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Resumo:

A inibicdo no sistema nervoso central € mediada pelo GABA e pela glicina. No hipocampo, a
maioria das sinapses inibitérias sdo GABAérgicas e as glicinérgicas, predominantemente
importantes na espinal medula, tém sido ignoradas.

Os receptores da glicina pertencem a familia de receptores ionotropicos, estdo localizados na
membrana do terminal pds-sinaptico e formam um canal pentamérico composto por dois tipos
de subunidades (a e B) permeavel a ides CI'.

O principal objectivo deste trabalho é efectuar uma caracterizagdo espacio-temporal do
receptor da glicina no hipocampo de rato em diferentes estadios de desenvolvimento.

Os resultados obtidos por Western Blot indicaram um aumento estatisticamente significativo de
9-10 vezes na expressao do receptor da glicina desde o nascimento (P0) até ao sétimo dia de
vida (P7). De P7 em diante, a sua expressao diminuiu de uma forma dependente da idade.

Os resultados do RT-PCR mostraram que a expressdao do mRNA da subunidade a1 aumenta
ao longo do desenvolvimento, que os niveis de mRNA da subunidade a2 predominam nos
estadios imaturos e que o mRNA da subunidade 3 é igualmente expresso durante os estadios
de desenvolvimento pds-natais.

A imunohistoquimica revelou que a localizagdo subcelular do receptor da glicina ao longo do
desenvolvimento ndo é idéntica. Nos estadios imaturos, este receptor € essencialmente
expresso em redor do corpo celular. Nos estadios maduros, o receptor da glicina tem uma
localizagdo predominantemente dendritica, sinaptica e extrasinaptica, no stratum radiatum das
cornu ammonis 1/3 e no stratum moleculare do gyrus dentatus. Os receptores da glicina
sinapticos estdo préximos de terminais pré-sinapticos, confirmando a sua localizacdo pos-
sinaptica enquanto que os extrasinapticos encontram-se sob a forma de agregados.

Estes resultados evidenciam, pela primeira vez, que o receptor da glicina é amplamente
expresso no hipocampo em diversos estadios de desenvolvimento, sugerindo assim um

importante papel para a neurotransmissao glicinérgica no hipocampo.

Palavras-chave: Receptor da glicina; hipocampo; desenvolvimento; imunohistoquimica;

microscopia confocal.
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Abstract:

The inhibition in central nervous system is mediated by GABA and glycine. In hippocampus
most inhibitory synapses are GABAergic, and glycinergic ones, predominantly important in
spinal cord, have been largely ignored.

Glycine receptors belong to the superfamily of ligand-gated ion channels, are localized in the
postsynaptic membrane and form pentameric channels composed of two different subunits (a
and ) permeable to CI ions.

The principal aim of the present study was to perform a spatial-temporal characterization of
glycine receptor in rat hippocampus in different developmental stages.

Western blot analysis showed that there was a 9-10 statistically significant fold-increase in
glycine receptor expression from birth (P0) to seven days postnatal (P7). From P7 on, glycine
receptor expression decreased in an age dependent manner.

RT-PCR data demonstrated that a1 subunit mMRNA expression increases with development,
while a2 subunit mRNA seems to predominate at early developmental stages. 3 subunit mMRNA
is equally expressed during all postnatal developmental stages.

Immunohistochemistry revealed that glycine receptor subcellular localization over development
is not identical. In immature stages, glycine receptor expression was found to delineate the cell
bodies. In more mature stages, glycine receptor has a synaptic and extrasynaptic localization in
dendritic areas, namely in stratum radiatum of Cornus Ammonis 1 and 3 and in stratum
moleculare of Dentate Gyrus. Synaptic glycine receptors are apposed to inhibitory presynaptic
boutons confirming its postsynaptic location while the extrasynaptic glycine receptors are
arranged in clusters that freely diffuse in the cellular membrane.

These results elucidate, for the first time, that glycine receptors are widely expressed in the
hippocampus in several stages of development, supporting a role for the importance of

glycinergic neurotransmission in hippocampus.

Key words: Glycine receptor; hippocampus; development, immunohistochemistry; confocal

microscopy.
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Caracterizagao espacio-temporal do receptor da glicina no hipocampo de rato

1. Introducgao Tedrica:

1.1. O Sistema Nervoso Central

O sistema nervoso € composto por neurénios e por células da glia, entre elas os astrocitos e
oligodendrdcitos. Este pode ser dividido em sistema nervoso central, constituido pelo cérebro e
espinal medula, e sistema nervoso periférico que inclui o sistema nervoso somatico e o sistema
nervoso auténomo (Zigmond et al., 1999).

Os neuronios sao considerados as células base do sistema nervoso e comunicam entre si
através da geracdo e propagacao de impulsos nervosos e da libertagdo, por exocitose, de
moléculas quimicas - 0s neurotransmissores — que sdo usadas para amplificar e modular sinais
entre dois neurdnios e entre neurdnios e outras células (Dumoulin et al., 1999).

As principais fungbes do sistema nervoso sdo a coordenagéo de toda a actividade muscular e
movimentos de 6rgaos, assim como a iniciagdo e finalizagdo de estimulos e acg¢des, devendo
sempre existir um equilibrio entre a transmisséo excitatoria e inibitéria (Zigmond et al., 1999).

A transmissao inibitéria no sistema nervoso central € mediada pelo GABA (gamma-amino
butyric acid) e pela glicina, sendo o GABA o principal neurotransmissor inibitério no cérebro e a
glicina, por sua vez, na espinal medula e tronco cerebral. Por outro lado, a transmisséo

excitatoria no cérebro ocorre devido a acgao do glutamato e do aspartato (Siegel et al., 1989).

1.2. Perspectiva Historica da Glicina e do seu Receptor

Em 1965, Aprison e Werman descobriram que a concentragdo da glicina na espinal medula era
bastante elevada (Aprison e Werman, 1965). Associando este facto ao publicado alguns anos
antes por Curtis e Watkins, que mostraram que a aplicagéo de glicina a neurénios da espinal
medula originava uma inibigdo da transmissao sinaptica (Curtis e Watkins, 1960), comegaram a
surgir indicios que a glicina poderia ter ai um importante papel como neurotransmissor.

Nos anos seguintes, foram muitos os estudos que envolveram a glicina ndo s6 a nivel
molecular, mas também a nivel electrofisiolégico. E de salientar o trabalho feito por Curtis e
colaboradores que demonstraram que em neurdnios da espinal medula, a glicina originava uma
hiperpolarizacdo, (sensivel a estriquinina) (Curtis, Hosli e Johnston, 1967), que é devida a um
aumento da condutdncia do ido cloreto (CI') (Curtis et al., 1968). Estas descobertas, em

conjunto com os trabalhos publicados no inicio da década de 70, em que foi demonstrado que

1



1. Introdugao Tedrica

a glicina podia ser sintetizada (Shank e Aprison, 1970) e libertada pelos neurénios apés a
aplicacdo de um estimulo (Hopkin e Neal, 1970), originaram pela parte da comunidade
cientifica, um elevado interesse pela glicina e pelas suas fun¢gdes como neurotransmissor
quimico.

Entre os varios estudos da época, surgiram as primeiras evidéncias que demonstravam a
existéncia de transportadores da glicina, que se pensou serem responsaveis pela terminagéo
da sua actividade sinaptica (Logan e Snyder, 1971; Bennett et al., 1973). Também emergiram
estudos pioneiros que mostraram que o convulsionante alcaléide estriquinina seria um potente
e relativamente selectivo antagonista do receptor da glicina (Young e Snyder, 1973).
Posteriormente, foi descoberto que a [3H]-estriquinina podia-se ligar irreversivelmente ao
receptor da glicina, o que deu inicio a um conjunto de experiéncias que culminaram no seu
isolamento numa matriz de afinidade contendo 2-amino-estriquinina-agarose, detectando-se
trés polipéptidos com massas de 48, 58 e 93 kDa (Pfeiffer et al., 1982).

Em 1966, Werman enumerou um conjunto de critérios que sdo aceites como caracteristicas
que uma molécula devera possuir para ser considerada um neurotransmissor, nomeadamente
a sua concentragcdo, a capacidade de ser sintetizada pelos neurdnios e libertada apds
estimulagcdo, a existéncia de mecanismos que a inactivem e a presenca de receptores
especificos sensiveis a acgdo de antagonistas (Werman, 1966). Assim, a glicina preenche
todos os critérios referidos, sendo considerada pela comunidade cientifica um importante

neurotransmissor.

1.3. A Glicina

A glicina € um aminoacido nao essencial com uma estrutura bastante simples (Nelson e Cox,
2000) e que desempenha dois papéis fundamentais no sistema nervoso central: um deles é
como neurotransmissor quimico, particularmente importante nas sinapses inibitérias da espinal
medula e tronco cerebral (Siegel et al., 1989) e o outro € como co-agonista da transmisséo
excitatéria no cérebro através da activacdo dos receptores NMDA (N-metil-D-aspartato),
pertencentes a familia dos receptores de glutamato, que apresentam uma resposta
extremamente potenciada pela glicina (Johnson e Ascher, 1987).

A glicina pode participar em diversos processos metabdlicos e é sintetizada a partir da glucose,
apesar do seu precursor imediato ser a serina (Figura 1). Varios estudos usando precursores
radioactivos sugerem que a grande maioria da glicina encontrada no cérebro é originada pela

sintese de novo a partir da serina e nao pelo transporte através do sangue (Siegel et al., 1989).
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COO~ N COO~
o serina hidroximetiltransferase N |
HBN—(|?—H > H 3N—(|3—H
CH,OH H
Serina Glicina

Figura 1 — Biossintese da glicina a partir da serina pelo enzima serina hidroximetiltransferase.
Ambas as formulas estruturais (serina e glicina) representam o estado de ionizagdo que predomina a pH
7. A fracgdo seleccionada (a rosa) identifica o grupo R caracteristico de cada um dos aminoacidos,

enquanto que a restante estrutura € comum a todos eles (Adaptado de Nelson e Cox, 2000).

O responsavel pela sintese da glicina a partr da serina €& o enzima serina
hidroximetiltransferase (EC 2.1.2.1.) (Figura 1). No entanto, a actividade deste enzima néao
pode servir para avaliar os neurénios que sintetizam e libertam a glicina, pois pensa-se que a
sua velocidade de formagdo seja constante em varias areas, ndo parecendo existir uma

correlagao com os neurénios glicinérgicos (Siegel et al., 1989).

1.4. A Glicina no terminal pré-sinaptico

A glicina apresenta fungdes de neurotransmissor e, como tal, € armazenada em vesiculas
sinapticas. O transporte da glicina para a vesicula € mediado directamente pelo VIAAT
(vesicular inhibitory amino-acid transporter) (57 kDa), que € um transportador localizado na
membrana das vesiculas (Sagné et al., 1997) com doze dominios transmembranares (Figura
2A), e que pode assim ser visto como um marcador de terminais pré-sinapticos inibitérios
(revisto em Legendre, 2001). Por outro lado, a entrada da glicina para as vesiculas sinapticas
esta dependente de uma bomba de protdes que os transporta do citosol para o lumen da
vesicula, acidificando-o. Esta bomba utiliza como fonte de energia a hidrélise de moléculas de
ATP (adenosine-5'-triphosphate), sendo assim denominada de ATPase vacuolar (Figura 2)
(Dumoulin et al., 1999). Deste modo, € possivel ao VIAAT efectuar a troca da glicina citosdlica
por protdes que se encontram no limen vesicular, carregando as vesiculas sinapticas com
glicina (Sagné et al., 1997). Todavia, este transportador ndo é especifico para a glicina, pois
também pode transportar GABA, estando presente em terminais puramente glicinérgicos,
gabaérgicos ou mistos (glicinérgicos e GABAérgicos) (Dumoulin et al., 1999). A capacidade do
VIAAT transportar um dos dois neurotransmissores inibitérios esta relacionada com a sua

concentragdo no citosol, estando esta dependente quer dos enzimas que sintetizam a glicina e
3



1. Introdugao Tedrica

0 GABA, quer dos transportadores especificos para cada um dos neurotransmissores que
existem na membrana dos terminais pré-sinapticos (revisto em Legendre, 2001) (Dumoulin et
al., 1999).

Apos a introdugéo do neurotransmissor nas vesiculas sinapticas, estas sdo encaminhadas para
junto da membrana do terminal pré-sinaptico. Essa orientacdo é feita por um conjunto de
proteinas denominadas de sinapsinas, que interagem com os microtubulos, e pela acgao de
proteinas Rab. As proteinas Rab estdo integradas numa familia especifica de proteinas que
hidrolisam o GTP (quanosine-5'-triphosphate), as GTPases (Purves et al., 2008).

As vesiculas sinapticas ficam ancoradas a membrana do terminal pré-sinaptico através da
formagao de um complexo de proteinas usualmente conhecidas como proteinas SNARE
(soluble NSF (N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein) attachment receptor). Este complexo
proteico é constituido por proteinas membranares, quer vesiculares quer do terminal pré-
sinaptico. Assim, existe a acumulagao das vesiculas em zonas onde posteriormente ocorrera a

fusdo destas com a membrana do terminal pré-sinaptico (Purves et al., 2008).

A Vesicle transporter VIAAT

Nity Cytonol
e OO "« s,

[l e, . Cilycine
"""" andfor
..... GABA

Vesicle lumen (exoplasm)

B Plasma membrane transporter GLYT2 __,.+**" "

Cyiosal L ee*""

Figura 2 — Representagao esquematica do transportador da glicina do espago extracelular para o

.t

citosol e do citosol para as vesiculas pré-sinapticas. (A) - Transportador vesicular do GABA e da
glicina - VIAAT (vesicular inhibitory amino-acid transporter) - com os 12 dominios transmembranares. (B) -
Transportador situado na membrana dos terminais pré-sinapticos especifico para a glicina - GlyT2 (glycine

transporter 2) - que também tem 12 dominios transmembranares (Adaptado de Legendre, 2001).

Quando o terminal pré-sinaptico recebe um potencial de acgéo, da-se a despolarizagao da
membrana, o que origina alteragées no seu potencial e a consequente abertura dos canais de
calcio (Ca2+) dependentes da voltagem. Devido ao gradiente de concentragdes do ido Ca®* na

membrana do terminal pré-sinaptico, ocorre o influxo dos ides Ca®". Estes ides vao-se ligar a

4
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sinaptotagmina, uma proteina presente na membrana das vesiculas sinapticas, catalisando a
fusao das vesiculas com a membrana plasmatica. Forma-se assim o poro de fusao, levando a
extrusdo completa (ou parcial) do conteudo das vesiculas para a fenda sinaptica. Por fim,
ocorre a reciclagem das vesiculas por endocitose mediada pela clatrina.

Este processo é bastante importante para a célula, uma vez que os precursores das vesiculas
sinapticas séo originalmente produzidos no reticulo endoplasmatico e no complexo de Golgi,
que se situam nos corpos celulares dos neurénios. No entanto, devido a longa distancia que
existe entre o corpo celular e os terminais pré-sinapticos da maioria dos neurénios, o transporte
das vesiculas sinapticas desde o local onde sdo produzidas até ao local de acg¢do, nao
permitiria a sua rapida substituicdo durante a actividade neuronal continua. Assim, torna-se
imperativo a existéncia de um processo de reciclagem de vesiculas no terminal pré-sinaptico
(Purves et al., 2008).

Uma vez na fenda sinaptica, a glicina pode-se ligar aos seus transportadores caracteristicos
localizados quer na membrana dos terminais pré-sinapticos quer na membrana dos astrécitos
ou, por outro lado, pode-se ligar aos seus receptores especificos situados na membrana dos

terminais pés-sinapticos (Dumoulin et al., 1999).

1.5. Transportadores da Glicina

A terminacgdo da actividade sinaptica ocorre através da remocgao da glicina da fenda sinaptica
por transportadores especificos (Guastella et al., 1992), sendo estes responsaveis pela
regulacdo da concentragao da glicina no exterior da célula (Vandenberg et al., 2007).

Para a glicina sao conhecidos, até ao momento, dois tipos de transportadores, o GlyT1 (glycine
transporter 1), localizado na membrana dos astrécitos, (Guastella et al.,, 1992) e o GlyT2
(glycine transporter 2) que existe na membrana dos terminais pré-sinapticos (Figura 2B) (Liu et
al., 1993). Ambos promovem a entrada da glicina nas células acompanhada do co-transporte
de ides sodio (Na*) e CI (Zafra et al., 1995; Roux e Supplisson, 2000).

O GlyT1 permite a entrada da glicina para os astrécitos acompanhada por dois ides Na* e um
ido CI' (Roux e Supplisson, 2000), onde esta é hidrolisada por um eficiente sistema de
degradagéao ai existente composto por varios enzimas denominado de GCS (glycine cleavage
system) (Figura 3) (Sato et al., 1991). Este transportador € muito expresso no cerebelo e no
bolbo olfactivo, sendo também expresso na espinal medula e no tronco cerebral, assim como
em varias regides do cérebro, apesar de ser em niveis pouco elevados (Guastella et al., 1992).

O GlyT1 esta também presente nas sinapses que possuem receptores NMDA, mais até do que
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nas sinapses glicinérgicas ou mistas, o que evidencia o seu papel na regulagdo da
concentracdo da glicina e na provavel modulagdo da fungdo dos receptores NMDA nas
sinapses excitatorias (Smith et al., 1992).

