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Preambulo

No ambito da unidade curricular “Estagio”, pertencente ao 5° ano do Mestrado
Integrado em Ciéncias Farmacéuticas da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra
foi desenvolvida a presente monografia intitulada de “Sinapses silenciosas: processos de
regulacio e aplicagoes futuras” e o respetivo relatorio de Estagio realizado em farmacia
comunitaria, em concordancia com as normas orientadoras em vigor no presente ano letivo

2022/2023.

No presente documento, a primeira parte engloba o relatério de estdgio, com uma
abordagem em fungao de uma analise SWOT, acrénimo de Strengths, Weaknesses, Opportunities
and Threats, (Forgas, Fraquezas, Oportunidades e Ameagas). Este estagio foi realizado na
Farmacia Nova de Tomar sob a orientagao da farmacéutica, Dra. Rita Machado. O periodo de
estagio foi de 9 de janeiro de 2023 e teve o seu término a |3 de julho de 2023 perfazendo um

total de 824 horas.

Numa segunda parte, é abordada a monografia intitulada de “Sinapses silenciosas:
processo de regulagao e aplicagoes futuras”, tematica por mim elegida, em resultado da

curiosidade que esta em mim suscitou.
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Abreviaturas

DCI - Denominagao comum internacional

MICF - Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas

MNSRM - Medicamentos nao sujeitos a receita médica

MNSRM-EF - Medicamentos nao sujeitos a receita médica de venda exclusiva em farmacia
MSRM - Medicamentos sujeitos a receita médica

PIM - Preparacao individualizada da medicagao

SWOT - Strenghts, Weaknesses, Opportunities and Threats



Relatorio de Estagio em Farmacia Comunitaria

No ambito da unidade curricular “Estagio”, conferente ao segundo semestre do quinto
ano do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas em Ciéncias Farmacéuticas (MICF), foi
realizado um estagio curricular em farmacia comunitaria, sendo este uma parte crucial no
processo de formacao académica, permitindo aplicar em contexto real as competéncias e o

conhecimento adquirido com a formagao universitaria.

Da palavra comunitaria, em farmacia comunitaria, vem o significado de algo relativo ou
pertencente a uma comunidade'. Dada a sua abrangéncia a nivel nacional, as farmécias
comunitarias, pela alta capacidade técnico-cientifica dos farmacéuticos comunitarios,
presenteiam as populagoes com uma prestagao de servigos promotores de salde, para além
de promoverem a dispensa juntamente com o aconselhamento de medicamentos nao sujeitos
a receita médica (MNSRM) e de venda exclusiva em farmacia (MNSRM-EF) e o
acompanhamento de tratamentos com medicamentos sujeitos a receita médica (MSRM). O
farmacéutico é um agente de salde e deve salvaguardar a salde publica e todas as a¢oes de
educacao dirigidas a comunidade no sentido da promocao de literacia em saude, no incentivo

a adesao as terapéuticas e ao racional uso de medicamentos.

Enquadramento- Farmacia Nova

Em funcionamento e na prestagao de um servigo de exceléncia a populagao tomarense
desde 1914, a Farmacia Nova pode ser encontrada na Rua de Coimbra, n°. I, na cidade de

Tomar, com um horario de funcionamento que se encontra no intervalo das 9h as 22h.

Na constituicao da equipa multidisciplinar sob a diregao técnica da Dra. Filipa Antunes,
encontramos cinco farmacéuticos, uma técnica de farmacia, quatro técnicas auxiliares de

farmacia, um técnico de back-office e uma funcionaria de limpeza.

No que se refere ao perfil dos utentes da farmacia, observamos os utentes assiduos,
fidelizados com a mesma e ai procuram nao sé adquirir os medicamentos de que necessitam,
mas também buscam usufruir de servicos que a farmacia providencia como medi¢oes de
pressao arterial e de parametros bioquimicos, nomeadamente glicémia e colesterol total, e a

administragcao de injetaveis.

Durante os sete meses de estagio nesta instituicao, percorri todo o percurso do
medicamento, comegando pela rececao de encomendas com a posterior dispensa num

momento de aconselhamento farmacéutico que culmina na monitorizagao do tratamento.



Analise SWOT

Sob a forma de uma extensa analise SWOT, neste relatorio é abordado de forma critica
os pontos fortes e fracos, nao esquecendo oportunidades e ameacgas, deparadas durante a

realizagao do estdgio na Farmacia Nova de Tomar.

Tabela I: Analise SWOT

Pontos Fortes Pontos Fracos
» Equipa da farmacia » Aconselhamento de dermocosmética
» Organizagao da farmacia »> Aconselhamento de artigos de
» Filosofia Kaizen veterinaria
» Participagao em diversas atividades
» Preparagao de manipulados
» Notificagcao de reagdes adversas
Oportunidades Ameagas
» Formagoes » Medicamentos esgotados
» Contacto com nomes comerciais de » Locais de venda de MNSRM

medicamentos

Pontos Fortes

a) Equipa da farmacia

A equipa da Farmacia Nova é o ponto mais forte deste estagio. O ambiente laboral é
excecionalmente agradavel e todos os elementos da equipa foram da maior amabilidade,
esclarecendo quaisquer duvidas neste percurso e apoiando a minha aprendizagem em todas as

tarefas e fungoes desempenhadas numa farmacia comunitaria.

b) Organizacao da farmacia

Na Farmacia Nova existe uma distribuicao de tarefas entre a equipa, o que permite um
trabalho organizado e cooperativo entre todos. Na sala de atendimento encontram-se os
MNSRM atras do balcao de atendimento e produtos de dermocosmética e puericultura em
gondolas e lineares, organizados por categorias de forma clara e esclarecedora para o utente.
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Por sua vez, os medicamentos sujeitos a receita médica estao colocados no back-office,

seriados por forma farmacéutica e sob ordem alfabética.

A boa organizagao foi determinante na minha adaptagdo e rapida compreensao
que levou ao reconhecimento dos espagos e dos produtos que os albergavam, tudo de

forma intuitiva e sobretudo eficiente.

c) Filosofia KAIZEN

A filosofia KAIZEN, praticada neste estabelecimento, promove a melhoria continua, e
para a alcangar sao promovidas técnicas e novas abordagens para aumentar a eficiéncia, obter
a melhor organizagao possivel, tendo como finalidade a melhoria da prestagao de servigos
facultados pela farmacia. Como exemplo desta filosofia temos a realizagao regular de uma
reuniao sucinta contendo todos os aspetos a abordar de forma a melhorar e discutir sugestoes
para o quotidiano da farmacia. Outra amostra consiste na etiquetagem e definicao do espago

pertencente a cada o objeto e locais de arrumagao de documentos.

d) Participacao em diversas atividades

Com o decorrer tive a oportunidade de contribuir em diferentes fungoes
desempenhadas no quotidiano de uma farmacia comunitiria. Desde a dispensa de
medicamentos hospitalares até a medicao de temperaturas, passando pela arrumagao de
medicamentos, todas as atividades regem-se pelas normas de boas praticas e legislagio em

vigor. Seguem-se os tragos gerais das atividades que desempenhei enquanto estagiario:

Arrumacao de medicamentos e de outros produtos de saude: Esta foi uma das primeiras

tarefas desempenhadas. A arrumagao é uma tarefa de enorme importancia para o eficiente
funcionamento de uma farmacia e na Farmacia Nova, a arrumagao ocorre em fungao do tipo
de produtos, desde a ampolas, xaropes, saquetas até produtos de aplicagao vaginal como
exemplos. Esta atividade foi essencial para me inteirar com os procedimentos de arrumacgao e
fez-me aperceber da importancia de uma boa organizagao para a prestagao de um servigo de

exceléncia a comunidade.

Rececio seguida de conferéncia de encomendas: Nesta atividade tive um contacto com o

sistema informatico SIFARMA®, sendo-me facultado o procedimento para a correta recegio

de encomendas neste sistema. O contacto com os trés fornecedores principais da farmacia,



Alliance Healthcare, Empifarma e Plural permitiu-me perceber a relagao de simbiose entre

uma farmacia comunitaria e os seus fornecedores.

Atendimento ao publico: Apés de perceber o funcionamento do SIFARMA® e de demonstrar
maior facilidade no movimento e dos procedimentos da farmacia foi-me apresentada a
possibilidade de iniciar o atendimento aos utentes da Farmacia Nova. Aqui coloquei em pratica
os ensinamentos de uma correta dispensa de medicamentos e de produtos de saude, nao

esquecendo os principios de um correto aconselhamento farmacéutico.

Preparacao de medicamentos manipulados: A preparagao de produtos manipulados permitiu-
me aplicar os conhecimentos do manuseamento correto dos instrumentos de laboratério e
da preparagao de formas farmacéuticas adquiridos na Faculdade de Farmacia da Universidade
de Coimbra. Os medicamentos manipulados revestem-se da maior importancia ao suprimirem
necessidades do mercado farmacéutico conseguindo formulagées mais especificas a certas

faixas etarias.

