17, do inglês, frontotemporal 

degeneration with parkinsonism) (Hutton et al., 1998a; Lynch et al., 1994). Esta doença é 

caracterizada pela presença generalizada de tranças neurofibrilhares e pela ausência de 

placas de amilóide (Hutton et al., 1998a; Spillantini & Goedert, 1998). É também 

interessante notar que o padrão de deposição de Aβ e de patologia neuronal em indivíduos 

com o síndrome de Down (trissomia 21), uma doença resultante da duplicação do 

cromossoma 21 (no qual se encontra o gene para a APP), é no essencial idêntica à que 

ocorre na DA (Mann & Esiri, 1989; Masters et al., 1985), confirmando o papel 

preponderante do processamento da APP na patologia da DA. 

As causas da alteração do metabolismo da APP e deposição de Aβ nos casos 

esporádicos da DA (formas não hereditárias) ainda não são conhecidas. No entanto, 

poderão incluir o aumento do stress oxidativo, relacionado com o envelhecimento, 

alterações no metabolismo energético e/ou alterações na homeostasia iónica celular 

(Mattson, 2004). Uma vez que as lesões que ocorrem na forma não-familiar da doença são 

semelhantes às encontradas nas formas hereditárias é lógico assumir que o processamento 

anormal da APP, a deposição excessiva e/ou o défice de remoção do peptídeo Aβ têm um 

papel importante nos casos mais frequentes da DA, associados à forma esporádica (De 

Strooper & Annaert, 2000).  

 

1.3 Hipótese da “cascata de amilóide” – efeitos neurotóxicos do 

peptídeo β-amilóide 

O aumento da produção e acumulação do peptídeo tóxico Aβ é comum às formas 

esporádica e familiares de DA. Uma das evidências que implicam o Aβ na patogénese da 

DA provém da observação de que este peptídeo causa toxicidade em diversos modelos 
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celulares neuronais tais como neurónios em cultura (Iversen et al., 1995; Mattson et al., 

1993; Takadera et al., 1993; Yankner et al., 1990; Yankner, 1996), culturas organotípicas 

(Allen et al., 1995; Bruce et al., 1996) e linhas celulares (Behl et al., 1994b; Lambert et al., 

1994). Por outro lado, as diversas mutações que ocorrem nas formas familiares da DA 

causam um aumento da produção de Aβ1-40 e Aβ1-42 ou da razão Aβ1-42/Aβ1-40 em pacientes 

de Alzheimer, ratinhos transgénicos ou modelos celulares (Borchelt et al., 1997; Haass et 

al., 1995; Scheuner et al., 1996). Reciprocamente, ratos deficientes para a PS1 possuem 

níveis diminuídos de Aβ1-40 e Aβ1-42 (De Strooper et al., 1998; Naruse et al., 1998). Estas 

observações levaram à formulação da “hipótese da cascata de amilóide” que enuncia a 

produção excessiva de Aβ, ou a sua deficiente remoção, como a causa primária da DA 

(Fig. 4) (Hardy, 1997; Hardy & Selkoe, 2002, para revisão).  

A cascata inicia-se com a formação de oligómeros de Aβ. Estes oligómeros podem 

causar directamente danos nas sinapses e neurites, para além de activarem células da 

microglia e astrócitos. Os peptídeos Aβ também dão início à formação de tranças 

neurofibrilhares que contribuem substancialmente para a neurodegenerescência na DA 

(Hardy & Allsop, 1991; Hardy & Selkoe, 2002). Embora as vias de formação e 

acumulação do peptideo Aβ estejam caracterizadas, as vias pelas quais o peptídeo causa 

distrofia neuronal e toxicidade ainda não estão definidas. Um dos factores que contribui 

para esta falha no conhecimento é a ausência de um modelo animal que recapitule as 

características mais importantes da DA, como a formação de tranças neurofribrilhares, a 

formação de Aβ e a morte neuronal selectiva (Golde, 2003). Recentemente foi criado um 

modelo animal no qual foi observado a formação de tranças neurofibrilhares após a 

deposição do peptídeo Aβ em placas senis, no entanto, não foi comunicada a ocorrência de 

morte neuronal (Oddo et al., 2003). Por outro lado, ainda é desconhecido o mecanismo 

pelo qual o peptídeo Aβ induz a hiperfosforilação da tau e a formação das tranças 

neurofibrilhares. 
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Figura 4: Hipótese da “Cascata de Amilóide”. A sequência de eventos patogénicos que se julga culminarem 

em demência associada à DA é aqui representada (adaptado de, Citron, 2004b).  

 

As falhas no estudo detalhado da DA, devido à limitação dos modelos animais e 

celulares, tem também restringido um conhecimento aprofundado da cronologia dos 

acontecimentos esquematizados na figura 4 e que ocorrem como consequência da 

oligomerização do peptídeo Aβ. Apesar disso, os estudos nestes modelos têm contribuído 

para a clarificação das vias patológicas iniciadas pelo Aβ. O Aβ pode ser tóxico para os 

neurónios por exposição directa. No entanto, a sua neurotoxicidade pode também resultar 

do aumento da vulnerabilidade neuronal ao stress oxidativo e/ou metabólico, e ao processo 

de excitotoxicidade. Desta forma, as terapias baseadas na imunização do Aβ têm como 

efeito uma melhoria das funções sinápticas em modelos animais da doença. Esta melhoria 

é provavelmente resultante da remoção do peptídeo Aβ, coerente com o papel central do 

Aβ na patogenia da DA, e evidenciando a possibilidade de reversão de alguns dos efeitos 

tóxicos induzidos pelo Aβ (Hardy & Allsop, 1991; Morgan et al., 2000; Wilcock et al., 
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2003; Wilcock et al., 2004). Nas próximas secções serão descritos com maior pormenor 

alguns dos eventos patogénicos da “cascata de amilóide” identificados na figura 4. 

  

 1.3.1 Toxicidade induzida pelo Aβ – formas fibrilhares e não-fibrilhares  

Embora os estudos das formas familiares de DA, nomeadamente em ratinhos 

transgénicos, tenham providenciado fortes evidências que a alteração do processamento ou 

da função da APP é a causa principal da DA, estes estudos não provaram directamente que 

o peptídeo Aβ é o agente causador da degenerescência neuronal. Assim, apesar de nem 

sempre existir uma correlação directa entre a densidade de placas neuríticas e a disfunção 

cognitiva (Dickson et al., 1992; Katzman et al., 1988), a marcação post-mortem de secções 

do cérebro de pacientes de Alzheimer com anticorpos para o peptídeo Aβ permitiu 

observar que este se acumula em placas senis de grandes dimensões, assim como em 

microdepósitos de dimensões variáveis localizados em regiões cerebrais nas quais ocorre 

uma perda sináptica (Cummings & Cotman, 1995; Uchihara et al., 1995).  

In vitro, a toxicidade induzida pelo Aβ está fortemente correlacionada com a propensão 

do peptídeo para formar agregados fibrilhares (Busciglio et al., 1992; Mattson, 1995; Pike 

et al., 1991; Pike et al., 1993). De facto, observou-se que a toxicidade é maior na presença 

de peptídeos “envelhecidos”, ou seja, incubados durante horas ou dias a 37ºC, um 

procedimento que promove a formação de fibrilhas de amilóide (Hilbich et al., 1991; Pike 

et al., 1991; Pike et al., 1993). Contudo, estas soluções de Aβ “envelhecido” são 

compostas por diversas formas (ou espécies) do peptídeo Aβ, solúveis (monómeros e 

oligómeros não-fibrilhares) e insóluveis (espécies fibrilhares), não sendo possível 

identificar quais as formas tóxicas do peptídeo Aβ. 

A hipótese de que são os agregados fibrilhares insolúveis de Aβ os responsáveis pela 

patologia da DA tem sido colocada (Hardy & Allsop, 1991; Lorenzo & Yankner, 1994). 

No entanto, mais recentemente, uma nova hipótese começou a emergir. Segundo esta, as 

formas solúveis, nomeadamente os oligómeros, estarão na base da disfunção sináptica e 

morte neuronal que ocorre na DA (McLean et al., 1999; Selkoe, 2002). Assim, os 

oligómeros de Aβ poderão danificar as neurites e as sinapses, causando disfunção neuronal, 

que precede a formação de placas senis (Selkoe, 2002). De forma concordante com esta 

hipótese, verificou-se que o Aβ é mais tóxico na forma de oligómeros solúveis presentes 
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nas fases iniciais do processo de agregação (Kayed et al., 2003; Lambert et al., 1998), 

podendo provocar distúrbios cognitivos (Cleary et al., 2005).  

As sinapses parecem ser particularmente susceptíveis aos efeitos adversos das formas 

solúveis do peptídeo Aβ, tal como é sugerido pela capacidade de alteração do transporte 

sináptico de iões e de glucose e por estudos electrofisiológicos que mostram que o Aβ 

compromete a plasticidade sináptica (ver secção I.1.3.4 e I.4; (Chapman et al., 1999)). Por 

outro lado, em ratinhos transgénicos que sobrexpressam a APP humana, os défices de 

memória tornam-se aparentes relativamente cedo no processo de deposição de Aβ, 

consistente com a ocorrência de efeitos neutóxicos do Aβ durante a formação dos 

oligómeros (Koistinaho et al., 2001). Coerentemente, verificou-se que a inibição da γ-

secretase diminuiu a quantidade de oligómeros de Aβ e os défices da potenciação a longo 

termo (LTP, do inglês, long-term potentiation) (Walsh et al., 2002). Na ausência de placas 

senis, os níveis elevados de Aβ têm como resultado a diminuição da imunorreactividade 

para a sinaptofisina, um indicador do número de sinapses (Mucke et al., 2000), sugerindo 

que a perda de conectividade entre sinapses e os défices de transmissão sináptica precedem 

a formação de placas e poderão explicar as alterações iniciais de memória na DA. 

 

 1.3.2 Resposta inflamatória  

O peptídeo Aβ pode causar danos indirectos aos neurónios através da indução da 

resposta inflamatória nos cérebros de pacientes de Alzheimer. As protofibrilhas de Aβ 

activam a microglia, incitando uma resposta inflamatória e a libertação de citocinas 

neurotóxicas (El Khoury et al., 1996; Meda et al., 1995). Por outro lado, as placas senis 

contêm citocinas e outros mediadores inflamatórios, tais como a interleucina-6 (IL-6) e o 

TNF, que são componentes da cascata do complemento (Abraham et al., 1988; Rogers et 

al., 1992). Estas citocinas medeiam a expressão da forma indutível da sintetase do 

monóxido de azoto (iNOS, do inglês, inducible nitric oxide synthase), associada a 

processos inflamatórios (Akama & Van Eldik, 2000). Em culturas de astrócitos o peptídeo 

Aβ induziu a activação destas células e o consequente aumento de IL-1β e da expressão de 

iNOS, sugerindo que o Aβ tem um papel relevante na activação das células gliais. Para 

além disso, a activação da microglia induzida pelo Aβ causa neurotoxicidade pela 

produção de concentrações tóxicas de monóxido de azoto (NO, do inglês, nitric oxide) (Hu 
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et al., 1998). De facto, anti-inflamatórios não-esteróides, que incluem o ibuprofeno, 

reduzem a produção de Aβ1-42 (Weggen et al., 2001) e parecem retardar o aparecimento da 

DA (Stewart et al., 1997). Embora o mecanismo de accção destes compostos não seja 

ainda claro (Gasparini et al., 2004), este poderá envolver a modulação da actividade da γ-

secretase (Weggen et al., 2003). 

 

 1.3.3 Stress oxidativo e disfunção mitocondrial  

Muitos processos de morte celular envolvem a produção de espécies reactivas de 

oxigénio (ROS, do inglês, reactive oxygen species) (Chandra et al., 2000; Sastry & Rao, 

2000). Estas são espécies químicas instáveis que, quando radicalares, possuem um electrão 

desemparelhado associado ao átomo de oxigénio, e desempenham um importante papel na 

degradação dos vários componentes celulares através do processo de stress oxidativo. O 

stress oxidativo surge como resultado de um desequilíbrio entre a produção de ROS e as 

defesas antioxidantes celulares e caracteriza-se pela oxidação e resultante inactivação de 

proteínas celulares, pela oxidação e consequente fragmentação do ADN (ácido 

desoxirribonucleíco) e pela peroxidação lipídica das membranas biológicas (Chandra et al., 

2000). Por outro lado, muitas das biomoléculas que são oxidadas pelas ROS, para além de 

perderem a sua função, podem propagar as reacções de oxidação, atingindo desta forma 

outros alvos intracelulares (Castagne et al., 1999). Genericamente, as ROS incluem o anião 

superóxido (O2
•-), o radical hidroxilo (HO•), o peróxido de hidrogénio (H2O2), o NO e o 

peroxinitrito (ONOO-). A produção de ROS é uma consequência natural do metabolismo 

aeróbio, o qual origina níveis basais na ordem dos μM para o H2O2 e na ordem dos nM 

para o O2
•-, HO• e NO (Dawson & Dawson, 1996). 

É ainda importante referir que o stress oxidativo determina muitas vezes o tipo de morte 

celular, podendo ser responsável pela alteração de um mecanismo inicialmente com 

características apoptóticas para um processo de morte celular por necrose. Assim, a 

inactivação das caspases (do inglês, cysteinyl aspartate-specific proteinases) por S-

nitrosilação ou por oxidação do grupo tiólico presente no seu local activo e indispensável 

para a sua função catalítica, pode resultar na necrose das células. Por outro lado, a 

disfunção mitocondrial resultante do stress oxidativo leva a um decréscimo dos níveis 
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intracelulares de ATP (do inglês, adenosine triphosphate), o que pode desencadear um 

mecanismo necrótico (Chandra et al., 2000, para revisão).  

O O2
•-, apesar de ser um radical pouco reactivo e com uma capacidade de difusão 

reduzida, pode constituir o ponto de partida das cascatas de stress oxidativo. A principal 

fonte intracelular deste radical é a mitocôndria (Cadenas & Davies, 2000; Dawson & 

Dawson, 1996; Lee & Wei, 2000). Grande parte do O2
•- gerado na célula é convertido em 

H2O2 por acção da enzima superóxido dismutase (SOD) (Dawson & Dawson, 1996). 

Apesar de ser um agente oxidante fraco, o H2O2 pode actuar como indutor apoptótico em 

diversas condições. Assim, o H2O2 pode actuar na mitocôndria, causando a perda do 

potencial de membrana mitocondrial e a libertação de citocromo c (Dawson & Dawson, 

1996; Kirkinezos & Moraes, 2001). O radical HO• forma-se a partir de O2
•- e de H2O2, na 

presença de iões metálicos como o Fe2+ e o Cu2+, segundo a reacção de Fenton/Haber-

Weiss. Deste modo, a citotoxicidade do O2
•- e do H2O2 in vivo deve-se, em parte, à sua 

conversão em HO• (Castilho et al., 1995). Esta é uma espécie radicalar extremamente 

reactiva, já que pode reagir com a maioria das moléculas celulares, lesando proteínas, 

lípidos, glúcidos e ADN (Kirkinezos & Moraes, 2001). O NO é produzido por acção da 

NOS, a partir da L-arginina (Chandra et al., 2000; Dawson & Dawson, 1996, para revisão). 

O NO é uma espécie química bastante reactiva, instável, e difusível, pelo que pode 

atravessar facilmente as membranas biológicas. Quando presente em concentrações 

elevadas o NO pode ser neurotóxico pois reage com enzimas que possuem centros de 

ferro/enxofre (como por exemplo a aconitase), originando complexos de ferro-nitrosilo, o 

que pode causar a disfunção das mitocôndrias e a consequente depleção dos níveis 

energéticos. O NO pode ainda inactivar várias enzimas antioxidantes, como a catalase, a 

glutatião peroxidase e a SOD. O NO actua também como indutor apoptótico, levando à 

activação dos receptores membranares do tipo Fas (do inglês, fibroblast associated) e à 

activação da caspase-3 (Chandra et al., 2000; Dawson & Dawson, 1996).  

O NO reage espontaneamente com o O2
•-, originando ONOO- que interage rapidamente 

com lípidos, proteínas e ADN (Chandra et al., 2000; Dawson & Dawson, 1996). O ONOO- 

pode modificar proteínas por nitrosilação de resíduos de tirosina, bem como por oxidação 

dos aminoácidos triptofano e cisteína. Os principais alvos mitocondriais do ONOO- 

incluem os complexos I, II e IV da cadeia respiratória mitocondrial, o ADN mitocondrial e 

os lípidos das membranas mitocondriais. A alteração destas moléculas por acção do 
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ONOO- pode induzir o intumescimento mitocondrial, despolarização da mitocôndria, 

libertação de cálcio e abertura do PTP (do inglês, permeability transition pore) (Kirkinezos 

& Moraes, 2001).  

Assim, do mesmo modo que a mitocôndria é central nos processos de stress oxidativo 

também é um elemento chave na morte celular induzida pelo Aβ. Células desprovidas de 

mitocôndrias funcionais (células ρ0) não apresentam susceptibilidade ao tratamento com 

Aβ. Em contraste, em células cujas mitocôndrias estão funcionais, o peptídeo Aβ induz 

toxicidade associada à diminuição da actividade dos complexos da cadeia mitocondrial e à 

redução do potencial de membrana mitocondrial (Cardoso et al., 2001). O stress oxidativo 

resultante da disfunção mitocondrial ocorre inicialmente na DA, muito provavelmente 

como consequência do facto do Aβ danificar as mitocôndrias, directa ou indirectamente 

(Anandatheerthavarada et al., 2003; Hirai et al., 2001; Mecocci et al., 1994). O peptídeo 

Aβ bloqueia o complexo I da cadeia respiratória mitocondrial, resultando num declínio dos 

níveis de ATP (Casley et al., 2002a) e em mitocôndrias isoladas inibe a respiração e a 

actividade enzimática da α-cetoglutarato desidrogenase e da piruvato desidrogenase 

(Casley et al., 2002b). O peptídeo Aβ também induz a formação do O2
•- pelas mitocôndrias 

(Mark et al., 1997). Em pacientes de Alzheimer, a actividade da enzima citocromo c 

oxidase, complexo IV da cadeia respiratória mitocondrial, está diminuída (Cardoso et al., 

2004). Coerentemente, em mitocôndrias isoladas do cérebro de rato incubadas com o 

fragmento Aβ25-35 observou-se um decréscimo da actividade do complexo IV da cadeia 

respiratória mitocondrial, sem que tenha ocorrido uma alteração significativa da actividade 

dos complexos I, II-III ou da citrato sintetase (Canevari et al., 1999). Contudo, noutros 

estudos, observou-se que o Aβ altera a actividade de outros complexos da cadeia 

mitocondrial, nomeadamente o complexo I e II-III (Pereira et al., 1998), sugerindo que o 

Aβ altera a função mitocondrial pela inibição não selectiva de enzimas da cadeia 

respiratória mitocondrial. 

O peptídeo Aβ poderá também mediar efeitos nocivos ligando-se a iões metálicos com 

capacidade de oxidação/redução, que entram na reacção de Fenton/Harber-Weiss e 

contribuem para a formação de radicais livres, com grande capacidade oxidativa (Bush et 

al., 1993; Bush et al., 1994; Dong et al., 2003; Huang et al., 1999). Foi descrito que a 

produção de ONOO- induzida por N-metil-D-aspartato (NMDA) ou por NO, mobiliza o 

zinco dos locais de armazenamento intracelulares. Por sua vez, o zinco livre induz o 
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bloqueio da cadeia respiratória mitocondrial, a libertação de citocromo c e a formação de 

ROS, resultando em morte celular (Bossy-Wetzel et al., 2004b). Em concentrações 

elevadas (1 mM), o zinco potencia a peroxidação lipídica, a oxidação de proteínas e o 

decréscimo de ATP intracelular induzidos por Aβ (Moreira et al., 2000). Desta forma, a 

quelação do zinco e do cobre tem efeitos neuroprotectores (Bush, 2002). Por exemplo, o 

clioquinol, um antibiótico que quelata zinco e cobre, e que atravessa a barreira 

hematoencefálica, causa um decréscimo da deposição de Aβ no cérebro e melhorias na 

aprendizagem num ratinho transgénico para a APP (Cherny et al., 2001). Assim, ensaios 

clínicos de fase II para o clioquinol poderão trazer novos dados para o tratamento da DA 

(Ritchie et al., 2003). 