O GlyT2 difere do GlyT1 na sua estrutura molecular, na especificidade do tecido e nas suas
caracteristicas farmacolégicas. Este transportador € altamente expresso na espinal medula e
tronco cerebral, regides do sistema nervoso central onde se sabe que a glicina tem um papel
fundamental, e pouco expresso no cerebelo e cérebro (Liu et al., 1993). Uma vez que ja foram
detectados niveis elevados de GlyT2 nos terminais glicinérgicos (Zafra et al., 1995), estas
moléculas podem assim ser consideradas um marcador importante destes terminais (Poyatos
et al., 1997).

Astrocyte

Postsynaptic neuron

Figura 3 - A sinapse glicinérgica. A glicina € armazenada em vesiculas sinapticas via VIAAT (vesicular
inhibitory amino-acid transporter). Os receptores da glicina sdo apresentados como pentameros com uma
estequiometria de 3a:2B e também 2a:3B e estdo ancorados através da subunidade B a gefirina que
interactua com os microtubulos e microfilamentos do citoesqueleto. A glicina pode ser sequestrada pelos
seus transportadores (GlyT1 - glycine transporter 1 ou GlyT2 - glycine transporter 2) sendo depois re-
empacotada nas vesiculas ou hidrolisada via GCS (glycine cleavage system). Gly (glycine). (Adaptado de
Bowery e Smart, 2006).

O GlyT2 ¢ o principal transportador responsavel pela terminacao do efeito inibitério provocado
pela glicina (Liu et al., 1993), pois retira-a da fenda sinaptica para o terminal pré-sinaptico,

acompanhada do co-transporte de trés ides Na® e um ido CI (Roux e Supplisson, 2000),
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podendo esta ser re-empacotada nas vesiculas sinapticas (Figura 3) (revisto em Bowery e
Smart, 2006).

Estes transportadores sdo muitas vezes vistos como importantes alvos terapéuticos, pois ao
serem bloqueados por inibidores especificos podem modular a fungado neuronal, através do
aumento do tempo de permanéncia da glicina na fenda sinaptica, aumentando a duracédo da

sua acgao (Guastella et al., 1992).

1.6. O Receptor da Glicina

Existem muitos paralelismos no estudo do receptor da glicina e dos receptores de GABA.
Porém, se por um lado estdo abundantemente descritos receptores para o GABA do tipo
ionotrépico (GABA, e GABA:) e metabotropico (GABAg), para a glicina apenas é conhecido,
até ao momento, um receptor ionotropico pds-sinaptico, desconhecendo-se qualquer receptor
do tipo metabotrépico (Purves et al., 2008).

O receptor da glicina e o receptor GABA, pertencem a mesma familia de receptores, a familia
de receptores ionotropicos Cys-loop, pois ambos apresentam regides homdlogas no local de
ligacdo aos respectivos ligandos e partlham a mesma topologia transmembranar e
caracteristicas estruturais e funcionais, estando envolvidos na mediagao da transmissao rapida
que ocorre nas sinapses (Jensen et al., 2005).

O receptor da glicina € composto por cinco subunidades que formam um canal pentamérico
(Figura 4) (Langosch et al., 1988) permeavel a anides, especialmente ao ido CI. Quando a
glicina se liga ao seu receptor, induz a abertura do canal o que faz com que o ido CI” entre para
o terminal pdés-sinaptico levando a uma hiperpolarizagcdo e uma consequente inibicdo da
transmissao sinaptica (Young-Pearse et al., 2006).

Cada uma das cinco subunidades é constituida por proteinas que possuem quatro dominios
transmembranares (TM1-4), estando os terminais amina e carboxilo virados para o espago
extracelular, neste caso para a fenda sinaptica, sendo o terminal amina muito maior que o
terminal carboxilo (Figura 4). No terminal amina estéo identificados quatro residuos de cisteina
que estao envolvidos na formagao de ligagdes persulfureto, dando assim nome a esta familia.
No lado citoplasmatico existe um pequeno /oop entre o dominio TM1 e o TM2 e um Joop
envolvendo um maior nimero de aminoacidos entre o dominio TM3 e o TM4 (revisto em Kirsch,
2006), o qual é substrato para fosforilagdes por numerosas cinases e também desempenha um
papel fundamental para a ancoragem do receptor na sinapse e no trafego de e para a
membrana celular (revisto em Bowery e Smart, 2006). O dominio TM2 é bastante importante

pois é ele que forma o poro do canal (Figura 4) (Jensen et al., 2005).
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Figura 4 — Diagrama esquematico do receptor da glicina. E de realgar o mecanismo sugerido para a
abertura do canal ionotrépico e a estrutura e aminoacidos da subunidade a1 evidenciando os seus quatro
dominios transmembranares (M1-4), assim como os /loops citoplasmaticos entre os dominios M1 e M2 e
entre os dominios M3 e M4. GlyR (glycine receptor).

(Adaptado de www.biophysics.org.au/About/index.html).

O receptor da glicina é constituido pelas subunidades alfa (a) e beta (B) com 48 e 58 kDa,
respectivamente (revisto em Bowery e Smart, 2006). Durante muito tempo pensou-se que o
receptor da glicina era constituido por trés subunidades a e duas B (3a:2B) (Kuhse et al., 1993)
mas, estudos recentes revelam a existéncia de receptores da glicina compostos por duas
subunidades a e trés B (2a:3B) (Grudzinska et al., 2005).

Até ao momento foram ja detectados quatro genes que codificam a subunidade a (a1, a2, a3 e
a4) enquanto que para a subunidade B apenas foi detectado um gene. A diversidade nas
subunidades do receptor da glicina pode ainda ser gerada por splicing alternativo (revisto em
Kirsch, 2006). As subunidades a1 (48 kDa) e a2 (49 kDa) sdo consideradas subunidades de
elevada importancia e sdo muito expressas no sistema nervoso, apesar de a sua expressao ser
altamente regulada e parecer ser distinta em diferentes fases do desenvolvimento e em
diferentes 6rgaos, o que origina alteragdes na fisiologia e farmacologia do receptor da glicina
(Takahashi et al., 1992). Por outro lado, as subunidades a3 e a4 sio consideradas
subunidades de menor importancia e pouco abundantes. Enquanto que a subunidade a4
parece ser a mais rara, a subunidade a3 parece ter um papel fundamental na transmissao da
dor causada por uma inflamag&o mediada por prostaglandinas em neurénios da espinal medula
(Harvey et al., 2004).

A subunidade 3 é bastante expressa no sistema nervoso e a sua expressdo nao se

correlaciona com a expressdo da subunidade a, o que podera indicar outras fungdes para esta
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subunidade, uma vez que por si s6 é incapaz de formar receptores de glicina homoméricos
(revisto em Bowery e Smart, 2006). A principal fungdo da subunidade 3 é assegurar a
interaccdo do receptor da glicina com a gefirina (Figura 3) (Meyer et al., 1995), uma proteina
citoplasmatica pds-sinaptica com 93 kDa (Schmitt et al., 1987), que corresponde ao polipéptido
com maior massa molecular que foi isolado em 1982 (Pfeiffer et al., 1982).

A acumulacéo dos receptores de glicina nos locais pos-sinapticos das sinapses glicinérgicas ou
mistas (Figura 3) pode ser vista como um processo que envolve dois passos: a formagao prévia
e independente de agregados de receptores de glicina que se difundem por toda a membrana
plasmatica e a associagao de alguns destes agregados a gefirina (Meier et al., 2000). Esta, por
sua vez, interage com proteinas do citoesqueleto, sendo assim responsavel pelo recrutamento

do receptor para a membrana pds-sinaptica (Figura 3) (Kirsch et al., 1991).

1.7. O Receptor da Glicina durante o Desenvolvimento — Despolarizagcao

vs Hiperpolarizacao

A semelhanca do que acontece para os receptores de GABA, também esta descrito que em
neurdnios imaturos, a activacdo do receptor da glicina causa despolarizagdo em vez da
hiperpolarizagcdo observada em neurénios maduros, o que indica que algures no
desenvolvimento, existira uma alteragdo da fungcado do receptor da glicina, passando este de
excitatorio para inibitorio (revisto em Ben-Ari, 2002).

Esta alteragéo parece estar relacionada com a variagado da concentragéo intracelular do ido CI
originada por dois tipos de transportadores, um que promove o seu influxo acompanhado do
ido Na* e do ido potassio (K*), denominado de NKCC1 (Na*-K'-2CI cotransporter 1) (Delpire,
2000), e um segundo transportador que promove o efluxo do ido CI' com o co-transporte do ido
K*, denominado de KCC2 (K'-Cr cotransporter 2) (Delpire, 2000).

O NKCC1 é altamente expresso na altura do nascimento diminuindo a sua expressdo com o
desenvolvimento (Plotkin et al., 1997) enquanto que o KCC2 é pouco expresso a nascenga,
aumentando a sua expressao com o crescimento (Clayton et al, 1998). A expressao
diferenciada destes transportadores € consistente com a diminuicdo da concentragdo
intracelular do ido CI" observada durante o desenvolvimento e, parece ser responsavel pela
mudanc¢a de direccdo das correntes do i&o CI' no receptor da glicina (Delpire, 2000). A sua
activagdo, nos neurénios imaturos, gera o efluxo do idao CI' das células, despolarizando-as e
originando uma actividade excitatéria (Figura 5A) (Flint et al., 1998) enquanto que, no caso dos

neurénios maduros, promove o influxo do ido CI” das células, hiperpolarizando-as e levando,
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consequentemente, a uma inibicdo da transmissao sinaptica (Figura 5B) (revisto em Ben-Ari,
2002).

(A) Elevada [CI]; (neurdnios imaturos) (B) Baixa [CI']; (neurénios maduros)
) KCC2 =
GIyR / ¥ KCC2
G ¥

MK

or NKOG1 N Navrce
2cr ,)%Nmm
2cH
- cr cr
£ e,
voocUIY ¥¥oico - Development Joca OiGche
Ca**
Despolarizacao - Transmissao excitatoria Hiperpolarizagédo - Transmissao inibitoria

Figura 5 — A expressao precoce de NKCC1 e a expressao tardia de KCC2 determinam as mudancas
ao longo do desenvolvimento da [CI]i. Diagrama esquematico evidenciando o co-transportador de Na*
- K" - 2CI' denominado de NKCC1, o co-transportador de K" -Cr designado de KCC2, as correntes do iao
célcio dependentes da voltagem e as correntes do i&o cloreto dependentes do gradiente de concentracao.
(A) - A expressdo de NKCC1 predomina em neurdnios imaturos, nos quais a [CI]; é relativamente
elevada. (B) - A expressdo de KCC2 predomina em neurdnios maduros, nos quais a [CI]; é relativamente
baixa. NKCC1 (Na'-K*-2Cr cotransporter 1); KCC2 (K'-CI cotransporter 2); GlyR (glycine receptor); CLC2
(voltage-gated chloride channel 2); VDCC (voltage-dependent calcium channel); [CI]; (concentragdo

intracelular do ido cloreto) (Adaptado de Ben-Ari, 2002).

1.8. O Receptor da Glicina na Espinal Medula

No sistema nervoso central, o receptor da glicina é altamente expresso na espinal medula e
tronco cerebral, tendo também ja sido detectado no talamo, hipotalamo, cerebelo, cortex e
hipocampo, sendo ainda de referir a expressédo acentuada deste receptor na retina (revisto em
Lynch, 2004).

Devido ao papel bastante importante da transmisséo glicinérgica na espinal medula, o receptor
da glicina tem ai sido alvo de diversos estudos e caracterizacdes entre eles ao nivel da
expressao proteica e ao nivel da expressdo do RNA (ribonucleic acid) mensageiro (MRNA —
messenger ribonucleic acid).

Estudos de expressao proteica das varias subunidades do receptor da glicina evidenciaram
que, ao longo do desenvolvimento, parece existir uma alteragdo na sua constituicao,

nomeadamente a passagem de uma forma imatura homomérica, composta apenas por
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subunidades a2, para a forma madura heteromérica composta por subunidades a1 e B (Becker
et al., 1988).

Uma analise posterior feita por hibridacdo in situ do mRNA das varias subunidades do receptor
da glicina demonstrou que, nos neurénios imaturos (embrionarios), a subunidade a2 tem um
elevado nivel de expressao, que diminui apds o nascimento e que, em contraste, a expressao
do mRNA das subunidades a1 e B é baixa nos neurénios imaturos e aumenta rapidamente
apos o nascimento (Malosio et al., 1991), o que parece estar concordante com a analise
efectuada a expressao proteica.

Esta mudancga na constituicdo do receptor da glicina esta completa pelo vigésimo dia apds o
nascimento. Porém, esta ocorréncia origina a coexisténcia de varias isoformas do receptor da
glicina e existem mesmo evidéncias que a subunidade a2 podera n&do desaparecer como
inicialmente se pensava, mas sim continuar a ser expressa ao longo de toda a vida (revisto em
Lynch, 2004).

A localizagdo dos receptores homomeéricos e heteroméricos parece nao ser idéntica, pois os
receptores heteroméricos sao constituidos pelas subunidades a e [, proporcionando esta
ultima a ligagéo a gefirina (Meyer et al., 1995), que é indispensavel para que os receptores da
glicina se localizem na zona sinaptica. Por outro lado, os receptores da glicina homoméricos
difundem livremente pela membrana plasmatica sendo considerados receptores extrasinapticos
(Sola et al., 2004).

Os receptores localizados nos terminais pds-sinapticos sdo maioritariamente responsaveis pela
neurotransmissao rapida e fasica enquanto que os receptores extrasinapticos parecem estar

envolvidos na modulagao lenta e ténica da actividade neuronal (Muller et al., 2008).

1.9. O Receptor da Glicina no Hipocampo

No cérebro, onde o GABA ¢é considerado o neurotransmissor inibitério por exceléncia, pouco
esta descrito sobre a fungéo da glicina e do seu receptor. No entanto, um estudo relativamente
recente revela a existéncia de sinapses mistas de GABA/glicina e de sinapses puramente
glicinérgicas no hipocampo, apesar de evidenciar que a expresséo do receptor da glicina no
hipocampo é cerca de 5-9 vezes menor do que na espinal medula (Danglot et al., 2004).

Porém, a composicéo do receptor da glicina no hipocampo é diferente da existente na espinal
medula, pois uma analise feita a abundancia relativa dos mRNA’s das varias subunidades
deste receptor mostrou que as subunidades a2 e 3 e, em menor quantidade, a subunidade a3

estdo presentes nos neurénios maduros do hipocampo, o que é bastante diferente do
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observado na espinal medula em que os neurdnios maduros parecem ter uma abundante
expressao das subunidades a1 e 8 (Malosio et al., 1991).

A semelhanca do que ocorre na espinal medula, também nos neurénios do hipocampo esta
descrita a presenca de receptores de glicina homoméricos, que parecem ser compostos
apenas por subunidades a2, nos locais extrasinapticos e receptores de glicina heteromeéricos,
aparentemente compostos por subunidades a2 e [, nos locais sinapticos (Chattipakorn e
McMahon, 2002).

1.10. O Hipocampo

O hipocampo é uma pequena estrutura pertencente ao sistema limbico que se encontra
localizada nos lobos temporais do cortex cerebral (Figura 6). Esta regido é bastante importante
na aprendizagem e na memoria e pensa-se que esteja envolvida em varias situagdes
patolégicas, tais como a epilepsia ou a doenga de Alzheimer (Andersen et al., 2007).

Os mamiferos tém dois hipocampos, um em cada hemisfério cerebral, e a sua caracteristica
aparéncia curvilinea, em forma de cavalo-marinho a qual deve o seu nome (do grego hippos —
cavalo e kampi - curva), permite a sua facil identificagdo. A sua importancia fisiolégica e
patoldgica faz com que seja das estruturas cerebrais mais intensamente estudadas hoje em dia
(Andersen et al., 2007).

O hipocampo é uma estrutura heterogénea no que diz respeito ao tipo celular, as camadas
celulares e aos terminais nervosos. E composto por duas camadas de tecido cortical, ligadas
entre si, constituidas por dois tipos principais de células: as células granulares do gyrus
dentatus (GD) e as células piramidais da cornu ammonis (CA). A zona CA é usualmente
dividida em quatro areas denominadas de CA1-4, sendo a CA1 a area mais préxima do cortex
cerebral e a CA4 a area que contacta directamente com as células do GD. Apés a area CA1
segue-se uma estrutura especifica conhecida como subiculo (Andersen et al., 2007).

Apesar de os neurénios piramidais serem os que estdo em maior quantidade no hipocampo,
além dos neurdnios granulares ai existentes, estd também presente um terceiro tipo de
neuronios denominados de interneuronios. Os interneurénios sao um grupo muito heterogéneo
de neurdnios que se localizam entre as varias camadas existentes e sao positivos para os
marcadores de GABA, pelo que se pensa que estes neurdnios serao predominantemente
GABAérgicos (Andersen et al., 2007).