Preparacao individualizada da medicagao: A possibilidade da realizagao de PIM foi algo que tive
oportunidade de executar neste estagio e que considero ser um servi¢co relevante que é
disponibilizado pela farméacia a comunidade. E um servico que promove fortemente a adesio

a terapéutica pelos utentes.

Outros servigos facultados a comunidade: A Farmacia Nova coloca ao dispor da populagao

tomarense, servicos de medi¢cao de parametros bioquimicos como colesterol total e glicémia,
medicao da pressao arterial e as pulsagoes e ainda o servico de MAPA de 48 horas. A Farmacia
Nova faculta ainda servigcos de nutricio e de podologia. A prestagao deste tipo de servigos
permitiu-me realizar medigoes de pressao arterial e de parametros bioquimicos num contexto

real.

e) Preparacao de manipulados

A Farmacia Nova de Tomar tem um vasto portfélio de medicamentos manipulados e a
sua preparagao permitiu-me aplicar técnicas e procedimentos de preparagao de formas
farmacéuticas adquiridos na Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra. Apesar das
diferentes dosagens e formulagoes dos farmacos, existem faixas etarias, em particular as faixas
etarias mais jovens, para as quais as formas farmacéuticas ainda nao se encontram devidamente
adaptadas. Para além disso, ha patologias para as quais ainda nio existem muitas alternativas

no mercado e para as quais estes tipos de preparagoes sao mais adequadas. Durante o estagio
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pude preparar diferentes formas farmacéuticas como capsulas, suspensoes orais e formas
semi-sélidas na forma das preparagdes de capsulas de minoxidil (1,25 mg; 2,5 mg e 5 mg),

solugdes alcodlicas de acido borico a saturagao (m/v) e pomadas de acido salicilico 10% (m/m).

Apesar da utilidade dos manipulados, nao ¢ algo que todas as farmacias comunitarias
fagam com regularidade e de facto foi importante ter tido a oportunidade de realizar este tipo

de preparagoes.

f) Notificacdo de reacoes adversas

Durante o periodo de estagio tive a oportunidade de participar no processo de
comunicagao de reagoes adversas de um farmaco, atividade que esta contida no ato
farmacéutico. Este procedimento reveste-se na maior importancia para o avango do
conhecimento cientifico e para a execugao de medicamentos com cada vez menos efeitos

adversos.

Pontos Fracos
a) Aconselhamento de dermocosmética

A farmacia comunitaria € uma fonte primaria de informacgao de salde, e muitos utentes
recorrem a este tipo de estabelecimentos com o intuito de obter um aconselhamento
farmacéutico em resposta a problemas de saide ligeiros ou moderados. Deste modo, o

aconselhamento farmacéutico constitui uma responsabilidade quotidiana do farmacéutico.

Durante o meu periodo de estagio deparei-me com dificuldades no aconselhamento de
produtos, em particular aqueles de dermocosmética. Durante os cinco anos de MICF, apenas
temos uma unidade curricular que aborda esta tematica, “Dermofarmacia e Cosmética” e era
importante que estes assuntos fossem abordados de forma mais detalhada durante o plano de
estudos, nao esquecendo que se trata de uma area em constante crescimento, com

introdugao regular de novos produtos no mercado.

b) Aconselhamento de artigos de veterinaria

Adicionalmente aos artigos de dermofarmacia e cosmética, o aconselhamento de artigos
de veterinaria foi outra dificuldade com que me deparei. Na Farmacia Nova existe uma grande

procura por este tipo de produtos para diferentes animais, em particular animais de



companhia. Seria vantajoso termos uma melhor formagao a este nivel ja que as dificuldades
nao sé se deveram na escolha do produto mais adequado numa dada situagao, como também

na posologia mais correta.

No entanto, com o contacto quotidiano com estes produtos durante o estagio,
consegui inteirar-me dos diferentes aspetos de cada produto, conseguindo complementar os

conhecimentos provenientes da Faculdade de Farmacia.

Oportunidades
a) Formacgdes

Durante o periodo de estagio tive a oportunidade de assistir a formagoes relativas as
mais diversas areas da intervengio farmacéutica, nomeadamente da marca La Roche Posay® e
Heliocare® o que me auxiliou no conhecimento das gamas destas marcas e ter mais contacto

com produtos de dermocosmética.

1

A exceléncia do exercicio profissional farmacéutico, estd inerente um
acompanhamento em permanéncia dos mais recentes desenvolvimentos na pratica e ciéncia
farmacéutica, normativos profissionais e da legislagao, sendo por isso da responsabilidade de

cada individuo o seu desenvolvimento continuo com a pratica de uma atualizagao permanente.

Neste contexto vem a participagao em formagoes e Webinars online das mais diversas

areas de tratamento e atuagao do farmacéutico.

b) Contacto com nomes comerciais de medicamentos

Durante os 5 anos de MICF, a abordagem do estudo dos firmacos rege-se
principalmente pela sua denominagao comum internacional (DCIl), pelo que se torna mais dificil
de os associar com os nomes comerciais dos medicamentos num contexto de farmacia
comunitaria em que os utentes estao familiarizados na maioria das vezes apenas com os nomes

comerciais.

A realizagao do estagio facilitou este processo de associagao, quer no processo de

arrumacgao de medicamentos por ordem alfabética, quer na rececao de encomendas.



Ameacas
a) Medicamentos esgotados

Uma situagao que ocorreu na duragao do estagio foi a indisponibilidade de um elevado
numero de medicamentos e produtos de saude, situagao que causava grande preocupagao a
farmacia e por consequéncia aos seus utentes. Esta situagao ja € uma realidade das farmacias
portuguesas desde ha uns anos, sendo ja do conhecimento publico estas dificuldades de
fornecimento de medicamentos. Por diversas vezes, em atendimentos deparei-me com estes
constrangimentos, tentando sempre esclarecer da melhor forma, os utentes de que era uma
situagao a nivel nacional e nao um exemplo de gestao deficiente da farmacia tal como alguns
utentes pensavam. Para lidar da melhor forma esta situagao e tentar suprir as necessidades
dos utentes, a Farmacia Nova destacou um elemento da equipa para ficar responsavel pela
gestao dos stocks de medicamentos esgotados. Uma das abordagens passou pela gestao
atempada de medicamentos que iriam entrar em rutura, assumindo por vezes um stock mais
elevado do que o valor normal noutro momento. Outro método era o contacto direto com
os fornecedores no sentido de averiguar se, naquele momento, ja se encontrava disponivel o

medicamento desejavel e perante um caso de rutura, qual era a previsao da sua disponibilidade.

A impossibilidade de dispensar medicagao croénica aos utentes foi algo enfrentei por
vezes, sendo uma situacao desagradavel, como exemplo, seleciono o caso da falta de

medicamentos para a diabetes.

No entanto, apesar de ser uma situagao que afetava todo o pais, queria destacar a
Farmacia Nova que, pelo trabalho excecional que realizou, conseguiu adquirir, por varias

ocasioes, medicamentos rateados que mais nenhuma outra farmacia em Tomar tinha.

b) Locais de venda de MNSRM

Os MNSRM estio sujeitos a comercializagao fora das farmacias sempre que os
estabelecimentos assegurem os requisitos legais e regulamentares. Estes locais de vendas
conseguem oferecer precos mais baixos destes produtos do que aqueles praticados nas
farmacias, sendo por isso mais atrativos e representando uma concorréncia direta para as
farmacias comunitarias. O modo de agao, no sentido da mitigacao do problema, passa pela
perce¢ao da importincia de um bom aconselhamento farmacéutico prestado no contexto de
farmacia comunitaria com o farmacéutico, como é o caso de utentes que adquirem artigo
noutros locais, contudo recorrem as farmacias comunitarias para se inteirarem do correto

uso do mesmo.
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Casos Praticos

- Relacao sexual desprotegida

Jovem do sexo feminino desloca-se a farmacia solicitando a pilula do dia seguinte. A
minha primeira abordagem foi perguntar ha quanto tempo tinha ocorrido a relacao sexual
desprotegida e se utilizava algum método contracetivo, sendo a resposta de uma relagao sexual
ocorrida cerca de 48 horas antes e que utilizava a pilula contracetiva, mas que por vezes se
esquecia e que tinha ideia de nao tomar ha pelo menos 3 dias. De seguida, questionei a utente
se fazia alguma outra medicagao de forma regular ou se tinha alguma patologia, as quais tive
uma resposta negativa. Assim, tendo em conta a informagao obtida, aconselhei a toma de
levonorgestrel na forma de Postinor®, uma vez que a abrangéncia da agio vai até as 72h apos
o ato sexual’. Informei a utente acerca de possiveis efeitos secundarios como vémitos e
nauseas e caso vomitasse nas trés horas seguintes da toma, sugeri que repetisse a toma, ja que
o efeito terapéutico estaria comprometido. Informei a jovem de que nao estavamos perante
um medicamento abortivo e de que a eficicia nao era de 100%. Adverti ainda, que este
medicamento nao protegia contra doengas sexualmente transmissiveis e realcei a importancia

das relagoes sexualmente seguras sugerindo o uso de um método como o preservativo.