O peptídeo Aβ conduz ao stress oxidativo através da acumulação de ROS, causando a 

perda de homeostasia iónica e neurotoxicidade. O peptídeo Aβ conduz à acumulação de 

H2O2 e à peroxidação de lípidos membranares em culturas primárias de neurónios 

corticais, de hipocampo e em células de neuroblastoma (Behl et al., 1994b; Goodman et 

al., 1994; Goodman et al., 1996; Goodman & Mattson, 1994a; Goodman & Mattson, 

1994b; Manelli & Puttfarcken, 1995). De facto, em culturas primárias de córtex o Aβ 

induziu a produção de ROS e peroxidação lipídica, sem que ocorresse morte celular 

generalizada. Nestas condições ocorreu a libertação de citocromo c, sugerindo a 

interferência do Aβ na permeabilidade da mitocôndria (Agostinho & Oliveira, 2003). 

Coerentemente, em células PC12, uma linha celular com características neuronais, o Aβ 

induziu um decréscimo da viabilidade celular, correlacionado com o aumento da produção 

de ROS e com a diminuição do conteúdo intracelular de ATP (Pereira et al., 1999). Estes 

dados sugerem que o Aβ induz a formação de ROS e que estes tem um papel importante na 

diminuição da produção energética que ocorre na DA. 

 

 1.3.4 Alteração da homeostasia iónica  

São várias as evidências que apontam para uma alteração da homeostasia do cálcio na 

patogénese da DA (LaFerla, 2002; Mattson & Chan, 2001, para revisão). Por exemplo, em 

pacientes de Alzheimer foi observado um aumento nos níveis de cálcio em compartimentos 

intracelulares junto às tranças neurofibrilhares (Murray et al., 1992). Foi também 

observado um aumento da actividade de calpaínas, cuja actividade é dependente de cálcio 
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(Grynspan et al., 1997; Nixon et al., 1994). Por outro lado, o peptídeo Aβ torna os 

neurónios mais vulneráveis ao processo de excitotoxicidade (Koh et al., 1990; Mattson et 

al., 1992; Mattson et al., 1993). Este processo é definido pela toxicidade mediada pelo 

aminoácido excitatório glutamato após a sua libertação em excesso para a fenda sináptica e 

consequente activação de receptores ionotrópicos pós-sinápticos permeáveis a cálcio e 

sódio. A capacidade do peptídeo Aβ induzir o influxo de cálcio e conduzir à elevação dos 

níveis de cálcio intracelular tem sido largamente documentada (Fukuyama et al., 1994; 

Goodman et al., 1994; Gray & Patel, 1995; Mattson et al., 1992). Para além disso, o Aβ 

aumenta a resposta ao glutamato e à despolarização membranar (Mattson et al., 1992; 

Mattson et al., 1993). Verificou-se também que a supressão do influxo de cálcio protege os 

neurónios da toxicidade induzida pelo peptídeo Aβ, sugerindo o envolvimento do cálcio 

nos processos de toxicidade induzidos pelo Aβ (Mattson et al., 1992; Mattson et al., 1993; 

Weiss et al., 1994). No entanto, noutro estudo não se observou protecção recorrendo a 

bloqueadores dos canais de cálcio (Whitson & Appel, 1995) indiciando que existem outras 

vias de aumento da concentração intracelular de cálcio, para além daquelas que são 

mediadas por canais iónicos. De facto, os péptideos Aβ1-40, Aβ1-42 e o fragmento Aβ25-35  

poderão formar poros na membrana citoplasmática que permitem a passagem de iões, tais 

como o cálcio, o sódio e/ou o potássio (Kagan et al., 2004, para revisão).  

Na DA também ocorrem alterações no armazenamento de cálcio no retículo 

endoplasmático (RE). Quase todas as alterações genéticas (mutações ou delecções) na PS1 

ou PS2 têm como resultado a alteração da homeostasia do cálcio, resultante do RE 

(LaFerla, 2002, para revisão). Em regra, a expressão da PS1 mutante tem como resultado o 

aumento da libertação de cálcio do RE, induzida pela activação de canais de cálcio 

dependentes de voltagem e pelo receptor do IP3 (inositol-1,4,5–trisfosfato). Pelo contrário, 

a delecção da PS1 resulta na diminuição da libertação de cálcio armazenado no RE (Chan 

et al., 2000; Leissring et al., 2000b; Leissring et al., 2000a). Estes resultados parecem 

sugerir que a PS1 regula os níveis de cálcio no RE, e que este organelo estará envolvido na 

patogénese da DA familiar. As mutações nas PS podem ter outros efeitos na alteração da 

homeostasia iónica, para além da modulação do RE. Culturas neuronais de animais 

transgénicos que expressam uma forma mutante da PS1 são mais sensíveis à morte celular 

induzida por glutamato. Esta vulnerabilidade parece estar correlacionada com o aumento 

da concentração intracelular de cálcio após estimulação dos receptores de glutamato, 
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aumento da produção de ROS e da peroxidação lipídica (Guo et al., 1999). Por outro lado, 

o Aβ induz um aumento dos níveis basais de cálcio intracelular dependente da libertação 

de cálcio do RE, levando à morte celular por apoptose. Desta forma é possivel que o RE 

tenha um papel importante não só na alteração da homeostasia iónica nas formas 

familiares, como também nas formas esporádicas da DA (Ferreiro et al., 2004). 

As ROS geradas pela presença do Aβ induzem a peroxidação de lípidos membranares, 

podendo alterar a actividade das bombas iónicas de sódio/potássio e de cálcio dependentes 

de ATP (Na+/K+- e Ca2+-ATPase). Verificou-se anteriormente que a exposição de culturas 

de hipocampo ao peptídeo Aβ causa uma redução da actividade da Na+/K+-ATPase sem, 

contudo, alterar a actividade do trocador de sódio/cálcio ou de outras ATPases dependentes 

de magnésio. Resultados semelhantes foram obtidos em sinaptossomas humanos, nos quais 

o Aβ induziu a diminuição da actividade da Ca2+-ATPase. A diminuição da actividade 

deste trocador foi parcialmente prevenida na presença de vitamina E, um antioxidante 

lipofílico, sugerindo que a formação de ROS está envolvida neste efeito do Aβ (Mark et 

al., 1995; Mark et al., 1997). 

 

2. Receptores NMDA 

 

2.1 Descrição geral 

O glutamato é o neurotransmissor excitatório mais comum e com maior distribuição no 

sistema nervoso central (SNC) de mamíferos. A transmissão glutamatérgica desempenha 

um papel fisiológico na sinaptogénese que ocorre durante o desenvolvimento (Constantine-

Paton, 1990) e tem uma importância central nos mecanismos sinápticos subjacentes à 

memória e aprendizagem, nomeadamente na LTP (Bliss & Collingridge, 1993) e na 

depressão a longo termo (LTD, do inglês long-term depression) (Zhuo & Hawkins, 1995). 

Quando libertado em excesso, o glutamato activa receptores pós-sinápticos que 

desencadeiam mecanismos excitotóxicos, culminando na morte neuronal associada a várias 

doenças neurodegenerativas (Beal, 1992; Meldrum, 1990).  

As funções fisiológicas ou neuropatológicas do glutamato são mediadas por duas 

classes distintas de receptores, classificados como receptores do tipo metabotrópico e 
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ionotrópico. Os receptores metabotrópicos (mGluR) estão acoplados a proteínas G e 

exercem a sua acção através de segundos mensageiros enquanto que os receptores 

ionotrópicos estão associados a canais iónicos. Existem oito subunidades dos receptores 

mGluR (mGluR1-8) divididas em três gupos, em função da sua homologia, ligação a 

segundos mensageiros e propriedades farmacológicas. Assim, os receptores do grupo I 

(mGluR1 e mGluR5) associa-se ao IP3 (inositol-1,4,5–trisfosfato) e os do grupo II 

(mGluR2 e mGluR3) e III (mGluR4, mGluR6, mGluR7 e mGluR8) encontram-se ligados 

ao cAMP (do inglês, cyclic adenosine monophosphate) (Lee et al., 2004). Existem 3 

classes de receptores de glutamato ionotrópicos, designados por receptores AMPA (α-

amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropiónico), cainato ou NMDA (Fig. 5), em função do 

seu agonista selectivo. Destes receptores, o canal iónico associado aos receptores do tipo 

NMDA é o mais permeável a Ca2+. Os receptores NMDA desempenham um papel 

preponderante em diversas funções fisiológicas (LTP) e patológicas (excitotoxicidade) do 

glutamato (Michaelis, 1998, para revisão). 

A activação dos receptores NMDA nativos é complexa, pois é necessária a presença 

simultânea de dois agonistas, o glutamato e a glicina, para a abertura do canal (Dingledine 

et al., 1999). Para além disso, para que ocorra a passagem de iões, é também necessária a 

despolarização da membrana, pois o magnésio bloqueia directamente o canal iónico de 

forma dependente da voltagem (McBain & Mayer, 1994). Os receptores NMDA também 

são modulados por poliaminas, como a espermina e a espermidina. Em concentrações 

baixas (micromolar), as poliaminas promovem a abertura do canal aumentando a afinidade 

do receptor à glicina e removendo a inibição tónica por protões (Dingledine et al., 1999; 

Lynch et al., 1997). Em concentrações elevadas, as poliaminas bloqueiam o canal de forma 

dependente da voltagem. Outros moduladores endógenos como o zinco, o NO e 

moduladores redox, bloqueiam os receptores NMDA alostericamente em diferentes locais 

(Fig. 5) (Lynch & Guttmann, 2001). 

Os receptores NMDA (Fig. 5) são constituídos por diferentes subunidades: NR1, cuja 

presença é estritamente necessária para a formação de canais funcionais, e as subunidades 

NR2A-D, que conferem aos receptores propriedades fisiológicas e farmacológicas distintas 

(Meguro et al., 1992; Monyer et al., 1992; Moriyoshi et al., 1991). As subunidades NR3A 

(também designada NMDAR-L ou χ1) (Ciabarra et al., 1995; Sucher et al., 1995) e NR3B 

(Matsuda et al., 2002; Nishi et al., 2001) poderão também fazer parte do receptor NMDA, 
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embora com menor frequência relativamente às subunidades NR2. O co-agonista glicina 

liga-se à subunidade NR1, enquanto o glutamato liga-se às subunidades NR2 (Anson et al., 

1998; Hirai et al., 1996; Laube et al., 1997). 

 

 

Glicina Glutamato
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Ifenprodil (NR2B)

NR1 NR2
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Mg2+

Ca2+/Na+

K+
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Zn2+ (NR2A)
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NR1 NR2
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Mg2+

Ca2+/Na+

K+

 

Figura 5: Representação esquemática dos receptores NMDA. As subunidades NR1 e NR2 são necessárias à 

formação de receptores funcionais e possuem vários locais de modulação (adaptado de, Kemp & McKernan, 2002). 

 

Quando expressa em oócitos de xenopus, a subunidade NR1 reproduz muitas 

características dos receptores NMDA nativos. Isto deve-se, provavelmente, à presença de 

subunidades complementares exógenas nos oócitos de xenopus (Moriyoshi et al., 1991). É, 

no entanto, necessária a co-expressão de outras subunidades com a NR1 para a formação 

de receptores NMDA completamente funcionais em células de mamífero. As subunidades 

NR2 não possuem actividade electrofisiológica em qualquer dos sistemas de expressão 

usados, mas quando combinadas com as subunidades NR1 produzem receptores 

completamente funcionais, quer em oócitos de xenopus quer em células de mamífero 

(Lynch et al., 1997, para revisão). Por outro lado, as subunidades NR3 só produzem 

receptores funcionais quando são expressas em conjunto com as subunidades NR1 e NR2. 

Julga-se que a função fisiológica das subunidades NR3 seja a modulação da actividade dos 

receptores constituídos pelas subunidades NR1 e NR2, através da diminuição da 

sensibilidade ao bloqueio por Mg2+ e da diminuição da permeabilidade ao cálcio (Ciabarra 
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et al., 1995; Das et al., 1998; Matsuda et al., 2002; Matsuda et al., 2003; Sasaki et al., 

2002). Os receptores NMDA funcionais são provavelmente tetrâmeros, compostos por 

duas subunidades NR1 e duas subunidades NR2 (Behe et al., 1995; Rosenmund et al., 

1998). Alguns autores referem ainda a possibilidade dos receptores NMDA serem 

pentâmeros (Hawkins et al., 1999; Premkumar & Auerbach, 1997). É também provável 

que alguns dos receptores NMDA nativos sejam compostos por diferentes subunidades 

NR2 (Chazot & Stephenson, 1997; Luo et al., 1997; Sheng et al., 1994).  

As subunidades dos receptores NMDA são expressas diferencialmente nas várias 

regiões do cérebro e o padrão de expressão altera-se durante o desenvolvimento. A 

subunidade NR1 é aquela cuja expressão está mais disseminada no SNC de mamíferos, 

apresentando uma distribuição ubíqua. Embora a subunidade NR1 seja expressa durante o 

desenvolvimento embionário, os níveis de expressão desta subunidade aumentam no 

período pós-natal. Durante o desenvolvimento embrionário as subunidades NR2A e NR2C 

não são expressas e, portanto, predominam as subunidades NR2B e NR2D. Após o 

nascimento, inicia-se a expressão das subunidades NR2A e NR2C, ocorrendo quase em 

simultâneo uma diminuição dos níveis de NR2B e NR2D. Durante o desenvolvimento 

embrionário, a subunidade NR2B é expressa sobretudo no córtex, tálamo e espinha dorsal 

embora também ocorra no hipocampo e hipotálamo. A expressão da subunidade NR2D 

está restrita ao diencéfalo, mesencéfalo e espinha dorsal (Monyer et al., 1994; Watanabe et 

al., 1992; Wenzel et al., 1995; Wenzel et al., 1997). A subunidade NR3A é expressa em 

níveis elevados na espinha dorsal, tronco cerebral, hipotálamo e tálamo durante o 

desenvolvimento embrionário, decrescendo no período pós-natal. A expressão da 

subunidade NR3B encontra-se restrita aos neurónios motores somáticos da espinal medula, 

protuberância e bolbo raquidiano. Embora nos adultos a expressão da subunidade NR3B se 

mantenha nestas áreas cerebrais, os níveis de expressão decrescem no período pós-natal 

(Chatterton et al., 2002; Matsuda et al., 2003; Nishi et al., 2001). Nos adultos, a 

subunidade NR2A (a mais expressa das subunidades NR2) é expressa ao nível do córtex, 

hipocampo, estriado e no bolbo e tubérculo olfactivo. A subunidade NR2B é expressa 

predominantemente no telencéfalo, diencéfalo, córtex, cerebelo e tronco cerebral. A 

expressão da subunidade NR2C ocorre no cerebelo, tálamo e bolbo olfactivo. A 

subunidade NR2D é expressa sobretudo no diencéfalo e tronco cerebral (Ishii et al., 1993; 
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Monyer et al., 1992; Moriyoshi et al., 1991). Nos adultos a subunidade NR3A é expressa 

sobretudo no tálamo e amígdala (Ciabarra et al., 1995; Sucher et al., 1995).  

Tanto as subunidades NR1 como as NR2 (Fig. 5) são proteínas com três regiões 

transmembranares completas e uma volta intramembranar entre a primeira e a segunda 

região transmembranar. Esta estrutura foi prevista com base no mapeamento de epítopos e 

na homologia com a estrutura cristalográfica dos receptores AMPA (Dingledine et al., 

1999). O terminal-N de cada uma das subunidades é extracelular e contém regiões 

putativas para ligandos e múltiplos locais de glicosilação. O terminal-C é intracelular e 

poderá controlar a regulação da actividade do receptor por segundos mensageiros, 

nomeadamente através dos múltiplos locais de fosforilação (Fig. 6) (Ali & Salter, 2001; 

Salter & Kalia, 2004, para revisão). Estes domínios intracelulares ”ancoram” os receptores 

NMDA em locais celulares específicos e fazem a ligação dos receptores com sistemas de 

segundos mensageiros (Grant & O'Dell, 2001; Niethammer et al., 1996). Os resíduos de 

aminoácidos do terminal-C permitem a interacção do receptor com proteínas pós-sinápticas 

como a PSD-95 (do inglês, post-synaptic density 95) e a Yotiao (Niethammer et al., 1996).  

 

Figura 6: Locais de fosforilação e cinases responsáveis pela fosforilação das subunidades NR2A e NR2B 
(adaptado de, Kennedy & Manzerra, 2001). 
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As subunidades NR1 e NR2 diferem estruturalmente. A subunidade NR1 é 300 

aminoácidos mais curta que as subunidades NR2C e NR2D, e 500 aminoácidos mais curta 

do que as subunidades NR2A e NR2B. Estas sequências peptídicas extra das subunidades 

NR2 estão situadas intracelularmente, no terminal-C, uma região com pouca homologia 

entre as diferentes subunidades NR2. Como a função deste domínio parece estar 

relacionada com a localização e activação dos receptores, poder-se-á deduzir que diferentes 

subunidades estarão associadas a diferentes respostas de mensageiros intracelulares (Lynch 

& Guttmann, 2002).  

 

2.2 Heterogeneidade dos receptores NMDA 

A heterogeneidade dos receptores NMDA reflecte-se a vários níveis. Por exemplo, cada 

subunidade NR2 confere ao receptor diferentes propriedades funcionais e, in vivo, existem 

receptores com várias subunidades NR2, resultando canais com propriedades híbridas das 

subunidades que os compõem (Chazot et al., 1994; Luo et al., 1997; Wafford et al., 1993). 

Também as subunidades NR1 contribuem para a variabilidade dos receptores NMDA. A 

subunidade NR1 pode ocorrer em 8 variantes de splice diferentes (NR1a-h), contribuindo 

para a diversidade das propriedades farmacológicas do receptor (Anantharam et al., 1992; 

Durand et al., 1992; Durand et al., 1993; Hollmann et al., 1993; Nakanishi et al., 1992; 

Sugihara et al., 1992). Para além disso, e tal como referido anteriormente, as subunidades 

dos receptores NMDA possuem longos terminais-C que interagem com várias moléculas 

de sinalização celular (Husi et al., 2000; Kennedy, 2000; Kennedy & Manzerra, 2001).  

As variantes de splicing da subunidade NR1, geradas por três exões, produzem 

alterações na sensibilidade do receptor a agonistas, antagonistas, fosforilação pela PKC (do 

inglês, protein kinase C) e à modulação por zinco e poliaminas (Anantharam et al., 1992; 

Durand et al., 1992; Durand et al., 1993; Hollmann et al., 1993; Koltchine et al., 1996; 

Nakanishi et al., 1992; Sugihara et al., 1992). As variantes de splicing também são 

responsáveis por algumas das interacções com proteínas do citoesqueleto como a NF-L (do 

inglês, neurofilament-L) (Ehlers et al., 1998) e Yotiao (Lin et al., 1998). Desta forma, a 

ocorrência de determinada variante de splicing num receptor poderá determinar a 

localização e/ou a interacção com outras proteinas associadas aos receptores NMDA. 
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A expressão de receptores NMDA em sistemas heterólogos permitiu a compreensão das 

bases da heterogeneidade farmacológica dos receptores NMDA. Combinações de 

diferentes subunidades dão origem a receptores com diferentes propriedades. Por exemplo, 

a subunidade NR2A possui afinidade elevada para antagonistas glutamatérgicos, enquanto 

os receptores compostos pela subunidade NR2C possuem baixa afinidade para este tipo de 

antagonistas (Dingledine et al., 1999; Lynch et al., 1997, para revisão).  Por outro lado, o 

antagonista ifenprodil e os seus derivados têm alta afinidade para os receptores que contêm 

a subunidade NR2B, consistente com a elevada afinidade dos receptores neonatais para o 

ifenprodil, uma vez que neste período do desenvolvimento esta é a subunidade 

predominante (Williams et al., 1993). É interessante notar que apesar do local de ligação 

para a glicina estar localizado na subunidade NR1 (Fig. 5) (Wafford et al., 1995), um 

antagonista para este local, o CGP 61594, é mais selectivo para os receptores compostos 

pelas subunidades NR1 e NR2B (Benke et al., 1999), sugerindo que a interacção entre as 

subunidades NR1 e NR2 podem regular a afinidade do co-agonista glicina. 