Mais detalhadamente, no que diz respeito a organizagao das células, podem ser encontradas
trés camadas laminares, semelhantes em toda a zona CA (Figura 6A). A principal camada é

denominada de stratum pyramidale e é onde se encontra a maioria dos corpos celulares dos

12



Caracterizagao espacio-temporal do receptor da glicina no hipocampo de rato

neurdnios piramidais, bastante abundantes nesta zona. Estes neurdnios s&o
predominantemente excitatérios e realizam essa fungéo através da libertagdo de glutamato. No
lado externo do stratum pyramidale reside uma outra camada usualmente conhecida como
stratum oriens. Esta zona contém poucos corpos celulares, sendo abundante em dendrites das
células piramidais e varios interneuronios. No lado interno do stratum pyramidale situa-se a
ultima camada laminar, geralmente chamada de stratum radiatum. Esta zona contém varios
axonios e dendrites que a atravessam para fazer a comunicacdo com outras zonas do
hipocampo e, é também aqui que estdo localizados muitos dos terminais sinapticos dos
neurénios. Esta camada, a semelhanga da stratum oriens, é praticamente isenta de corpos
celulares e contém muitos interneurénios (Andersen et al., 2007).

A organizagdo laminar do GD, tal como acontece para a CA, é também feita em varias
camadas (Figura 6A). A principal camada desta zona é denominada de stratum granulosum e é
ai que se encontra a grande maioria dos corpos celulares dos neurénios do GD. A cobrir toda
esta area existe uma outra camada conhecida como stratum moleculare, que é uma zona
pouco abundante em corpos celulares. O stratum moleculare é rico em axénios provenientes
dos corpos celulares que se localizam no stratum granulosum e é uma zona abundante em
terminais sinapticos, sendo ai também observados interneurénios. No interior da camada
stratum granulosum, existe uma zona usualmente designada de hilus onde também se

localizam alguns interneurénios e alguns terminais sinapticos (Andersen et al., 2007).

No interior do hipocampo existe um vasto e importante circuito de vias. As trés principais vias
deste circuito sao usualmente conhecidas como: Perforant Pathway, Mossy Fibres Pathway e
Schaffer Collateral Pathway (Figura 6B). Este circuito pode ser visto como uma rede
unidireccional que tem inicio no cértex entorrinal.

Os neurénios da camada Il do cértex entorrinal enviam axdénios para os neurénios do GD e da
CA3 através de uma via denominada de Perforant Pathway, que pode ser dividida em lateral e
central. Esta via é a principal forma de entrada de axénios no hipocampo. A camada Il do
cortex entorrinal envia ainda axonios directamente para os neurénios da CA1 e do subiculo
(Andersen et al., 2007).

Os neurdnios do GD comunicam, através dos seus axonios, com os neuronios da CA3
formando assim uma via independente geralmente conhecida como Mossy Fibres Pathway
(Andersen et al., 2007).

Por sua vez, os neurdnios da CA3 comunicam com os neurénios da CA1 através de uma das
vias mais conhecidas e estudadas do hipocampo, usualmente chamada Schaffer Collateral
Pathway. Estes neurdnios também comunicam com os neuronios da CA1 do hipocampo
contralateral através da Associational Commissural Pathway. Os neuronios da CA1 tém

axoénios que se prolongam até ao subiculo, sendo esta a forma predominante de saida de
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dendrites do hipocampo. Estes neuronios, por outro lado, comunicam directamente com o

cortex entorrinal formando assim um loop (Andersen et al., 2007).

(A) (B)

Figura 6 — Representagdo do hipocampo. (A) Representagdo esquematica das células do hipocampo.
(Adaptado de Danglot et al., 2004). (B) Circuito das vias existentes no hipocampo.

(Adaptado de www.bristol.ac.uk/synaptic/info/pathway/hippocampal.htm).

CA1 — CA3 (Cornu ammonis 1 — 3); DG (dentate gyrus); So (stratum oriens); Sr (stratum radiatum); Sm
(stratum moleculare); Sg (stratum granulosum); Hf (hippocampal fissure); Sp (stratum pyramidale); S.luc
(stratum lucidum); EC (Entorthinal Cortex); PP (Perforant Pathway); LPP (Lateral Perforant Pathway);
MPP (Medial Perforant Pathway); MF (Mossy Fibres); SC (Schaffer Collateral); AC (Associational

Commissural) e Sb (Subiculum).

As diversas areas do hipocampo sao relativamente faceis de reconhecer. No entanto, para
comparar os dois tipos principais de células num mesmo animal, e entre animais diferentes, &
preciso ndo esquecer que os cérebros tém de ser cuidadosamente orientados (Palkovits e
Brownstein, 1988).

O hipocampo é uma das partes do cérebro mais excitaveis e, talvez por isso, seja
frequentemente o local onde se desencadeiam as crises epilépticas. No entanto, ainda
permanece por esclarecer se a epilepsia é causada por alteragcbes andmalas no hipocampo ou
se o hipocampo é danificado pelo efeito cumulativo das crises epilépticas (Andersen et al.,
2007).

1.11. O Receptor da Glicina e a Epilepsia

Existem varios indicios de que a neurotransmissao mediada pela glicina pode ter um papel
importante em doencas relacionadas com o controlo motor tal como a epilepsia (Brackmann et
al., 2004).
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A epilepsia € uma doenga rara mas potencialmente fatal, que afecta o sistema nervoso central
e que pode envolver mutagdes no receptor da glicina (Rajendra e Schofield, 1995). Esta
desordem consiste em alteragdes na actividade eléctrica do cérebro caracterizadas por uma
hiperexcitabilidade e uma actividade eléctrica hipersincronizada (Delpire, 2000) que originam
manifestagcbes motoras descritas por contracgdes involuntarias das extremidades do corpo, por
convulsdes incontrolaveis e até pela perda da consciéncia (Purves et al., 2008). Uma das
hipéteses para essa excitabilidade anomala é o funcionamento anormal da transmisséo
inibitéria mediada pelo GABA (Delpire, 2000).

Assim, sao varios os estudos de genética molecular que descobriram que mutagbes na
subunidade a1 do receptor da glicina - nomeadamente na ligacdo entre os dominios TM1 e
TM2, no préprio TM2 e na ligagdo entre os dominios TM2 e TM3 - (Rajendra e Schofield,
1995); na subunidade B; na gefirina (Rees et al., 2002) e no GlyT2 (Gomeza et al., 2003) estao
relacionadas com a epilepsia. Estas mutagdes podem ter varios efeitos que levam, em ultima
analise, a reducdo da sensibilidade e da condutancia do receptor da glicina ao ido CI', ou seja,
a diminuicdo do numero de receptores funcionais na membrana celular, ou mesmo a uma
atenuacédo da sua expresséo (revisto em Bowery e Smart, 2006).

Por outro lado, outros estudos realizados num modelo animal de epilepsia demonstraram que a
administragdo de glicina pode diminuir os ataques epilépticos (Cherubini ef al., 1981) e que os
agonistas do receptor da glicina no hipocampo, nomeadamente a taurina, diminuem as
descargas epilépticas, podendo assim ser considerados potenciais anticonvulsionantes
(Kirchner et al., 2003). Estes dados sugerem um importante papel para o receptor da glicina na

epilepsia, tornando esta area de investigacao bastante promissora.

1.12. Farmacologia do Receptor da Glicina

O antagonista mais potente do receptor da glicina é a estriquinina (Curtis et al., 1968; Young e
Snyder, 1973) que se liga irreversivelmente a subunidade a1 (Ruiz-Gomez et al., 1990). No
entanto, esta ligacao é bloqueada pela prépria glicina, o que sugere uma possivel relagdo entre
os locais de ligagdo a agonistas e antagonistas (Graham et al., 1983). Um outro antagonista
dos receptores da glicina € a picrotoxina que também é usada como antagonista dos
receptores GABA,. O que este antagonista tem de peculiar € que consegue distinguir entre os
receptores de glicina homomeéricos e heteroméricos, sendo mais potente nos homoméricos
(Pribilla et al., 1992).

Os principais agonistas do receptor da glicina sdo, para além da glicina, a $-alanina e a taurina,

por ordem decrescente de poténcia (Lewis et al., 2003). Apesar de ser uma area onde ainda ha
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muita controvérsia, estudos relativamente recentes identificaram o local onde ocorre a ligagéo
dos agonistas ao receptor da glicina na interface entre as subunidades a1 e B (Grudzinska,
2005).
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2. Objectivos:

O principal objectivo deste trabalho é realizar uma caracterizacao espacio-temporal do receptor
da glicina no hipocampo de rato em diferentes estadios de desenvolvimento, tendo os

seguintes objectivos especificos:

- Avaliar a expressao proteica do receptor da glicina por Western Blot em diversos estadios de

desenvolvimento;

- Analisar a expressao do mRNA das principais subunidades do receptor da glicina (a1, a2 e B)

por reverse transcriptase polymerase chain reaction ao longo do desenvolvimento;

- Efectuar uma localizagdo subcelular do receptor da glicina nas varias areas do hipocampo

(GD, CA3 e CA1) em diferentes estadios de desenvolvimento.
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3. Materiais e Métodos:

3.1. Reagentes

Os reagentes e consumiveis utilizados neste trabalho, salvo indicagdo em contrario, foram
fornecidos pelos seguintes distribuidores: AnalaR, BDH Chemicals Ltd, CalBiochem, Fluka,

Merck e Sigma.

3.2. Animais

Os animais da estirpe Sprague-Dawley com o tempo de gestagdo conhecido foram
encomendados a Harlan (Espanha) e guardados no Biotério do Instituto de Fisiologia da
Faculdade de Medicina de Lisboa. Ai permaneceram e tiveram as respectivas crias. Nas
diferentes fases de desenvolvimento pdés-natal (P) estudadas neste trabalho: no dia do
nascimento (P0), sete (P7), catorze (P14) e vinte e um dias (P21) apds o nascimento e, por fim,
quando os animais sdo ja considerados jovens adultos, com nove semanas de idade (9
semanas), os animais foram entéo sacrificados.

Para o estudo da fase pré-natal, os animais foram sacrificados ao décimo oitavo dia de
gestagao e os embrides (E18) retirados.

Todo o tratamento e manipulagédo dos animais foram feitos de acordo com as Leis Portuguesas

e com as Directivas da Unido Europeia (86/609/EEC).

3.3. Extraccao de amostras biolégicas

Os animais foram anestesiados com uma mistura de isoflurano 30% (Abbott) em 1,2 —
propanediol e sacrificados por decapitagdo na guilhotina (a2 excepc¢ao daqueles que vao ser
perfundidos).

Todo o procedimento relativo a extrac¢do e preparagao de amostras bioldgicas foi feito, sempre
que possivel, em gelo ou em solugbes geladas, de modo a que a temperatura seja baixa e,

assim, diminuir o metabolismo das células e inibir a accao de proteases e ribonucleases.
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3.3.1. Extraccao da espinal medula

O corpo do animal (P21) foi disposto com a sua superficie ventral para baixo. Foi inserida uma
tesoura no pescogo do animal e foi feito um corte na sua pele ao longo de toda a regido dorsal.
Os musculos dorsais foram afastados de modo a expor a coluna vertebral € o canal vertebral
foi cuidadosamente aberto com uma pequena tesoura. A espinal medula ai alojada foi extraida
com uma espatula através do corte dos nervos espinhais, de modo a isolar completamente a

espinal medula. Por fim, as meninges e os vasos sanguineos foram gentilmente removidos.

3.3.2. Extracgao do cérebro

A cabeca do animal foi colocada com a sua superficie ventral para baixo e a pele do topo da
cabeca foi cortada com o intuito de exibir o cranio. Foi entao introduzida uma tesoura no
foramen magnum de modo a cortar o 0sso occipital e expor o cerebelo (Figura 7A), o que deve
ser feito pressionando a tesoura contra o 0sso para nao danificar o tecido cerebral. De seguida,
foi feito um corte na area da sutura sagital, entre os dois ossos parietais, até a zona da bregma
(Figura 7B). Os dois ossos parietais foram gentilmente puxados para o lado, expondo assim o
cérebro que foi cuidadosamente levantado com uma espatula. Os nervos Opticos, que
impediam a remogéao do cérebro, foram cortados e a cabega do animal foi colocada com o nariz
para cima, ficando o cérebro apenas preso pelos nervos trigémios. Estes foram finalmente
cortados possibilitando assim a remocao completa do cérebro (Figura 7C) (Palkovits e
Brownstein, 1988).

Figura 7 — Extracgao do cérebro de rato. (A) - Introdugdo de uma tesoura no foramen magnum para
cortar o osso occipital. (B) — Corte da sutura digital até a zona da bregma para separar os 0ssos parietais.
(C) - Corte dos nervos trigémios que permitem a extraccao completa do cérebro. (Adaptado de Palkovits e
Brownstein, 1983).
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O cérebro foi imediatamente colocado numa caixa de petri contendo PBS gelado (phosphate
buffered saline) (137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 8 mM Na,HPO,4.2H,0 e 1,5 mM KH,PQO,), que foi
varias vezes substituido para se efectuarem varias lavagens ao cérebro.

Para o estudo da fase de desenvolvimento pré-natal, os embrides (E18) foram colocados numa
caixa de petri com PBS gelado, tendo-se procedido a extrac¢do dos cérebros e ao isolamento

dos hipocampos usando a metodologia referida.

3.3.3. Extracgao do hipocampo

Foi feito um corte com um bisturi pela midline do corpus callosum de modo a separar
parcialmente os dois hemisférios cerebrais e revelar assim a ligacdo do hipocampo ao septo
através da fimbria. Foi introduzida uma pequena espatula e uma pequena pinga no ventriculo
lateral para puxar gentiimente o neocértex que cobre o hipocampo, com o objectivo de expor a
sua superficie, tal como indicado na figura 8A pelas setas. De seguida, foi colocada uma
espatula gentilmente por baixo da fimbria e do hipocampo, tal como evidenciado na figura 8B
pelas setas, de modo a isolar o hipocampo do cérebro levantando-o um pouco e puxando-o
com a ajuda de uma pinga (Figura 8C). Por fim, dado que o hipocampo vai ser homogeneizado,
€ necessario ter o cuidado de garantir que todo o tecido que n&o pertence ao hipocampo é

removido, incluindo as meninges que o cobrem (Shahar et al., 1989).

A B C
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fromlal
midbrain hippocarrpus F
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Euty) ardod] 4
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bran werltral hypotralamus
Alem surlace

Figura 8 — Extracgao do hipocampo do cérebro de rato. (A) — Remocéo do neocértex de modo a expor
0 hipocampo. (B) — Inicio da extracgao do hipocampo. (C) — Isolamento total do hipocampo do resto do
cérebro. (Adaptado de Palkovits e Brownstein, 1983).
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3.4. Técnicas

3.4.1. Western Blot — Descrigao teérica

O Western Blot ¢ uma técnica muito utilizada em biologia molecular para a identificacdo de
proteinas num homogenato, através do seu reconhecimento por um anticorpo (Harlow e Lane,
1999).

O procedimento de um Western Blot pode ser dividido em quatro etapas: a) preparacéo da
amostra proteica, b) separacdo das proteinas por electroforese num gel de poliacrilamida, c)
transferéncia das proteinas para um suporte sélido (normalmente membranas de nitrocelulose)

e, finalmente, d) a detecg¢do da proteina (antigénio) (Harlow e Lane, 1999).

Ha dois tipos principais de anticorpos, os anticorpos monoclonais e os anticorpos policlonais.
Os anticorpos monoclonais sdo altamente especificos, uma vez que foram produzidos somente
por uma linha clonal de células B e reconhecem apenas um epitopo de um antigénio. Os
anticorpos policlonais séo derivados de uma linha celular composta por diferentes linhagens de
células B, sendo assim uma mistura de anticorpos que reconhecem varios epitopos de um
antigénio, obtendo-se um sinal bastante forte. No entanto, sdo mais propicios a reacgbes
inespecificas pelo que, sempre que possivel, devera ser utilizado um anticorpo monoclonal,
apesar de poder ter um sinal mais fraco (Harlow e Lane, 1999).

As interacg¢des anticorpo-antigénio podem ser detectadas através da marcagcdo do anticorpo
com, por exemplo, um enzima, tal como o peroxidase (EC 1.11.1.7) de rabano (HRP -
horseradish peroxidase), ou com um fluoré6foro e ser visualizado por microscopia de
fluorescéncia (Harlow e Lane, 1999), (ver subcapitulo 3.4.3. Imunohistoquimica — Descrigdo

tedrica).

A electroforese é o estudo do movimento de particulas carregadas sob a acgdo de um campo
eléctrico e € muito utilizada na analise de proteinas e acidos nucleicos.

Quando as amostras sdo sujeitas a acgdo de um campo eléctrico, as que possuem carga
positiva vado migrar para o catodo (eléctrodo negativo) e as que possuem carga negativa vao
migrar para o anodo (eléctrodo positivo), isto &, o tipo de carga da amostra determina o seu
sentido de migracédo. A carga de uma amostra € devida a ionizacdo de um ou mais grupos
quimicos, processo este que é bastante condicionado pelo pH da solugdo tampéo. Esta

solugcao também é bastante importante para promover a condugéo da corrente eléctrica entre
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os dois eléctrodos através dos ides presentes no tampdo. Por outro lado, a velocidade de
migracado da amostra esta dependente do valor da sua carga, do campo eléctrico aplicado e
ainda dos efeitos causados pelo atrito entre a propria amostra (que esta relacionado com o seu
tamanho) e o meio de suporte. Porém, dado que numa electroforese o campo eléctrico
aplicado é mantido constante, a migracdo da amostra ocorre, essencialmente, de acordo com a
sua razao carga/massa. Assim, é possivel separar os componentes de uma amostra através
das suas diferentes mobilidades electroforéticas (Wilson e Walker, 2005).