- Desconforto gastrico

Senhora sexagenaria recorre a farmacia devido a “dores no estomago” e pede a
aquisicao de um protetor gastrico. Questionei a utente acerca da medicagao que fazia, ja que
estas queixas podiam dever-se a um efeito adverso de um medicamento ou a interagoes. A
utente fazia Beta-histina 24 mg e Sinvastatina 20 mg e recentemente iniciou um tratamento
com Brufen® 600 mg, Clavamox® e Clonix® por causa de uma extracio dentaria. A abordagem
do atendimento seguiu-se com uma revisao da forma como a utente realizava a toma dos
medicamentos tendo-me apercebido que estava a tomar o Brufen®fora das refeicoes, algo
totalmente desaconselhavel pode causar Ulceras e outras lesdes no estdmago®. Adverti para
esta situacio e sugeri a toma de Brufen® somente a seguir as principais refeicoes e respeitando

a prescricao médica da toma de 12 em 12 horas.

- Obstipacao

Senhor na casa dos 70 anos dirige-se a farmacia com queixas de obstipagao,

complementando dizendo que nao evacuava ha mais de trés dias. O primeiro passo foi
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questionar se evacuava de forma regular, a qual tive a resposta todos os dias. Procedi a analise
da medicacao efetuada pelo utente, Sinvastatina 20 mg e Perindopril 4 mg, tendo concluido
que a obstipa¢ao nao era efeito adverso de qualquer um destes farmacos. O aconselhamento
farmacéutico farmacoldgico passou pela toma de | comprimido de Dulcolax® antes de se
deitar, pois o efeito terapéutico demora cerca de 8-12 horas a iniciar-se*. Como medidas nio
farmacologicas sugeri a maior ingestao de fibras, ingerir mais agua, estipular uma hora

especifica para evacuar e tentar praticar mais exercicio fisico.

- Insénias

Senhora de 40 anos vai a farmacia com queixas de que tem um sono deficiente. A
primeira abordagem foi inteirar-me da situagao perguntando se as queixas se deviam a uma
dificuldade em adormecer ou se tinha despertares, questio a qual a utente respondeu que
tinha dificuldade em adormecer. Esta questao permitiu-me concluir que se tratava de uma
insonia inicial e apds questionar a toma de outra medicagao, a utente descreveu-me
medicamentos que nao tém como efeito adverso perturbagdes no sono. Sugeri entao a toma
de Valdispert® 450 mg 30 minutos a | hora antes de deitar®, advertindo ainda para evitar
bebidas estimulantes a noite e tentar estabelecer um ritual promotor de sono com um horario

definido e evitar o uso de dispositivos eletronicos.

- Inicio do uso de inalador

Um senhor de 65 anos dirige-se a Farmacia Nova com uma receita da medicagao
croénica e de um inalador o Symbicort® Turbohaler 160 ug/4,5 pg /inalagio. Com o inicio do
atendimento pergunto se o inalador ja era também habitual, sendo que o utente afirmar ir
iniciar agora o tratamento por ter o diagnostico de DPOC. Demonstrando sinais de que nao
se sente a vontade com a utilizagao do inalador, prossigo entao a exemplificagao e explicagao
da correta forma da sua utilizagao. Menciono a importancia da coordenagao da inspiragao com
o acionamento da pulverizagao para a correta inalagao do farmaco. Aconselho ainda, apés uma
inalacao, bochechar a boca com agua para retirar vestigios da medicagao retidos na cavidade
bucal, importante principalmente em farmacos constituidos por corticosterdides que
potenciam o aparecimento de candidiases bucais se ai permanecerem por mais tempo que o

pretendido®.



Consideracoes Finais

O estagio curricular no contexto de uma farmacia comunitaria é essencial no sentido
de consolidar os conceitos teoricos adquiridos no MICF. O MICF é um curso muito diverso
e oferece-nos diversas unidades curriculares que nos permitem a aprendizagem de muitos
conceitos e a aquisicao de varias competéncias essenciais que nos permitem evoluir tanto a

nivel pessoal como profissional.

Este estdgio na Farmacia Nova vem no seguimento dos cinco anos de formagao na
Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra e fez-me perceber melhor o impacto do

farmacéutico na saude publica ao ser o profissional de satide mais préoximo das populagoes.

Nao poderia deixar de expressar a minha gratidao a toda a equipa da Farmacia Nova
pela oportunidade de estagiar nesta instituicao e pelo apoio, paciéncia e pelo esclarecimento
de duvidas. O acompanhamento dispensado pela equipa foi precioso na minha adaptagao ao
trabalho numa farmacia comunitaria. O trabalho com uma equipa numerosa, permitiu-me

contactar com diferentes perspetivas e enriqueceu o meu processo de aprendizagem.

Por fim, com estas 824 horas como estagiario numa Farmacia Comunitaria, sinto-me
mais preparado para desempenhar a profissao de farmacéutico e com mais ferramentas para

superar os desafios no futuro.
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“Sinapses silenciosas: processos de regulacao e aplicagoes futuras”

Orientado pelo Professor Doutor Nuno Ricardo Ferreira



Abreviaturas

6-OHDA - 6-hidroxidopamina

A-EPSC - Corrente pés-sinaptica excitatéria mediada por AMPAr
ALS - Esclerose lateral amiotrofica

AMPA - a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propidnico
AMPAr - Recetor a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionico
ATD - Dominio aminoterminal

ATP - Trifosfato de adenosina

A-uEPSC - Corrente pos-sinaptica excitatéria unitaria mediada por AMPAr
BDNF - Fator neurotréfico derivado do cérebro

CTD - Dominio intracelular carboxi-terminal

CV - Coeficiente de variagao

EAACI - Transportador excitatério de aminoacidos |

EAATI - Transportador excitatorio de aminoacidos |

EAAT?2 - Transportador excitatorio de aminoacidos 2

EAAT3 - Transportador excitatorio de aminoacidos 3

EAAT4 - Transportador excitatorio de aminoacidos 4

EAATS5 - Transportador excitatorio de aminoacidos 5

eMAP - Epitope-preserving magnified analysis of the proteome

EPSC - Corrente pés-sinaptica excitatoria

GABA - Acido gama-aminobutirico

GFAP - glial fibrillary acidic protein

GLAST - Transportador glutamato aspartato

GLTI - Transportador glutamato |

IP3 - Inositol trifosfato

LBD - Dominio extracelular ligand binding

LTD - Long-term depression

LTP - Long-term potentiation

MAGUK - scaffolding proteins membrane-associated guanylate kinases
MEPSC - Micro corrente pés-sinaptica excitatéria

MK-801 - Dizocilpina



MPTP — N-metil-4-fenil-pyridinium

N-EPSC - Corrente pds-sinaptica excitatoria mediada por NMDAr
NMDA - N-metil-D-aspartato

NMDAr - Recetor N-metil-D-aspartato

PC12 - pheochromocytoma cells

PP1 - Proteina fosfatase |

PPA - Proteina percursora amiloide

PSD - Postsynaptic density protein

SAP102 - proteina associada a sinapse 102

SNC - Sistema nervoso central

SNP - Sistema nervoso periférico

TM - Dominio transmembranar

VGLUTI - Transportador vesicular de glutamato |
VGLUT?2 - Transportador vesicular de glutamato 2

VGLUT3 - Transportador vesicular de glutamato 3
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Resumo

A sinapse é a fragil conexao, que permite a comunicagdo entre neuronios no
encéfalo humano. A transmissao de informagao por meio de sinapses, resulta de um
potencial de agao proveniente de um neurdnio, descrito como célula pré-sinaptica
que, através de neurotransmissores, provoca uma resposta no neurdénio Ppos-
sinaptico. As sinapses sao facilmente moduladas e sofrem alteragoes consoante a agao ou a
sua auséncia de estimulos. A incapacidade de um neuronio poés-sinaptico demonstrar
resposta excitatéria provocada pelo aminoacido glutamato, levou a denominagao da
existéncia de uma sinapse silenciosa, que desde cedo foram descritas como sendo sinapses
ineficazes e incapazes de exercer efeito pds-sindptico'. Atualmente, sabe-se que estas
sinapses estao relacionadas com problemas no transporte de glutamato através dos
recetores AMPA (AMPAr) e tém sido associadas a doengas neurodegenerativas. Existe,
no entanto, a possibilidade de serem tornadas funcionais novamente perante um processo

de long-term potentiation (LTP).

Palavras-chave: Sinapses silenciosas, glutamato, AMPAr, NMDAr, LTP, LTD, doengas

neurodegenerativas.
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Abstract

The synapse is the fragile connection that allows neurons to communicate
among themselves in the human brain. The transmission of information through synapses,
results from a action potential coming from a neuron, described as a
presynaptic  cell that, through neurotransmitters, causes a response in the
postsynaptic neuron. Synapses are easily modulated and undergo changes depending
on the action or the absence of stimuli. The inability of a postsynaptic neuron to
demonstrate an excitatory response caused by the amino acid glutamate, led to the
acknowledgment of a silent synapse, that since early on have been described as inefficient
synapses and incapable of exerting its postsynaptic effect. In this moment s
understood that these synapses are related with issues with glutamate
transportation by AMPA  receptors (AMPAr) and have been  associated
with neurodegenerative diseases. Silent synapses can however be recruited and become

functional again by following a procedure of long-term potentiation (LTP).