Adicionalmente, alguns receptores NMDA nativos contêm mais do que uma subunidade 

NR2 num receptor heteromérico (Chazot & Stephenson, 1997; Luo et al., 1997; Sheng et 

al., 1994). Embora a relevância fisiológica destes subtipos de receptores esteja por 

esclarecer, a formação destes receptores híbridos aumenta ainda mais a heterogeneidade 

dos receptores NMDA.  

Alguma da complexidade dos mecanismos de morte induzidos por glutamato poderá 

reflectir diferenças específicas da composição de subtipos dos receptores NMDA. Em 

lesões isquémicas, por exemplo, os neurónios do cérebro anterior são mais susceptíveis à 

isquémia do que os neurónios granulares do cerebelo, apesar dos níveis totais de receptores 

NMDA serem semelhantes nestes dois tipos de células. No entanto, os receptores NMDA 

do cerebelo têm uma condutância menor e são menos sensíveis aos antagonistas 

competitivos para o local de ligação do glutamato comparativamente aos receptores do 

cérebro anterior, o que parece estar de acordo com a elevada expressão das subunidades 

NR2C nesta região (Lynch et al., 1997). Esta observação sugere que a presença de subtipos 

específicos de receptores NMDA poderá alterar a susceptibilidade neuronal ao processo de 

excitotoxicidade.  
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3. Vias de morte celular – necrose e apoptose 

 

3.1 Características gerais 

De modo geral, a morte celular pode ocorrer por dois processos principais: necrose e/ou 

apoptose. A apoptose é um processo de morte celular caracterizado pela condensação e 

fragmentação do ADN nuclear e diminuição do volume celular (Wang, 2000). A apoptose 

pode ocorrer de forma programada durante o desenvolvimento embrionário, ou em 

situações patológicas como resposta a estímulos tóxicos, à ausência de suporte trófico, 

radiação UV e compostos que danifiquem o ADN. A necrose é um processo de morte 

celular que resulta de uma disfunção celular aguda que ocorre como resposta a condições 

de stress intenso ou associada a processos inflamatórios. O processo de morte por necrose 

é caracterizado por um grande influxo de iões, entumescimento das mitocôndrias, aumento 

do volume celular, clivagem não-especifica do ADN e ruptura da membrana plasmática 

com a subsequente libertação do conteúdo celular (Wang, 2000). Uma das características 

primordiais da necrose é a diminuição da produção de ATP. Contrariamente os processos 

de morte por apoptose são dependentes de energia (Nicotera & Melino, 2004; Yuan et al., 

2003). 

A apoptose é um tipo de morte celular executado por uma maquinaria celular 

especializada, da qual faz parte uma família de proteases cisteínicas, denominadas por 

caspases, responsáveis pela clivagem de substratos no terminal-C de um resíduo de 

aspartato. Quando as caspases são activadas, clivam uma grande variedade de proteínas, 

incluindo substratos chave para a célula (Cohen, 1997). Existem duas vias relativamente 

bem caracterizadas pelas quais as caspases podem ser activadas (Fig. 7). A primeira via é 

mediada por receptores de morte como o Fas ou o TNF. A ligação de proteínas adaptadoras 

específicas como FADD (do inglês, Fas-associating protein with death domain) ou 

CRADD (do inglês, caspase and RIP adaptor with death domain) causam o recrutamento 

de pró-caspases iniciadoras, tais como as caspases-8 e 10, tornando-as activas. As caspases 

iniciadoras activas vão por sua vez clivar e activar caspases efectoras tais como as 

caspases-3, 6 e 7, induzindo desta forma a activação de uma cascata de caspases. A 
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segunda via, designada por via mitocondrial, é activada em resposta a vários insultos como 

a radiação UV, ausência de factores de crescimento, agentes químicos e fármacos que 

lesam o ADN. Nesta via, a libertação de citocromo c para o citosol pode ser iniciada pela 

caspase-2. Pensa-se que esta caspase é iniciadora da via mitocondrial (Lassus et al., 2002), 

no entanto, também já foi descrita a sua ligação com a via dos receptores de morte (Guo et 

al., 2002).  

 

Figura 7: Representação esquemática das duas vias apoptóticas. Na via representada à esquerda, quando os 

receptores de morte são activados, recrutam e activam várias caspases iniciadoras: caspases-8 e 10. Estas vão clivar e 

activar as caspases efectoras: caspases 3, 6 e 7. Na via mitocondrial (representada à direita), iniciada pela caspase-2, o 

citocromo c libertado da mitocôndria liga-se à Apaf-1 e, na presença de dATP, activa a caspase 9. Esta caspase é 

responsável pela clivagem e activação da caspase-3. A caspase-8 pode fazer a ligação entre as duas vias através da 

clivagem da proteína Bid. No passo seguinte, as caspases-3 e 7 vão activar o complexo DFF, composto por duas 

subunidades, DFF40/CAD e DFF45/ICAD. A subunidade DFF40/CAD tem actividade de nuclease e é responsável pela 

fragmentação do ADN e condensação da cromatina (esquema gentilmente cedido por Sandra Almeida). 

 

No citosol, o holocitocromo c associa-se com a Apaf-1 (do inglês, apoptotic protease-

activating factor-1) após hidrólise de dATP (desoxi-ATP) formando o apoptossoma. Este 

interage com a procaspase-9 conduzindo à activação da caspase-9. Por sua vez, esta activa 
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a caspase-3 (Zou et al., 1999). Estas duas vias não são totalmente independentes, uma vez 

que a caspase-8 (activada pelos receptores de morte) pode clivar caspases efectoras. Em 

alternativa, esta pode activar a cascata de caspases indirectamente clivando a proteína pró-

apoptótica Bid (do inglês, BH3 interacting domain death agonist) (Li et al., 1998). O 

fragmento clivado da proteína Bid desloca-se do citosol para a membrana mitocondrial 

externa, onde induz a libertação de citocromo c, possivelmente através da interacção com a 

Bax (do inglês, Bcl-2-associated X protein. O processo apoptótico culmina com a 

condensação da cromatina e a fragmentação do ADN. 

A fragmentação e condensação da cromatina é mediada pela activação do DFF (do 

inglês, DNA fragmentation factor), um complexo proteico heterodimérico composto por 

duas subunidades, DFF40/CAD (do inglês, caspase-activated DNase) e DFF45/ICAD (do 

inglês, inhibitor of CAD - caspase-activated DNase) (Liu et al., 1997). A subunidade 

DFF45/ICAD desempenha o papel de chaperone que medeia o folding correcto da 

subunidade DFF40 e também de inibidor desta subunidade quando se encontram ligados 

no complexo DFF. Quando o DFF45/ICAD é clivado pelas caspases-3 e -7 dissocia-se da 

subunidade DFF40/CAD e permite, assim, a activação desta (Liu et al., 1999). 

Consequentemente, o DFF40/CAD oligomeriza formando um complexo funcional que 

cliva o ADN (Liu et al., 1998).  

Têm sido também descritos mecanismos de morte celular mediados por calpaínas, 

envolvidas na morte neuronal por necrose que ocorre, por exemplo, em situações de 

isquémia e lesões excitótoxicas (Bizat et al., 2003a; Brorson et al., 1995; Hayes et al., 

1998; Lankiewicz et al., 2000; Lee et al., 1991; Minger et al., 1998). Existem duas 

calpaínas ubíquas, a m-calpaína e a μ-calpaína, que ocorrem como pró-enzimas 

heterodiméricas. Estas enzimas são activadas por um processo auto-catalítico dependente 

de cálcio. A actividade das calpaínas aumenta excessivamente quando ocorre uma elevação 

prolongada da concentração intracelular de cálcio, originando a clivagem de diversas 

proteínas do citoesqueleto, proteínas localizadas na membrana plasmática e factores de 

transcrição (Wang, 2000). As caspases-3 e 9 também poderão ser clivadas por calpaínas, 

inactivando-as (Bizat et al., 2003b; Lankiewicz et al., 2000). Desta forma, a inactivação de 

caspases por calpaínas poderá direccionar um processo de morte celular por apoptose para 

necrose (Pang et al., 2003).  
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3.2 Vias de morte celular na excitotoxicidade mediada pelos receptores 

NMDA 

O processo de excitotoxicidade, isto é, a morte celular resultante da activação em 

excesso dos receptores do glutamato, tem sido associado com diversas patologias do 

sistema nervoso, como a isquémia, anóxia, inflamações associadas a infecções virais, 

doença de Huntington e DA (Le & Lipton, 2001; Lipton, 1994; Lynch & Guttmann, 2002; 

Meldrum, 1992; Parsons et al., 1999). Estas patologias neurodegenerativas são causadas 

por mecanismos diferentes, no entanto, poderão partilhar uma via final de morte neuronal 

devido à sobrestimulação dos receptores de glutamato, particularmente os receptores 

NMDA (Lipton, 2004).  

Em condições normais de transmissão sináptica, o canal dos receptores NMDA está 

bloqueado pelo Mg2+ e só é activado por breves períodos de tempo. Contudo, em situações 

patológicas, a sobreactivação do receptor causa um influxo excessivo de cálcio para o 

interior dos neurónios, que inicia uma variedade de processos que levarão à apoptose e/ou 

necrose. Este processo de morte celular inclui a captação excessiva de cálcio pela 

mitocôndria, resultando na formação de ROS, activação de caspases e/ou calpaínas, e 

activação da isoforma neuronal da NOS (nNOS, do inglês, do inglês, neuronal nitric oxide 

synthase), levando ao aumento da produção de NO e de ONOO- (Lipton, 2004, para 

revisão). 

A estimulação excessiva dos receptores NMDA resulta num grande influxo de cálcio 

(≥500 nM) activando várias enzimas. O cálcio em excesso é armazenado no núcleo, no RE 

e na mitocôndria. O aumento da captação de cálcio pela mitocôndria pode resultar na 

despolarização da membrana mitocondrial interna e potenciar a “fuga” de electrões da 

cadeia respiratória mitocondrial, com o consequente aumento da produção de ROS (Sastry 

& Rao, 2000, para revisão). A ligação do cálcio à membrana mitocondrial interna pode 

ainda induzir alterações conformacionais em proteínas que fazem parte do PTP levando à 

sua abertura (Castilho et al., 1995). A permeabilização da membrana mitocondrial conduz 

à libertação de citocromo c e à consequente interrupção do fluxo de electrões através da 

cadeia respiratória mitocondrial, potenciando a produção de ROS (Cai et al., 2000; Cai & 

Jones, 1998; Lee & Wei, 2000). Por outro lado, o aumento da concentração mitocondrial 
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de cálcio leva à activação da fosfolipase A2 (PLA2) mitocondrial (Nakamura et al., 1991), 

a qual pode ser responsável pela desorganização da membrana mitocondrial interna, e pela 

consequente disfunção dos complexos enzimáticos da cadeia respiratória. Nestas 

condições, a transferência de electrões para o O2 é favorecida, o que leva a um aumento da 

produção de O2
•- (Castilho et al., 1995).   

As ROS podem impedir a manutenção da homeostasia intracelular do cálcio através da 

inibição das bombas de cálcio (Ca2+-ATPases) da membrana plasmática e do RE ou 

reversão dos trocadores de Na+/ Ca2+, que são muito sensíveis à peroxidação lipídica e à 

alteração do ambiente lipídico (Ermak & Davies, 2002; Pereira et al., 1996). A 

incapacidade dos neurónios manterem a homeostasia iónica conduz à sua despolarização, e 

à consequente libertação do magnésio que normalmente bloqueia o canal associado aos 

receptores NMDA. Por outro lado, ocorre uma diminuição rápida dos níveis de ATP 

devido à actividade de Ca2+-ATPases que tentam extrair o cálcio em excesso (Budd, 1998). 

Assim, a activação excessiva dos receptores NMDA e a consequente entrada de cálcio leva 

à produção de radicais livres, disfunção mitocondrial e diminuição dos níveis energéticos 

celulares, num ciclo vicioso que termina na morte celular. 

A complexidade do processo excitotóxico está também patente nas vias pelas quais 

ocorre morte celular, através da necrose, apoptose, ou formas intermédias (Nicotera & 

Melino, 2004, para revisão). A exposição a glutamato por períodos de tempo curtos, 

causou morte celular caracterizada pela presença de núcleos com morfologia apoptótica 

(Bonfoco et al., 1995). Coerentemente, a activação prolongada dos receptores NMDA 

induz a despolarização mitocondrial e libertação de citocromo c, seguida da activação da 

caspase-3 (Budd et al., 2000; Luetjens et al., 2000). No entanto, outros autores referem que 

após a activação dos receptores NMDA ocorre despolarização da mitocôndria e libertação 

do citocromo c, sem que ocorra activação da caspase-3. Nestas condições foi detectada a 

activação de calpaínas, associadas à morte neuronal por necrose que ocorre após insultos 

neurológicos agudos (Artal-Sanz & Tavernarakis, 2005; Lankiewicz et al., 2000). Além 

disso, a neurotoxicidade que ocorre após exposição de neurónios a concentrações elevadas 

de glutamato leva ao aumento do volume celular e lise membranar com libertação da 

enzima lactato desidrogenase (LDH), características de um processo de morte por necrose 

(Bonfoco et al., 1995). Assim, é possível que em função da intensidade do estímulo 

excitotóxico inicial, a célula possa morrer por um processo apoptótico ou necrótico. 
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 3.2.1 Excitotoxicidade em modelos não neuronais 

Um passo importante para a confirmação e compreensão do papel dos receptores 

NMDA na excitotoxicidade foi dado com a clonagem e expressão destes receptores em 

linhas celulares. Ao passo que a expressão e a activação de receptores ionótropicos de 

glutamato do tipo AMPA não causa citotoxicidade, a expressão de receptores NMDA é 

tóxica em várias linhas celulares, nomeadamente em células HEK293, HEK293t, CHO e 

COS-7. Esta toxicidade ocorre independentemente do método de transfecção e poderá ser 

observada recorrendo a métodos de contagem de células, ensaios enzimáticos de morte 

celular ou ensaios citotóxicos fluorescentes (Anegawa et al., 1995; Anegawa et al., 2000; 

Boeckman & Aizenman, 1996; Chazot et al., 1994; Cik et al., 1994; Raymond et al., 

1996). Presumivelmente, a morte celular depende da activação de receptores NMDA por 

glutamato e por glicina, presentes no meio de cultura, que contém níveis suficientes destes 

aminoácidos para a activação dos receptores (Anegawa et al., 1995). O processo de morte 

celular é bloqueado por antagonistas para o local da glicina, do glutamato e para o canal 

dos receptores NMDA (Lynch & Guttmann, 2002, para revisão). 

Tal como ocorre em neurónios, a morte celular em células transfectadas correlaciona-se 

com o aumento da concentração intracelular de cálcio após estimulação dos receptores 

NMDA. Para que ocorra toxicidade em células não-neuronais (que não expressam 

receptores NMDA nativos) são necessários receptores NMDA de constituição apropriada. 

Receptores NMDA não funcionais como os receptores homoméricos constituídos pelas 

subunidades NR1 ou NR2 (A-D) não induzem toxicidade, ao passo que os subtipos 

compostos por NR1/NR2A e NR1/NR2B causam morte celular correlacionada com o 

aumento da concentração intracelular de cálcio (Anegawa et al., 1995; Boeckman & 

Aizenman, 1996; Grant et al., 1997; Grant et al., 1998). Para além disso, a expressão da 

calbindina-D28k, uma proteína que se liga ao cálcio livre, em conjunto com o subtipo 

NR1/NR2A diminui a amplitude das respostas intracelulares de cálcio após estimulação do 

receptor e, consequentemente, a morte celular causada pela expressão deste subtipo de 

receptores NMDA (Rintoul et al., 2001). Adicionalmente, a expressão de receptores 

funcionais compostos por mutantes da subunidade NR1 menos permeáveis a cálcio, 

resultam numa diminuição da morte celular (Anegawa et al., 1995; Boeckman & 
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Aizenman, 1996; Cik et al., 1994; Raymond et al., 1996). Assim, quanto maior for a 

permeabilidade ao cálcio de determinado subtipo de receptores, maior a toxicidade 

resultante da sua activação. 

A remoção dos 400 aminoácidos finais da subunidade NR2A diminui a morte celular de 

células transfectadas, sem alterar a concentração intracelular de cálcio em resposta a 

agonistas (Anegawa et al., 2000). Por outro lado, a alteração das variantes de splicing do 

domínio do terminal-C das subunidades NR1 modula a morte celular, provavelmente 

devido à alteração do mecanismo de inactivação do receptor dependente de 

cálcio/calmodulina (Lu et al., 2000; Rameau et al., 2000). Estas observações permitem 

estabelecer uma relação entre os processos de excitotoxicidade e os acontecimentos 

intracelulares que ocorrem selectivamente através do terminal-C (Tymianski et al., 1993). 

A toxicidade resultante da expressão do subtipo NR1/NR2C é inferior à dos subtipos 

NR1/NR2A e NR1/NR2B, o que está de acordo com a menor permeabilidade ao cálcio da 

subunidade NR2C (Anegawa et al., 1995; Boeckman & Aizenman, 1996; Grant et al., 

1997; Grant et al., 1998). Uma possível explicação poderá dever-se ao facto das respostas 

intracelulares de cálcio mediadas pelos receptores NR1/NR2C serem fundamentalmente 

resultado da libertação de cálcio dos depósitos intracelulares, uma fonte de cálcio 

usualmente não associada com a excitotoxicidade (Grant et al., 1997; Grant et al., 1998). 

Estes dados estão em concordância com resultados obtidos em células neuronais, pois os 

neurónios do cerebelo e do cérebro anterior, que possuem elevados níveis de NR2C e 

NR2D, são poupados na isquémia focal e noutros modelos de excitotoxicidade (Standaert 

et al., 1996). Deste modo, a expressão de determinadas subunidades poderá ser um 

marcador de células com maior susceptibilidade aos danos decorrentes de processos 

excitotóxicos.  

Como referido anteriormente, a formação de NO nomeadamente pela nNOS, e de 

radicais livres são importantes na morte celular por excitotoxicidade. As linhas celulares 

usadas para a expressão heteróloga dos receptores NMDA não expressam a enzima nNOS. 

Apesar desse facto, o aumento da concentração intracelular de cálcio após a activação de 

receptores NMDA poderá mesmo assim induzir toxicidade através da formação de radicais 

livres, de forma semelhante ao que ocorre na toxicidade neuronal (Anegawa et al., 2000). 
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Desta forma, os modelos de transfecção celular recapitulam algumas propriedades da 

excitotoxicidade observadas in vivo. 

 Estudos recentes mostraram que a expressão da huntingtina mutante em conjunto com 

os receptores NMDA em células HEK293 reproduziam algumas características da doença 

de Huntington, frequentemente vista como uma versão lenta do processo excitotóxico. A 

transfecção da huntingtina mutante com o subtipo NR1/NR2B potenciou a morte celular, 

bem como as correntes mediadas pela estimulação deste subtipo de receptores NMDA 

(Chen et al., 1999; Zeron et al., 2001). É interessante notar que a subunidade NR2B dos 

receptores NMDA é a subunidade NR2 predominante no estriado, a área cerebral 

selectivamente afectada na doença de Huntington (Landwehrmeyer et al., 1995). Assim, os 

modelos de transfecção dos receptores NMDA também permitem elucidar alguns 

mecanismos associados a patologias neurodegenerativas. 

 

3.3 Vias de morte neuronal na doença de Alzheimer 

Tanto a apoptose com a necrose poderão ocorrer na DA. Em cérebros de pacientes de 

Alzheimer verificou-se um aumento de neurónios apoptóticos comparativamente a 

controlos (Cotman & Anderson, 1995; Li et al., 1997b; Yang et al., 1998). A caspase-2 

parece ser uma caspase essencial no processo de morte neuronal induzida por Aβ, pois os 

neurónios de um ratinho knockout para a caspase-2 são completamente resistentes à 

toxicidade induzida por este peptídeo (Troy et al., 2000). Foi também descrito que o 

peptídeo Aβ pode induzir apoptose em neurónios em cultura (Loo et al., 1993; Watt et al., 

1994) ou em linhas celulares (Gschwind & Huber, 1995). A cascata excitotóxica que 

envolve stress oxidativo e a alteração da homeostasia iónica induzida pelo Aβ parece 

mediar o processo apoptótico pois os antioxidantes possuem um efeito neuroprotector 

(Kruman et al., 1997). É de notar que o peptídeo Aβ, tal como outros estímulos tóxicos, 

pode induzir apoptose ou necrose de forma dependente da concentração (Behl et al., 

1994a; Kruman et al., 1997). Existem também evidências da ocorrência de morte necrótica 

em cérebros de pacientes de Alzheimer (Lucassen et al., 1997; Velez-Pardo et al., 2001) e 

que o peptídeo Aβ induz necrose em linhas celulares neuronais (Behl et al., 1994a; Suzuki, 

1997).  
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Tendo em conta estes dados, é concebível que a morte neuronal que ocorre na DA 

envolva vias de morte apoptótica e necrótica (Kusiak et al., 1996). Inicialmente, o peptídeo 

Aβ agregado pode causar morte por necrose num grupo de neurónios mais susceptíveis. A 

lise celular que ocorre durante a necrose liberta os conteúdos intracelulares destas células, 

conduzindo à elevação da concentração de glutamato extracelular e à indução de apoptose 

nos neurónios circundantes. Para além disso, a discriminação entre apoptose e necrose nem 

sempre é possível, pois ambos os mecanismos podem ocorrer simultâneamente (Bonfoco et 

al., 1995). 

