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RESUMO

O péptido vasoactivo intestinal (VIP) € um péptimeuromodulador que se
encontra largamente distribuido no sistema nercestral e periférico e tem um papel
determinante em muitas acc¢fes bioldgicas em marsifé&fo hipocampo, € expresso
exclusivamente em interneurdnios, sugerindo quendodstar envolvido na regulacéo
da transmissdo GABAérgica do hipocampo. O VIP aetuavés da activagdo de dois
receptores selectivos, o VPAE o VPAG.

Em estudos prévios no nosso laboratério obsergogue o VIP inibe a LTP
através da activagcdo dos receptores VPAabendo que as proteinas PKA e PKC séo
de grande importancia na conversdo da memdéria da duracdo em memorias de
longa duracéo, e que as accdes via VPA& hipocampo foram associadas a activacao
da PKC ou de proteinas Gi, 0 objectivo deste thabfdi investigar: 1) o envolvimento
da PKA e PKC na inibicdo da LTP, mediada pelospteces VPAG e ainda 2) o
envolvimento da fosforilagdo da subunidade GluRd réceptores AMPA na serina 845
pela PKA e na serina 831 pela PKC ou CaMKIl nessama inibicao.

Para tal utilizaram-se fatias de hipocampo desrdéo6 semanas e efectuaram-se
registos extracelulares dos fEPSPs. Foi estimdaat@a CA1 n&tratum radiatumou
seja, sobre as fibras colaterais de Schaffer estewgm-se os fEPSPs também no
Stratum radiatumna zona de contacto entre as fibras colateraiSdwffer e as
dendrites das células piramidais. Induziu-se a IpoP estimulacddheta-burst(5x4
burstsde 100Hz separados por 200ms, durante 1 segundiizaram-se os inibidores
da PKA (H-89, 1uM), PKC (GF109203X, 1uM) para aamlo envolvimento destas
cinases no efeito do antagonista dos receptorey,H?G 97-269 (100 nM) na LTP. A
fosforilacdo da subunidade GIuR1 dos Rs AMPA naisae 845 (alvo da PKA) e 831
(alvo da PKC e CaMKIl) foi avaliada p&/estern-blattendo primeiramente as fatias
de hipocampo sido submetidas a uma estimulagdocanga com um protocolo de
estimulacadheta-burstsemelhante ao utilizado nos registos extracelsilare

Os resultados do presente trabalho demonstraranqgger a presenca do
inibidor da PKA (H-89,1uM) quer do inibidor da PKGF109203X 1uM) nao alterou
significativamente o efeito do antagonista dospemes VPAG (PG 97-269, 100 nM)
na LTP induzida potheta-burst que apresentou um valor aproximadamente, duas

vezes superior ao do da respectiva situacio conparia cada grupo experimental. E
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ainda de salientar que por si sO, a presenca quérilnidor da PKA (H-89) quer do
inibidor da PKC (GF109203X) néo alterou signifieatnente a LTP obtida em situagao
controlo (vias controlo - 1theta-burst. No estudo da fosforilacdo da subunidade
GluR1 observou-se que o antagonista dos recepftAE; alterou significativamente

a fosforilagdo unicamente na serina 845. No entardio houve alteragbes na
fosforilacdo da GIUR1 em resposta a estimulalgéta-burst

Em concluséo, a inibicdo da LTP por accdo do \fibgeno ndo depende da
actividade das proteinas PKA e PKC, nem da fosighd da subunidade GIuR1 dos

receptores AMPA. No entanto, a inibicdo da fosémdlo da GIuR1 pelo VIP endbgeno

podera ser importante na regulacadateLTP.

Palavras-chave:VIP, LTP,theta-burst VPAC,, PKA, PKC, fEPSP, hipocampo, CAL.
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INTRODUCAO

1.1-Hipocampo

O hipocampo é um dos componentes do cérebro huquanse localiza na zona
central, na base dos lobos temporais do cértexo@ré-igura 1). O seu nome deriva
do grego fippos= cavalo kampos= monstro marinho) devido a sua grande semelhanca
com o cavalo-marinho. E considerado a sede da neméstando envolvido no
armazenamento temporario da informacédo e das masn@tentes e em fendmenos da
formacdo da chamada memdria de longa duracdo. [pesdra também um importante
papel na navegacédo espacial (Bsal, 2001; Burgesst al, 2002; Lopes da Silvet
al., 1990).

O sistema limbico é constituido por um conjunt@siieuturas circunjacentes ao
tronco cerebral que se interconectam. Ele constiboa associacdo entre partes do
cérebro e diencéfalo que englobam: os lobos déxasrebral (especialmente o cortex
de associacao limbico), diversos nucleos da basgazampo, a amigdala, o fornix
(conjunto de feixes que fazem a ligacédo entre odaimpo e hipotalamo), o septo, o
talamo e o hipotalamo. Todas as estruturas destglero sistema encontram-se
fortemente interligadas e estdo envolvidas em niwoas de sobrevivéncia basica, na

motivacdo, na aprendizagem e nas emocdes (Sher2ood).

CORTEX
CEREBRAL

HIFQCAMPO

AMICDALA

Figura 1. Localizagdo do hipocampo no cérebro humano

(http://cienciahoje.uol.com).
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O hipocampo apresenta uma organizacao bastantlareg longo do seu eixo
septo-temporal, sendo assim ideal para investigagbatomicas e fisioldgicas. Foi
através dos estudos do médico espanhol Santiag@rRgnCajal, prémio Nobel da
Medicina em 1906, e do seu discipulo Rafael Loreet®&6 que se ficou a conhecer a
maioria da informacao existente sobre a sua orgef@ estrutural, as suas redes de
conectividade celular e os circuitos neuronaisréfai2007; Figura 2). Danos severos
no hipocampo resultam em profundas dificuldadedonmacdo de novas memarias
(amnésia anterégrada) e muitas vezes também afextanmemorias anteriores a lesao

(amnésia retrograda).

Figura 2. Organizacdo neuronal do hipocampo de ratgortéx entorrinal,

B,-Subiculum C- Cornu AmmonisD- Gyrus dentatusk- Fornix, F- fibras
aferentes ao cortex entorringg- Stratum AlveusH- matéria cinzenta
periventricular;a- axénio da célula piramidab- terminais de axonios-
fibras perforantes profundasl- fibras perforantes superficiaig feixe
perforante profundd- fibras da fimbriag- neurénio piramidalh- dendrite
apical de um neurénio piramidal do hipocampe,fibra colateral de
Schaffer, j- fibora musgosa com origem em célula granulosaGjous
dentatusk- axdnio colateral recorrene de um neurénio piramiddaptado
de Shepherd, 2003; inicialmente descrito em RamBajgl, 1911).
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1.1.1-Organizacdo anatémica do hipocampo

A estrutura do hipocampo engloba duas camadasciiiotcortical interligadas
entre si, organizadas a volta de dois diferenfgsstde células, a camada de células
granulares d@yrus dentatu® a camada de células piramidaisGwnu AmmonisO
Gyrus dentatug® constituido por trés camadas:Stratum Moleculare que contém
dendrites dos neurénios granulososStatum Granulosumgue contém 0S Ccorpos
celulares das células granulgsas Stratum Polymorfumtambém conhecido como
regido hilar, constituido pelos neurdnios polinawé (interneurénios) e axénios dos
neurénios granulares.

O Cornu Ammonig ainda dividido em quatro areas, designadas CAR, C
CA3 e CA4, onde CA abrevia o seu no@ernu AmmonisA area CA1l encontra-se
perto doSubiculumadjacente ao cortéx entorrinal e a regido CAdamatdirectamente
com o Gyrus dentatugFigura 3.A e B). OCornu Ammonisencontra-se também
estratificado em cinco diferentes camadas (LopeSibta et al, 1990; Cunha-Reis,
2006): o StratumLacunosum-molecularque contéem as dendrites apicais das células
piramidais; oStratum Radiatumque contém (na area CAl) as fibras colaterais de
Schaffer, os axdnios das células da regido CA3, ague formam sinapses com as
dendrites das células piramidais da regidao CA$tratum Piramidaleque contém os
corpos celulares das células piramidais. Estasasétorrespondem a cerca de 90% dos
neuronios do hipocampo; $tratum Oriensque contém as dendrites basais das células
piramidais e os corpos celulares dos interneuroBidBAérgicos e dStratum Alveus
gue contém os axonios das células piramidais.

As vias excitatorias do hipocampo constituem uroudio tri-sinaptico lamelar
em série. No hipocampo do rato este circuito égretigular ao eixo longitudinal do
hipocampo. Neste circuito, em condigbes normaiscéslas granulares dGyrus
dentatusrecebem sinais excitatorios glutamatérgicos, prevees do cortéx entorrinal
(camada Il), atraveés da via perforante (Figura 3A3)células entorrinais da camada |l
projectam também os seus axénios as regides CAR3e @as células granulares do
Gyrus dentatugpartem fibras axonais que formam a via das filbnasgosas que se
projectam sobre a regido CA3 e CA2. Por sua vezeosOnios piramidais da regido
CA3 enervam a regido CAl atraves das vias dassfibodaterais de Schaffer, que
formam sinapses excitatérias glutamatérgicas (SrdpR003, Figura 3.D). Os axdnios

das células piramidais da regido CA1l estao orgdoizaoStratum Alveus projectam-

19



se lateralmente paraSubiculume outras areas constituindo a principal via ddasdée

informacé&o ¢utpud do hipocampo.

A B

cay

_.. = _L ______ hippocampal
Fissure

Fasdia

Dantars

S.FPalymorphom

Clil via per.

EC

lCII via per.l

to EC

mf sc

DG » CA3

CAl

\ 4

from EC

T T

Figura 3.Anatomia do hipocampoA{ Representagédo transversal de uma
fatia de hipocampo com indicacdo da localizacdodiderentes areas e
indicacdo do circuito excitatorio tri-sindpticoB)( Representacdo das
camadas constituintes dGornu Ammonise do Gyrus dentatus (C)
Indicacdo do circuito excitatério tri-sindptico nairfatia de hipocampoD]
Esquema representativo do circuito excitatéricsitiaptico do hipocampo
DG- Gyrus dentatuseC- cortéx entorrinalff- fibras dafimbria, mf- fibras
musgosassc fibras colaterais de Schaffer, CIlI via perfantada Ill da via
perforante, CIl via perf.- camada Il da via peaftte, A. e B. Cunha-Raeis,
2006; inicialmente descrito em Andersenal, 1971 e Amaral e Witter.
1989;C. http://www.uku.fi/neuro).
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1.1.24nterneurénios GABAérgicos

O hipocampo contém, em todas as suas areas,aatémos que correspondem
a cerca de 10% da sua constituicdo neuronal (Ld@&lvaet al, 1990). Estes usam o
neurotransmissor inibitério GABA e desempenham irtgrdes funcdes tais como a
inibicdo perisomatica das células excitatoriagretacao retrograda.

Devido a sua grande heterogeneidade quer a nigelsuwh morfologia,
caracteristicas electrofisiologicas e marcadordecutares existem varios critérios para
a sua classificacdo. Segundo ®ikal. (1994) podem ser considerados dois grandes
grupos de interneurénios na area CA1l tendo em eontarfologia das suas projec¢des
axonais. Um dos grupos é caracterizado por popsgiuenas arborizagcées axonais que
sdo restritas relativamente a outros interneuronidsste grupo fazem parte as
chamadas células “basket”, as células axoaxonicas enterneurénios da camada
Stratum Oriense Alveus que concentram colaterais axonais SteatumLacunosum-
moleculare Os interneurénios do segundo grupo apresentanificagdes axonais
muito mais elaboradas interagindo com outros ietendnios e células de varias zonas
do hipocampo. Deste grupo fazem parte os intern@gdiestratificados, trilaminares
e ainda os interneurénios que se projectam pasadeaarea CAl para a area CA3, e
para oGyrus dentatugSomogyi e Klausberger, 2005)

Vérios estudos tornaram evidente que os intermeasddo hipocampo se
encontram organizados em redes, sendo respong@elaisoordenacdo da actividade
oscilatoria (Buzsaki, 2001). Varios marcadores deos evidenciaram a natureza
inibitoria dos interneuronios como o GABA, GAD65 @AD67 e verificou-se a
existéncia de diferentes tipos de péptidos e praseide ligacdo ao €ana sua
constituicdo, tais como o péptido vasoactivo imest(VIP), o neuropeptideo Y, a
parvalbumina, a calbindina, a substancia P, a smtaina, a calretinina e a
colecistocinina, 0 que permite uma classificacdswgpopulacdes nos interneurdnios.
De acordo com a sua morfologia podemos distingericac de vinte tipos diferentes de
interneurdénios, com uma grande variedade na fonama&xtensdo das ramificacdes e na
distribuicdo dos diferentes componentes celulagendrites, soma e projeccdes
axonais) pelas diferentes camadas do hipocampo.

