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Resumo

Com a crescente incidéncia de doencas, como as de Alzheimer e de Parkinson e mesmo
a depressdo, tem havido também uma preocupac¢éo acrescida na procura das suas causas, dos
mecanismos celulares nelas envolvidos e de novas formas de tratamento. Deste modo, torna-
se crucial o estudo do efeito que certos compostos quimicos podem ter no sistema nervoso
central. Sabe-se que estas doencas podem estar associadas a uma libertagdo excessiva de
zinco neuronal pretendendo-se, por isso estudar variagfes sindpticas de zinco usando um
indicador fluorescente e também sinais correspondentes de autofluorescéncia. Os estudos
foram efetuados nas sinapses das fibras musgosas, localizadas na area CA3 do hipocampo,
que sd@o muito ricas em zinco vesicular. As variagcbes de zinco foram induzidas pelos
compostos KCI e TEA, que despolarizam a membrana celular causando plasticidade sindptica

e pelo &cido oleico, cujo efeito se pretende conhecer na atividade neuronal.

O é&cido oleico é um composto quimico monoinsaturado que existe, em abundancia no
azeite e na améndoa, apresentando muitos beneficios nutricionais e medicinais sendo, por
isso, usado em diversas aplicagdes. No entanto, devido a crescente industrializacdo no setor
alimentar, nomeadamente na producdo de azeite e de leite de améndoa, a presenca do acido
oleico em concentracdes elevadas podera ser frequente nos seus efluentes. Por este motivo,
pretende-se investigar o impacto deste composto em movimentos sinapticos de zinco e em

sinais de autofluorescéncia, com origem em flavoproteinas existentes na mitocéndria.

Um dos mecanismos desencadeados pela presenca de KCI, que pode ser encontrado em
guantidades consideraveis em efluentes de destilarias, e por TEA é a inducdo da potenciacao
de longa duracéo, que esta associada a uma libertacdo intensa de zinco para a fenda sinaptica.
Estes dois compostos, cujo efeito na atividade elétrica neuronal ja € conhecido, originaram
sinais de autofluorescéncia, opostos, nomeadamente uma potenciacdo no caso do KCl e uma
depressdo na presenca de TEA, que eram parcialmente reversiveis. A amplitude da
potenciacdo induzida por KCI dependia da osmolaridade do meio extracelular, sendo maior
para uma osmolaridade normal. Quanto aos sinais de zinco, foram medidas variacOes
induzidas pela aplicacdo de TEA, tendo-se verificado resultados semelhantes aos obtidos para

os sinais de autofluorescéncia. Para avaliar o envolvimento dos canais de potassio
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dependentes de ATP, que sdo ativados por zinco, na depressao induzida por TEA, aplicou-se

tolbutamida que € um bloqueador daqueles canais.

No estudo do efeito do acido oleico foram analisadas variacbes de sinais de
autofluorescéncia e de zinco. As medidas de autofluorescéncia foram efetuadas usando duas
concentragdes, 20 UM e 40 pM, tendo-se registado um pequeno aumento reversivel para a
concentracdo de 40 uM. No caso dos sinais de zinco aplicaram-se cinco concentragdes, 10
UM, 20 uM, 40 uM, 60 puM e 100 UM mas apenas se verificaram aumentos da intensidade de
fluorescéncia para as concentragfes de 20 uM e 100 pM, que também sdo reversiveis.
Conclui-se por isso que, ao contrario do que acontece com o KCIl e TEA, em que depois da
sua remocdo a atividade sinaptica fica, geralmente potenciada, os sinais recuperam depois da
aplicacdo das concentracdes usadas de acido oleico, sugerindo que ele ndo altera o estado

fisiolégico neuronal.

Palavras-Chave: zinco; acido oleico; autofluorescéncia; sinapses das fibras musgosas;

area CA3 do hipocampo.
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Abstract

With the increasing incidence of diseases, like Alzheimer’s, Parkinson’s and even
depression, there has been increased concern in searching for their causes, the cellular
mechanisms involved and for new ways of treatment. Thus, it becomes crucial to study the
effect that certain chemical compounds may have in the central nervous system. It is known
that these diseases may be associated with excessive neuronal zinc release, being therefore,
the aim to study synaptic zinc changes using a fluorescent indicator and also corresponding
autofluorescence signals. The studies were performed at the mossy fiber synapses, localized
area in CA3 area of the hippocampus, that are very rich in vesicular zinc. The zinc changes
were induced by the KCI and TEA compounds that depolarize the cell membrane causing
synaptic plasticity and by oleic acid, with the aim of knowing its effect in neuronal activity.
Oleic acid is a monounsaturated chemical compound, existing in abundance in olive oil and
almonds, that has many nutritional and medicinal benefits being, therefore, used in several
applications. However, due to the increasing industrialization in the food sector, namely in the
production of olive oil and almond milk, the presence of oleic acid in high concentrations in
their effluents may be frequent. Thus, the present work aims to study the impact of this
compound in synaptic zinc movements and in autofluorescence signals from flavoproteins
existing in the mitochondria. One of the mechanisms triggered by the presence of KClI, that
can be found in high amounts in distillery effluents, and by TEA is the induction of long-term
potentiation, which is associated with intense zinc release into the synaptic cleft. These two
compounds, whose effect on neuronal electrical activity is already known, originated opposite
autofluorescence signals, namely an enhancement in the case of KCI and a depression in the
presence of TEA, which were partially reversible. The magnitude of the KCI induced
potentiation depended on the osmolality of the extracellular medium, being higher for a
normal osmolarity. As for the zinc signals, the observed TEA evoked changes were similar to
those of the autofluorescence measurements. To assess the involvement of ATP-sensitive
potassium channels, which are activated by zinc, in the TEA evoked zinc depression,

tolbutamide, a blocker of those channels, was applied.

Vi
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In the study of the effect of oleic acid, autofluorescence and zinc changes were analised.
The autofluorescence measurements were performed using two concentrations, 20 uM and 40
KM, having a small reversible enhancement been observed for the 40 uM concentration. As
for the zinc signals, five concentrations were applied, 10 uM, 20 uM, 40 uM, 60 puM and 100
UM, having increased fluorescence intensities, that were also reversible, been detected only
for the 20 puM and 100 pM concentrations. Therefore, it is concluded that, unlike what
happens with KCI and TEA, for which synaptic activity is generally potentiated upon their
removal, , the signals recover after the applied concentrations of oleic acid, suggesting that it

does alter the physiological neuronal state.

Keywords: zinc; oleic acid; autofluorescence; mossy fiber synapses, hippocalpal CA3

area.
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1. Introducéo

1.1 Objetivo

Este trabalho tem como principal objetivo o estudo do efeito na satde do acido oleico,
também conhecido como dmega 9, que esta presente em elevadas quantidades no azeite e na
améndoa. Em particular pretende-se investigar o seu efeito na atividade sinaptica
comparando-o com as ac¢des induzidas pelos compostos despolarizantes KCI e TEA. Para
isso, serd feito um estudo do impacto que estes compostos tém em sinais de autofluorescéncia
e na libertacdo de zinco e nos sinais de autofluorescéncia. O estudo é realizado nas sinapses
das fibras musgosas da area CA3 do hipocampo do rato. Foi escolhida esta area uma vez que
é a area cerebral com maior concentragdo de zinco, livre ou fracamente ligado, em vesiculas

sinapticas.

1.2 Motivacao

Com a crescente industrializacdo, principalmente na area alimentar, a producdo de
efluentes torna-se um aspeto importante a ter em consideragdo. Os efluentes podem conter
guantidades enormes de substancias que se ndo forem devidamente tratadas podem trazer

consequéncias a saude humana.

O é&cido oleico é um composto que existe em quantidades elevadas no azeite e na
améndoa. O azeite € um dos alimentos mais consumidos na area do Mediterraneo e o
consumo da améndoa tem vindo a aumentar, principalmente pela crescente procura do leite de

améndoa e pelos efeitos benéficos deste alimento na salde.

Relativamente ao KCl e ao TEA, compostos que provocam a despolarizagdo da
membrana celular e a indugdo quimica da LTP, pretende-se analisar o efeito destes em sinais
de autofluorescéncia e de zinco. O KCI pode ser encontrado em efluentes de algumas

industrias, como por exemplo das destilarias (Ansari, Awasthi e Srivastava 2012).
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Pretende-se portanto estudar o efeito destes compostos quimicos no cérebro, mais

concretamente nas sinapses das fibras musgosas da area CA3 do hipocampo.

1.3 Estrutura da dissertagao

No capitulo 2 é feita uma revisdo dos contetdos abordados ao longo do presente
trabalho. Primeiramente, séo introduzidos alguns fundamentos basicos acerca da anatomia do
hipocampo, bem como sobre a transmissao sinaptica. Depois, descrevem-se os fendmenos de
autofluorescéncia e a potenciacdo de longa duragédo (long-term potentiaon, LTP) e aborda-se
também a importéncia do zinco no sistema nervoso central. Por fim, sdo feitas referéncias a
dois alimentos, o azeite e a améndoa, que sdo ricos em acido oleico, frisando a importancia

que este composto tem sobretudo na area medicinal.

O capitulo 3 contém uma revisdo bibliografica de estudos efetuados sobre a LTP no
hipocampo, focando os mecanismos subjacentes a este fendmeno. De seguida, aborda-se a
importancia do zinco no cérebro, mencionando-se diversos indicadores, quelantes e
bloqueadores utilizados nos estudos efetuados acerca desta tematica. Termina-se este capitulo
com uma breve revisdo bibliogréfica sobre a importancia de alguns compostos presentes na

améndoa e no azeite, na saude.

No capitulo seguinte, capitulo 4, é descrito o arranjo experimental bem como 0s
métodos utilizados para a realizacdo das experiéncias. Sdo também apresentadas 0s varios

procedimentos para a preparacdo das solucdes utilizadas durante a realizacdo deste trabalho.

No capitulo 5 séo apresentados os resultados obtidos e, no capitulo seguinte, capitulo 6,
é feita a sua discussédo. Por fim, no capitulo 7, sdo apresentadas as conclusdes e as perspetivas

futuras.



Efeito de Compostos Quimicos na Atividade Sinaptica

2. Fundamentos Tedricos

Neste capitulo, sdo iniciados os fundamentos teoéricos subjacentes a este trabalho.
Iniciar-se-4 por uma pequena abordagem & caracterizacdo da améndoa e do azeite e 0s seus
compostos, reforcando a importancia do acido oleico. De seguida, é feita uma breve descrigao
do hipocampo e dos seus circuitos neuronais principais. Dentro desta tematica sdo abordados

0s conceitos de autofluorescéncia e LTP e ainda a importancia do zinco no cerebro.

2.1 Hipocampo

O cérebro é o 6rgdo onde se localiza o sistema nervoso. Este atua sobre os restantes

6rgéos do corpo, sendo um dos mais complexos do organismo humano.

O hipocampo, que possui uma simetria bilateral, € uma das divisdes que o cérebro
apresenta e esta localizado em baixo do cortéx central. Este encontra-se presente apenas nos
mamiferos, estando a regido do qual ele deriva (pallium medial) presente em todos 0s
vertebrados.

Quanto as suas fungbes, o hipocampo, apresenta um importante papel na formacao de

memodrias, no controlo de atencdo e emocdes e na funcdo olfativa. (Andersen, et al. 2007).