   

4. Envolvimento dos receptores NMDA na doença de 

Alzheimer 

 

Há quase duas décadas atrás, Greenamyre sugeriu que o glutamato poderia estar 

envolvido no mecanismo patogénico de doenças neurodegenerativas, tais como a DA 

(Greenamyre, 1986). Embora o glutamato possa ser neurotóxico através da activação dos 

receptores NMDA, AMPA, KA ou mGluR1, a morte neuronal que ocorre na DA parece 

depender principalmente da activação dos receptores do tipo NMDA (Greenamyre & 

Young, 1989).  

As primeiras observações de que os receptores NMDA poderiam estar envolvidos na 

patogenia da DA provieram de estudos post-mortem, em que se verificou a co-localização 

entre neurónios glutamatérgicos e tranças neurofibrilhares ou placas senis nos cérebros de 

pacientes de Alzheimer (Braak et al., 1993; Francis et al., 1993; Pearson et al., 1985; 

Rogers & Morrison, 1985). Foi também observado em cérebros de pacientes de Alzheimer 

uma diminuição acentuada da transmissão glutamatérgica no neocortex e hipocampo 

(Greenamyre, 1986; Palmer & Gershon, 1990) e uma diminuição do número dos receptores 

NMDA (Greenamyre, 1986). Mais recentemente, verificou-se que no giro dentado e na 

região CA3 do hipocampo de pacientes com DA grave existem placas com marcação para 

subunidade NR1 e um aumento da imunoreactividade da subunidade NR1a (Ikonomovic et 

al., 1999), ao contrário das subunidades NR2A e NR2B cuja expressão está diminuída na 

DA. A diminuição da expressão destas subunidades ocorre no hipocampo, giro cingulado 
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anterior e córtex temporal superior, regiões cerebrais consideradas susceptíveis na DA. 

Como a expressão das subunidades NR2C e NR2D se encontra inalterada, é possível que a 

composição em subunidades NR2 possa modular a excitotoxicidade mediada pelos 

receptores NMDA e que a disfunção destes receptores possa originar o padrão regional de 

morte celular que é característico da DA (Hynd et al., 2004). 

São já várias as evidências de que o peptídeo Aβ potencia a toxicidade do glutamato 

(Mattson, 1997, para revisão). Por exemplo, a incubação de células de hipocampo com 

concentrações não-tóxicas de Aβ potencia a toxicidade decorrente da exposição ao 

glutamato (Mattson et al., 1992). Adicionalmente, culturas de neurónios de hipocampo de 

ratinhos knock-in para a PS1 demonstraram uma maior vulnerabilidade à excitotoxicidade 

induzida por glutamato (Grilli et al., 2000; Guo et al., 1999). Ratinhos transgénicos para a 

APP mutante também demonstraram ser mais sensíveis a agonistas glutamatérgicos como 

o cainato e o NMDA (Moechars et al., 1996; Moechars et al., 1999). Também a injecção 

de Aβ em ratos provocou a morte de neurónios colinérgicos e uma diminuição das 

capacidades cognitivas. Estes efeitos neutóxicos do Aβ foram prevenidos na presença de 

um antagonista dos receptors NMDA (Harkany et al., 1999), sugerindo que a activação 

desta classe de receptores ionotrópicos de glutamato é importante na morte neuronal 

induzida pelo Aβ.  

Os neurónios glutamatérgicos podem ser simultaneamente “executores” e “vítimas” do 

processo excitotóxico (Francis et al., 1993). Os neurónios que morrem pela acção directa 

ou indirecta do peptídeo Aβ libertam o glutamato intracelular. Como não existem na fenda 

sináptica enzimas para degradar o glutamato, este neurotransmissor tem que ser removido 

por transportadores gliais de alta afinidade (Attwell et al., 1993). O Aβ interfere com os 

processos de captação do glutamato, de que resulta a acumulação extracelular de 

glutamato, a activação dos receptores NMDA e o aumento da concentração intracelular de 

cálcio, levando à morte celular (Harkany et al., 2000). Em culturas de glia verificou-se que 

o peptídeo Aβ inibe a recaptação de glutamato, provavelmente devido ao aumento da 

produção de radicais livres (Harris et al., 1995; Harris et al., 1996). Para além disso, o Aβ 

induz a produção de concentrações elevadas de glutamato e de ROS por macrófagos e o 

aumento da libertação de glutamato pela microglia (Klegeris & McGeer, 1997; Noda et al., 

1999). Por outro lado, o peptídeo Aβ poderá potenciar a libertação de glutamato induzida 

por despolarização em fatias de hipocampo, de forma dependente da idade (Arias et al., 
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1995). Ao promover a despolarização membranar e a libertação de glutamato, e ao inibir a 

captação deste aminoácido excitatório, o peptídeo Aβ poderá assim promover a cascata 

excitotóxica. 

Estudos in vivo revelaram que o transporte de glutamato se encontra alterado nos 

cérebros de pacientes de Alzheimer, consistente com o efeito do Aβ na diminuição da 

recaptação de glutamato da fenda sináptica (Mattson, 1997). No córtex de pacientes de 

Alzheimer foi observada uma diminuição da actividade do transportador de glutamato do 

tipo GLT-1 (Masliah et al., 1996) e da densidade do transportador astroglial EAA2 (Li et 

al., 1997a). Existem também evidências da correlação entre o decréscimo de 

transportadores de glutamato e a patologia neuronal em doentes de Alzheimer (Masliah et 

al., 1998). Assim, as protofibrilhas de Aβ poderão estimular a libertação excessiva de 

glutamato das células da glia por inversão do transportador do glutamato, o que poderá 

causar danos excitotóxicos aos neurónios circundantes. A sobreactivação do subtipo de 

receptores de glutamato NMDA tem como consequência o aumento da concentração 

intracelular de cálcio, que promove a activação da NOS e, consequentemente, a formação 

de NO. Tal como referido anteriormente, quando em excesso, o NO reage com o anião O2
•- 

formando o ONOO-, uma espécie muito reactiva e neurotóxica que conduz ao stress 

oxidativo e lesão à mitocondrial (Bonfoco et al., 1995; Dawson et al., 1991; Lipton et al., 

1993; Mody & MacDonald, 1995). 

O peptídeo Aβ pode ainda potenciar a excitotoxicidade mediada pelos receptores 

NMDA através da interacção directa com estes, funcionando como um agonista ou co-

agonista. Estudos usando radioligandos demonstraram que o fragmento Aβ25-35 do peptídeo 

Aβ inibe a ligação do glutamato e da glicina aos receptores NMDA, sugerindo que o 

peptídeo Aβ25-35 possui afinidade para os locais de ligação do glutamato e da glicina nos 

receptores NMDA (Calligaro et al., 1993; Cowburn et al., 1994; Cowburn et al., 1997). 

Consistentemente, a adição de Aβ em linhas celulares que expressam receptores NMDA 

nativos induziu o aumento transitório da concentração intracelular de cálcio, que foi 

bloqueado por MK-801, um inibidor dos receptores NMDA (Le et al., 1995). A aplicação 

de Aβ em fatias de hipocampo também resultou num aumento das correntes sinápticas 

mediadas por NMDA, enquanto as correntes basais de AMPA e o potencial de membrana 

em repouso se mantiveram inalteradas, sugerindo que o Aβ interage especificamente com 

os receptores NMDA presentes na membrana pós-sináptica (Wu et al., 1995).  
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Os receptores NMDA também poderão ter um papel nas fases iniciais da DA, não pela 

sua activação excessiva mas pela diminuição da sua actividade. Esta diminuição poderá ter 

efeitos na LTP e poderá explicar a diminuição subtil de memória nas fases iniciais da 

doença, antes da ocorrência de morte neuronal generalizada. Alguns estudos recentes têm 

sugerido que a activação dos receptores NMDA leva ao processamento amiloidogénico da 

APP e à produção de Aβ (Gordon-Krajcer et al., 2002). A actividade neuronal modula a 

formação e secreção de Aβ em fatias de hipocampo que sobrexpressam a APP e o peptídeo 

Aβ secretado diminui selectivamente a transmissão sináptica excitatória neuronal 

dependente da actividade dos receptores NMDA (Kamenetz et al., 2003). Também a 

injecção intracerebroventricular de Aβ resulta numa diminuição prolongada dos potenciais 

excitatórios pós-sinápticos dependentes dos receptores NMDA no hipocampo (Cullen et 

al., 1996). Foi, no entanto, sugerida a possibilidade desta diminuição da LTP resultar, não 

de um efeito directo nos receptores NMDA, mas da interferência do Aβ em vias de 

sinalização mediadas pela activação dos receptores (Raymond et al., 2003).  

A actividade dos receptores de glutamato também pode ser modulada pela APP 

endógena, para além dos seus produtos de clivagem, pois a sobrexpressão da APP aumenta 

as respostas do glutamato (Tominaga et al., 1997). Para além disso, a sobrexpressão da 

APP tem efeitos opostos em relação às respostas mediadas pelo glutamato, nomeadamente 

através da redução da concentração de glutamato necessária à sobrevivência neuronal e de 

um aumento da vulnerabilidade à excitotoxicidade mediada pelos receptores NMDA 

(Tominaga-Yoshino et al., 2001). Depreende-se destes estudos que a modulação dos 

receptores NMDA pela APP é bidireccional, pois poderá levar à sobrevida dos neurónios 

ou à excitotoxicidade dependente da activação dos receptores NMDA.    
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A morte celular associada ao processo excitotóxico envolve a activação dos receptores 

NMDA, tendo sido associada a várias condições neurológicas, nomeadamente à DA 

(Lipton & Rosenberg, 1994). Este facto sugeriu o desenvolvimento de fármacos que 

actuassem como antagonistas dos receptores NMDA, tendo sido aprovado a memantina, 

um antagonista de baixa afinidade, para o tratamento desta doença (Butterfield & 

Pocernich, 2003; Miguel-Hidalgo et al., 2002).  

Na DA o peptídeo Aβ1-40 representa 90% do total de Aβ acumulado nos depósitos de 

amilóide (Funato et al., 1998; Lue et al., 1999; Masters et al., 1985; Roher et al., 1993; 

Vigo-Pelfrey et al., 1993). Verificou-se anteriormente que o peptídeo Aβ1-40 potencia a 

activação de receptores NMDA induzida por glicina de forma dependente da concentração, 

sugerindo que este peptídeo poderá estimular directamente os receptores NMDA (Calligaro 

et al., 1993; Cowburn et al., 1994; Cowburn et al., 1997). Existem também evidências de 

que a expressão das subunidades NR2A e NR2B dos receptores NMDA se encontra 

diminuída no hipocampo e no córtex de pacientes de Alzheimer, duas regiões cerebrais 

particularmente afectadas na DA (Hynd et al., 2004).  

De facto, recentemente tem sido dada grande importância ao papel das subunidades 

NR2A e NR2B na patogenia de algumas condições neurológicas, nomeadamente na 

doença de Huntington e na isquémia cerebral. Zeron e colaboradores (Zeron et al., 2001; 

Zeron et al., 2002) verificaram que a subunidade NR2B é importante na excitotoxicidade 

associada à doença de Huntington, uma doença hereditária neurodegenerativa que afecta 

selectivamente os neurónios do estriado, os quais possuem níveis elevados de expressão da 

subunidade NR2B. Por outro lado, demonstrou-se que ratinhos knockout para a subunidade 

NR2A são mais resistentes à isquémia cerebral (Morikawa et al., 1998). Porém, não são 

conhecidos até ao momento estudos que permitam elucidar o envolvimento dos subtipos 

dos receptores NMDA compostos pelas subunidades NR2A e NR2B na 

neurodegenerescência que ocorre na DA e, nomeadamente, a relação com a toxicidade do 

peptídeo Aβ1-40. 

Com base nas evidências descritas, este trabalho teve como objectivo investigar as 

diferenças na toxicidade do peptídeo Aβ1-40 quando mediada por diferentes subtipos de 

receptores NMDA compostos pelas subunidades NR1/NR2A ou NR1/NR2B. Pretendeu-se 

também caracterizar o tipo de morte celular associado à activação destes receptores, bem 
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como relacionar a diferença de toxicidade induzida pelo Aβ1-40, na presença de diferentes 

subtipos de receptores NMDA com as alterações dos níveis intracelulares de cálcio após a 

estimulação selectiva dos receptores. Desta forma, pretendeu-se definir a importância das 

subunidades NR2A e NR2B dos receptores NMDA na DA, abrindo novas perspectivas 

para a identificação de novos alvos terapêuticos para o tratamento desta doença. 
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1. Material 

 

O meio DMEM (do inglês, Dulbecco’s modified Eagle’s medium), os antibióticos 

penicilina/estreptomicina, β-nicotinamida adenina dinucleótido (β-NADH), quimostatina, 

leupeptina, antipaína, pepstatina A, N-acetil-Ile-Glu-Pro-Asp-p-nitroanilida (Ac-IEPD-

pNA) e brometo de metil-tiazolil-difenil-tetrazólio (MTT) foram adquiridos à empresa 

Sigma Chemical Co (St Louis, MO, EUA). N-Acetil-Asp-Glu-Val-Asp-p-nitroanilida (Ac-

DEVD-pNA) foi adquirido à Calbiochem (Darmstadt, Alemanha). O reagente Bio-Rad 

protein assay foi adquirido à Bio-Rad (Hercules, CA, USA), o reagente de transfecção 

Superfect foi adquirido à Qiagen (Hilden, Alemanha) e o soro fetal de bovino foi adquirido 

à Biochrom AG (Berlim, Alemanha). Os anticorpos anti-NR2A, anti-α-espectrina e anti-

GAPDH (do inglês, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) foram adquiridos à 

Chemicon (Temecula, CA, EUA); o anticorpo anti-NR2B foi obtido da BD Biosciences 

(San Jose, CA, USA); o reagente ECF (do inglês, enhanced chemifluorescence), 

membranas de PVDF e os anticorpos anti-IgG de coelho e anti-IgG de ratinho ligados à 

fosfatase alcalina foram obtidos da Amersham Biosciences (Piscataway, NJ, EUA), os 

anticorpos anti-IgG de ratinho Alexa 594, anti-IgG de coelho Alexa 594, Hoechst 33342 e 

Fura-2 AM foram obtidos da Molecular Probes (Eugene, OR, EUA). N-acetil-Val-Asp-

Val-Ala-Asp-p-nitroanilida (Ac-VDVAD-pNA) e N-acetil-Leu-Glu-His-Asp-p-nitroanilida 

(Ac-LEHD-pNA) foram adquiridos à BioSource International, Inc. (Nivelles, Bélgica). O 

meio de montagem Dako Glycergel foi proveniente da Dako Corporation (Carpinteria, CA, 

EUA). As enzimas Hind III e BamH I são provenientes da New England Biolabs (Beverly, 

MA, EUA) e o kit WizardTM Plus Megapreps foi adquirido à Promega (Madison, WI, 

USA). As células HEK293 (do inglês, human embryonic kidney 293; ATCC CRL-1573) 

foram obtidas da ATCC (Manassas, VA, EUA). Os restantes reagentes são de uso comum 

no laboratório. O peptídeo sintético Aβ1-40 foi obtido da Bachem (Bubendorf, Suiça), 

reconstituído em água desionizada e diluído a 230 μM em PBS, antes de ser incubado a 

37ºC durante 7 dias.  

Os vectores plasmídicos, para expressão em células de mamífero, contendo o cADN das 

subunidades NR1a fundida com a EGFP (do inglês, enhanced green flourescent protein; 

NR1-GFP), NR2A e NR2B dos receptores NMDA receptores (Rattus norvegicus sp.) 
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foram uma generosa oferta do Dr. John Woodward (Medical University of South Carolina, 

Charleston, USA). A subunidade NR1 foi inserida no vector plasmídico de expressão em 

mamífero pGFP-N3 (Clontech), modificado por mutagénese dirigida para intensificar o 

sinal fluorescente da GFP. A subunidade NR2A foi inserida em pcDNAI (Invitrogen) e 

NR2B em pDP3 (construído por Dolan Pritchett e não disponível comercialmente). Todos 

estes vectores possuem o promotor viral do citomegalovirus (CMV).  

 

2. Amplificação de plasmídeos 

 

2.1 Transformação em E.coli 

Para obter os vectores que codificam para as subunidades dos receptores NMDA em 

quantidade e qualidade para transfecção, procedeu-se à sua amplificação e purificação 

usando protocolos rotineiros de biologia molecular (Sambrook et al., 1989). Células 

competentes de E. coli XL-1 blue foram transformadas com 1 µl de ADN (0,1-50 ng de 

ADN) usando método do chque térmico. As células foram gentilmente misturadas com o 

ADN, incubadas durante 20 minutos em gelo e sujeitas a um choque térmico durante 90 

segundos a 42ºC. Os tubos foram novamente incubados em gelo durante 2 minutos, e foi-

lhes adicionado meio SOC (Bacto-triptona 20 g/l, Bacto-extracto de levedura 5 g/l, NaCl 

10 mM, KCl 2,5mM, MgCl2 10mM, MgSO4 20mM, glicose 20mM, pH 7). Os tubos foram 

incubados durante 30 minutos (37ºC) com agitação a 220 rpm. As células foram então 

semeadas em placas de LB/agar (Bacto-triptona 10 g/l, Bacto-extracto de levedura 5 g/l, 

NaCl 0,2 M, pH 7, agar 15 g/l) suplementado com o antibiótico apropriado, canamicina (30 

µg/ml) para as células transformadas com pEGP-N3 e ampicilina (100 µg/ml) nas restantes 

placas, e incubadas 16 horas a 37ºC para selecção das células transformadas.  

 

2.2 Minipreps 

Algumas (5-20) colónias individuais presentes nas placas de LB/agar foram amplicados 

em meio líquido LB, suplementado com os antibióticos canamicina (30 µg/ml) ou 

ampicilina (100 µg/ml). As colónias foram incubadas durante 16 horas (37ºC) com 

agitação a 220 rpm e posteriormente centrifugadas a 20800 g, 4ºC. O sobrenadante foi 
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retirado por aspiração e ressuspendeu-se o pellet com solução I (glucose 50 mM, Tris-HCl 

25 mM [pH 8,0], EDTA 10mM,  pH 8,0). Em seguida foi adicionado solução II (NaOH 0,2 

N, SDS 1%) preparada imediatamente antes do procedimento. Ao sobrenadante foi 

adicionada solução III (acetato de potássio 3 M, ácido acético glacial 11,5%) e foi de 

seguida homogeneizado recorrendo a um vortex. Após hogeneização, a solução foi 

incubada em gelo durante 25 minutos e centrifugado a 20800 g durante 10 minutos, 4ºC. 

Em seguida, foram adicionados 2 volumes de etanol 100% para precipitar o ADN 

plasmídico. Após 5 minutos de incubação à temperatura ambiente, centrifugou-se durante 

5 minutos a 20800 g, 4ºC. O sobrenadante foi retirado e deixou-se secar o pellet (ADN) 

que foi dissolvido em água contendo ARNase (20 µg/ml). O ADN foi então guardado a –

20ºC para posterior análise por restrição enzimática para confirmar a identidade dos 

plasmídeo extraídos das colónias bacterianas.  