Keywords: Silent synapses, glutamate, AMPAr, NMDAr, LTP, LTD, neurodegenerative

diseases.
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I Transmissao sinaptica

O sistema nervoso humano pode ser subdividido em duas secgoes, o sistema nervoso
central (SNC) que incorpora o encéfalo e a medula espinal, e o sistema nervoso periférico
(SNP) que por sua vez consiste nos variados tecidos nervosos fora das proximidades do SNC,
incluindo assim recetores sensoriais, ganglios, nervos e plexos nervosos. Neste documento
vamos focar atengoes na unidade basica deste complexo sistema, o neuronio, e todas as
conexoes que esta célula nervosa efetua durante o normal funcionamento de todo o sistema

nervoso.

Os neuronios sao células organizadas numa vasta rede que recebem estimulos e
transmitem potenciais de agao para outros neuronios ou para orgios efetores. Sao

constituidas pelo corpo celular e tém duas terminagoes, o axoénio e as dendrites.

A neuroglia compreende os outros tipos de células que constituem o SNC, como os
astrocitos, células ependimarias, microglia e oligodendrocitos, cada uma com as suas fungoes

que contribuem para o normal funcionamento do SNC.

Entre neuronios sao formadas sinapses, sendo que pode ser definida como um local de
passagem de informagao. Os neurotransmissores sao os mensageiros quimicos responsaveis
pela ligacao entre uma célula pré-sinaptica (emissora de informagao) e uma célula pés-sinaptica
(recetora) através de uma diferenca de potenciais de agao. Os neurotransmissores consistem
em moléculas que, ao serem libertadas a partir do terminal pré-sinaptico, apos este ser alvo
de um estimulagio com Ca®, atravessam a fenda sinaptica com a finalidade de estimular ou
inibir a célula poés-sinaptica® (Figura ). De facto, pode-se assumir que a sinapse é o resultado
do potencial de agao que ocorre ao longo do neurénio. Num momento de repouso, existe
uma maior concentracao de K* no interior da célula e de Na* no exterior e a maioria dos
canais idnicos estio encerrados. Durante a despolarizagdo, os canais de Na* abrem antes dos
de K* o que resulta numa entrada mais significativa de Na’, tornando o interior membranar
mais positivo. Atinge-se um potencial de 35 mv. Segue-se a repolarizagao, com o encerramento
dos canais de Na’, cessa a entrada deste catido e visualiza-se uma saida de K" de modo a voltar

a atingir os -70 mv do potencial de repouso. Fecham-se os dois canais idnicos.

A sinapse é uma ligacdo facilmente manipulada e consiste na unidade basica
de armazenamento de informagdo no cérebro, o qual contém cerca de [0*

vezes mais a quantidade de sinapses do que neurénios'.
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As sinapses permitem uma conexao rapida e eficaz entre neurdnios, transformando
esta informagao simultaneamente, sendo que sao os neuronios com as bainhas de mielina que
permitem uma mais rapida passagem do potencial de acdo. Numa sinapse, no terminal pré-
sinaptico, sao sintetizados neurotransmissores que, perante a chegada de um potencial de
acdo, ocorre a abertura de canais de Ca* dependentes de voltagem levando a
. ~ 2+ . ~ 7
incorporagao de Ca™ no espacgo intracelular, que provoca uma fusao das vesiculas contendo
neurotransmissores com a membrana pré-sinaptica, ocorrendo exocitose dos

neurotransmissores.

Com a libertagao dos neurotransmissores na fenda sinaptica, que contém cerca de 20
nm de largura’, estes vio ligar-se a recetores especificos, de forma reversivel, no terminal
pos-sinaptico. Dependendo dos recetores ativados, vai observar-se uma despolarizagao

se estivermos perante uma resposta excitatoria ou hiperpolarizagao no caso de uma inibigao.

As diferentes propriedades das sinapses sao determinadas pelas interagoes entre os
neurdnios pré-sinapticos e pos-sinapticos. O lado pré-sinaptico depende da libertagao de
neurotransmissores por exocitose em resposta ao aumento intracelular de Ca**. O lado

pos-sinaptico foca-se na rececao eficaz dos neurotransmissores. 24



As sinapses podem evidenciar diferentes propriedades, dependendo do tipo
de neurotransmissor, da probabilidade da sua uma libertagao eficaz, da composicao do
recetor e da presenga de neuromoduladores. Assim, o cérebro humano compreende
centenas de diferentes tipos de sinapse. A estrutura referente ao axoénio é capaz de
estabelecer uma unica sinapse contendo varios neurodnios pos-sinapticos ou sinapses
multiplas com um numero restrito de neurdnios, o que tem consequéncias ao

nivel da plasticidade neuronal.

No cérebro adulto a maior parte dos neurodnios e respetivas terminagoes do axénio e
dendrites s3ao estaveis, mas as conexoes por sinapse nao o sao. A este elevado turnover esta

implicado uma continua expressio de proteinas responsaveis pela criagio de sinapses™*.

Acredita-se que a maioria dos neurdnios, nas suas terminagoes pré-sinapticas, liberte
apenas um tipo de neurotransmissor seja ele glutamato ou o acido gama-aminobutirico
(GABA). No entanto, ja foi testemunhado uma co-transmissio de GABA e glutamato®’, GABA
e acetilcolina’, GABA e dopamina®, glutamato e acetilcolina >'° e glutamato e dopamina'"".
Portanto, nao sé existem trocas de libertagao de neurotransmissores, como também existem,

em certas situagoes, co-transmissao.

2 Glutamato

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatério do sistema nervoso central®.
Este aminoacido, por si s6 nao apresenta atividade excitatoria, ao invés é a resposta dos
recetores perante o glutamato que provoca esse efeito. Tem um importante papel no normal
desenvolvimento do SNC no qual se inclui a inducio e eliminagio de sinapses e o
desenvolvimento das células neuronais na sua diferenciagio e posterior morte. Este
neurotransmissor nao é exclusivo do SNC sendo também encontrado em orgaos e tecidos
do corpo humano. No cérebro atinge concentracées na ordem dos 5-15 mmol/kg
dependendo da regido'* . E mais abundante na regido intracelular dos neurdnios e
no que se refere ao fluido extracelular, o glutamato apresenta concentragoes
de 3-4uM'> e no fluido cérebro-espinal concentragées de 10 pM'é, O glutamato
deve ser mantido em baixos valores de concentragao a nivel extracelular ja que este é
toxico em elevadas concentragoes por ser induzida uma excessiva ativagao dos seus
transportadores.

A recaptagao de glutamato € o processo pelo qual se da a entrada de glutamato para o

espago intracelular através de um transportador membranar-.
25



O glutamato é um importante neurotransmissor que tem implicagdes no processo de
consolidagio da memoria e na aprendizagem'’. Em diferentes ensaios demonstrou-se que apds
o treino, e apods cerca de 30 minutos, é observado uma libertagao deste neurotransmissor em
cobaias'®”’, e uma ativagio dos AMPAr, NMDAr e de recetores glutamatérgicos
metabotropicos que é essencial para escrita de uma memoria prolongada®. Outra
manifestagao da importancia do glutamato neste processo de memoria advém de ensaios em

que a administragdo de um antagonista do recetor metabotrépico mGIuRS5, logo apos

o término do treino, causa amnésia em cobaias'’.

2.1 Recetores glutamatérgicos

Sendo o glutamato o mediador de sinais excitatorios, é importante que esteja presente
nas concentra¢coes mais adequadas. Os recetores glutamatérgicos AMPA s3ao essenciais na

mediagcao da neurotransmissao excitatoria e estao presentes ao longo de todo o SNC.

O glutamato liga-se a diferentes recetores como os recetores de glutamato a-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionico (AMPA). N-metil-D-aspartato (NMDA)
constitui os recetores NRI, NR2A, NR2B, NR2C e NR2D. Ambos sao recetores
glutamatérgicos ionotropicos, no entanto a afinidade do NMDAr para o glutamato é
superior & do AMPAr?'. Mengao ainda para o recetor ionotrépico kainato cuja fungio nio é
tao determinante quanto a dos outros dois recetores ionotrépicos. Existem para além dos
ionotropicos, recetores metabotropicos de proteina G, mGIuRI-8, que estimulam uma
enzima efetora, produzindo um mensageiro secundario, o inositol trifosfato (IP3), que

mobiliza o Ca** existente no reticulo endoplasmético neuronal.