O hipocampo esté inserido num conjunto de areas que, no todo, constituem a formacéo
hipocampal. Esta formacéo divide-se em 6 regides, das quais se podem destacar a fascia
dentada, o hipocampo, o subiculum, presubiculum, parasubiculum e o cértex entorrinal
(Andersen, et al. 2007). Na Figura 1, podem-se observar estas regifes organizadas na

formagéo hipocampal.
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Cortéx Entorrinal

Figura 1- Formacdo hipocmpal. (Adaptado de Andersen et. al., 2007)

J4

Focando apenas no hipocampo, este aparenta ter um formato em forma de “C” e ¢
dividido em trés subdivisdes (cornu ammonis), CAl, CA2 e CA3. As areas, referidas
anteriormente, sdo constituidas por um conjunto de células designadas por células piramidais
que formam uma fina camada. No fundo desta camada encontra-se uma zona designada por
stratum oriens, que contém as dendrites basais (projecdo ramificada das terminacGes
neuronais de onde se propaga a estimulacdo eletroquimica) e inimeros interneuronios. Na
continuacdo, e em sentido ascendente, encontra-se a camada stractum piramidale.
Posteriormente, e apenas na area CA3, segue-se a camada stractum lucidium, formada pelas
fibras musgosas. Apds a stractum lucidium, na area CA3, e a stractum piramidale, nas areas
CAl e CA2, vem a stratum radiatum. Por fim, a zona mais externa do hipocampo, camada
onde as fibras provenientes do cértex entorrinal terminam, designa-se por stratum lacunosum-
moleculare (Andersen, et al. 2007). A Figura 2 representa uma fatia do hipocampo, e os

circuitos neurais principais desta regiao.
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Figura 2 - Fatia transversal do hipocampo. (Adaptado de
Andersen et. al., 2007)

2.2 Transmissdo Sinaptica

As sinapses sao estruturas que permitem enviar sinais extremamente rapidos para outros
neuronios ou para células ndo neuronais, como € o caso das fibras musculares. (H. Hennig
s.d.).

Estas podem ser de dois tipos: sinapses quimicas ou sinapses elétricas. As sinapses
quimicas sdo caracterizadas pela transmissdo de neurotransmissores por um neurénio (zona
pré-sinaptica) e pela detecdo do neurotransmissor por um neurénio adjacente (zona pos-
sinaptica) (E. Pereda 2014). A zona pré-sinaptica € caracterizada pela presenca de vesiculas
de exocitose onde se encontram as moléculas de neurotransmissores e a zona pds-sinaptica é
onde se encontram o0s seus recetores, localizados na membrana daquela regido. Estas duas
zonas sdo separadas por uma regido que se designa por fenda sindptica (Andersen, et al.
2007).

As sinapses elétricas possuem canais intercelulares que permitem a passagem de ides ou
pequenas moléculas de uma célula para a outra. Estas sinapses encontram-se ligadas por uma
estrutura designada por gap junction e, ao contrario das sinapses quimicas, ndo possuem zona

pos nem pré-sinaptica, pois ndo existe uma direcdo definida de fluxo de sinal. Além da
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transmissdo de iGes (atividade elétrica), as gap junction também permitem a troca de

pequenas moléculas como as cCAMP e IP3 (H. Hennig s.d.).

Na Figura 3 é possivel observar a distingdo entre os dois tipos de sinapses.

Synaptic
cleft

Neurdnio Pos-sinaptico

| Passagem dos ides

Figura 3 - Representacdo esquematica de uma sinapse elétrica (esquerda) e de uma sinapse quimica (direita).
Adaptado de Purves, et al. 2004.

Dentro das sinapses quimicas existem dois tipos de transmissdo de sinal: via inibitoria
ou excitatoria, que dependem dos neurotransmissores envolvidos e de como estes afetam o
neuronio pos-sinaptico. O tipo de neurotransmissores libertados (que originam o potencial
poOs-sinaptico) determina a probabilidade de ocorrer ou ndo um potencial no neurdénio pés-
sinaptico (impulso nervoso). Forma-se um potencial pds-sinaptico excitatério se a
probabilidade da ocorréncia de um impulso na regido potencial pds-sinaptica for elevada.
Caso contrario, verifica-se uma acdo poés-sinéptica inibitoria. Por exemplo, quando os

recetores de neurotransmissores caracteristicos da resposta excitatoria sdo ativados, 0s canais

6
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ndo seletivos de catides permitem a entrada de e Na™ e a saida de K*, de acordo os seus
gradientes de concentracdo, o que faz com que se forme um potencial de acdo na célula pos-
sinatica. Quando os recetores dos neurotransmissores inibitorios sdo ativados, abrem-se canais
de CI'. A entrada destes ides provoca uma hiperpolarizacdo da membrana pds-sinaptica o que
faz com que ndo haja ocorréncia de um potencial de acdo. Tal acontecimento origina uma

resposta inibitoria (Purves, et al. 2004).

O neurotransmissores excitatorio mais abundante no hipocampo é o glutamato,

enquanto que o inibitério, GABA (acido y-aminobutirico) (Andersen, et al. 2007).

Quanto aos recetores ionotropicos (que contém canais permeaveis a i0es) de
neurotransmissores excitatorios existem trés tipos: AMPA, kainato e NMDA. Dentro dos
recetores metabotropicos (a sua ativacio origina a libertagdo de Ca?* intracelular) existem trés
recetores que se encontram ligados a uma proteina G. Estes denominam-se mGIuRs 1, 11 e 111
(Andersen, et al. 2007). Os recetores ionotropicos, quando ativados pelos neurotransmissores,

permitem a passagem de ides de sddio, potassio e/ou célcio.

2.3 Autofluorescéncia

O fendmeno de fluorescéncia consiste na emissdo de luz quando uma determinada
molécula absorve um fotdo e passa ao estado excitado. Ou seja, quando isso acontece, ocorre
uma libertacdo de fotbes que emite luz com uma determinada frequéncia e comprimento de

onda.

A autofluorescéncia define-se como a fluorescéncia emitida por estruturas bioldgicas
intrinsecas, quando sdo excitadas por radiacdo UV/Vis. Algumas dessas estruturas estdo
associadas a mitocéndrias e lisossomas e incluem proteinas que contém aminoacidos

aromaticos, como NADH, FAD e lipopigmentos (Monici 2005).

Estudos efetuados demonstraram que a autofluorescéncia proveniente do NADH é um
indicador do metabolismo glicélico e oxidativo. Foi ainda concluido que observando a
autofluorescéncia das flavoproteinas se pode verificar o estado oxidativo dos tecidos (
Kosterin, et al. 2005) ( C. Reinert, et al. 2007).
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O NADH tem espetros de excitagdo e de emissdo com valores maximos,
respetivamente, para os comprimentos de onda 340 nm e 460 nm. Quanto ao FAD,
relativamente aos valores méaximos dos mesmos espetros verificam-se para comprimentos de
onda de 450 nm e emite nos 530 nm ( R. Lakowicz 2006). A Figura 4 mostra 0s respetivos

espetros.

Excitacao e Emissao

0.5F

) ¥

oL 1 1 1
300 400 500 600
Comprimento de onda (nm)

Figura 4 - Espetro de excitacdo e de emissdo do NADH e do
FAD. Adaptado de R. Lakowicz, 2006.

Em estudos realizados no cerebelo de rato in vivo, medindo a autofluorescéncia de
flavoproteinas, verificou-se que o0s sinais de autofluorescéncia sdo provavelmente
provenientes de atividade mitocondrial, mais concretamente da oxidacdo e posterior reducdo
dos compostos NADH e FADH: (Shuttleworth 2010) ( Kosterin, et al. 2005).

Ainda segundo Kosterin, et al. (2005), o célcio que entra no terminal pré-sinptico
através de canais de célcio dependentes do potencial, apds uma estimulacdo, pode estar

relacionado com a intensidade de autofluorescéncia emitida.
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2.4 Plasticidade sinaptica e potenciacéo de longa duracéo

A potenciacdo de longa duragdo é definida como uma melhoria a longo prazo da
eficdcia da comunicacdo entre neurdnios (plasticidade sindptica). Esta situacdo pode ser
obtida através de uma estimulagdo, elétrica ou quimica, intensa. Esta pode ser realizada
experimentalmente, aplicando varios pulsos elétricos seguidos, de alta frequéncia (tétanos),
consistindo normalmente em estimulagcbes de 100 Hz, durante 1 segundo. As mudangas
sinapticas observadas nas dendrites basais demonstram um aumento do potencial pés-
sinaptico excitatorio. Considera-se que esta forma de plasticidade sinéptica esta na base de
processos como a aprendizagem e da formacdo de memorias (A. Cérdoba-Montoya, Albert e
Lopez-Martin 2010).

A LTP pode ser de vérios tipos dependendo da area do cérebro em que ocorre e de
outros fatores. No entanto, podem-se destacar duas formas distintas de LTP induzidas
eletricamente: a LTP que € dependente da ativacdo dos recetores pos-sindpticos de glutamato
que sdo ativados por NMDA. Esta forma de LTP pode ser observada nas sinapses entre as
fibras colaterais de Schaffer e as células piramidais CA1 do hipocampo, sendo que também ja
sido observadas nas sinapses entre as fibras associacionais-comissurais e as células piramidais
da area CA3 do hipocampo. Relativamente a segunda forma de LTP, esta ndo depende da
ativacdo dos recetores de NMDA. A ocorréncia desta foi observada nas sinapses entre fibras
musgosas e as células piramidais da area CA3 do hipocampo (Matias 2001) (F. Cooke e V. P.
Bliss 2006).

No entanto, também se pode induzir a LTP quimicamente, como por exemplo, através
da aplicacdo do blogueador de canais de K* dependentes do potencial, TEA (tetraetilamoénio).
Esta LTP é dependente da ativagdo dos canais de calcio dependentes do potencial (voltage
dependente calcium channels, VDCCs) e foi observada na area CAl e na fascia dentada.
Contudo, recentemente, foi observada esta forma de LTP na area CA3 do hipocampo, sendo a
sua indugdo nas sinapses das fibras musgosas dependente da ativacdo de VDCCs sensiveis ao
Ni2* (Suzuki e Okada 2007).
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Por outro lado, foi concluido que nas sinapses das musgosas, 0S canais responsaveis

pela entrega de célcio na zona pés-sinaptica sdo os VDCCs tipo T (Suzuki e Okada 2008).

2.5 O zinco no sistema nervoso central

O zinco é o segundo elemento metalico mais abundante no Nnosso organismo, a seguir ao
ferro e pode ter muitas funcdes, das quais se podem destacar, alguns processos celulares,
como por exemplo, a regulacdo de genes e de neurotransmissores e a ativacdo de
metaloproteinas. No entanto, sabe-se que ele também pode estar envolvido em algumas
doencas neuroldgicas graves (W. Choi e Y. Koh 1998).

O Zn?' é um catido metalico que pode ser encontrado no cérebro de mamiferos, mais
concretamente em vesiculas dos nervos pré-sinapticos de sinapses especificas
(glutamatérgicas), sendo co-libertado com o neurotransmissor glutamato (K. Ketterman e V.
Li 2007) (Quinta-Ferreira, Dionisio, et al. 2004). No sistema nervoso central, principalmente
nos terminais das fibras musgosas do hipocampo, existem elevadas quantidades de zinco nas

vesiculas (Quinta-Ferreira, Dionisio, et al. 2004).