As técnicas electroforéticas podem ainda ser Uteis na determinagdo da massa molecular de
uma proteina em estudo, através da comparagdo da distancia percorrida por esta com a
distancia percorrida, no mesmo gel, por proteinas de massa molecular conhecida (marcadores)
(Wilson e Walker, 2005).

Uma das formas de analisar as proteinas de uma amostra, é através da separagédo em gel de
poliacrilamida desnaturante contendo SDS (sodium dodecy! sulfate), vulgarmente conhecida
como SDS-PAGE (sodium dodecy! sulfate polyacrylamide gel electrophoresis). Neste tipo de
separagao, o principal cuidado a ter é escolher um anticorpo que reconhega as proteinas
desnaturadas (Harlow e Lane, 1999).

Antes da aplicacdo no gel, as proteinas sdo desnaturadas pela acgdo do calor e pelo SDS
presente no tampéao de amostra. O SDS liga-se fortemente as proteinas conferindo-lhes carga
negativa e, consequentemente, quando sujeitas a ac¢cdo do campo eléctrico, migrem para o
anodo. Também esta presente no tampao de amostra um reagente tiélico, usualmente o B-
mercaptoetanol ou o DTT (dithiothreitol) que € usado para reduzir as ligagdes persulfureto.
Outro dos constituintes do tamp&o de amostra € o glicerol que é utilizado para aumentar a
densidade da amostra e assim manté-la no fundo do pogo aquando a aplicagado no gel. Para
visualizar a migragao das proteinas € aplicado a este tampao um corante, geralmente o azul de
bromofenol que, sendo aniénico e pequeno, ira migrar mais rapidamente do que qualquer
componente da mistura a separar, originando assim uma frente de migracdo que permite

monitorizar todo o processo de separagao (Wilson e Walker, 2005).

Os géis de poliacrilamida sdo muito usados em electroforese de proteinas, pois apresentam
uma elevada resolugéo, originando uma boa separagdo dos componentes da amostra em
estudo, que depende também do tamanho dos poros causados pela estrutura do gel. Estes
géis sdo preparados através da polimerizagdo do radical livre acrilamida com o agente de
ligacdes cruzadas N,N’-metileno-bisacrilamida. A reacg¢do de polimerizagdo é iniciada pelo
agente iniciador APS (ammonium persulfate) e pelo catalisador TEMED (N,N,N’N"-
Tetramethylethylenediamine). Os géis s&o, assim, redes tridimensionais de cadeias de

hidrocarbonetos ligadas por grupos metilenos (Wilson e Walker, 2005).
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Neste trabalho, a electroforese foi realizada por um sistema vertical descontinuo, em que o
tampéo utilizado na preparagcdo dos géis é diferente daquele que é usado no reservatorio
electroforético. Este tipo de sistema é composto por dois géis de composigdo distinta
(concentragcédo de acrilamida, pH e forga idnica) mas contiguos. O primeiro gel € um gel com
poros largos que fica na parte superior do sistema e € um gel de concentragédo. O segundo, fica
na parte inferior, € um gel resolvente que permite a separagdo das amostras, tendo assim
poros mais apertados.

A diferenga que existe nos valores de pH entre os dois géis é importante, pois é através dessa
diferenca que ocorre a concentragao da amostra no gel de concentragdo, o que faz com que
seja possivel usar volumes maiores de amostra num sistema descontinuo do que num sistema
continuo, pois este ndo possui géis concentradores (Wilson e Walker, 2005).

O valor da concentragdo de acrilamida na mistura de polimerizagao determina o tamanho dos
poros do gel, diminuindo o tamanho do poro a medida que a concentracdo de acrilamida
aumenta. Assim, a escolha do valor de concentragdo de acrilamida & muito importante para se

obter uma boa separagédo da amostra (Wilson e Walker, 2005).

Apés a separagado das proteinas, ocorre a transferéncia destas sob a ac¢do de um campo
eléctrico, para uma membrana, usualmente de nitrocelulose, que sera uma réplica exacta da
separagdo que ocorreu no gel. E entdo esta membrana, que contém as proteinas ai
imobilizadas, que vai ser incubada com os anticorpos especificos, 0 que vai permitir a
identificacdo e a posterior semi-quantificagdo das proteinas em estudo. A transferéncia pode
ocorrer por um sistema “molhado” que é o que foi usado neste trabalho, em que os géis estao
totalmente submersos no tampao de transferéncia, ou por um sistema “semi-seco” em que os
géis sao colocados entre papel de filtro completamente embebido no tampao de transferéncia
(Harlow e Lane, 1999).

O processo de detecgdo de uma proteina numa membrana é composto essencialmente por
trés fases: a) bloqueio da membrana, b) ligagdo ao anticorpo e c) visualizagédo do sinal. Uma
vez que as membranas utilizadas na técnica de Western Blot ttm uma elevada afinidade para
proteinas, é necessario bloquear as membranas com uma solucgéo rica em proteinas como, por
exemplo, leite magro, de modo a evitar a adsorgédo inespecifica entre o anticorpo e a
membrana (Harlow e Lane, 1999).

Apods o bloqueio é feita a incubacdo da membrana com o anticorpo primario, que é especifico
para a proteina (antigénio) em estudo, e com o anticorpo secundario que, por sua vez,
reconhece o anticorpo primario. O anticorpo secundario esta conjugado com uma molécula que
facilita a sua identificagdo, geralmente o peroxidase (EC 1.11.1.7) de rabano. Deste modo, a

proteina de interesse pode ser detectada através de uma reaccdo catalisada pelo enzima
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peroxidase (EC 1.11.1.7) de rabano, que leva a formagao de um produto luminescente (Harlow
e Lane, 1999).

A reaccgao de visualizagdo foi feita através de um kit especifico que é baseado na formacao do
radical superdxido a partir do peroxido de hidrogénio numa reacg¢do catalisada pelo enzima
peroxidase (EC 1.11.1.7). O radical superoxido, por sua vez, provoca a oxidagao do luminol
que é acompanhada pela emissao de radiagdo, com o maximo de emissao a 430 nanémetros.
Esta radiacdo vai entdo impressionar um filme autoradiografico, cujo sinal correspondera a
zona da membrana onde se formou o complexo antigénio/anticorpo primario/anticorpo

secundario/enzima (Harlow e Lane, 1999).

Para garantir que as possiveis diferengas observadas na expresséo da proteina em estudo nas
varias amostras analisadas é devida efectivamente a amostra em si, € necessario assegurar
que a quantidade de proteina que esta a ser aplicada em cada pogo é sempre a mesma e, para
isso, é utilizado um controlo positivo a técnica. Também deve sempre ser feito um controlo
positivo @ amostra em estudo que se baseia num homogenato com concentragdo abundante da
proteina que se pretende analisar, de modo a comprovar que o protocolo € eficiente e correcto

€ que o anticorpo reconhece o antigénio-alvo (Harlow e Lane, 1999).

Para se proceder a quantificacdo prévia das proteinas na amostra antes de se realizar o
Western Blot existem varios métodos disponiveis, sendo que o mais conhecido é o método de
Lowry (Lowry, 1951). Neste trabalho, uma vez que a quantificacdo de proteinas é feita apds a
solubilizacdo com detergentes, foi utilizado o método de Lowry modificado por Peterson
(Peterson, 1979). Assim, a quantificagdao de proteinas foi realizada através de um ensaio
colorimétrico segundo as recomendagdes descritas no manual (Bio-Rad DC Protein Assay) e
baseou-se na reacgdo das proteinas existentes no homegenato com uma solugéo alcalina de
cobre, seguida de uma reacgdo com o reagente de Folin. A formagdo do ido cobre (Cu®),
causada pela oxidagdo das ligagdes peptidicas vai, entdo, ser responsavel pela reducéo do
reagente de Folin. O aparecimento da cor é devido a presencga de varias espécies reduzidas
que apresentam um azul caracteristico que tem um maximo de absorvéncia a 750 nm e um

minimo a 405 nm.
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3.4.1.1. Obtencdao de homogenatos de espinal medula e

hipocampo para Western Blot

Apés a extracgado, os tecidos isolados foram imediatamente congelados em azoto liquido e
armazenados a -80°C.

Os hipocampos e a espinal medula (que servira como controlo positivo a amostra) foram
homogeneizados mecanicamente com um pistdo de Teflon em tampédo RIPA (radio
immunoprecipitation assay) (50 mM Tris base pH 8, 1 mM EDTA (ethylenediamine tetraacetic
acid), 0,1% SDS, 150 mM NaCl, 1% Nonidet® P40  substitute (nonyl
phenoxyipolyethoxylethanol)), suplementado com inibidores de proteases (Complete Mini-
EDTA free - Roche), de modo a lisar as células e solubilizar as proteinas. O homogenato foi
centrifugado a 11000 g (Centrifuga Heraeus Biofuge Fresco) durante 10 minutos a 4°C,
obtendo-se um precipitado que é desprezado enquanto que o sobrenadante, correspondente a
fraccao soluvel, € armazenado a -20°C.

3.4.1.2. Quantificagao de proteina

A quantidade de proteinas nos homogenatos foi determinada de acordo com o método de
Peterson seguindo as instru¢gdes descritas no manual (Bio-Rad DC Protein Assay). A
absorvéncia foi lida a 620 nandémetros (Leitor de placas Anthos Lit 3) usando BSA (bovine
serum albumin) para fazer uma recta de calibragido compreendida entre 0 e 1 mg/ml.

Foram utilizados dois hipocampos para todos os estadios pds-natais analisados e seis

hipocampos para o estadio embrionario E18.

3.4.1.3. Western Blot — metodologia utilizada

As amostras foram desnaturadas usando o tampdo de amostra (70 mM Tris pH 6,8, 6%
glicerol, 2% SDS, 120 mM DTT e 0,0024% azul de bromofenol) e fervidas a 100°C durante 10
minutos. Foi utilizado um marcador de proteinas com pesos moleculares conhecidos (Precision
Plus Protein Standards Dual Color — Bio-Rad). A electroforese foi realizada em gel de SDS-
PAGE, num sistema vertical descontinuo, segundo a técnica de Laemmli (Laemmli, 1970). As
proteinas (70 ug no caso dos homogenatos de hipocampo e 5 ug no caso dos homogenatos de
espinal medula) foram concentradas num gel de concentragdo 5% (Quadro |) e separadas num
gel de resolugao 12% (Quadro I) em presenga do tampéo de electroforese (12,5 mM Tris base,
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96 mM glicina e 0,1% SDS). Foram depois transferidas para membranas de nitrocelulose
usando o tampao de transferéncia (24 mM Tris base, 183 mM glicina e 20% metanol). As
membranas foram bloqueadas com uma solugédo de leite magro 5% (em TBS-T (tris buffered
saline Tween-20) - 20 mM Tris base, 137 mM NaCl e 0,1% Tween-20) durante 1 hora a
temperatura ambiente. Apds as lavagens em TBS-T, as membranas foram incubadas durante a
noite, a 4°C, com os seguintes anticorpos primarios diluidos em BSA 3% em TBS-T com 0,02%
NaNOQOg;: anticorpo monoclonal de ratinho para o receptor da glicina (diluicao 1:250; Quadro II)
ou anticorpo policlonal de coelho para alfa-tubulina (diluigao 1:5000; Quadro II).

A alfa-tubulina vai servir, neste caso, como controlo positivo a técnica, pois € uma proteina
abundante nas células e expressa igualmente em todos os estadios de desenvolvimento
estudados.

No dia seguinte, as membranas foram incubadas durante 1 hora a temperatura ambiente, com
os respectivos anticorpos secundarios acoplados ao enzima peroxidase (EC 1.11.1.7) de
rabano diluidos em leite magro 5% (em TBS-T): anticorpo de cabra anti IgG de coelho (diluigao
1:5000; Quadro Il) e anticorpo de cabra anti IgG de ratinho (diluigdo 1:5000; Quadro II).

As proteinas de interesse foram visualizadas seguindo as intrugdes do kit de detecgédo (GE
Healthcare, Amersham - ECL Westerm Blotting Detection Reagents).

Quadro | — Preparagao do gel resolvente 12% e do gel de concentragao 5% para Western Blot.

Gel resolvente 12% Gel de concentragéo 5%
1,5 M Tris/HCI, pH 8,8 380 mM -
1 M Tris/HCI, pH 6,8 - 125 mM
Acrilamida 12% 5%
SDS 0,1% 0,1%
TEMED 0,04% 0,1%
APS 0,1% 0,1%

3.4.1.4. Tratamento estatistico

A intensidade de cada banda foi calculada usando o programa de tratamento e analise de
imagem Imaged. Os valores apresentados para cada uma das amostras foram obtidos através
da normalizacédo pelo controlo positivo, alfa-tubulina, e da normalizagdo relativa ao menor

tempo para o qual foi detectada expresséo do receptor da glicina (PO0).
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Para comparar a expressado do receptor da glicina em diferentes experiéncias, foi feita uma
analise de variancia simples (one way ANOVA - analysis of variance) seguida de um teste de
Bonferroni. Os valores de p-value obtidos inferiores a 0,001 representam diferengas

estatisticamente significativas.

3.4.2. RT-PCR - Descrigao teodrica

A técnica de PCR (polymerase chain reaction) revolucionou a biologia molecular ao permitir
amplificar selectivamente, in vitro, segmentos de DNA (deoxyribonucleic acid) a partir de uma
quantidade minima de DNA molde. Essa amplificagdo de uma cadeia de DNA ocorre usando
duas pequenas sequéncias de oligonucledétidos (primer forward e primer reverse), cada uma

delas complementar a uma das cadeias do DNA molde (Strachan e Read, 2004).

O PCR desenvolve-se em trés etapas: a desnaturagao, a hibridacdo e a elongagdo. A
desnaturacdo consiste na separagdo da dupla cadeia de DNA em duas cadeias simples, de
modo a que a regido a amplificar fique acessivel e, tipicamente, ocorre a temperaturas entre 93
e 95°C. A hibridacao é a fase onde ocorre a ligagao dos primers, que vao flanquear o segmento
de DNA a ser amplificado, as suas sequéncias complementares nas cadeias de DNA simples.
Ocorre a temperaturas entre 50 e 70°C, dependendo da temperatura de melting dos primers
(temperatura a qual apenas metade das cadeias de DNA estdo em dupla hélice) que, por sua
vez, depende da sua composigdo. A elongacao consiste na ac¢cado do enzima DNA polimerase
(EC 2.7.7.7) que promove a elongagao da nova cadeia de DNA por complementaridade de
bases (disponiveis no meio reaccional) a partir da cadeia de DNA molde e ocorre tipicamente a
temperaturas entre 70 e 75°C (Strachan e Read, 2004).

Assim, o PCR ocorre em ciclos consecutivos (cerca de 30-40 vezes) (Figura 9) destas trés
etapas e tem lugar num aparelho designado por termociclador. O termociclador é programavel
de acordo com as reacgdes em estudo, sendo a temperatura um parametro bastante
importante para o sucesso do PCR. Um outro parametro relevante para a reacgao € o nimero
de ciclos, sendo que ha que ter sempre em conta que um numero maior de ciclos promove a
obtencdo de mais produto, mas também promove a formagdo de produtos inespecificos.
Porém, com o aumento do numero de ciclos, a relagdo com a quantidade de produto formada
nado é sempre linear, pois a determinada altura comega a ocorrer um efeito plateau. Esse efeito
corresponde a atenuagao na taxa exponencial da acumulagéo de produto nos ultimos estados

do PCR e pode ser causado pela degradagdo dos reagentes (nucleétidos e enzimas), pela
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deplegdo de reagentes (primers e nucleétidos), pela inibicdo por produto final ou pela

competicao pelos reagentes por produtos nao especificos (Sambrook e Russell, 2001).

Desnaturacio
| e—
| —|
|
|
= Separaco da dupla cadeia de =
Elongacdo Sty Hibridagdo
=] [ —
=) I =)
1 Ciclo de PCR
I 4= 4=
C——— e
Extenséo da nova cadeia de Ligacio dos primers & cadeia
DNA peloenzima DNA alvo de DNA simples.
polimerase.

Figura 9 — Esquema simplificado de um ciclo de PCR que envolve a desnaturagao, hibridagédo e
elongagcao. PCR (polymerase chain reaction); DNA (deoxyribonucleic acid). (Adaptado de Wilson e
Walker, 2005).

Para se realizar um PCR é, deste modo, necessario que esteja presente no meio reaccional a
cadeia de DNA molde, os primers, o enzima DNA polimerase (EC 2.7.7.7), os nucleoétidos, o ido
magnésio (Mg”) e a solugado tampao do PCR. O ido Mg2+ é fundamental, pois é ele que vai
estimular a actividade do enzima DNA polimerase (EC 2.7.7.7), sendo importante também para
aumentar a interacgcdo DNA molde/primer (Sambrook e Russell, 2001).

A escolha dos primers € um factor muito importante numa reacgdo de PCR. O comprimento
dos dois primers, o conteddo em guaninas e citosinas, a temperatura de melting, que devera
ser semelhante para ambos, a complementaridade e especificidade, pois cada primer apenas
se devera ligar a uma zona do DNA, séo todas elas caracteristicas fulcrais para o sucesso do
PCR. E ainda necessario ter em conta que os primers deverdo ser complementares com a
regido de DNA a amplificar, mas ndo deverdo ser complementares entre si, uma vez que isso
impediria o sucesso do PCR (Wilson e Walker, 2005).