Os AMPAr sao heteromeros que compreendem as subunidades GluAl a GluA4 sendo
normalmente constituido por GluA2 no nucleo o que resulta numa impermeabilidade do
recetor ao Ca** e uma resisténcia ao bloqueio por poliaminas®. Estes recetores assumem
diferentes conformacoes, dependendo das células onde sao existentes e da localizagao. Em
neurdnios na regidto CAl do hipocampo, os AMPAr sio formados somente por duas
subunidades GIuA2 e duas GluAl e GIuA3 com percentagens 80% e 20% respetivamente, o
que indica que 80% dos recetores manifestam composicao GIuAI/GIuA2 e 20% dos
heterémeros sio GluA2/GIuA3”. Os AMPAr sio ainda constituidos por quatro dominios de
cariz estrutural, destacando-se o dominio intracelular carboxi-terminal (CTD), dominio

transmembranar (TM), dominio extracelular ligand binding (LBD) e o dominio aminoterminal

26



(ATD). Cada dominio especializa-se em fungoes como ligagao ao glutamato, no caso do LBD

e TM, enquanto que o CTD tem atuagio no movimento seletivo do AMPAr*,

Os recetores ionotropicos de glutamato NMDAr sdo altamente permeéveis para Ca”™".
E um tetrimero formado por duas subunidades GIuN| e GIuN2 e trata-se de um recetor
importante ao nivel da sinapse, tendo atividade na neuroplasticidade, estando envolvido em

processos para o desenvolvimento do SNC e de aprendizagem e de memoria.

2.2 Disfuncao da sinalizacdao glutamatérgicalexcitotoxicidade

Quando comparado com outros neurotransmissores como a serotonina ou dopamina,
a concentragao de glutamato no SNC em condigoes normais é por si bastante elevada,
atingindo na magnitude de 5 a 10 mmol/kg®. Estes valores de concentragio extracelular tém
de ser mantidos em valores fisiologicos para se desenrolar uma adequada ativagao de
recetores sensiveis a glutamato, ja que uma excessiva ativagao de recetores glutamatérgicos
desencadeia fenomenos de excitotoxicidade, que podem culminar em morte das células
neuronais®. O glutamato apesar de indispensavel, verificou-se que uma concentragio de
apenas |-10 uM é suficiente para existir agao dos recetores e como ficou demonstrado por

Choi, uma concentragio de 10-100 uM é o minimo para se observar morte de neurénios®.

A excitotoxicidade é um processo complexo, sendo que o cérebro possui mecanismos
para evitar que aconte¢a. No entanto, varias circunstancias podem desencadear
este fenomeno. Por exemplo, a disfungao energética pode causar a falha de
recetores glutamatérgicos uma vez que a ativagao de recetores ionotropicos depende do
influxo de Na* e Ca”, que no seguimento sofrem efluxo realizado pela Na,K-ATPase num
processo com dependéncia energética. Danos nas mitocondrias podem tornar os neurénios
mais suscetiveis a toxicidade induzida por NMDA¥, A isquémia resultante de um estado
hiperglicémico é outra causa®. Devido a excessiva estimulagdo glutamatérgica resultante das
elevadas percentagens de glutamato extracelular, ja foi observada a formagao de espécies
reativas de oxigénio® que interagem com a recaptacio de glutamato. Em condi¢des de
concentragao anormalmente elevada de glutamato na fenda sindptica, gera-se um ciclo
vicioso com elevada ativagao dos seus recetores e consequente consumo excessivo de
energia e producao de radicais livres com o potencial de causar danos neurolégicos
nomeadamente ao nivel da recaptagao, podendo reverter esse processo causando

glutamato excessivo extracelular. Gera-se edema3'e posterior isquémia e comprometimento
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do fornecimento energético.

2.3 Transportadores de glutamato

Para que a concentragao de glutamato possa ser mantida dentro dos limites fisiolégicos,
existe uma variedade de transportadores que cooperam nesta tarefa. Desde logo, os
transportadores VGLUTI| e VGLUT2 s3o os responsiveis para a recaptagao
deste neurotransmissor para as vesiculas, sendo que uma sobre-expressaio de VGLUTI
leva um aumento da atividade glutamatérgica. O VGLUT3 é outro recetor, expresso em
variados neurénios, nio sendo exclusivo aos que apresentam atividade glutamatérgica®. Os
astrocitos evidenciam os transportadores GLAST e GLTI ou EAATI e EAAT2, com
funcdo na recaptacido de glutamato durante o ciclo glutamato-glutamina. Por fim,
incorporados nos neurénios estao EAACI| ou EAAT3, EAAT4 e EAATS providenciais na
auto-incorporagao de glutamato apos ser libertado na fenda sindptica para serem
armazenados no neurodnio pré-sinaptico. Estes transportadores sao ainda uteis para
limitar o fendmeno de spillover que consiste na passagem de glutamato, que se encontra
em quantidade excessiva numa fenda sinaptica, para outras fendas sinapticas adjacentes

onde iriam providenciar um efeito excitatorio acrescentado.

2.4 Ciclo glutamato/glutamina

Uma forma de recaptagao do glutamato do espago extracelular é através do ciclo
glutamato-glutamina, que se inicia com a incorporagao, por parte dos astrocitos, do
glutamato excedente proveniente da fenda sinaptica. Segue-se uma conversao de glutamato em
glutamina, num processo dependente de ATP, pela enzima glutamina sintetase™, e a
glutamina ai formada é libertada por um transportador e sera incorporada por
neurénios onde é novamente convertida em glutamato por agio da glutaminase® como é

possivel observar-se na Figura 2.
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Figura 2- Ciclo glutamato-glutamina, adaptado de (33)

O ciclo glutamato-glutamina tem particular importancia por permitir a reciclagem do
glutamato libertado na fenda sindptica. A incorporagao e posterior conversao deste
neurotransmissor no interior dos astrocitos € igualmente importante para a manutengao das

vias metabolicas desta célula®.

3 Sinapses silenciosas

Observadas pela primeira vez por Patrick Wall e Eugene Merrill, as sinapses silenciosas
foram descritas como sendo sinapses ineficazes e incapazes de exercer efeito pos-sinaptico'.
O conceito tomou maior visibilidade com a assungao de que existe uma disparidade entre o
numero total de sinapses e o nimero efetivo de sinapses funcionais®, sendo que se estima que
num cerebelo adulto, 95% das sinapses entre as células granulares e Purkinje sao

surpreendentemente silenciosas™.

As sinapses silenciosas podem, portanto, ser definidas como uma ligagao sinaptica em
que uma corrente pos-sinaptica excitatoria estd ausente, apesar de se verificar uma
despolarizagao do terminal pré-sinaptico. Abundam no hipocampo, em particular na area
CAIl', no entanto nio sao exclusivas dessa zona. Desde cedo se atribui a existéncia destas
sinapses como uma resposta a uma necessidade fisiologica num ser jovem, e que seriam

abundantes numa fase do desenvolvimento acelerado do corpo humano onde teriam influéncia
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ao nivel da formagao do circuito neuronal numa fase imatura e posteriormente seriam
silenciadas por ja nao serem necessarias. No entanto, ja foram observadas em seres adultos e

em quantidades elevadas®.

Um estudo com recurso a técnica Epitope-preserving magnified analysis of the proteome
(eMAP)*® permitiu a obtengdo de imagens de elevada resolugio dos AMPAr e NMDAr de
protrusoes dendriticas em neurénios piramidais corticais. As protrusdes dendriticas sem
terminal arredondado em forma de cabega, também denominadas por filopodia (figura 3),
foram reportadas em quantidades superiores até entao, assumindo uma prevaléncia na
ordem dos 30% de todas as protrusdes’’. Anticorpos direcionados para as subunidades
GluAl e GIuNI demonstraram a presenca de AMPAr e de NMDAr respetivamente,
sendo observado em spines dendriticas com sinal superior, uma resposta proporcional ao
maior tamanho da cabe¢a da spine. Porém, na filopodia o sinal de AMPAr esta ausente
sugerindo a presenca de sinapses silenciosas. Outro dado importante advém do bloqueio
induzido por Mg” em NMDAr que resulta em sinapses silenciosas no potencial de

repouso”’.
a

. )

Figura 3- Imagens de um neuroénio piramidal L5. a, As setas amarelas referem-se a
elementos da filopodia, enquanto que as setas vermelhas mostram spines. b, Imagem de
um elemento de filopodia. ¢, Imagem de spine, adaptado de (37)
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3.1 Teorias subjacentes ao surgimento das sinapses silenciosas

Desde a primeira observagio da existéncia destas sinapses, hd mais de 2 décadas', que
varias teorias tém surgido no sentido de explicar a génese do fendmeno do silenciamento

sinaptico.

Existem teorias que assentam num modelo em que este silenciamento tem génese num
momento pré-sinaptico, no entanto, outros investigadores assumem um modelo de

silenciamento pos-sinaptico.

O modelo proposto por Kullman assenta num silenciamento pré-sinaptico. Aqui é
assumido que uma sinapse silenciosa pode ser descrita como o resultado de um terminal pré-
sinaptico incapaz'. Além disso sio observadas respostas isoladas de NMDA de sinapses

adjacentes perante momentos de excesso de glutamato.

Assim, foi observado que perante a indugao de LTP, ocorria uma ligeira potenciagao de
corrente poés-sinaptica excitatéria mediada por NMDAr (N-EPSCs) com uma
aumento correspondente do coeficiente de variagio (cv)'. Foi igualmente descrito que o
antagonista do NMDAr, MK-801 bloqueava de forma mais assertiva este recetor perante

uma LTP, o que conduz a uma assungao que existe mais glutamato disponivel durante LTP.