A exocitose vesicular destes catides foi observada a partir de medic6es de fluorescéncia.
Durante a atividade neuronal induzida (despolarizacdo da membrana) e apds a exocitose pré-
sinaptica, o valor da intensidade de fluorescéncia, medida com um indicador de zinco que
entra nas vesiculas sinapticas, descresce. No entanto, apds o estimulo ela regressa ao valor
inicial. A libertagio de Zn?* é dependente da entrada do ido Ca?* para a regido pré-sinaptica
(Quinta-Ferreira, Dionisio, et al. 2004) (K. Ketterman e V. Li 2007).

O zinco vesicular parece atuar como modulador dos recetores pos-sinapticos de
glutamato, ionotropicos e metabotropicos. Este pode facilitar uma resposta excitatéria, pois
inibe os recetores de GABA, reduzindo desta forma a resposta inibitéria. No entanto, também
pode funcionar como inibidor, pois verificou-se que ele inibe os recetores de NMDA e de
canais de célcio dependentes de potencial. Verificou-se também que o zinco potencia a
resposta dos recetores de AMPA (Quinta-Ferreira, Dionisio, et al. 2004) (R. Morris e W.
Levenson 2012).

A maior parte do Zn?" possui ligacGes fortes como é o caso do zinco extracelular e

intracelular, no entanto, existe algum zinco que esta presente nos neurénios glutamatérgicos
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preé-sinapticos que possui ligacdes fracas ou esta livre. Este, pode ser libertado em quantidades
micromolares, apds estimulacdo intensa ou na sequéncia de um estimulo elétrico individual
(B. Thompson, et al. 2002).

Sabe-se que a concentracdo do ido zinco extracelular no cérebro é normalmente inferior
a 500 nM. Ja dentro das vesiculas dos terminais pré-sinapticos as concentragcdes podem rondar
0s 100 a 300 uM (H. Weiss, L. Sensi e Y. Koh 2000).

Em concentracBes mais altas, o zinco parece ter um comportamento neurotdxico. Ele
pode provocar algumas doencas neurodegenerativas tais como a, esclerose amiolateral, e as
doencas de Alzheimer e Parkinson. O excesso de zinco causado por isquemia origina lesdes

traumaticas no cérebro e convulsdes (R. Morris e W. Levenson 2012).

A deficiéncia na concentracdo de zinco no organismo pode levar a irregularidades no
crescimento, na maturagdo sexual, na funcio imunitaria e na fungo neuroldgica. E de referir
gue também podem ocorrer anomalias na pele e no cabelo, bem como na cicatrizagcdo de
ferimentos (W. Choi e Y. Koh 1998).

Hé& zinco em abundancia na area CA3 do hipocampo, mais concretamente nos terminais
pré-sindpticos das fibras musgosas. Este zinco pode estar envolvido na LTP, pois ap6s
estimulacdo destas fibras ocorre a libertacdo de zinco que ira interacionar com 0s recetores
excitatorios de aminoacidos como o glutamato e 0 GABA e com VDCCs (Xie e G. Smart
1994).

2.6 O acido oleico na améndoa e no azeite

A améndoa é uma semente, normalmente considerada um fruto seco, e € um alimento

bastante nutritivo. E constituida por uma pele fina, de cor acastanhada, e tem o interior creme.

Hoje em dia, um produto em voga proveniente da améndoa é o leite de améndoa. Este é
um produto bastante atrativo a nivel nutritivo e é um forte candidato a substituto do leite
tradicional que € proveniente de origem animal. A producdo do leite de améndoa a nivel
industrial usa grandes quantidades de agua e produz efluentes bastante concentrados em

substancias quimicas caracteristicas da améndoa.

11
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Um dos compostos que se pode destacar em maior quantidade, alem das proteinas, sdo
os acidos gordos monoinsaturados, como o acido oleico, e polinsaturados, como o acido
linoleico. A composicdo da améndoa é apresentada com maior detalhe na Tabela 7, no Anexo
A.

O &cido oleico (CgHz402), Figura 5, € um lipido que esta presente em bastantes animais,
em gorduras e 0leos vegetais. Mais concretamente, pode-se destacar, por exemplo, no azeite,

no 6leo de girassol, no 6leo de palma e em animais marinhos como o bacalhau ou o tubar&o.

Figura 5 - Estrutura quimica do &cido oleico.

Quanto aos beneficios do acido oleico sabe-se que este é bom na reducdo da pressédo
sanguinea pois permite a sinalizacdo dos recetores adrenérgicos (Terés, et al. 2008); previne
colites ulcerativas (inflamacdo do célon) (S.A. de Silva, et al. 2013); protege as membranas
celulares de radicais livres, pois uma vez que é menos suscetivel a oxidacéo que outros acidos
gordos (6mega 3 e dmega 6), este pode parcialmente substitui-los tanto nos triglicerdis como
nos lipidos da membrana (Haug, T. Hestmark e M. Harstad 2007); facilita a oxidacdo de
gorduras no organismo através da estimulacdo da via proteina-quinase A e da ativacdo do
complexo transcricional SIRT1/PGC1 o (Lim, et al. 2013); alivia diabetes do tipo 2, pois este

pode reverter o efeito inibitorio da citoquina inflamatéria TNF-a ( K. Vassiliou, et al. 2009).

Relativamente ao &cido oleico no sistema neuronal, foi demonstrado que este pode
ativar a proteina-quinase C na auséncia de Ca?" e de fosfolipidos. A proteina-quinase C é uma
importante enzima na mediacdo da sinalizagdo transmembranar (Murakami e Routtenberg
1985). Sabe-se também que a ativacdo da proteina-quinase C pode estar envolvida na

formagé&o da potenciacdo de longa duragdo (LTP) (J. Linden e Routtenberg 1989).

Quanto ao azeite, um alimento tipicamente mediterranico, este € um 6leo proveniente da
azeitona. A produgdo do azeite consiste, resumidamente, na moagem das azeitonas e na
extracdo do Oleo resultante, por vias quimicas e mecanicas. Relativamente a saude, este
apresenta inumeros beneficios. Destes, podem-se destacar a perda de peso, a reducdo das

gorduras da barriga, diminui¢do do risco de ataque de coragdo e reducdo do colesterol “mau”.
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Este apresenta a composicdo mais detalhada, na Tabela 8, no Anexo A. O acido oleico
presente no azeite constitui mais de 70% da sua composi¢do (71 g em cada 100 g), sendo

deste modo, o componente com maior relevancia neste alimento.

No que toca aos efluentes resultantes da producdo do azeite, sabe-se que estes contém
cerca de 0,02% a 1% de lipidos. O &cido oleico (acido gordo de cadeia longa) é uma das
substancias que, quando presente nestes efluentes, traz alguns problemas no seu tratamento
por via anaerdbia (Azabou, et al. 2004). No processo de tratamento, foi verificado que o &cido
oleico presente a partir de concentracdes iguais ou superiores a 5 mM € toxico para as
bactérias metanogenicas ( Beccari, et al. 1995). Além disso, se este ndo for removido, provoca

uma acidez superior aos limites impostos para o consumo humano (Elkacmi, et al. 2015).

Quanto aos beneficios do acido oleico proveniente do azeite, na satde, A. Menendez et
al. (2005, 2006) afirma que o &cido oleico suprime a superexpressdo da Her-2/Neu. Este ird
interagir sinergeticamente com o imunoterapeuta, anti-Her-2/Neu, que, por sua vez,
promovera a morte das células cancerigenas da mama. Ainda dentro da tematica do cancro,
outro estudo, Llor et al. (2003), indica que o acido oleico proveniente do azeite induz a
apoptose e a diferenciacdo celular. Tais efeitos levam a uma influéncia crucial nos processos

responsaveis pelo desenvolvimento do cancro colorectal.

Relativamente ao colesterol, foi demonstrado que o acido oleico € eficaz a baixar os

niveis do colesterol LDL e do colesterol total ( L. Harwooda e Yagoobb 2002).

Atualmente, o 4cido oleico é bastante usado em sabonetes devido a sua componente
lubrificante. E também usado em cremes e emulsdes cosméticas, normalmente de forma a
repor a oleosidade de peles secas. Devido a sua capacidade de protecdo e regeneracao da pele

afetada por queimaduras solares, este é usado também em protetores solares e bronzeadores.
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3. Estado de Arte

Neste capitulo é feita uma reviséo bibliografica das variadas tematicas abordadas neste
trabalho.

3.1 ALTP no hipocampo

Para que a LTP aconteca é essencial da ativagdo dos recetores de glutamato
ionotropicos, NMDA e AMPA. H& também evidéncias que os recetores de glutamato,

mGIuRs, também poderdo estar envolvidos (I. Bashir, et al. 1993).

De modo a induzir a LTP é necessario aumentar o fluxo de célcio intracelular. Tal
acontecimento pode ser alcancado através da ativacdo sinaptica dos recetores de NMDA ao
mesmo tempo que se da a despolarizacdo pés-sinaptica (Huang e C. Malenka 1993). Este tipo
de inducdo pode ser realizado a partir de estimulos elétricos de alta frequéncia e ser observado

nas areas CA1 e na fascia dentada.

Outra forma de inducdo da LTP pode ser conseguido sem a ativagdo dos recetores de
NMDA. Neste caso, o fluxo de célcio ocorre através de canais de célcio dependentes do
potencial (VDCCs), localizados nas sinapses das fibras musgosas, nas células piramidais da
area CA3 do hipocampo (Matias 2001).

E também possivel induzir a LTP, independente da ativacdo dos recetores de NMDA,
quimicamente, adicionando TEA a solucdo de ACSF. Isto origna bloqueio de canais de K*
dependentes do potencial provocando a entrada de céalcio através de canais de célcio
dependentes do potencial (VDCCs). Foi possivel verificar que, o TEA é de facto um indutor
da LTP, dado que foi demonstrado que um antagonista (D-APV) do recetor NMDA falhou no
bloqueio da LTP induzida por TEA (Song, et al. 2001).

No entanto, devido a abundancia de zinco nas vesiculas pré-sinapticas e a sua interacao
com os recetores de NMDA, verificou-se que apds a estimulacdo o zinco libertado inibe

transmissdo sinapica bem como suprime/diminui a LTP. Foi também sugerido que patologias
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relacionadas com o aumento do zinco extracelular poderdo ter implicacdes na plasticidade
sinaptica (Xie e G. Smart 1994).

Na tabela 1, sdo apresentados diversos métodos/compostos e os seus efeitos na LTP.

Tabela 1 - Efeito de certos métodos/compostos na LTP.

Composto/Método

Inducéo

Efeitona LTP

Resultados

Referéncia

Estimulagéo

tetanica

Dois impulsos
separados por
50 ms e dois
tétanos (100
Hz, 1s)

Inducdo

Estudo
realizado na
area CA3, nas
fibras
musgosas.
Verificou-se
que o célcio
pré-sinaptico
néo aumenta
durante a LTP.