Segundo a classificacdo usada por Somogyi e Kéagsb (2005) as células
“basket” sdo responsaveis pela inibicdo perisomatistas células podem ainda ser

subdivididas em trés grupos, de acordo com o sete@do neuroquimico, sendo que
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um deles contém VIP. Os interneurdnios que sekattdnte tém como alvo outros
interneurénios podem ser subdivididos em trés grypoll e IIl), de acordo com as
camadas em que se projectam e com 0 seu contetdmnanico. Os grupo Il e 11l sdo
interneurdénios que contém VIP (Figura 4). Os irgaronios doStratumLacunosum-
moleculare recebem a maioria dos seusputs excitatérios (cerca de 70%) das
projeccdes retrogradas das células piramidais e @Al e parecem ser responsaveis
pela inibicaofeedbackdas dendrites das células piramidais e pela er&@ovae outros
interneuronios nesta camada. Estas células sédoemanavo dos interneuronios do
grupo Il que contém VIP.

Um estudo bastante importante identificou o numéstal de sinapses
(inibitorias e excitatorias) que servemidput aos diferentes tipos de interneuronios da
area CAl do hipocampo (Gulyas al, 1999). Embora o numero total de sinapses seja
maior nos interneurdnios que contém parvalbumid®.G00) do que nos que contém
calbindina (~4.000) ou calretinina (~2.200), ioputs GABAérgicos sdo em maior
namero nos interneurénios que contém calbindin@%)3em relacdo aos que contém
calretinina (~20%) ou parvalbumina (~6%). O padd&oinervacdo glutamatérgica é
também distinto j& que os interneurénios que conparvalbumina e calretinina
receberem sinapses de todas as camadas do hipgcanqpeanto 0s que contém
calbindina recebem fundamentalmente sinapses Heas ficolaterais de Schaffer do
Stratum radiatumOs interneurénios que contém parvalbumina e caingtj por sua
vez, sdo activados de maneira anterogtadi pelas fibras colaterais de Schaffer como
pelas fibras entorrinais e por aferentes talamécamda de uma maneira retrograda por
colaterais recorrentes da regido CAL.

Os interneurdnios do hipocampo tém varias caraticas eléctricas e de
disparo que sédo fundamentalmente distintas dasayaeterizam as células piramidais.
Entre as caracteristicas que mais se destacam astevada frequéncia de disparo,
potenciais de ac¢do mais rapidos, assim como GsEe8Ps, elevada hiperpolarizacéo
apos o disparo, acomodacao de disparo quase awsemte ultimo, tém um potencial
de repouso cerca de 10-15mV mais despolarizadogdag com que 0s interneuronios
sejam mais facilmente excitaveis do que as céhilanidais (ver Jonast al, 2004;
McBain e Fisahan, 2001 para revisao).

Outra importante caracteristica dos interneurédm$ipocampo € a existéncia

de sinapses eléctricas entre interneurdnios comessnas propriedades de disparo, 0
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que proporciona uma sincronizagcdo em populacdésidies de interneurdnios e forma

a base dos ritmos oscilatorios de populac6es naisrdo hipocampo (Buzséaki, 2001).

Glutamatergic inputs from:

CA3
thalamus
""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" str. fac.
mol,
i r;j """""""""""""""" str. rad,
gliaform
cell
?
str, pyr.
-E LM-R-PP -str. or.
il i assoc.
' B nLom
Axo basketbasket basket  Bistra: O-LM  Schaffer- CCK CR ER
axonic cell cell  cell tified cell  collateral : VIP VIP
cell PV CCK CCK cell PV assoc. trilaminar  back- H|plp-se;|)tum :
PV ViP PV SM Cell cell projection Er:]'scl‘;
sm CcB m2AChR gell 2y
CCK mGIluR8 ?

Figura 4. Subtipos de interneurénios na area CAl1 do hippoan®s
interneurdnios 1-12 enervam as células piramid&iS-é6 tém como alvo
outros interneurénios. O corpo celular e dendritless interneurdnios
encontram-se a azul ou verde e as projec¢cOes dodoaxestdo a amarelo.
Os inputs glutamatérgicos da area CA3 apresentam-se deecde \escura,
do cortex entorrinal a amarelo, do talamo a azld amigdala a verde claro.
A preto encontram-se as enervagfes de uma cétalaigal. O nome e os
marcadores neuroquimicos de cada interneurénion&iaco-se assinalados
por baixo de cada célula: CB- calbindina, CCK, cskdcinina; CR,
calretinina; LM-PP, via perforanteadunosum-moleculareLM-R-PP, via
perforante lacunosum-moleculare radiatym m2, receptor tipo 2
muscarinico; mGIluR7,8, receptores metabotrépicogyldeamato 7 e 8;
NPY, neuropeptideo Y; PV, parvalbumina; SM, somatos; VIP, péptido
vasoactivo intestinal; VGLUT3, transportador velacule glutamatostr.lac
mol, Stratum lacunosum-molecularstr.rad, Stratum radiatumstr. pyr,
Stratum piramidalgstr.or, Stratum OriengAdaptado de Cunha-Reis, 2006,

inicialmente descrito em Somogyi e Klausberger 5200
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1.1.3Ritmo theta no hipocampo

O ritmotheta(5-12Hz) € um dos ritmos cerebrais mais estudaésybservado
no eletroencefalograma dos mamiferos durante soeqgdlo/locomocdo e durante o
sono REM (Figura 5). Este ritmo atraiu especiahgde devido ao seu envolvimento
em fungBes mnemonicas no hipocampo (Buzsaki, 20@2)eadamente a formacédo de
memorias de curta duracao, e é em grande partadispe da regulacdo do hipocampo

porinputscolinérgicos do septo médio (Buzsaki, 2002; Mackap6).
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CA1 do hipocampo, com o auxilio de uma sonda deosi. Ondas gama
encontram-se assinaladas com setasstratum Oriens p- camada de
células piramidaig;-stratum Radiatumm- stratumLacunosum-moleculare
g- camada de células granulogasiegido hilar (Buzsaki, 2002, inicialmente

descrito em Bragiet al, 1995).

O mecanismo através do qual o ritthetainfluencia a formacédo de memdérias
no hipocampo parece residir na sua capacidade tmgiar a forca denputs que
chegam simultaneamente com a fase positiva ddste.riAssim, a combinacao de
inputs de fracos de alta frequéncia (portadores de irdgém) com um ritmo forte de
baixa frequénciatlietg na sua fase positiva (despolarizante), permitexcti®sacao dos
receptores NMDA e consequentemente alteracfesng® li@rmo nestas sinapses (ver

seccOes seguintes para mecanismos), que se peasanesa base das alteragbes de
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processamento necessdarias ao armazenamento de iazeifv@r Malenka e Nicoll,
1999; Verteset al 2004; Vertes, 2005 para revisdo). Este fenOmeamecp estar
relacionado com a coexisténcia temporal da libédade glutamato pelas fibras

portadoras de informacéo e a despolarizacdo desabens celulares pelo ritntbeta

1.2-Plasticidade sinaptica

Uma das mais importantes propriedades do cérelarglésticidade, uma vez
que é neste fendmeno celular que se baseia a stnetadanca do cérebro ao longo da
vida do individuo. A capacidade para aprender m@émemorias € possivel, devido a
constante mudanca neuronal (plasticidade), posnapses tém um aspecto dinamico,
permitindo assim uma grande comunicacgéo entre nes0com formagdo de novas e
maiores redes de ligacdo neuronal (Lee, 2006). fdscipios celulares para a
aprendizagem e memoria residem assim em modulapdégticas de curta e longa
duracdo desencadeadas por mecanismos de plasticidagtica.

A plasticidade sinaptica pode assumir muitas fgrreater diferentes janelas
temporais. Vérias formas qéasticidade sinptica de curta duracadde milisegundos
a varios minutos) foram observadas nas sinapsesvaties organismos, desde
invertebrados a mamiferos (Zucker e Regehr, 2B tipo de plasticidade tem um
importante papel em adaptacdes de curta durag@iolode inputs sensoriais, mudancas
transitérias de estados de comportamento e forrmama@moria de curta duracdo. A
maioria das formas de plasticidade sinaptica déacduracdo é desencadeada por
pequenos estimulos que causam uma acumulacdotdrinsle C4' nos terminais
nervosos pré-sinapticos, o que desencadeia aleachba libertacdo dos
neurotransmissores, modificando os processos hiocps de exocitose das vesiculas
sinapticas (ver Citri e Malenka, 2007 para revisao)

As formas de plasticidade sinaptica mais estudadasistema nervoso central,
na transmissao sinaptica excitatoria, sdo aspldsticidade de longa duracéo
potenciacéo de longa duracao (LTP) e depressamnde duracdo (LTD). Ambos estes
fendmenos foram observados na regido CAl do hippoamsao desencadeados pela
activacdo dos receptores NMDA e subsequente aundentoncentracdo do €gos-

sinaptico, que constituem elementos molecularemnesss na aprendizagem.
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Para desencadear um fenédmeno de LTP, é necess#riestimulo de alta
frequéncia (ex.100 Hz) de curta duragdo, que desem uma despolarizacio
permitindo a activacdo dos receptores NMDA. Emdestude aprendizagem em ratos,
observou-se que ao bloquear os receptores NMDAccantagonista AP5, que também
€ um inibidor da LTP, verificavam-se deficiéncias formacdo de memodrias, o que
prova que ha uma relacdo funcional entre eles (Mat al, 1986). Embora os
processos de transducdo de sinal da LTP estejame lale serem totalmente
compreendidos, uma das proteinas que se pensapidgean um papel determinante &
a cinase Il dependente de “@ealmodulina (CaMKIl), jA que em experiéncias de
inibicdo pos-sinptica desta proteina, a LTP ndaniduzida (ver Citri e Malenka,
2007; Lynch, 2004 para revisao).

A inducéo de LTD observa-se vitro quando se utilizam estimulos de baixa
frequéncia (0.5- 3Hz) e requer uma concentracacafé intracelular pds-sinaptico
inferior a necesséria na LTP. Envolve a activagé@rdteinas tais como a PP1 que se
acredita desempenhar as mesmas funcdes que a CadKITP (Citri e Malenka,
2007; Malenka e Bear, 2004).

Nesta dissertacdo vai ser abordado, mais detalteada, o fenOmeno de

plasticidade sinaptica da potenciacéo de longacdoraa area CA1 do hipocampo.
1.3-Potenciacao de longa duragé&o no hipocampo

A potenciacdo de longa duracéo (LTP) foi primeirateebservadan vivo por
Terje Lemo e colaboradores em 1966Gyus dentatuslo hipocampo, que ao induzir
uma estimulacao eléctrica de alta frequéncia (190tdzvia perforante durante alguns
segundos produziu um aumento dos potenciais eXddat pos-sinapticos (fEPSPs,
Figura 6). Este aumento pode durar varias horas,ali mesmo meses. Em 1975 a LTP
foi observada na area CA1 do hipocampo apos estg@altetanica por Schwartzkroin e
Wester. Estudos posteriores vieram demonstrar a degendéncia pelo €a
(Dunwiddie e Lynch, 1979) e pelos receptores NM@Al(ingridgeet al, 1983).

