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Resumo

Atualmente, as doengas neurodegenerativas como a isquemia cerebral, Alzheimer e
Parkinson atacam em massa a populagao mundial. O acréscimo destas patologias cré-se estar
relacionado com falhas na homeostase de zinco e de espécies reativas de oxigénio (ROS) no
sistema nervoso central. Neste trabalho questoes desta natureza foram investigadas nas sinapses

das fibras musgosas da area CA3 do hipocampo de rato.

Os estudos foram efetuados em fatias cerebrais utilizando sondas fluorescentes de zinco
e de espécies reativas de oxigénio. Sinais intracelulares de zinco foram medidos utilizando o
indicador Newport Green na forma permeante, que nao complexa o zinco presente nas vesiculas
sinapticas e que é co-libertado com o glutamato. As varia¢oes de zinco foram induzidas por meio
de despolarizagoes com KCI ou usando um meio extracelular com TEA e rico em calcio. No
primeiro caso verificou-se um aumento significativo dos sinais de fluorescéncia de zinco. Os
resultados obtidos usando antagonistas de recetores de glutamato e um bloqueador de canais de

calcio dependentes do potencial, indicam que aqueles sinais tém origem na zona pos-sinaptica.

No meio com TEA e muito calcio, usado para induzir quimicamente a potenciagao de
longa duragao, que se considera representar uma forma de memorizagao ao nivel celular,
verificou-se uma diminuicao reversivel da intensidade de fluorescéncia. Este facto pode ser
devido a activagao, pelo zinco libertado, de canais de K/ATP pré-sinapticos, o que origina a

hiperpolarizagao da membrana e uma diminuigao na libertagao de zinco.

Alteragoes na formagao de espécies reativas de oxigénio foram estudadas, por meio da
sonda H,DCFDA permeante, que ¢é sensivel essencialmente aos radicais hidroxilo e peréxido de
hidrogénio. Os resultados obtidos, induzidos de forma semelhante aos de zinco, tém dum modo

geral um comportamento idéntico ao destes sinais

Inimeros avangos na indlstria e na medicina prometem melhorias ao nivel das patologias
anteriormente mencionadas e outras. No entanto, existe o reverso da moeda, o aumento da
industrializacao e de farmacos disponiveis provoca um aumento da poluicao em efluentes e aguas
residuais, tendo em conta que os processos usados nas estagoes de tratamento nao sao

totalmente eficazes.



O sulfametoxazole (SMX) é um antibiotico largamente utilizado, que nao é totalmente
metabolizado pelo organismo, tendo por isso vindo a ser detetado em aguas residuais. Os sinais
de zinco medidos aumentam quando as fatias sao expostas a esta sulfonamida, voltando ao nivel

inicial apds a mudanga para o meio extracelular normal.

O efeito do sulfametoxazole nas espécies reativas de oxigénio também foi testado, tendo-
se verificado um aumento daquelas espécies na presenga de SMX. Os resultados mostram que a
acao deste antibidtico nao é reversivel, por este motivo, as quantidades ambientais de SMX nas
aguas residuais assumem uma preocupagao crescente. A observagao de efeitos irreversiveis na
formacao de espécies reactivas de oxigénio durante actividade neuronal intensa, sugere que

aquele farmaco pode contribuir para diversas patologias neurodegenerativas.



Abstract

Currently, neurodegenerative diseases such as cerebral ischemia, Alzheimer's and

Parkinson's mass attack the world population.

The increase of these diseases is believed to be related to failures in the homeostasis of
zinc and of reactive oxygen species in the central nervous system. In this work such issues have

been investigated in the mossy fiber synapses from area CA3 of the rat hippocampus.

The studies were performed in brain slices using fluorescent probes of zinc and of
reactive oxygen species. Intracellular zinc signals were measured using the indicator Newport
Green in the permeant form, that does not complex the zinc present in the synaptic vesicles

which is co-released with glutamate.

The zinc changes were induced by KCl depolarization or applying an extracellular medium
containing TEA and rich in calcium. In the first case a significant increase of the fluorescence zinc
signals was observed. The results obtained using antagonists of glutamate receptors and one
blocker of voltage-dependent calcium channels, indicate that those signals have a postsynaptic

origin.

In the medium containing TEA and high calcium, used to chemically induce long-term
potentiation, which is considered to represent a way of memory formation at the cellular level, a
reversible decrease of the fluorescence intensity was observed. This fact may be due to the
activation, by released zinc, of presynaptic K / ATP channels, which leads to membrane

hyperpolarization and to a decrease in zinc release.

Changes in the formation of reactive oxygen species were studied by means of the
permeant H,DCFDA probe, which is specially sensitive to the hydroxyl and hydrogen peroxide
radicals. The results, induced in a similar way as for zinc, have in general an identical behaviour

to that of these signals.

Numerous advances in industry and medicine promise improvements in the above
mentioned pathologies and others. However, there is the reverse of the coin, the increasing
industrialization and availability of drugs results in increased pollution in waste waters and

effluents, since the processes used in water treatment plants are not entirely effective.

IV



Sulfamethoxazole (SMX) is a widely used antibiotic, which is not fully metabolized by the
organism and, for this reason, is being detected in wastewaters. The measured zinc signals
increase when the slices are exposed to this sulfonamide, returning to the initial level after

changing to the normal extracellular medium.

The effect of sulfamethoxazole in reactive oxygen species was also tested, having been
observed an increase of those species in the presence of SMX. The results show that the action
of this antibiotic is not reversible, therefore, their environmental quantities in wastewaters are of
growing concern. The observation of irreversible effects on the formation of reactive oxygen
species during intense neuronal activity, suggests that that pharmaceutical agent may contribute

to various neurodegenerative pathologies.



Indice

LINEFOAUGAO ..ttt s et ese st s s s st e s e e et e b ese st ebesassesesesessssesesesessrsesesensrsesesesensnssns I
[. 1 Anatomia dO hIPOCAMPO ....c.cueceuiceieirieurieeir ettt tess et s sttt setaesees I
[.2. SINAPSES QUIMICAS ...cvumreuinciimieiereirieeessesseessessese e st sses st s sea s b ss s ss s esssesssessesssecsesnsasens 2

[.2.] NeurotransmisSOres EXCILAtOrIOS ......c.cvwueureueerecrrercerereusesessaseaesstesstesessesessenessenessessseessessassscans 3
[.2.2 Neurotransmissores iNibitOrios..........iiciiiiicsescesesssssssessssssenss 4
1.2.3. Caracteristicas da LTP ...ttt sttt aeas e 4
[.30 ZINCO et 6
|.4. Oxigénio; propriedades fiSICO-QUIMICAS .......cecveurereurircurireeiricieieietseaets ettt seesseesses e seeeseeseaees 8
[.4.1 Espécies reactivas de OXIiENIO ......ccccwvcueuveueereucerecerecereeeresessasesesseaeseseseaesessesessenessesessesessescsssseans 9
[.4.2 Formacao de especies reativas de OXIZENIO .........coceureueerecureneurireusuneeeseesstseseesesessesessesssseeans 13
[.4.3 Stress OXIdatiVo ...ttt s s sas 14
[.5. Stress oXidatiVo € ZINCO ....ccc.cuecurieueireciricinecisteeeiee ettt eas ettt st s bbb sseaeans 15
[.6. SUIfAMELOXAZO.......coiieiiic bbb s st ssas 16
[.7. Indicadores fluorescentes de ROS € de ZIiNCO......c.occeurieurieurineurinecinecreeie ettt 18
7.1 HoDCFDA ...ttt ettt ast st st st sttt sttt seatas 18
[.7.2 NeWport Green DICF ...ttt sttt ssessstasans 18

2. ESTAdO d@ ATttt bbb 20
2.1 O ZINCO A NIVEl NEUIONAL......cuiiiiiiee ettt ettt seenn 20
2.2 O impacto do stress oXidatiVo NO CEIrEDIO ...t esesessenenne 23
2.3 Estudo da LTP NO hiPOCAMPO.......uiieiericieinenisiessenseesessesstessesstaesessesstsssasssssssssssscssenes 25
2.4 O antibiotico SUfAMELOXAZOIE .......ccueeureeereenciecerecieieeireee ettt s e sseaesseneane 30

3. MALErIaiS € MELOAOS ......cueieicirieireeerte ettt ettt sttt ettt st betaene 33
3.1 Detegao dOS SINAIS OPLICOS ....ccvvuueucrrecerecereeaseseaeeseaeasesesstesetsesessesessesessasessesessassassssassstacsescsesnens 33
3.1  Dissecagao e obtencao das fatias do hiPOCAMPO.......coweueuremeurercererricirerreereeiersenseenesseaeeaes 34

3.3.1 Medicao de SINAIS A€ ZINCO.....iieecreeecrcreeeetereeeere s sessesesesesasssosesssesssessssanssesessanas 35
3.3.2 Obtencao de sinais de ROS......... e s s s s s ses s s sesenes 35
3.4 ANALISE dE dadOS ...ttt ettt 36
3.5 SOIUGOES ...ttt ettt e s b b e s e ssesebese s ssesebesassesesesassasesesensasesesesensasesesessrsnsesesenens 37
3.6 Produtos qUIMICOS ULIHZAOS ......c.ocueueueiricereceneceiecisccie ettt ettt sesens 39

4. RESUIAAOS ...t 40

4.1 Fluorescéncia basal na area CA3 do hipOCAMPO .......c.cuveureeurercurirerinecineeseeaeeeaeeseaeeseesseesseneans 40

\



4.2 Sinais obtidos em fatias incubadas com NeWPOIt Sreen ..........cevcreneenereeeseeesenceseseusenenne 41

4.2.1. Efeito do KCI em SiNQiS d€ ZINCO .....ceeueueeuereuicicrrinnicieetieieseseseesessessessesessessessesessessesens 41
4.2.2 Impacto de ACSF modificada em sinais de ZiNCO.......ccruveururcrerecerencererennireneereeeseeeseeereenne 45
4.2.3 Efeito do antibiotico sulfametoxazole em sinais de zinco obtidos com NG................... 46
4.3 Sinais obtidos em fatias incubadas com o indicador de ROS H,DCFDA...........cccccoovvnruvuunnne 47
4.3.1 Sinais de ROS obtidos com H,DCFDA em fatias ndo oxigenadas ...........ccccecveurecrrerrennce 47
4.3.2 Valores de fluorescéncia de ROS em fatias expostas a ACSF modificada.........ccccccuuucene 48
4.3.3 Efeito de sulfametoxazole em fatias incubadas com H,DCFDA ........cccccoonnnninenenenne 49
5. DUSCUSSAO.....cucuuieiiniciiiiiett ettt bbb bbb bbb sss 51
6. CoNCluSOES € Perspetivas fULUIAS.........cocccuecueceicurieneieeeeeeseesseesseessa e sestesssesessesessesessesessesenne 55
6.1 CONCIUSOES ...ttt ettt bbbt s bbbt bbbt sss s sans 55
6.2 PerspetiVas fULUIAS.........ccouvcuiucueircceecrrieini ettt eses e aesessesess e ssesessassas s tassesassssssessensssencssenesn 55
7. BIDlIOZIafia......ceceeceeiceceecerecs ettt ettt st ettt b et 57
indice de Figuras
Figura 1.1- Anatomia do HIPOCaAMPO..........uccc et s s eaesesene |
Figura 1.2- Sinais elétricos associados com a LTP @ @ LTD...cccovoirineeirncncicneccreec e 5
Figura 1.3- Sinapse quimica das fibras musgosas da area CA3 do hipocampo.................c...... 7
Figura |.4- Representacao da orbital molecular do oxigénio atmosférico..................cceueene. 8
Figura 1.5- Formacao dos radicais proveninentes de O,.........coieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiien 9
Figura 1.6- Estrutura molecular de PABA e SMX. Mecanismo de ac¢ao do SMX............cccceuuuee. 17
Figura 1.7- Estrutura molecular de HyDCFDAL..........o ettt tsees s s 18
Figura 1.8- Estrutura molecular do Newport Green DCF..........coovnnnncnenceeeeesceeerencseseaenes 19
Figura 3.1- Microscopio de fluorescéncia usado na obtengao dos sinais Opticos..........ccveureveuenen. 33
Figura 3.2- Espectro de emissao do NeWPOrt Green..........ocerevcunueeneucuninceeneeseesenesenesseseseesseneaeanes 35
Figura 3.3- Espetro de emissao/excitagao de H,DCFDA.........cccoorrnnneereeeereeeses e 36
Figura 4.1- Intensidade de fluorescéncia em fatias nao incubadas e incubadas com Newport
Ereen € HyDCFDA.......o ettt ettt et a st st a s st sttt sttt ettt 40
Figura 4.2- Efeito de KCI em fatias incubadas com o indicador de zinco Newport Green.......... 41

Vi


file:///C:/Users/Vanessa/Desktop/U.C/Tese/Final01.docx%23_Toc397387781

Figura 4.3- Decréscimo dos sinais de zinco em fatias incubadas com Newport Green, na
presenca do quelante de ZiNCO TPEN. ...t seae 42

Figura 4.4- Efeitos de diferentes concentragdes de KCI em sinais obtidos com Newport

Figura 4.5- Diminuigao dos sinais de zinco na area CA3 do hipocampo, em fatias incubadas
com o indicador Newport Green, expostas a uma solu¢iao de bloqueadores de canais de calcio e
FECELOIES A GIULAMALO.....cccueceeeeeeieieeeieie ettt seaes st s e se s esea s s e s e e s et seneassstaeases 44
Figura 4.6- Decréscimo dos sinais de zinco obtidos com NG na solugao ACSF modificada, em
fatias do hiPOCAMPO @ FALO... ..ecuiceieceicee ettt ettt st et sttt et 45

Figura 4.7- Aumento dos sinais de zinco medidos com NG, durante a aplicagao de do
antibiotico sulfametoxazole, em fatias de hipocampo de rato........ccceeeveeecucencericenecinecenceseeeeeeseenes 46
Figura 4.8- Fatia incubada com o indicador de ROS H,DCFDA numa solugao de ACSF............ 47
Figura 4.9- Aumento dos sinais de ROS em fatias nao oxigenadas e incubadas com
HoDICFDA. ...ttt s st st st et bbbttt bassebas st ene 48

Figura 4.10- Diminuigao dos sinais de ROS obtidos com H,DCFDA em fatias expostas a uma
SOIUGAO ACSF MOAIfICAdA.......cecuieeeeectcteeee ettt e bbb e s s s e s s sesesesesesenes 48

Figura 4.1 1- Aumento dos sinais de ROS em fatias expostas a sulfametoxazole, incubadas com
HoDCFDA. ... e s s s s s s bbb a s 49

Figura 4.12- Aumento dos sinais de ROS em fatias expostas a sulfametoxazole, incubadas com