(Matias 2001)

Estimulacéo

tetanica

Dois tétanos
(100 Hz, 1 9)
separados por
um intervalo de
30 ms

Inducéo

Estudo
realizado na
area CA3, nas
fibras
musgosas.
Observou-se
que a libertacdo
de zinco
enddgeno
podera nédo ter
influéncia  na
formacdo da
LTP.

(Quinta-Ferreira
e Matias 2005)

Zinco

100-300 M

Inibitorio

Foi

demonstrado

(Xie e G. Smart
1994)

16



Efeito de Compostos Quimicos na Atividade Sinaptica

que 0 aumento
de zinco
extracelular nas
areas CAl e
CA3 pode
reduzir a
transmissao
sinaptica
excitatoria e
inibir a LTP. E
também referido
que niveis altos
de zinco
enddgeno
associados com
patologias
poderdo ter
implicacdes na
plasticidade
sindptica da
area CA3.

Zinco

100 uM

Inibe

E demonstrado
que o0 zinco
diminui a
resposta dos
recetores de
NMDA de 40-
50% e inibe a

LTP nas é&reas

CAl e CA3, em
fatias do
hipocampo.

(Izumi, P.
Auberson e F.
Zorumski 2006)
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Ifenprodil 10 uM Nenhuma Né&o interfere na (Izumi, P.
(antagonista dos LTP. Auberson e F.
recetores de Zorumski 2006)
NMDA
NR1/NR2B)
APV + Ifenprodil 10 uM cada Nenhuma N&o interferem (Izumi, P.
APV + zinco 10 UM cada na LTP apesar AubersoneF.
de provocarem Zorumski 2006)
uma  inibicdo
superior a de
50% nos
recetores
NMDA.
NPV-AAMO77 0.05 uM Nenhuma Blogueia  até (Izumi, P.
(antagonista dos ~50% 0s  Aubersone F.
recetores recetores Zorumski 2006)
NR1/NR2B com NMDA, mas
relativa ndo influéncia a
seletividade a LTP.
baixas
concentracgdes)
TEA 25 mM Inducéo Induz a LTP na  (Song, et al.
area CA1l. 2001)
TEA 25 mM Inducéo Induz a LTP nas  (Stewart, et al.

areas CAl e

CAs.

2005)

(Suzuki e
Okada 2008)
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3.2 O zinco no hipocampo

O zinco é essencial no nosso organismo, pois estd presente na estrutura de variadas
proteinas e € responsavel por determinadas funcdes destas, tais como, regulatdrias,
enzimaticas e estruturais. No sistema nervoso central, o zinco pode atuar como um agente

neurosecretor (R. Morris e W. Levenson 2012).

Existe muito zinco nas vesiculas de terminais nervosos excitatorios podendo a sua
libertacdo em grandes quantidades estar relacionada com lesbes neuronais ap0s convulsdes

prolongadas ou isquemia (M. T. Canzoniero, L. Sensi e W. Choi 1997).

O Zn?* é também um modulador dos recetores de aminoacidos, onde atua como inibidor
dos recetores de NMDA e potencia os recetores de AMPA. Além disso, o Zn%** pode
influenciar diretamente varios sinais em cascata, uma vez que ele pode passar através dos
canias de recetores de NMDA, de recetores AMPA/kainato permeaveis ao Ca?* e de canais de
Ca2* dependentes do potencial (VDCCs) existentes nos neurénios pos-sinapticos (Li, et al.
2011).

Para conhecer o papel do zinco em fungdes cerebrais, e na atividade sinaptica em
particular, podem-se usar indicadores permeantes, que formam compostos fluorescentes com

0 zinco intracelular.

Na Tabela 2 é feita uma revisdo bibliogréafica sobre alguns dos indicadores de zinco

mais usados.

Tabela 2 - Resultados para diferentes indcadores de zinco

Indicador Concentracao Resultados Referéncias
Zinpyr-1 20 uM @) estudo foi (K. Kettermane V.
realizado nas fibras Li 2007)
musgosas do
hipocampo. Foi
induzida uma

despolarizacéo na

camada stratum
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lucidum da érea
CA3, durante
atividade  neuronal.
Observou-se uma
diminuicao da
intensidade de
fluorescéncia,

quando ocorreu a

libertacdo de zinco

pré-sinaptico.

Mag-fura-5 Kq (Ca?*) = 20 uM Nas células (M. T. Canzoniero,
K¢ (Mg2*) = 2.6 mM neuronais e na L.SensieW. Choi
auséncia de Mg®* e 1997)
Ca?* extracelular, a
variagdio de Zn?
apos a exposicdo a
100 uM de glutamato
mais 100 pM de Zn?*
foi de 40 a 50 nM.

Mag-fura-5 3uM Em neur6nios de (L. Sensi, etal.
cultura foram 1997)
adicionados  zinco
extracelular em
concentracoes
neurotdxicas (300
uM) e KCI (30-90
mM) para causar
uma despolarizagdo.

Verificou-se um
aumento na
concentragéo do

zinco intracelular.
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TSQ

30 uM

@) estudo foi
realizado no
hipocampo, nas
sinapses das fibras
musgosas, em células
piramidais da area
CA3.  Verificou-se
uma alteracdo na
fluorescéncia

correspondente a
sinais de zinco pré-

sinaptico.

(Quinta-Ferreira,

Dionisio, et al. 2004)

TSQ

0.001% (w/v)

Resultados  obtidos
numa cultura de
neurénios da zona
cortical, onde néo
existia Zn?* exdgeno.
A exposicdo dos
neurénios, durante 1
min, a um aumento
da concentracdo de
Zn?>* (1-100 pM),
levou a um aumento
gradual da
fluorescéncia de
TSQ.

(Marin, et al. 1999)

FluoZin-3

1uM

Estudo realizado nas
sinapses das fibras
musgosas do
hipocampo de ratos.
Verificou-se a

origem vesicular do

(Qian e L. Noebels

2005)
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zinco tendoem conta
a acao do
transportador de
zinco vesicular
ZnT3.

Newport Green

20 uM

Foi aplicada uma
estimulagdo elétrica
em fatias do
hipocampo, nas
sinapses das fibras
musgosas. Observou-
se libertacio de Zn?*
dos neurénios pré-

sinapticos.

(Li, etal. 2011)

Newpor Green
diacetato (DCF)

10 uM

Simulou-se uma
situacdo de isquemia,
privando as fatias de
glucose e oxigénio
durante 30 min. O
estudo foi realizado
no hipocampo de
ratos, na area CAl.
Verificou-se um
aumento na
acumulacio de Zn?*

intracelular.

(J. Stork e V. Li
2006)

Newport Green
diacetato (DCF)

5 uM

Observou-se a
distribuicio do Zn?*
intracelular.  Apds
uma despolarizacéo,
induzida por KClI,

verificou-se um

( Redenti , Ripps e L.

Chappell 2007)
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aumento

da

fluorescéncia nos

terminais sinépticos.

Os agentes quelantes metalicos sdo compostos quimicos que apresentam grande

afinidade com alguns ides metélicos. Sabe-se que estas substancias que formam complexos

com o zinco poderdo diminuir algumas das neuropatologias causadas pelo excesso de zinco

intracelular ( P. Cuajungco e J. Lees 1998) ( Lavoie, et al. 2006).

Estas substancias podem também ser usadas para testar o papel do zinco durante a

atividade neuronal. Uma forma de verificar que sdo sinais de zinco é observando a diminuicao

dos sinais de fluorescénciana presenca de um quelantes de zinco.

Na Tabela 3 sdo apresentados alguns quelantes e os seus efeitos.

Tabela 3 — Estudos realizados para diferentes quelantes de zinco e os seus efeitos.

Quelante

Concentracao

Resultados

Referéncia

TPEN

5mg/kg

Foi verificado que
apesar de nédo
proteger da
neurodegeneracao

reduz a neurogénese
e a proliferacdo das
células progenitoras
provocada por

convulsoes.

(Kim, et al. 2012)

CcQ

30 mg/kg

Este quelante foi
injetado na zona
intraperitoneal de
modo a reduzir a
quantidade de zinco
no cérebro.

Verificou-se que a

(Kim, et al. 2012)
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neurogénese
provocada pelas
convulsoes era
reduzida.

EDPA 250 uM Conclui-se que o0s ( Lavoie, et al.
Ca-EDTA 10 MM quelantes de zinco 2006)
permeantes (DEDTC,
Cu-EDTA 10 mM TPEN) . o
Zn-EDTA 10 mM impermeantes  (Ca-
Tricina 1mM EDTA, EDPA e
TPEN 1 uM tricina) na membrana
ndo impedem uma
DEDTC 200 uM possivel acumulagdo
letal de zinco em
neurénios  afetados
por episodios
epiléticos. Os
quelantes
ntracelulareres de
zinco podem afetar
também a
excitabilidade
neuronal e a
acumulacdo de zinco
na sequéncia de
convulsoes
induzidas.
Ca-EDTA 300 mM Em aplicacbes de Ca-  (Calderone, et al.

EDTA em animais,

antes e apos

2004)
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episodios de
isquemia, observou-
se que entre 50% a
75% da amostra
mostrava uma
resposta eficaz na
protecéo dos
neurénios da é&rea
CAL. A aplicacdo de
Ca-EDTA,
antecipadamente,
atenua a isquemia
induzida, promove a
regulacdo proteica e
atrasa o aumento do
Zn** e da morte

neuronal.

Os bloqueadores de recetores (antagonistas) permitem verificar a origem dos sinais de
zinco. Quando eles se ligam a recetores de glutamato os recetores séo bloqueados impedindo
a passagem do zinco através deles. Um agonista tem o efeito contrario, ou seja, apds a ligacédo

a0 recetor, este é ativado abrindo-se o canal i6nico.

Na Tabela 4 séo apresentados diversos antagonistas/agonistas de recetores e 0s seus

alvos.

Tabela 4 - Alguns tipos de antagonistas e agonistas.

Composto Efeito Recetores Concentracéao Referéncia
DCG-IV Agonista mGIuR 1 pM (Quinta-
: Ferreira,
CNQX Antagonista AMPA 10 pM o
Dionisio, et
D-APV Antagonista NMDA 50 uM al. 2004)
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3.3 O efeito na saude dos compostos da améndoa

Atualmente existem muitos estudos acerca da composicdo da améndoa bem como das
suas propriedades. Estas sdo um fruto com uma composi¢do muito variada e que apresenta

inimeros beneficios para a salde.

Este fruto seco é especialmente rico em compostos gordos insaturados e bioativos (Ros
2010). Existem estudos que demonstram que o consumo da améndoa pode reduzir as doencas
coronarias do coracdo (J.A. Jenkins, et al. 2002) e os diabetes ( J. A. Jenkins , et al. 2006) .
Ele também produz a diminuicdo do efeito do colesterol e efeitos benéficos no stresse
oxidativo, em inflamagdes e na reatividade vascular (A. Trautwein e Demonty 2007) .

Relativamente a nutricdo dietética sabe-se que este fruto ndo sé permite manter um peso
estavel, como também, o seu consumo a longo prazo pode levar a reducdo do peso (Kiefer
2007).

Na Tabela 5 s&o apresentados os efeitos que 0s compostos presentes na améndoa

provocam na saude.

Tabela 5 - Efeitos na saude provocados por compostos da améndoa.