Apos a realizagao de uma estimulagao tetanica presenciou-se uma potenciagao da N-
EPSCs mesmo perante uma quelagio de Ca** e de uma hiperpolarizagio da corrente pos-
sinaptica excitatoria mediada por AMPAr (A-EPSC). Foi sugerido que, em resposta a
esta estimulagao, havia um excedente de glutamato que acabava por transbordar de outras

sinapses adjacentes para a sinapse das células observadas.

Outra abordagem levanta a possibilidade de o terminal pré-sinaptico estar apenas
parcialmente funcional. A libertagio do glutamato ocorrera de forma limitada ou a
concentragao do proprio neurotransmissor é reduzida. Observou-se que uma concentragao
de 250 pM do antagonista dos NMDAr L-AP5 era suficiente para bloquear as N-EPSCs nas
sinapses silenciosas”. No entanto, apés o emparelhamento, o bloqueio nio foi verificado®
sugerindo que apdés o emparelhamento existe uma maior competicao pela ligagio com
NMDAr entre o antagonista e o glutamato, sendo que este encontra-se em maior

concentragao, fazendo prevalecer a EPSC.

Outro estudo sugere a ideia de que as sinapses silenciosas resultam de situagoes de
menor libertagao de glutamato, e que nao soé a quantidade, mas também o ritmo a que é feita

a sua libertagdo, que vai ativar os AMPAr'. Tal foi registado em estudos efetuados em culturas
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sujeitas a toxina tetanica durante | a 3 horas, em que observou-se um crescimento do niimero

de sinapses silenciosas que exibiam diferentes respostas a iontoforese™®.

Nos modelos que suportam teorias da LTP pos-sinaptica, € sugerido que o silenciamento
resulta da auséncia de AMPAr pos-sindpticos, em detrimento de problemas ao nivel da
libertagao de glutamato descritas no modelo anterior. Uma demonstragao que suporta este
modelo utiliza neurdnios piramidais de CA3, observou-se um processo de reversao do
silenciamento em sinapses silenciosas sujeitas a um protocolo de emparelhamento e de
injecio de corrente'. O processo do aumento da temperatura, envio de impulsos ou de
injecao de ciclotiazida nao levaram ao aparecimento de A-EPSCs em sinapses silenciosas,
mas auxiliaram A-EPSCs em sinapses funcionais, sendo que N-EPSCs permaneceu
idéntico antes e depois do emparelhamento. Tais factos sugerem que o processo de
reversao do silenciamento ndo esta relacionado com variacdes na concentracio de

glutamato nem na velocidade do processo da sua difusio'.

Outro suporte desta teoria assenta numa experiéncia realizada numa cultura de células
de neuronios que foi elaborada de modo a proporcionar um controlo simultaneo da célula
pré e pos-sinaptica, que se tornaram alvo de eventos autapticos, conduzindo a ocorréncia de
apenas N-EPSCs. Sugestiona-se aqui a refutagao de qualquer transborde de glutamato ja que
numa sinapse perfeitamente funcional a A-EPSC deveria sempre ocorrer antes da N-EPSC

numa sinapse silenciosa.

Com recurso a técnica confocal fluorescent imaging e de registos eletrofisiologicos de
neurdnios piramidais CAl, pretendeu-se a visualizagao de spines de uma sinapse silenciosa.
O Ca* nio foi incorporado no N-EPSCs correspondentes a estimulagio pré-sindptica'. O
mesmo ocorreu em resposta a um estimulo tetanico. A explicagao para tais eventos coincide
na incapacidade da spine ser despolarizada o suficiente para desbloquear os canais de Mg**

dos NMDAr, ja que ficou demonstrada a sua presenga em ambos os eventos.

Atualmente, a opinido mais aceite mais aceite para a ocorréncia de sinapses silenciosas
reside em perturbagdes ao nivel dos AMPAr e que para ocorrer o processo de ativagao é

essencial recrutar AMPAr funcionais para a membrana poés-sinaptica de neuroénios.

3.2 Detecao de sinapses silenciosas

Nestas sinapses observou-se desde cedo uma disparidade relativa ao numero de

respostas perante um potencial de repouso com um potencial com despolarizagao da
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membrana*"***. Por detras, decorre uma falta de AMPAr na membrana pos-sinaptica, apesar
de estarem presentes NMDAr. Esta conjugacao indica que esta sinapse esta incapaz de exibir
uma resposta a estimulagao através do neurotransmissor glutamato, ja que os NMDAr so6
exibem resposta na presenca de AMPAr, pois sem a presenca destes os NMDAr ficam

bloqueados devido a presenca de Mg*".

Assim, a elaboragao de protocolos eletrofisiologicos com finalidade de identificar sinapses
silenciosas baseia-se na observagao e comparagio dos coeficientes de variagao (cv) das
amplitudes da EPSC referentes aos AMPAr e NMDAr* (Figura 4). Outro método é focar na
recegao de sinais exclusivos de sinapses silenciosas ou comparar a taxa de falha referente a
potenciais de membrana com uma hiperpolarizagao (AMPA) ou uma despolarizagao
(NMDA)*. Uma elevada taxa de falha nos potenciais hiperpolarizados vai sugerir a presenca

de uma sinapse silenciosa.

1 1
] ]
1 1
1
1 =70 mV +40 mV |
1
] ]
1 1
1 1
1 1
1 1
i i
] ]
1 1
1004 | 0
1 1
] ]
L o
A ____ = L L1
20 P T 2, 0 5 O, W
E L |
o T
T o cv=0.081
'Ié 1/evi=152
£
E
@ —50-] cv=0.107
& 1/cv?=88.1
o 1
— I 1
-100- © ° ° o
o 00 o 00 -~ o - o OOO o
_— o2 - Y _ O M e e _____
65 OOU‘O'O %o 000900, o
- o e © o o
= T T T T T
0 20 40 60 80 100

Stimulus number

Figura 4- Amplitude de EPSC, adaptado de (44)

Como métodos morfologicos, pode-se recorrer ao uso de anticorpos e de marcadores
fluorescentes para avaliar a presenca ou auséncia de AMPAr e NMDAr. Como marcador

pode-se recorrer a sinaptofisina®.
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3.3 Regulacao das sinapses silenciosas

A ativagao de uma sinapse silenciosa pode iniciar-se com indugao de long-term
potentiation (LTP) de modo a ativar os AMPAr pos-sinapticos (Figura 5). Em paralelo com
uma indug¢ao de LTP pré e pos-sinaptica, a ativagao de NMDAr e um aumento da
concentragio de Ca®* sdo igualmente necessarios a par da sinalizacgio mediada pelo fator
neurotréfico derivado do cérebro (BDNF)*. A presenca de AMPAr estd dependente de

47,48

uma exocitose pos-sinaptica eficiente deste recetor™™ tal como uma difusao lateral do

mesmo**°,

Outro método reside numa escassez de alguns minutos de libertagao pré-sinaptica que
vio culminar no recrutamento de AMPAr no terminal pés-sinaptico’*>*. A inatividade de
uma sinapse vai reverter o silenciamento, nio obstante que este seja apenas transitorio.

ApOs ativagao da sinapse, verifica-se um novo silenciamento.
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Figura 5- Regulagao de sinapses, adaptado de (44). a, Processo de
silenciamento e reversio com movimento de AMPAr no terminal pés-
sinaptico. b, Reversao do silenciamento pelos processos de inativagao
e por indugao de LTP
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3.4 Estabilizacao/eliminacao de sinapses

O numero total de sinapses num estado silencioso varia ao longo do tempo devido a
estimulos, idade do individuo, de facto, apesar de ainda existirem em adultos, as sinapses
silenciosas num ser imaturo tém tendéncia a desaparecer, podendo ser convertidas em

sinapses funcionais ou serem sujeitas a um processo de eliminagao.

Existem varios fatores que diferenciam uma sinapse glutamatérgica imatura e instavel de
uma sinapse madura e, por consequéncia, caracterizada por uma maior estabilidade®. A
presenca de atividade pré e pos-sinaptica é importante na estabilizagio de uma sinapse jovem®
que ocorre de forma mais rapida perante a indugio de LTP*, bem como o consequente
recrutamento de AMPAr para a regiao pos-sinaptica que origina uma sinalizagao no terminal
pré-sinaptico®”*®. Para além dos AMPAr a presenca de NMDAr, em particular aqueles que
contém o recetor GIuN2A, contribuem de forma significativa para a estabilidade sinaptica®
devido a menor mobilidade do recetor® e da endocitose menos frequente®'. Um terceiro fator
importante na estabilizacao de sinapses é a presencga de postsynaptic density protein (PSD e de
scaffolding proteins membrane-associated guanylate kinases (MAGUK. Tém fungdes de
movimentagio e fixagio de AMPAr e NMDAr na membrana pés-sinaptica®’. A proteina 102
(SAP102 é altamente expressa no periodo pos-natal mas posteriormente sofre uma quebra
da expressiao, ao contrario das proteinas PSD95, PSD93 e SAP97 que presenciam uma

expressio mais significativa no seguimento do periodo pés-natal®

. Mais importante, observou-
se que ao remover PSD95 a proporcao de sinapses silenciosas sofria um aumento® que conduz

a conclusao de que tém um papel importante na regulagao destas sinapses.