 

2.3 Digestão do ADN com enzimas de restrição e electroforese 

Para confirmar identidade dos ADN plasmídico extraídos das colónias, este cortado 

com enzimas de restição e os frgamentos resultantes forma comparados com uma previsão 

baseada na análise da sequencia de nucleótidos dos plasmídeos. Para realizar as reações 

enzimáticas foram seguidas as condições indicadas pelos fabricantes das enzimas. Para 

identificação do plasmídio pEGFP-NR1 e pcDNAI-NR2A foi usada a enzima Hind III, a 

enzima BamH I foi usada para identificação do vector pDP3-NR2B. A seguinte reacção de 

enzimática foi preparada: ADN 100 µg/ml, 1x tampão de tampão (específico para cada 

enzima), enzima de restrição (1U/µg da ADN) e água desionizada até perfazer um volume 

total de 10 µl. Esta mistura foi incubada à temperatura e por um período de tempo 

indicados pelo fabricante da enzima.  

Após o tempo de incubação foi adicionado tampão de carregamento 6X (bromofenol 

azul 0,25%, glicerol 30%) às amostras. Os fragmentos resultantes da reacção foram 

separados por electroforese num gel de agarose 1% preparado em TAE 1X (TAE 50X: Tris 

2 M, ácido acético glacial 0,0057%, EDTA 0,05 M, pH 8,0) e brometo de etídio 0,5 µg/ml. 

Foi também separado ADN marcador (1 Kb ladder) com fragmento de tamanho conhecido 

para posterior comparação com os fragmentos resultantes das reacções enzimáticas. As 
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amostas foram separadas durante 30 minutos a voltagem constagem de 100 V. O gel foi 

observado com o auxílio de um digitalizador Molecular Imager (Biorad).  

 

2.4 Megaprep 

Após a selecção das colónias que continham os plasmídeos desejados, procedeu-se á 

extracção de ADN para a transfecção. Para este efeito foi usado o kit WizardTM Plus 

Megapreps. As instruções do fabricante foram seguidas na sua generalidade. As colónias 

bacterianas seleccionadas foram cultivadas durante 16 horas a 37ºC com agitação a 250 

rpm em meio LB suplementado com os antibióticos de selecção. A cultura bacteriana foi 

então centrifugada a 1500 g durante 20 minutos à temperatura ambiente e o pellet foi 

ressuspendido com uma solução de ressuspenção (50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 10 mM 

EDTA, 100 µg/ml RNAase A). Em seguida foi adicionada solução de lise (0,2 M de 

NaOH, 1% SDS) e os tubos foram gentilmente invertidos até a solução se tornar clara e 

viscosa adicionando-se em seguida a solução de neutralização (acetato de potássio 1,32 

M). Após centrifugação a 14000 g durante 30 minutos à temperatura ambiente, o 

sobrenadante foi filtrado com gaze esterelizada e adicionaram-se 0,5 volumes de 

isopropanol. Esta solução foi centrifugada a 14000 g durante 15 minutos à temperatura 

ambiente, o sobrenadante eliminado e o pellet resultante (ADN) foi ressuspenso em TE 

(Tris-HCl 10 mM [pH 7,5], EDTA 1 mM [pH 8,0], pH 7,5). Em seguida, adicionou-se 

WizardTM ADN purification Resin ao ADN e esta mistura foi transferida para uma coluna 

WizardTM Megacolumn previamente inserida numa bomba de vácuo. Logo que a solução 

a solução atravessou a coluna, ficando apenas a resina, esta foi lavada com solução de 

lavagem (acetato de potássio 80 mM, Tris-HCl 8,3 mM, EDTA 40 µM, etanol 55%) e 

posteriormente com etanol 80%. Colocou-se a coluna num tubo de 50 ml e centrifugou-se 

a 1125 g durante 5 minutos. Em seguida, a coluna foi transferida para um novo tubo, foi-

lhe adicionada água a 70ºC e centrifugou-se a 1125 g durante 5 minutos numa centrifuga 

de rotor não angular, para eluir o ADN. O ADN foi então guardado a -20ºC. Com este 

método pode-se obter até 1 mg de ADN plasmidíco com qualidade óptima para 

transfecção, partindo de 1 litro de cultura bacteriana. 
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3. Cultura de células 

 

A linha celular HEK293 epitelial, aderente, derivada de tecido humano, foi cultivada a 

37ºC em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal de bovino inactivado, 100 

μg/ml de estreptomicina e 100 unidades/ml de penicilina (Sigma), numa atmosfera 

humidificada contendo 5% CO2 e 95% Ar, a 37ºC. As células foram propagadas, após 

dissociação com uma solução de dissociação (em mM: 137 NaCl, 2,7 KCl, 4,3 NaH2PO4, 

1,47 KH2PO4, 0,4 EDTA, pH 7,4). A suspensão celular foi diluída 1/10 em meio DMEM 

suplementado a cada 2-3 dias. Para a realização de ensaios experimentais as células foram 

divididas na fase exponencial de crescimento (70-80% de confluência) e semeadas em 

placas revestidas com poli-L-lisina. 

 

4. Transfecção 

 

Designa-se “transfecção” ao processo de introdução de ADN ou ARN em células 

eucarióticas por processos não virais. De forma geral consideram-se dois processos de 

transfecção, estável e transitória. Na transfecção estável só podem ser usadas moléculas de 

ADN. Estas moléculas podem ser integradas no ADN cromossomal ou manter-se como um 

epissoma. Neste tipo de transfecção o gene é expresso em níveis relativamente baixos, mas 

durante mais tempo, comparativamente à transfecção transitória. Na transfecção transitória 

são várias as cópias de ADN ou ARN presentes nas células, mas estas não são integradas 

nos cromossomas.   

Neste trabalho procedeu-se a uma transfecção transitória dos plasmídeos contendo 

NR1-GFP, NR2A e NR2B em células HEK293. A transfecção foi realizada usando o 

reagente Superfect, de acordo com o protocolo sugerido pela companhia. Este reagente 

incorpora o ADN em estruturas compactas, carregadas positivamente, para melhor ligação 

à superfície das células eucarióticas (Tang et al., 1996). Misturaram-se 1,7 μg de ADN e 

4,5 μl de Superfect na razão 1:2,6 (ADN:Superfect) em DMEM sem soro e sem 

antibióticos. Esta mistura foi incubada durante 5-10 minutos à temperatura ambiente e após 
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este período foi adicionado meio de cultura DMEM suplementado. Esta mistura foi 

adicionada às células, cultivadas em placas de 12 poços, às quais se retirou previamente o 

meio de cultura, e estas foram incubadas durante 4 horas a 37ºC. A razão de ADN 

plasmídico NR1-GFP/NR2 utilizado para as co-transfecções foi de 1:4. Os valores da razão 

ADN:Superfect foram reformulados em função da área por poço das multiwells utilizadas. 

No final do período de incubação, o meio de transfecção contendo a mistura 

ADN/Superfect foi substituído por meio de cultura DMEM suplementado, e as células 

HEK293 foram expostas ao peptídeo Aβ1-40 1 µM durante 24 ou 48 horas. Em algumas 

condições foram também adicionados ao meio de cultura os antagonistas dos receptores 

NMDA (MK-801 10 µM ou quinurenato 1 mM) durante o período de incubação com Aβ1-

40. 

 

5. Imunocitoquímica  

 

Para visualizar a expressão dos receptores NMDA recorreu-se à marcação das células 

transfectadas com anticorpos contra as subunidades NR2A e NR2B. As células (cultivadas 

em lamelas de vidro de 16 mm revestidas com poli-L-lisina) foram fixadas com 

metanol/acetona (1:1) durante 10 minutos, no gelo, e permeabilizadas com Triton-X100 

0,2% durante 2 minutos. De seguida, as células foram incubadas com uma solução de BSA 

5% em PBS (do inglês phosphate-buffered saline, em mM: 137 NaCl, 2,7 KCl, 4,3 

NaH2PO4, 1,47 KH2PO4, pH 7,4) durante 2 horas para evitar marcações inespecíficas. As 

células foram posteriormente incubadas com os anticorpos primários anti-NR2A ou anti-

NR2B, previamente diluídos (1:100) em BSA 5%/PBS, durante a noite, a 4ºC. Após este 

período, as células foram lavadas três vezes com PBS e incubadas com os anticorpos 

secundários anti-IgG de ratinho ou de coelho (1:200, em BSA 5%/PBS), ambos 

conjugados com a sonda fluorescente Alexa Fluor 594, durante 2 horas. As lamelas foram 

ainda marcadas com um marcador fluorescente de ADN Hoechst 33342 (5 μg/ml em PBS) 

para visualização dos núcleos (ver secção III.5.4). A visualização das células e a aquisição 

das imagens foi realizada num microscópio de epifluorescência Zeiss Axiovert 200. 

 



Material e Métodos 55 

 

 Receptores N-metil-D-aspartato e toxicidade do peptídeo β-amilóide 

 

 

6. Avaliação da viabilidade celular 

 

6.1 Redução de MTT 

 O MTT é reduzido por desidrogenases formando cristais de formazan. Estes cristais são 

solúveis em isopropanol/HCl e tem um máximo de absorvência a 570 nm. Uma maior 

absorvência a 570 nm revela de uma maior capacidade redutora celular, e 

consequentemente, um maior número de células viáveis em cultura (Mosmann, 1983). 

As células foram incubadas com uma solução de MTT (0,5 mg /ml) em meio salino (em 

mM: 140 NaCl, 5 KCl, 1 MgCl2, 1 NaH2PO4, 5,6 glicose, 20 HEPES, 1,5 CaCl2, pH 7,4) 

durante 2 horas, no escuro, a 37ºC. Os cristais de formazan formados foram dissolvidos 

com 0,04 M HCl em isopropanol, e a absorvência foi lida a 570 nm num leitor de ELISA 

Spectra SLT. Os resultados foram expressos em percentagem de redução do MTT 

relativamente às células transfectadas com NR1-GFP. 

  

6.2 Libertação de LDH 

A integridade da membrana plasmática foi determinada pela análise da libertação de 

LDH, uma enzima citosólica que catalisa a conversão reversível de piruvato em lactato 

segundo a reacção 1: 

 
Piruvato + NADH + H+ ↔ L(+)-lactato + NAD+                               (1) 

 
A presença desta proteína no espaço extracelular é um indicador da perda de integridade 

da membrana plasmática. A actividade da LDH foi determinada segundo o método de 

Bergmeyer e Bernt (1974), que permite seguir a oxidação do NADH, através da medição 

do decréscimo de absorvência a 340 nm.  

O meio extracelular foi recolhido e as células aderentes foram “lisadas” com uma 

solução hipotónica de HEPES 10 mM (pH 7,4) com Triton-X100 (0,02%) e sujeitas a dois 

ciclos de congelação/descongelação a –80ºC, após o qual foram recolhidas e centrifugadas 

durante 10 minutos a 20800 g. Ao sobrenadante, adicionou-se piruvato (concentração final: 

1,6 mM), numa cuvette. A reacção foi iniciada pela adição de NADH (concentração final: 
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0,2 mM) e a absorvência foi lida a 340 nm, durante 2 minutos, num espectrofotómetro 

Perkin Elmer l2, tendo sido registado o declive da recta. As soluções de piruvato e NADH 

foram preparadas em tampão Tris/NaCl (em mM: 81,3 Tris, 203,3 NaCl, pH 7,2) 

imediatamente antes da determinação. 

A libertação da enzima para o meio extracelular foi expressa em percentagem do total 

de enzima presente na amostra (intracelular + extracelular).  

 

6.3 Contagem de células com azul de tripano 

 A análise da perda de viabilidade celular foi também determinada de acordo com a 

determinação do número de células que se destacavam do substrato de crescimento, poli-L-

lisina. Para esse efeito, o meio de cultura das células foi recolhido e centrifugado a 110 g 

durante 5 minutos para sedimentar as células em suspensão. O sedimento obtido foi 

ressuspendido em azul de tripano (0,2% em DMEM suplementado) e as células foram 

contadas num hemocitómetro, sendo determinado o número total de células. 

 

6.4 Morfologia nuclear 

De modo a determinar a presença de núcleos apoptóticos que apresentavam ADN 

fragmentado ou condensado, procedeu-se à análise da morfologia nuclear utilizando o 

marcador fluorescente de ADN Hoechst 33342. Este marcador é permeável à membrana 

plasmática e liga-se preferencialmente ao par de nucleótidos A-T, tornando-a selectiva para 

ADN de cadeia dupla.  

Após fixação com metanol:acetona (secção III.4), as células foram incubadas com a 

sonda Hoechst 33342 (5 μg/ml em PBS) para marcação do ADN e colocadas em lâminas 

de microscópio, utilizando o meio de montagem Dako Glycergel (Dako Corporation). As 

lamelas foram guardadas a –20ºC até serem visualizadas e as imagens serem adquiridas 

num microscópio de epifluorescência Zeiss Axiovert  200. 
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7. Determinação dos níveis intracelulares de ATP 

 

Os níveis intracelulares do nucleótido de adenina ATP foram determinados após 

extracção das células com ácido perclórico 0,3 M (0-4ºC). As células foram centrifugadas a 

20800 g durante 10 minutos, e o sedimento foi solubilizado com NaOH 1 M para posterior 

quantificação da proteína total (secção III.10). O pH do sobrenadante foi ajustado a 

aproximadamente 7 com uma solução de KOH 5 M e Tris 2,5 M e as amostras foram 

centrifugadas a 15800 g durante 10 minutos. Os sobrenadantes foram armazenados a –

80ºC, e testados para a determinação dos níveis de ATP, através de separação por HPLC de 

fase reversa, segundo o método de Stocci e colaboradores (1985). O aparelho 

cromatográfico usado foi um Beckman System Gold, constituído por uma bomba 126 

Binary Pump Model e um detector UV 166 Variable, controlado por computador. A coluna 

usada foi uma Lichrospher 100 RP-18 (5 µM) da Merck. A eluição foi feita com uma fase 

móvel constituída por KH2PO4 100 mM e metanol 1%, a pH 7,4, com um fluxo de 1,2 

ml/minuto. Os nucleótidos de adenina foram detectados a 254 nm, durante 6 minutos.  

A identificação dos picos correspondentes aos nucleótidos foi feita por comparação com 

os picos correspondentes a padrões, tendo em conta o tempo de retenção na coluna. A 

quantificação foi feita pela determinação do valor da área do pico normalizado em 

nmol/mg proteína. Os núcleotidos ADP (do inglês, adenosine diphosphate) ou AMP (do 

inglês, adenosine monophosphate) não foram detectados em níveis quantificáveis. 

 

8. Avaliação da actividade das caspases 

 

As caspases clivam ligações peptídicas em resíduos de aspartato (Wang, 2000). Os 

substratos usados para determinação da actividade de caspases consistem em peptídeos 

com uma sequência de aminoácidos reconhecida por cada uma das caspases, que difere nos 

aminoácidos que rodeiam o resíduo de aspartato clivado. Este peptídeo encontra-se ligado 

a uma molécula de p-nitroanilida (pNA) que é libertada após a clivagem do peptídeo pela 

caspase, e que, quando livre, absorve a um comprimento de onda de 405 nm. Uma maior 
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absorvência a 405 nm corresponde a um maior número de moléculas de substrato clivadas 

e traduz uma maior actividade da caspase em estudo (Gurtu et al., 1997).  

Após incubação, as células foram “lisadas” com um tampão de lise (em mM: 25 

HEPES, 2 MgCl2, 1 EDTA, 1 EGTA, 2 DTT, 0,1 PMSF e 1:1000 de uma mistura 

inibidores de proteases [quimostatina, leupeptina, antipaína e pepstatina A] 1 mg/ml, pH 

7,4). Os extractos resultantes foram sujeitos a três ciclos de 

congelamento/descongelamento em azoto líquido, centrifugados a 20800 g durante 10 

minutos (4ºC) e o sobrenadante recolhido. A quantidade de proteína presente no 

sobrenadante foi determinada pelo método descrito na secção III.10. A actividade das 

caspases-2, 3, 8, ou 9 foi medida através da reacção com os substratos Ac-VDAVD-pNA, 

Ac-DEVD-pNA, Ac-IEPD-pNA ou Ac-LEHD-pNA (100 μM), respectivamente, em 

tampão CHAPS (HEPES 25 mM, sacarose 10% (m/v), 3-[(3-colamidopropil) 

dimetilamónio] - 1 - propanosulfonato [CHAPS] 0.1% (m/v)), durante 2 horas no escuro, a 

37ºC. A cada uma das reacções foi adicionada igual quantidade de proteína (25-40 μg). 

Paralelamente, realizaram-se ensaios sem adição de amostra para cada um dos substratos 

testados, de modo a servirem como brancos. A absorvência foi lida a 405 nm num leitor de 

ELISA Spectra SLT, e os resultados foram expressos em relação ao valor do controlo, após 

subtracção dos valores do branco. 

 

9. Western Blotting 

 

Para a detecção da expressão das subunidades dos receptores NMDA as células foram 

“lisadas” com um tampão de lise (em mM: 20 Tris pH 7, 100 NaCl, 2 EDTA, 2 EGTA, 0,1 

PMSF, 1:1000 de uma mistura de inibidores de proteases [quimostatina, leupeptina, 

antipaína e pepstatina A] 1 mg/ml e Triton-X100 1%) e sonicadas durante 30 segundos. 

Após centrifugação a 20800 g, durante 10 minutos (4ºC), o sobrenadante foi recolhido e a 

concentração de proteína foi quantificada (secção III.10). As amostras para determinação 

da clivagem da α-espectrina foram preparadas usando o protocolo de extracção de 

proteínas descrito na secção III.7. 
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As amostras foram desnaturadas com tampão de amostra (concentração final: Tris-HCl 

50 mM, pH 6,8, dodecilsulfato de sódio [SDS] 2%, glicerol 5%, bromofenol azul 0,01%, 

DTT 100 mM), durante 5 minutos, a 95ºC (Block Heater, Stuart Scientific, BIBBY). 

Quantidades equivalentes de proteína foram separadas por SDS-PAGE num gel de 

poliacrilamida 6,5% ou 7,5% e transferidas para uma membrana de PVDF, num sistema de 

transferência líquido (BIO-RAD). Após a incubação com leite magro a 5% em TBS (Tris-

HCl 25 mM, pH 7,6, NaCl 150 mM)/Tween 0,1%, durante 2 horas, à temperatura 

ambiente, as membranas foram incubadas com os anticorpos primários anti-NR2A 

(1:1000), anti-NR2B (1:1000) ou anti-α-espectrina (1:2500), durante a noite, a 4ºC. Os 

anticorpos foram diluídos em TBS/Tween 0,1%/leite magro 1%. Após 3 lavagens de 15 

minutos em TBS/Tween 0,1%/leite magro 0,5% as membranas foram incubadas com o 

anticorpo secundário anti-ratinho (1:20000) ou anti-coelho (1:20000) ligado à fosfatase 

alcalina, durante 2 horas, à temperatura ambiente. De seguida, as membranas foram 

lavadas novamente 3 vezes e a actividade da fosfatase alcalina foi revelada com o substrato 

ECF. Para a marcação da proteína GAPDH, as membranas foram submetidas a 3 lavagens 

de 15 minutos em TBS/Tween 0,1%/leite magro 0,5% e incubadas com o anticorpo anti-

GAPDH (1:2500) durante a noite, a 4ºC. Em seguida procedeu-se à marcação com o 

anticorpo secundário anti-ratinho (1:20000) e revelação conforme o procedimento descrito 

anteriormente. As bandas foram visualizadas utilizando o aparelho VERSA DOC 300 

(BIO-RAD) e as imagens foram tratadas com o programa Quantity One da BIO-RAD.  

 

10. Imagiologia de cálcio intracelular em célula única 

 

O composto Fura-2 acetoximetil ester (Fura-2/AM) é uma sonda de cálcio raciométrica, 

de alta afinidade (Kd=145 nM, in vitro) que emite fluorescência quando exposta à luz 

ultravioleta. Quando esta sonda se encontra ligada a iões cálcio emite fluorescência se for 

excitada a 340 nm e a 380 nm caso se encontre livre. O fura-2/AM atravessa a membrana 

plasmática e o grupo AM é clivado por esterases intracelulares, ficando retido no citosol. 