Compostos Resultados Referéncias
Arginina Origina uma melhor resposta (Gokce 2004)
vascular. Em testes

realizados tanto em humanos
como em animais com
alguma forma de hipertenséo,
foram obtidos resultados que
indicam a reducdo da pressao
arterial apds a ingestdo de

arginina.

Vitamina E, Flavondides, E observada uma elevada  (Chen, Lapsley e Blumbe
Compostos fendlicos, Acidos resisténcia a oxidacdo da 2006)

monosaturados lipoproteina colesterol de (3.A. Jenkins, et al. 2002)

26



Efeito de Compostos Quimicos na Atividade Sinaptica

baixa densidade (LDL-C),
com o consumo de 36,5 g a
73 g de améndoas. Deste
modo, ha um maior grau de
prevencdo e diminui¢do do
risco das doencas coronarias

de coracéo.

Fitoesterois

Apés a ingestdo  de
fitoesterois ¢é induzido o
fluxo biliar que faz com que
haja a libertacdo de colesterol
no organismo. A semelhanca
destas  duas  moléculas
(fitoesterol e colesterol) faz
com que haja uma
competicdo  entre  elas,
levando assim ha reducdo do

colesterol no organismo.

Foi observado, que tanto o
colesterol como 0S
fitoesterdis usam o mesmo
transportador na corrente
sanguinea. Deste modo, €
reduzida a absor¢cdo do

colesterol.

Os fitoester6is (B-sitosterol)
podem ter propriedades anti-
inflamatorias. Em estudos in
vitro foi observada uma
inibicdo da secrecdo de
marcadores como IL-6 e

TNF-a. Também em ratos

(A. Trautwein e Demonty

2007)
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asmaticos com inflamacéo
pulmonar, e apds a ingestao
por injecdo intra-peritoneal,
foi observada uma reducéo

desta inflamacéo.

Fibras

Encontrou-se evidéncia a
favor da ideia que fibras
funcionam como supressor
do apetite. Estas influenciam
a produgdo das hormonas
responsaveis pelo apetite
levando assim a uma reducao

do mesmo.

(Kiefer 2007)

Célcio, Magnésio e Potassio

O alto consumo destas
substéancias leva a uma maior
protecdo da desmineralizacédo
dos o0ssos, da hipertensdo
arterial, da resisténcia a
insulina € a um menor risco

de doencas cardiovasculares.

(Ros 2010)

Acidos gordos polinsaturados
(PUFAS)

Reduzem a excitabilidade da
membrana cardiaca e

impedem a arritmia cardiaca.

( Xiao e Li 1999)

3.4 O efeito na saude dos compostos do azeite

O azeite representa um dos alimentos caracteristicos da dieta mediterranea. Além disso,

representa também uma grande fatia da economia de alguns paises produtores do

Mediterranio.
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Apesar do é&cido oleico ser um dos principais constituintes do azeite, outros

componentes com grande relevancia sdo os compostos fendlicos. Estes atuam principalmente

como antioxidantes naturais, que podem levar & prevencdo de algumas doengas humanas

(Lesage-Meessena, et al. 2001).

Na Tabela 6 sdo apresentados os efeitos que 0os compostos presentes no azeite provocam

na saude.

Tabela 6 - Efeitos na sade de compostos do azeite.

Compostos

Resultados

Referéncias

Acido linoleico e acido
linoleico-alfa (acidos

polinsaturados)

Podem ter efeitos no
decréscimo de triglicerideos

eno LDL.

(Isabel Covas 2007)

Compostos fendlicos

variados

Tém um elevado poder

antioxidante, contra a
oxidacdo do LDL. Além
disso, foi também observado
um atraso na progressao da
aterosclerose (acumulacdo de
placas de gordura nos vasos

sanguineos).

(Isabel Covas 2007)

Acido oleico e outros (4cidos

monoinsaturados)

Decréscimo da expressdo de
adesdo molecular das células
mononucleares do sangue
periférico (PBMC), podendo
ter efeitos anti-inflamatorios

especificos.

( L. Harwooda e Yaqoobb
2002)
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4. Procedimentos experimentais e materiais

Nesta seccdo sdo ser apresentadas as técnicas e os métodos utilizados na realizacdo do

trabalho experimental, incluindo o equipamento utilizado para a aquisicdo dos sinais 6ticos.

4.1 Arranjo Experimental

Para a aquisi¢do de sinais oOticos foi usado um microscopio de fluorescéncia (Zeiss
Axioscop), que estaé representado na Figura 6. Este contém um arranjo de transfluorescéncia
sendo a luz emitida captada por meio uma objetiva de imersdo em agua (40x, N.A., 0,75),
com uma distancia de trabalho (working distance) de 1,6 mm. A fonte de luz era uma fonte de
tungsténio/halogéneo (12 V, 100 W), tendo-se usado um filtro de excitacdo de 480 nm, com
10 nm de largura de banda e um filtro de emissdo passa-alto de 500 nm que permite selecionar

luz emitida na regido do visivel.

Os sinais de fluorescéncia foram detetados usando um fotodiodo de silicio
(Hammamatsu, area de 1 mm?), tendo o sinal convertido por meio de um conversor
analégico/digital de 16 bits (National Instruments) e os dados séo processados na plataforma
Signal Express ®. Para a perfusdo do liquido na cdmara experimental usou-se uma bomba
peristaltica, Figura 7, que permitia a circulacdo do meio extracelular a uma velocidade

constante, entre 1.5 e 2 mL/min.

31



Efeito de Compostos Quimicos na Atividade Sinaptica

Lampada de

Halégeneo Camara de
Perfusio
Diafragma

Figura 7 — Bomba peristaltica.
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4.2 Preparacéo de fatias do hipocampo e detecdo de sinais 6ticos

As fatias do hipocampo foram obtidas de fémeas gestantes (16-18 dias) de ratos Wistar,
com idades compreendidas entre 8 e 12 semanas. Os animais foram sujeitos a um
deslocamento cervical seguido de decapitacdo, tendo o cérebro sido imediatamente colocado
numa solucdo de ACSF previamente oxigenada (95% Oz, 5% CO,) e gelada (5-8° C).

Posteriormente, o cérebro, representado na Figura 8, era colocado sobre uma caixa de
petri gelada, com um papel de filtro previamente banhado com ACSF, separando-se os dois
hemisférios cerebrais. Seguidamente isolava-se o hipocampo, colocando frequentemente

durante a dissecdo de cada hemisfério, a solucdo de ACSF gelada, para evitar a morte celular.

Figura 8 - Cérebro de rato Wistar.

As fatias eram obtidas usando um instrumento com 5 laminas paralelas, separadas de

400 pum, sendo os cortes efetuados na zona média do hipocampo.

Seguidamente, com a ajuda de um pincel fino, retiravam-se as fatias das laminas e
colocavam-se na solucdo de ACSF, oxigenada. Estas fatias podiam ser usadas nas

experiéncias de autofluorescéncia, depois de terem estado 1 h naquele meio.

Para as experiéncias de zinco, as fatias eram incubadas durante 1 h, na solucdo de ACSF
oxigenada, contendo a forma permeante do indicador fluorescente de zinco, Newport Green.
Apos aquele periodo as fatias eram transferidas para a solu¢do de ACSF normal, oxigenada,
até serem usadas numa experiéncia. Para este efeito as fatias eram transferidas para a cAmara
experimental, colocada no microscopico, sendo continuamente perfundidas pelo meio

desejado, a temperatura constante de 37° C. As fatias eram colocadas como mostra a Figura 9,
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de modo a que o feixe de luz incidente passasse através da area CA3 do hipocampo, na qual

se encontram as sinapses das fibras musgosas.

Figura 9 - Representacdo de uma fatia do hipocampo com
indicacdo das suas areas. A zona limitada pela linha cor de
laranja indica a parte da area CA3 onde se fazia incidir a luz.
(Adaptado de Andersen et. al. 2007)

Normalmente todas as experiéncias eram iniciadas com a detecdo de sinais Oticos de
fatias banhadas em ACSF, durante 10 min. Depois mudava-se para 0s meios extracelulares de
interesse, por um periodo de 30 min cada.

4.3 Medicao de sinais de autofluorescéncia

Neste caso, ndo era usado nenhum tipo de indicador, uma vez que a autofluorescéncia é
um fendmeno intrinseco do meio biolégico que se pretendia estudar. Foram feitas

experiéncias para estudar o efeito de KCI, TEA e acido oleico em sinais de autofluorescéncia.

Os valores obtidos, recolhidos em volts, traduziam a intensidade de autofluorescéncia.
Eram registados 100 dados por minuto, sendo calculada a média dos mesmos. Seguidamente,
normalizaram-se estes valores médios, dividindo cada um deles pelo valor médio dos 10

pontos iniciais em ACSF, correspondendo aos primeiros 10 min, que formam a linha base.
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Nos graficos cada ponto corresponde ao valor médio normalizado dos resultados obtidos nas

varias experiéncias x o desvio-padréao (s.e.m.).

4.4 Medicdo de sinais de zinco

Nestas experiéncias usou-se o indicador fluorescente de zinco Newport Green que tem
uma afinidade moderada pelo zinco e uma afinidade pequena pelo célcio. Estes factos
permitem concluir que os sinais detetados s&o devidos a variagdes da concentragéo de zinco e
ndo de célcio. Pelo facto da forma permeante do indicador Newport Green que foi usada ndo
entrar nas vesiculas sindpticas, considera-se que os sinais medidos tinham uma origem pos-
sinaptica. A estrutura quimica do Newport Green esta representada na Figura 10. A sua

férmula quimica é Cs3H30CI2N4Og e tem um peso molecular de 801.638 g/mol.

_N-
<\_§" b

Figura 10 - Indicador de zinco (Newport Green). Adaptado de Rezaul Karim et. al 2015.

A Figura 11 representa o espectro de excitagdo do indicador Newport Green. Este
indicador foi usado para investigar o efeito dos compostos TEA e acido oleico em sinais de

zinco.
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Figura 11 - Espetro de excitagdo do indicador Newport Green em condi¢des de baixo zinco intracelular. As
linhas verticais indicamos comprimentos de excitacdo (480 nm, linha laranja) e o menor comprimento de onda
de emissao (500 nm, linha verde). Adpatado de E. Dineley et. al 2002.

Depois de recolhidos os dados, como indicado na subsec¢éo anterior, procedeu-se a sua
correcdo pela autofluorescéncia. Aquela correcdo foi realizada multiplicando por 0,7 os
valores da linha base, de acordo com estudos anteriores, calculando o seu valor médio e
subtraindo esse valor a todos os pontos recolhidos nessa experiéncia. Os resultados obtidos
foram depois normalizados e apresentados também como indicado anteriormente, através de

valores médios * o desvio-padrdo (s.e.m.).

4.5 Preparacdo de solugdes

Neste subcapitulo, sdo apresentados os modos de preparacdo das diversas solucbes
usadas ao longo deste trabalho. E de referir, que, para a preparacdo das solucbes foi usada
agua ultra pura do sistema: Direct Pure Water Sistem UP 10, da Interlab. A resistividade da

agua é de 18,2 MQ.cm

Solucdo de ACSF normal: solucdo cerebroespinal artificial que imita o meio
extracelular, constituida pelos seguintes compostos: 124 mM de NaCl; 24 mM de NaHCOs;
10 mM de D-glucose (CsH1206); 3,5 mM de KCI; 2 mM de MgCl2.6H20; 1,25 mM de
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NaH2P04.2H20 e 2 mM de CaCl2.2H,0, pH 7.4. No fim, procedeu-se a oxigenacao (95 % O,
5 % COy) da solucéo, durante 10 min.