HoDICFDA. ...ttt s st b b st b bbb b s s bsssssens 50

indice de Tabelas

Tabela |- Espécies Reativas de OXiZENIO.........cocueureveurmrerceirenceeicrerieeneesesessessseeasesesssesseesaesesessesescsnes 9
Tabela 2.1- Sondas fluorescentes com elevada afinidade pelo Zinco..........coceeeerveerinencsenenccnnenenee 20
Tabela 2.2- Quelantes utilizados em distintos estudos CIeNtifiCOS......o.uuviveeeeeerireirerreeeeeereeeeeeneas 21
Tabela 2.3- Compostos utilizados como antagonistas/agoniStas...........c.ececueeureeerereereeesesesersesens 22
Tabela 2.4- Sondas fluorescentes com elevada afinidade pelas ROS..........coooninnnnrnneicnenenee 24
Tabela 2.5- Tipo de LTP e zona do hipocampo usado na recolha de dados.......cccoceevevueeeucunenceee 26
Tabela 2.6- Efeito do ZINCO N LTP...... ettt 28
Tabela 2.7- Concentragao do antibiotico sulfametozaxole em distintas localizagoes.................. 30

VIl



Abreviaturas

ROS — Espécies reactivas de oxigénio
CAI1/CA2/CA3/CA4- Cornu ammonis 1/2/3/4
H,DCFDA- 2',7'- diacetato de diclorodihidrofluoresceina
SMX- Sulfametoxazole

MF- Fibras musgosas

SCC- Colaterais de Schaffer

NMDA- N-metil D-Aspartato

AMPA- a-amino-3-hidroxi-5-metil-4- acido isoxazolepropionico
mGIuR- Recetor metabotrépico de glutamato

D-APV- D — 2 amino-5-fosfonopentanoato

NBQX- 2,3-dihydroxy-6-nitro-7-sulfamoyl-benzo[f]quinoxaline-2,3-dione
IP3- Trifosfato de inositol

GABA - Acido y- aminobutirico

LTP- Potenciagao de longa duragao

LTD- Depressao de longa duragao

TEA- Tetraetilamoénio

VDCC- Canais de calcio dependentes do potencial

DNA — Acido desoxirribonucléico

SOD - Superoéxido dismutase

GPx — Glutatiao peroxidase

GST — Glutatiao S- transferase

GSH - Glutatiao reduzido

RNA — Acido ribonucléico

ZnT3- Transportador de zinco do tipo llI



ZnTs- Transportadores de zinco

NADPH - Fosfato de dinucleétido de nicotinamida e adenina
ATP — Adenosina trifosfato

GAPDH - Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase

PABA - Acido paraminobenzoico

Kd — Constante de dissociagao

UQH,- Ubiquinona reduzida

PKC- Proteina cinase C

DCF- 2, 7'-diclorofluoresceina

NG- Newport Green

QZ2E- Acido 2-(4,5-bis(((6-(2-ethoxy-2-oxoethoxy)quinolin-8-yl)amino)methyl)-6-hydroxy-3-

oxo-3H-8 xanthen-9-yl)benzoico
THF- Tetrahidrofurano
PVPDPY- 5-(Pyren-1-yl)-4,6-dipyrrin
TSQ- 6-metoxi-(8-p-toluenossulfonamido) quinolina
CQ- 5-cloro-7-iodo- 8-iydroxiquinolina
EDTA- Acido etilenodiaminotetracético
TPEN- N,N,N,N’-tetrakis(2-piridilmetil)etilenodiamina
DCG-IV- (2S, 2R, 3'R)-2-2-2"-3' dicarboxiciclopropilglicina

APV- Acido 2-Amino-5-fosfonovalerianico



MK-801- 5-Methyl-10,I | -dihydro-5H-dibenzo[a,d]cyclohepten-5, 1 0-imine

DNQX- 6,7-dinitroquinoxaline-2,3-dione

BNZ- Benzamil amiloride

TTX- Tetrodotoxina

D-AP5- D-2-amino-5-fosfonopentanoato

DHE- Dihidroetidio

EUK-207- Superoxido dismutase/catalase sintética

CCD- Charge-coupled device

RAS- Sistema renina-angiotensina

OGD- Privagao de oxigénio e glucose

ACSF- Solugao cérebroespinal artificial.

DMSO- Dimetil-sulféxido

PTP- Potenciagao pos-tetanica

Xl



|I. Introducao

I. I Anatomia do hipocampo

O hipocampo ¢é uma estrutura com formato de feijao (formato “C”), situada no cortex
limbico, que se estende desde o nlcleo septal até ao lobo temporal, tal como se mostra na
figura I.l1. Juntamente com as estruturas acopladas (fascia dentata, subiculum, presubiculum,
parasubiculum e cortex entorrinal) desempenham um papel fundamental na memoria (Amaral e

Witter, 1989; Deshmukh e Knierim, 2012).

Segundo Llorente de N6, o hipocampo é segmentado em quatro zonas no sentido
descendente da sua forma em “C”, segundo uma visao tranversal (Llorente, 1934). Estas zonas
sao designadas por CAl, CA2, CA3 e CA4 (proveniente de cornu ammonis), contendo a zona
CA3 as células piramidais de maior tamanho (Amaral e Witter, 1989; Deshmukh e Knierim,
2012). As fibras perforantes vindas do cortex entorrinal sio uma das principais trajectorias das
fibras aferentes presentes no hipocampo, tendo Lorent de N¢ identificado também a trajectéria
das fibras musgosas (MF) e das fibras colaterais de Schaffer (SCC). Tal como demonstrado na
figura 1.1, as fibras mugosas sao compostas pelos axénios das células granulares provenientes da
fascia dentata e vao até a zona CA3. Por outro lado, as fibras colaterais de Schaffer siao
constituidas pelos axonios das células piramidais CA3 direccionando-se para as da zona

CAl(Andersen et al., 2007).

Figura I.1- Anatomia do Hipocampo. (Adaptada de Deshmukh e Knierim, 2012)



1.2. Sinapses quimicas

O sistema nervoso central caracteriza-se pela capacidade que as suas células tém de
comunicar e interagir entre elas. Esta propriedade inerente aos neuronios verifica-se gragas a
dois mecanismos de sinalizagao fundamentais: a condugao axonica e a transmisssao sinaptica

(Amaral e Witter, 1989; Deshmukh e Knierim, 2012).

Um neurodnio forma até duzentas mil sinapses com outros, sendo em cada uma destas
conexoes a informagao gerada ou processada entre as duas células, designadas por células pré-

sinaptica e pos-sinaptica (Andersen, 2007).

No ambiente neuronal existem quatro ides fundamentais: o potéssio (K*), o sédio (Na*),
o célcio (Ca*") e o cloro (CI'), que estio em concentragdes diferentes no interior e no exterior
da célula, criando uma diferenga de potencial essencial para o neurénio. Em situagdes normais a
célula possui um potencial designado de repouso, que varia entre -40 e -100 mV, e que é mais
negativo no interior. Existem diversos canais nas membranas dos neurdnios, nomeadamente os
canais i6nicos controlados pelo potencial que incluem canais de calcio. Além disso, ao longo do
axonio existem bombas idnicas de sodio-potassio que sao responsaveis por estabelecer o
potencial de repouso da célula. Apos estimulagao quimica, mecanica ou elétrica podem ocorrer
alteragdes na permeabilidade da membrana celular dos neurénios, provocando a entrada em
massa de Na’ e a saida de pequenas quantidades de K, originado a despolarizagio da
membrana, que vai ocorrendo sequencialmente ao longo do axonio até a zona pré-sinaptica. O
potencial de ac¢do no botio sindptico e a entrada de Ca®* no terminal provocam a fusio das
vesiculas sinapticas com a membrana e a libertagao dos transmissores quimicos nelas contidos,
para a fenda. Por dltimo, os neurotransmissores ligam-se aos recetores presentes na membrana
da célula pos-sinaptica ( Matias, 2001; Cravino, 1996, Cabrita, 1995).

Existem duas variedades de sinapses que se definem pelo tipo de neurotransmissores
que libertam: as sinapses excitatorias e as inibitorias. Nas excitatérias a substincia libertada
provoca um aumento na permeabilidade da membrana pds-sinaptica em relagao ao sédio e ao
potassio, causando assim uma despolarizagio no neurdnio, que se tiver uma amplitude
suficientemente grande pode atuar como um estimulo originando um impulso nervoso na célula

pos-sinaptica. Por outro lado, nas sinapses inibitérias o neurotransmissor vai originar um



acréscimo na permeabilidade da membrana pods-sindptica ao cloro. Como o potassio esta
presente em maiores quantidades no interior, tem tendéncia a sair da célula pos-sinaptica,
tornando assim o seu interior ainda mais negativo. Assim a célula sofre uma hiperpolarizagao, ou
seja, o potencial transmembranar sofre um aumento em modulo, nio desencadeando um
impulso nervoso (Matias, 2001; Cravino, 1996, Cabrita, 1995).

Os neurotransmissores podem ser classificados em excitatérios ou inibitorios,

consoante o tipo de ac¢ao que desencadeiam (Matias, 2001; Cravino, 1996, Cabrita, 1995).

1.2.1 Neurotransmissores excitatorios

O neurotransmissor excitatorio mais comum no sistema nervoso central € o glutamato,
existindo dois tipos de recetores (Matias, 2001):

e lonotrépicos (NMDA e nao NMDA (AMPA e kainato).
e Metabotropicos (mGluRs |, 11, 11);

Os recetores NMDA permitem essencialmente a entrada de Ca®* na célula, e sio
controlados pela ligagao de glutamato e também pela diferenga de potencial da membrana. Na
situacao de repouso estes recetores encontram-se bloqueados por magnésio, sendo ativados
nao apenas pelo glutamato mas também pela despolarizagao da membrana pos-sinaptica.
Existem varios antagonistas para os recetores NMDA, tal como o D-APV (Matias, 2001; Weiss
et al., 2000; Sensi et al, 201 |; Sensi et al., 1997).

Por sua vez, os recetores kainato e AMPA estao associados ao fluxo de ides sodio e
potassio, sendo permedvies ao Ca**. O antagonista NBQX funciona como bloqueador para
ambos os recetores (Matias, 2001; Cho et al, 2003; Canzoniero et al.,, 1997).

Quanto aos receptores metabotrépicos, existem trés grupos que estao acoplados a uma
proteina G. No caso do grupo | a ligagao dos recetores ao glutamato promove a formagao de
um segundo mensageiro, o trifosfato de inositol (IP;) que por sua vez origina a saida de Ca** do
reticulo endoplasmatico. Por outro lado, os grupos Il e lll promovem a inibigdo da enzima

adenilil-ciclase que afeta a atividade ao nivel da sinapse (Matias, 2001).



1.2.2 Neurotransmissores inibitorios

.....

importante no controlo da excitabilidade celular provocada por estimulagoes demasiado

intensas em sinapses excitatérias (Matias, 2001; Sensi et al., 201 1).

1.2.3. Caracteristicas da LTP

Ao longo de toda a vida o nosso cérebro tem a capacidade de mudar, caracteristica
designada por plasticidade. O estudo da plasticidade sinaptica visa compreender como os
neuronios alteram a capacidade de comunicagao entre si. A atividade elétrica provocada pela
libertagio do neurotransmissor é chamada forga sinaptica, podendo ocorrer variagoes
prolongadas da mesma apds estimulagoes especificas da actividade neuronal. Existem dois
processos diferentes, a potenciagao de longa duragao (long term potentiation, LTP) que provoca
um aumento da forga sinaptica, e a depressao de longa duragao (long term depression, LTD) que

origina o seu enfraquecimento, como demosntrado na figura 1.2 (Cravino, 1996; Pires, 1996).

Ao nivel celular, a LTP melhora a capacidade de duas células neuronais (pré- e pos-
sinaptica) comunicarem entre si. Os estimulos recebidos pela célula pré-sinaptica, sao
transmitidos a célula pos-sinaptica por meio da ligagao dos neurotransmissores libertados aos
recetores na membrana poés-sindptica. Estimulagoes intensas como tétanos de frequéncia
elevada (ex. 100 Hz, | s), provocam um aumento da sensibilidade e/ou do nimero de certos
recetores pos-sinapticos na superficie da célula. A ativagao dos recetores de NMDA causada
por uma maior libertagao de glutamato, e o aumento dos niveis intracelulares de calcio sao dois
fatores essenciais para a indugao da LTP, que é caracterizada por duas fases, indugao e

manutencao ( Cravino, 1996; Pires, 1996).
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Figura |.2- Comportamento dos sinais elétricos associados com a LTP e a LTD (Adaptada de

Ruggiero et al., 201 1)

No hipocampo de rato existem duas formas diferentes de LTP induzidas eletricamente, a
LTP que depende da ativagao dos receptores de NMDA e da entrada de calcio na regiao pos-
sindptica e a LTP das fibras musgosas, que nao depende da ativagao destes receptores. Na area
CAl (nas fibras colaterais de Schaffer) ocorre a primeira forma de LTP enquanto que na zona
CA3 (nas fibras musgosas) existe a LTP independente da activagao dos recetores de NMDA
(Matias, 2001; Cravino, 1996; Pires, 1996). Alguns estudos referem que a complexagao de zinco
endogeno nao tem efeitos significativos na formagao da LTP das fibras musgosas. No entanto,
quando sao libertadas elevadas concentragoes deste metal observa-se um decréscimo da eficacia
das sinapses excitatorias o que impossibilita a indu¢cao daquela forma de LTP (Xie e Smart,

1994).

A LTP também pode ser induzida quimicamente, através do bloqueador de canais de
potassio tetraetilamoénio (TEA). A TEA-LTP é dependente da elevagio da concentragao do
calcio intracelular pos-sinaptico, tendo uma componente induzida por meio de canais de calcio
dependentes do potencial (VDCCs) e outra mediada pelos receptores de NMDA (Song et al,
2002; Aniksztejn e Ben-Ari, 1991; Huber et al, 1995). E ainda possivel induzir LTP através de
uma solugdo com elevadas concentragdes de K™ e Ca®, que também originam uma potenciagio

sinaptica ( Makhinson et al., 1999; Chotiner et al., 2003).



1.3. Zinco

O zinco é um metal de transicao essencial para a vida: participa no metabolismo de
acidos nucléicos e de proteinas, estimula a atividade de inUmeras enzimas e modula a fungao de
diversas proteinas necessarias para diferentes atividades celulares (Eom et al, 2001). Ao nivel
fisiologico e em baixas quantidades, o zinco assume um papel importante em diferentes
processos bioldgicos, tais como, a expressao génica, catdlise enzimatica, sintese do acido
desoxirribonucléico (DNA), sinalizacdo celular e neurotransmissao, estando presente em

concentragoes intracelulares de cerca de 150 pyM (Frederickson et al, 2000; Choi et al., 1998).

A barreira hematoencefilica é atravessada pelo zinco através da sua ligagao a albumina,
ou a aminoacidos especificos, como a cisteina e a histidina (Takeda, 2000). Ao nivel cerebral o
zinco encontra-se em maiores quantidades no cértex, hipocampo e amigdala, estando cerca de
90% do zinco fortemente associado a metalotioneinas e os restantes 10% como zinco livre ou
levemente ligado em vesiculas sindpticas ( Paoletti et al, 2009; Weiss et al,, 2000; Cho et al.,

2003).