A técnica original do PCR deu origem a muitas variantes, entre elas a técnica de RT-PCR
(reverse transcriptase polymerase chain reaction) que é bastante util no caso de se pretender
analisar sequéncias de DNA codificante. Neste caso, o DNA de partida é usualmente o cDNA
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(complementary DNA), que foi obtido através do mRNA. Para isso, foi necessario proceder ao
isolamento do RNA total, de um tecido ou linha celular que, por sua vez, foi sujeito a uma
transcri¢do in vitro, usando o enzima transcriptase reversa (EC 2.7.7.49) originando assim o
cDNA. Esta técnica pode, entdo, ser dividida em duas partes: a sintese do cDNA tendo o
mRNA como cadeia molde pelo enzima transcriptase reversa (EC 2.7.7.49) e a amplificagdo do
cDNA através do PCR propriamente dito (Strachan e Read, 2004).

A electroforese de acidos nucleicos, ao contrario da electroforese de proteinas, é usualmente
feita em géis de agarose (um polissacarido linear), uma vez que os géis de poliacrilamida,
devido a dimensao reduzida dos seus poros, ndo permitem a separagdo de compostos com
massas moleculares elevadas, tais como fragmentos de &cidos nucleicos. Assim, a
electroforese em géis de agarose é um método muito utilizado para separar, identificar e
purificar este tipo de moléculas (Wilson e Walker, 2005).

Os acidos nucleicos, a pH neutro, vao ter carga negativa, o que faz com que as amostras,
quando sujeitas a um campo eléctrico migrem para o anodo. A semelhanca dos géis de
poliacrilamida, a agarose vai funcionar como uma rede cujos poros deixam passar mais
facilmente os fragmentos de acidos nucleicos mais pequenos, que vao assim migrar mais do
que os de maiores dimensdes. O tamanho dos poros do gel é controlado pela concentragao
inicial de agarose, habitualmente em concentragbes entre 2 e 3%, sendo que quanto maior a
concentracdo de agarose mais apertado € o poro. Uma vez que os géis de agarose separam
as moléculas de acidos nucleicos de acordo com o seu tamanho, é possivel através da
comparagao da distancia percorrida pela amostra em estudo com a percorrida por fragmentos
de tamanho conhecido (marcadores), estimar o tamanho de cada fragmento da amostra a
analisar, tal como acontece na electroforese de proteinas. Estes géis também permitem ainda
distinguir as diferentes formas moleculares de DNA (superenrolada, circular e linear), uma vez

que cada uma delas migra de forma distinta (Wilson e Walker, 2005).

Apesar de, a semelhanga do que ocorre para a electroforese de proteinas, existirem muitos
tipos de sistemas electroforéticos, o mais simples e mais usado € o sistema de gel horizontal,
que fica completamente submerso no tampao de electroforese. O gel é feito através da
dissolugdo da agarose numa solugado tampéao, sendo posteriormente adicionado brometo de
etideo. Este agente fluorescente incorpora-se entre as bases dos acidos nucleicos, e permite a
sua visualizagdo quando exposto a luz ultravioleta (Wilson e Walker, 2005).

Tal como acontece para a electroforese de proteinas, também neste caso, antes de as
amostras serem aplicadas no gel, estas s&o preparadas com o tamp&o de amostra que contém
glicerol e azul de bromofenol, de modo a aumentar a sua densidade e originar uma frente de

migragao, respectivamente (Wilson e Walker, 2005).

30



Caracterizagao espacio-temporal do receptor da glicina no hipocampo de rato

A integridade e qualidade do RNA isolado podem ser analisadas imediatamente apds a
extracgdo através de uma electroforese em gel de agarose. Apesar de serem trés os principais
tipos de RNA (RNA ribossomal, RNA de transferéncia e RNA mensageiro), o unico que
consegue ser detectado € o RNA ribossomal que corresponde a cerca de 80% do RNA total.
Uma vez que o mRNA corresponde apenas a 5% do RNA total ndo consegue ser detectado.
No entanto, a electroforese em gel de agarose € um método bastante utilizado para avaliar a
integridade do RNA extraido, assumindo que a qualidade do RNA ribossomal reflecte a de toda
a populagédo de RNA. Idealmente deverdo ser observadas duas bandas caracteristicas do RNA
ribossomal (18S e 28S), sendo a banda de 28S cerca de duas vezes mais intensa do que a
banda de 18S. Porém, no caso de a amostra estar contaminada, é possivel observar bandas
mais pesadas que correspondem a DNA gendémico ou, por outro lado, se a amostra estiver
degradada, podem ser visiveis bandas menos pesadas devidas a produtos de degradacgéo
(Wilson e Walker, 2005).

3.4.2.1. Obtencao de homogenatos de espinal medula e

hipocampo para RT-PCR

Apds a extracgado, os tecidos isolados foram imediatamente congelados em azoto liquido e
armazenados a -80°C.
Os hipocampos e a espinal medula (que servira como controlo positivo a amostra) foram
homogeneizados mecanicamente com um pistdo de Teflon com o tampao de lise pertencente
ao kit de extraccado de RNA, de acordo com as instrugbes do mesmo (GE Healthcare RNAspin
Mini RNA Isolation Kit).

3.4.2.2. Extraccao de RNA total do tecido e quantificagao

Foi feito o isolamento do RNA total do tecido seguindo as instrugées do kit de extrac¢do (GE
Healthcare RNAspin Mini RNA Isolation Kit). O RNA total foi quantificado no Nanodrop (ND-
1000 Spectrophotometer). As amostras foram preparadas no tampao de amostra (60% (v/v)
glicerol e 0,3% azul de bromofenol). Foi feita uma electroforese em gel de agarose 3% em
tampao de electroforese TAE (Tris-acetate-EDTA) (20 mM &cido acético glacial, 40 mM Tris
base e 1 mM EDTA) pH 8, com 0,4 pg/ml de brometo de etideo. 2 ug de RNA foram
visualizados por um transiluminador (Vilber Lourmat) e as bandas obtidas foram fotografadas

com uma camara digital (Kodak).
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3.4.2.3. Transcricao do RNA em cDNA in vitro

Na reaccao de transcrigdo in vitro usou-se 1 ug de RNA, seguindo as indicagbes do kit de
transcrigdo (SuperScript First Strand - Invitrogen). A mistura reaccional (50 mM Tris-HCI, pH
8,3, 75 mM KCI e 3 mM MgCl,) continha 2,5 ng/ul de random primers, 0,5 mM de cada
nucledtido, 0,01 M de DTT (tudo do kit SuperScript First Strand - Invitrogen) e o enzima
transcriptase reversa (200 U/upl) (EC 2.7.7.49) (SuperScript Il - Invitrogen). As misturas
reaccionais foram colocadas num termociclador (MyCycler — Bio-Rad) (Figura 10) e submetidas
ao seguinte programa: 65°C durante 5 minutos, 25°C durante 2 minutos, 25°C durante 10
minutos, 42°C durante 60 minutos e, finalmente, 72°C durante 20 minutos. Para cada RNA
efectuou-se um controlo negativo (sem o enzima transcriptase reversa (EC 2.7.7.49)) para
garantir que o cDNA transcrito ndo era oriundo de DNA gendmico que estivesse a contaminar a

amostra.

Figura 10 — Termociclador (MyCycler — Bio-Rad) usado na transcrigao in vitro e no PCR.

3.4.2.4. PCR

O cDNA obtido foi amplificado numa mistura reaccional contendo uma solugao tampao com 0,8
MM de cada primer (Invitrogen), 0,05 mM de cada nucleétido, 1 mM de MgCl, e o enzima Taq
DNA polimerase (1 U/ul) (Promega). As amostras foram colocadas num termociclador (Figura
10) com o seguinte programa: 94°C durante 2 minutos, 25 - 40 ciclos a 94°C durante 30
segundos, 60°C durante 90 segundos e 72°C durante 60 segundos e, por fim, 72°C durante 15

minutos. Os primers (Quadro lll) para amplificagdo das varias subunidades do receptor da
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glicina (Heck et al., 1996) e da beta-actina (gentiimente cedidos pelo Dr. Tiago Outeiro)
utilizados nas reacgbes de PCR foram sintetizados pela Invitrogen.

As amostras foram preparadas no tampao de amostra. Foi realizada uma electroforese em gel
de agarose 1,5-2% em tampao TAE com 0,4 ug/ml de brometo de etideo para analisar os
produtos do PCR. As bandas obtidas foram visualizadas por um transiluminador e fotografadas
com uma camara digital. Foi utilizado um marcador com fragmentos de acidos nucleicos de
tamanho conhecido (Hyperladder | — Bioline).

Foi feito um controlo positivo a técnica, usando o mRNA da beta-actina, pois € uma proteina
abundante nas células e expressa igualmente em todos os estadios de desenvolvimento

estudados.

3.4.2.5. Tratamento estatistico

Para calcular a intensidade de cada banda foi usado o programa de tratamento e andlise de
imagem Imaged. Os valores apresentados para cada uma das amostras foram obtidos através
da normalizagéo pelo controlo positivo, beta-actina, e da normalizacdo em relagdo ao menor

tempo estudado (E18).

3.4.3. Imunohistoquimica — Descrigao tedrica

A imunohistoquimica &, tal como o Western Blot, uma técnica que se baseia na interacgao
entre a proteina de interesse (o antigénio) e um anticorpo que a reconhece. E assim possivel
localizar proteinas num determinado tecido através das interacgbes especificas anticorpo-

antigénio (Harlow e Lane, 1999).

Para detectar o antigénio de interesse num tecido, podem ser utilizados dois métodos distintos:
o meétodo directo e o método indirecto. No método directo é utilizado um anticorpo primario
marcado que se liga directamente ao antigénio. A principal vantagem deste método é a
obtencdo de sinais mais limpidos. Porém, este método apresenta algumas desvantagens,
nomeadamente a pouca ampliagao do sinal e de ser necessario mais tempo para marcar e
estudar cada antigénio. No método indirecto, ndo é o anticorpo primario que estd marcado,
mas sim o anticorpo secundario que, por sua vez, reconhece o anticorpo primario. O anticorpo
secundario tem, assim, de ser obrigatoriamente dirigido contra as imunoglobulinas da espécie

animal onde foi produzido o anticorpo primario. Este método possui as vantagens de ser mais
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sensivel, apresentando um sinal mais forte. E também um método mais versatil, bastando
possuir um anticorpo secundario marcado que se pode ligar a varios primarios, o que faz com
que seja normalmente escolhido para estudos de imunohistoquimica em detrimento do método
directo. Porém, também apresenta desvantagens, como por exemplo, o facto de ter mais ruido
de fundo o que requer mais controlos (Harlow e Lane, 1999; Polak e Van Noorden, 1997).

Além dos controlos positivos a técnica, que garantem que os reagentes utilizados estdo em
boas condicées, que foram adicionados na ordem correcta e que estdo nas diluicbes
pretendidas, é ainda necessario ter sempre um controlo negativo. Este consiste no uso do
anticorpo secundario sem o anticorpo primario, tendo como objectivo identificar possiveis

reacgoes inespecificas (Harlow e Lane, 1999; Polak e Van Noorden, 1997).

As interacgcbes anticorpo-antigénio podem ser visualizadas através da utilizacdo de um
anticorpo marcado com, por exemplo, um enzima, tal como o peroxidase (EC 1.11.1.7) de
rabano, que é o que acontece na técnica de Western Blot, ou com um fluoréforo e ser
visualizado por microscopia de fluorescéncia (Harlow e Lane, 1999).

Os fluoréforos sdo moléculas que estdo normalmente no nivel mais baixo de energia que,
quando excitadas com fotdes de determinado comprimento de onda, transitam para um nivel
superior de energia. Posteriormente, a molécula regressa ao nivel mais baixo de energia,
emitindo fotdes (cor) com um comprimento de onda superior ao de excitagdo. Essa emisséo
pode ser visualizada por microscopia de fluorescéncia (Nelson e Cox, 2000).

A microscopia de fluorescéncia exige um equipamento dispendioso. No entanto, tem as
vantagens de ser altamente especifica e de permitir visualizar varias proteinas em simultaneo,
pois diferentes anticorpos (que deverao ser de espécies distintas para evitar reac¢des cruzadas
entre eles) podem estar marcados com diferentes sondas fluorescentes, permitindo assim a
sua deteccao simultanea. Este tipo de microscopia também permite o estudo de uma proteina
in vivo, através de organismos ou células geneticamente modificados que expressam a
proteina de interesse na forma de uma proteina de fusdo, que consiste na proteina de
interesse acoplada a uma proteina fluorescente. Estas proteinas de fuséo fluorescentes podem
entao ser visualizadas por microscopia de fluorescéncia. Porém, possui a grande desvantagem
de ndo apresentar uma marcagdo permanente, pois ha perda de sinal com o tempo. E ainda
possivel usar este tipo de microscopia em conjunto com a microscopia confocal (Polak e Van
Noorden, 1997; Wegerhoff, Weidlich e Kassens).

A microscopia confocal tem uma resolugao bastante elevada, pois ilumina, através de um laser,
apenas um ponto do tecido, o que permite obter uma melhor qualidade de imagem. O sistema
elimina automaticamente a luz emitida por outras areas que néo estao no plano de focagem,

sendo a luz emitida pelo fluoréforo capturada por um detector bastante sensivel. Este tipo de
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microscopia também permite obter imagens a diferentes profundidades do tecido (Wegerhoff,

Weidlich e Kassens).

A técnica de imunohistoquimica usada pode ser dividida em quatro passos: a) fixagdo dos
tecidos, b) preparagéo do tecido e ades&o a um suporte sélido, c) permeabilizagao das células
e ligacdo aos anticorpos e, por fim, d) montagem das preparagdes e visualizagdo das
interacgdes anticorpo-antigénio por microscopia confocal (Harlow e Lane, 1999).

A fixagdo é um processo que tem como fungdo preservar a morfologia celular e a arquitectura
dos tecidos, mantendo-os o mais préximo possivel das caracteristicas in vivo. E um
procedimento determinante para os passos que se seguem, pois uma incorrecta fixagédo leva a
desintegracdo das fatias de tecido. O agente fixador vai prevenir a autélise, inibindo (através da
desnaturagao) os enzimas dos lisossomas e inibe também o crescimento de fungos e bactérias
que podem promover reacgdes de putrefaccdo. O tipo de agente fixador utilizado depende do
tipo de antigénio em estudo. Para as proteinas, € recomendavel, entre outros reagentes
derivados do formol, o uso de PFA (paraformaldehyde) que fixa os tecidos através da remogao
dos lipidos e desidratagdo das células, estabilizando as proteinas na arquitectura celular
(Borges-Ferro, 2007).

Para fazer todo o processamento dos tecidos é utilizada a técnica da parafinagdo que consiste
no uso da parafina como matriz de inclusdo, a qual permite obter fatias do tecido mantendo a
sua morfologia celular.

O processo de parafinagédo é facil de efectuar e pouco dispendioso. Esta técnica consiste na
passagem dos tecidos por uma concentragéo crescente de alcois que vao desidratar o tecido.
Este passo € necessario, pois para que a parafina va ocupar o espago primeiramente ocupado
pela agua, esta devera ter sido completamente removida do tecido, uma vez que a parafina e a
agua sao imisciveis e os tecidos ficardo deformados se a amostra ndo estiver
convenientemente desidratada. Antes da passagem dos tecidos por parafina liquida, estes
devem ainda passar por um recipiente contendo xilol que é miscivel com o alcool e com a
parafina, servindo assim como meio de transi¢gdo. O xilol torna, assim, os tecidos transltcidos e
também os limpa de todo o alcool antes da passagem por parafina. Apés a formagao do bloco
de parafina (ponto de fusdo entre 50 e 70°C), que permite orientar o tecido, ocorre entéo a
execugdo dos cortes do tecido no micrétomo. E assim possivel obter fatias de tecido num
suporte sdlido, seguindo-se uma incubagdo, a temperaturas de cerca de 60-70°C para que a
parafina derreta e para promover a aderéncia total do tecido ao suporte sélido. De seguida, é
imprescindivel efectuar um processo de desparafinacdo, que é o processo inverso da
parafinacdo, consistindo na passagem dos tecidos por xilol, por concentragdes decrescentes

de alcool e, finalmente, por agua para os re-hidratar. Dado que o processo de
35



3. Materiais e Métodos

parafinagdo/desparafinagdo pode ser muito agressivo para os antigénios, alterando ou
mascarando o seu epitopo, é necessario fazer um passo adicional de recuperagéo do antigénio
(Bancroft e Gamble, 2002; Borges-Ferro, 2007).

E igualmente importante fazer a permeabilizagéo das células, de modo a permitir a entrada dos
anticorpos. A ligagdo inespecifica do anticorpo primario ao tecido é prevenida com uma
incubagdo com uma solugéo de bloqueio rica em gelatina (Polak e Van Noorden, 1997). Apds a
ligacdo ao anticorpo primario e ao anticorpo secundario € entdo feita a incubacdo com DAPI
(4',6-diamidino-2-phenylindole), um fluoréforo, que intercala as cadeias de DNA das células
marcando, assim, o seu nucleo (Strachan e Read, 2004), e permitindo a identificacdo do
hipocampo devido ao aspecto caracteristico das células que o constituem (Figura 6A). Por fim,
é feita a montagem das laminas com o meio de montagem adequado e as fatias s&o

visualizadas por microscopia de fluorescéncia.