Do ponto de vista funcional, a LTP corresponde gpumeesso de facilitagdo do
sistema nervoso, que pode afectar tanto a trandongeaptica como a excitabilidade
neuronal, e cujo estabelecimento depende da duracda frequéncia do estimulo

repetitivo. Este fendmeno é proposto como o modgfgerimental para as alteracbes

26



sinapticas que estdo na base da aprendizagem erdaria (Leamo, 2003; Malenka e

Nicoll, 1999). A LTP apresenta caracteristicas cosnao préprio processo de formacao
da memdria tais como: a) ocorrer no hipocampo; d) isduzida rapidamente,

fortalecida, prolongada por repeticdes e entratgpiosmente em estabilizacao; c) o tipo
de estimulagdo que a induz mimetiza o rittheta que é registado no hipocampo
durante comportamentos de aprendizagem; d) iniesdda LTP também bloqueiam a
aprendizagem e a retencdo de tarefas, e €) ha emellmnca entre as alteracbes
bioquimicas ap0s a sua inducdo e as que ocorreamtduo processo de aquisicdo de

memorias (Larsoet al, 1986; Rose e Dunwiddie, 1986).
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Figura 6. Descoberta da LTk vivo no Gyrus dentatus(A) Diagrama
ilustrando a colocacao dos eléctrodos na expedéniginal. B) Aumento
dos declives dos fEPSPs apds um estimulo de alyaéncia, 100Hz (400
pulsos), na via perforante (Bliss e Lemo, 1973).

Outro argumento que suporta a hipétese da LTRo smrbstrato bioldgico de
algumas formas de memoarias, sdo as suas quatroguiages basicas: a) persisténcia —
o seu efeito pode durar de varios minutos a muneses; b) especificidade para o input
— a eficiencia de comunicacdo aumenta na sinaps@uésda sem afectar outras
sinapses da célula; c) associatividade - quandoastiraulagéo fraca de uma sé via ndo

é suficiente para induzir a LTP, os estimulos fode outra via vizinha induzem a LTP
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em ambas e d) cooperatividade — a LTP pode seriml@através de um estimulo forte
numa so via, ou entdo através de um estimulo #atwearias vias por cooperativadade
(Lynch, 2004; Malenka e Nicoll, 1999).

Também em analogia com a memaria, a LTP é coitsifpor duas diferentes
fases temporais, aarly-LTP e alate-LTP. A early-LTP é geralmente induzida por
estimulacao fraca, muito rapida, como a estimuldigéia-burst(ex: 5burstsde 100Hz,

4 pulsos, separados por 200ms durante 1 segunddgteem de alta frequéncia (HFS,
ex.100 pulsos/100 Hz durante 1 s) e é caracterigadaer independente da transcricao
genética e da sintese proteica, tendo a duracéprdeimadamente 1 a 3 horas (Vertes,
2005). Alate-LTP pode ser induzida por HFS repetida (3 a Sstreaparados por 3 a 8
min) ou por estimulacatheta-burstforte (ex: 15burstsde 100Hz, 4 pulsos, separados
por 200ms durante 3 s, em trem Unico ou multipless;, separados por 3 a 10 min),
gue pode persistir durante largas horas, dias ammeemanas e requer fenémenos de
transcricdo e traducdo genética e por isso seioabaanais com mecanismos de
formacao de memoarias (Frey e Morris, 1997, 1998&¢ghtes, 2005; Nguyen e Kandel,
1997).

O tipo de estimulagdo usado para induzir a LTRHuavao longo do tempo.
Aquando da sua descoberta@grus dentatupor Lemo e seus colaboradores foi usada
estimulacao de alta frequéncia (Figura 6), padegestimulacéo que se utilizou também
aquando da descoberta da LTP na area CA1 do hipacaras que desde cedo levantou
questdes relativamente a sua relevancia fisiolggiis este tipo de actividade (100Hz,
durante 1s) é pouco observada na area CAl do mypacaOs inputs da area CAl do
hipocampo néo disparam mais do que 3 a 4 potendeiaccdo a esta frequéncia.
Assim, desenvolveram-se novos protocolos, come@pemplo aheta-burst(Morgan e
Teyler, 2001; Pavlidest al, 1988) que permite uma inducao da LTP eficiente ama
actividade dos colaterais de Schaffer fisiologicameroxima do que ocorre durante
episdédios de formacdo de memdrias e aprendizageenauos em animais (ver Ritmo
theta no hipocampo). Varios estudos parecem evidencier Os mecanismos de
regulacéo do G4 e outros mecanismos de transducdo envolvidos Ragefados por
estes dois tipos de estimulagéo poderdo ser mifgcedtes (ver Albenset al, 2007

para revisao).
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Figura 7. Esquema do mecanismo de inducdo de LTP, dependint
activacdo dos receptores NMDA e consequente aumgatfC&’]; que

conduz a activacdo de diferentes proteinas gsendadeiam mecanismos
de transducédo de sinal, essenciais neste fenoneeptasticidade sinaptica.

(Adaptado http://thebrain.mcgill.ca).

Apo6s a compreensdo do tipo de estimulagdo usadalngdo da LTP na regido
CA1 do hipocampo e das suas duas fases tempomgusrta agora compreender o seu
mecanismo. A sua inducdo requer uma estimulacadenosnais pos-sinapticos que
desencadeia uma despolarizacdo poés-sinaptica, aggrakth activacdo prévia dos
receptores AMPA através da libertacdo do glutamp@ymitindo a activagdo dos
receptores NMDA através da remocdo do?lge a entrada de Nana célula.
Seguidamente verifica-se a ligacdo da glicina eghlmamato para a activacdo do
receptor. Apds a saida do K@ com a mudanca conformacional gerada pela ligacéo
dos agonistas, h4 um elevado influxo dé"@alo receptor, para além da entrada dé Na
e saida de Kem menores proporcées. Este aumento nos niveiséhilares de Ga
desencadeia inUmeros eventos na célula, tais camntivacado de varias proteinas como
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por exemplo: as calmodulinas (CaM), a CaMKII, ardldéo ciclase, o AMP ciclico
(cAMP), a PKA, a CREB (Figura 7), uma isoforma d&CP(PKM() e a via MAPK-
ERK. Estas proteinas desencadeiam vias de trarsdigasinal que permitem a
manutencéo da LTP (mecanismos presentésteéa TP, ver Lynch, 2004 para revisdo).
Estes fendmenos conduzem a um aumento do nimeecefgores AMPA na sinapse e
um aumento da eficiéncia dos receptores ja exegeribrnecendo assim uma maior
sensibilidade ao neurdénio pos-sinaptico, relacidnadeste modo a potenciacdo de
longa duracdo com a aprendizagem e a plasticidadeomal (Citri e Malenka, 2007;
Kovacs et al, 2007; Kullmann e Lamsa, 2007; Lynch, 2004; Searrah al, 2005;
Sherwood, 2007).

1.4-Receptores AMPA

Ha trés tipos de receptores ionotropicos de gluamaMPA (Figura 8),
NMDA e cainato, que devem a sua classificacdo amiatqa mais selectivo que os
activa: AMPA @-amino-3-hydroxilo-5-metilol-4-isoxazolo-propiontoNMDA (N-
metil D-Aspartato) e cainato, respectivamente.

NH,

GLUTAMATO

Regido flip/flop

Extracelular

™4

Intracelular

‘E:‘ Dominio de
ligacdo PDZ

COOH

Figura 8. Representacdo esqueméatica da topografia das idadaa do
receptor AMPA (Adaptado de Santeisal, 2009).
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Os receptores AMPA séo canais de catides nao iselectpermitindo a
passagem de Na& K" e em alguns casos pequenas quantidades dgfiaveset al,
2001). Sao constituidos por complexos de quatrerahites subunidades: GIuR1,
GluR2, GIUR3 e GIuR4 que se combinam formando redras. Encontram-se
codificados em quatro genes com 70 % de homol@pala subunidade contém 900
aminoacidos, com um peso molecular de 105kDa, é¢rajutpminios hidrofobicos:
TM1, TM3, TM4 (transmembranares) e M2, sequénci@rdibba que faz parte da
estrutura do poro de catides, (Collingridgieal, 2004; Gome®t al 2003). Contém
ainda uma zona N-terminal extracelular onde se réreoo local de ligacdo ao
glutamato e uma zona C-terminal intracelular quglaa o dominio de ligagdo PDZ
(Figura 8), responsavel pela ancoragem dos re@pfivIPA a proteinas especificas do
complexo proteico que constitui a densidade pGEpsica. Estas tém um papel
fundamental no controlo do trafego dos receptofd®A e possibilitam a estabilizacao
nas sinapses (Santes al, 2009). A sequéncia C-terminal, é também a quesapta
maiores diferencas entre as subunidades.

No sistema nervoso central a maioria dos receptAMPA existem numa
combinacdo de “dimeros de dimeros”, nomeadamergesdbunidades GIuR2 com
GluR1, GIuR3 ou GluR4 (Gregeet al, 2007; Madden, 2002). Encontram-se
amplamente distribuidos no cérebro, uma vez quesia@da maioria da transmissao
sinaptica excitatoria rapida no SNC. As subuniddales1l- GluR3 estdo presentes nas
camadas exteriores do cortéx cerebral, do hipocamgm regides olfactivas, no septo
lateral e na amigdala (Keinaneh al, 1990; Beneyto e Meador-Woodruff, 2004). A
subunidade GIuR4 encontra-se presente em concéesrdigixas em todo o sistema
nervoso central, excepto no nudcleo talamico redrcld no cerebelo (Petralia e
Wenthold, 1992; Martiet al, 1993; Spreaficet al, 1994).

1.4.1- Fosforilagdo nos receptores AMPA

A actividade dos receptores AMPA é regulada paaiszs proteicas e fosfatases,
que contribuem para a regulacdo da localizagdo dmeptores, determinam
propriedades fisiolégicas do canal (condutancia rebgbilidade de abertura) e
conduzem ao desenvolvimento de formas de plastieigaaptica (LTP e LTD) com

impacto na memoria (Rocle¢ al, 1996; Santost al, 2009).
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A subunidade mais estudada e que varios estudosaap@om um papel central
na LTP do hipocampo é a GluR1 (Le¢al, 2003), que tem quatro possiveis locais de
fosforilacdo no terminal C: a serina 831 (Ser83duia 9), a serina 845 (Ser845, Figura
9), a serina 818 (Ser818) e a treonina 840 (Thr8¥®er831 pode ser fosforilada pela
PKC e pela CaMKIl, o que conduz ao aumento da ddndia do canal do receptor, e
que tem um papel na incorporacdo sinaptica dogpt@es (Derkachet al, 1999;
Hayashiet al, 2000). A Ser845 ¢é fosforilada pela PKA o quedtanao aumento da
probabilidade de abertura do canal do receptorkK®anal, 2000), sendo um processo
necessario para a incorporagao sinptica dos mrespt essencial para a LTP (Esteban
et al, 2003b). No entanto a fosforilacdo da subunidatilR1l ndo é suficiente para a
inducdo de LTP. A fosforilacdo tanto da Ser831 catadser845 sdo necessarias para
incorporar os receptores AMPA nas sinapses, mas @& tenham impacto na LTP é
também requerida a activagcdo de varias proteinasatilsducdo associadas com a
regulacéo do citoesqueleto neuronal, via MAPK-CaMflsteban, 2003a; Estebah
al., 2003b; Santost al., 2009).

PKA I LTP — "5,

Figura 9. Diagrama dos locais de fosforilagdo no terminalaCsubunidade
GluR1 na S831 e S845, que tém implicacdes na LT@agfado de

http:/www.cellscience.com/Reviews5/).

A subunidade GluR1 pode ainda ser fosforilada n818epela PKC, fendmeno
que parece ter também um papel na incorporacdoedeptores AMPA na membrana
pds-sinaptica que contribui para a LTP (Boedtnal, 2006).In vitro no hipocampo, a
fosforilacdo da GIuR1 na Thr840 pela PKC mostra ehesada taxa de conversdo em
condicOes basais (Let al, 2007; Santost al, 2009).
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A PKC também fosforila a subunidade GIuR3 na Ser83fulando a interac¢éo
desta subunidade com outras proteinas e permite anternalizacdo (Chunet al,
2000; Gomeset al, 2003; Matsudeet al, 1999; Perezt al, 2001). Desempenha
também um papel na inducdo da LTD no cerebelo (§ktial, 2003). A subunidade
GluR4 é expressa no hipocampo no inicio do perpadenatal inicial e € fosforilada na
Ser842 pela PKA, sendo esta necessaria e suficparte a insercdo de receptores
homomeéricos de GlurR4 na sinapse (Estediaat, 2003b).