Por sua vez a eliminagao segue-se de uma sinalizagao que tem como alvo as sinapses
silenciosas incapazes de sofrerem conversao em sinapses funcionais. Nao sé perda de AMPAr
e NMDAr (Figura 6, mas também a auséncia da sua ativagao aparenta acelerar o processo
de eliminagdo tal como o long-term depression (LTD", sendo que a perda de AMPAr ocorre
de forma mais rapida do que de NMDAr*. O processo de eliminacio que ocorre na doenca
de Alzheimer como consequéncia da atividade das placas de B-amildide é em tudo
semelhante a este. As placas oligoméricas vao provocar LTD dependente de NMDAr ao
ativar o local de ligagdo do glutamato na subunidade GIuN2B* sendo o processo de

eliminagio mediado pelo sistema do complemento com ativagao da microglia®*.
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Figura 6- Estabilizacao e eliminagao de sinapses, adaptado de (44)

4 Sinapses e a sua relacio com LTD e LTP

As sinapses, estruturas facilmente manipulaveis, sofrem altera¢oes ao longo do tempo
como consequéncia de atividades de aprendizagem e criagio de memorias que acabam por
moldar o circuito neuronal. De facto, quer a sinapse ou a rede neuronal que as envolve, nao

sao estruturas estanques.

O mecanismo por detras do silenciamento sinaptico, long-term depression (LTD) refere-
se ao processo em que decorre um decréscimo da resposta aferente de um estimulo pré-
sinaptico. Estao descritos trés tipos de LTD, podendo ser homosinaptica, heterosinaptica ou
pode seguir-se a um momento de LTP. O processo de LTD é precedido por alteragoes pré e
pos-sinapticas sendo que a profundidade destas modificagoes varia conforme a sinapse em
causa e o estado de desenvolvimento do ser estudado®’. A libertacio de glutamato encontra-
se reduzida no terminal pré-sindptico em LTD sendo que pode também resultar de um
mensageiro retrogrado de cariz pés-sinaptico que culmina nessa inibicao, sendo um exemplo
o oxido nitrico. Os recetores glutamatérgicos, em particular, AMPAr estio em numero
reduzido devido a sua remocio®. No entanto, tal pode igualmente dever-se a alteracdes na

condutincia e na consequente reversio da potenciagio do recetor®.

Este processo pode, no entanto, ser revertido perante a indugao de LTP*.
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O cérebro humano € uma estrutura altamente versatil e adaptavel a qualquer situagao.
Segundo Donald Hebb, perante um estimulo repetitivo entre duas células neuronais, essa
ligacao saira fortificada. Assim, uma atividade de repeticao ou causalidade entre dois neuroénios
ira tornar a sinapse existente mais resistente e consequentemente mais dificil provocar a sua
quebra. Nos trabalhos de Bliss e Lomo 1973 e Levy e Steward 1983, foi postulado que uma
ativagao repetitiva e praticamente sincrona de ambos os neurdnios pré e pos sinapticos produz
uma resposta acrescida da conexao estimulada. Este processo ficou mais tarde conhecido por
LTP e refere-se efetivamente a um fenomeno de intensa transmissao sinaptica resultante de
simultdnea atividade pré-sinaptica e de despolarizagio pos-sinaptica' em que na sua origem
estara um aumento pré-sinaptico da libertagao de glutamato’ ou um aumento da sensibilidade
a esta libertagao por parte do terminal pds-sinaptico’'. Atualmente acredita-se que o LTP est4

associado a um aumento de EPSCs mediados por AMPAr (A-EPSCs)’>7>747,

A ligagao do LTP com as sinapses silenciosas advém de observagoes em que ocorreu a
indugao de LTP. Observou-se um aumento do nimero de sinapses ativas contribuindo para
os EPSCs relatados e € a causa do aumento dos locais de libertacao de neurotransmissores e

dos proprios neurotransmissores.

Ja ficou descrito a preponderancia que o processo de LTP pode ter na ativagao de
sinapses que previamente estavam silenciadas, no entanto, nao é exclusivo destas, e o LTP
também vai ocorre em sinapses funcionais e este fortalecimento ou enfraquecimentos das
conexoes sinapticas presentes bem como a criagao de novas ou eliminagao de sinapses vai

determinar o grau de plasticidade sinaptica.

De facto, demonstrou-se que, em sinapses nao silenciadas e sujeitas a potenciagao, nao
se verificaram alteragdes em quanta’®”’. Tais resultados, parecem afirmar que o LTP provoca
o recrutamento de novas sinapses, tornando sinapses silenciosas em sinapses capazes (figura
7). Perante a estimulagao de sinapses funcionais resultou um aumento em amplitude de
mEPSC, o que sugere a chegada de AMPAr adicionais para a membrana pés-sinaptica como
ficou demonstrado, perante a libertagao de glutamato, que culminou num crescimento em
amplitude de A-uEPSC’®*%,  Assim, variagdes relativas ao nimero de AMPAr na membrana
pos-sinaptica estarao na génese de potenciagao excitatoria quando em nldmero acrescido e

em momentos de escassez serao causa de depressao da resposta sinaptica.

O movimento de AMPAr tem de facto implicagao ao nivel da plasticidade sinaptica e
quando associado a este temos a ativagao de NMDAr sendo processos complexos e que

envolvem movimento coordenados de variadas moléculas sinalizadoras. De momento parece
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correto definir LTP como o principal recrutador de novos AMPAr para sinapses funcionais e

silenciosas.
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Figura 7- Sinapse silenciosa apés indugio de LTP, adaptado de (I). A esquerda da figur,
encontramos uma sinapse madura com AMPAr e NMDAr, contrariamente a sinapse
silenciosa a direita que apenas apresenta NMDAr e por isso é incapaz de responder a um
estimulo pré-sinaptico com glutamato. E possivel também observar a movimentacio de
AMPAr para o terminal pés-sinaptico na sinapse silenciosa devido a um processo de LTP.

5 Movimentaciao de AMPAr no terminal pos-sinaptico

A presenga de AMPAr no terminal pos-sinaptico esta dependente da atividade dessa
sinapse e o numero de recetores encontra-se intimamente ligada com os mecanismos de
plasticidade sinaptica particularmente LTP e LTD® como é possivel observar na Figura 8. Estes
recetores apresentam elevada mobilidade, e o seu recrutamento surge numa necessidade
fisiologica que é observada nestes processos de plasticidade sinaptica. Perante LTD é
observado a endocitose de AMPAr presentes a superficie do terminal pos-sinaptico como
resultado de uma cascata de sinalizagao intracelular que envolve calcineurinas e a proteina
fosfatase | (PP1)*. Esta endocitose também é observada de forma constitutiva como processo

de reciclagem deste recetor®.

Perante a inducao de LTP ocorre uma acréscimo do processo de exocitose no terminal
pos-sinaptico e uma difusao dos AMPAr laterais para a zona da sinapse onde a PSD MAGUK

tem acdo na difusdo e ancoragem destes recetores™
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Figura 8- Movimento de AMPAr perante a indugao de LTP ou LTD, adaptado de (81)

6 Disfuncio da transmissdao glutamatérgica: a sua relacio com sinapses e

doencas neurodegenerativas

Com o aumento da esperanca de vida, o desempenho cognitivo decresce e o
desenvolvimento de doengas de cariz neurodegenerativo, em particular aquelas intimamente
ligadas com a idade, tornaram-se mais comuns. A sinapse, devido a polarizagao inerente aos
neurdnios, € das estruturas mais frageis do ser humano e por essa razao esta vulneravel a
alteragoes. Nestas doencgas, o declinio cognitivo acelerado nao é necessariamente o resultado
de uma diminuigao quantitativa de sinapses por si s6 ou uma neurogénese deficiente ou ainda
uma plasticidade neuronal reduzida, por outro lado parece que os mecanismos por detras da
manutengao do bem-estar cognitivo vao tornando-se menos eficientes com o avangar da idade

e originam todas estas alteragoes.

Na génese destas patologias parecem estar disfungdes no transporte de glutamato na
fenda sinaptica, ocorrendo momentos de excitotoxicidade em que a concentragio de
glutamato é demasiado elevada. Apesar de ser o principal mediador excitatorio do SNC,
o glutamato ¢é toxico. De seguida irao ser abordados algumas dos distirbios

neurodegenerativos mais comuns.