3.4.3.1. Fixagao do cérebro e espinal medula

Apés a remogdo do cérebro e da espinal medula (que servira como controlo positivo a
amostra), os tecidos foram fixados em PFA 4% (em PBS) a temperatura ambiente durante uma

semana.

3.4.3.2. Fixagao do cérebro por perfusao

Para a analise dos cérebros dos animais com mais de 14 dias, foi necessario efectuar um
protocolo de fixagao por perfusdo de modo a garantir que o PFA 4% (em PBS) penetrasse no
cérebro.

Alguns dias antes de se proceder a perfusdo dos animais estes foram manipulados com o
objectivo de evitar possiveis efeitos de stress nos resultados obtidos.

No dia da perfusdo, os animais foram pesados e, de acordo com o seu peso, foram
anestesiados intraperitonealmente com a dose recomendada de pentobarbital (60 mg/Kg)
(Hikma). Foram ent&do colocados com a superficie ventral virada para cima e os seus membros
superiores e inferiores foram imobilizados com fita adesiva. Foi feito um corte ao longo da
superficie toraxica de modo a expor o fim do esterno. Através da execucdo de uma incisdo ao
longo do externo, a caixa toraxica foi aberta e foi usada uma tesoura para, gentilmente, cortar o

diafragma lateralmente (Figura 11A). De seguida, foi utilizado um afastador de costelas para
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expor os pulmdes, o coragdo e os grandes vasos sanguineos (aorta, veias cavas, artérias e
veias pulmonares). Foi entdo feita a insercdo da cénula, que estava ligada ao sistema de
perfusdo, no ventriculo esquerdo do coragdo do animal (Figura 11B), para garantir que a
solugdo perfundida chegava ao cérebro através da aorta e, foi feito um pequeno furo na
auricula direita. A bomba de perfusdo (Miniplus 3 — Gilson) foi entdo ligada a uma velocidade
de 13,3 ml/min e o animal foi intracardialmente perfundido primeiro com PBS para limpar os
vasos, depois com o anticoagulante heparina (5000 U.l. / ml) (B. Braun), 0,5% em PBS, e por
fim, com cerca de 200-250 ml de PFA 4% (em PBS). Foi entao feita a extracgao do cérebro,
como descrito anteriormente, e colocado em PFA 4% (em PBS) a temperatura ambiente

durante duas semanas.

Figura 11 — Representagao esquematica da perfusdo. (A) — Corte do externo para expor a caixa
toraxica. (B) — Insergdo da canula no ventriculo esquerdo do coragdo do animal (Adaptado de

www.neuroscienceassociates.com/perf-protocol.htm).

3.4.3.3. Parafinacao do tecido e obtencgao de fatias

Figura 12 — Processador automatico de tecidos (Leica TP 1020).
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Os tecidos foram colocados em cassetes préprias (Roth) e submetidos a parafinagdo. A
parafinacdo consistiu no processamento dos tecidos num processador automatico (Leica TP
1020) (Figura 12), que promoveu a passagem do tecido por uma concentragcdo crescente de
alcoois (70%, 95% (ambos da AGA) e 100% (Panreac)), por xilol (VWR) e por parafina liquida
(Merck).

Posteriormente, foi feita a inclusdo do tecido em parafina (Leica EG 1150H) formando um bloco
solido e definitivo de parafina/tecido. Os tecidos foram cortados no micrétomo (Leica RM 2145)
(Figura 13) obtendo-se fatias da espinal medula e fatias coronais do cérebro, numa area
relativa as coordenadas estereotaxicas compreendidas entre -520 mm e -560 mm
(relativamente a bregma) (Paxinos e Watson, 1998), com uma espessura de 5 ym. As fatias
foram colocadas em laminas aderentes préprias para o efeito (Thermo-Scientific) e submetidas
a um banho-maria de 60°C durante poucos segundos, seguindo-se uma incubagao na estufa a

70°C durante 30 minutos.

Figura 13 — Obtencao dos cortes do tecido no bloco de parafina usando o micrétomo (Leica RM
2145).

3.4.3.4. Desparafinagao e recuperacgao do antigénio

As fatias de tecido foram submetidas a um processo de desparafinacdo que envolve a
passagem por xilol, por concentragdes decrescentes de alcool (100%, 95% e 70%) e,
finalmente, por agua.

A recuperagado do antigénio consistiu em colocar as fatias num recipiente com a solugéo de
recuperacdo adequada, neste caso o tampado Acido Bérico pH 7 (0,02 M H3;BO; e 2 mM

NaOH), e aquecé-las a altas temperaturas (95 — 100 °C) durante 15 minutos. As fatias foram,
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de seguida, colocadas em PBS e estdo prontas para iniciar a imunohistoquimica propriamente
dita.

3.4.3.5. Imunohistoquimica — metodologia utilizada

Apos ser retirado o PBS das fatias, estas foram permeabilizadas com uma solugéo de 1%
Triton X-100 e 0,1% gelatina em PBS durante 10 minutos. Foram feitas as lavagens com PBS
e, apenas para as fatias que vao ser utilizadas para a deteccao do receptor da glicina, foi
efectuada uma incubagdo com metanol durante 10 minutos a -20°C. De seguida, fizeram-se as
lavagens necessarias com PBS, e bloquearam-se as fatias com 0,25% gelatina em PBS
durante 30 minutos. Os tecidos foram depois incubados durante a noite, a 4°C, com os
seguintes anticorpos primarios: anticorpo monoclonal de ratinho para MAP2 (microtubule-
associated protein 2) (diluicdo 1:500; Quadro 1) através de uma marcacao simples, e anticorpo
monoclonal de ratinho para o receptor da glicina (diluigdo 1:500; Quadro II) em simultdneo com
o anticorpo policlonal de coelho para VIAAT (diluigdo 1:200; Quadro II), efectuando assim uma
marcagao dupla.

A deteccao de MAP2 foi utilizada como controlo positivo, uma vez que as proteinas MAP2
estdo envolvidas na neurogénese e séo altamente expressas ao longo do desenvolvimento.

No dia seguinte, foram feitas as lavagens com 0,1% de Tween-20 em PBS e as fatias foram
incubadas durante 2 horas com os anticorpos secundarios: anticorpo anti IgG de ratinho Alexa
Fluor 568 e/ou anti IgG de coelho Alexa Fluor 488 (diluigdo 1:400; Quadro 1) de acordo com o
respectivo anticorpo primario, a temperatura ambiente. Posteriormente, foram feitas as
lavagens com 0,1% de Tween-20 em PBS e as fatias foram incubadas durante 5 minutos com
DAPI (diluicdo 1:15000). Foram novamente feitas as lavagens necessarias com 0,1% de
Tween-20 em PBS e, por fim, foram feitas as montagens das fatias em Moviol (3,4 mM Moviol,
21% de glicerol e 0,1M tampéao Tris base pH 8). A fluorescéncia foi finalmente visualizada pelo
microscépio confocal (Zeiss LSM 510 META) (Figura 14) e as imagens foram obtidas em zonas
correspondentes as seguintes coordenadas estereotaxicas: para o GD, as coordenadas laterais
foram entre 2,5 e 3 mm e as coordenadas relativas a profundidade foram de 3,8 mm, para a
zona CA3, as coordenadas laterais foram de 4 mm e as coordenadas relativas a profundidade
foram de 7 mm e, por fim, para a zona CA1, as coordenadas laterais foram de 4 mm e as
coordenadas relativas a profundidade foram de 3 mm. Todas estas coordenadas sao relativas
a bregma (Paxinos e Watson, 1998).
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Todas as solugbes de anticorpos usados para a imunohistoquimica foram preparadas em 0,1%
gelatina em PBS e, no caso dos controlos negativos, € com esta solugdo que ¢é feita a

incubagédo das fatias em detrimento do anticorpo primario.

Figura 14 — Microscépio confocal (Zeiss LSM 510 META).
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3.5. Anticorpos

Quadro Il — Descrigdo dos anticorpos usados para imunohistoquimica e Western Blot.

Anticorpos primarios Distribuidor Diluicao Técnica
Monoclonal de ratinho 1:500 Imunohistoquimica
para o receptor da glicina Synaptic Systems
(mAb4a) 1:250 Western Blot
*Gentilmente cedido
Policlonal de coelho para o
pelo Dr. Bruno Gasnier, 1:200 Imunohistoquimica
VIAAT .
Paris
Monoclonal de ratinho
Chemicon 1:500 Imunohistoquimica
para MAP2
Policlonal de coelho para
) Abcam 1:5000 Western Blot
alfa-tubulina
Anticorpos secundarios Distribuidor Diluicao Técnica
Cabra Anti IgG de ratinho ) ) o
Invitrogen 1:400 Imunohistoquimica
Alexa Fluor 568
Cabra Anti IgG de coelho ) ) o
Invitrogen 1:400 Imunohistoquimica
Alexa Fluor 488
Cabra Anti IgG de coelho ,
Bio-Rad 1:5000 Western Blot
acoplado a HRP
Cabra Anti IgG de ratinho
Bio-Rad 1:5000 Western Blot

acoplado a HRP
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3.6. Primers

Quadro Il - Descrigao dos primers utilizados para RT-PCR.

Gene Sequéncia do primer (5" - 3’) Temperatura Ndmero | Tamanho do
de melting de ciclos | fragmento

(°C) (pb)

Beta- | Forward: AGCCATGTACGTAGCCATCC 62 05 28
actina | Reverse: CTCTCAGCTGTGGTGGTGAA 62
Forward: GGAAGCGGCGACATCACAA 60

al 40 300
Reverse: TGGACATCCTCTCTCCGGAC 64
Forward: CAGAGTTCAGGTTCCAGGG 60

a2 30 330
Reverse: TCCACAAACTTCTTCTTGATAG 60

5 Forward: CTGTTCATATCAAGCACTTTGC 62 30 023
Reverse: GGGATGACAGGCTTGGCAG 62
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4. Resultados e Discussao:

4.1. Expressao do receptor da glicina

4.1.1. Andlise da expressao do receptor da glicina no hipocampo de

rato

Para tentar caracterizar a ainda desconhecida expresséo do receptor da glicina no hipocampo
de rato ao longo do desenvolvimento, foi feita uma analise por Western Blot de homogenatos
de hipocampos provenientes de animais com diferentes idades. Também foram analisados
homogenatos de espinal medula de ratos com vinte e um dias que foram utilizados como

controlo positivo as restantes amostras.

A identificagdo do receptor da glicina foi efectuada através da interacgdo com um anticorpo
monoclonal previamente caracterizado (Pfeiffer et al., 1984), que reconhece especificamente
todas as subunidades (a1, a2 e B) do receptor da glicina. Porém, quer nos extractos de
hipocampo analisados provenientes de estadios de desenvolvimento pds-natais (70 pg/pogo),
quer no extracto de espinal medula (5 ug/pogo), apenas foi detectada uma banda com cerca de
48-49 kDa (Figura 15A) correspondente as subunidades a, n&o sendo visiveis quaisquer outras
bandas. Quanto a fase de desenvolvimento embrionario estudada (E18), a expresséo do
receptor da glicina néo foi detectada.

Por outro lado, nos homogenatos de espinal medula (EM), é possivel observar uma banda
muito mais intensa do que as obtidas para os homogenatos de hipocampo, apesar da

quantidade de proteina aplicada ser bastante inferior (Figura 15A).

Ao realizar uma analise semi-quantitativa para comparar a expressdo do receptor da glicina
nas diversas fases de desenvolvimento pds-natais analisadas, é possivel observar que existe
um aumento significativo de 9-10 vezes (p < 0,001) da expresséo do receptor da glicina no
hipocampo entre PO e P7 (Figura 15B). Porém, apds esta altura, e tendo em conta os estadios
estudados, a expressao do receptor da glicina comega a diminuir de uma forma dependente da
idade. Até P21 mantém-se com niveis significativamente superiores (p < 0,001) ao determinado
para P0O. Contudo, o mesmo n&o parece acontecer no animal jovem adulto (9s), em que o nivel
de expressado do receptor da glicina ndo é estatisticamente diferente do determinado a PO
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(p>0,001). De notar ainda que a diminuicdo na expressdo do receptor da glicina & mais

acentuada de P14 para P21 do que de P7 para P14.

(A) @ N A > N oo
N N »
Receptor da Glicina S R e Bl 48-49 kDa
a-tubulina e e -~ 55 kDa
(B)
12.51 .
*
.g 10.04
et *
o
oL 75
o O
S8 501
5
> 2.5+
0.0~
PO P7 P14 P21 9s

Estadio de desenvolvimento

Figura 15 — Alteragdo da expressido do receptor da glicina no hipocampo de rato em diferentes
estadios de desenvolvimento. (A) Western Blot do receptor da glicina (48-49 kDa) e da alfa-tubulina (55
kDa), utilizada como controlo a técnica. Foram analisados homogenatos de hipocampo de rato extraido
de um estadio embriénico (E18), a nascenga (PO0), sete (P7), catorze (P14) e vinte e um (P21) dias apds o
nascimento e com 9 semanas de idade (9s), e homogenatos de espinal medula (EM) de um rato com
vinte e um dias. (B) Média da densidade do receptor da glicina (n=3). Todos os valores apresentados
correspondem a média * erro padrdo. *p <0,001 em relagdo a PO (analise de variancia simples - ANOVA -

seguida de um teste de Bonferroni). GlyR (glycine receptor)
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4.1.2. Discussao

Os resultados apresentados evidenciam claramente a presenca do receptor da glicina no
hipocampo em varias fases de crescimento, o que até aqui nao tinha sido completamente
elucidado, e mostram ainda que a sua expressdo ndo é constante ao longo do
desenvolvimento. Mais concretamente, analisando os resultados, é possivel inferir que, de
todos os estadios de desenvolvimento estudados, € em P7 que existe 0 maximo de expressao
deste receptor, sendo cerca de 9-10 vezes superior a expressdo neonatal (PO) (Figura 15B).
No entanto, & preciso realgcar que estes resultados sdo uma consequéncia de uma analise
semi-quantitativa e que, por isso mesmo, tém de ser analisados com os cuidados inerentes a

este tipo de quantificagao.

O aumento da expressdo do receptor da glicina no hipocampo de rato detectado durante a
primeira semana de vida podera estar relacionado com os co-transportadores de ides, NKCCA1
e KCC2. Em neurdnios imaturos, ambos os neurotransmissores principais inibitérios, GABA e
glicina, tém uma acc¢éo excitatoria, ao contrario do papel inibitério que os caracteriza em
neurénios maduros. Essa alteragcao na fungdo do GABA e da glicina parece estar relacionada
com a expressdo de NKCC1 e KCC2 e com a variagdo da concentragao intracelular do ido CI
(revisto em Ben-Ari, 2002).

O transportador NKCC1 é responsavel pelo influxo dos ides Na*, K" e CI' e é altamente
expresso na altura do nascimento. Uma anadlise dos niveis de mRNA deste transportador
revelou que a sua expressao no hipocampo é elevada na primeira semana de vida, diminuindo
posteriormente ao longo do desenvolvimento (Plotkin et al, 1997). Por outro lado, o
transportador KCC2 tem como funcdo o efluxo dos ibes K* e CI' e é pouco expresso a
nascenga e nos primeiros dias de vida, aumentando a sua expressdo apds a primeira semana
(Clayton et al., 1998). Assim sendo, o receptor da glicina tem uma elevada expressao enquanto
tem uma fungao excitatéria mas, ao diminuir a expressdo de NKCC1 com o consequente
aumento de KCC2, o receptor da glicina torna-se inibitorio e a sua expressao diminui.

Porém, o mecanismo que leva a expressao regulada destes dois transportadores ainda nao foi
elucidado. Sao varios os trabalhos que tentam contribuir para o esclarecimento desta alteragédo
na fungdo do GABA e da glicina. Um desses estudos, feito em culturas de neurdnios do
hipocampo, mostra que ao bloquear o receptor ionotrépico de GABA no hipocampo, GABAAR
(GABA, receptor), o transportador KCC2 ndo é expresso, continuando o GABA a ter, mesmo
em neurdnios maduros, uma acgao excitatéria. Pelo contrario, quando os receptores de

glutamato sdo bloqueados nao existem alteragdes nos transportadores NKCC1 e KCC2. Deste
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modo, os investigadores concluiram que o aumento da expressdo de KCC2 parece estar
dependente da activacao dos receptores de GABA (Ganguly et al., 2001).

O GABA tem ainda um papel fundamental na estimulagcdo do desenvolvimento, incluindo
migragao neuronal, divisdo celular e crescimento dendritico (Owens e Kriegstein, 2002). Assim,
€ particularmente interessante que, apesar da importancia dos receptores de glutamato,
nomedamente os NMDA, em diversos processos cerebrais, como por exemplo na plasticidade,
estes ndo estejam directamente envolvidos nestas tarefas nem na alteragdo da fungédo dos

neurotransmissores GABA e glicina de excitatorios para inibitérios.