1.5-Péptido vasoactivo intestinal

O péptido vasoactivo intestinal (VIP) € weptido neuromodulador constituido
por 28 residuos de aminoacidos e foi inicialmestéado no intestino de porco (Said e
Mutt, 1970). Pertence a familia da secretina eaglua que inclui o polipéptideo da
pituitaria que activa a adenilato ciclase (PACAR¢ @ geneticamente proximo do VIP,
com o qual apresenta 68% de homologia (Delgado ree&a2001; Laburthet al
2002). O VIP encontra-se largamente distribuidgiatema nervoso central e periférico
e tem um papel determinante em muitas ac¢cfes makigm mamiferos. Os seus
efeitos foram descritos nos sistemas digestivaiaaascular, imunitario, reprodutivo,
nas vias respiratérias, nas glandulas supra-renaig cérebro (Laburthet al 2002;
Said, 1986).

ApoOs o seu isolamento foi observado o seu elevaderpvasodilatador (Said e
Mutt, 1970), sendo-lhe posteriormente atribuida®ppedades reguladoras no
desenvolvimento fetal (Gressers$ al, 1993), nomeadamente no desenvolvimento
embrionério do cérebro (Gozes$ al, 1999). Tem também funcdes na regulacdo da
inflamacgédo (Said e Dickman, 2000). O VIP tem tambéfeitos fisiologicos na
dilatacdo do musculo liso e dos bronquios, na sé@ordnormonal, no aumento da
mobilidade gastrica e na regulacdo da diferencia;@utividade de muitos tipos de

células (Lerner e Persson, 2008).

1.5.1- Localizacao do VIP no hipocampo

O VIP é expresso exclusivamente em interneuréniokipocampo, sugerindo
que poderd estar envolvido na regulacdo da trar@8mi&ABAérgica do hipocampo.

Existem trés diferentes subtipos de interneurégigs expressam VIP que por sua vez
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tém diferentes alvos selectivos (Acs@lyal, 1996a,b; Cunha-Reét al, 2004, Figura
10). Um destes subtipos consiste em células “bagiesponsaveis pela inibigdo junto
ao corpo celular das células piramidais, que esprasambém colecistocinina (CCK)
(Acsady et al, 1996b; Cunha-Reist al, 2004). Os outros dois subtipos enervam
selectivamente outros interneurénios tanto na écadoStratum Oriens/Alvey€omo

na doStratum radiatumEstes neurdnios alvo controlam a transmissa@tsiadpara as
células piramidais nas dendrites distaisStatum lacunosum-moleculaee dendrites
proximais noStratumradiatum respectivamente. (Acsaey al, 1996b; Cunha-Reist

al., 2004, Figura 11).

Glutamatergic inputs from:
CA3

thalamus

str. lac.
o mol.
E“ 7 \ '\
"L\i / ; \

str. rad,

str, pyr.

str, or.

I 0
CR CR
viP VIP

basket
cell
CCK

ViP
Figura 10. Subtipos de interneuronios na area CAl do hippoasom
marcacdo para o VIP. Os interneurénios numeradds a@€l2 enervam as
células piramidais, interneurénios de 13 a 16 e t&mo alvo outros
interneurdnios. O corpo celular e as dendritesimtesneurdnios encontram-
se a azul ou verde e as projec¢Bes dos axonias @sénarelo. Os inputs
glutamatérgicos da area CA3 apresentam-se de cde escura, a amarelo
os do cortex entorrinal, a azul os do talamo erdevelaro os da amigdala. A
preto encontram-se as enervacfes de uma célulmigia O nome e o
marcador neuroquimico de cada interneurénio ereonRge assinalados por
baixo de cada célula: CCK, colecistocinina; CRretalina; VIP, péptido
vasoactivo intestinalstr.lac mol, Stratum lacunosum-moleculastr.rad,
Stratum radiatum str. pyr, Stratum piramidalestr.or, Stratum Oriens
(Adaptado de Cunha-Reis, 2006, inicialmente descein Somogyi e
Klausberger, 2005).
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Todas as classes de interneurdnios que expresffaredd inervados por fibras
serotonérgicas dos nucleos de raphe médio e panéds GABAérgicos do septo como
em todos os subtipos de interneurénios no hipocai@poha-Reist al, 2004; Freund
e Antal, 1988; Papet al, 1999).

As células “basket’com marcacdo VIP-CCK receberaresmites das fibras
colaterais de Schaffer da regido CA3 (Acsétgl, 1996a) e sdo evitadas por aferentes
septais colinérgicos (Papgt al, 1999), que inervam todas as restantes populai®es
células ‘basket’. Os interneurénios com marcacaP Yue enervam selectivamente
outros interneurdnios na regido CA1l e CA3 parececeberinputs da projec¢do do
cortéx entorrinal para &tratum lacunosum-molecular@ambém denominada via
temporoamonica), ja que a maioria da sua arbomzagidritica se localiza nesta
camada (Acsadgt al, 1996a; Cunha-Reet al, 2004).

~] o ~
 { u \ 4

basket

V\% SLM V\ﬁ

Interneurdnios IR-VIP Interneurdnios 4 >

Figura 11. Diagrama mostrando as projecc¢des axonais doséuednios
com marcagao VIP na regido CA1l do hipocampPdi- Stratum Oriens/
Alveus SR Stratum piramidale; SLM - Stratum lacunosum-mdieu
(Adaptado de Cunha-Rei$ al., 2007).

No hipocampo, o VIP aumenta a transmissao sir@ptca as células piramidais
na regido CAl (Haas e Gahwiller, 1992). Esta amémtatéria do VIP envolve a
inibicdo dos interneurénios GABAérgicos que comtnol as células piramidais,
promovendo a desinibicdo destas que parece serritaagonente mediada pela
activacado dos receptores VPAQunha-Reiset al, 2004, 2005). O VIP também

aumenta a excitabilidade das células piramidais hgmcampo na auséncia da
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transmissdo GABAérgica (Ciranna e Cavallaro, 2003nha-Reiset al, 2004). Esta
accéo parece ser mediada pela reducdo da hipérpghw lenta (hyp, corrente de K
activada por Cd; Haas e Gahwiller, 1992; Haug e Storm, 2000) ea¥gvelmente
dependente da activacédo dos receptores \(RBhha-Rei%t al, 2006).

1.5.2- Receptores do VIP

Os receptores do VIP foram primeiramente descpmsvolta da década de
1970 no figado (Desbuquois, 1974), no tecido adip@ataille et al, 1974) e no
epitélio intestinal (Laburthet al, 1979; Prietcet al, 1979), sabendo-se agora que estao
presentes na maioria dos tecidos dos mamiferosu(tbetet al 2002), o que esta de
acordo com a ampla distribuicdo do VIP no sisteeraoso central e periférico.

O VIP actua através da activacdo de dois receptaltamente selectivos,
VPAC; e VPAG, que pertencem a familia de receptores Classe plados a proteinas
de ligacdo ao GTP (G) heterotriméricas. Estes tepep possuem uma estrutura com
sete dominios transmembranares (Figura 12), témafimdade semelhante para o VIP
e sao codificados por dois genes diferentes conestab5% de homologia (Cunha-
Reiset al, 2005; Laburthet al, 2002; Vaudret al, 2000).

| ></ ™\

VPAC, l“"“ VPAC, l““ﬂ PAC, “m “

Acoplamento Gs/Gi Gs Gs/Gi
proteina G

Figura 12. Activacdo dos receptores da familia VIP-PACAPopeteus

ligandos naturais, o VIP e PACAP, e acoplamentm#emas G no cérebro.

O receptor VPAE € constituido por 459 aminoacidos e foi inicialteerionado
a partir do pulméao de rato, enquanto o receptor @Hai inicialmente clonado a partir
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do bulbo olfactivo de rato e é constituido por 48Winoacidos (Lutzet al, 1993;
Sherwardet al, 1995). A familia dos receptores VIP também inalm terceiro
receptor, PAG que se liga ao VIP com baixa afinidade (Figurg. I2stes trés
receptores tém também elevada afinidade para pgmbido da pituitaria que activa a
adenilato ciclase (PACAP). Todos estes recept@tE aacoplados viad@ activacdo
da adenilato ciclase, no entanto existem muitagpdes no que diz respeito ao
acoplamento destes receptores em diversos te&dogarticular, foi demonstrado que
o receptor VPAE pode estar acoplado a proteing 6o hipocampo (Shreeve, 2002).
Estruturalmente os receptores VPAE VPAG, exibem ainda mudltiplos sitios de
consensugara fosforilagdo pela PKA, PKC e cinases dospteces acoplados a
proteinas G (GRKSs). Os receptores VIP exibem mdkisitios de N-glicolisacédo e
existem evidéncias de diferencas na N-glicolisalg#oreceptores VIP, de acordo com o
tecido e/ou a espécie (Cunha-Reis, 2006; Labwtlaé, 2002). Na tabela | mostram-se
0S agonistas e antagonistas mais utilizados dept@es do VIP e PACAP.

Tabela I. Agonistas e antagonistas dos receptores PXEAC, e PAG
(Laburtheet al.,, 2007).

Agonista Antagonista
VPAC, [Ala 222§ v|p PG 97-269
VPAC, Ro 25-1392 3
PAC . MaxadilanA24-42
' Maxadilan MaxadilanA24-43

Os receptores VPACe VPAG foram identificados no hipocampo por
hibridacao in situ, autoradiografia e imunocitogueén(Jooet al, 2004; Vaudryet al,
2000). O receptor VPACesta preferencialmente localizado Stratum Oriense
Stratum Radiatundo Cornu Ammonise co-localiza com marcadores gliais (Cunha-
Reis, 2006; Jocet al, 2004). O receptor VPALfoi detectado maioritariamente no
Stratum piramidaledo Cornu Ammonisugerindo um importante papel na modulagcao
da actividade das células piramidais no hipocampo.

Foi previamente demonstrado que as acc¢fes ex@mi@os-singpticas do VIP
nas ceélulas piramidais do hipocampo envolvem o ag®ig secundario AMP ciclico
(CAMP, Hasset al, 1992; Hauget al, 2000; Ciranna e Cavallaro, 2003). Para além de
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estimular a producédo de cAMP, a activacdo dos tem=p VPAC/PAC também pode
estimular a mobilizacéo de €antracelular que é dependente de inositol trifias(3;
Fatatiset al, 1994; Dicksoret al, 2006; Figura 13), e modula a actividade de alkgim
proteinas e estruturas moleculares, como por exengl fosfolipase D (PLD,
McCullochet al, 2000), canais de CéChatterjeeet al, 1996), a MAPK (Moroet al,
1998), embora estes mecanismos ndo estejam aitalengéate esclarecidos, assim

como a sua relevancia para a sinaliza¢ao no hipoeam

______ Agonista ..,
NH, P " NH, VPAC,
VPAC, VPAC,
VPAC, ‘. PAC,
EC
QR RANTARRIRRINARY i ﬁﬁﬁﬁ?ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬂﬁﬁﬂﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁ? {3 I eRRRRR R Ps
R S s T ta Co. P2 pLcp BB picp V87 g, ¢ HABB MR Uy TH
&ipc) - @ ll,@ LPLCE TR, - PLeB = G, e M,
e "8, ® of Roa il
) COOH
+PA + Colina @ IP, + DAG ATP AMPC
v ‘.°'._ ‘.- AR .E$ §$
- Exocitose e, © - -
- Endocitose e, NS>, PKC PKA
- Proliferagio ~ Ttte., )\ L . »
- Trafegovesicular T Seresiisveseessessassst sttt “s...p |- Fosforilagio de proteinas iir e
PACR - Regulacdo genética

Figura 13. Vias de sinalizacao intracelulares estimuladds petivacao dos
receptores VPAE VPAGC, e PAG. Principais vias de transducado activadas
pelos receptores VPAC VPAC, e PAG acoplados aproteinas G
heterotriméricas. Apds a activacdo, todos os receptsdo capazes de
acoplar G, conduzindo a producdo de cAMP. Os trés receptooeem
também activar a PLC, o que leva ao aumento d&][Ogela via da @, e

Ga; (a contribuicdo G é de cerca de 40% do total da {@ianos receptores
VPAC em linhas celulares). A actividade da PLD pddenbém ser
estimulada pelas vias sensiveis a PKC (FACAdaptado de Dickson e
Finlayson, 2009).