O zinco citoplasmatico € transportado para vesiculas sinapticas através dum
transportador especifico designado por ZnT3. Este péptido pertence a uma familia de
transportadores de zinco (ZnTs) que é responsavel por manter o fluxo de Zn** para
compartimentos intracelulares e através da membrana plasmatica (Palmiter, 2004; Cho et dl,
2003; Sensi et al, 2011). Em determinadas sinapses excitatérias, na sequéncia de estimulos
quimicos ou eléctricos, o Zn*" é libertado juntamente com o glutamato para a fenda sinaptica,

originando diferentes efeitos neuromoduladores que variam consoante o alvo (figura 1.3):

e Recetores de NMDA - existem nestes receptores dois sitios de ligagao para o zinco,
um de alta afinidade e outro de baixa afinidade. A ligagao do zinco a um destes sitios
provoca uma inibicio nao-competitiva da corrente através do canal dos recetores,
independente do potencial, diminuindo a probabilidade de abertura do canal. Estes canais
sao essencialmente permeaveis ao calcio, permitindo também a passagem de zinco
através deles.

¢ Recetores de AMPA/Kainato - o zinco potencia a atividade destes recetores que sao
também permeaveis ao célcio e ao zinco, permitindo assim a passagem deste ido para a

zona pos-sinaptica;



.....

Para além da permeabilidade ao calcio alguns destes canais como os do tipo L, sao
também permedveis ao zinco;

Bomba de soédio/calcio - também transporta, bidirecionalmente zinco através da
membrana;

Transportador de zinco do tipo | (ZnTI) - transporta zinco para o exterior do
citoplasma, mantendo a homeostase da concentragao citoplasmatica de zinco (Weiss et
al, 2000; Palmiter et al, 2004; Cho et al, 2003; Sensi et al, 2011; Sensi et al, 1997;
Canzoniero et al, 1997; Li et al, 2001; Morris e Levenson, 2012).

Pré-sindaptica

+
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Figura 1.3 - Sinapse quimica das fibras musgosas da area

CA3 do hipocampo.



Em elevadas concentragoes o zinco surge como mediador da morte celular dos
neuronios em diferentes patologias, como a isquemia, a epilepsia e traumas cerebrais. Em
situacoes patologicas, nas sinapses excitatorias o zinco é considerado uma neurotoxina sendo
intensamente libertado, podendo atinjir-se na fenda sinaptica concentragoes que variam de 100
a 300uM (Choi et al, 1998; Cho et al, 2003; Sensi et al., 201 |; Sensi et al, 1997; Canzoniero et
al, 1997; Li et al, 2001).

|.4. Oxigénio; propriedades fisico-quimicas

O oxigénio presente na atmosfera, no seu estado fundamental, existe no estado
tripleto, com dois eletroes nao emparelhados e com nimeros quanticos de spin pararelos.
Assim, a sua reacdo com moléculas organicas ocorre com dificuldade, sendo necessaria a sua
“ativacao”, dado que a redugao divalente tem diversas limitagdes impostas pelos numeros

quanticos de spin (Santos e Peixoto, 2007).
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Figura 1.4 - Representacdo da orbital molecular do oxigénio atmosférico. (Adaptada de Santos e Peixoto, 2007)

Segundo o Principio de Exclusiao de Pauli a reagao entre moléculas organicas e outras,
como no caso do oxigénio atmosférico, pode ocorrer somente quando o agente redutor possui

também dois eletroes desemparelhados com nimeros quanticos de spin pararelos, mas opostos



aos do oxigénio (figura 1.4), um acontecimento raro. Assim, o oxigénio atmosférico, no seu
estado fundamental, é considerado uma molécula pouco reativa, porém dado as restrigoes
estabelecidas pelos nimeros de spin, os processos mais comuns da sua redugao, por reagoes
bioquimicas, envolvem a transferéncia de um Unico eletrao. Deste modo, esta molécula esta

apta a formar radicais livres altamente reativos (Santos e Peixoto, 2007).

A molécula de O, possui varios estados de oxidagao, originando a transferéncia de
eletroes uma formagao sequencial de dois radicais nao reativos, entre os quais o aniao
superoxido (O,*) e o peroxido de hidrogénio (H,0,). Posteriormente, forma-se o radical
hidroxilo (HO¢), altamente reativo, considerado o mais nocivo nos sistemas biologicos (figura

[.5) (Santos e Peixoto, 2007; Freinbichler et al,, 201 1).

- + . + -
e e +H e +H e +H*
| |
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0y = 0" e H,0; = HO' —— OH

Figura 1.5 - Formacdo dos radicais proveninentes de O2. (Adaptada de Santos e Peixoto, 2007).

|1.4.1 Espécies reactivas de oxigénio

As espécies reativas de oxigénio referem-se aos metabolitos de oxigénio que sejam mais
reactivos que o O,. (Santos e Peixoto, 2007; Freinbichler et al, 201 1; Kennedy e Sandiford,
2012). Este termo envolve nao sé espécies radicalares como as nao radicalares derivadas do

oxigénio, tal como indicado na tabela | (Santos e Peixoto, 2007).

Tabela |- Espécies reativas de oxigénio (Adaptada de Santos e Peixoto, 2007).

Radicais Nao Radicais
Superoxido (O, *) Peroxido de Hidrogénio (H,0O,)
Hidroxilo (HO *) Acido Hipocloroso (HOCI)

Peroxilo (LO,¢) Ozono (O,)
Alquilo (Le) Oxigénio Singleto
Alcoxilo (LOe) Peréxidos Lipidicos

Hidroperoxilo (HO,¢)




Radical hidroxilo

Nos sistemas biologicos os radicais hidroxilo tém origem, fundamentalmente, em dois

mecanismos:

e homolise da agua por exposicao a radiagao ionizante;
H,QluzWV,, HOs« + He
e reagao de H,O, com metais de transicao, reagao de Fenton, em que o ido ferro
catalisa a formagao do radical a partir do peroxido de hidrogénio (Santos e
Peixoto, 2007; Freinbichler et al, 201 |; Barreiros e David, 2006).
Fe*+ H,0,—>Fe’* + HO* + HO’

O radical HO* é o mais reactivo e nocivo dos ROS conhecidos, dado que induz a
peroxidacao lipidica e modificagoes ao nivel do DNA, do acido ribonucléico (RNA) e das
proteinas, provocando assim inactivagao enzimatica, dificuldade no transporte activo através das
membranas celulares e morte celular. O seu tempo de meia vida é significativamente pequeno,
conferindo-lhe uma capacidade de difusio muito baixa (Santos e Peixoto, 2007; Freinbichler et

al, 201 1; Barreiros e David, 2006; Vasconcelos et al., 2007).

Radical superoxido

O radical superoxido é formado constantemente em diversos processos celulares, entre
os quais, por redugao da molécula de O, por um Unico eletrao, na cadeia de transporte de
eletroes na mitocondria, e através de algumas enzimas. Em comparagao ao HO-* é considerado
pouco reativo, por exemplo, no caso dos aminoacidos, reage simplesmente com a cisteina

(Santos e Peixoto, 2007).

Por outro lado, o O,* é capaz de agir como base de Bronsted, originando o radical
hidroperoxilo, cuja reactividade é mais elevada, tornando assim possivel a reagao com moléculas

biologicas (Santos e Peixoto, 2007; Barreiros e David, 2006).

Deste modo, o O,* produz efeitos directa ou indirectamente. Apesar dos seus efeitos

nocivos, o superoxido assume um papel importante nos sistemas bioldgicos, por exemplo:

e ¢ produzido pelos fagocitos para defender o organismo de bactérias, fungos e
virus;

e ¢ gerado por linfécitos durante o processo de inflamagao;
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e funciona como sinalizador molecular, dado que é capaz de oxidar grupos —SH
em ligagoes dissulfeto, podendo entao activar/desactivar enzimas que possuam
metionina;

e em alguns casos assume um papel de antioxidante, reduzindo semiquinonas,
para que elas possam recuperar as suas actividades metabolicas (Santos e
Peixoto, 2007; Barreiros e David, 2006).

e Funciona como neurotransmissor, originando LTP em sinapses de fatias do

hipocampo (Knapp e Klan, 2002).

Radical peroxilo e alcoxilo

Os radicais peroxilo e alcoxilo tém origem na decomposi¢cao de peroxidos organicos e
em reagoes de carbono radicalar com O,, como acontece na peroxidaciao lipidica. Sao
considerados bons agentes oxidantes, no entanto, em sistemas bioldgicos o alcoxilo sofre um
rapido rearranjo molecular que origina novas espécies com radicais (Santos e Peixoto, 2007;

Barreiros e David, 2006).

Peréxido de hidrogénio

O H,0, na célula é formado no citoplasma, nas mitocondrias e nos peroxissomas, respe
tivamente pela xantina oxidase, succinato desidrogenase e urato oxidase. Pode ainda ter origem
na dismutagao do O,, calatisada pela enzima superdxido dismutase. Possui um papel
fundamental no stress oxidativo dado que é capaz de atravessar membranas celulares com
facilidade e de gerar o radical hidroxilo. Apesar de nao ser considerado um radical livre é toxico
para os sistemas biologicos quando presente num intervalo de concentragoes de 10-100 yM

(Santos e Peixoto, 2007; Barreiros e David, 2006; Vasconcelos et al,, 2007; Wijk et al., 2008).

O peroxido de hidrogénio é um fraco agente oxidante e redutor, no entanto, é capaz de
inactivar algumas enzimas, através da oxidagao de grupos sulfidrilo do centro activo,
provocando alteracoes nas rotas metabdlicas. Por outro lado, na presenca de metais de
transicao na célula, o H,O, reage através da reagao de Fenton, dando origem a radicais mais

poderosos, como é o caso do radical hidroxilo (Santos e Peixoto, 2007; Barreiros e David, 2006;

Vasconcelos et al,, 2007; Wijk et al., 2008).

Fe** + H,O,— Fe’* + OH + HO-
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Oxigénio singleto

O oxigénio singleto ('O,) niao é considerado um radical, no entanto, apresenta maior
reatividade que no seu estado fundamental. Interage com outras moléculas por dois

mecanismos:

e reacao directa com a outra espécie;
e transferéncia da energia de excitagao para a outra molécula, ficando o oxigénio
no seu estado fundamental, e a outra espécie no estado excitado ( “quenching”)

(Santos e Peixoto, 2007; Barreiros e David, 2006; Vasconcelos et al., 2007).

As biomoléculas carotendides sao as que apresentam maior reactividade com O,, devido
as suas varias insaturagoes conjugadas. O oxigénio singleto reage ainda com os aminoacidos
metionina, cisteina, triptofano, tirosina e histidina. Por outro lado, ao nivel dos acidos nucléicos,
a sua reagao so é relevante com as bases guaninas (Santos e Peixoto, 2007; Barreiros e David, 2006;

Vasconcelos et al., 2007).

Oxido nitrico

Nos sistemas biologicos, o 6xido nitrico é sintetizado por um grupo de enzimas
designadas o6xido nitrico sintases, a partir da arginina, oxigénio e fosfato de dinucledtido de
nicotinamida e adenina (NADPH). Por outro lado, é removido pela sua reagao com os grupos
hemo da hemoglobina, dado que forma complexos estaveis com o iao ferroso. Esta envolvido
em diversos processos biologicos, como relaxagao muscular, regulagio imune,

neurotransmissao e vasodilatacao (Santos e Peixoto, 2007; Barreiros e David, 2006; Vasconcelos et

al, 2007).

O oxido nitrico é considerado um radical livre devido ao eletrao desemparelhado numa
orbital T antiligante. E uma espécie muito versatil, pois reage com NO" dando origem ao ido
nitroxilo (ONNO®*’), como observado na reacao |. Por sua vez, ONNO-* reage de novo com o
oxido nitrico dando origem ao éxido nitroso (reagao 2), ou por captura dum protao originando
o radical hidroxilo (reagao 3) (Santos e Peixoto, 2007; Barreiros e David, 2006; Vasconcelos et al,

2007).
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NO + +NO—> ONNO* (reacao 1)
ONNO+< + +NO — N,O + NO, (reagao 2)

ONNO* + H——> N,O + HO*  (reagio 3)

1.4.2 Formacao de especies reativas de oxigénio

A mitocondria € um dos organelos celulares com maior importancia, dado que funciona
como a principal fonte de energia das células. Esta presente na maioria das células eucaridticas,
sendo responsavel por armazenar a energia conservada na glicose, sob a forma de adenosina
trifosfato (ATP). Esta energia quimica é usada pelas respectivas células em reagoes que dela
necessitem. Ao nivel deste organelo ocorre a formagao continua das espécies respectivas de

oxigénio, na cadeia transportadora de electroes (Santos e Peixoto, 2007).

Nos sistemas biologicos, as espécies reativas de oxigénio sao ainda formadas em diversos
organelos celulares, entre os quais, os peroxissomas, nucleo, lisossomas, reticulo
endoplasmatico, citoplasma e na membrana plasmatica. Nestes compartimentos a formagao de
ROS é acompanhada por outras reagées, como a auto-oxidagao de componentes da célula e
consequente inactivagdo de biomoléculas, a actividade das oxidases, desidrogenases,

cicloxigenases e peroxidases (Santos e Peixoto, 2007; Barreiros e David, 2006; Wijk et al., 2008).

O O, é o receptor final dos electroes provenientes de espécies como o NADH e a
ubiquinona reduzida (UQH,), ao estabelecer contacto com a citocromo oxidase (Complexo V)
da cadeia transportadora de electroes. O citocromo aa; incorporado no Complexo IV é
responsavel por “prender” o oxigénio até que ele esteja totalmente reduzido, ou seja, quando
adicionados 4 electroes, sendo entao libertada na forma de agua. No entanto, alguns electroes
podem ser transferidos diretamente para outros compostos da cadeia respiratoria, dando
origem aos radicais livres de oxigénio. Em situagoes patolégicas a formagao de radicais livres é

mais intensa do que em condigoes normais (Santos e Peixoto, 2007).

Boveris e Chance verificaram a formagao do radical superoxido no Complexo |, sendo
estimulada pela antimicina e rotenona (Boveris e Chance, 1973). A sintese do péroxido de
hidrogénio precede a do superoxido, existindo uma enzima responsavel pela eliminagao do

altimo, a superdxido dismutase (Boveris et al, 1976). Estes dois radicais reagem em conjunto de
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modo a originar outras espécies radicalares mais poderosas, nomeadamente o HO- (Santos e
Peixoto, 2007). Por outro lado, no Complexo Il foi identificada a formagao de ROS,
especificamente na ubisemiquinona (composto radicalar intermediario do ciclo da ubiquinona)

(Boveris et al,, 1976).