Solucédo de KCI (20 mM, hiperosmotica): solucdo constituida pela seguinte mistura:
124 mM de NaCl; 24 mM de NaHCO3; 10 mM de D-glucose (CsH1206); 2 mM de
MgCl2.6H20; 1,25 mM de NaH2P04.2H20 e 2 mM de CaCl2.2H20, pH 7,4. Adicionaram-se
ainda mais 20 mM KCl, ficando a solu¢do com 23,5 mM deste composto. No fim, procedeu-

se & oxigenacao (95 % O3, 5 % CO>) da solugdo, durante 10 minutos.

Solucdo de KCI (20 mM, osmolaridade normal): solucdo formada pela seguinte
mistura: 24 mM de NaHCOs3; 10 mM de D-glucose (CsH120¢); 2 mM de MgCl»2.6H.0; 1,25
mM de NaH2P04.2H,0 e 2 mM de CaCl2.2H20. Quanto ao KCI sdo adicionados 20 mM,
ficando este com 23,5 mM e sdo retirados 20 mM de NaCl ficando este com 104 mM, pH 7,4.
No fim, como era habitual, procedeu-se a oxigenacao (95 % O, 5 % CO3) da solucdo, durante

10 minutos.

Solucdo de TEA (25 mM): esta solucdo de TEA foi preparada adicionando o0s
compostos referidos para a producdo de ACSF normal, tendo sido alteradas as concentracdes
de CaCl2.2H.0 e do KCI, para 10 mM e 5 mM, respetivamente. Adicionou-se também TEA,
numa concentragdo de 25 mM. Antes de se adicionar CaCl2.2H,0, verificou-se o valor do pH,

sendo este ajustado para 7,3. No final oxigenou-se a solucdo durante 10 min.

Solucéo de TEA (25 mM) + tobultamida (250 puM): solugdo preparada adicionando
tobultamida a solucdo de TEA, previamente preparada. Para o efeito, retirou-se 0,5 mL de

uma solucéo stock de tobultamida (50 mM) e adicionou-se a solucéo de TEA.

Solucdo de Ca-EDTA (25 mM): Para preparar a solucdo stock de Ca-EDTA,
dissolveram-se 4,6785 g de Ca-EDTA em A&gua ultra pura. Seguidamente, num baldo
volumétrico de 100 mL, adicionaram-se 1 ml de KCl e 1 ml de Ca-EDTA, da solugédo

previamente preparada, perfazendo o resto com ACSF.
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Solu¢io de Newport Green (5 pM): Para preparar esta solucdo, foi primeiramente feita
uma solucéo stock (5 mM) dissolvendo 1 mg de Newport Green em em 0,25 mL de DMSO. A
solucéo final foi feita adicionando 5 pL da solugdo stock a 5 mL de ACSF.

Solucéo de acido oleico (20 uM): preparou-se uma solucdo stock (10 mM) adicionando
4,7 pL de acido oleico a alcool ultra puro (100%). Para preparar a solugdo final, retiraram-se
100 pL da solucéo stock para um bal&o volumétrico de 50 mL. O restante volume foi perfeito
com solucdo de ACSF ( Xiao e Li 1999).

Solugoes dos bloqueadores:

Solu¢io de NBQX (10 pM): Dissolveram-se 5 mg de NBQX em 1,3 mL de &gua ultra
pura para preparar a solucdo stock (10 mM). Adicionaram-se 50 pL desta solu¢ao a 50 mL da
solucéo de ACSF.

Solu¢io de Nifedipina (10 pM): Dissolveram-se 5 mg de nifedipina em 1,5 mL de
DMSO para preparar a solucdo stock (10 mM). Adicionaram-se 50 pL desta solugdo a 50 mL
de ACSF.

4.6 Produtos quimicos utilizados

Acido oleico, NaCl, D-Glucose, NBQX, nifedipina, Ca-EDTA, TEA, tolbutamida
- Sigma Aldrich, Sintra, Portugal
KCI, NaHCOs3, NaH:PO4- Merck, Lisboa, Portugal

NewPort Green DCF - Molecular Probes by Life Tecnologies, Carlsbad, Canada
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5. Resultados

Nesta seccdo, apresentam-se os resultados obtidos das experiéncias realizadas neste
trabalho. Estas consistiram na detecdo de sinais éticos, de autofluorescéncia e de zinco, nas
sinapses das fibras musgosas da area CA3 do hipocampo. Para o registo de sinais de zinco as
fatias foram incubadas com a forma permeante do indicador Newport Green. Em ambos 0s
casos a preparacdo era iluminada com luz visivel, com um comprimento de onda de 480 nm,
sendo a fluorescéncia emitida recolhida para comprimentos de onda superiores a 500 nm.
Considerando as caracteristicas espetrais das proteinas intrinsecas fluorescentes, NADH e
FAD, e o comprimento de onda de excitacdo utilizado, 480 nm, conclui-se que os resultados

de autofluorescéncia obtidos sdo devidos a fluorescéncia do FAD, flavoproteinas.

As primeiras variagOes de autofluorescéncia obtidas foram induzidas pelos compostos
quimicos KCl e TEA que despolarizam a membrana celular originando LTP. Depois
investigou-se o efeito da aplicacdo do &cido oleico. Pretendia-se comparar o efeito deste acido
com os efeitos produzidos por KCI e TEA, que provocam alteracfes sinapticas de longa
duragéo (LTP).

Os sinais de zinco foram, por razGes idénticas, medidos na presenca de TEA e de &cido

oleico.

5.1 Sinais de autofluorescéncia

5.1.1 Comparacgao de sinais de autofluorescéncia com sinais de zinco

A Figura 12 mostra sinais de autofluorescéncia e de zinco, devidos a atividade

espontanea das sinapses estudadas, obtidos durante a perfuséo das fatias com ACSF.

Estes resultados, que foram obtidos em intervalos de 1 minuto, durante 10 minutos
mostram que 0s sinais de zinco tém valores médios de 0,53 e que tém amplitude de cerca de
38 + 10% superior aos sinais de autofluorescéncia. Isto deveu-se ao facto dos sinais registados

nas fatias contendo o indicador de zinco serem resultantes da emissdo de autofluorescéncia e
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da fluorescéncia do composto Newport Green. E de referir também que a origem dos sinais

zinco é pos-sinaptica.
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Figura 12 - Sinais de autofluorescéncia de fatias ndo incubadas (azul, n=7) e sinais de
zinco obtidos de fatias incubadas com Newport Green (5 uM) (verde, n=7). Os pontos

representam a média + s.e.m.

5.1.2 Efeito de KCI e da osmolaridade em sinais de autofluorescéncia

Como se referiu anteriormente o KCI é uma substancia despolarizante que altera o

potencial de membrana, podendo induzir quimicamente a LTP.

Foram feitas dois tipos de experiéncias com meios extracelulares contendo mais 20 mM

KCI. Um tinha osmolaridade normal, para o que se reduziu a concentracdo de NaOH de 20

mM. O outro tinha a concentracdo normal de NaOH, igual a do ACSF, sendo por isso um

meio hiperosmotico. Em ambos os casos, apos 10 min em ACSF, as fatias eram perfundidas,

durante 30 min, com uma solucéo de KCI e depois por um periodo igual com ACSF.
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Figura 13 — Efeito do KCI nos sinais de autofluorescéncia. a.Aumento do
sinal de autofluorescéncia na presenca de KCI, numa solugdo ACSF com +20mM
de KClI e -20 mM de NaOH (osmolaridade normal), n=3. b. Aumento do sinal de
autofluorescéncia na presenga de +20 mM KCI (solugdo hiperosmética), n=3. Os
pontos representam a média * s.e.m.
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Observando a Figura 13, verificou-se que a intensidade dos sinais de autofluorescéncia
produzido sdo muito maiores para a solucdo de KCI com osmolaridade normal (Figura 13.a)
do que para a solucdo de KCI hiperosmotica (Figura 13.b). As amplitudes nestes meios sdo
respetivamente iguais a 31 + 1% e 5 + 0,2%, medidas no periodo 35 — 40 min.

E de realcar que no meio com osmolaridade normal os sinais aumentam, ou seja, s30
potenciados, no entanto, ndo recuperam totalmente nos 30 minutos seguintes em ACSF. Ja no
meio hiperosmético, depois de se retirar a solucdo de KCI, os sinais continuam a aumentar,

estabilizando apenas 20 minutos depois de se mudar para a solu¢do de ACSF.

5.1.3 Acdo do quelante de zinco, Ca-EDTA, em sinais de

autofluorescéncia

Para verificar se o zinco libertado na fenda sinaptica afeta os sinais de autofluorescéncia
foram adicionados 25 mM de Ca-EDTA, durante 60 minutos, apés a perfusdo de KCI

hiperosmaético.

O Ca-EDTA é um quelante de zinco impermeante, ou seja, ndo entra na zona pré nem
pos-sindptica, permanecendo na fenda sinaptica. Sendo o EDTA um composto com uma
elevada afinidade por célcio e também por zinco utiliza-se Ca-EDTA, que é um composto
saturado com célcio, para complexar zinco. Esta saturacdo evita que ele se ligue ao célcio,

favorecendo assim a ligagdo ao zinco.
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Figura 14 — Efeito do quelante de zinco Ca-EDTA, em sinais de
autofluorescéncia, induzidos pelo meio de KCI hiperosmético (n=3). Os pontos
representam a média + s.e.m.

A Figura 14 mostra que apds a adicdo de Ca-EDTA, a autofluorescéncia se mantém
constante tendo uma amplitude de 7 + 1%, nos ultimos 5 min de aplicacdo do composto. Apds
1 hora naquele meio perfunde-se novamente ACSF que fez baixar de novo a intensidade. No

entanto, durante os 30 min da sua aplicacdo, ela ndo regressou a linha base.

5.1.4 Variacdes de autofluorescéncia induzidas por TEA

Um dos objetivos do trabalho foi investigar o efeito de TEA, que € um bloqueador de
canais de potassio dependentes de potencial, nos sinais de autofluorescéncia. Para o efeito

aplicou-se, para além do TEA, o blogueador de canais Kate, tobultamida.

No primeiro grupo de experiéncias perfundiu-se, duas vezes a solucdo de TEA

intercaladas com a de ACSF, durante 30 minutos cada.
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Figura 15 — Efeito de TEA, que provoca a inducdo quimica da LTP, em
sinais de autofluorescéncia (n=4). Os pontos representam a média + s.e.m.

De acordo com os resultados observados na Figura 15, a perfusdo da solugdo de TEA
origina sempre uma diminuigéo significativa da intensidade do sinal de autofluorescéncia. A
primeira depressdo tem uma amplitude de cerca de 10,3 £ 1% do valor da linha base,
representada pelos primeiros 10 pontos. A segunda tem uma amplitude um pouco menor de
cercade 9,2 £ 1%.