Desta forma, podem-se medir as alterações dos níveis intracelulares de cálcio após um 

determinado estímulo (Takahashi et al., 1999). 
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 As células (cultivadas em lamelas de vidro de 16 mm revestidas com poli-L-lisina) 

foram incubadas com fura-2 AM 5 μM e ácido plurónico 0,025% preparado numa solução 

de Ringer modificada (em mM: 135 NaCI, 5,4 KCl, 1,8 CaCl2, 10 glucose, 5 HEPES, 10 

NaHCO3, pH 7,2) com BSA 1 mg/ml, durante 45 minutos, a 37ºC. Após este período as 

células foram incubadas em solução de Ringer/BSA, durante 10 minutos, a 37ºC, para 

permitir a hidrólise do grupo AM. Em seguida, as lamelas foram montadas numa 

plataforma (Model PH-3, Warner Instrument Corporation) e colocadas num microscópio 

de epifluorescência Zeiss Axiovert 200.  

Durante as experiências, as células foram incubadas com solução de Ringer modificada, 

utilizando um fluxo de 1,5 ml/minuto. Os campos para aquisição de imagens foram 

escolhidos com base na fluorescência da GFP ligada à subunidade NR1, detectada com um 

filtro FITC, assumindo que a maioria das células transfectadas com NR1-GFP também 

expressam as subunidades NR2A ou NR2B. Após a selecção do campo, as células foram 

estimuladas com NMDA 100 μM e glicina 10 μM, durante 30 segundos, em solução de 

Ringer modificada. Esta estimulação foi repetida duas vezes, com um intervalo de 5 

minutos entre cada estímulo. O sistema de perfusão utilizado foi um valveBank8II 

(AutoMate Scientific). 

Durante a experiência, as células foram expostas alternadamente a 340 e 380 nm, 

usando um shutter Lambda DG-4 e as imagens foram adquiridas com uma câmara de vídeo 

CoolSnap HQ Photometrics (ROPER Scientific). As imagens foram adquiridas com um 

intervalo de tempo zero durante 2 minutos após cada estímulo e intervaladas 10 segundos 

nos restantes períodos. A análise das imagens obtidas foi realizada utilizando o programa 

METAFLUOR 5.02 (Universal Imaging Corporation) para obter os valores da intensidade 

de emissão de fluorescência após excitação a 340 nm e 380 nm e calcular a razão 340/380. 

Para análise foram apenas seleccionadas as células que emitiam fluorescência resultante da 

expressão da subunidade NR1-GFP. Os valores da razão 340/380 foram posteriormente 

normalizados relativamente ao valor da linha basal, para cada célula. Considerou-se como 

valor basal o valor obtido no segundo 100 após o início da aquisição. Para o cálculo da 

amplitude da resposta ao estímulo, subtraiu-se ao valor máximo após o estímulo, o valor 

obtido imediatamente antes da estimulação das células. 
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11. Quantificação da proteína 

 

A concentração de proteína nas amostras foi determinada usando ao reagente Bio-Rad 

Protein Assay Dye. Este ensaio colorimétrico é uma modificação do ensaio de Lowry e 

baseia-se na reacção das proteínas com uma solução alcalina de tartarato de cobre e o 

reagente de Folin. O aumento da absorvência, a 595 nm, correlaciona-se com a quantidade 

de proteína, sendo possível quantificar este valor por interpolação com uma curva padrão.  

As reacções seguintes foram preparadas num placa de 96 poços para leitura num 

aparelho de ELISA. Às amostras adicionou-se água miliQ até perfazer 80 μl e reagente 

Bio-Rad Protein Assay Dye (120 μl). Paralelamente, foi preparada uma curva padrão com 5 

concentrações de BSA (1, 2, 3, 4 e 5 μg/μl) a partir duma solução stock a 0,1%, bem como 

um branco, na ausência de BSA. Às reacções da curva padrão e do branco foi adicionado o 

tampão com o qual a amostra proteíca foi obtida (um volume equivalente) e o reagente 

Bio-Rad Protein Assay Dye. Após 15 minutos, foi lida a absorvência a 595 nm num leitor 

de ELISA Spectra SLT. A concentração de proteína foi calculada por interpolação dos 

valores de absorvência na curva padrão. 

 

12. Análise estatística 

 

Os dados apresentados são a média ± SEM de pelo menos 3 experiências 

independentes, realizadas em duplicado ou triplicado. A análise estatística foi realizada 

pelo teste t de Student, usando o programa GraphPad Prism. O valor de p<0,05 foi 

considerado significativo.  
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A expressão heteróloga dos receptores NMDA em células não-neuronais tem sido 

frequentemente usada para estudar a função destes receptores. Este modelo é conveniente 

devido à ausência de expressão nativa dos receptores NMDA nestas células, permitindo a 

expressão de receptores de composição definida. Quando expressos nestas células, os 

receptores apresentam características fisiológicas e farmacológicas semelhantes às dos 

receptores nativos. Para além disso, verificou-se que a expressão dos receptores em células 

não-neuronais causa toxicidade, reproduzindo algumas características da excitotoxicidade 

neuronal (Lynch & Guttmann, 2001; Lynch & Guttmann, 2002).  

Tal como descrito anteriormente, o processo de excitotoxicidade é um dos mecanismos 

pelos quais ocorre morte neuronal na DA, cuja patologia tem sido associada à deposição 

extracelular do peptídeo Aβ1-40. Este peptídeo surge do processamento da APP pela via 

amiloidogénica e, apesar de mais solúvel do que o péptideo Aβ1-42, representa 90% do total 

de Aβ, está presente nos depósitos de amilóide e poderá ser um indicador das alterações 

sinápticas que ocorrem na DA (Funato et al., 1998; Lue et al., 1999; Masters et al., 1985; 

Roher et al., 1993; Vigo-Pelfrey et al., 1993). Apesar das evidências do envolvimento dos 

receptores NMDA na DA, ainda não são conhecidos estudos que permitam elucidar o 

papel dos vários subtipos dos receptores NMDA. Neste trabalho, avaliou-se a importância 

da composição dos receptores NMDA na toxicidade induzida pelo peptídeo Aβ1-40. Desta 

forma, expressaram-se subtipos de receptores NMDA, compostos pelas subunidades NR1 e 

NR2A ou NR2B, em células HEK293.  

O cADN que codifica para a subunidade NR1 foi previamente inserido no plasmídeo de 

expressão em mamífero pEGFP (gentilmente cedido pelo Dr. John Woodward, Medical 

University of South Carolina, Charleston, Estados Unidos da América) que tem a 

particularidade de codificar a variante mutada S65T da GFP. A inserção do cADN da 

subunidade NR1 neste plasmídeo resulta na expressão de uma proteína de fusão entre a 

subunidade NR1 e a GFP. Esta proteína, por nós designada NR1-GFP, mantém todas as 

propriedades fisiológicas da NR1 (Marshall et al., 1995) e permite uma fácil visualização 

das células transfectadas, sem o recurso à imunocitoquímica. Neste estudo foi usada a 

variante de splicing NR1a da subunidade NR1, pois é a variante predominante em várias 

regiões cerebrais, tal como o cortéx e o hipocampo, duas áreas afectadas na DA (Laurie et 

al., 1995). 
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1. Expressão de receptores do tipo NR1/NR2A e 

NR1/NR2B em células HEK293 

 

A expressão transitória das subunidades dos receptores NMDA em células HEK293 foi 

confirmada por western-blotting (Fig. 8A e B) e por imunocitoquímica (Fig. 8C e D). 

Vinte e quatro horas após transfecção, a expressão das subunidades NR2A (Fig. 8A e C) e 

NR2B (Fig. 8B e D) foi semelhante, ocorrendo juntamente com a expressão da subunidade 

NR1, detectável pela fluorescência da GFP. Como esperado, as células HEK293 não 

transfectadas (HEK, Fig. 8A e B) não apresentaram qualquer expressão das subunidades 

NR2A ou NR2B.  

 

A B 
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Figura 8: Expressão de receptores NMDA após transfecção em células HEK293. A expressão dos receptores 

NMDA foi confirmada por western-blotting (A, B) e por imunocitoquímica (C, D) 24 horas após a transfecção. (A, B) 

Foram preparados extractos totais das células HEK293 transfectadas com NR1 e NR2A (A) ou NR1 e NR2B (B), as 

proteínas foram separadas por SDS-PAGE e transferidas para uma membrana de PVDF, incubada com os anticorpos 

contra as subunidades NR2A (A) ou NR2B (B). Como controlo foram preparados extractos de células HEK293 não-

transfectadas (HEK). (C, D) A expressão dos receptores NMDA foi também detectada por microscopia de fluorescência. 

Após fixação, as células foram incubadas com anticorpos anti-NR2A (C) e anti-NR2B (D) (vermelho). A subunidade 

NR1 foi detectada pela fluorescência da GFP (verde). As zonas onde ocorre co-localização entre as duas sondas 

aparecem a amarelo. A fluorescência azul resulta da marcação do ADN com o marcador fluorescente Hoechst 33342. Os 

resultados são representativos de duas experiências independentes (em duplicado).  
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Com base em imagens obtidas por imunocitoquímica (Fig. 8C e D) quantificou-se a 

percentagem de células que expressavam as subunidades NR1-GFP e NR2A ou NR1-GFP 

e NR2B (Fig. 9A). A percentagem de co-transfecção foi de 18,5±3,1% ou 17,7±2.7% para 

as células que expressavam as subunidades NR1/NR2A ou NR1/NR2B, respectivamente. 

Estes resultados permitiram verificar que a expressão destas subunidades é muito 

semelhante, possibilitando um estudo comparativo entre as duas linhas celulares que 

expressam NR1/NR2A e NR1/NR2B. 

 

A B 

 
 

Figura 9: Eficiência de transfecção de subunidades dos receptores NMDA em células HEK293. (A) A eficiência 

de co-transfecção das subunidades NR1 e NR2A ou NR2B foi avaliada com base em imagens de imunocitoquímica 

semelhantes à representada na Fig. 8C e D. Determinou-se o número de células com marcação para NR1 e NR2A ou 

NR2B relativamente ao número total de células após contagem dos núcleos marcados com Hoechst 33342. (B) As células 

HEK293 foram transfectadas com NR1-GFP e incubadas na ausência ou presença de Aβ1-40 1 μM durante 24 horas e foi 

determinada a percentagem de células que expressavam NR1-GFP em relação ao número total de células. Os resultados 

apresentados são a média ± SEM de duas experiências independentes (em duplicado).  

 

Para excluir a possibilidade de interferência do peptídeo Aβ na expressão dos receptores 

NMDA, foi determinada a eficiência de transfecção da subunidade NR1-GFP após 

incubação com o peptídeo Aβ1-40 (Fig. 9B). Não se verificou uma alteração significativa da 

eficiência de transfecção na ausência (30,1±1,0%) ou na presença (29,8±1,1%) de Aβ1-40 1 

μM durante 24 horas (Fig. 9B).  
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De modo a facilitar a descrição, as células HEK293 transfectadas com os subtipos NR1-

GFP, NR1/NR2A e NR1/NR2B, foram designadas por HEKNR1-GFP, HEKNR1/NR2A e 

HEKNR1/NR2B, respectivamente. 

 

2. Efeito do peptídeo Aβ na viabilidade celular de 

células transfectadas com subunidades dos receptores 

NMDA 

 

2.1 Análise da capacidade redutora  

Vários estudos têm demonstrado que a expressão dos subtipos NR1/NR2A e 

NR1/NR2B dos receptores NMDA, funcionais, em células não-neuronais leva à morte 

celular (Lynch & Guttmann, 2002, para revisão). Por outro lado, a exposição ao peptídeo 

Aβ1-40 também causa toxicidade em diversos tipos de células (Mattson, 1997, para revisão). 

Assim, nesta parte do trabalho avaliou-se o efeito da expressão de receptores NMDA com 

composição definida na viabilidade celular após exposição ao peptídeo Aβ1-40. 

O ensaio de redução de MTT foi usado para avaliar a capacidade redutora (uma medida 

da viabilidade celular) das células transfectadas com as subunidades dos receptores NMDA 

na ausência ou na presença de Aβ1-40 1 μM durante 48 horas. Usou-se como controlo a 

expressão da subunidade NR1-GFP, uma vez que a expressão de uma proteína com 

características semelhantes às das outras subunidades poderia mimetizar melhor os efeitos 

mediados pela expressão das proteínas de interesse, sem as consequências da formação de 

um receptor funcional.   

 A expressão de receptores NMDA funcionais durante 48 horas, per se, induziu uma 

perda estatisticamente significativa da viabilidade celular. A expressão do subtipo 

NR1/NR2A levou a uma diminuição da viabilidade celular de 34±3,5%, um valor superior 

ao obtido após a expressão de NR1/NR2B que conduziu a uma diminuição da viabilidade 

celular de 17±2,0% em relação ao controlo (Fig. 10). Esta diferença de viabilidade após a 

expressão de diferentes subtipos de receptores NMDA foi anteriormente descrita por 

outros autores (Anegawa et al., 1995; Anegawa et al., 2000; Boeckman & Aizenman, 

1996; Raymond et al., 1996; Varney et al., 1996). A exposição a MK-801 10 μM, um 
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bloqueador do canal iónico dos receptores NMDA, preveniu a diminuição da viabilidade 

celular decorrente da expressão das subunidades NR1/NR2A (80,9±3,3%, p<0,01 

comparativamente à condição sem MK-801) e NR1/NR2B (90,9±2,3%, p<0,001 

comparativamente à condição sem MK-801). Estes dados demonstraram que o nosso 

sistema reproduzia algumas das características de toxicidade decorrentes da expressão de 

receptores NMDA funcionais em linhas celulares não-neuronais, de forma semelhante ao 

descrito anteriormente. 

 

 
Figura 10: Viabilidade celular de células HEK293 após expressão de receptores NMDA e exposição ao 

peptídeo Aβ1-40. As células foram transfectadas e incubadas com Aβ1-40 1 μM e/ou MK-801 10 μM, conforme indicado, 

durante 48 h. Após este período, as células foram expostas a MTT 0,5 mg/ml durante 2 horas. Os cristais de formazan 

foram solubilizados com HCl 0,04 M em isopropanol e a absorvência foi lida a 570 nm. Os resultados foram expressos 

em % relativamente aos valores de absorvência observados no controlo (NR1-GFP). Os resultados apresentados são a 

média ± SEM de pelo menos três experiências independentes (em triplicado). Análise estatística: *p<0,05, **p<0,01, 

***p<0,001.  
 

A exposição de Aβ1-40 1 μM durante 48 horas em células HEKNR1-GFPconduziu a um 

decréscimo da capacidade redutora de 13±3,0% (p<0,001 comparativamente a HEKNR1-GFP, 

Fig. 10). A concentração de 1 μM de Aβ1-40 foi definida com base em estudos anteriores 

realizados em células COS-7 (dados não publicados), nos quais se verificou que a 

exposição a esta concentração do peptídeo Aβ1-40 induzia uma ligeira diminuição da 

viabilidade celular, permitindo avaliar o possível efeito potenciador da toxicidade após a 

expressão de receptores NMDA funcionais.  
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A incubação de Aβ1-40 1 μM, durante 48 horas, induziu uma diminuição de 

aproximadamente 14% da viabilidade celular em células HEKNR1/NR2A (51,7±2,7%, p<0,01 

comparativamente a HEKNR1/NR2A na ausência de Aβ1-40) e de aproximadamente 12% em 

células HEKNR1/NR2B (71,3±1,3%, p<0,001 comparativamente a HEKNR1/NR2B na ausência 

de Aβ1-40) (Fig. 10). A incubação de células transfectadas com Aβ1-40 1 μM na presença de 

MK-801 10 μM aumentou a capacidade redutora em aproximadamente 15% nas células 

HEKNR1/NR2A (p<0,01 comparativamente a HEKNR1/NR2A na presença de Aβ1-40) e 

aproximadamente 7% nas células HEKNR1/NR2B (p<0,05 comparativamente a HEKNR1/NR2B 

na presença de Aβ1-40). Estes dados sugeriram que o peptídeo Aβ1-40 potencia a perda de 

viabilidade celular associada à expressão de receptores NMDA funcionais. De acordo com 

o efeito do antagonista, este efeito potenciador do peptídeo Aβ1-40 parece ser mais 

pronunciado nas células que expressam as subunidades NR1/NR2A.  

 

2.2 Análise da integridade da membrana plasmática 

Tal como detectado pela capacidade de redução de MTT, o peptídeo Aβ1-40 leva à 

diminuição da viabilidade celular após expressão de receptores NMDA funcionais. Assim, 

determinou-se seguidamente o envolvimento do processo de morte celular por necrose. 

Uma das características da morte por necrose é a perda de integridade membranar e 

consequente libertação de proteínas citosólicas, tal como a enzima LDH, para o meio 

extracelular. Como esta enzima se mantém estável no meio durante vários dias, a presença 

de LDH no meio de cultura correlaciona-se com o número de células irreversivelmente 

lesadas, em cultura (Gray & Patel, 1995). 

Para determinar a integridade da membrana plasmática realizámos o ensaio da 

actividade da LDH (Fig. 11). A expressão da subunidade NR1-GFP levou à libertação de 

4,7±1,0% de LDH, tendo-se observado um ligeiro aumento, não significativo (1,5±1%), da 

libertação desta enzima após exposição a Aβ 1 μM durante 48 horas. No entanto, a 

expressão de receptores NMDA funcionais, constituídos pelas subunidades NR1/NR2A ou 

NR1/NR2B, levou a uma libertação significativa de LDH (Fig. 11). A expressão, per se, de 

NR1/NR2A durante 48 horas induziu a libertação de 32,4±1,1% do conteúdo total de LDH. 

A expressão de NR1/NR2B também levou à libertação de LDH (23,4±1,5%), embora em 

menor percentagem relativamente à expressão de NR1/NR2A. Estes resultados foram 
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concordantes com os observados pelo ensaio de viabilidade celular baseado na redução de 

MTT (Fig. 10), no qual se observou uma diminuição da viabilidade celular após a 

expressão das subunidades NR1/NR2A ou NR1/NR2B, sendo este efeito superior para as 

subunidades NR1/NR2A. 

 
Figura 11: Efeito do peptídeo Aβ e de subtipos dos receptores NMDA na integridade da membrana plasmática 

das células HEK293. As células HEK293 transfectadas com diferentes subunidades dos receptores NMDA foram 

incubadas com Aβ1-40 1 μM e/ou MK-801 10 μM, durante 48 horas. A fracção extracelular foi recolhida e a fracção 

intracelular foi obtida por lise das células com uma solução hipotónica de HEPES 10 mM (pH 7,4) com Triton-X100 

(0,02%). A actividade da LDH foi determinada a 340 nm através da oxidação do NADH. Os resultados foram expressos 

em percentagem de libertação de LDH em relação ao total, usando a expressão % LDH libertada = 100 x LDH 

extracelular/ LDH total (intracelular + extracelular). Os resultados apresentados são a média ± SEM de pelo menos três 

experiências independentes realizadas em triplicado. Análise estatística: **p<0,01, ***p< 0,001. 

 

A exposição de células HEKNR1/NR2A ao peptídeo Aβ1-40 1 μM induziu um aumento 

significativo de aproximadamente 9% (p<0,001) da libertação de LDH (Fig. 11). A 

presença do antagonista dos receptores NMDA, MK-801 (10 μM), diminuiu em cerca de 

20% (p<0,001 em relação à condição HEKNR1/NR2A na presença de Aβ1-40) a libertação de 

LDH nas células HEKNR1/NR2A expostas a Aβ1-40. Pelo contrário, a incubação de células 

HEKNR1/NR2B com o peptídeo Aβ1-40 não induziu uma alteração significativa da libertação 

de LDH (Fig. 11). No entanto, o tratamento de células HEKNR1/NR2B com MK-801, na 

presença de Aβ1-40, decresceu largamente a libertação de LDH (aproximadamente 15%), 

sugerindo que os efeitos observados se deviam à abertura do canal iónico associado a 

subtipos funcionais dos receptores NMDA. Estes resultados apontaram para uma 
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selectividade dos efeitos tóxicos do peptídeo Aβ1-40 relativamente ao subtipo NR1/NR2A 

dos receptores NMDA. 

 

 
Figura 12: Quantificação do número de células em suspensão após expressão de receptores NMDA e exposição 

ao peptídeo Aβ. As células HEK293 foram transfectadas usando o reagente Superfect e incubadas durante 48 horas com 

Aβ1-40 1 μM e/ou MK-801 10 μM, nas condições indicadas. Durante a preparação das amostras para o ensaio de LDH 

(Fig. 11) a fracção extracelular foi centrifugada a 110 g. durante 5 minutos e o sedimento resultante foi ressuspenso em 

DMEM contendo azul de tripano. As células foram contadas num hemocitómetro num microscópio de contraste de fase. 