A excitagcdo observada em neurdnios imaturos do hipocampo devido a activagdo dos
receptores de GABA ¢é consequéncia de uma despolarizagdo da membrana celular. Essa
despolarizagdo € suficiente para remover o ido magnésio (MgZ+) que esta a bloquear os
receptores de glutamato NMDA, existindo assim um efeito excitatério cumulativo causado pelo
GABA e pelo glutamato (Figura 16). Porém, esta relagdao entre o GABA e as sinapses
glutamatégicas pode causar um loop extremamente bem regulado que origina uma progressiva
redugdo nas capacidades excitatérias do GABA, devido a maturagdo dos neurénios e ao
aparecimento da transmissao glutamatérgica (revisto em Ben-Ari, 2002). Estes dados vém
assim confirmar que, tal como ja tinha sido descrito, as sinapses GABAérgicas e
glutamatérgicas sdo formadas sequencialmente, sendo que as GABAérgicas séo originadas
antes das glutamatérgicas (Ben-Ari ef al., 1989) que, por sua vez, se desenvolvem

progressivamente ao longo da primeira semana de vida (Delpire, 2000).
AMPA receptor NMDA receptor GABA, receptor

M} ICD)

*

H
H .
0.‘
.

Depolarization Depolarization Depolarization

Figura 16 — Accgao sinergistica dos receptores GABAA, NMDA e AMPA em neurdnios imaturos. A
activacdo do receptor de GABA, GABAAR, em neurdnios imaturos do hipocampo origina uma
despolarizacao capaz de remover o ido magnésio (Mgz+) que esta a bloquear os receptores de glutamato
do sub-tipo NMDA. O desbloqueio destes receptores leva a sua activagdo, o que origina um aumento da
concentragéo intracelular do ido ca®. A activagao do receptor AMPA tem um efeito sob o receptor NMDA
semelhante ao descrito para o receptor GABAAR. Glu (glutamate); AMPA (a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolepropionic acid); NMDA (N-metil-D-aspartato); GABAAR (gamma-amino butyric acid A receptor)
(Adaptado de Ben-Ari, 2002).
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Quando ja existe uma densidade suficiente de sinapses mediadas pelo GABA e pelo glutamato
e se torna necessario uma transmissao inibitoéria, entdo a expressao dos co-transportadores é
alterada, passando a prevalecer o KCC2 que leva ao efluxo do ido CI' e a consequente
hiperpolarizagdo da membrana celular. Nesta altura, o GABA e a glicina comegam entédo a
exercer as suas fungbdes inibitérias, passando a transmissdo excitatéria a ocorrer
preferencialmente através do glutamato (revisto em Ben-Ari, 2002). No entanto, permanece por
esclarecer a relacéo entre os co-transportadores NKCC1 e KCC2 e a alteragao na fungéo de
excitatério para inibitério do receptor da glicina, pelo que mais estudos nesta area sao

necessarios.

Os receptores NMDA tém a sua acg¢ao potenciada pela glicina (Johnson e Ascher, 1987). No
entanto, a glicina que tem uma fungédo de neurotransmissor inibitério e que é sintetizada no
neuronio pré-sinaptico a partir da serina origina uma neurotransmisséo inibitoria rapida e fasica
através da activacao dos receptores da glicina. A glicina responsavel pelo aumento da acgéo
dos receptores NMDA tem outra origem sendo, possivelmente, libertada paracrinamente por

células adjacentes ndo neuronais (Muller et al., 2008).

Por outro lado, € necessario nao esquecer que no cérebro adulto existe a prevaléncia da
transmissao inibitéria GABAérgica em detrimento da glicinérgica, o que podera levar também a
uma diminuicdo da expressdo do receptor da glicina. No entanto, ainda esta por esclarecer se
essa diminuicdo sera devida a uma eliminagdo da transmissdo glicinérgica ou a uma
substituicdo por parte da GABAérgica.

A diminuicdo da expressao dos receptores da glicina podera ser devida a sua internalizagao
e/ou degradagao ou causada pela atenuacao da sua sintese devida a acgao de um repressor

da transcricao.

A diminuicdo acentuada da expressao do receptor de glicina no hipocampo apoés P14 (Figura
15A) pode assim explicar os resultados obtidos por Ito e Cherubini em 1991. Estes autores
publicaram um trabalho de electrofisiologia que mostra que o receptor da glicina no hipocampo
€ activado pela glicina até a segunda semana de vida, ndo se registando qualquer activagédo
apos esse periodo (Ito e Cherubini, 1991). Estes resultados de electrofisiologia poderao estar
assim correlacionados com os resultados aqui obtidos.

Por outro lado, um outro estudo efectuado no cérebro de rato mostrou, por ensaios de ligagéo
em que foi utilizada a especificidade da ligagdo da estriquinina ao receptor da glicina, que
existia um pico de expressao ao quinto dia de vida, diminuindo apés este periodo até atingir
niveis constantes quando o animal é ja adulto (Benavides et al., 1981). Apesar de no trabalho

aqui descrito o estadio P5 néo ter sido analisado, os resultados obtidos por Benavides e seus
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colegas mostram um padrdo de expressao do receptor da glicina no cérebro (Benavides et al.,
1981) semelhante ao aqui obtido para este receptor no hipocampo.

Para complementar o trabalho aqui discutido, poderia ser feita uma caracterizacdo da
expressdo do receptor da glicina que compreendesse mais estadios de desenvolvimento, isto

€, que tivessem um menor tempo de intervalo entre si.

Tal como ja foi referido, os resultados aqui discutidos sdo apenas referentes a estadios pos-
natais, apesar de também ter sido analisado um estadio embridnico (E18), para o qual ndo se
obteve qualquer sinal. O facto de em E18 néo ter sido detectado o receptor da glicina, apesar
de se terem usado homogenatos obtidos de um numero superior de hipocampos (6
hipocampos para E18 vs 2 hipocampos para os estadios pds-natais), podera ser explicado por
um nivel de expressao abaixo do limite de detecgdo da técnica. No entanto, ndo se pode
afirmar a auséncia de expressdo, uma vez que estudos de imunohistoquimica mostram a
localizagdo do receptor da glicina no hipocampo de E18, como sera discutido nos préximos

capitulos.

A identificagdo do receptor da glicina apenas originou uma banda correspondente as
subunidades a (Figura 15A), ndo se conseguindo separar a subunidade a1 (48 kDa) da
subunidade a2 (49 kDa) e, ndo sendo visivel qualquer banda respectiva a subunidade B (58
kDa), a semelhanga de outros trabalhos publicados (Danglot et al., 2004) (Brackmann et al.,
2004). Possivelmente isso acontece devido ao anticorpo reconhecer com muito mais afinidade
as subunidades a do que a subunidade 8.

Deste modo, os resultados apresentados ndo sao um indicador da expresséao proteica de todas
as subunidades do receptor da glicina mas apenas das subunidades a1 e a2. No entanto,
atendendo a que todos os sub-tipos de receptores descritos até ao momento, heteroméricos ou
homomeéricos, possuem subunidades a, esta analise podera ser vista como uma avaliagao da

expressao do receptor da glicina.

Quanto a analise do receptor da glicina na espinal medula (5 pg), é visivel uma banda muito
mais intensa do que as obtidas para os hipocampos (70 pg) (Figura 15A), embora a quantidade
de proteina aplicada tenha sido bastante inferior, 0 que vem confirmar a expresséo acentuada
deste receptor na espinal medula e a abundancia da transmisséo glicinérgica. Por outro lado, o
facto de em qualquer dos casos, o anticorpo reconhecer uma Unica banda, é indicador da sua
elevada especificidade.

Por fim, é ainda de salientar que cada observagéo efectuada (n) corresponde a uma ninhada
de animais, provenientes do mesmo cruzamento e, sendo assim irmaos entre si, de modo a

eliminar possiveis diferengas quer genéticas quer ambientais.
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Em resumo, a identificacdo do receptor da glicina no hipocampo de rato por Western Blot
revelou que a expressao deste receptor varia com o desenvolvimento, apresentando, de entre
os estadios de desenvolvimento estudados, um pico de expressdo a P7, o que podera sugerir

um importante papel para a transmisséo glicinérgica em neurénios imaturos.
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4.2. Expressdo das subunidades do receptor da glicina

4.2.1. Extracgao do RNA total e analise da sua integridade

Com o objectivo de investigar a expressdo do mRNA das principais subunidades (a1, a2 e B)
do receptor da glicina no hipocampo de rato ao longo do desenvolvimento, foi efectuada uma
analise por RT-PCR de homogenatos de hipocampo de animais com diferentes idades. Foram
também usados homogenatos de espinal medula de ratos com vinte e um dias de idade, que

foram utilizados como controlo positivo as restantes amostras.

Tal como é possivel observar na figura 17, em todos os homogenatos de hipocampo
analisados correspondentes aos varios estadios de desenvolvimento, assim como no
homogenato de espinal medula, s&o visiveis as duas bandas relativas ao RNA ribossomal 28S
e 18S, sendo que a banda de 28S é mais intensa do que a de 18S. De notar ainda a auséncia
de bandas de degradagdo e de bandas mais pesadas, correspondentes a uma possivel

contaminagdo com DNA gendmico.

E18 PO P7 P14 P21 9s EM

RNA 28 S
RNA 18 S

Figura 17 — Estudo da integridade do RNA total isolado de homogenatos do hipocampo e da
espinal medula. Gel de agarose 3% do RNA total de homogenatos do hipocampo de embrides de rato
(E18), de ratos no dia do nascimento (P0), sete (P7), catorze (P14) e vinte e um (P21) dias apds o
nascimento e com 9 semanas de idade (9s) e em homogenatos de espinal medula (EM) de um rato com

vinte e um dias.
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4.2.2. Determinagao do numero de ciclos adequado para o PCR

Antes de se realizar o PCR é necessario determinar qual o niumero de ciclos adequado a cada

gene, de modo a que a reacgado nao ocorra nem na zona inicial da curva de amplificagcdo do

transcrito nem na zona saturada.

(A) 25 30 35 40 45 50 ciclos M

400 pb
al 200 pb
300 pb
(B) M 15 20 25 30 35 40 ciclos
400 ph
200 Fjl:l ﬂz
P 330 pb
(C) M 15 20 25 30 35 40 ciclos
400 ph
200 ph B

273 ph
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Figura 18 — Estudo dos produtos de PCR obtidos em fung¢dao do niumero de ciclos para cada gene
estudado. (A-D) Gel de agarose 2% dos produtos de PCR obtidos para as subunidades a1 (A), a2 (B) e
B (C) do receptor da glicina e para a beta-actina (D). O PCR foi efectuado a partir de homogenatos de
hipocampo de ratos com 6 semanas. (E) Curvas de saturagdo obtidas para as subunidades a1, a2 e g do
receptor da glicina e para a beta-actina. A intensidade de cada banda foi calculada usando o programa de
tratamento de imagem ImageJ e os valores apresentados para cada uma das amostras foram obtidos
através da normalizagdo pelo menor numero de ciclos onde foi detectado produto: 35 ciclos para a
subunidade a1, 25 ciclos para as subunidades a2 e 8 e 20 ciclos para a beta-actina. M (marcador).
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Assim, para calcular o numero de ciclos de PCR adequado a cada gene, foram utilizados
hipocampos provenientes do mesmo estadio de desenvolvimento. Neste caso, foram usados
hipocampos oriundos de um animal com 6 semanas. Foi escolhido um animal com esta idade
de modo a que a expresséo do receptor da glicina se encontrasse entre a expressao detectada
a P21 e a detectada a 9 semanas, o que foi confirmado por Western Blot.

Nao poderiam ser utilizados animais em que a expressao do receptor da glicina fosse maxima
ou minima, pois isso levaria a falsos positivos € a um calculo incorrecto do niumero de ciclos
para cada gene. O numero de ciclos determinado para a realizagao do PCR para cada um dos

genes foi escolhido por se encontrar na fase ascendente da curva de saturagéao.

Observando as curvas de saturagdo (Figura 18E), o niumero de ciclos adequado é 25 ciclos
para a beta-actina, 30 ciclos para as subunidades a2 e 8 do receptor da glicina e 40 ciclos para

a subunidade a1 do receptor da glicina.

4.2.3. Analise dos fragmentos de DNA obtidos por RT-PCR

Para se efectuar a analise da expressao dos genes das principais subunidades (a1, a2 e 3) do
receptor da glicina no hipocampo de ratos com varias idades, foi feita uma analise por RT-PCR.
Todos os controlos negativos efectuados, isto €, em que a transcrigéo in vitro foi completada na
auséncia do enzima transcriptase reversa (EC 2.7.7.49), ndo revelaram qualquer DNA

genomico que pudesse estar a contaminar a amostra.

Os resultados mostram uma variagdo (Figura 19), ainda que pouco acentuada, na expressao
das trés subunidades do receptor da glicina ao longo do desenvolvimento. Analisando a figura
19, é possivel observar um aumento da expressao do mRNA da subunidade a1 (Figura 19A)
ao longo do desenvolvimento e um aumento da expressao do mRNA da subunidade a2 (Figura
19B) até cerca da primeira semana de vida, comeg¢ando depois a diminuir. No caso da
subunidade B (Figura 19C), observa-se um aumento entre o estadio E18 e PO mantendo-se

constante nos estadios seguintes.

Também é de salientar que em estadios embrionarios (E18), a subunidade a2 é mais expressa
do que a subunidade a1 (1,12 vs 0,86 - ambas normalizadas pelas respectivas actinas). No
estadio embrionario foi também j& detectado o mRNA da subunidade [ (Figura 19A-C).
Comparando a expressdo dos mRNA’s das principais subunidades do receptor da glicina

(a1:0,86; 02:1,12 e B:0,6 - normalizadas pelas respectivas actinas) no estadio embrionario é
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possivel observar uma maior expressdo do mRNA da subunidade a2, o que podera indicar a
predominancia de receptores da glicina homomeéricos, contituidos apenas por subunidades a2,

neste estadio de desenvolvimento.
Por outro lado, ao comparar a expressdo do mRNA das subunidades a em estadios mais

maduros (9s), a subunidade a1 é mais expressa do que a subunidade a2 (1,3 vs 0,97 - ambas

normalizadas pela respectiva actina) (Figura 19A-B).
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Figura 19 — Estudo dos produtos de PCR obtidos para os principais genes (a1, a2 e B) da
subunidade do receptor da glicina nos varios estadios de desenvolvimento. (A-C) Gel de agarose
2% dos produtos de PCR obtidos para as subunidades a1 (A), a2 (B) e $ (C) do receptor da glicina.
Foram analisados homogenatos de hipocampo de ratos extraidos de um estadio embriénico (E18), a
nascenga (P0), sete (P7), catorze (P14) e vinte e um (P21) dias apds o nascimento e com 9 semanas de
idade (9s) e homogenatos de espinal medula (EM) de ratos com vinte e um dias. (D) Média da densidade
de cada uma das subunidades do receptor da glicina (n=4). Todos os valores apresentados foram
calculados em relagao a E18 e correspondem a média * erro padrido. GlyR (glycine receptor); RT (reverse

transcriptase); M (marcador).

Nos homogenatos da espinal medula e que servem como controlo as restantes amostras, é
possivel observar que existe uma expressdo das trés subunidades em estudo (a1, a2 e B),
sendo que comparando as duas subunidades a, existe uma maior expressao da subunidade a1
em relagdo a subunidade a2 (1,74 vs 1 - ambas normalizadas pela respectiva actina) (Figura
19A-C).

A anadlise semi-quantitativa dos resultados obtidos (Figura 19D) mostra que parece ser em P7
que a expressdao do mRNA da subunidade a1 transpde a expressdao do mRNA da subunidade
a2 no hipocampo. De salientar também que analisando o grafico obtido (Figura 19D) parece
existir um predominio da subunidade B em relagdo as subunidades a ao longo de todo o

desenvolvimento.
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4.2 4. Discussao

Os resultados apresentados sugerem uma variagao da expressdo do mRNA das trés principais
subunidades (a1, a2 e ) do receptor da glicina no hipocampo de rato ao longo dos varios
estadios de desenvolvimento estudados. Mais concretamente, desde o estadio embridnico
estudado (E18) até aos varios estadios pds-natais analisados, parece existir um aumento da
expressdo do mRNA da subunidade a1. A expressdao do mRNA da subunidade a2, por outro
lado, parece aumentar na primeira semana de vida e diminuir em estadios posteriores. Os
niveis de expressdo da subunidade B aumentam até PO e, apds este estadio, parecem ser
relativamente constantes (Figura 19A-C).

Estes resultados indicam assim que o receptor da glicina tem uma expressao pré-natal, sendo
a expressdo dos mRNA’s das principais subunidades do receptor da glicina detectada a E18
(Figura 19A-C), o que podera indicar um importante papel da transmissdo glicinérgica na

formagao de sinapses e/ou no amadurecimento neuronal.

A analise da expressdo do mRNA por RT-PCR das varias subunidades do receptor da glicina
no hipocampo durante o desenvolvimento revela, por um lado, que o padrao de expressao das
subunidades a ndo se correlaciona com o da subunidade (. Por outro lado, os resultados
obtidos também parecem mostrar que, no hipocampo de um animal adulto, existe uma maior
expressao de a1 do que de a2. Estes resultados nao estdo de acordo com o que esta descrito
por outros autores que, através da analise da distribuicio do mRNA das varias subunidades do
receptor da glicina por hibridagado in situ (Malosio et al., 1991), observaram que o mRNA da
subunidade a2 era detectado no hipocampo em niveis moderados, enquanto que 0 mRNA da
subunidade a1 ndo era sequer detectado. Esta discrepancia nos resultados obtidos, podera
dever-se ao facto de terem sido utilizadas técnicas diferentes, podera estar relacionada com
uma possivel inespecificidade das sondas utilizadas na hibridagcéo in situ ou, podera ainda
estar relacionada com fendmenos de splicing alternativo. Por splicing alternativo podem ser
geradas outras variantes de a1 e a2, o que leva a uma possivel heterogeneidade nos mRNA’s
detectados pelas sondas usadas na hibridacao in situ, o que podera nao ter sido tomado em
consideragdo. Todos estes factores, juntamente com o facto das subunidades al e a2
possuirem uma homologia de cerca de 80 a 90% (revisto em Lynch, 2004), poderdo ter
causado inespecificidade nos resultados obtidos na década de 90 (Malosio ef al., 1991), o que
podera justificar as diferengas observadas.