A aplicacdo de ACSF entre o minuto 40 e o minuto 70 leva a recuperacao do sinal que
depois sobe acima da linha base a partir do minuto 52 com uma amplitude igual a 4 £ 1%
superior a da linha base. Na ultima perfusdo de ACSF o sinal atingiu de novo um valor

superior ao da linha base 2 + 1%, sendo esta potencia¢do um pouco inferior a anterior.
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5.1.5 Efeito do acido oleico em sinais de autofluorescéncia
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Figura 16 - Efeito do &cido oleico nos sinais de autofluorescéncia. a. Sinais
obtidos para uma concentracdo de 20 uM de acido oleico, n=3. b. Sinais obtidos
para uma concentragdo de 40 pM de &cido oleico, n=2. Os pontos representam a
média £ s.e.m.

Para conhecer o efeito do acido oleico em sinais de autofluorescéncia, foram testadas

duas concentracGes deste &cido em fatias do hipocampo ndo incubadas.

A Figura 16, mostra que para a concentragdo de 20 pM o0s sinais permaneceram
aproximadamente iguais aos da linha base, descendo ligeiramente, cerca de 2,3 + 0,61% em

relacdo aquela linha base, apds a reperfusdo de ACSF. A aplicacdo da solu¢do com 40 uM de
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acido oleico causou um aumento pequeno da autofluorescéncia, 2 + 0,5% em relacéo a linha
base, verificando-se que o sinal recupera totalmente quando se volta a solucdo de ACSF. No
entanto, seria necessario realizar mais experiéncias para se poder tirar uma conclusdo mais

concreta acerca deste estudo.

5.2 Estudos de variagdes de zinco

5.2.1 Sinais de zinco induzidos por TEA

Nestas experiéncias estudou-se o efeito de TEA, um composto que bloqueia canais de
potéssio dependentes de potencial, induzindo quimicamente a LTP, em sinais de zinco
medidos com a forma permeante do indicador de zinco Newport Green.

Verifica-se também o efeito da tobultamida, um bloqueador de canais de potassio
dependentes de ATP (canais de Katp). A ativacdo destes canais por zinco origina uma
hiperpolarizacdo da membrana celular, esperando-se que o efeito seja contrariado pela
tolbutamida.

A solucdo de TEA (25 mM) aplicada continha mais calcio (10 mM) e mais KCI (5 mM)
gue o ACSF de modo a aumentar a atividade sinaptica. Apos a perfusdo de ACSF durante 10
minutos, aplicaram-se sequencialmente as solucbes de TEA e ACSF, tendo sido todas
perfundidas durante periodos iguais, de 30 minutos. Nas experiéncias com tolbutamida, este

composto foi adicionado a segunda solucdo de TEA que foi perfundida logo ap6s a primeira.
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Figura 17 — Efeito nos sinais de zinco ap6s a introducdo de TEA. a.
Perfusdo de TEA durante 30 minutos cada intercalada com perfusdo de ACSF
durante 30 minutos, n=2. b. Perfusdo de TEA durante 30 minutos seguida de
ACSF durante 30 minutos e por fim mais 30 minutos de TEA + tolbutamida,
n=2. Os pontos representam a média + s.e.m.

Analisando a Figura 17 verifica-se que o TEA provoca uma diminuigdo da intensidade
do sinal de zinco, de 26 + 5% medida no periodo 35-40 min. A segunda perfusdo de TEA
apresenta uma diminuicdo menos acentuada que a primeira, com uma amplitude de cerca de

21 + 6% em relacdo a linha base.

Quando se junta tobultamida, Figura 17.b, mais TEA, a diminuicdo da intensidade, em
comparagdo com a segunda, € visivelmente menor, passando de um pico de 18 + 2%, abaixo
da linha base, para 12 + 2%.
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Figura 18 — Sinais de zinco na presenga de TEA e de TEA + tolbutamida,
(n=4). Os pontos representam a média £ s.e.m.

No entanto, quando ndo € perfundida a solucdo de ACSF entre a solu¢do de TEA e a de
TEA mais tobultamida observa-se pelo contrario, na Figura 18, um aumento da amplitude da
depressdo induzida por TEA, na presenca de tolbutamida, de 20 + 3% para 28 + 5% em
relacdo a linha base (n = 4). Este sinal recupera parcialmente quando se volta a perfundir
ACSF.

5.2.2 Efeito do acido oleico em sinais de zinco

As variagdes de zinco foram medidas igualmente usando o indicador fluorescente de
zinco, Newport Green. O protocolo experimental destas experiéncias consistiu na aplicagdo
do meio normal de perfusdo, ACSF, durante 10 minutos, seguido das solucdes de acido oleico

e de ACSF novamente, 30 minutos cada.

As concentragdes testadas de acido oleico foram de 10 uM, 20 uM, 40 uM, 60 uM e
100 pM. A Figura 19 apresenta os resultados obtidos com os valores de fluorescéncia

normalizados e corrigidos pela autofluorescéncia.
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Figura 19 — Efeito de vérias concentracdes de 4cido oleico em sinais de zinco. a. Sinais obtidos para uma concentragdo de 10
KM de &cido oleico, n=2. b. Sinais obtidos para uma concentragéo de 20 uM de &cido oleico, n=3. c. Sinais obtidos para uma
concentracdo de 40 uM de &cido oleico, n=3. d. Sinais obtidos para uma concentracdo de 60 UM de acido oleico, n=2. e. Sinais
obtidos para uma concentragdo de 100 UM de &cido oleico, n=2. Os pontos representam a média + s.e.m.
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Como se observa na Figura 19, a concentracdo de acido oleico que induz maior variacdo
nos sinais de zinco é de 20 uM. Naquela figura, os sinais de zinco que aumentam fazem-no a
partir do momento em que é introduzido o &cido oleico (minuto 10), ficando estaveis no final
da sua aplicagdo (durante o periodo 35-40 min). Quando é perfundida novamente a solucgdo de
ACSF a intensidade volta a baixar ficando com um valor constante superior, nalguns casos, ao
da linha base. E de notar que para a concentra¢do de 100 M também se observa uma ligeira

variacao.

Para comparar as amplitudes maximas das variages induzidas pelas diferentes
concentracdes do acido oleico, elaborou-se para cada concentragdo um grafico de barras que

esta representado na Figura 20.
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Figura 20 — Intensidade de fluorescéncia normalizada dos sinais de zinco para
as varias concentracdes do &cido oleico. As barras representam, para cada
concentracdo, o valor méximo do sinal mais a barra de erro, durante a aplicagdo do
acido oleico.

Para investigar a origem sinaptica dos sinais de zinco foi ainda aplicada uma solugéo de

bloqueadores da transmissao sinaptica apds a perfusao de acido oleico.

Esta solucdo continha NBQX, que é um antagonista dos recetores de glutamato do tipo
AMPA/kainato e nifedipina que bloqueia VDCCs, do tipo L.
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Nesta experiéncia, como mostra a Figura 21, perfundiu-se inicialmente ACSF durante
10 minutos, seguido de 30 minutos da solucéo de &cido oleico e depois mais 30 minutos do
meio contendo os bloqueadores, NBQX (10 uM) e nifeipina (10 uM). Por fim perfundiu-se de

novo ACSF durante 30 minutos.
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Figura 21 — Efeito de blogueadores da transmissdo sinatica no sinal de
zinco induzido pelo &cido oleico (40 uM). Os blogueadores utilizados foram
NBQX (10 pM) e nifedipina (10 pM).

Observando os resultados, nota-se que existe uma pequena subida do sinal
normalizado de zinco na presenca do &cido oleico, diminuindo o sinal para o nivel da linha
base, no final da aplicacdo do acido. Durante a perfusdo dos bloqueadores, o sinal sobe
ligeiramente recuperando depois em ACSF. Como as variagbes sdo muito pequenas e a
diminuicdo do sinal teve inicio antes da aplicacdo dos blogueadores, esta experiéncia ndo

permite tirar conclusdes sobre a natureza do sinal.
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6. Discussao

A introducdo de uma solucdo de KCI (20 m) no meio bioldgico extracelular promove
uma despolarizacdo da membrana. A despolarizagdo consiste num aumento da diferencga de
potencial, criada pela variacdo do gradiente de concentracdes dos iGes K* e CI', entre 0s meios
intra e extracelular. Os ides K* difundem-se através da membrana para o meio intracelular
Uma maior concentracdo de K* provoca a abertura de canais de calcio dependentes do
potencial, favorecendo o fluxo de célcio para dentro das células. Como tinha sido referido na
subsec¢do 2.4, a quantidade de célcio que entra pode estar relacionada com a intensidade de
autofluorescéncia. Isto porque o aumento do célcio intracelular pode desencadear também um
aumento do FAD (da familia das flavoproteinas) e do NAD, bem como a oxidacdo do FADH>
e do NADH. Estes acontecimentos estdo associados a fluorescéncia intrinseca que tem origem
na atividade mitocondrial (Duchen 1992). Como se utilizou um filtro de excitacdo de 480 nm
e se recolheu a luz de emissdo acima dos 500 nm, a autofluorescéncia detetada é proveniente
do FAD.

Os resultados obtidos mostram, que a aplicagéo de uma solugdo com +20 mM KCl e -20
mM NacCl, ou seja, uma solugdo com osmolaridade normal, origina um elevado aumento da
intensidade de autofluorescéncia. Esta subida deve ser devida ao aumento da concentracao
dos compostos fluorescentes referidos anteriormente, provenientes da atividade mitocondrial
despoletada pelo aumento da concentracédo intracelular de célcio. Quando se volta a perfundir
ACSF durante 30 minutos, a atividade sindptica ndo recupera totalmente, uma vez que 0s

sinais ndo regressam a linha base.

Quando se introduz uma solucdo hiperosmética (+20 mM KCI) a variacdo de
fluorescéncia é bastante menor. Verifica-se que as células podem apresentar diferentes
tolerdncias a desidratacdo, podendo algumas permanecer funcionais em meios
hiperosmoticos. Neste caso a tolerancia das células ao meio hiperosmotico aplicado pode ter
sido ultrapassada, levando a uma diminuicdo do volume celular e da atividade bioldgica e a

consequente reducdo da autofluorescéncia (Luh, et al. 1994).

Para conhecer o papel do zinco libertado nos sinais de autofluorescéncia medidos,
adicionou-se o quelante de zinco, Ca-EDTA, a solucdo de KCI hiperosmética. O quelante, que
é impermeante tem como principal funcdo ligar-se ao zinco, existente na fenda sinaptica,

evitando que ele entre nas células pos-sinapticas. Os resultados obtidos sugerem que 0s sinais
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de autofluorescéncia ndo séo afetados pela quantidade de zinco na fenda pois eles sdo

semelhantes aos detetados na auséncia de Ca-EDTA.

O TEA também provoca a despolarizacdo das membranas e induz quimicamente a LTP.
Esta despolarizacdo origina igualmente a entrada de célcio na zona pré-sindptica, e a
consequente fusdo das vesiculas na membrana. Visto que as vesiculas contém zinco, a sua
fusdo e abertura para o meio extracelular resulta na libertacdo daquele ido para a fenda
sindptica. O zinco libertado ativa 0s canais Karp existentes em concentragdes elevadas na
zona pre-sindptica (Bancila, Nikonenko e Dunant 2004). Este facto permite a entrada de
potassio na célula pré-sinaptica, originando a hiperpolarizacdo da membrana. Isto faz com que
a atividade das células seja inibida, observando-se por isso uma diminuicdo da
autofluorescéncia. Considera-se que estes sinais séo provenientes principalmente da atividade
mitocondrial na zona pré-sinaptica, que ao ser inibida resulta numa producdo de FAD, o

composto enddgeno que se pensa estar na origem dos sinais de autofluorescéncia detetados.