1.4.3 Stress oxidativo

O oxigénio é um elemento essencial para a sobrevivéncia dos sistemas biolégicos, no
entanto, tem sérios riscos devido as espécies reativas de oxigénio. Deste modo, é essencial o
equilibrio entre estas espécies e os antioxidantes. No caso duma deficiéncia na habilidade do
sistema bioldgico em desintoxicar-se, no aumento anormal da produgao de ROS, ou mesmo no
acréscimo das biomoléculas mais susceptiveis a oxidagao, o organismo encontra-se num estado
designado por stress oxidativo (Santos e Peixoto, 2007; Freinbichler et al, 201 1; Barreiros e

David, 2006; Vasconcelos et al., 2007; Wijk et al., 2008; Prasad e Pospisil, 201 1).
As defesas dos organismos podem ser divididas em (Santos e Peixoto, 2007):

e antioxidantes enzimaticos:
» Superodxido dismutase;
» Catalase;
» Glutatido peroxidase;
» Glutatiao transferase;
> Glutatido redutase;

® nao enzimaticos:
» Vitamina E;

Vitamina A;

Vitamina C;

Glutatiao;

Coenzima Q;

YV V V V VY

Acido Urico.

Alguns estudos afirmam que os ROS assumem um papel importante na coordenagio da

sinalizagao celular, isto é, estimula uma elevada variabilidade de vias de transdugao de sinal, que
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por sua vez, sao fundamentais para manter a homeostase celular neuronal ( Borg e London,

2002).

|1.5. Stress oxidativo e zinco

Varias doengas, como a epilepsia e a isquemia global, estao relacionadas com a morte
celular causada pelo zinco. Em situagées normais, o zinco ao entrar na zona pos-sinaptica é
capturado pelas proteinas metalotioneinas, ou é transportado para fora da célula através dum
transportador especifico (Zn-T), sendo assim mantidas as concentragoes de zinco em niveis

homeostaticos (Colvin et al, 2003; Oteiza et al, 2004).

Existem varios estudos que demonstram que o zinco em elevadas concentragoes

influencia o funcionamento mitocondrial, de distintas maneiras, por:

e inibicao da cadeia transportadora de eletroes (Oteiza, et al, 2004);

e indugao da despolarizagao da mitocondria e de um decréscimo na produgao de
energia, através da inibicado da enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH), essencial na glicdlise (Sensi et al., 1999);

e inibicido reversivel do complexo bcl da cadeia transportadora de eletroes
(Lorusso et al, 1991);

e descréscimo do consumo de O, e do potencial transmembranar em mitocondrias
de cérebro isoladas (Dineley et al,, 2003);

e regulagao da proteina cinase C (PKC) que provoca um acréscimo na expressao

da enzima NADPH oxidase (Morris e Levenson, 2012).

Apesar de nao agir como oxidante, o zinco interage com mecanismos que, por si so,

aumentam o stress oxidativo, tais como:

e a diminuicao da eficacia do ciclo do acido tricarboxilico através da inibicao do
complexo a-cetoglutarato desidrogenase (Gazaryan et al,, 2002);
e a diminuicdio da atividade da glutationa redutase in vitro, um importante

antioxidante enzimatico (Mize e Langdon, 1962);
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e o aumento da producao do superoxido (O, ¢) através da enzima NADPH

oxidase ( Noh e Koh, 2000).

Varios estudos apontam o aumento do zinco como um dos factores envolvidos na
produgao de espécies reativas de oxigénio, conduzindo assim ao dano e morte neuronal. A
neurotoxicidade do zinco mediada pela formagao de ROS é acompanhada pela peroxidagao

lipidica ( Cho et al, 2003; Sensi et al., 201 1; Noh e Koh, 2000; Morris e Levenson, 2012).

No entanto, em situagoes nao patoldgicas o zinco assume um papel neuromodulador e
de antioxidante, agindo neste caso como cofator da enzima superéxido dismutase. Varios
estudos revelam que a deficiéncia de zinco induz lesoes oxidativas provocadas por ROS (Erdeve

et al., 2004; Beltramini et al., 2006; Chen et al., 2006).

|.6. Sulfametoxazol

O uso de antibioticos € um assunto com elevado interesse nas questoes da recuperagao
da sadde. A sua utilizagdo tem sofrido um acréscimo elevado nos ultimos anos e o facto de nao
serem totalmente metabolizados pelo organismo e de haver compostos cuja validade expira leva
a que sejam inevitavelmente libertados para o ambiente, para as aguas residuais (Kemper, 2008).
Deste modo, surge um problema de saude publica, o desenvolvimento de resisténcia de

diferentes bactérias a antibidticos existentes ( Shcmitt et al,, 2005).

O sulfametoxazole (SMX), um antibiotico do tipo sulfonamida, é usado para tratar
infecdes ao nivel do trato urinario, sinosite e toxoplasmose. E um dos antibiéticos encontrados
com maior frequéncia no ambiente, sendo caraterizado como pouco reativo para os solos mas
com elevada mobilidade nos mesmos (Chen et al, 2011). Os tratamentos de aguas residuais,
que se encontram implantados nas instalagoes responsaveis, nao sao eficazes na remogao do
SMX. Deste modo, devido ainda ao facto deste antibiético ser mutagénico é fundamental

encontrar um método de remocao das aguas residuais eficaz ( Isidori et al, 2005).
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PABA ———— Acido Félico ——- Acido Dihidrofélico
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CH,

Figura 1.6 - Estrutura molecular de PABA e SMX. Mecanismo de accdao do SMX. ( Adaptada de
Sulfamethoxazole, Product Information Sigma).

O SMX interfere com a sintese de acidos nucléicos, nomeadamente, de acido folico em
bactérias. Tendo em conta que as células humanas niao sao capazes de o produzir, este
antibiético é especifico para as bactérias sensiveis. Como se mostra na figura 1.6, as sulfonamidas
sao estruturalmente semelhantes ao acido p-amino benzdico, um percursor do acido félico. Os
compostos deste grupo atuam sobre a sintese de acidos nucléicos nas bactérias, ou seja,
impedem e a conversaio do acido paraminobenzoico (PABA) em acido di-hidrofélico

(Sulfamethoxazole, Product Information, Sigma).

Dado o aumento da concentragao do SMX no ambiente, as bactérias ganham resisténcia
através de mutagoes ou da aquisicao de genes de resisténcia, como é o caso dos genes sull,
sul2, e sul3. Por outro lado, podem ainda sofrer alteragoes fisiologicas ao nivel das membranas

ou do metabolismo, tornando-as assim tolerantes ao antibiotico (Sheridan et al, 2012).
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1.7. Indicadores fluorescentes de ROS e de zinco

1.7.1 H,DCFDA

A detegao de ROS em sistemas bioldgicos € um processo exigente devido a sensibilidade
necessaria do método e a especifidade da sonda. O indicador permeante H,DCFDA (figura 1.7)
€ comummente utilizado porque reage com diferentes espécies reativas de oxigénio, sendo, no
entanto, mais especifico para os radicais hidroxilo e peroxido de hidrogénio (H,DCFDA,

Molecular Probes®).

O
C24H,Cl1207

Figura 1.7- Estrutura molecular de H2DCFDA. (Adaptada de H,DCFDA, Molecular Probes®)

2'-7'-diacetato dicloro-dihidro-fluoresceina é uma forma reduzida da fluoresceina. Esta
forma inicial nao é fluorescente, no entanto, ao sofrer hidrdlise dos grupos acetatos,
representados na figura 1.7, por esterases intracelulares ou por oxidagao origina um composto

altamente fluorescente, a 2 ', 7'-diclorofluoresceina (DCF) (H2DCFDA, Molecular Probes®).

1.7.2 Newport Green DCF

O Newport Green (NG) DCF (figura 1.8) tem uma afinidade moderada pelo zinco
(constante de dissociagao, k, = |uM), e é praticamente insensivel ao calcio (kp, = 100 uM).
Deste modo, é considerado uma sonda bastante Util na detecio do fluxo de Zn** através de
canais dependentes do potencial ou de canais de recetores de glutamato, em estudos neuronais

( Meagher et al, 2006; Newport Green ™ DCF diacetate, cell permeant. Molecular Probes).
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NG-DCEF existe na forma permeante, ou seja, penetra através das membranas celulares,
sendo hidroliisado no interior tornando-se assim uma molécula carregada, que fica impedida de
sair da célula. Esta sua ultima forma permite que se formem complexos proteina-metal
carregados, que sio fluorescentes ( Meagher et al., 2006; Newport Green "' DCF diacetate, cell

permeant. Molecular Probes; Wei et al., 2004 ).

c=0 2k*

C43H30CI2N4Og

Figura 1.8 - Estrutura molecular do Newport Green DCF. (Adaptada de Newport Green ™ DCF diacetate, cell
permeant. Molecular Probes)
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2. Estado de Arte

2.1 O zinco a nivel neuronal

Atualmente o zinco celular é largamente estudado, tendo em conta que alteragdes na
sua homeostase estio associadas a doencas graves como Alzheimer, cancro da prostata,
isquemia e outras (Lindsey e Stephen, 2010; Sensi et al, 2011). De modo a entender as suas

fungoes e rotas biologicas tém sido desenvolvidas varias ferramentas de detecgao.

A técnica de detecgao de fluorescéncia por miscoscopia tem ganho terreno dado que as
sondas sao concebidas de modo a serem biologicamente compativeis, ou seja, sao:
e permeaveis em relagao a membrana celular;

® n3o toxicas;

excitaveis em comprimentos de onda de baixa energia, nao afetando a

autofluorescéncia;

e soluvéis em agua (Lindsey e Stephen, 2010; Tarun et al, 2012).

Tém sido aplicadas diversas sondas fluorescentes em neurobiologia, com sucesso, no estudo de

variagoes de zinco, como se mostra na tabela 2.1.

Tabela 2.1 - Sondas fluorescentes com elevada afinidade pelo zinco, concentracoes, constantes de
dissociacdo e sistemas biolégicos usados.
Sonda Fluorescente Concentracio Ko Sistema Biolé6gico Referéncia
Mag-fura-5 3 uM 20 nM Cultura celular Sensi et al., 1997
TSQ 0,001% I uM Cultura celular Marin et al, 2000
NG 5uM | uM
Mag-fura-2 5 M 0,02 uM
5uM Cultura celular Dineley et al,, 2002
FuraZin-| 3 uM
5uM
FluoZin-2 5 uM 2 uM
NG dipotassium salt 20 yM
I uM Fatias do hipocampo Wei et al,, 2004
NG diacetate 50 uM
NG dipotassium salt 10 uM | uM
Fatias do hipocampo Stork e Li, 2006
Zinpyr-4 10 uM | nM
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FluoZin-3 10 uM 15 nM

FluoZin-3 | mM 15 nM Fatias do hipocampo Yuliya et al,, 2009
TSQ 4.5 yM I uM Fatias do hipocampo Won et al, 2010

PYPDPY | - 20 yM Fatias do hipocampo Yujiang et al,, 201 |
THF - < | pM? Cultura celular Tarun et al,, 2012

Zinpyr-| luM 0,7 nM Fatias do hipocampo Beltran et al,, 2012

De modo a calibrar compostos fluorescentes sensiveis ao zinco, varios estudos aplicaram
diferentes quelantes, com elevada afinidade pelo Zn**, em preparagdes bioldgicas. A diminuigio

dos sinais de fluorescéncia demonstra que realmente é a concentragao de zinco que a sonda

reflete. Na tabela 2.2 sao apresentados diversos estudos com os respetivos quelantes.

Tabela 2.2 - Quelantes de zinco utilizados em estudos cientificos, concentracoes e efeitos.

Tipo de Preparacao
Concentracao Efeito Referéncia
Quelante biologica
Ditizona 10 uM Ditizona e TPEN diminuen
TPEN 10 uM Cultura celular rapidamente a fluorescéncia Marin et al, 2000
EDTA 200 uM de TSQ. EDTA reduz 53%.
Fatias do Diminuigao dos sinais de
Ca-EDTA I mM Zinco Chang et al, 2004
hipocampo
Aumento da morte celular
Ca-EDTA 500 uM Sinaptossomas Bancila et al, 2004
por isquemia
Fatias do Diminuicio dos sinais de Zn** Komatsu et al.,
TPEN 50 uM
hipocampo intracelular 2005
TPEN 20 uM Fatias do Bloqueio das depressdes pés-  Quinta-Ferreira e
Ca-EDTA 2,5 mM hipocampo tetanicas Matias, 2005
100 uM Fatias de Diminui¢io dos sinais de Ketterman e Li,
Ca-EDTA
5mM hipocampo zinco pré-sinaptico 2008
. Os sinais diminuiem cerca de
Fatias do
TPEN 40 uM 80% Yuliya et al,, 2009
hipocampo '
CQ 30 mg/kg Fatias do CQ reduz sinais de zinco Won et al, 2010
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Ca-EDTA

100 mM

hipocampo

EDTA reduz apenas sinais de

intra- e extracelular. Ca-

zinco extracelular.

De modo a definir a origem pré ou pos-sinaptica dos sinais, e a impedir a entrada de

zinco na regiao

antagonistas de recetores de glutamato e bloqueadores de

pos-sinaptica através de diversos canais, aplicam-se no meio de perfusao

canais dependentes ou

independentes de potencial (Cho et al, 2003; Beltran et al, 2012). A tabela 2.3 refere varios

estudos nos quais se utilizaram diferentes substancias deste tipo.

Tabela 2.3- Compostos utilizados como antagonistas/agonistas, concentracdes e efeitos.

Composto Efeito Alvo Concentraciao Referéncia
BNZ Antagonista Bombas Na*/Ca* 100 uM
D-APV Antagonista Recetor NMDA 100 uM
MK-801 Antagonista Recetor NMDA 10 uM
Sensi et al., 1997
NBQX Antagonista Recetor AMPA/KA 10 uM
TTX Bloqueador Canais de Sodio 0,5 uM
Oubaina Inibidor Bomba Na/KATP 20 uM
APV Antagonista Recetor NMDA 100 uM
MK-801 Antagonista Recetor NMDA 2 uM
Marin et al, 2000
Nifedipina Bloqueador Canais de Calcio 10 uM
DNQX Antagonista Recetor AMPA/KA 100 uM
MK-801 Antagonista Recetor NMDA 10-15 uM
D-APV Antagonista Recetor NMDA 25 uM Calixto et al,, 2003
DCG-IV Agonista mGIluR2 0,5-1 pM
Tolbutamida Antagonista KATP 300 uM Bancila et al, 2004
CNQX Antagonista Recetor AMPA/KA 10 uM
Quinta-Ferreira e
D-APV Antagonista Recetor NMDA 50 uM
Matias, 2005
DCG-IV Agonista mGluR2 | uM
Tolbutamida Bloqueador KATP 250 uM
Matias et al., 2010
DCG-IV Agonista mGlur2,3 | uM
D-AP5 Antagonista Recetor NMDA 10 mM Aiba e
MK-801 Antagonista Recetor NMDA 100 mM Shuttleworth,
DNQX Antagonista Recetor AMPA/KA 20 uM 2013
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Oubaina Inibidor Bomba Na/KATP 30 uM

APV Antagonista Recetor NMDA 30 uM
DCG-IV Agonista mGIluR2 | uM Beltran et al, 2012
NBQX Antagonista AMPA/KA 10 uM

Apos a despolarizagao da membrana por indugao quimica ou elétrica ocorre a saida de
zinco das vesiculas presentes na zona pré-sinaptica, a sua difusao até a zona pods-sinaptica e a
entrada nesta zona quando a estimulagao € intensa(Fredericksoon, 2000; Colvin, 2003). Por este
motivo os sinais de fluorescéncia de zinco sofrem um acréscimo significativo e se a aplicagao de
antagonistas e bloqueadores de receptores e canais pos-sinapticos eliminar os sinais de zinco,
conclui-se que eles tém origem pds-sinaptica. Caso contrario, sio de natureza pré-sinaptica.
Matias (2001) induziu variacoes de zinco por meio de estimulacio eléctrica tendo,
posteriormente, adicionado antagonitas de recetores de AMPA/kainato e de NMDA,
respetivamente  CNQX (10 pM) e D-APV (50 pM). Os sinais de fluorescéncia de zinco nao

sofreram qualquer alteragao o que demonstra a sua natureza pré-sinaptica.