Segundo Cunha-Regt al, 2005, o VIP aumenta a transmisséo sinaptica das
dendrites das células piramidais da regido CAlvésrala activacdo dos receptores
VPAC; e VPAG. As accdes mediadas pelo receptor VRASA0 dependentes da
actividade da PKC e as ac¢Oes mediadas pelo YRAC responsaveis pelas ac¢des do

VIP dependentes de PKA na transmissao da area GAipdcampo.
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Segundo Yangt al (2009) o VIP pode regular os receptores NMDA \aisade
diferentes receptores e vias de sinalizacdo. Emonms piramidais da area CAl do
hipocampo observaram que a aplicacdo do VIP (1nMhemta as correntes dos
receptores NMDA através dos receptores VPACVPAG, efeito que é bloqueado
através da utilizacdo de um antagonista dos ree=ptdP ([Ac-Tyr, D-Phé]GRF (1
29)). Este aumento da corrente dos receptores NMEA VIP necessita da activacao
da PKA mas ndo envolve a PKC. Estas observacéesesugque o VIP pode ter um

papel regulador da plasticidade sinaptica no hipgpoa

1.5.3- VIP e LTP (resultados prévios)

Em estudos recentes realizados no nosso labardt@unha-Reiset al, 2008)
foi demonstrado que o VIP é um inibidor endégend_@R induzida por estimulacao
theta-burst na area CA1 do hipocampo, uma vez que o bloglesaeceptores do VIP
com o antagonista ndo selectivo [Ac:Ty-Phé GRF(1-29)] provocou um aumento da
LTP induzida por este padrdo de estimulagdo. Pooese descobrir através de que
receptor (VPAG ou VPAG) o VIP inibia a LTP, tendo para isso sido utiliaados
farmacos PG 97-269 (100nM) antagonista selectiwrdoeptores VPALCe PG 99-465
(100nM) antagonista selectivo dos receptores VPAT aumento da LTP sO se
observou quando se bloqueava o receptor VIRA€mitindo assim concluir que o VIP
€ um inibidor endogeno da LTP por activagdo dosperes VPAG (Figura 14.A).
Observou-se ainda que este efeito do antagonistaedeptores VPACera abolido na
presenca do antagonista selectivo dos receptorddA@Mdicuculina, sugerindo assim
que estes receptores ou a transmissdo GABAérgiéa esvolvidos nesta accdo do
VIP. A accado do VIP na modulacdo da LTP na area @é&hipocampo podera assim
ser indirecta, ndo actuando o VIP directamentesimapses glutamatérgicas (cf. Cunha-
Reiset al, 2004).
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Figura 14. Inibicdo pelo VIP enddgeno, através dos receptgRAC,, da
LTP induzida por estimulagéiteta-burst Evolucdo temporal dos valores
dos declives dos fEPSPs antes e ap0s a estimulagi@eburstna presenca
do antagonista dos receptores VRA®G 97-269,100nM A) e do
antagonista dos receptores VPA®G 99-465,100nM ) Valores de
potenciagdo obtidos 50-60 min apés estimuld@éta-bursina auséncia e na
presenca de antagonista do VRARG 97-269, 100nMB) e do antagonista
do VPAG, PG 99-465,100nML), (Cunha-Reigt al, 2008).

1.6- Objectivos

Sabendo que as proteinas PKA e PKC séo de grammetancia na expressao
da late-LTP e na conversdao da memoria de curta duracdanemorias de longa
duracgédo, e sabendo também que as ac¢des via MRARIpocampo foram associadas a
activacdo da PKC ou de proteinas Gi, 0 objectivatedérabalho foi investigar: 1) o
envolvimento da PKA e PKC na inibicdo da LTP, mddipelos receptores VPA@
ainda 2) o envolvimento da fosforilagéo da subuwteda@luR1 dos receptores AMPA na
serina 845 pela PKA e na serina 831 pela PKC oulkdhiessa mesma inibicao.
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MATERIAIS E METODOS

Todos os reagentes utilizados sdo das marcas Sign\erck, salvo indicacao

em contrario.
2.1- Farmacos

As solucdes “stock” de H-89 (inibidor da PKA, 5SmBI)GF109203X (inibidor da
PKC, 10mM) foram preparadas em DMSO. O antagowistareceptores VPACPG
97-269 (Phoenix Peptides, USA) foi preparado nuplacéo “stock” de 0.1mM em
CH3COOH 1%. Estes farmacos foram diluidos em Kpeha as concentracoes finais

utilizadas nas experiéncias.
2.2- Animais

Em todas as experiéncias realizadas foram utilzadtos da estirpe Wistar de
seis semanas (Harlan Interfauna Iberica, Espa@saganimais foram anestesiados com
isofluorano (30% em propilenoglicol) e eutanizadper decapitacdo. Todo o
manuseamento animal respeitou as Normas ComusitrealLei Portuguesa referentes

ao tratamento de animais de laboratdrio.
2.3- Dissecc¢do do cérebro de rato e isolamento ldipocampo

Apés a decapitacdo procedeu-se a remocdo do cédeBr@animais. Para tal
expbs-se o0 cranio, cortando a pelagem do rato comjuda de uma tesoura.
Seguidamente removeu-se a parte inicial da colenlral, que permaneceu apos a
decapitacéo, permitindo assim cortar entre os opadstais e temporais do cranio.
Com o auxilio de uma pingca removeram-se 0s ossOstgia e temporais, deixando
exposto todo o cérebro do rato (Figura 15). Em isegtemoveu-se o cérebro, com a
ajuda de uma espéatula de ponta curva, destacapdimcua face inferior e cortando os
nervos oOpticos. Colocou-se o0 cérebro numa placaPelei com papel de filtro,
mergulhando-o numa solucdo de Krebs gelada (10mght,06.H,O, 124mM NacCl,
26mM NaHCQ, 3mM KCI, 1,25mM NaHPO,.H,0, 2mM CaCl e 1mM MgSQ)
previamente oxigenada com 95% 6% CQ. A lupa (Olympus, Europe) separaram-se
os dois hemisférios cerebrais, pelo corpo calosm © auxilio de uma lamina.
Seguidamente colocou-se um dos hemisférios concenifderna voltada para cima e

introduziu-se uma espatula fina de ponta curvaemad do ventriculo lateral entre o
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hipocampo e o cortex cerebral, rebatendo-se ligeiree sem tocar no hipocampo, até
se conseguir visualizar os seus contornos. Conpatida cortou-se o tecido cerebral
excedentario até ter uma boa imagem do hipocamgoré-15.A). Com uma tesoura de
microcirurgia libertou-se a ligagcdo do hipocamposapto, cortando a extremidade da
fimbria que o prende. Seguidamente com a espatstaabu-se o hipocampo pela parte
interna, libertando-se definitivamente do encé@alemovendo-se todos 0s vestigios de
tecido cerebral. Com a ajuda de uma pinca de pdimas removeram-se 0S vasoS
sanguineos visiveis, com o intuito de evitar coitagbes. Realizou-se 0 mesmo

procedimento para o segundo hemisfério.

Figura 15. O cérebro do ratoA) Representacdo esquematica das principais
estruturas.B) Fotografia apos extracgdo do crarigp - hipocampohem-
hemisférios cerebraigb - bulbos olfactivos,cs - colicus superiorgi -
colicus inferior,ceb — cerebeloE — cértex entorrinal (Cunha-Reis, 2006;
adaptado de Robertsehal, 1989).

Apds o seu isolamento colocaram-se os dois hipooarapm a face délveus
voltada para cima num papel de filtro e cortaranersefatias de 400um de espessura
perpendiculares ao seu eixo longitudinal, utilizangdma |amina associada a um
“chopper” (MclLwain Tissue Chopper, Mickle LaboratoEngineering Co. LTD).
Colocou-se o papel de filtro com as fatias numaipeg caixa de Petri e encheu-se com
solucdo de Krebs gelada e oxigenada. A lupa, destaese as fatias de hipocampo
procurando ndo tocar na regido CAl que pretendessiadar. Seguidamente
colocaram-se as fatias num copo com solucdo desKiesh constante oxigenacao, a
temperatura ambiente durante 1 hora, para peranr@cuperacéo do tecido dos danos

infligidos pelo processo de dissecgéo.
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2.4- Registos electrofisiolégicos em fatias de bigampo

Antes de dar inicio aos registos electrofisiolégigerfunde-se a camara de
registo (Harvard Apparatus Brain Slice Chamber &ystFigura 16) com solucdo de
Krebs mantida a temperatura de 38.6.2 °C, por meio de um sistema de controlo de
temperatura (Harvard Apparatus, TC-202A) ajustesmloa velocidade de fluxo a
3ml/min. Prepara-se um eléctrodo de registo (AgMgBndo-o0 em contacto com uma

micropipeta cheia com solucédo de NaCl 4M com valdeeresisténcia entre 2 a IM

Figura 16. Montagem experimental utilizada para obtencaoretgstos

electrofisiol6gicos em fatias de hipocamp®).(Vista geral da gaiola de
Faraday com camara de registo, micromanipulad@stsreomicroscépio.
(B) Plano aproximado da camara de registo, banho giecanento,

eléctrodos de estimulacdo, S1 e S2, e eléctrodegikto.

Colocou-se uma fatia de hipocampo na camara dstoede 1ml de volume
(Harvard Apparatus, BSC-ZT e BSC-BU, Figura 16.B) posicao representada na
figura 17.A. Para efectuar registos extracelulades fEPSPs colocaram-se o0s
eléctrodos de estimulacao (S1 e S2) na area C/Stratum radiatumou seja, sobre as
fibras colaterais de Schafferoeeléctrodo de registo também Stratum radiaturma
zona de contacto entre as fibras colaterais deffécha as dendrites das células

piramidais (Figura 17.A).
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Figura 17. Esquema da colocagédo dos eléctrodos de estimuldtde S2, e
do eléctrodo de registo numa fatia de hipocampo Estimulacéo de 20 em
20 segundos (0,05Hz) com um desfazamento de 1hdegwentre as vias
S1 e S2B) Padrdo de estimulacdbeta-burstutilizado neste trabalhdCj
Experiéncia controlo representando o efeito danedticdotheta-burst no
declive dos fEPSPs registados na zona CAlStnatum radiatunm(D), (A.
Adaptado deCostenlaet al, 1999).

Iniciou-se a estimulacdo das duas vias (S1 e 3R)fatia, com pulsos
rectangulares de corrente de (0.1ms) de 20 em g0ndes (0.05Hz) com um
desfazamento de 10 segundos entre elas, duranteirROAjustou-se os valores de
intensidade inicial do estimulo (100 a 280uA) denfa a obter declives dos fEPSPs
semelhantes nas duas vias com cerca de 50% doquedse obtém com a estimulacdo
supramaxima e com uma contaminacdo minima com @aterde accéo. Os registos
dos fEPSPs foram obtidos com o amplificador Axo@&@B (Axon Instruments, Foster
City, CA) e quantificados no progrardinLTP 1.00(Anderson e Collingridge, 2001).

A evolucao temporal da transmissao sinaptica fguiska em graficos como o digura
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17.D, em que cada ponto correspondaé&dia do declive de seis fEPSPs consecutivos para
cada via. ApGs a observacgéo de valores de dediséEPSPs estdveis durante cerca de
20 minutos, inicia-se o protocolo experimental apmilicdo de H-89 (inibidor da PKA,
1uM) e GF109203X (inibidor da PKC, 1uM) ao Krebssiperfusdo. Apos obtencéo
de declives dos fEPSPs estaveis durante 16 minpeldemenos 20 min de superfusao
com os inibidores, realizou-se uma estimulagideta-burst 5x4 bursts de 100Hz
separados por 200ms, durante 1 segundo na viah&caomo controlo (S1 ou S2,
Figura 17.C e D). ApoOs a estimulacdbeta-burst retomou-se o protocolo de
estimulacdo alternada durante 1 hora (Figura 17A4Bps esta hora introduz-se o
antagonista dos receptores VPAEG 97-269 (100 nM), diluido em Krebs. Ao fim de
20 min, efectua-se um segunti®ta-burst agora na outra via (Figura 18). Mais uma

vez, retoma-se o protocolo de estimulacéo alterdadante 1 hora.