Os resultados apresentados são a média ± SEM de pelo menos 3 experiências independentes. Análise estatística: *p<0,05, 

**p<0,01. 

 

No decurso das experiências, a observação das células transfectadas denotou que a 

transfecção e exposição ao peptídeo Aβ1-40 resultava num aumento do número de células 

em suspensão, indicador de morte celular, pois as células HEK293 viáveis proliferam 

aderentes ao substrato (poli-L-lisina). Desta forma, as células em suspensão foram 

quantificadas recorrendo ao azul de tripano (Fig. 12). Nas células HEKNR1-GFP o número de 

células em suspensão foi de 1,5×103±0,7×103 e a presença de Aβ1-40 não induziu um 

aumento significativo deste número (3,4×103±1,9×103) (Fig. 12), de forma semelhante ao 

que foi observado na figura 11. No entanto, após expressão das subunidades NR1/NR2A 

ou NR1/NR2B o número de células em suspensão foi bastante expressivo. No meio de 

cultura das células HEKNR1/NR2A foram contadas 19,5×103±2,4×103 células e esse aumento 

foi superior após incubação com Aβ1-40 1 μM (28,1×103±2,9×103, p<0,05 

comparativamente a HEKNR1/NR2A na ausência do peptídeo Aβ1-40). De modo consistente 
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com os resultados verificados na figura 11, a toxicidade observada após a expressão das 

subunidades NR1/NR2B (10,5×103±2,4×103) não foi potenciada significativamente pela 

exposição ao peptídeo Aβ1-40 (12,0×103±2,0×103) (Fig. 12). 

Também de acordo com os resultados anteriores, na presença do antagonista MK-801 

(10 μM) o número de células não-aderentes diminuiu para 13,0×103±2,0×103 (p<0,01 

comparativamente a HEKNR1/NR2A na presença de Aβ1-40) ou para 6,6×103±1,2×103 (p<0,05 

comparativamente a HEKNR1/NR2B na presença de Aβ1-40) após expressão dos subtipos 

NR1/NR2A ou NR1/NR2B, respectivamente (Fig. 12). Estes dados reforçaram os 

resultados obtidos através da libertação de LDH, indicando que o peptídeo Aβ1-40 induz um 

aumento de toxicidade especificamente em células HEKNR1/NR2A, através de um mecanismo 

de morte celular que envolve a perda de integridade membranar. 

 

2.3 Alteração dos níveis energéticos celulares  

A manutenção dos processos de produção de ATP pela célula ao nível da glicólise e da 

cadeia respiratória mitocondrial são essenciais para a sobrevivência das células, estando 

afectados durante os processos excitotóxicos e na DA (Rego & Oliveira, 2003, para 

revisão). Em situações associadas à morte por necrose existe uma falência energética da 

célula devido à perda de função mitocondrial. Por outro lado, nos processos de morte por 

apoptose os níveis energéticos são geralmente preservados, pois a activação de caspases 

depende da ligação de ATP ao apoptossoma (Nicotera & Melino, 2004). Determinou-se 

assim de que forma a expressão dos diferentes subtipos dos receptores NMDA e a 

exposição ao peptídeo Aβ1-40 afectavam os níveis intracelulares de ATP. 

A exposição de células HEKNR1-GFP durante 48 horas ao peptídeo Aβ 1 μM não alterou 

significativamente os níveis intracelulares de ATP (Fig. 13). No entanto, a expressão de 

receptores NR1/NR2A e NR1/NR2B levou à diminuição do conteúdo intracelular de ATP 

de 19±5,2% ou 17±8,8%, respectivamente. Na presença de Aβ1-40 1 μM, ocorreu uma 

diminuição significativa do conteúdo de ATP nas células HEKNR1/NR2A de 

aproximadamente 14% (p<0,05 comparativamente a HEKNR1/NR2A na ausência do Aβ1-40). 

O bloqueio dos receptores NR1/NR2A com MK-801 10 μM permitiu recuperar quase 

totalmente os níveis intracelulares de ATP em células HEKNR1/NR2A expostas ao peptídeo 

Aβ1-40 (Fig. 13). Nestas condições o antagonista MK-801 não exerceu qualquer efeito, 
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sugerindo que o decréscimo de ATP em células HEKNR1/NR2B não se correlaciona com a 

abertura de um canal iónico. De acordo com os resultados obtidos anteriormente, o 

peptídeo Aβ1-40 não causou qualquer alteração no conteúdo de ATP em células 

HEKNR1/NR2B, comparativamente às condições sem Aβ1-40. A diminuição dos níveis 

energéticos celulares induzida pelo peptídeo Aβ1-40 após expressão das subunidades 

NR1/NR2A mostrou que o processo de morte celular nestas condições envolvia a alteração 

do metabolismo energético, essencial para a manutenção da viabilidade celular. 

 

 
Figura 13: Níveis intracelulares de ATP após exposição a Aβ1-40 em células que expressam diferentes subtipos 

de receptores NMDA. As células HEK293, transfectadas com as subunidades indicadas no gráfico, foram incubadas 

durante 48 horas com Aβ1-40 1 μM, e/ou MK-801 10 μM. A fracção intracelular foi obtida por lise das células com ácido 

perclórico 0,3 M, e o pH foi neutralizado com KOH 5 M em Tris 2,5 M. As amostras foram aplicadas num aparelho de 

HPLC e os níveis de ATP foram determinados pela área do pico correspondente, identificado pelo tempo de retenção na 

coluna após comparação com amostras de concentrações conhecidas de ATP. Os resultados apresentados são a média ± 

SEM de 3 experiências independentes (em triplicado). Análise estatística: *p<0,05, ***p< 0,001. 

 

3. Envolvimento do processo apoptótico  

 

As caspases e as calpaínas são famílias de proteases que desempenham papéis 

importantes nos processos de morte celular. Várias evidências apontam para uma 

colaboração entre estas enzimas na regulação do processo degenerativo (Orrenius et al., 

2003, para revisão). As calpaínas são uma família de proteases dependentes de cálcio cuja 
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actividade é estimulada pelo aumento da concentração intracelular de cálcio livre e inibida 

pela proteína endógena calpstatina ou pelo decréscimo de cálcio intracelular livre (Wang, 

2000). As caspases são uma família de proteases cisteínicas cuja activação resulta de 

diversos estímulos intracelulares ou extracelulares (Fig. 7). A morte celular induzida pela 

sobreactivação dos receptores NMDA pode envolver a activação de calpaínas (Brorson et 

al., 1995; Lankiewicz et al., 2000) e/ou de caspases (Budd et al., 2000; Tenneti & Lipton, 

2000; Volbracht et al., 2001). Por outro lado, a exposição de culturas neuronais ao 

peptídeo Aβ1-40 pode induzir a activação de apoptose (secção I.3.3). Nesta parte do trabalho 

pretendemos verificar a existência de características de morte por apoptose e as vias 

envolvidas neste processo.  

 

3.1 Activação de caspases 

De acordo com Pierluigi Nicotera (Nicotera & Melino, 2004), os processos de morte 

celular não são completamente definidos, pelo que um processo inicialmente apoptótico 

poderá ser interrompido caso não exista ATP suficiente para a activação de caspases, 

prosseguindo para necrose. Assim, a “decisão” da célula em morrer por apoptose ou por 

necrose dependerá não só da intensidade e duração do estímulo inicial como das alterações 

celulares que ocorrem posteriormente. Uma vez que a exposição durante 48 horas ao 

peptídeo Aβ1-40 em células que expressavam subtipos dos receptores NMDA induziu morte 

celular com características necróticas, pretendemos avaliar se após uma exposição de 

menor duração ao peptídeo Aβ1-40 poderia ocorrer morte com características apoptóticas, 

de que se salientam a activação de caspases e a fragmentação/condensação da cromatina.  

A avaliação da actividade de caspases foi realizada recorrendo a sequências peptídicas 

consenso para os locais de clivagem de cada uma das caspases. Estes peptídeos estão 

ligados a um cromóforo, p-nitroanilida (pNA), que é libertado após clivagem. Foram 

obtidos extractos citosólicos de células transfectadas com NR1-GFP, NR1/NR2A ou 

NR1/NR2B, expostas a Aβ1-40 e /ou MK-801 durante 24 horas. Tal como observado na 

figura 14, nas condições testadas não foi possível detectar a activação significativa de 

caspases iniciadoras (2, 8, 9) da via extrínseca e intrínseca, ou da caspase efectora (3). 

Estes dados indiciaram que a morte por expressão dos subtipos de receptores NMDA e/ou 

exposição ao peptídeo Aβ1-40 ocorria fundamentalmente por necrose, ou por uma via 
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apoptótica independente de caspases. Uma das vias de morte celular independentes de 

caspases envolve a activação de proteases do tipo das calpaínas. 

 

 

 

A B 

 
C D 

 
Figura 14: Avaliação da actividade de caspases após expressão de receptores NMDA e exposição ao peptídeo 

Aβ1-40. As células HEK293 foram transfectadas e incubadas durante 24 horas com Aβ1-40 1 μM e/ou MK-801 10 μM, nas 

condições indicadas. A actividade das caspases-2 (A), 3 (B), 8 (C) ou 9 (D) foi determinada pela medição da clivagem 

dos substratos colorimétricos Ac-VDVAD-pNA, Ac-DEVD-pNA, Ac-IETD-pNA ou Ac-LEHD-pNA, respectivamente. 

Os resultados apresentados são a média ± SEM de 3 experiências independentes, realizados em triplicado.  
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3.2 Activação de calpaínas 

As calpaínas estão geralmente envolvidas na morte celular mediada pela activação dos 

receptores NMDA, pois os processos de excitotoxicidade associados a estes receptores são 

geralmente mediados por um aumento anormal dos níveis intracelulares de cálcio (Brorson 

et al., 1995; Volbracht et al., 2001). Desta forma, nesta parte do trabalho avaliámos a 

activação de calpaínas após a expressão das subunidades NR1-GFP ou NR1/NR2A e 

exposição ao peptídeo Aβ1-40, durante 24 horas (Fig. 15). 

C 1 2 3 4
anti-α-espectrina

150/145 kDa

120 kDa

280 kDa
C 1 2 3 4

anti-α-espectrina

150/145 kDa

120 kDa

280 kDa

 
Figura 15: Análise da clivagem da α-espectrina em células que expressam NR1/NR2A após exposição ao 

peptídeo Aβ1-40. As proteínas da fracção citoplasmática de células transfectadas foram separadas por SDS-PAGE num 

gel de poliacrilamida a 6,5% e, após transferência para uma membrana de PDVF, foram marcadas com um anticorpo 

dirigido para a α-espectrina. A clivagem da α-espectrina por calpaínas dá origem a 2 fragmentos de 150 e 145 kDa, 

enquanto que a clivagem pela caspase-3 resulta em fragmentos de 150 e 120 kDa. Legenda: c, controlo positivo para a 

clivagem pela caspase-3 (150 e 120 kDa) e calpaínas (150 e 145 kDa) obtido de culturas primárias de células corticais 

tratadas com ácido 3-nitropropiónico 10 mM durante 24 horas (gentilmente cedido por Sandra Almeida); 1, HEKNR1-GFP 

incubadas com Aβ1-40 1 μM durante 24 h; 2, HEKNR1/NR2A; 3, HEKNR1/NR2A incubadas com Aβ1-40 1 μM durante 24 h; 4, 

HEKNR1/NR2A incubadas com Aβ1-40 1 μM e MK-801 10 μM durante 24 horas. A imagem é representativa de 3 

experiências independentes. 
  

A α-espectrina, ou fodrina, é uma proteína do citosqueleto clivada por calpaínas e pela 

caspase-3 em locais específicos. Os produtos de clivagem são uma medida da actividade 

destas enzimas e podem ser detectados por western-blotting. A clivagem por calpaínas 

resulta em 2 fragmentos de 150 e 145 kDa e a clivagem pela caspase-3 dá origem a dois 

fragmentos, de 150 e 120 kDa (Fig. 15) (Almeida et al., 2004).  

Após detecção por western-blotting (Fig. 15) verificámos que quer a exposição ao 

peptídeo Aβ1-40, quer a expressão dos receptores NMDA, não induziu a activação de 

calpaínas ou da caspase-3 uma vez que não foram observados quaisquer fragmentos 

resultantes da clivagem da α-espectrina. Estes resultados sugeriram que o processo de 
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morte associado à exposição de Aβ1-40 em células HEKNR1/NR2A não envolvia a activação de 

enzimas proteolíticas. 

 

3.3 Análise da morfologia nuclear 

Nos processos de morte celular dependentes ou independentes de caspases ocorre a 

clivagem do ADN nuclear (Dawson & Dawson, 2004; Leist & Jaattela, 2001)). Apesar de 

nas nossas condições experimentais não se ter observado a activação de caspases, 

verificámos a possibilidade de ocorrência de fragmentação e/ou condensação do ADN. 

  

A B 

 
Figura 16: Análise da morfologia nuclear de células HEKNR1/NR2A expostas ao peptídeo Aβ1-40. Células 

transfectadas com as subunidades NR1/NR2A e incubadas na ausência (A) ou presença (B) de Aβ1-40 1 μM, durante 24 h, 

foram fixadas e incubadas com um anticorpo anti-NR2A (vermelho). Os núcleos foram marcados com a sonda 

fluorescente Hoechst 33342 para a análise da fragmentação e/ou condensação do ADN. As imagens são representativas 

de 3 experiências independentes. 

  

As células HEKNR1/NR2A foram incubadas com Aβ1-40 1 μM durante 24 horas e a 

morfologia nuclear foi detectada por microscopia de fluorescência (Fig. 16). A expressão 

de NR1/NR2A e exposição ao peptídeo Aβ1-40 não alterou a morfologia nuclear das células 

HEK293 (Fig. 16A e B), de forma coerente com os resultados verificados nas figuras 14 e 

15. Estes dados indicaram que a morte observada após a expressão dos subtipos 

NR1/NR2A e exposição ao peptídeo Aβ1-40 era do tipo necrótico. 
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4. Alterações funcionais dos receptores NMDA  

  

São conhecidos vários moduladores da actividade do canal associado aos receptores 

NMDA. Estes moduladores podem ser iões como o zinco ou o magnésio, poliaminas ou o 

monóxido de azoto (Lynch & Guttmann, 2002). Foi também sugerido anteriormente que o 

fragmento tóxico do peptídeo Aβ (Aβ25-35) poderá actuar como agonista ou co-agonista dos 

receptores NMDA (Calligaro et al., 1993; Cowburn et al., 1994; Cowburn et al., 1997).  

Nesta parte do trabalho averiguou-se se a incubação com o peptídeo Aβ1-40 induzia 

alterações na permeabilidade ao cálcio do canal associado aos receptores NMDA. Nestas 

experiências, a incubação com Aβ1-40 foi efectuada durante 24 horas, ao invés das 48 horas 

dos estudos de toxicidade (secção IV.2), pois pretendíamos aferir a ocorrência de 

alterações que justificassem a morte celular generalizada. 

Os níveis intracelulares de cálcio em célula única foram analisados em células 

HEKNR1/NR2A e HEKNR1/NR2B previamente incubadas na ausência ou na presença de Aβ1-40 

durante 24 horas, na ausência de antagonistas dos receptores NMDA (Fig. 17A-D). Para 

tal, usou-se um protocolo de estimulação em que as células foram expostas a três estímulos 

consecutivos de NMDA (100 μM) e glicinia (10 μM) durante 30 segundos (Blevins et al., 

1995). Apenas as células transfectadas, identificadas pela fluorescência da GFP, foram 

consideradas para a análise do níveis intracelulares de cálcio. O perfil das respostas obtido 

nos três estímulos consecutivos de NMDA/glicina foi semelhante (Fig. 17A e B). Após 

quantificação da razão 340/380 para cada condição experimental (normalizado 

relativamente ao valor basal), verificou-se que os níveis de cálcio das células HEKNR1/NR2A 

incubadas com Aβ1-40 foram superiores aos valores obtidos em células não expostas a Aβ1-

40, após os 2 primeiros estímulos (Fig. 17C). No entanto, este aumento da permeabilidade 

ao cálcio não ocorreu em células HEKNR1/NR2B incubadas com Aβ1-40 (Fig. 17D). De facto, 

em células HEKNR1/NR2B observou-se um decréscimo dos níveis de cálcio intracelular após 

o primeiro estímulo de NMDA/glicina, em células expostas a Aβ1-40 (Fig. 17D). O 

aumento  dos níveis intracelulares de cálcio após  estimulação  dos receptores  NMDA do 
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Figura 17: Influxo de cálcio em célula única após estímulos consecutivos de NMDA/glicina em células HEK293 

transfectadas. As células HEK293 foram transfectadas e incubadas com Aβ1-40 1 μM durante 24 horas, na ausência (A-

D) ou na presença (E,F) do antagonista dos receptores NMDA quinurenato (1 mM). Após este, as células período foram 

incubadas com a sonda fura-2 AM e estimuladas três vezes (↑) com NMDA 100 μM e glicina 10 μM (NMDA+gli) 

durantes 30 segundos. (A, B) As variações dos níveis intracelulares de cálcio estão representadas como a razão de 

fluorescência 340/380 nm, normalizadas para a fluorescência basal. Cada traçado representa a média de todas as células 

transfectadas (entre 15 a 78 células por condição). Nas células não transfectadas não se verificaram aumentos dos níveis 

intracelulares de cálcio após o estímulo com NMDA+glicina. Nos gráficos C, D, E e F está representada a quantificação 

do aumento da razão 340/380 em células incubadas na ausência (C, D) ou na presença (E, F) de quinurenato 1 mM  os 

valores representados são média ± SEM  de 3 experiências independentes. Análise estatística: *p< 0,05.     

A  B 

C   D  

  
E  F 
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subtipo NR1/NR2A e exposição a Aβ1-40 parece ser coerente com o padrão de morte celular 

do tipo necrótico evidenciado pelos resultados anteriores. 

As células HEKNR1/NR2A e HEKNR1/NR2B foram também incubadas com Aβ1-40 (1 μM) na 

presença do ácido quinurénico, um antagonista reversível dos receptores NMDA, 

competitivo para o local de ligação da glicina (Fig. 17E e F). Nestas condições, verificou-

se que a pré-incubação com o peptídeo Aβ1-40 não induziu qualquer alteração dos níveis 

intracelulares de cálcio após estimulação com NMDA e glicina. Estes dados sugeriram que 

a alteração dos níveis intracelulares de cálcio verificada após estimulação dos receptores 

do subtipo NR1/NR2A ou NR1/NR2B e exposição a Aβ, requer que os receptores estejam 

activos durante a exposição prolongada ao peptídeo Aβ1-40.  
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Neste trabalho demonstrou-se que diferentes subtipos de receptores NMDA estão 

envolvidos de forma distinta na excitotoxicidade associada à exposição ao peptídeo Aβ1-40. 

De facto, o peptídeo Aβ1-40 potenciou especificamente a toxicidade induzida pela 

expressão do subtipo NR1/NR2A, através de uma diminuição dos níveis energéticos. A 

diminuição da integridade membranar, associada à ausência de características de morte 

celular por apoptose, sugere que nestas condições a excitotoxicidade ocorreu por um 

processo necrótico. Para além disso, a exposição ao peptídeo Aβ1-40 em células que 

expressavam as subunidades NR1/NR2A conduziu a um aumento dos níveis intracelulares 

de cálcio após a activação transitória dos receptores NMDA. No entanto, a expressão do 

subtipo NR1/NR2B não induziu toxicidade ou o aumento do influxo de cálcio. Estes 

resultados evidenciam uma relação entre a morte celular e os níveis intracelulares de cálcio 

no modelo celular utilizado e, particularmente, a relevância da subunidade NR2A nos 

processos de excitotoxicidade após exposição ao peptídeo Aβ.  