O zinco além de ser armazenado nas vesiculas sindpticas é retido ao nivel das
mitocondrias e ligado a proteinas. Deste modo, concentragoes elevadas de zinco induzem a
produgao excessiva de ROS através da mitocondria. Varios estudos apontam este metal como
um percursor de doengas como isquemia, epilepsia, alzheimer, entre outras ( Sensi et al, 201 [;

Mocchegiani et al, 2005; Morris e Levenson, 2012)

2.2 O impacto do stress oxidativo no cérebro

As espécies reativas de oxigénio assumem um papel fundamental nos sistemas biologicos,
dado que quando presentes em concentragoes normais assumem um papel de protecgao
celular. No entanto, quando se encontram em elevadas quantidades funcionam como

percursores de varias doengas neurodegenerativas, nomeadamente isquemia.

Varios estudos utilizaram diversas sondas fluorescentes sensiveis a ROS, como se mostra

na Tabela 2.4, de modo, a investigar as lesoes e origens de diferentes patologias.
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Table 2.4- Sondas fluorescentes com elevada afinidade por ROS, concentrag¢ées e sistemas biologicos

usados.

Sonda Fluorescente Concentra¢ao Sistema Bioldgico Referéncia
H,DCFDA 10 uM Cultura cellular Liu et al, 2003
H,DCFDA 0.5 mM Sinaptossomas Chalimoniuk et al, 2006
H,DCFDA 45 M Fatias de Hipocampo Fekete et al, 2008
DCFH-DA 10 uM Cultura cellular Zhou e Baudry, 2009
H,DCFDA 5uM

Cultura cellular Funke et al, 201 |
Het 10 uM
H,DCFDA 10 uM Cultura cellular Jiang et al, 2011
Fatias de hipocampo
DHE 10 uM Zheng et al, 2014
e cortex
DHE 2.5 uM Fatias medulares Matott et al, 2014

Segundo Zhou e Baudry (2009) a sonda fluorescente DCF é amplamente utilizada como
indicador de stress oxidativo, tendo em conta a sua elevada sensibilidade. No entanto, em
condigoes aerdbicas a produgao do composto fluorescente DCFH origina radicais livres que,
por sua vez, podem produzir os radicais superoxido e peroxido de hidrogénio, aumentando a
fluorescéncia do DCF, pelo que deve ser usado em condiges anaerdbicas. Nestas experiéncias
foram testados os efeitos de EUK-207, uma enzima que funciona como antioxidante, em
culturas privadas de glucose e de oxigénio (oxygen and glucose deprivation, OGD). Apenas 5
minutos de OGD provocam o aumento de ROS, verificando-se, no entanto, que no caso de

culturas tratadas previamente com EUK-207 a formagao de ROS é menor.

O efeito de outros metais na formagcao de ROS, nomeadamente do ferro, foi estudado
por Liu et al. (2006). Estes investigadores avaliaram o papel do ferro nos danos neuronais,
nomeadamente na formacao de ROS e na apoptose. Foi aplicada durante 3, 6 e 24 horas uma
solugao de FeSO, (200 puM) e utilizando a sonda fluorescente H,DCFDA e uma camara CCD,
observaram um aumento na quantidade de ROS formado com o tempo de aplicagao da solugao.
No entanto, a aplicacao de EUK-134, uma enzima mimética da SOD/catalase que funciona como

antioxidante, provocou uma diminuigao nos danos provocados pelo ferro.
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Funke et al. (2011), usando uma camara CCD, demonstraram que H,DCFDA marca
principalmente células de glia, o que torna medigoes exclusivamente em neurodnios mais dificeis.
Por outro lado, medigoes de fluorescéncia em culturas de fatias do hipocampo demonstram que
a linha base sofre um aumento constante, provavelmente devido a foto-oxidagao e auto-
oxidagao da sonda. Concluiram por isso que esta sonda é adequada para testes qualitativos mas

nao quantitativos.

Matott et al. (2014) aplicaram a fatias medulares diferentes fluxos de oxigénio, com 95%
e 40% de O,. Através da sonda DHE e outros métodos, concluiram que o fluxo de 40% de O,
nao diminuia a viabilidade celular, e que pelo contrario, 95% de O, tornava as fatias hiperoxicas,
ou seja a quantidade de ROS e NOS intracelulares eram mais elevadas. Deste modo, estudos
com fatias de 300-400 um deveriam ser feitos com um fluxo de O, inferior a 95%, diminuindo

assim os danos provocados por ROS e NOS.

Com o objetivo de avaliar a morte celular, diversos estudos utilizaram iodeto de
propidio (Pl), tal como como ZHENG et al. (2014) que incubaram fatias de hipocampo em 20
pg/ml de Pl de modo a complementar os resultados obtidos com a sonda fluorescente DHE
sensivel a ROS. Avaliaram os efeitos de OGD com um fluxo de 35% de O, e privadas de glucose
em ratos alterados geneticamente ao nivel do sistema renina-angiotensina (RAS), que estando
presente no sistema nervoso central, assume um papel na aprendizagem, desenvolvimento,
regulacao da pressao sanguinea, apoptose e neurodegeneragao, entre outras. Assim avaliaram as
interagoes de diferentes componentes de RAS no cérebro em condigoes isquémicas (OGD) em

animais hipertensos.

2.3 Estudo da LTP no hipocampo

A LTP tem sido estudada essencialmente em dois tipos de sinapses do hipocampo:

e nas sinapses das fibras musgosas na zona CA3;

e nas sinapses d colaterais de Schaffer na area CAl.
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As sinapses MF-CA3 siao independentes da ativacdo dos recetores de NMDA e,
aparentemente, dependem de mecanismos pré-sinapticos para que a LTP se mantenha (Harris

and Cotman, 1986; Xiang et al, 1994; Calixto et al, 2003) (Tabela 2.5).

Tabela 2.5- Tipo de LTP e zona do hipocampo de recolha de dados.

LTP

Inducdo Zona do hipocampo Referéncia
Quimica Elétrica

v - 4 mM Ca? CAl Turner et al,, 1982

Aniksztejn e Ben-Ari,

v - 5/25 mM TEA CAI
1991
v . 25 mM TEA CAl Huber et al, 1995
v - 5/10 mM Ca* CAI Makhinson et al., 1999
v - 25 mM TEA CAl Song et al., 2002
v - Método chemLTP CAl Chotiner et al,, 2003
- v Método HFS CA3 Calixto et al, 2003
25 mM TEA
v - CAl Stewart et al, 2005
10 MM Ca2+
Quinta-Ferreira et al.,
v . Inducio tetdnica CA3
2005
_ v Induciao tetanica CA3 Matias et al, 2010
- v Método HFS CAI Ma et al, 201 |

Segundo Calixto et al,, (2003) a LTP das fibras musgosas pode ser induzida eletricamente
aplicando uma estimulagao de elevada frequéncia (high frequency stimulation, HFS), por exemplo

100 pulsos a 100 Hz, repetidos 3 vezes com intervalos de 10 segundos. Apos os pulsos observa-
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se uma fase de potenciagao pos-tetanica (posttetanic potentiation, PTP), formando-se, de seguida,
a LTP. Através da utilizagao de dois bloqueadores, D-APV e MK-80, provou-se que a LTP das
MF é independente dos recetores de NMDA, dado que o sinal da LTP nao sofreu alteragoes.
Por outro lado, a adigao de inibidores de sintese proteica demonstrou que a LTP das sinapses

MF-CA3 é dependente das proteinas e da sintese de RNA mensageiro.

A LTP na area CAI, por sua vez, é dependente da ativagao dos recetores de NMDA,
como demonstraram Makhinson et al. (1999) ao adicionar o bloqueador D-APV a sinais de
célcio. Ao expor fatias do hipocampo a uma solugdo de ACSF com 5 mM de Ca** surgiu uma
pequena potenciagao transitoria dos sinais de calcio, enquanto que |0 mM de calcio originaram
uma grande potenciagao dos sinais, também transitéria. Elevadas concentragoes de calcio
provocaram a ativagao de proteinas fosfatases que impediram uma potenciagao permanente
tendo-se, no caso de fatias tratadas previamente com inibidores destas proteinas, observado
uma potenciag¢ao duradoura, provocada pelo calcio. Varios estudos utilizaram o mesmo método
de indugao da LTP, designado chemLTP, que consiste na aplicagao durante 10 minutos de 50 yM
de forskolina seguidos de 5 minutos de elevadas concentragées de Ca**/K* ( 10 mM/30 mM)

(Chotiner et al., 2003).

A LTP induzida através de TEA, um bloqueador de canais de K* dependentes do
potencial, tem comportamentos diferentes consoante a concentragao utilizada. Segundo
Anikstzjen e Ben-Ari (1991) a utilizagao de 5 mM de TEA bloqueia apenas os canais de potassio
tipo I e I, originando assim uma potencia¢ao transitoria dos sinais de calcio. Por outro lado, a
adicao de 25 mM de TEA origina um aumento duradouro dos sinais, dado que bloqueia os
canais dos tipos I, I,,e Iy. A exposicao de fatias a bloqueadores dos restantes subtipos de canais
de potassio (I, I5 e Ip) provoca uma depressao dos sinais que dura até 45-75 minutos apos a
remoc¢ao destes compostos do meio de perfusao. Song et al. (2002) designaram esta LTP
induzida quimicamente por TEA-LTP, e os seus estudos na zona CAl do hipocampo, em células
piramidais CAl e células granulares da fascia dentada , revelam a importancia dos canais L-

VDCCs para a formagao da LTP, verificando-se que os canais T-VDCCs nao sao essenciais.

A LTP é um assunto largamente estudado nao s6 em ratos, mas também noutros
animais. Urban et al. (1996) estudaram estes mecanismos na zona CA3 de fatias de hipocampo

de primatas, dado que a comparagao com o organismo humano é mais fidedigna. Verificaram
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que os mecanismos de indugao que participam na LTP em ratos sao semelhantes aos dos

macacos.
O papel do zinco na LTP

O papel do zinco nas sinapses € um assunto controverso, apontando alguns estudos

.....

Tabela 2.6- Efeito do zinco na LTP.

LTP Concentracio
. Efeito Referéncia
Inducdo Inibicdo de zinco
Bloqueio da LTP/LTD nas zonas
- v 100 uM Xie e Smart, 1994
CA3 e CAI
Valores na gama Bloqueio da LTP/LTD na zona
- V4 Izumi et al, 2006
dos uM CAl
Valores na gama
v - Promocao da LTP na zona CAl Izumi et al,, 2006
dos nM
Facilita a producao de LTP na
v - <| uyM Takeda et al, 2009

area CAl

Potenciagcao da LTP apés a sua
v - 5 uM Takeda et al, 2009
inducio tetanica

Nao tem efeito apos a indugao

- - 30 uM Takeda et al,, 2009
tetanica da LTP

v 100 uM Atenua a LTP na area CAl Takeda et al, 2010

Alguns estudos revelam que o zinco nao é necessario para a formagao da LTP das fibras
musgosas, induzida pela aplicagdio de 2 tétanos, porque a LTP foi induzida na presenca de
quelantes de zinco (Quinta-Ferreira et al, 2005; Pan et al, 201 |; Xie e Smart, 1994; Vog et al,
2000). Por outro lado, Liu et al. (2000) e Li et al. (2001) mostraram que o uso de diferentes

quelantes de zinco provocou o bloqueio da LTP.

Segundo Quinta-Ferreira et al. (2005) a aplicacdo de 6 e 4 tétanos provoca uma

libertagao massiva de zinco, o que causa uma inibicdo transitéria da LTP. Isto é, elevadas
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concentragdes de Zn** interferem negativamente com a formagio da potenciacio de longa

duragao.

Izumi et al. (2006) referem o zinco como um antagonista endégeno para os recetores de
NMDA. O zinco em concentragdes baixas, na gama de pM, bloqueou o recetor NRI/NR2B
(subtipo do recetor de NMDA) provocando o bloqueio da LTD. Por outro lado, 100 uM de
zinco impediram a formagao da LTP, através da combinagao de efeitos nos dois sitios de ligagao,
NRI/NR2A e NRI/NR2B. Em concentragoes nanomolares, presentes no fluido extracelular
cerebral, Zn** promoveu a LTP. Takeda et al. (2009) apresentaram resultados semelhantes,
tendo baixas concentragoes de zinco (I e 5 pM) permitido a formagao da LTP apds indugao

tetanica.

Elevadas concentragoes de zinco (100 pM) provocam a atenuagao da LTP, induzida por
tétanos, no entanto, a adicao de 10 yM de CNQX, reverteu aquela diminuicao (Takeda et al,
2010; Takeda et al, 2011), considerando-se que este antagonista de recetores de AMPA/KA

diminui o fluxo de entrada de zinco na zona pos-sinaptica.

Jiang et al. 201 | submeteram um grupo de ratos a uma dieta pobre em zinco, durante 4
semanas. Posteriormente, estudos realizados em fatias do hipocampos dos mesmos ratos
demonstraram que a LTP sofreu uma diminuigao significativa em relagao ao grupo de controlo ,
com uma alimentagao normal em zinco. Dos estudos referidos conclui-se que a libertagao
de elevadas concentragoes de zinco produz efeitos negativos na LTP e que quantidades

“normais” sao essenciais para a LTP e para o bom funcionamento cerebral.

Espécies reativas de oxigénio e LTP

Pellmar et al, (1991) foi pioneiro na descoberta do bloqueio da LTP na presenga de
ROS. A exposicao prolongada de fatias de hipocampo a 0.5-1.5 mM de peréxido de hidrogénio
impediu a formagao da LTP. No entanto, 30 uM de H,0, ja sao suficientes para bloquearem a
LTP ( Auerbach e Segal, 1997). A insercao de um “scavenger” de perdéxido de hidrogénio (a

catalase) permitiu uma recuperagao parcial da LTP (Klann et al., 1998).