Estimulacio 8-burst (17 via) Estimulacio 8-burst (2* via)

i i

L] L] L} L] L} L
1] 20 40 60 80 100 120 140 160 180

]

Introdugio de H-89 ou Introdugio do firmaco PPE
GF109203X ou PG 57-269
permanéncia em Krebs,

Tempo (min)

Figura 18. Esquema representativo dos passos experimerfeaitiados
agquando dos registos electrofisiologicos em fadeshipocampo. Perfuséo
da fatia de hipocampo em Krebs, inibidor da PKA-83 ou inibidor da
PKC - GF109203X (t = 0 min). Passado cerca de 20efectuou-se uma
estimulacadaheta-burstdurante 1 segundo numa das vias. Ap6és uma hora
introduziu-se o antagonista dos receptores VRRG 97-269 (100 nM). Ao

fim de 20 min efectuou-se uma estimulatf@ta-burstdurante 1 segundo na
outra via. Passado uma hora avaliou-se a indepelad@as vias através de
um Paired Pulse Facilitation(PPF).

No final da experiéncia foi avaliada a independ®nias duas vias (S1 e S2)
através de unPaired Pulse Facilitation(PPF) durante cerca de seis declives dos
fEPSPs com 50ms de intervalo nas duas vias. Nasriérpias consideradas e

subsequentemente sujeitas a analise, o valor dea&Pé&xcedeu os 14% de facilitacéo.
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2.5- Estimulagdo das fatias para o estudo da fosflagcao da subunidade
GluR1 dos Rs AMPA porWestern-Blot

Para estudar a fosforilagdo da subunidade GluRIRG0CAMPA utilizamos uma
montagem experimental diferente para estimulaagatie hipocampo cotheta-burst
em diferentes condi¢des experimentais. Este prowado permitiu-nos obter um maior
namero de fatias tratadas, de forma a permitirrobte tempo Util a quantidade de
proteina necessaria aos estudosWestern-Blat Utilizou-se entdo uma montagem
experimental constituida por quatro camaras daupé@of déPerspex(0.1ml de volume,
Figura 19.D) que se perfundiram durante 15 min cmiucdo de Krebs mantido a
30,5°C com oxigenagao constante (com 95%5% CQ). Seguidamente, parou-se a
perfusdo, abriram-se as camaras e introduziram-&dias de hipocampo em cada.
Fecham-se as camaras de forma a n&o deixar balbamgedem a conducéo e o fluxo
de liquido de perfuséo.

De seguida ligaram-se os eléctrodos nas extreesdadperior e inferior das
camaras (Figura 19.A) e iniciou-se a estimulacaocampo das fatias com pulsos
rectangulares de 8V (1ms) de 20 em 20 segundo$HB®,0S48K Square Pulse
Stimulator,Grass Instruments). Monitorizou-se a eficacia danesacdo ao longo da
experiéncia com o auxilio de um osciloscopio. Emsddas camaras introduziu-se o
antagonista VPAC(PG 97-269, 100nM) no Krebs de superfusdo. Passz@anin de
estimulacdo basal efectuou-se uma estimulag&a-burst 5x4 bursts de 100Hz
separados por 200ms durante 1 segundo, com ooirteitnduzir uma potenciagao de
longa duragdo numa das camaras perfundidas cons Kgebtrolo) e numa das camaras
perfundidas com PG 97-269 (100nM). Manteve-se eguida a estimulacdo basal
durante mais 60 min tal como nas experiéncias edrefisiologia. Geraram-se assim
quatro condi¢cdes experimentais (Controlo, conttbkta-burst antagonista VPACe
antagonista VPACtheta-burs}.

No final da experiéncia retiraram-se as fatias clamaras e colocaram-se em
eppendorfscom solugdo de Sucrose-BSA-HEPES (320mM Sucrosgy/ml BSA,
10mM HEPES e 1mM EDTA, pH 7,4) suplementada corbidares das proteases
(complete, Mini, EDTA-free, Roche). As amostrasafarcongeladas em azoto liquido
durante alguns segundos e conservadas a -80°Csateé analise pdWestern-BlatAs
experiéncias foram efectuadas em triplicado em de&gasendo que cada n representa o

conjunto de duas ou trés rondas de estimulacaaamacoes acima descritas.
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Figura 19. Procedimento para estimulacdo das fatias de higozgrara
estudo da fosforilacdo das subunidades GIuR1 dmptares AMPA. A)
Esquema da estimulacdo de campo usada em fatidspdeampo. B)
Estimulacdo basal de 20 em 20 segundos (0.05Hz;im@a) e padrdo de
estimulacaaheta-burstde 5x4 burstsde 100Hz separados por 200ms,
durante 1 segundo (em baix@r) Esquema representativo das etapas
experimentais nas camaras sujeitas a estimuldgda-burst(nas camaras
nao sujeitas a esimulacfeeta-bursto procedimento foi em tudo semelhante
excepto a estimulacdo aos 20 mim) Montagem experimental utilizada na

estimulacéo das fatias de hipocampo.

2.5.1- Isolamento das membranas de hipocampo

As amostras foram descongeladas lentamente e lemi@gdas em solucao
Sucrose-BSA-HEPES suplementada com inibidores dategses (complete, Mini,
EDTA-free, Roche) usando um piston de Teflon e usmdygenizador de Potter-

Elvejan. Utilizou-se aproximadamente 4ml de solu§@crose-BSA-HEPES por cada
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hipocampo (aproximadamente 12 fatias). A suspefs&zntrifugada a 1000g durante
10 min a 4°C (Heraeus Sepatech, Biofuge 28 RS, rR&tBA615 #3747).
Posteriormente foi recolhido o sobrenadante e ifegéido a 1400g durante 12 min a
4°C. Seguidamente descartou-se o sobrenadanteuspeadeu-se o precipitado em 2ml
de solucéo de aCSF por hipocampo (20mM HEPES, 1ng@iM1,2mM NaHPO, e
2,7mM NaCl; 3mM KCI, 1,2mM CaG| 10mM GH1,06.H.,0O, pH 7,4). Colocaram-se
as amostras em tubeppendorfde 2ml e centrifugaram-se a 12700g durante 2min a
4°C (Heraeus Biofuge, Rotor 7500 3328). Descartoa-sobrenadante e ressuspendeu-
se opelletem 300ul de aCSF por hipocampo e fez-se nova fitegdgdo nas mesmas
condicbes. Descartou-se 0 sobrenadante e ressespsad precipitado em 100ul de
aCSF por hipocampo e congelaram-se as amostr&¥®@ apos recolher uma aliquota

para determinacdo da quantidade de proteina.

2.5.2- Determinagédo de concentracdo de proteina

A determinacéo da concentracdo de proteina peesastamostras em estudo foi
realizada por espectrofotometria atravées do meétteldBradford. Primeiramente foi
estabelecida uma curva padrédo com as concentrded@s0.25, 0.5, 0.75 e 1 pg/ml de
albumina de soro bovino (BSA) diluida em aCSF. Asostras em estudo foram
diluidas nas proporcdes de 1:4 em aCSF. A cadetteadicionou-se 1ml de solucdo de
Bradford (BioRad) diluida (1:4) em .B MiliQ (MiliQ Synthesis, ZMQS5VFO01,
Millipore). Colocaram-se 10 min no escuro antesrair a absorvancia a 595nm no
espectrofotometro (Thermo Spectronididsy, UNICAM).

2.5.3 — Quantificacao dos niveis de fosforilacdas subunidades GIuR1 por
Western - Blot

As amostras foram diluidas em@® MiliQ na proporcéo de 1:2 para as quatro
condicbes experimentais: controlo, controtbeta-burst antagonista VPAC e
antagonista VPACtheta-burst Seguidamente desnaturadas pela adicdo de tamepao d
amostra (STB 4X, 1:4) [STB 4X: 125mM Tris-BASE, S@% (m/v), glicerol 50%
(v/v), azul de bromofenol 0,02% (m/v)pemercaptoetanol 10% (v/v)]. Como controlo
negativo utilizou-se a solucdo aCSF e para o clenpositivo da experiéncia foram
utilizadas membranas de hipocampo diluidas @ MiliQ na propor¢éo de 1:5. Todas

as amostras foram aquecidas num banho de agu& al@&nte 5 min.
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As amostras foram aplicadas num gel de poliaclamsendo o gel de
concentracdo de 5% de poliacrilamida e o gel deluggo de 7,5% de poliacrilamida.
Usaram-se padrdes de peso molecular (10-250 kBegiskon Plus Protein™ Standards
(Bio-Rad, 5ul). Foram usadas diferentes concentsagi@ proteina, tendo em conta o
anticorpo a utilizar, sendo separadas de acordoacseu peso molecular no sistema de
electroforese Mini-PROTEAN® 3 Cell (Bio-Rad), dutarcerca de 30 min a 80 Volts
no gel de concentracédo e 1h30m a 100 Volts noggetsblucéo utilizando a solucéo de
tampédo de electroforese [25mM Tris-BASE, 192mM Bh¢ SDS 0,1% (m/v)].
Posteriormente, com o intuito de tornar as proteatwessiveis a detec¢do do anticorpo,
estas foram transferidas do gel de poliacrilamiagiea uma membrana de nitrocelulose
(Hybond™-C, Amersham Biosciences) sendo aplicada conrente eléctrica de cerca
de 370 mA durante 1h40min, utilizando a solucadatiepdo de transferéncia [25mM
Tris-BASE, 192mM Glicina, Metanol 20% (v/v)]. Todo sistema de transferéncia
Mini-PROTEAN® 3 Cell (Bio-Rad) ficou em gelo.

As membranas foram lavadas trés vezes com tampB&d Tde Tris-Buffered
Saline Tween 20 20mM Tris-BASE, 150mM NacCl, 0,1% Tween 20 (v/\dlirante
5min, em agitac&o orbital. De seguida incubararassmembranas (1 hora, temperatura
ambiente, com agitacdo) numa solugdo de 3% de albude soro bovino (BSA),
diluida em TBST com o intuito de bloquear os loadésligacdo ndo especifica dos
anticorpos. Incubaram-se as membranas (durantéteg no4°C com agitacao orbital)
com anticorpos primarios: Anti-GIuR1 PSer 845 (D@0 policlonal, Chemicon
International), Anti-GIuR1 PSer 831 (1:30@@liclonal, Chemicon International), Anti-
GluR1, clone C3T (1:400@nonoclonal, Milipore), tendo sido diluidos em 3%A&m
TBST com 0,02% Napl A parte inferior das membranas foi destacada bgma da
banda de peso molecular 50 kDa e todas as membaaastambém incubadas com o
anticorpo Antig-Actina (1:10.000, policlonal, Abcam). Os niveisste proteina
estrutural foram tomados como controlo de carregamelas amostras no gel de
poliacrilamida em todas as experiéncias.

No dia seguinte as membranas foram lavadas t@esvem solucdo de TBST
durante 10min com agitacdo orbital. Seguidamenteeaoleu-se a incubacdo das
membranas durante 1 hora, com agitacdo orbitainfertura ambiente, utilizando o
anticorpo secundari@oat anti-Rabbit IgG-HRRPSanta Cruz Biotechnology, conjugado
com a peroxidase do rdbano) em solucdo de 5% weds TBST com diluicdo de

1:10.000, com excepcao das membranas previamenteadas com o anticorpo Anti-
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S-Actina, para as quais se utilizou uma diluicdoadticorpo secundério de 1:20.000.
Seguidamente as membranas foram novamente lavedEas/dzes com solucdo de
TBST durante 10 min e uma vez em solucédo TBST(deBuffered Saline20mM Tris-
BASE, 150mM NaCl) com agitacdo. Posteriormente guea-se a deteccdo de
proteinas pela adicdo de um substrato da peroxitagédbano que gera um produto
quimioluminescente. Esta reac¢éo é levada a calesouaro, pela adicdo do reagente
ECL Plus Western Blotting Detection Reage®ystem(GE Healthcare) durante 4 min.
De seguida colocaram-se as membranas numa cassetgetacdo, expondo-as a um
filme fotografico (Fuji Medical X-Ray Film, Fujifih Europe Gmbh) durante o tempo
suficiente para se conseguir visualizar as bandasmidas. O filme foi revelado num
processador automatico (Curix 60 AGFA, Gevaert NAs bandas das proteinas em
estudo séo quantificadas através do softwaegeJ1.42 e normalizados por um factor
pelos niveis dg —actina. Os valores de expressao de GluR1, Glugtd31 e GluR1-
PSer845 na situacao controlo foram tomados com@01@todos oS outros valores

expressos relativamente a este.