Na doenca de Parkinson o efeito excitotéxico do glutamato é notério. A nivel

fisiopatologico observa-se a acumulagao de corpos de Lewey e uma degeneragao progressiva
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de neuronios dopaminérgicos nigroestriatais que conduz a disfungao motora caracteristica da
doenga. Sintomatologia como tremores, bradicinesia e rigidez muscular podem resultar da
excessiva ativacao dos recetores glutamatérgicos que por sua vez contribuem para a
excitotoxicidade e morte de neurénios nigroestriatais®. Condicdes de indugio de um estado
de parkinsonismo através do uso de neurotoxinas como a 6-hidroxidopamina (6-OHDA),
rotenona e N-metil-4-fenil-pyridinium (MPTP) resultaram num decréscimo da recaptagao de

glutamato em células PC12%,

A esclerose lateral amiotrofica (ALS) manifesta-se através de uma progressiva perda de
neurénios motores na medula espinal, no tronco cerebral e ainda no coértex motor. Esta
degeneragao pode ou nao ter causa genética e esta intimamente ligada a uma disfungao no
transporte de glutamato, observando-se elevados niveis deste neurotransmissor no fluido
cérebroespinal resultantes de uma menor expressao das proteinas transportadoras EAAT2.
Num doente de ALS, a atividade deste transportador é apenas 33% em comparagao com o

padrio de atividade sugerindo ainda que estes existem em pequena quantidade®.

A doenca de Alzheimer tem cariz irreversivel e pode definir-se como uma patologia
neurodegenerativa progressiva e cronica e que tem nas regioes do cortex cerebral e no
hipocampo as principais areas danificadas. Um cérebro sujeito a doenga de Alzheimer vai
sofrer uma deterioragio progressiva e irremediavel com consequente morte de neurénios®.
No parametro macroscopico é possivel visualizar uma degeneragao acelerada na regiao
constituinte do hipocampo e também do cortex cerebral, uma acumulagao de liquido cefalo-
raquideano e igualmente uma hipertrofia ventricular. Por detras destas alteragoes estarao
multiplas mutagoes genéticas na proteina percursora amildide (PPA) e nas proteinas
presenilina | e 2 que culmina na clivagem da PPA no péptido B-amiloide que se vao acumular.
A agregacao de micotubulos de proteina tau hiperfosforilada é outra alteragao. No entanto
esta acumulagao nao é uniforme, a acumulagao dos fragmentos da proteina AP vai ocorrer na
parte extracelular dos neurdnios ao invés que a acumulagao da proteina tau vai culminar na
parte intracelular. Todas estas alteragoes vao sendo acompanhadas por um processo
inflamatorio propiciado por astrocitos e microglia. Tal como na doenga de Parkinson, um
dos planos terapéuticos passa pela toma de memantina, um antagonista NMDA,
indicando que bloqueadores dos recetores glutamatérgicos ou farmacos com potencial de

aumentar a recaptagao de glutamato tem beneficio nestas terapéuticas.

Na doenca de Alzheimer ocorre uma reducao da expressao do transportador de

glutamato e um consequente decréscimo da sua recaptacao. No trabalho de Zoia demonstrou-
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se que apesar de ser algo normal que a expressao destes transportadores seja menor com o

85,86 Em

avancar da idade, numa situacdo neurodegenerativa tal ocorre mais rapidamente
comparagao com um controlo jovem, observou-se uma menor recaptagao de glutamato e uma
expressao menor do transportador EAATI| em fibroblastos e em pacientes de Alzheimer
existe menor expressao deste transportador e simultineo inferior recaptagao de glutamato
sugerindo a associagao da escassez de EAATI| e uma clearance deficiente de glutamato
contribuem para neurodegeneragao e por consequéncia a doenca de Alzheimer®®%, Keller
sugere também uma ligagao relativa a inibicao da recaptagao de glutamato devido as placas de
B-Amiloide®®. A proteina tau produzida em ratos transgénicos pelo promotor glial fibrillary

acidic protein (GFAP) fez diminuir a produgao de proteinas como GLT-1 e GLAST, importantes

para a atividade dos transportadores de glutamato.

7 Modulagdo das sinapses silenciosas e o seu impacto nas doencas

neurodegenerativas

Associadas as doengas neurodegenerativas em particular na Alzheimer estiao
perturbagoes no transporte de glutamato, em particular nos seus transportadores. A
desregulagao destes pode ter as mais variadas origens. As sinapses silenciosas e a sua regulagao
tém estados implicadas em varias patologias neurologicas, em particular em doengas
neurodegenerativas. Em sinapses excitatorias originadas num adulto observa-se a falta de
AMPAr necessarios para a neurotransmissio, resultando em sinapses silenciosas®. Este
processo nao € estanque e devido a elevada plasticidade neuronal, ocorre frequentemente a

conversao de sinapse funcional em silenciosa, ocorrendo também o inverso.

A regulagao pode tornar-se patoldgica perante uma excessiva e indiscriminada reversao
do silenciamento. Este processo pode originar uma reorganizagao aberrante associado a
patologias como a adigdo e a certas lesoes cerebrais, e o silenciamento de sinapses
funcionais conduz a perda de sinapses a que associamos nas doencas neurodegenerativas*
(Figura 9). Em doengas como a adigdo pode-se assistir a uma criagdo de sinapses
funcionais onde existia previamente sinapses silenciosas, isto em resultado de uma
estimulagdo. O numero de sinapses funcionais mantém-se inalteravel, no entanto o

potencial de criar novas conexdes relacionadas com a atividade é maior™*.

Em doengas neurodegenerativas, em particular na doenga de Alzheimer observa-se a
perda de sinapses® de forma dréstica e severa e no seguimento, ocorre o impedimento da

ocorréncia de LTP, ao invés decorre o fendmeno inverso, LTD. De facto, na doenca de
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Alzheimer ocorre perda de NMDAr®”' e de AMPAr**** nas sinapses tornando-as silenciosas
e por sua vez pouco Uuteis. Este silenciamento sera consequéncia dos efeitos sinaptotoxicos
exercidos pelas placas -amildides que tem o potencial de ativar recetores metabotrépicos
NMDAr contendo GIuN2B que podem induzir LTD*. Ao ser induzido este estado de LTD é
muito improvavel que estas sinapses silenciosas se tornem funcionais novamente através do

novo recrutamento de AMPAr®.

a De novo generation

A—A A A-A

Activity-dependent selection
A A b AMPA silencing

memema» AMPA-silent synapse
= Functional synapse /\ ------ > A A A

Figura 9- Ativacao de sinapses silenciosa, adaptado de (44). a, Em patologias como a adicao,
sao ativadas sinapses que nunca foram anteriormente ativadas. b, Na doenca de Alzheimer,
verifica-se o silenciamento de sinapses previamente funcionais.

8 Conclusio e perspetivas futuras

A transmissao de informagao por meio de sinapses, 4 algo facilmente modulado e as
sinapses, em particular as menos estaveis, sofrem alteracoes com alguma regularidade
consoante a a¢ao ou a sua auséncia de estimulos. O glutamato e todos os processos a si
associados tém um papel importante no equilibrio de toda a rede das sinapses, sabendo que

perturbagoes nas concentragoes deste aminoacido podem ser muito prejudiciais.

A presencga de sinapses silenciosas encontra-se de facto por detras das mais diversas
patologias neuroldgicas, juntamente com perturbagdoes no mecanismo de transporte de
glutamato. O fendmeno da excitotoxicidade e os radicais livres formados durante o processo

sao causadores de danos a nivel cerebral.
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As sinapses recentemente formadas, carecem de respostas excitatorias derivadas da
presenca de glutamato na fenda sinaptica e mediadas por AMPAr, sendo esta sua descoberta
determinante na compreensao destas patologias e a sua presenga em abundancia em seres
adultos desafia o conhecimento adquirido até recentemente. Perante a imensidao da presenga
de sinapses silenciosas, tal demonstra um potencial sinaptico desconhecido e um vasto terreno
por explorar, pois de facto a percentagem de sinapses funcionais num dado momento nao é
tao elevado quanto o estimado. A plasticidade neuronal em resultado a este fenomeno
é imensa ja que possibilita o estabelecimento de novos circuitos sinapticos. Os modelos
de criagdo e consolidagdo de memodria baseados na premissa de que a formagao de
memorias encontra-se intimamente ligada com a flexibilidade na aquisicao e estabilidade
na consolidagao, suportam a ideia de que sinapses funcionais serao importantes
para o armazenamento de informagao e a sua retengao, sendo a ativagao das sinapses

silenciosas determinante para a rapida aquisicio de nova informagao®’.

Ha, portanto, muitas sinapses inativas, que sao silenciosas, umas nao devem ser
revertidas para evitar algumas patologias e a adigao, sendo que a ativagao das sinapses
silenciosas pode ser importante na neurodegeneragao, em particular na doenga de Alzheimer
onde se pensa que as placas 3-amildide tornam a reversao de sinapses silenciosas impossivel.
No entanto, este efeito irreversivel carece de maior esclarecimento. De facto, demonstrou-
se ser viavel a nova ativagao de sinapses previamente silenciosas noutras situagoes. Até a
pouco tempo, a ocorréncia de sinapses silenciosas era dado como exclusivo de seres jovens,
algo desmentido recentemente®, por isso a influéncia das placas oligoméricas devera ser alvo
de maior investigagao pois a reversao do silenciamento nao é impossivel como demonstra um

estudo que teve como alvo a subunidade mGIuR5”,

A ativagao de sinapses silenciosas tem potencial terapéutico podendo ser importante

para a reversao da morte de sinapses observada nas doengas neurodegenerativas.
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