Ma et al, (2011) estudaram o efeito de antioxidantes em fatias do hipocampo de ratos

modificados geneticamente, com acumulagoes anormais de B-amiloide, que é caracteristico da
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doenga de Alzheimer. A LTP nas fatias assumia um comportamento instavel, diminuindo os
sinais eléctricos apos a potenciagao sendo, na presenga de antioxidantes a diminuicao dos
sinais elétricos mais lenta, o que sugere que as espécies reativas de oxigénio tém um efeito
negativo na LTP.

No entanto, o radical superéxido parece ser necessario para a formagao da LTP, pois
segundo Bindokas et al, (1998) a ativagao dos recetores de NMDA em fatias do hipocampo

resulta na producao de superoxido dependente do calcio.

2.4 O antibiotico sulfametoxazole

Geralmente, os farmacos sao absorvidos no organismo apds a ingestao, onde sao
sujeitos a varias reagoes metabolicas. Contudo, uma fragao nao metabolizada dessas substancias
originais sai dos organimos humanos por via urinaria e/ou fecal. Assim, varios antibiéticos da
classe das sulfonamidas tém sido encontrados em aguas residuais de todo o mundo, como ¢ o
caso do sulfametoxazole SMX). No caso do SMX cerca de 15% deste composto é excretado
pelo organismo humano, sem sofrer qualquer metabolismo (Hirsch et al, 1999). Varios estudos
recolheram amostras de distintas localizagoes mundiais, em aguas subterraneas, profundas e em
aguas residuais, apds o uso doméstico, industrial ou comercial (tabela 2.7). Por outro lado, as
amostras de efluentes foram recolhidas apos uma estagao de tratamento aleatoéria. Deste modo,
tém sido feitos diversos esfor¢os para a obtencio de métodos eficazes no tratamento destas

aguas residuais.

Tabela 2.7 - Concentraciao do antibidtico sulfametoxazole em distintas localiza¢Ges.

Concentracdo Localizacdo Tipo de aguas Referéncia
0,40 pg/L Aguas residuais
0,03 pg/L Alemanha Aguas de superficie Hirsch et al, 1999
nao detetado Aguas subterrineas
0,09 pg/L Nordeste de Lion, Franca
0,07 pg/L Sul de Lion, Franca Aguas residuais Andreozzi et al, 2003
0,09 pg/L Creta, Grécia
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0,01 pg/L Latina, Italia

0,03 pg/L Napoles, Italia
0,02 pg/L Gotemburgo, Suécia

0,4 pg/L Alemanha

2,0 pg/lL Suica
0,58 pg/L Aguas residuais

Galiza, Espanha Carballa et al,, 2004

0,25 pg/L Efluentes

0,2 nM Ontario, Canada Efluentes Gagné et al, 2006

As sulfonamidas sao amplamente usadas ao nivel humano e veterinario, ocorrendo por
isso um acréscimo na bioacumulagao no ambiente, o que origina efeitos toxicos a longo prazo.
A exposicao prolongada a aguas contaminadas provoca a resisténcia a estes antibidticos,
surgindo assim um problema de saude publica (Tian et al, 2013). Varios processos fisico-

quimicos tém sido desenvolvidos com o intuito de tratar as dguas eficazmente, tais como:

e oxidacao;

e resinas de troca ionica;
® Osmose reversa;

e adsorgao.

Apesar das batérias serem o alvo dos antibidticos, as algas eucaridticas sofrem danos ao
nivel dos cloroplastos e mitocondrias quando expostas aos mesmos. As algas fotossintéticas
constituem a base da cadeia alimentar nos ecossistemas aquaticos, por isso, efeitos ao nivel
destas algas provocam danos em organismos superiores na cadeia alimentar. Alguns estudos
apontam os antibioticos como inibidores da fotossintese, provocando a sobreexcitagao da
clorofila, o que pode induzir a formagao de ROS nas células de algas (Nie et al, 2013). Segundo
Nie et al. (2013) algas Pseudokirchneriella subcapitata, expostas a quantidades entre 0 e 2.5 mg/L
de SMX provocam varios danos celulares. A peroxidagao lipidica das membranas sofreu um
aumento de 329% com a concentracao maxima de SMX, indicando um acréscimo acentuado de
stress oxidativo, dado que a peroxidagao lipidica é induzida por ROS e afeta a viabilidade celular.

No entanto, promove um aumento na capacidade total de antioxidantes das células,
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nomeadamente ao nivel da enzima GST, uma ferramenta fundamental no combate aos danos
provocados por xenobidticos e stress oxidativo.

Segundo Jesus et al. (2011) em 14 amostras de aguas de estagoes de tratamento,
recolhidas ao longo do rio Ebro em Espanha, a classe de antibidticos sulfonamidas é dos
compostos encontrados com maior frequéncia, tendo numa area sido recolhidas amostras com

596 ng/L e 650 ng/L de SMX em 2007 e 2008, respetivamente.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Detecdo dos sinais opticos

O equipamento usado na aquisicdio dos sinais Opticos, por transfluorescéncia, é
constituido por um microscopio nao invertido (Zeiss Axioscop), que contém uma fonte de luz

de halogéneo como mostra a figura 3.1. Foram ainda usados dois diafragmas:

e diafragma de campo — para ajustar a iluminagao da preparagao;

e diafragma de abertura — para limitar a area da qual sao recolhidos os dados.
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Figura 3.1- Microscopio de fluorescéncia usado na obtencdo dos sinais 6pticos.
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A luz foi focada na preparagao utilizando uma objetiva de imersao em agua (40x, N.A,
0,75). Com o intuito de seleccionar a luz emitida e remover a contaminagao provocada pela luz
incidente
, utilizou-se um filtro passa-alto de 500 nm. Os sinais de fluorescéncia foram registados usando
um fotodiodo de silicio (Hammamatsu, com 4rea de | mm?). O sinal oriundo do fotodiodo era
conduzido através dum conversor corrente/tensao (I/V) com uma resisténcia de realimentagao
de | GQ, com a saida ligada a um amplificador AC (com ganho 1000) e uma baixa frequéncia de
corte (I Hz). Por ultimo, os sinais foram processados digitalmente usando um conversor

analogico/digital de 16 bits , a uma frequéncia de 0,03 Hz.

3.1 Dissecacdo e obtencao das fatias do hipocampo

Nas experiéncias foram usadas fémeas de ratos Wistar com 12 a |6 semanas, sacrificadas
por deslocamento cervical. Apos a remogao da pele da cabega, retiraram-se os ossos do cranio
com a ajuda de uma tesoura, tendo este processo inicio na zona occipital até a fronte, ao longo
das suturas dos ossos parietais. Durante todo o processo seguinte, o cérebro foi irrigado com
solugao ACSF gelada. Deste modo, com a ajuda duma espatula, e utilizando um movimento
circundante, procedeu-se 4 separagao do cértex dos nervos cranianos e dos nervos Opticos.

Assim, o cortex foi retirado e colocado em solugao ACSF gelada.

Posteriormente, o cérebro foi colocado sobre uma caixa de Petri gelada forrada com
papel de filtro embebida em solugaio ACSF. De seguida, fez-se um corte entre os dois
hemisférios, procedendo-se assim a dissecagao do hipocampo. Fez-se um corte na fimbria e
outro no coértex entorrinal, com a ajuda duma espatula o hipocampo foi cuidadosamente
separado dos restantes tecidos. Todo o procedimento anterior foi repetido para o outro

hemisfério.

O hipocampo foi colocado sobre a mesma caixa de Petri, ficando o alveus situado
dorsalmente. Fizeram-se varias fatias transversais na zona do ter¢o médio do hipocampo, com a
ajuda dum instrumento com 5 laminas e 6 separdores, originando fatias com 400 pm de

espessura. As fatias, removidas cuidadosamente com a ajuda de um pincel, eram colocadas num
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recipiente de incubagao com solugao ACSF oxigenada (95% O, , 5% CO,), a temperatura

ambiente.

3.3.1 Medicao de sinais de zinco

As medicoes fluorimétricas de zinco foram obtidas através da forma permeante do
indicador Newport Green (NG). O espectro de emissio do NG esta representado na figura

3.2, tendo sido utilizado um comprimento de onda de excitagao de 480 nm e recolhida luz

emitida acima de 500 nm.
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Figura 3.2 - Espectro de emissdo do Newport Green (Adaptado de Dineley et al., 2002).

As fatias foram incubadas com o indicador numa concentragao final de 5 yM, durante 60
minutos, a temperatura ambiente, sendo constantemente oxigenadas ( 5% CO, e 95% O,). Esta
solu¢ao de NG foi obtida dissolvendo | mg em 250 yl de DMSO e diluindo, posteriormente, 5

ul desta mistura ( DMSO + NG) em 5 ml de ACSF e 5 pl de acido plurénico F-127.

3.3.2 Obtenc¢ao de sinais de ROS

Para o registo de sinais de espécies reativas de oxigénio utilizou-se a forma permeante

do indicador H,DCFDA. Os espectros de excitagao e de emissao deste indicador estio
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representados na figura 3.3, tendo sido usado o comprimento de onda de excitacao de 480 nm

e detectada a luz emitida por meio de um filtro passa alto de 500 nm.
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Figura 3.3 - Espetro de emissdo/excitagdo de H.DCFDA (Adaptado de H.DCFDA (H2-
DCF, DCF) Molecular Probes).

As fatias foram incubadas com uma concentracao de H,DCFDA de 20 mM, durante 60
minutos, a temperatura ambiente, numa solu¢cdo oxigenada com 5% de CO, e 95% de O,.
Aquela concentragao foi obtida dissolvendo 9,74 mg do indicador em 2 ml de DMSO.

Posteriormente, foram diluidos 20 ul desta mistura em 20 ml de solucao ACSF.

3.4 Analise de dados

Os sinais 6pticos foram tratados por meio do software Signal Express’ da National
Instruments. Os sinais medidos representam variagoes de fluorescéncia (AF), ou seja, a diferenga
entre o valor F e o valor basal, obtido depois de ter sido subtraido o valor da autofluorescéncia
da fatia do hipocampo, medida numa fatia nao incubada. Em alguns casos, os dados opticos

foram representados graficamente por meio da média e do desvio padrao.
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3.5 Solucoes

Todas as solugoes eram constantemente oxigenadas com 5% CO, e 95% O, e aquecidas em
banho maria, a uma temperatura de 37 °C. Uma bomba de perfusio controlava o nivel de
liquido na cadmara experimental onde permanecia a fatia do hipocampo, com um caudal de 1.5-2

ml/min.

Solucao ACSF: a solugao cérebroespinal artificial, como o nome indica, imita o meio

extracelular, e era composta por:

e 124 mM de NaCl

e 35mMde KC];

e 24 mM de NaHCO;;

e 1,25 mM de NaH,PO,;
e 2 mM de CaCl,;

e 2 mM de MgCl,;

e 10 mM de D-glucose.

Apos a preparagao, a solugao era oxigenada durante 10 minutos, sendo posteriormente

armazenada a 5°C até ser utilizada.

Solucao ACSF Modificada: com o intuito de induzir quimicamente a LTP, preparou-

se uma solugao com:

e 124 mM de NaCl

e 3,5mM de KC];

e 24 mM de NaHCO;;

e 1,25 mM de NaH,PO,;
e 2 mM de MgCl,;

e 10 mM de D-glucose;
e |0 mM de CaCl;

e 25 mM de TEACI.
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A solugao foi preparada adicionando todos os compostos exceptuando CaCl,, sendo
necessario saturar a solugao com carbogénio durante dez minutos. Apds esse intervalo de

tempo, adicionava-se entao o cloreto de calcio.

Solucdo de sulfametoxazole (SMX): preparou-se uma solugao stock de SMX
dissolvendo 11,25 mg do composto em 25 ml de etanol, obtendo-se uma concentragao de 0,12

M. Nas experiéncias foram usadas as seguintes concentragoes:

e [45 mg/L]- diluiram-se 50 pl de solugao stock em 50 ml de solugao ACSF;
e [135 mg/L]- diluiram-se 150 pl de solugao stock em 50 ml de solugao ACSF;

Solucdo de TPEN [20 pM]: preparou-se dissolvendo 8,5 mM de TPEN em | ml de
etanol, originando uma solugao stock de 20 mM. De seguida, diluiram-se 100 pl em 100 ml de

ACSF, obtendo-se uma solugao com uma concentragao final de 20 uyM.

Solucdao de cloreto de zinco [I mM]: para se obter uma solugao stock de 0, M
dissolveram-se 0,3407 g de ZnCl, em 25 ml de agua ultra pura. Retirou-se | ml desta solugao
stock e juntou-se a solugao ACSF de modo a obter 100 ml da mistura com uma concentragao

de | mM.

Solucdao de cloreto de potassio: foi preparada uma solugao stock de 2 M, obtida
através da dissolucao de 14,91 g em 100 ml de 4gua ultra pura. Nas experiéncias foram utilizadas

diferentes concentracoes:

e [6 mM]- diluindo 150 pl da solugao stock em 50 ml de ACSF;
e [10 mM]- diluindo 0, 25 ml da solugao stock em 50 ml de ACSF;
¢ [20 mM]- diluindo 0,5 ml da solugao stock em 50 ml de ACSF;
e [60 mM] — diluindo ,5 ml da solugao stock em 50 ml de ACSF.

Solucdo de nifedipina [10 pM]: dissolveram-se 5 mg deste composto em 1,5 ml de
DMSO, obtendo-se uma solucao stock de 10 mM. A solucio final com uma concentracao de 10

uM foi obtida adicionando 100 ul da solugao inicial a 100 ml de ACSF.
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Solucdao de D-AP5 [50 pM]: adicionaram-se 5 mg de D-AP5 a 0,5 ml de agua ultra
pura ([50 mM]). Para a solugao final, com uma concentragao de 50 puM, juntaram-se 100 pl da

solucao stock a 100 ml de ACSF.

Solugao NBQX [10 pM] : de modo a obter uma concentragio de |0 mM para a
solugao stock dissolveram-se 5 mg do respetivo composto em |,3 ml de agua ultra pura. Assim

para a solugao usada, com uma concentragao de |0 pM, adicionaram-se 100 pl da solugao stock

a 100 ml de ACSF.

3.6 Produtos quimicos utilizados

Os produtos foram obtidos em:

e Sigma — Aldrich (Sintra-Portugal):
= NaCl;
= D-Glucose;
= TEACI
= SMX;
= NBQX;
= D-APS5;
= Nifedipina;
= TPEN.
e Merck (Lisboa, Portugal):
= NaHCO;;
= KCI;
= ZnCl,
= NaH,PO,;
e Molecular Probes by Life Technologies (Carlsbad, Canada):
= Pluronic-F-127;
= NG;
= H,DCFDA.
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4. Resultados

4.1 Fluorescéncia basal na area CA3 do hipocampo

As experiéncias foram efetuadas em fatias do hipocampo, nas sinapses das fibras
musgosas da area CA3, sendo obtidos valores de emissao de fluorescéncia acima de 500 nm,
usando um comprimento de onda de excitagio de 480 nm. Os sinais foram recolhidos em
grupos de 100 pontos por minuto e calculada a sua média, obtendo-se assim um valor médio

por minuto.