2.6- Métodos estatisticos

Os valores experimentais apresentam-se como salleranédias + erro-padrao
de n experiéncias. A significancia das diferencageeas médias dos valores dos
fEPSPs antes e depois tteeta-burstfoi calculada utilizando o testede Student. A
significancia das diferencas entre as médias d&s lobtidas na presenca e na auséncia
de PG 97-269 para cada grupo experimental foi Eleupelo testd de Student
emparelhado, usando o softw&eaphPad Prism 5.0As diferencas entre as meédias
dos niveis de expresséo da subunidade GluR1 eiveis da sua fosforilagcdo na Ser831
e Ser845 (experiéncias deesten-blgt foram calculadas por andlise de variancia
simples (One-way ANOVA) pelo método de Tukey, mélhido também o software
GraphPad Prism 5.0Valores dep < 0.05, foram considerados como representando

diferencas significativas.
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RESULTADOS

3.1- Envolvimento da PKA e da PKC no aumento da LFP causado pelo

bloqueio dos receptores VPAG

Quando estimulamos alternadamente de 20 em 20ndgeguuma fatia de
hipocampo em duas vias independentes e na ausné@amacos (Krebs) obtivemos
registos de fEPSPs com valores de declive de aic#.61 +0.05 mV/ms (Figura
20.A).

A PG 97-269 (100nM)

1

2

— controlo
— theta (5x4)

500uV

5ms

= controlo
— theta (5x4)

500,V

5ms

160+ PG 97-269 100nM

120

Variagao no declive dos
fEPSPs (%)
-]
o
1
®
o©
g

(') 2l0 4I0 6l0 8I0 160 150 11'10 160
Tempo (min)

Figura 20. Influéncia do bloqueio dos receptores VRA®@ LTP induzida

por estimulacdaheta-burst (A) Registos de fEPSPs antes e depois da
estimulacéotheta-burst na auséncia (lado esquerdo) e na presenca do
antagonista dos receptores VPA®G 97-269,100 nM (lado direito)BY
Evolucdo temporal dos declives dos fEPSPs obtidosirda experiéncia
representativa em que se avaliou a LTP induzidaegiimulacadheta-burst

na auséncia e na presenca do farmaco PG 97-268 éaermelho). Todas

as experiéncias foram realizadas em fatias com digs (S1 e S2)

independentes (PPF < 14% de facilitacdo).
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Apo6s obtencdo de um declive estavel durante p&oos 20 minutos (Figura
20.B) aplicamos uma estimulagdbeta-burst e observamos uma potenciacdo da
transmissao sinaptica que se mantém até cercandm apos theta-burst O grau de
potenciacdo que é avaliado 50 a 60 minutos, amssimulacddheta-burst é de 29.2
+1.8 % f=5,p < 0.05, Figura 21.A e B). Nas mesmas experiénmas, agora quando
0 antagonista dos receptores VRARG 97-269,100 nM) esté presente na estimulacao
da segunda via, observamos uma LTP induzidatipeta-burstmuito superior f§ <
0.05;), sendo a potenciacdo induzida de 48.3 + 4.8 %4, p < 0.05, Figura 21.B). A
introducdo do antagonista VPAQPG 97-269, 100nM), uma hora ap6s a indugéo da
LTP na primeira via, ndo alterou significativameatgansmissao sinaptica (declive dos
fEPSPs). Estes resultados sdo consistentes comrensarpente observados no
laboratorio (Cunha-Reist al, 2008) e evidenciam que o VIP € um inibidor erehiy
da LTP por activacao dos receptores VRAC

Para tentar avaliar o envolvimento da PKA e da PKE€ efeitos mediados pelo
receptor VPAG na LTP induzida portheta-burst foram também realizadas
experiéncias em que o efeito do antagonista VRRG 97-269 (100nM), na LTP foi
testado na presenca de H-89 (1uM), inibidor da PK&F109203X (1uM), inibidor da
PKC, em vez de Krebs. Quando o H-89 (1uM) estdeptesdesde o inicio da
experiéncia a potenciacdo, apds a estimulacado cprimeirotheta-burst € de 22.4 +
2.4 % @ =7,p < 0.05, Figura 21.C e D). A presenca do antagarist receptores
VPAC; (PG 97-269,100 nM) durante o tfeta-burstcausa também um aumenfo<
0.05,1 ) da LTP, induzida patheta-burstpara 44.9 £ 5.8 % n(= 7, p < 0.05, Figura
21.D). Quando o GF109203X (1uM) esta presenteedesdhicio da experiéncia a
potenciacéo, apds a estimulacdo com o printbeta-burst é de 23.6 £7.4%n(=7,p <
0.05, Figura 21.E e F). A presenca do antagonietardceptores VPAC(PG 97-
269,100 nM) durante o 2Reta-burstprovoca, mais uma vez, um aumento da LTP para
484 + 9.1 % 1f = 7,p < 0.05, Figura 21.F). Tal como na situagdo coat(&lrebs),
observa-se que a introducdo destes dois farmac89, ¢1GF109203X, néo alterou a
transmissao sinaptica. Os declives dos fEPSP gidilags aos da situacao controlo na

presenca do antagonista dos receptores VPAC
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Figura 21. Efeito do antagonista dos receptores VBAXS 97-269,100 nM,
na LTP induzida por estimulacéfteta-burst Evolugéo temporal dos valores
dos declives dos fEPSPs antes e ap0s estimulbeéoburt(A, C eE) na
auséncia€) e na presencas) do antagonista dos receptores VPAC1, PG
97-269,100 nM. Valores de potenciacdo obtidos 50r® apos otheta-
burst na auséncia de farmacos, (Krehse B), na presenca do inibidor da
PKA, H-89, 1uM C e D) e na presenca do inibidor da PKC, GF109203X,
1uM (E e F). Os valores representam a meédiaterro padrdo de 5-
experiénciasx - P < 0.05 Testede Student. T - P < 0.05 Testde Student

emparelhado.

57



Estes resultados demonstram que nem a PKA nemCad3t&o envolvidos na
accao dos receptores VPA@a LTP uma vez que a presenca do antagonista YPAC
(PG 97-269,100 nM) durante a estimulati@&ta-burstda segunda via provocou sempre
um aumento da LTP para cerca do dobro do que éwaloke na primeira via em

qualquer das situacdes experimentais testadas.

3.2- Envolvimento da fosforilacdo da subunidade @R1 dos Rs AMPA no

aumento da LTP causado pelo blogueio dos receptor&$AC;.

Para estudar o envolvimento da fosforilagdo darsdbde GIuR1 dos receptores
AMPA, nas serinas 845 (alvo da PKA) e 831 (alvaCadd/KIl e PKC), nas alteracdes
da LTP provocadas pelo VIP, submeteram-se as fagidspocampo a um protocolo de
estimulacdo semelhante ao efectuado para as exgiagéde electrofisiologia, isto é,
submetemos as fatias a um protocolo de estimul#géia-burstna presenca e na
auséncia do antagonista dos receptores VPG 97-269,100 nM ). Avaliou-se
também o efeito do PG 97-269 (100 nM) nos niveissdaunidade GIuR1 dos
receptores AMPA, e na de fosforilagdo da subunidald®1 na serina 845 e na serina
831 na auséncia de estimulacéiteta-burst As quatro condi¢cdes experimentais
(controlo e controldheta-burst antagonista VPACe antagonista VPA{Ctheta-burs}
foram testadas em fatias independentes.

A presenca do antagonista dos receptores PRG 97-269,100 nM ) ndo causou
alteracdes significativagp(> 0.05) nos niveis da subunidade GIuR1 ( % vanid¢H6 +
16.5 %,n = 4, Figura 22.F), nem alterou a fosforilacdo @estbunidade na serina 831
(% variagao: 11.5 = 18.6 %,= 4, Figura 22.D). No entanto, observou-se um aione
de 80.6 + 23.2 %n(= 4, p < 0.05) na fosforilacdo da subunidade GIuR1 neze345
(Figura 22.B).

Com estimulagatheta-burst observa-se que na auséncia de PG 97-269 (100 nM),
nao houve alteracdes significativgs> 0.05) na fosforilacdo da subunidade GIuR1 na
serina 845 (% variacao: 12.0 + 10.28%; 4, Figura 22.B), na serina 831 (% variacao: -
1.5 + 4.8 %)n = 4, Figura 22.D), nem nos niveis da subunidaddR®|(% variacdo: -
6.1 £6.7 %n =4, Figura 22.F).
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Figura 22. Influéncia do antagonista VPAE da estimulagéiheta-burstna
fosforilagdo da subunidade GIluRMWestern-blots representativos das
variagdes observadas na fosforilagdo da subuni@aRl na serina 845
(A), na serina 831Q) e nos niveis da subunidade GluRE).(Efeito da
estimulagadheta-burst (| ), do antagonista dos receptores VRARG 97-
269,100 nM, { ) e de ambos os tratamentd)( nos niveis de fosforilag&o
da subunidade GIuR1 na serina 883, (na serina 8310) e nos niveis da
subunidade GIuR1F). Avaliacdo dos efeitos do antagonista dos recepto
VPAC,, PG 97-269,100 nM, nas mesmas condicdes experdisemos
niveis de fosforilacdo das subunidades GIuR1 rines@d5 (5) e GIuR1 na
serina 831 Kl) corrigidos em relacdo ao efeito nos niveis dausigdade
GluR1.0s niveis dep-Actina foram utilizados como controlo de
carregamento.x - P < 0.05 Andlise de variancia simples (One-way
ANOVA) pelo método de Tukey.
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Quando se testou o efeito do antagonista dos taespVPAG (PG 97-269,
100nM) com estimulacatheta-burst observou-se também que ndo houve alteracdes
significativas p > 0.05) para os niveis da subunidade GIuR1 (%avaa: -4,8 £ 10.7
%, n = 4, Figura 22.F) , nem na fosforilagcdo das sutage GluR1 na serina 831 (%
variagéo: 5.7 £ 13.3 %\ = 4, Figura 22.D). Houve um aumento de 34,3 £6(1 = 4,
Figura 22.B) na fosforilagdo da subunidade GluR1seana 845, embora seja nao
significativo @ > 0.05).

Avaliaram-se também estes efeitos nos niveis dioritacdo da subunidade
GIuR1 corrigindo os valores em relacdo as variap@ssniveis da subunidade GIuR1.
Em conformidade com o descrito acima a Unica aéeraque atingiu significado
estatistico foi a fosforilagdo da subunidade GluRd serina 845 causada pelo
tratamento das fatias com o antagonista dos reespyPAG (PG 97-269,100 nM),
gue causou um aumento de 107.4 + 32.31% 4, p < 0.05, Figura 22.G) nos niveis de
fosforilacdo desta subunidade. Observa-se tambérawmento de 55.5 + 18.2 % £
4, p > 0.05, Figura 22.G) na fosforilacdo da subunid@dieR1 na serina 845 pelo
tratamento com o antagonista dos receptores (PG 97-269,100 nM) e estimulacéo
theta-burst mas mais uma vez nao atingiu significado eskatisievido a grande
variabilidade na amostra.

Os resultados presentes nas figuras - Figura 22B@&, onde se observa um claro
aumento da fosforilacdo da subunidade GIuR1 P84presenca do antagonista dos
receptores VPAC(PG 97-269,100 nM), evidenciam que a inibicdo etteptor VPAG
aumenta a fosforilacdo da subunidade GIuR1 nass84B.

60



CAPITULO 4

DISCUSSAO

61



62



DISCUSSAO

Neste trabalho pretendeu-se estudar 1) o envohtonga PKA e da PKC no
efeito do bloqueio dos receptores VPAtA LTP induzida por estimulacétweta-burst
2) o envolvimento da fosforilagdo da subunidadeR&lwos receptores AMPA, nas
serinas 845 (alvo da PKA) e 831 (alvo da PKC e alslKll), nesse mesmo efeito.

