Receptores NMDA contendo subunidade GluN2B estao
envolvidos na neurodegeneracao e ativacao microglial

Causados

O status epilepticus (SE) é definido como uma ou mais crises epilépticas sem
recuperacao da consciéncia com duracao de 30 minutos ou mais.!'! O SE, quando
ocorrido durante periodos criticos de desenvolvimento encefalico, pode causar
danos neurologicos, os quais muitas vezes sao irreversiveis. Esses danos estao
frequentemente associados a excitotoxicidade mediada por receptores
glutamatérgicos do tipo NMDA (NMDAR)Z, que pode resultar em
neurodegeneracao e inflamacao encefalicas.

Alguns trabalhos tém sugerido que as diferentes combinacoes de subunidades
dos NMDAR estao envolvidas de diferentes maneiras nesses eventos excitotoxicos
do SE. Portanto, nesse trabalho, nosso objetivo foi investigar o envolvimento da
subunidade GIluN2B (através da administracao dos antagonistas seletivos de
NMDAR contendo a subunidade GIuN2B, CP-101,606 e CI-1041) sobre a
neurodegeneracao e ativacao microglial induzida pelo SE em ratos jovens.

Materiais e Meétodos

O status epilepticus: ratos wistar machos, com 16 dias de vida, foram submetidos
ao SE. No 16° dia de vida os animais receberam uma injecao de pilocarpina (60
mg/Kg, i.p.), 18 horas apos a injecao de LiCl (3 mEq/Kg, i.p.)l. Quinze minutos apos
a injecao de pilocarpina os animais foram tratados com salina (Sal - grupo
SE+Sal); Cetamina (Cet — grupo SE+Cet); CP-101,606 (CP - grupo SE+CP) ou CI-
1041 (CI - grupo SE+CI).
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Salina Cetamina CP—101,606 CI-1041
0,9% 22,5mg/Kg 10mg/Kg 10 mg/Kg
Sete dias apos a inducao do SE, os animais foram anestesiados, perfundidos e
seus cérebros removidos para avaliacao histologica na regiao CA1 do hipocampo
(CA1), no nucleo talamico ventro medial (VM) e no nuicleo medial postero-ventral
da amigdala (MePV). Foram realizadas as técnicas:

* Fluoro-Jade C: avalia neurodegeneracao.
* Cresil Violeta: marcacao de Corpusculo de Nissl.
* Imunofluorescéncia para Ibal e ED1: avalia recrutamento e ativacao microglial.

Resultados Parciais
Padrao Convulsivo _

O status epilepticus foi caracterizado por automatismos orofaciais continuos,
salivacao, mastigacao, clonismo dos membros anteriores, perda de reflexo de
endireitamento e quedal®. O tratamento com cetamina diminuiu a intensidade das
manifestacoes motoras, as quais cessaram apoOs aproximadamente 5 minutos.
Contudo, a administracao de CI-1041 ou CP-101,606 nao alterou o padrao
convulsivo em relacao ao grupo SE+Sal.

Apos 7 dias, o indice de mortalidade foi de 50% para o grupo SE+Sal e SE+CP,
46% para o grupo SE+CI e 11% para o grupo SE+Cet.

Peso Corporal

Ganho de Massa Corporal

Figura 1 - Ganho de Massa Corporal.
Alteracao da massa corporal em relacao a P15.
O * indica p<0.05 entre os grupos SE+Cet e
SE+Sal. O # indica p<0.05 entre os grupos
SE+CI e SE+Sal. Dados expressos em média *
SEM. One-way ANOVA seguido do Tukey's
multiple comparisons test.
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Tabela 1 - Numero de Neuronios Positivos para Fluoro-jade C

Estruturas Encefalicas

Grupo

CAl VM MePV
SE+Sal 19.33+7.37 109.10£17.63 303.20%£104.90
SE+Cet NE* NE* NE*
SE+CP 10.50£7.03 76.10+13.46 319.90+98.70
SE+CI NE* 2.58+2.58* NE*

NE indica que nenhum neuronio foi encontrado. * indica p<0.05 em comparagao ao grupo SE+SAL. Média=S.E.M.
Kruskal-Wallis test seguido de Dunn's multiple comparisons test.
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Figura 2 - Neurodegeneracao induzida por SE. Cortes coronais mostram um numero reduzido de
neuronios marcados com Fluoro-jade C nas regioes encefalicas de animais tratados com cetamina e
CI-1041 quando comparados aos animais tratados com salina. Aumento de 100x.
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Figura 3 - Recrutamento e ativacao microglial induzido por SE. Imunofluorescéncias para Ibal
(recrutamento — verde) e ED1 (ativacao - vermelho). Sobreposicao de marcacao possui uma
coloracao verde-amarelado. Analise qualitativa dos cortes coronais mostram uma redu¢ao no
recrutamento e ativacao microglial nos grupos SE+Cet e SE+CI quando comparado ao grupo SE+Sal. O
tratamento com CP nao alterou o recrutamento e ativacao microglial quando comparado ao grupo
SE+Sal. Aumento de 630x.

* Diferentemente da cetamina, a administracao de CP ou CI nao foi o suficiente
para atenuar as crises convulsivas.

* O tratamento com Cet ou CI acelerou a recuperacao dos animais submetidos ao
SE, uma vez que os animais de ambos os grupos recuperam massa corporal mais
rapidamente que os animais do grupo SE+Sal (Fig. 1).

* A administracao de Cet ou CI preveniu a massiva neurodegeneracao induzida
pelo SE em todas as regioes analisadas (Tabela 1 e Fig. 2), indicando um
envolvimento da subunidade GluN2B nesse processo.

* O tratamento com Cet ou CI diminuiu o recrutamento e ativacao microglial em
todas as regioes analisadas (Fig. 3), indicando um envolvimento da subunidade
GluN2B nesse processo.

* Juntos, nossos resultados sugerem que o antagonismo de NMDAR contendo a
subunidade GluN2B durante o SE nao é eficiente em cessar as crises epilépticas,
porém é eficiente em evitar o dano cerebral a curto prazo. Estes dados sugerem
que a subunidade GluN2B é um potencial alvo para o desenvolvimento de
terapias antiepilépticas complementares.
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