De cada hipocampo eram recolhidos 10 sinais, de minuto a minuto, de fatias nao
incubadas, obtendo-se valores de fluorescéncia utilizados posteriormente na corre¢ao da
autofluorescéncia das fatias incubadas com indicadores. A figura 4.1, representa valores de
fluorescéncia obtidos durante 10 minutos em fatias nao incubadas e em fatias incubadas com o
indicador de zinco Newport Green e com o indicador de ROS H,DCFDA. Os resultados das
fatias nao incubadas provém de 7 experiéncias (n = 7), enquanto que os das fatias incubadas sao
de 8 experiéncias cada (n = 8). Pela anadlise da figura 4.1 conclui-se que as fatias nao incubadas
possuem os valores de fluorescéncia mais baixos, sendo seguidos pelas fatias incubadas com o
indicador Newport green. As fatias incubadas com H,DCFDA tém os valores de fluorescéncia

mais elevados.
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Figura 4.1 - Intensidade de fluorescéncia em fatias ndo incubadas e incubadas com Newport green e com

H2DCFDA, na area CA3 do hipocampo. Os sinais das fatias ndo incubadas foram registados durante 10 minutos em solugao
ACSF (n = 7). Os sinais de fluorescéncia das fatias do hipocampo incubadas com NG (n = 8) e com H.DCFDA (n = 8) foram

medidos durante o mesmo periodo de tempo.
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4.2 Sinais obtidos em fatias incubadas com Newport green

Fatias do hipocampo foram incubadas com o indicador Newport Green na forma
permeante, com uma concentragao de 5 pM. A incubagao ocorreu durante 60 minutos, com
constante oxigenagao. Apos esse periodo de tempo as fatias foram colocadas na solugao ACSF
oxigenada até serem transferidas para a camara experimental, para a realizagio de uma

experiéncia.

4.2.1. Efeito do KCI em sinais de zinco

Inicialmente, as fatias foram colocadas na cidmara de registo e presas nas extremidades
com pequenos arame de cobre. Nos primeiros 20 minutos, as fatias eram expostas a solugao
ACSF, a temperatura de 37 °C. Posteriormente, adicionou-se cloreto de potassio, com uma
concentragao de 60 mM, as fatias durante 30 minutos (figura 4.2). Na figura podem observar-
sevariagoes de sinais de zinco medidas com o indicador NG em duas experiéncias (n=2). A

mesma figura mostra que o cloreto de potassio provoca um aumento daqueles sinais.

KCI [60 mM]
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Figura 4.2- Efeito de KCI em sinais de fatias incubadas com o indicador de zinco Newport Green, obtidos na zona
CA3 do hipocampo. Durante o periodo de 30minutos abrangido pela barra azul as fatias estiveram expostas a uma solugao de

KCI (60 mM) (n = 2). Os dados representam a média * s.e.m.
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Existem diversas formas de investigar os movimentos de zinco na regiao sinaptica,
incluindo a adigao de zinco no meio extracelular. Para garantir que o zinco é o responsavel
pelos sinais de fluorescéncia obtidos com o indicador NG aplicou-se o quelante de zinco TPEN.
Como mostra a figura 4.3, apds a despolarizagao da fatia com KCI (60 mM) voltou-se a solugao
ACSF, nao tendo os valores de fluorescéncia de zinco regressado a linha base. Estes valores
mantiveram-se em ACSF o que indica que o KCI origina uma potenciagao do sinal, nao sendo
portanto o seu efeito reversivel no periodo da observagao. Na figura 4.3a repetiu-se um ciclo
de KCI com a mesma concentragao, no entanto, a fatia ndo respondeu como inicialmente,
mantendo-se os niveis de fluorescéncia constantes, de acordo com a ideia da potenciagao

induzida por KCI.

Deste modo, ¢ possivel afirmar que o valor medido a cerca de 80 minutos na figura 4.3b
se deve a adigao de ZnCl, com uma concentragdo de | mM. Posteriormente, a fatia foi sujeita a
TPEN, um quelante com elevada afinidade pelo zinco. Inicialmente, utilizou-se uma concentracao
de 20 mM de TPEN, no entanto, nao se registando qualquer alteragao nos valores de
fluorescéncia, aumentou-se a concentragao para 60 mM. Com esta concentragao, é possivel

observar nos ultimos 60 minutos um decréscimo acentuado nos valores de fluorescéncia.
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Figura 4.3- Varia¢des de sinais obtidos com Newport Green na area CA3 do hipocampo, induzidos com KCL,
zinco exdgeno e efeito do quelante de zinco TPEN. a) fatias sujeitas duas vezes a KC| [60mM]. b) fatias expostas a KCI
[60mM] durante 30 minutos e depois a uma mistura de KCI| [60mM] e ZnClz [I mM], Por dltimo, perfundiu-se uma solugao de
TPEN  [20 mM] nos primeiros 60 minutos e [60 mM] no restante tempo. Cada ponto representa a média de 2 pontos

consecutivos.

Com o intuito de entender qual a concentragao necessaria de KCI| para provocar
alteragoes nos sinais de zinco foram preparadas trés solugoes com diferentes concentragoes de
cloreto de potassio. Todos os sinais de zinco das fatias foram inicialmente medidos durante 20
minutos na solugao ACSF, para se aferir se a fatia estava em boas condi¢oes e ter uma linha
base. Na figura 4.4 os primeiros 20 minutos mantém-se estaveis, portanto aplicou-se uma
solugao de KC| (6 mM) durante 30 minutos. Esta concentragao nao provocou qualquer

alteragao nos sinais de zinco.

De seguida, adicionou-se uma solugao um pouco mais concentrada, com 10 mM de KCI.
Na figura 4.4 observa-se que esta concentragao também nao causou variages de fluorescéncia.
Por ultimo, aumentou-se a concentragao para 20 mM, durante 30 minutos. Neste caso os sinais
de fluorescéncia do zinco sofreram um aumento com um valor maximo aos 90 minutos.. De
modo a confirmar a origem idnica dos sinais medidos, aplicou-se uma solugao de 60 pM do
quelante de zinco TPEN. Verificou-se que neste meio os sinais de fluorescéncia diminuiram até
ao nivel base, como era de esperar pois o TPEN deve complexar a maior parte do zinco

presente no sistema.
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Figura 4.4 — Efeitos de diferentes concentracdes de KCl em sinais obtidos com Newport Green, na iarea CA3 do

hipocampo. Apds 20 minutos em ACSF as fatias foram expostas a diferentes concentragées de KCI: nos primeiros 30 minutos
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foi inserido KCI [6 mM], de seguida KCI [0 mM] e por fim, KCI [20 mM]. Os sinais diminuiram em TPEN [60 pM], aplicado

durante 60 minutos. Cada ponto representa uma média de 2 pontos consecutivos.

De modo a avaliar a natureza pré- ou pos-sinaptica dos sinais de fluorescéncia de zinco,
registados em fatias do hipocampo, adicionou-se ao meio de perfusio normal (ACSF) um
conjunto de substincias que s3ao antagonistas de recetores de glutamato ou bloqueadores de

VDCCs presentes na membrana plasmatica da célula pés-sinaptica.

Como observado na figura 4.5 foi induzido um aumento da fluorescéncia de zinco
através duma solugao de KCI (20 mM), aplicada durante 30 minutos. Posteriormente, durante

I 30 minutos acrescentaram-se os seguintes COmpostos:

e nifedipina- [10 yM], bloqueador de L-VDCCs;
e D-APS5- [50 uM], antagonista de recetores de NMDA,;
e NBQX- [10 pM], antagonista de recetores de AMPA.

A insercao destas substancias provocou uma diminuigao quase total dos sinais de zinco.

0,3 7 KCI KCI + Nifedipina + D-AP5 + NBQX
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Figura 4.5 — Diminuicdo dos sinais de zinco na area CA3 do hipocampo, em fatias incubadas com o indicador
Newport Green, expostas a uma solucdo de bloqueadores de canais de célcio e recetores de glutamato. As fatias
foram sujeitas a uma solugao de 20 mM de KCI durante 30 minutos, de seguida, adicinou-se uma mistura de KCI ([20 mM]),
nifedipina ([10 pM]), D-AP5 ([50 pM]) e NBQX ([10 uM]) durante 130 minutos. Os pontos representam uma média de 2

pontos consecutivos.
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4.2.2 Impacto de ACSF modificada em sinais de zinco

Com o objetivo de avaliar o comportamento dos sinais de fluorescéncia de zinco quando
aplicada a solugao ACSF modificada, ou seja, além dos componentes presentes na solugao dita
“normal” de ACSF adicionou-se 25 mM de TEACI, que bloqueia os canais de potassio, e [0

mM] de CaCl,. Conforme demonstrado na figura 4.6, os dados foram avaliados de duas formas:

® normalizados pela média das |10 primeiras respostas em ACSF (F norm);

e subtraidos da linha base (AF), que consiste na média dos primeiros 20 pontos.

Os cursos temporais das variagoes sao semelhantes nos dois casos, tendo-se usado a ultima

essencialmente quando nao se tinham valores de autofluorescéncia do mesmo conjunto de

fatias.
a) 0,5 1
1,5 - g
ACSF modificada ACSF modificada
—/ | ——
AF
F norm 1 0
0,5
-0,5 -
0 J
b) 2 - 1 -
ACSF modificada ACSF modificada
1,5 -  — | —
0,5 -
F norm AF
1 fway
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0,5 -
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Figura 4.6 — Decréscimo dos sinais de zinco obtidos com NG na solucio ACSF modificada, em fatias do
hipocampo de rato. As fatias foram expostas durante 60 minutos a uma solugdo ACSF com mais calcio [I10 mM] e TEACI
[25 mM]. Apés 50 minutos da solugdo ACSF modicada voltou-se a solugdo ACSF, a) os sinais regressam ao valor inicial (n=3).

b) voltando a ACSF os sinais aumentam sempre.
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Na figura 4.6 observa-se que os valores de fluorescéncia de NG diminuem nos 50
minutos em que a solugao ACSF modificada é adicionada as fatias. No entanto, quando se
adiciona novamente a solu¢ao normal de ACSF em a) os niveis de zinco aumentam atéum valor
proximo da linha base, mantendo-se estaveis ao longo do tempo (n=3). Em b) os sinais

aumentam sem estabilizarem em qualquer valor.

4.2.3 Efeito do antibiotico sulfametoxazole em sinais de zinco obtidos com NG

De modo a avaliar o efeito do antibiético SMX em fatias de hipocampo incubadas com
NG, elas foram expostas durante 30 minutos a uma solugao de sulfametoxazole [45 mg/I].
Durante esse intervalo de tempo os niveis de zinco aumentaram cerca de |15 %. No entanto,
quando se colocaram as fatias novamente em ACSF os valores de fluorescéncia retornaram aos
iniciais.

13 SMX

1,2 -

1 W ol
F norm

0,7

0,6 T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Tempo (min)

Figura 4.7 - Aumento dos sinais de zinco medidos com NG, durante a aplicacdo do antibiético sulfametoxazole,
em fatias do hipocampo de rato. Durante 30 minutos foram recolhidos sinais da zona CA3 em fatias sujeitas a 45 mg/L de

SMX (n=3). Os dados representam a média * s.e.m.
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4.3 Sinais obtidos em fatias incubadas com o indicador de ROS

H,DCFDA

Fatias do hipocampo de rato foram incubadas com o indicador H,DCFDA, na forma
permeante, com uma concentra¢ao de 20 pM, durante 60 minutos, com constante oxigenagao
(95% O,, 5% CO,). Posteriormente, as fatias foram colocadas na solugao ACSF, também

oxigenada, até serem transferidas para a cdmara experimental.

4.3.1 Sinais de ROS obtidos com H,DCFDA em fatias nao oxigenadas

Em situagdes normais, ou seja, na auséncia de stress, os valores de fluorescéncia dos
sinais de ROS mantém-se no nivel basal. A figura 4.8 permite observar que fatias no meio
fisiologico e com uma oxigenagao normal se mantém “saudaveis” por um longo periodo de

tempo , neste caso de 60 minutos.

Com o intuito de definir o comportamento de espécies reativas de oxigénio em fatias de
hipocampo privadas de oxigénio, sujeitaram-se as mesmas a uma solugao de ACSF normal
oxigenada durante os |3 minutos iniciais. De seguida, manteve-se esta solugao mas retirou-se o
oxigénio a preparagao. A figura 4.9 mostra que os valores de fluorescéncia aumentam assim que

o oxigénio é retirado.
0,2 -

0,1 -

Tempo (min)

Figura 4.8- Fatia incubada com o indicador de ROS H:.DCFDA numa solug¢dao de ACSF. Os sinais foram obtidos nas
sinapses das fibras musgosas da area CA3 do hipocampo, em ACSF e com oxigenagao. Os valores representam a média de dois

valores consecutivos.
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Figura 4.9 - Aumento dos sinais de ROS em fatias ndo oxigenadas e incubadas com H:DCFDA. Valores obtidos
nas sinapses das fibras musgosas da area CA3 do hipocampo. Durante os primeiros |3 minutos mantiveram-se as fatias na

solugdo ACSF oxigenada, tendo-se retirado o oxigénio nos utlimos 30 minutos.

4.3.2 Valores de fluorescéncia de ROS em fatias expostas a ACSF modificada

Com o objetivo de caracterizar variagoes de ROS associadas com a LTP induzida
quimicamente, perfundiram-se as fatias com uma solugao ACSF com uma elevada concentracao
de calcio [I0 mM] e de TEACI [25 mM], durante 60 minutos. Tal como ocorre com fatias
incubadas com o indicador de zinco NG, a solugao ACSF modificada provoca uma diminuigao
do sinal de ROS. Voltando a solugao ACSF normal, verifica-se um aumento da fluorescéncia

para valores proximos do inicial (figura 4.10)

ACSF modificada

1,2 -
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NormF 0,6
0,4 -
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Figura 4.10 - Diminuicdo dos sinais de ROS obtidos com H:DCFDA em fatias expostas a uma solu¢ao ACSF
modificada. As fatias foram expostas durante 60 minutos a ACSF modificada contendo CaCl, [I0 mM] e TEACI [25 mM]

(n=3). Os dados representam a média * s.e.m.
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4.3.3 Efeito de sulfametoxazole em fatias incubadas com H,DCFDA

O efeito de SMX em fatias do hipocampo de rato, incubadas com o indicador
H,DCFDA, foi testado adicionando uma solugao de 135 mg/L durante 30 minutos. Como se
pode ver na figura 4.11 os niveis de ROS aumentaram, regressando aos valores iniciais quando
se voltou a solugio ACSF. No entanto, apds cerca de |10 minutos a fluorescéncia passou a

aumentar até ao final da experiéncia.

0,2 -

SMX
—
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-0,1 - .
Tempo (min)
Figura 4.11 - Aumento dos sinais de ROS em fatias expostas a sulfametoxazole, incubadas com H.DCFDA.
Dados recolhidos na  zona CA3 de fatias do hipocampo de rato incubadas com H

2DCFDA. As fatias foram expostas durante 30 minutos a uma solugdo de sulfametoxazole [I35 mg/L], que provocou um

aumento de ROS (n = 3). Os dados representam a média * s.e.m.