A diminuicao verificada nos sinais de autofluorescéncia induzidos por TEA deve-se a
uma hiperpolarizagcdo da membrana. Apesar do TEA causar inicialmente uma despolarizacio
da membrana, como acontece com a aplicacdo de KCI, a hiperpolarizagdo originada pela
consequente abertura dos canais Kartp parece sobrepor-se a despolarizacdo. No caso da
aplicacdo do KCI, que também pode afetar a potencial das membranas pos-sinapticas, a

despolarizacéo parece ser preponderante.

Para conhecer a influéncia do acido oleico nos sinais de autofluorescéncia, testaram-se
duas concentracgdes distintas deste composto, 20 UM e 40 uM. Os resultados obtidos mostram
que os sinais se mantém na presenca da solu¢cdo com 20 uM e que diminuem ligeiramente, em
relacdo a linha base apds a retirada do &cido. Uma possivel interpretacdo destes resultados é
que a acdo do &cido oleico resulta num aumento da atividade mitocondrial, sendo necessarias

mais experiéncias para testar esta hipétese.

Relativamente aos sinais de zinco, foi primeiro estudado o efeito de TEA, composto que
permite induzir a LTP.

A aplicacdo de TEA leva a que o zinco libertado ative os canais de potassio dependentes
de ATP e a hiperpolarizacdo das células pré-sindpticas onde estes canais existem em
abundancia. Como consequéncia passa a libertar-se menos glutamato e zinco, na presenca de
TEA, originando uma diminuic¢do da quantidade de zinco que entra na regido pds-sinaptica. O

indicador usado, a forma permeante de Newport Green que s6 deteta sinais pds-sinapticos,
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deve assim formar menos complexos com zinco o que se traduz numa diminuicdo da

fluorescéncia.

Para investigar o envolvimento dos canais Katp na depressdo observada em TEA,
perfundiu-se uma solugdo contendo TEA mais tobultamida, que é um inibidor dos canais

KaTp.

No primeiro caso, em que se aplicou a solugcdo de TEA mais tobultamida a seguir a uma
de ACSF, de modo a permitir a recuperacdo da fluorescéncia, verifica-se uma diminuicdo da
amplitude da depressdo dos sinais de zinco, em relacdo a observada na presenca de TEA
apenas. Este facto sugere que o0 Zn?* ativa os canais Karp, pois na presenca de tolbutamida
que os bloqueia, a depressao, e portanto a hiperpolarizacdo ¢ menor. Neste caso liberta-se

mais zinco, entrando menos na zona pos-sinaptica.

No segundo caso, em que ndo se permitiu a recuperacgéo da fatia, ou seja, perfundiu-se a
solucdo de TEA mais tobultamida logo a seguir a solucdo de TEA, a depressdo aumentou em
vez de diminuir, contrariamente ao que se esperava. Nestas experiéncias, as fatias também
estiveram mais tempo seguido expostas a TEA (1 h), o que deve estar relacionado com a
segunda descida do sinal. Como a fatia ndo esteve em ACSF entre a aplicacdo das duas

solucdes, ndo recuperou ndo se tendo observado a potenciacédo do sinal.

Para testar as variacdes de zinco na presenca de acido oleico, foram perfundidas cinco

concentraces distintas de &cido oleico, 10 uM, 20 uM, 40 uM, 60 uM e 100 pM.

Verificou-se que as concentracdes que produzem uma maior variacdo sdo as de 20 uM e
100 uM. Nestes dois casos 0 &cido oleico podera originar a despolarizacdo da membrana pré-
sindptica provocando a abertura de canais de calcio dependentes do potencial. A entrada de
Ca?* provoca a fusdo de vesiculas com a membrana pré-sinaptica permitindo a libertagio de
Zn?* na fenda sindptica. Se a libertagdo for intensa o zinco entra na regido pos-sinaptica sendo

ai detetado pelo indicador Newport Green.

No entanto, a fluorescéncia ndo varia linearmente com o aumento da concentracdo do

acido, podendo, portanto, haver outros mecanismos celulares associados a estas variacoes.

Para determinar a origem, pré ou pos-sinéptica dos sinais de zinco usou-se uma solugao
de bloqueadores, contendo o antagonista dos recetores de AMPA/kainato, NBQX e o
bloqueador de VDCCs do tipo L, nifedipina. O resultado nédo € claro e, uma vez que é de uma

experiéncia apenas, nao € conclusivo.
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A menor fluorescéncia registada na presenca dos bloqueadores sugere que o efeito do
acido oleico tem uma natureza pds-sinaptica. Impedindo a transmissao sinaptica por meio do
blogueio de recetores/canais da membrana pds-sinéptica, o zinco deixa de poder entrar na
regido pos-sinaptica, o que resultaria numa menor intensidade dos sinais de zinco registados

naquela zona.

56



Efeito de Compostos Quimicos na Atividade Sinaptica

7. Conclusdes e perspetivas futuras

Os sinais de autofluorescéncia medidos permitiram entender, tendo em conta que devem
ter origem no FAD mitocondrial de que forma, o KCl e o TEA, interagem na atividade
sinaptica. O KCI cria uma despolarizacdo das membranas causando uma abertura de canais de
calcio dependentes do potencial, favorecendo o fluxo de célcio para o interior das células e a
fusdo das vesiculas sinapticas, exigindo este processo energia que € fornecida pelas
mitocondrias. O TEA sujeita as membranas celulares a uma despolarizacdo, seguida de
hiperpolarizacdo. A despolarizacdo, que ocorre inicialmente, origina a entrada de célcio que
faz com que as vesiculas pré-sinapticas se fundam na membrana e libertem Zn?*, que ativa os

canais Katp permitindo a entrada de iGes K*, que causa a hiperpolarizagéo.

Quanto ao estudo da autofluorescéncia na presenca de acido oleico, os estudos
efetuados sugerem que a sua acao leva a despolarizagdo da membrana favorecendo a entrada

de calcio, que promove a atividade mitocondrial.

Os estudos efetuados sobre as variacBes de zinco permitiram concluir que induzindo
quimicamente a LTP, com TEA, a despolarizacdo inicial origina a libertacdo de zinco. Este
ido ativa os canais Katp levando a hiperpolarizacdo da membrana. A aplicacdo de tobultamida
confirmou nas experiéncias em que se aplicou ACSF entre as duas solu¢cdes com TEA, o

papel inibitério do zinco nas sinapses estudadas.

Quanto ao acido oleico verificou-se que este influencia a atividade sinéptica, ndo
variando linearmente os sinais de zinco com a concentracdo daquele acido. Os resultados
sugerem que, para determinadas concentracdes, o acido oleico induz despolarizacdo da

membrana promovendo a liberta¢do de zinco.

Como trabalhos futuros deveriam ser efetuadas mais experiéncias com bloqueadores
de mecanismos pés-sinapticos para determinar a origem das varia¢@es de zinco induzidas pelo
acido oleico. Seria também importante realizar mais estudos sobre variagbes de
autofluorescéncia induzidas por aquele é&cido. O objetivo seria comparar sinais de
autofluorescéncia detetados na presenca de mais concentragbes do &cido com o0s
correspondentes sinais de zinco, para ver se ha correspondéncia. A semelhanca entre os dois
tipos de sinais observados em experiéncias com TEA sugere que a autofluorescéncia constitui

uma forma muito importante, por ser ndo invasiva e nao requerer a utilizacdo de substancias
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exogenas, para investigar a atividade sinptica. Permite além disso avaliar mais rapidamente,
porque ndo é necessario incubar as fatias, e com menos custos, a toxicidade de poluentes que

podem interferir com a transmiss&o e a plasticidade sinépticas.
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ANEXOS

Anexo A

Efeito de Compostos Quimicos na Atividade Sinaptica

Tabela 7 - Composicdo da améndoa (Drugs s.d.) (Food Science Wiki s.d.) (Provital Group s.d.)

(California Almonds 2013) (Wikipedia s.d.) ( Chen, Lapsley e Blumberg 2006).

Composigéo Unidades
Agua 4,7 g
Proteinas 19 - 21,22 g
Triptofano 0,214 g
Treonina 0,598 g
Isoleucina 0,702 g
Leucina 1,488 g
Lisina 0,58 g
Metionina 0,151 g
Cistina 0,189 g
Phenilalanina 1,12 g
Tirosina 0,452 g
Valina 0,817 g
Arginina 2,446 g
Histidina 0,557 g
Alanina 1,027 g
Acido Aspartico 2,911 g
Acido Glutamico 6,81 g
Glicina 1,469 g
Prolina 1,032 g
Serina 0,948 g9
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Carbohidratos
Fibras
Acucares
Cinzas

Acidos Gordos
Saturados

Acido Palmitico
(C16:0)

Acido Estearico
(C18:0)

Monosaturado
Acido Oleico (C18:1)

Acido Palmitoleico
(C16:1)

Polinsaturado

Acido Linoleico
(C18:2)

Acido Linolenico
(C18:3)

Fitoesterois
Beta-sitosterol
Estigmasterol
Campesterol
Avenasterol
Minerais
Célcio

Fosforo

Efeito de Compostos Quimicos na Atividade Sinaptica

4,8 - 21,69
2,6-15,0
3,89

3

3,95

3,04

0,66

30,89

30,61

0,24

12,07

12,06

0,01

187
149,6
4,114
5,423

20,57

234

484

mg
mg
mg
mg

mg

mg

mg
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Ferro

Sodio
Potassio
Magnésio
Zinco
Cobre
Manganésio
Vitaminas
Beta-caratona
Fenois
Flavanoides
Luteina
Tiamina
Riboflavina
Niacina

Vitamina E (Alfa-

tocofenol)

Vitamina B5 (Acido
Pantoténico)

Vitamin B6
Folato (B9)
Colina

Energia

Efeito de Compostos Quimicos na Atividade Sinaptica

4,7
2
773
268

3,1

2,3

0,1
0,418
23,9
0,1
0,24
0,92

3,9

26,18

0,49

143
5
5,21

576-598

mg
mg
mg
mg
mg
mg

mg

HY

mg
Hg
mg
mg

mg

mg

mg

Mg
HY

mg

Kcal
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Tabela 8 - Composicdo do azeite (nutrition-and-you s.d.) (Zamora 2016) (Wikipedia

s.d.).
Composicéo Unidades
Gorduras 100 g
Saturadas 16 g
Acido palmitico 13 g
Acido esteriarico 3 g
Monoinsaturadas 73 g
Acido oleico 71 g
Outros 2 g
Polinsaturadas 11 g
Acido linoleico alfa 1 g
Acido linoleico 10 g
Vitaminas
Vitamina E 14,39 mg
Vitamina K 60,2 ug
Minerais

Sadio 2 mg

Potassio 1 mg

Célcio 1 mg

Ferro 0,56 mg

Zinco 0,01 Mg

Fitoesterdis 221 mg

Energia 884 Kcal
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