Uma dificuldade inerente ao estudo dos efeitos de cada um dos subtipos dos receptores 

NMDA tem sido a ausência de fármacos selectivos para cada uma das subunidades NR2, 

com a excepção das subunidades NR2B. O uso de antagonistas selectivos para subtipos de 

receptores NMDA compostos pela subunidade NR2B tem sido importante para determinar 

a importância desta subunidade em algumas patologias como a doença de Huntington, a 

doença de Parkinson ou a isquémia cerebral (Loftis & Janowsky, 2003, para revisão). Uma 

opção alternativa para este tipo de estudos seria o recurso a modelos animais modificados 

geneticamente. No entanto, devido ao importante papel fisiológico das subunidades NR2A 

e NR2B, os ratinhos knockout para estas subunidades não se desenvolvem normalmente 

(Sprengel & Single, 1999). Apesar disso, um estudo realizado num ratinho knockout para a 

NR2A mostrou que a ausência de expressão desta subunidade conferia protecção numa 

situação de isquémia focal (Morikawa et al., 1998). 

A expressão heteróloga dos receptores NMDA em células não neuronais, que não 

expressam nativamente qualquer subunidade dos receptores NMDA, permite responder a 

questões específicas relacionadas com os subtipos dos receptores NMDA, uma vez que é 

possível expressar receptores NMDA de composição definida. Quando expressos nestas 

células, os receptores apresentam características fisiológicas e farmacológicas semelhantes 

às dos receptores nativos. Para além disso, a sua expressão causa toxicidade, reproduzindo 



Discussão 86 

 

 Receptores N-metil-D-aspartato e toxicidade do peptídeo β-amilóide 

 

algumas características da excitotoxicidade neuronal (Lynch & Guttmann, 2001; Lynch & 

Guttmann, 2002, para revisão).  

Uma possibilidade experimental alternativa para distinguir a actuação de diferentes 

subtipos de receptores NMDA poderá ser a utilização de ARN de interferência (ARNi), de 

forma a bloquear selectivamente a expressão de cada uma das subunidades dos receptores 

NMDA. No entanto, esta abordagem também acarreta alguns problemas. No único estudo 

que até ao momento usou ARNi para bloquear a expressão das subunidades dos receptores 

NMDA (Kim et al., 2005) verificou-se que a ausência de expressão da subunidade NR2B 

conduziu à diminuição acentuada da expressão da subunidade NR2A. Para além disso, a 

localização sináptica da subunidade NR1 também diminuiu após o bloqueio da expressão 

da subunidade NR2B. Contrariamente, a diminuição selectiva da expressão da subunidade 

NR2A recorrendo ao ARNi não teve efeitos ao nível da expressão ou localização 

subcelular das subunidades NR1 ou NR2B, abrindo novas perspectivas para o bloqueio 

selectivo da expressão da subunidade NR2A (Kim et al., 2005). O efeito inesperado 

relativo ao uso de ARNi para a subunidade NR2B causa dificuldades na interpretação dos 

dados resultantes do bloqueio da sua expressão, sugerindo que a abordagem farmacológica 

continua a ser a melhor estratégia para bloquear selectivamente esta subunidade. 

Após a transfecção de receptores NMDA em células HEK293 avaliou-se a eficiência de 

transfecção de cada um dos subtipos NR1/NR2A e NR1/NR2B (Fig. 8 e 9). Verificou-se 

que, nas nossas condições, estes subtipos de receptores eram expressos com igual 

eficiência, permitindo um estudo comparativo entre as duas linhas celulares. Quarenta e 

oito horas após a expressão dos subtipos dos receptores NMDA observou-se uma 

diminuição significativa da viabilidade em células HEK293 que expressavam o subtipo 

NR1/NR2A, comparativamente ao subtipo NR1/NR2B. Esta perda de viabilidade foi 

parcialmente prevenida pelo MK-801, um antagonista dos receptores NMDA (Fig. 10 e 

11), reproduzindo resultados anteriores de outros grupos (Anegawa et al., 1995; Anegawa 

et al., 2000; Boeckman & Aizenman, 1996; Cik et al., 1993; Cik et al., 1994; Raymond et 

al., 1996; Varney et al., 1996). Como este antagonista apenas bloqueia os receptores 

NMDA quando o canal associado aos receptores se encontra aberto, pode-se inferir do 

efeito protector do MK-801 que os receptores NMDA expressos nestas células se 

encontravam activos. Adicionalmente, a exposição a NMDA e glicina induziu um aumento 

dos níveis intracelulares de cálcio apenas em células HEK293 transfectadas (Fig. 17), 
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permitindo verificar que a expressão em linhas celulares não neuronais reproduzia também 

algumas das propriedades fisiológicas dos subtipos NR1/NR2A e NR1/NR2B. 

Os efeitos resultantes da exposição de Aβ1-40 variaram de acordo com o método usado 

para a determinação de viabilidade celular, redução de MTT (Fig. 10) ou libertação de 

LDH (Fig. 11), uma vez que estes testes avaliam diferentes parâmetros celulares. O 

peptídeo Aβ1-40, per se, induziu uma diminuição estatisticamente significativa da 

capacidade de redução de MTT, baseado principalmente na redução deste composto por 

desidrogenases citosólicas e mitocondriais das células HEK293 (Fig. 10) (Mosmann, 

1983). No entanto, nas mesmas condições experimentais, o peptídeo Aβ1-40 não alterou 

significativamente a permeabilidade membranar (Fig. 11), os níveis intracelulares de ATP 

(Fig. 13) ou a activação de caspases ou calpaínas (Fig. 14 e 15). É possível que a 

diminuição da capacidade redutora das células após exposição ao peptídeo Aβ1-40 se tenha 

devido a um efeito directo do peptídeo nestes processos enzimáticos ou a um aumento da 

exocitose dos cristais de formazan (Abe & Saito, 1998; Liu & Schubert, 1997).  

Pela análise dos resultados de viabilidade obtidos através da redução de MTT (Fig. 10) 

verificou-se que a toxicidade induzida por Aβ1-40 era semelhante em células que 

expressavam NR1/NR2A ou NR1/NR2B. Esta toxicidade parece ser a soma dos estímulos 

tóxicos da expressão dos receptores e o efeito do Aβ1-40 nas células controlo, não indicando 

uma clara potenciação da excitotoxicidade pelo peptídeo Aβ1-40. No entanto, o antagonista 

MK-801 preveniu de forma mais pronunciada a perda da capacidade redutora em células 

que expressavam o subtipo NR1/NR2A (Fig. 10). Por outro lado, embora o peptídeo Aβ1-40 

não tenha induzido danos na membrana plasmática em células que expressavam NR1-GFP, 

um receptor não-funcional, ou em células HEKNR1/NR2B, o peptídeo induziu um aumento da 

permeabilidade membranar em células HEKNR1/NR2A (Fig. 11). Estes resultados foram 

confirmados pela detecção de um maior número de células em suspensão após exposição a 

Aβ1-40 em células HEKNR1/NR2A (Fig. 12). A exposição ao peptídeo Aβ1-40 também teve 

como consequência uma diminuição dos níveis energéticos das células que expressavam o 

subtipo NR1/NR2A (Fig. 13). Estes dados indicam que, nas nossas condições 

experimentais, a toxicidade associada aos receptores NMDA após a exposição ao peptídeo 

Aβ1-40 ocorre selectivamente pelo subtipo NR1/NR2A.    
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Diferentes vias de entrada de cálcio, tais como os receptores NMDA, receptores 

AMPA/KA permeáveis a cálcio e canais de cálcio dependentes de voltagem estão 

implicados na morte celular excitotóxica. O influxo excessivo de cálcio após a estimulação 

prolongada dos receptores NMDA resulta na incapacidade das células manterem a 

homeostasia intracelular de cálcio, através de uma deficiente extrusão de cálcio pelo 

trocador sódio/cálcio (Andreeva et al., 1991; Mattson et al., 1989; White & Reynolds, 

1995) ou pela Ca2+-ATPase da membrana plasmática ou do RE (Carafoli, 1991) e/ou pela 

incapacidade de sequestração de cálcio pela mitocôndria (Gunter et al., 1994; Pozzan et 

al., 1994). Nas nossas condições, a exposição ao peptídeo Aβ1-40 induziu um aumento dos 

níveis intracelulares de cálcio após a estimulação dos receptores NR1/NR2A (Fig. 17), 

indiciando que a morte celular poderá ser devida à desregulação da homeostasia 

intracelular do cálcio nestas células. Curiosamente, nas células que expressavam 

NR1/NR2B expostas ao peptídeo Aβ1-40 observou-se uma diminuição dos níveis 

intracelulares de cálcio após estimulação dos receptores. Estes dados parecem sugerir uma 

dualidade de actuação do Aβ1-40 na modulação dos receptores NMDA, potenciando a 

actividade do subtipo NR1/NR2A e diminuindo a actividade do subtipo NR1/NR2B.   

Várias enzimas intracelulares são activadas pelo aumento dos níveis intracelulares de 

cálcio, pelo que vários mecanismos têm sido implicados no processo de excitotoxicidade. 

De entre as várias proteases activadas por cálcio, tem sido dada grande importância às 

calpaínas, cuja actividade aumenta após a activação dos receptores de glutamato 

(Lankiewicz et al., 2000; Lee et al., 1991; Minger et al., 1998). A activação de calpaínas 

tem como resultado a clivagem de proteínas estruturais e a degradação do citosqueleto dos 

neurónios (Siman & Noszek, 1988). Para além disso, as calpaínas poderão direccionar a 

forma de morte para necrose através da prevenção da activação de caspases (Bizat et al., 

2003b; Lankiewicz et al., 2000). O aumento dos níveis intracelulares de cálcio observado 

após a estimulação do subtipo NR1/NR2A em células pré-expostas ao peptídeo Aβ1-40 (Fig. 

17) indiciou uma possível activação das calpaínas pois estudos de outros autores 

demonstraram que a entrada de cálcio pelo canal associado ao subtipo NR1/NR2A era 

mais eficiente na activação de calpaínas do que o influxo de cálcio pelo subtipo 

NR1/NR2B (Simpkins et al., 2003). No entanto, não detectamos actividade proteolítica das 

calpaínas após exposição a Aβ em células HEKNR1/NR2A (Fig. 15), sugerindo que nestas 

condições a morte celular não envolve a activação de calpaínas.  
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Embora haja evidências da ocorrência de morte celular por apoptose na DA (Cotman & 

Anderson, 1995; Li et al., 1997b; Yang et al., 1998), no nosso modelo tal não foi 

observado. A ausência de morte celular com características apoptóticas (Fig. 14 e 16), 

associada à perda de integridade membranar (Fig. 11), demonstra que, nas nossas 

condições, o peptídeo Aβ1-40 potenciou a morte celular com características necróticas, 

associada a um défice do metabolismo energético (Fig. 13). Este resultado reproduz o 

paradigma excitotóxico clássico que se supõe que ocorra na DA. É no entanto pouco 

provável que a explicação para este facto seja a ausência de mecanismos apoptóticos na 

linha celular HEK293, uma vez que outros autores verificaram a activação de componentes 

da via apoptótica nestas células (Arden & Betenbaugh, 2004; Zeron et al., 2001). De facto, 

num estudo anterior foram observadas características apoptóticas após a expressão do 

subtipo NR1/NR2B e de huntingtina mutante com uma expansão de 138 glutaminas, 

responsável pela neurodegenerescência que ocorre na doença de Huntington (Zeron et al., 

2001). No referido estudo, embora a expressão de huntingtina mutante tivesse potenciado 

ligeiramente a morte celular após a expressão do subtipo NR1/NR2A, não foram 

observadas evidências de apoptose (Zeron et al., 2001). No seu conjunto, estes dados 

parecem sugerir que a activação excessiva de NR1/NR2B poderá induzir processos de 

morte por apoptose, enquanto que a activação do subtipo NR1/NR2A mediará 

preferencialmente o processo de morte por necrose. 

Em culturas primárias de hipocampo, verificou-se que o influxo de cálcio através dos 

receptores NMDA com localização sináptica, compostos pelas subunidades NR1 e NR2B, 

promovia a morte neuronal necrótica, envolvendo a perda do potencial de membrana 

mitocondrial e a alteração da permeabilidade membranar. Contrariamente, o influxo de 

cálcio através de receptores NMDA localizados nas sinapses, compostos 

predominantemente pelas subunidades NR1 e NR2A, teve efeitos anti-apoptóticos através 

da indução da expressão de BDNF (do inglês, brain derived neurotrophic factor) mediada 

pelo CREB (do inglês, cAMP response element binding protein) (Hardingham et al., 

2002). Desta forma, enquanto a activação da subunidade NR2B parece ter um papel 

definido na indução de morte celular, por apoptose ou necrose, a activação da subunidade 

NR2A possui efeitos opostos, podendo induzir processos de morte celular necrótica ou 

promover a viabilidade celular. 
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Uma via envolvida na morte neuronal excitotóxica decorrente do aumento dos níveis 

intracelulares de cálcio é a activação da NOS, mais concretamente a isoforma neuronal 

(nNOS). Esta enzima é activada por cálcio através dos receptores de glutamato (Garthwaite 

et al., 1989; Gunasekar et al., 1995). O papel citotóxico do NO, o produto da actividade da 

nNOS, na excitotoxicidade está relacionado com a formação de ONOO-, que resulta da 

reacção espontânea entre NO e O2
•- (Lipton et al., 1993). De facto, in vivo, o peptídeo Aβ1-

40 induz neurotoxicidade por um mecanismo dependente da activação de receptores 

NMDA e que envolveu a produção de NO (Parks et al., 2001). A activação da nNOS 

também potenciou a morte neuronal induzida por activação de receptores TrkB e esta 

toxicidade foi mediada pela subunidade NR2A (Choi et al., 2004). Neste estudo, os autores 

observaram um aumento da fosforilação de resíduos de Tyr das subunidades NR2A e 

NR2B, sugerindo um aumento da actividade dos receptores NMDA. Assim, estes 

resultados indicam que, apesar de haver um aumento da actividade de receptores 

compostos pelas subunidades NR2A e NR2B, a morte celular pode ser mediada apenas 

pela subunidade NR2A. Curiosamente, a morte celular que ocorreu no estudo referido 

(Choi et al., 2004) teve características necróticas, como a alteração da integridade 

membranar, o que está de acordo com os resultados obtidos no nosso estudo, evidenciando 

o processo de morte por necrose na toxicidade mediada pela subunidade NR2A. 

Tendo em conta os resultados publicados por Choi e colaboradores (2004) poder-se-á 

considerar que o peptídeo Aβ1-40 induziu a alteração da fosforilação da subunidade NR2A 

potenciando a sua toxicidade. De facto, as subunidades NR2A e NR2B dos receptores 

NMDA são fosforiladas por cinases de Ser/Thr e por cinases de Tyr (Fig. 6), podendo ter 

como resultado o aumento da actividade dos receptores (Ali & Salter, 2001; Salter & 

Kalia, 2004). Por exemplo, verificou-se anteriormente que a Cdk5 aumentava as correntes 

electrofisiológicas de receptores NMDA recombinantes através da fosforilação da 

subunidade NR2A no resíduo Ser1232. Contrariamente, a inibição da Cdk5 endógena, ou a 

interrupção da interacção entre a Cdk5 e a subunidade NR2A, abolia a fosforilação no 

resíduo Ser1232 protegendo os neurónios piramidais da região CA1 do hipocampo dum 

insulto isquémico (Wang et al., 2003). Esta associação entre a Cdk5 e a subunidade NR2A 

na mediação de morte celular é muito interessante pois esta enzima desempenha um papel 

importante na patogenia da DA (Lee & Tsai, 2003, para revisão). A Cdk5 é a principal 

cinase responsável pela hiperfosforilação da proteina tau, conduzindo à formação das 
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tranças neurofibrilhares, uma das características histopatológicas da DA (Alvarez et al., 

1999; Patrick et al., 1999). Apesar da fosforilação da subunidade NR2A pela Cdk5 não ter 

sido demonstrada nas nossas condições, não podemos excluir esta possibilidade, pois a 

Cdk5 é expressa nativamente em células HEK293 (Zheng et al., 2002).  

O aumento da concentração intracelular de cálcio também poderá levar à activação da 

Cdk5 de forma indirecta. Tal como outras enzimas dependentes de ciclina, a activação da 

Cdk5 está dependente da ligação a um co-factor, que no caso da Cdk5 é o p35 ou o p39. O 

p35 pode ser clivado num fragmento menor, o p25, que activa de forma mais prolongada a 

Cdk5. Ao contrário do p35, o p25 induz neurotoxicidade e encontra-se em níveis elevados 

nos cerébros de pacientes de Alzheimer (Patrick et al., 1999). Curiosamente, as calpaínas 

são as enzimas responsáveis pela clivagem do p35 em p25 e a sua actividade também se 

encontra aumentada na DA, principalmente junto às tranças neurofibrilhares (Adamec et 

al., 2002; Grynspan et al., 1997; Iwamoto et al., 1991; Lee & Tsai, 2003). É interessante 

notar que em neurónios expostos a glutamato e Aβ25-35 foi observado um aumento da 

marcação de tranças neurofibrilhares (Mattson et al., 1992), indiciando um aumento da 

fosforilação da tau nestas condições. Poder-se-á então colocar a hipótese de que o peptídeo 

Aβ induz um aumento da concentração intracelular de cálcio devido à sobreactivação dos 

receptores NMDA, nomeadamente os compostos pela subunidade NR2A, conduzindo à 

activação de calpaínas. Estas por sua vez clivam o p35 em p25, levando à activação 

sustentada da Cdk5. O resultado da activação excessiva da Cdk5 é a hiperfosforilação da 

tau e o aumento da fosforilação e actividade dos receptores NMDA compostos pela 

subunidade NR2A, num ciclo que terminará, eventualmente, na morte neuronal. Embora 

neste estudo não tenha sido observada a activação de calpaínas, é possível que esta via 

ocorra na DA tendo em conta os dados descritos anteriormente. 

A expressão dos receptores NMDA é regulada durante o desenvolvimento, ocorrendo 

um aumento da expressão da subunidade NR2A e uma diminuição de NR2B nas primeiras 

semanas de vida (Kutsuwada et al., 1992; Monyer et al., 1994; Portera-Cailliau et al., 

1996; Sheng et al., 1994). No cérebro adulto coexistem receptores NMDA compostos por 

mais do que uma subunidade NR2, nomeadamente NR2A e NR2B (Chazot & Stephenson, 

1997; Luo et al., 1997; Sheng et al., 1994). Estes dados sugerem que a subunidade NR2A é 

incorporada em subtipos de receptores compostos por NR1/NR2A/NR2B, enquanto que 

durante o desenvolvimento embrionário predomina o subtipo NR1/NR2B. Os subtipos de 
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receptores NR1/NR2A/NR2B têm propriedades farmacológicas únicas híbridas dos 

receptores NR1/NR2A e NR1/NR2B (Vicini et al., 1998). Tendo em conta os nossos 

resultados, é possível que a subunidade NR2A confira a estes subtipos de receptores 

propriedades excitotóxicas que poderão ser importantes na DA, mediando a morte selectiva 

dos neurónios ricos em subtipos NR1/NR2A ou NR1/NR2A/NR2B. No entanto, existem 

na literatura dados relativamente opostos no que diz respeito à expressão das subunidades 

NR2A e NR2B na DA. Foi descrito anteriormente uma diminuição da expressão de 

receptores NR2B no hipocampo de doentes de Alzheimer, enquanto a expressão de NR2A 

se mantinha inalterada (Mishizen-Eberz et al., 2004), indicando a morte selectiva dos 

neurónios que expressavam a subunidade NR2B no hipocampo. No entanto, outro estudo 

refere que, em regiões cerebrais susceptíveis na DA, ocorre uma diminuição da expressão 

de NR2A e de NR2B (Hynd et al., 2004). Por outro lado, Sze e colaboradores (Sze et al., 

2001) relataram que no hipocampo ocorre um decréscimo da subunidade NR2B e no 

córtex ocorre um decréscimo das subunidades NR2A e NR2B. Deste modo, é possível que 

diferentes áreas cerebrais afectadas na DA possam ser diferencialmente susceptíveis, de 

acordo com a composição e/ou distribuição de subtipos de receptores NMDA.  

Neste trabalho, os dados obtidos em células HEK293 transfectadas sugerem que 

diferentes subtipos dos receptores NMDA poderão ter um papel diferencial na toxicidade 

celular que ocorre na DA. Estas evidências deverão ser aprofundadas no futuro através da 

utilização de modelos neuronais. É também fundamental que sejam desenvolvidos 

antagonistas selectivos para a subunidade NR2A. Este facto, por si só, iria impulsionar o 

estudo nesta área, permitindo avaliar o efeito neuroprotector do bloqueio deste subtipo 

específico em várias doenças neurodegenerativas, incluindo a DA.  
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