Apods o estudo do efeito de SMX em fatias do hipocampo em situagoes normais,
investigou-se o efeito do SMX na LTP induzida quimicamente. Para tal, depois da exposicao ao

SMX descrita nas figuras 4.1 1 e 4.12 as fatias foram perfundidas com a solugao ACSF modificada.

Esta solugao originou o decréscimo dos sinais de ROS obtidos com H,DCFDA, em
ambos os painéis da figura 4.12. Na parte a) nos ultimos 20 minutos adicinou-se novamente uma
solucao ACSF normal, no entanto, os valores nao voltaram ao valor inicial, como acontecia
com NG (ver figura 4.6). Noutra experiéncia, mostrada na figura 4.12b, o sinal medido na

presenca da solugio ACSF modificada apresenta, aos 68 minutos, uma quebra acentuada nos
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valores de fluorescéncia. Assim que a solugao foi mudada novamente para ACSF normal os

sinais de ROS estabilizaram, com uma pequena tendéncia para aumentarem depois.

0,1 - SMX ACSF modificada

b) 0.2 - SMX ACSF modificada

@
@ W
-0,5 T T T T 1

0 20 40 60 80 100
Tempo (min)

Figura 4.12 - Efeito do SMX em sinais de ROS associados com a LTP induzida quimicamente,
em fatias incubadas com H2DCFDA. As fatias foram expostas a solugao de SMX [135mg/L] e depois a
ACSF modificada durante 30 minutos. a) Diminuicao dos sinais de ROS que nio voltaram aos valores
iniciais na solugdo ACSF (n=3). Os dados representam a média * s.e.m. b) descidaquebra nos sinais de

ROS na presenga de ACSF modificada e estabilizagdo dos sinais em ACSF.
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5. Discussao

Neste trabalho verificou-se que a utilizagio de concentragoes elevadas de KCI, que
provoca a despolarizagao das membranas celulares, originou um aumento dos sinais de
fluorescéncia obtidos com o indicador de zinco NG (figuras 4.2 a 4.5). A despolarizagao causada
pela adicao de potassio ao meio extracelular, leva a entrada de cilcio para a regiao pré-sinatica.
Isto resulta na fusao de vesiculas sinapticas com a membrana pré-sinaptica e na co-libertagao de
glutamatoe e de zinco para a fenda onde difundem até a célula pés-sinaptica. Segundo Li et al.
(2000) o NG permeante nao permite obter sinais de zinco vesicular, pelo facto de ser
hidrolisado por enzimas no citoplasma o que o torna impermeante nas membranas vesiculares.
Por isso considera-se que o aumento dos sinais de zinco na presenca de KCI| é proveniente da
entrada de zinco na zona poés-sinaptica. Varios estudos demonstram uma relagao semelhante
entre KCl e a passagem de Zn”>* da zona pré- para a pos-sinaptica ( Li et al., 2000; Ketterman et
al, 2008). Noutros trabalhos, realizados em neurénios de cultura, n3ao se observaram
aumentos com a aplicagao de KCl no meio de perfusao, talvez porque nesta preparagao
biologica nao ha sinapses e portanto nao ha libertacao de zinco (Canzoniero et al, 1999; Sensi

et al, 1997).

Com o intuito de verificar se os sinais de fluorescéncia de NG medidos refletiam
variagdes de concentragdes de zinco, introduziu-se o quelante de zinco TPEN (K, = 2.6 x 10
M). Apos o aumento do sinal de NG, por aplicagao de 20 mM de KCl, a fluorescéncia diminuiu
até ao nivel basal na presenca de TPEN (Fig. 4.4) confirmando que sao sinais devidos ao zinco.
De notar que na figura 4.3, em que se usou uma concentragao tripla de KCl| (ou seja 60 mM) e
também se adicionou ZnCl,, aquele quelante sé reduziu o sinal cerca de 35% em relagao ao seu
valor maximo. Segundo Dineley et al, (2002) a formagao do complexo entre o quelante e o iao
depende da concentragao dos mesmos. Como na experiéncia da figura 4.3 a despolarizagao das
células foi induzida através de uma concentragao de KCl mais elevada, a quantidade de zinco
libertada também deve ter sido maior. E pois admissivel que a concentracio de TPEN usada
(100 mM) nao fosse suficiente para complexar todo o zinco livre, em cujo caso o restante se
poderia ligar ao NG originando o sinal que se observou. Diversos estudos usaram também
quelantes de zinco para averiguar se os sinais de fluorescéncia medidos eram devidos ao zinco,
uma verificagao necessaria para fornecer credibilidade aos resultados ( Sensi et al, 1997; Li et al.,

2001; Canzoniero et al, 1997; Canzoniero et al., 1999).
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Uma outra questao importante era conhecer a origem, pré- ou pos sinaptica, dos sinais
de zinco, o que foi feito bloqueando a transmissao sinaptica usando um bloqueador de VDCCs
do tipo L e antagonistas de receptores de NMDA e AMPA/kainato, presentes na membrana
pos-sinaptica (figura 4.5). Assim, apos uma despolarizagao com KCL (20 mM), que originou um
aumento claro do sinal, perfundiu-se uma mistura contendo nifedipina, D-APV e NBQX, que
provocou uma diminui¢ao quase completa do sinal de fluorescéncia de NG. Este facto indica
que aqueles sinais tém essencialmente uma natureza poés-sinaptica. Com a adigdo de um
bloqueador das bombas Na’/Ca*, existentes nas membranas pos-sinapticas, talvez fosse possivel

eliminar a parte que restou do sinal induzido com KCI.

A solugao utilizada para a indugao quimica da LTP, ACSF modificada, carateriza-se por
uma concentragao de CaCl, cinco vezes maior e pela adicao de TEA, que bloqueia os canais de
K* dependentes de potencia. O aumento da concentragio de Ca’* no meio
extracelular provoca a sua entrada para a zona pré-siniptica através de canais de Ca*
dependentes do potencial. Por sua vez, o Ca** intracelular provoca a libertagio de glutamato e
de zinco das vesiculas para a fenda sinptica. Uma elevada concentragio de Zn** no espago
extracelular resulta na ativacdo de canais de K/ATP pré-sindpticos, muito abundantes nas
sinapses das fibras musgosas (Bancila et al, 2004), e na saida de K’ provocando uma
hiperpolarizacio da regido pré-sinaptica. Isto leva ao fecho de canais de Ca®* dependentes do
potencial e de canais de K/ATP, e consequentemente a entrada de menos Ca*’ e a libertagio
de menos glutamato e zinco. Por este motivo a quantidade de zinco na regiao pos-sinaptica deve
diminuir como indicam os resultados na figura 4.6. O aumento inicial de Zn** que deve ocorrer
antes da activacao dos canais de K/ATP , nao foi observado provavelmente porque os sinais
foram registados de minuto a minuto, e um ciclo de glutamato, que é co-libertado com zinco,
cré-se que dura menos de um minuto. Segundo Matias et al. (2010), uma aplicagao de seis
tétanos nas mesmas sinapses, origina também uma diminuigao dos sinais  de zinco pré-
sinapticos, detectados por meio do indicador TSQ, Estes autores consideram que aquela
diminuicao é em parte devida a ativacao dos canais K/ATP, pelo facto de ela ser parcialmente
reduzida aplicando tolbutamida, um bloqueador destes canais ( Fellows et al., 1993; Matias et al. ,

2010)

Neste estudo a remogao da solugao ACSF modificada deu dois tipos de resultados:
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e os niveis de zinco aumentaram até ao nivel inicial, mantendo-se estaveis. Como
em ACSF a concentracao de calcio € menor deve ocorrer menos libertacao de
zinco das vesiculas sinapticas, nao ficando na fenda zinco suficiente para ativar
os canais de K-ATP e originar uma hiperpolarizagao.

e os sinais de zinco aumentaram de forma gradual, sem estabilizarem. Segundo
Huber et al. (1995), Song et al. (2002) e Stewart et al. (2005), na area CAl existe
uma forma de LTP induzida por TEA, a TEA-LTP, verificando-se nova potenciagao
apés a remogao deste composto. Esta forma de LTP considera-se devida ao
influxo de Ca?" tanto através de canais L-VDCCs como de receptores de NMDA,
pelo facto da potenciagio diminuir na presenca de APV e nifedipina, que
bloqueiam a transmissao sinaptica. Por estes motivos a potenciagao provocada
pelo TEA pode estar associada ao aumento dos sinais de zinco da figura 4.6,

quando é removida a solugao de ACSF modificada.

Em condigdes normais os niveis de zinco e de ROS mantém-se em valores basais, nao
provocando qualquer neurotoxicidade aos sistemas, sendo a quantidade de espécie reativas de
oxigénio produzidas equivalente a sua eliminagao, mantendo-se assim a homeostase a nivel
celular. Tal como se mostrou inicialmente, nas sinapses estudadas os valores da fluorescéncia
basal de NG e H,DCFDA eram estaveis, o que significa que as preparagoes estavam bem

fisiologicamente.

Em varios estudos realizados em diferentes sistemas neuronais retiraram-se o oxigénio e
a glucose, de modo a imitar lesdes provocadas por patologias, como a isquemia. Em fatias do
hipocampo incubadas com um indicador de ROS, a falta de oxigénio provoca um aumento
significativo dos sinais de fluorescéncia, como se observou na experiéncia da figura 4.9. A
remo¢ao de oxigénio provoca um acréscimo na produgio de ROS através da cadeia
transportadora de eletroes na mitocondria, e um um aumento na produgao de ROS. Zhou e
Baudry (2009) obtiveram resultados concordantes, pois células sem oxigénio e glucose no meio
de perfusao, durante 10, 30 e 60 minutos, tinham um aumento crescente dos sinais de

fluorescéncia de ROS.

A utilizagio de ACSF modificada em fatias do hipocampo incubadas com H,DCFDA
originou uma diminui¢ao no sinal da fluorescéncia, tal como mostra a figura 4.10. Como referido

anteriormente, o TEA e elevadas concentragcdes de Ca** provocam a despolarizacio da célula.
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O radical superoxido funciona como neurotransmissor necessario para a LTP, diminuindo, numa
célula hiperpolarizada os niveis de ROS (Knapp e Klan, 2002; Ma et al, 201 1). Apos a remogao
da solugao de ACSF modificada os niveis de fluorescéncia aumentam, provavelmente, devido a

abertura de canais pré-sinapticos.

A aplicagao de um antibiotico nas sinapses estudadas em fatias do hipocampo promoveu
o aumento de zinco e de ROS, ou seja, um acréscimo, respetivamente das fluorescéncias de NG
e H,DCFDA. Alguns estudos inseriram SMX em diversas concentragoes, numa cultura de
batérias (Caenorhabditis elegans e Pseudokirchneriella subcapitata) . Segundo Liu et al. (2013) o
antibiotico diminui as capacidades antioxidantes das batérias, no entanto, Nie et al, (2013)
demonstraram que o SMX provoca um aumento das capacidades antioxidantes da célula, mas
induz a peroxidagao lipidica. Apesar de se ter utilizado uma preparagao bioldgica distinta, o
aumento dos sinais de ROS obtidos em fatias expostas ao SMX, é semelhante. Cré-se que o
antibiético promoveu a produgao de ROS através da diminuicdo da eficacia/c
oncentragao dos antioxidantes, ou através da peroxidagao lipidica (figura 4.11). No entanto,
supoe-se que o SMX provoca danos irreversiveis, dado que, apés a remogao do antibiético os
sinais de fluorescéncia de H,DCFDA voltam a ter o valor basal mas, passados alguns minutos,
os valores aumentam novamente. Na figura 4.12 introduziu-se a solugao de ACSF modificada,
apos a exposicao das fatias a SMX, tendo-se obtido uma resposta diferente (figura 4.10). Os
niveis de ROS diminuiram constantemente tendo tido uma queda abrupta, julgando-se por isso
que o antibiotico provoca danos celulares como a peroxidagao lipidica da membrana plasmatica

das células sinapticas.

O stress oxidativo promove a libertagao de zinco das metalotioneinas, ou seja, ocorre
um aumento de zinco independende da transmissao sindptica, da fusao das vesiculas ou da
despolarizagao das membranas (Wei et al, 2004; Mocchegiani et al., 2005). Deste modo, o
aumento dos sinais de fluorescéncia de NG, nas sinapses consideradas (figura 4.7), quando

expostas a SMX podera ser proveniente do aumento do stress oxidativo.
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6. Conclusoes e Perspetivas futuras

6.1 Conclusoes

Os sinais de zinco e de ROS medidos em fatias expostas a ACSF modificada demonstram
uma depressao caracteristica da libertagao excessiva de zinco, que bloqueia os canais de K/ATP.
Por outro lado, os sinais de zinco recolhidos com elevadas concentragoes de potassio
extracelular aumentam. Considera-se que os sinais de zinco medidos sao de natureza pos-
sinaptica, pelo facto de utilizando antagonistas de recetores de NMDA, AMPA/Kainato e um

bloqueador de L- VDCCs, os sinais de zinco desaparecerem quase completamente.

O sulfametoxazole provocou um aumento de zinco e de ROS nas sinapses consideradas
de fatias do hipocampo, provavelmente, devido a indugao da peroxidagao lipidica de membranas

2 das

neuronais. O acréscimo de ROS no meio intracelular provoca a clivagem de Zn
metalotioneinas.  Cré-se que SMX  provoca danos celulares irreversiveis,
dado o comportamento instavel dos sinais apds a remogao do antibidtico, tanto em ACSF

como em ACSF modificado.

6.2 Perspetivas futuras

Os resultados obtidos sugerem varias experiéncias que seria interessante realizar para
obter mais informagao sobre questoes abordadas neste estudo. Futuramente, poder-se-ia
estudar, por exemplo, o mecanismo de ac¢ao do antibidtico utilizando indicadores de viabilidade
celular e da peroxidacao lipidica. Seria importante também usar indicadores de ROS distintos,
especificos para os radicais superoxido e peroxido de hidrogénio, dada a influéncia destes
radicais em particular na LTP e portanto em mecanismos associados com a aprendizagem e a

memorizagao ao nivel celular.

A utilizagao de outros compostos bloqueadores como a tolbutamida, que interfere com
os canais de K/ATP, poderia esclarecer a causa da depressao dos sinais obtidos em ACSF

modificada, para a indugao quimica da LTP. Outros agentes farmacolégicos como bloqueadores
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de canais ou bombas idnicas permitiriam obter mais informagcao sobre a natureza e
componentes tanto de sinais de zinco como de ROS. Especialmente importante seria
caracterizar com elevada resolugao espacial, por meio de uma camara CCD, eventos sinapticos
localizados e determinar a sua natureza pré- ou pos-sinaptica. A combinagao de registos
eléctricos extracelulares seria também muito util principalmente nos estudos da LTP, para

verificar a formagao desta forma de plasticidade sinaptica.
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