Observou-se que a presenca quer do inibidor da (P«9) quer do inibidor da
PKC (GF109203X) nédo alterou significativamente ceitef do antagonista dos
receptores VPAC (PG 97-269,100 nM) na LTP induzida ptineta-burst que
apresentou um valor (potenciacéo 44.9-48.4%) apracamente, duas vezes superior
ao do da respectiva situacdo controlo (potencid&Z2d-29.2%), para cada grupo
experimental. Assim conclui-se que o efeito inibaddo VIP enddgeno na LTP néo é
dependente da actividade da PKA ou da PKC. E aitedaalientar que por si s0, a
presenca quer do inibidor da PKA (H-89) quer dbidor da PKC (GF109203X) n&o
alterou significativamente a LTP obtida em situacéntrolo (vias controlo - ltheta-
burs)) o que permite concluir que para este padréo tilmwacédo a PKA e a PKC nédo
sao fundamentais para expresséo da LTP.

No hipocampo, o VIP esta fundamentalmente envolvidh modulagdo da
transmissdo GABAérgica, sendo esta modulacdo fuediimente dependente da
activacao dos receptores VPAE de uma via de transducéo dependente da PKC e nao
da PKA. Os receptores VPAGencontram-se principalmente retratum oriense
stratum radiatum(Cunha-Reis, 2006; Cunha-Res al, 2008). O facto da ac¢ao do
antagonista VPACnha LTP néo se alterar na presenca dos inibidad3ka (H-89) e
da PKC (GF109203X), evidenciam que o VIP nao estratilizar os mesmos
mecanismos de transducgéo na regulacdo da transniiasal e na regulacao da LTP.
No entanto, uma vez que a actividade da PKA e a R&Linfluenciam a inducao da
LTP nestas condi¢cdes experimentais, ndo € surpgaendue o VIP, mesmo que possa
influenciar a transmissao sinaptica nesta areaigtacampo via PKC, ndo influencie a
LTP por este mecanismo. O mecanismo pelo qual o pd&e influenciar a LTP
induzida por estéheta-burstfraco fica ainda por esclarecer. Recentementeg ¥aal
(2009) reportaram que o VIP pode modular a actvagé receptores NMDA no

hipocampo através da activacdo de receptores YPAG/PAG. No entanto, os

63



agonistas VPA¢ aumentam as correntes NMDA, ndo sendo possivehapse este
mecanismo esteja a contribuir para os resultadawities neste trabalho.

No segundo ponto em estudo, isto é, o envolvimeatdofosforilacdo da
subunidade GIuR1 dos receptores AMPA, nas seraga@dvo da PKA) e 831 (alvo da
PKC e CaMKIl), no efeito do bloqueio dos receptovd3AC; na LTP induzida por
estimulacadheta-burst optou-se por uma estratégia experimental semehastando
agora as fatias de hipocampo submetidas a umaudstiio de campo, mediante 0s
mesmos protocolos utilizados em todas as expeagnblestas experiéncias observou-
se que a presenca do antagonista dos receptore€, P& 97-269,100 nM) causou
um aumento marcado nos niveis de fosforilacdo Barsdade GIuR1 na serina 845,
nao causando alteracdes significativas quer naritesfao nas subunidades GIuR1 na
serina 831, quer nos niveis da subunidade GluRm €xiimulacadheta-burstndo se
observaram quaisquer alteragbes na fosforilacadsulasidades GluR1 na serina 845,
na serina 831, nem nos niveis da subunidade Glt&iio na presenca como na
auséncia de antagonista dos receptores PBQ0 entanto de salientar que embora
nao seja estatisticamente significativo, obserwutsn aumento de 34,3% na
fosforilacdo da subunidade na serina 845, na pgasda antagonista dos receptores
VPAC; com estimulacatheta-burst

Estes resultados sugerem uma quase total conoiadémire estes valores e 0s
observados nos registos electrofisiologicos, nastiago alteracdes significativas entre
as quatro situagcdes experimentais (controlo, cintheta-burst antagonista VPACe
antagonista VPAC theta-burst nos niveis de fosforilgdo da subunidade GIuR1 na
serina 831, nem nos niveis da subunidade GIuR1.eManto, verificou-se que o
antagonista dos receptores VPAdLimentou os niveis de fosforilagdo da subunidade
GluR1 na serina 845. Este aumento, também seoarifjuando este antagonista foi
administrado juntamente com estimulagéeta-burste embora ndo tenha atingido
significado estatistico poderd ser também relevabi@ aumento do ndmero de
experiéncias podera permitir uma conclusdo maisa dlelativamente a este ultimo
efeito.

Uma possibilidade para a auséncia de aumento gfarifacdo da subunidade
GIuR1 em resposta abeta-burst € que o tipo de estimulacdo usada (estimulacdo de
campo) nao tenha sido tdo eficiente na inducdo ™R, luma vez que 0s niveis de
fosforilacdo das subunidades GIluR1 na serina 83lserina 845 e nos niveis da

subunidade GluR1 s&o muito similares entre as sitizac0es experimentais (controlo,
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controlotheta-burs). Parece-nos no entanto que a explicacdo maisapebe a que ja
avancamos anteriormente, de que a resposta ahestéeburstfraco ndo envolve a
activacdo de PKA e PKC e por isso ndo vemos auntenfosforilacdo da GIuR1.

Os mecanismos moleculares exclusivos que resuitamducédo e manutencao
de umaearly-LTP sdo algo controversos, no entanto o papelaonghtal da presenca
da CaMKIl é comum em toda a literatura (Leeal, 2000; Malenkaet al, 1989;
Malinow et al, 1989; Otmakhowet al, 1997; Silvaet al, 1992). Embora néo tenha
ainda sido testado o bloqueio da CaMKIl, e mediantiéeratura, acredita-se que esta
proteina seja a Unica proteina fundamental pawind LTP nestas condi¢des. Ainda
assim néo se observou nenhuma alteracdo na fasfwilda Ser831 da GluR1, alvo
desta cinase.

Relativamente ao papel das proteinas PKA e PKCTi#y é inequivoco que
tanto a PKA como a PKC sao fundamentais pdaged TP (Abelet al, 1997; Huang e
Kandel, 1994; Huangt al, 1992; Kaueet al, 1988; Lovingeet al, 1987; Matthies e
Reymann, 1993; Reymann, Freyal, 1988; Reymanet al, 1988; Qiet al, 1996), e
também naarly-LTP (Leeet al, 2000; Otmakhovat al, 2000; Skeberdist al, 2006).
Relativamente @&arly-LTP induzida por HFS foi desde cedo demonstradueger
tanto da actividade da CaMKIl como da PKC (ver Rayme Frey, 2007 para revisao).

Durante as experiéncias realizadas, estimulamébras colaterais de Schaffer
com theta-burst que mimetiza o disparo dos colaterais de Schadfer situacbes
fisiologicas de aprendizagem (ex° espacial), sttes@m que o disparo destas células é
condicionado pelo ritmdheta (lento e de grande amplitude) que faz com que soé
disparem cerca da 3-4 potenciais de accao com dert@0-220ms de intervalo (aprox.
4.5-10Hz). A estimulacatheta-burstutilizada foi de 5x4burstsde 100Hz separados
por 200ms, durante 1 segundo, 0 que permite a &wdde umaarly-LTP.

Nguyen e Kandel (1997) observaram também que wwtimwdacaotheta-burst
(15 burst de 4 pulsos a 100Hz, separados por 208urante 3s) na area CAl do
hipocampo em rato requer fendmenos de transcrigiitese proteica, sendo bloqueada
na presenca de inibidores da PKA (KT-5720 e Rp-cAMMo entanto ao fim da
primeira hora apés a indugdo ainda se observa wig@acao de cerca de 50% na
transmissdo sinptica. Em estudos anteriores aglakézno nosso laboratério (Fontinha
et al, 2008) utilizando o mesmo padrdo de estimulag@ta-burst ndo sé a
potenciacdo final obtida apdés uma hora da indug@ofai tdo pronunciada, como a

utilizacdo de um inibidor diferente desta cinaseB@j ndo alterou grandemente a LTP
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obtida. E de notar no entanto que este inibidoméinistrado na presenca de outros
farmacos.

Leeet al, (2003) observaram deficiéncias na LTP induzioietipeta-burstforte
(10 estimulactesheta-burst10 burstsde 4 pulsos a 100Hz, separados por 200ms) e
defeitos de memoria em tarefas de aprendizagena® com mutagdes na serina 831
(alvo PKC) e serina 845 (alvo PKA) da subunidadeRal Foi também demonstrado
que a estimulacatheta-burst(10 burstsde 4 pulsos a 100Hz, separados por 200ms)
directamente efectuada nos colaterais de Schaffeemta fortemente a fosforilagcdo da
subunidade GIuR1 nas serinas 818 e 831 (Bosthah, 2006), A fosforilagdo em todas
estas serinas parece ser crucial para a incormrag&inapse dos receptores AMPA
(Gomeset al, 2003).

O padrao de estimulacdo utilizado nas nossasiérpers (Sburstsde 4 pulsos
a 100Hz, separados por 200ms) é mais fraco do gumemcionados acima, sendo
possivel que envolva mecanismos diferentes noegpeita ao envolvimento da PKA e
PKC. Em experiéncias futuras propde-se induzirpaairdo de estimulacao mais forte
(theta-burstforte), de maneira a desencadete-LTP ou uma LTP mais robusta, que se
sabe ser dependente de PKA, PKC e CaMKIl assim caomofosforilagdo da
subunidade GIluR1 dos receptores AMPA pelas prate@imases CaMKIl (Ser831,
Barriaet al, 1997) e PKC (Ser831 e Ser818, Boetinal, 2006). Espera-se que esta
estratégia permita esclarecer melhor a influén@aP&A e da PKC no efeito do
bloqueio dos receptores VPAGm condi¢des talvez mais proximas das que levam a
formacao de memoaria de longo termo. Em particoldacto da presenca do antagonista
dos receptores VPAQer um tdo grande impacto na fosforilacdo da siulagle GluR1
pela PKA, parece sugerir um efeito crucial do VIR inibicdo da formacdo de
memoarias a longo termo.

Uma outra possibilidade serd testar diferentdsidares da PKA (KT-5720 e
Rp-cAMPS) com o actual padrédo de estimulacdo pawdirmar a auséncia de
envolvimento da PKA quer na inducdo da LTP comoefato do antagonista do
receptor VPAG na LTP.

Pretende-se ainda, agora optimizado todo o proadssestudo da fosforilacédo
da subunidade GluR1 dos receptores AMPA, tentatimelacao das fatias unicamente
na area CAl, em condicdes mais proximas das dostoggelectrofisiologicos

realizados neste trabalho, isto €, com estimuldg@&ota dos colaterais de Schaffer.
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CONCLUSOES
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CONCLUSOES

Neste trabalho propusemo-nos avaliar o envolvimeiad®KA e da PKC na
inibicdo pelo VIP enddgeno da LTP induzida na &84 do hipocampo por uitiheta-
burst curto (5x4 bursts de 100Hz separados por 200ms, durante 1 seguuo).
resultados descritos neste trabalho permitirameoasluir que: 1) o efeito inibitério do
VIP endogeno na LTP na area CAl do hipocampo npemdie da actividade da PKA
ou da PKC; 2) a actividade quer da PKA quer da RBEE sdo necessarias na expressao
da LTP induzida por este padrao de estimulacéo.

Estes resultados sugerem que 0s mecanismos eroslval expressao da LTP
nestas condi¢cdes experimentais precisam de serbm@iestudados, nomeadamente, o
envolvimento da CaMKII. De igual modo, serd necessésclarecer melhor os
mecanismos desencadeados pela activagdo do revépAah pelo VIP enddgeno para
inibir a LTP nestas condicdes.

Por outro lado, propusemo-nos investigar o envawito da fosforilacdo da
subunidade GIuR1 dos receptores AMPA, nas seridfagaddvo da PKA) e 831 (alvo da
PKC e da CaMKIl), no efeito inibitério do VIP na BT Observou-se que a presenca do
antagonista dos receptores VPASuUsou um aumento nos niveis de fosforilagdo na
subunidade GIuR1 unicamente na serina 845. Nadsen@ram alteracdes nos niveis
de fosforilagdo da GIuR1 quer na Ser845 quer n@33exm resposta dbeta-burst

Estas observacdes sugerem que embora a inibig@sfdalacdo da subunidade
GluR1 pelo VIP endbégeno (via VPACpossa ser relevante paralaae-LTP e a
formacdo de memarias dependentes do hipocamp@& pémvavelmente relevante para

a expressado da LTP nas condi¢des experimentdiadaks neste trabalho.
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