E igualmente de referir que trabalhos de electrofisiologia efectuados em fatias de hipocampo de
ratos adultos revelaram a presenga de receptores da glicina sensiveis a estriquinina

(Chattipakorn e McMahon, 2002). Uma vez que a estriquinina se liga irreversivelmente a
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subunidade a1 (Ruiz-Gomez et al., 1990), estes estudos s&o indicativos da presenca de
receptores compostos por subunidades a1 no hipocampo de um animal adulto, o que esta de
acordo com os resultados aqui obtidos.

Adicionalmente, um outro estudo de electrofisiologia (Thio et al., 2003), mas que também
utilizou a técnica de RT-PCR para confirmar a presenca do receptor da glicina no cérebro de
um ratinho adulto, mostrou que ai existe uma maior expressdo do mRNA da subunidade a1 do

que do mRNA da subunidade a2, tal como se obteve para o hipocampo de rato.

Ao analisar a expressdo do mRNA das varias subunidades do receptor da glicina na espinal
medula e comparando a expressdo do mRNA das duas subunidades a, sdo detectados niveis
mais elevados da subunidade a1 do que da subunidade a2 (Figura 19A-B). Estes resultados
vém confirmar que, contrariamente ao que se pensava inicialmente (revisto em Lynch, 2004), a
subunidade a2 do receptor da glicina continua a ser expressa na espinal medula apés o

nascimento.

Para analisar as bandas de PCR obtidas foi efectuada uma analise semi-quantitativa (Figura
19D). Porém, existe um método de quantificagdo por exceléncia para produtos de PCR, o Real-

Time PCR, que é um dos objectivos a ser realizado brevemente.

No entanto, a analise semi-quantitativa (Figura 19D) permitiu obter um perfil de expresséo para
cada uma das principais subunidades do receptor da glicina. Assim, é possivel observar uma
prevaléncia da subunidade 8 quando comparada com as subunidades a, em todos os estadios
de desenvolvimento pods-natais estudados. Essa abundéncia da subunidade B podera ser
indicadora da predominancia de receptores da glicina heteroméricos em detrimento dos
homoméricos (abundantes em estadios imaturos) nos estadios pds-natais. A localizagdo dos
receptores heteroméricos, compostos por subunidades a e [(3, nas zonas poés-sinapticas,
apenas pode ocorrer porque a subunidade B permite a ligagao a gefirina e a posterior formagéo
de aglomerados de receptores da glicina (Meyer et al., 1995). Deste modo, provavelmente,
poder-se-a inferir que os receptores de glicina no hipocampo maduro sdo na sua maioria
heteroméricos e, por isso, se encontram maioritariamente localizados nas zonas sinapticas. A
semi-quantificacdo realizada, podera ser igualmente indicadora de um possivel switch no
hipocampo, a semelhanga do que ocorre na espinal medula, entre as subunidades a2 e a1
(Becker et al., 1988). Esse switch parece ocorrer a P7, que é o estadio de desenvolvimento
onde a expressdo do mRNA da subunidade a1 transpde a do mRNA da subunidade a2 (Figura
19D).
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Os resultados obtidos por RT-PCR poderdo estar correlacionados com os resultados
detectados por Western Blot, que revelam que a expressao das subunidades a do receptor da
glicina € maxima a P7. Analisando os resultados obtidos por RT-PCR (Figura 19D), parece ser
também a P7 que é detectado um maior numero total de mRNA'’s das subunidades a1 e a2, o

que podera estar na base dessa possivel relagao.

E também de referir que, & semelhanca do que acontece para o Western Blot, cada
observagéao efectuada (n) equivale a uma ninhada de animais, oriundos do mesmo cruzamento,
sendo assim irmaos entre si, de modo a anular quaisquer diferengas genéticas ou ambientais
que pudessem influenciar os resultados. Também é de salientar que, sempre que possivel, o
mesmo n foi utilizado para analise para ambos os procedimentos, Western Blot e RT-PCR.

O estudo prévio da integridade do RNA total feito por electroforese € fundamental e revelou a
presenga de duas bandas, correspondentes ao RNA ribossomal, o que indica que o RNA
extraido se encontra em boa qualidade e pode ser utilizado para a transcri¢cao in vitro e para o

PCR posterior.

E ainda de referir que na figura 19B, é visivel uma banda mais leve que a da subunidade a2 do
receptor da glicina que, possivelmente, sera devida a uma outra variante da subunidade a2,
uma vez que ja se sabe que por splicing alternativo, sdo geradas varias isoformas das
subunidades do receptor da glicina (revisto em Kirsch, 2006).

Essa banda nao corresponde a uma possivel inespecificidade causada pela subunidade a1,
uma vez que, para todos os primers utilizados neste trabalho, foi efectuada uma pesquisa de
homologia, ndo tendo sido detectado nenhum caso de inespecificidade. As sequéncias do
mRNA das trés principais subunidades (a1: NM 013133.1, a2: NM 012568.2 e 3: NM 053296.1)
do receptor da glicina e da B-actina (NM 031144.2) de rato (Rattus norvegicus) foram todas

retiradas da base de dados PubMed (www.pubmed.org).

Deste modo, em resumo, os resultados obtidos por RT-PCR para as principais subunidades
(a1, a2 e B) do receptor da glicina no hipocampo, parecem indicar que, ao longo do
desenvolvimento, existe um aumento na expressdo do mRNA da subunidade a1. Por outro
lado, a expressdo do mRNA da subunidade a2 aumenta nos primeiros dias de vida e diminui
nos restantes estadios, enquanto que a expressdo do mRNA da subunidade B também
aumenta entre E18 e PO, mantendo-se constante nos estadios posteriores. Assim, estes
resultados sugerem uma possivel variabilidade na constituicdo do receptor da glicina no

hipocampo ao longo do desenvolvimento.
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4.3. Localizacdo subcelular do receptor da glicina no hipocampo de rato

4.3.1. Analise da evolugao da citoarquitectura do hipocampo de rato

ao longo do desenvolvimento

Com o intuito de caracterizar a localizagdo subcelular do receptor da glicina nas principais
areas do hipocampo de rato ao longo do desenvolvimento, foi efectuada uma analise por
imunohistoquimica usando fatias de cérebro (5 um) obtidos de animais com diferentes idades.

Ao longo do desenvolvimento existe uma evolugao do hipocampo que inclui o aumento do seu
tamanho e a diferenciacdo das células ai existentes (Figura 20). E possivel observar um
amadurecimento de todas as zonas do hipocampo, o que possibilita a identificacdo das suas

principais regides, especificamente o GD e as células piramidais das areas CA.

Figura 20 - Evolugédo da citoarquitectura do hipocampo ao longo do desenvolvimento. Detec¢céo do
DAPI (1:15000) no hipocampo de rato em varios estadios de desenvolvimento. Foram utilizadas fatias de
cérebro (5 ym) de ratos extraidos ao décimo oitavo dia de gestagéo (E18), a nascenga (PO0), sete (P7),
catorze (P14) e vinte e um (P21) dias apds o nascimento e com 9 semanas de idade (9s). As imagens
foram obtidas com uma objectiva de 5x. A barra da escala corresponde a 200 um. GD (gyrus dentatus);
CA1/CA3 (cornu ammonis 1/3).

59



4. Resultados e Discussao

A marcacao nuclear com DAPI permite observar e identificar os nucleos das células piramidais
de CA1 e CAS3, que se localizam na zona do stratum pyramidale, e também das células
granulares do GD que se encontram na area do stratum granulosum. E ainda possivel
identificar alguns nucleos localizados nas regides do stratum radiatum das zonas CA1/CA3 e

do stratum moleculare do GD que correspondem a interneurénios (Figura 20).

No estadio embrionario (E18) s6 & possivel distinguir a forma caracteristica e Unica do
hipocampo, ndo se conseguindo distinguir as suas areas essenciais, nomeadamente o GD e
CA. A PO, apesar de ja se identificarem as areas do hipocampo, estas ainda ndo estédo
totalmente definidas. E apenas a P7 que é possivel observar uma definicdo total do hipocampo
(Figura 20).

4.3.2. Dupla detecgcdao do receptor da glicina e do VIAAT no

hipocampo ao longo do desenvolvimento

Para se caracterizar espacialmente e temporalmente a expressédo do receptor da glicina no
hipocampo de rato, foi feita uma analise por imunohistoquimica em diversas areas do
hipocampo, nomeadamente nas regides do GD, da CA1 e da CA3, em varios estadios de
desenvolvimento. Foram simultaneamente analisadas fatias de espinal medula de ratos com

vinte e um dias que foram usadas como controlo positivo as marcagdes efectuadas.

Foi efectuada uma analise por imunohistoquimica com marcag¢ao dupla, de modo a detectar
simultaneamente o receptor da glicina e o VIAAT, que é um marcador de terminais pré-
sinapticos inibitérios (Dumoulin et al., 1999), com o objectivo de determinar a localizagéo

subcelular do receptor da glicina (somatica, sinaptica ou extrasinaptica).

De salientar que todas as imagens de microscopia confocal de cada uma das areas em estudo,
CA1, CA3 e GD, foram obtidas sempre na mesma zona com o intuito de possibilitar uma
comparagao de estadio para estadio o mais correcta possivel. Foi também tida em conta a
visualizagdo de duas camadas laminares em cada area, uma rica em corpos celulares e outra
abundante em terminais sinapticos. Assim, para as imagens correspondentes a area do GD as
imagens foram retiradas captando parte da camada stratum granulosum e stratum moleculare
(Figura 21). Para as areas CA1 e CA3 as imagens foram obtidas de modo a incluirem parte do

stratum pyramidale e do stratum radiatum (Figura 21).
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Figura 21 - Representacdo das areas do hipocampo onde as imagens foram obtidas. As areas
delineadas identificam as regides do gyrus dentatus (GD) e da cornu ammonis 1 e 3 (CA1 e CA3), onde
as imagens de microscopia confocal foram retiradas. DG (dentate gyrus); so (stratum oriens); sr (stratum
radiatum); sm (stratum moleculare); sg (stratum granulosum); sp (stratum pyramidale). (Adaptado de
Andersen et al., 2007).

Comparando a expressao do receptor da glicina e do VIAAT ao longo do desenvolvimento, &
possivel observar que, em ambos 0s casos, a sua localizagdo subcelular nao é idéntica.

No estadio embrionario E18, em que ainda ndo é possivel distinguir as zonas CA1, CA3 ou GD,
quer o receptor da glicina (marcado a vermelho) quer o VIAAT (marcado a verde), parecem ter

uma expressao em redor do corpo celular dos neuroénios (Figura 22A1).

No estadio neonatal, o receptor da glicina tem uma expressao abundante em redor dos corpos
celulares dos neurdnios piramidais, granulares e também de alguns interneurénios tendo assim
uma elevada expressao nas zonas do stratum pyramidale e do stratum granulosum, que fazem
parte da CA1/CA3 (Figuras 22B2-3) e GD (Figura 22B1), respectivamente. Deste modo, o
receptor da glicina no hipocampo de um animal extraido a nascenga (PQ) parece ser pouco
expresso nas zonas do stratum radiatum da CA1/CA3 (Figuras 22B2-3) e stratum moleculare
do GD (Figura 22B1). No caso do VIAAT, ao contrario do receptor da glicina, a sua expressao
parece ocorrer maioritariamente nas zonas dendriticas, nomeadamente, no stratum radiatum e
no stratum moleculare, pertencentes as areas das CA1/CA3 (Figuras 22B2-3) e GD (Figura
22B1). Também é visivel a expressdo do VIAAT na membrana de alguns interneurdnios, que
sdo tipicamente GABAérgicos. Assim, o VIAAT parece estar praticamente ausente das zonas
onde se localizam a maioria dos corpos celulares, nomeadamente, no sfratum pyramidale das

zonas CA1/CA3 e no stratum granulosum do GD ao contrario do receptor da glicina.
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Em P7, ja é possivel observar o inicio da migragdo do receptor da glicina das zonas
abundantes em corpos celulares, o stratum pyramidale da CA1/CA3 (Figuras 22B5-6) e o
stratum granulosum do GD (Figura 22B4), onde a sua expressao diminui quando comparada
com PO, para as zonas onde se localizam maioritariamente os terminais sinapticos dos
neuronios do hipocampo, nomeadamente o stratum radiatum da CA1/CA3 (Figuras 22B5-6) e o
stratum moleculare do GD (Figura 22B4). Nessas zonas a expressao do receptor da glicina
aumenta, quanda comparada com P0. De notar também a expressao do receptor da glicina na
forma de agregados maioritariamente localizados na membrana celular dos interneurdnios das
trés zonas analisadas (indicados pelos tridngulos nas Figuras 22B4a-6a). Em relagéo a
expressdao do VIAAT, é possivel também observar diferengas na sua expressao, quando
comparada com PO, sendo visivel uma marcag¢ao mais intensa na zona do stratum pyramidale
das zonas CA1/CA3 (Figuras 22B5-6) assim como na zona do stratum granulosum do GD
(Figura 22B4), além da marcagéao dos interneurénios e dos terminais sinapticos localizados nas
zonas do stratum radiatum e stratum moleculare, pertencentes as CA1/CA3 (Figuras 22B5-6) e

ao GD (Figura 22B4), respectivamente.

Nos estadios mais imaturos, a expressao do receptor da glicina e do VIAAT n&o ocorre nas
mesmas camadas laminares. No entanto, a partir de P7, analisando a marcagao simultanea do
receptor da glicina e do VIAAT, é visivel, na zona dendritica das trés principais areas do
hipocampo (CA1, CA3 e GD), uma proximidade entre o receptor da glicina (marcado a
vermelho) e o VIAAT (marcado a verde) (indicada pelas setas nas Figuras 22B4a-6a e 23A1a-
9a), uma vez que nao se observa co-localizagdo (marcagdao amarela resultante da
sobreposig¢édo do verde e do vermelho). Podera ser obtida uma melhor visualizagdo das zonas
ampliadas da Figura 23 (Figuras 23A1a-A9a) através da consulta da secgéo 8 relativa aos
Anexos (Figura 26).

A partir de P14, a migracdo do receptor da glicina das zonas do stratum pyramidale da
CA1/CA3 (Figuras 23A2, 3, 5, 6, 8, 9) e do stratum granulosum do GD (Figuras 23A1, 4, 7),
onde a sua expressdo praticamente desaparece, para as zonas dendriticas do stratum
radiatum e do stratum moleculare, pertencentes as CA1/CA3 (Figuras 23A2, 3, 5, 6, 8,9) e GD
(Figuras 23A1, 4, 7), respectivamente, parece estar completa e ser directamente dependente
do desenvolvimento. O que parece acontecer é que, ao longo do desenvolvimento, existe um
aumento da expressdo do receptor da glicina nas zonas onde se localizam os terminais
sinapticos e os interneurdnios, ou seja, no stratum radiatum da CA1/CA3 (Figuras 23A2, 3, 5, 6,
8, 9) e stratum moleculare do GD (Figuras 23A1, 4, 7), e uma diminuicdo da expressdo do
receptor da glicina nas zonas onde estdo maioritariamente os corpos celulares dos neurdnios,
nas zonas do stratum pyramidale da CA1/CA3 (Figuras 23A2, 3, 5, 6, 8, 9) e do stratum

granulosum do GD (Figuras 23A1, 4, 7).
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Figura 22 — Dupla detec¢ao do receptor da glicina e do VIAAT no hipocampo de rato. (A) Estadio
embrionario (E18). (B) Estadios pos-natais PO e P7. Foram utilizadas fatias de cérebro (5 uym) de ratos
extraidos ao décimo oitavo dia de gestagéo (E18) (A1), a nascencga (P0) (B1-B3) e sete (P7) (B4-B6) dias
apdés o nascimento. Os painéis (B4a-B6a) sdo amplificagbes das janelas assinaladas. Os anticorpos
primarios usados foram: anticorpo monoclonal de ratinho para o receptor da glicina (1:500) e anticorpo
policlonal de coelho para o VIAAT (1:200). Os anticorpos secundarios utilizados foram: anticorpos de
cabra anti-lgG de ratinho Alexa Fluor 568 e anti-lgG de coelho Alexa Fluor 488 (1:400). Em todos os
casos, o receptor da glicina esta marcado a vermelho e o VIAAT a verde. Os nucleos foram marcados
com DAPI usando uma diluigdo de 1:15000. As imagens foram obtidas com uma objectiva de imerséo em
Oleo 63x. A barra da escala corresponde a 20 ym. As setas indicam a proximidade entre o receptor da
glicina e o VIAAT. Os triangulos indicam a presenca de aglomerados extrasinapticos de receptor da
glicina. GlyR (glycine receptor); VIAAT (vesicular inhibitory amino-acid transporter); GD (gyrus dentatus);

CA1-3 (cornu ammonis 1-3).
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De referir também que, ao longo do desenvolvimento, continua a ser visivel a presencga de
aglomerados extrasinapticos do receptor da glicina nas zonas dendriticas das CA1/CA3 e GD,

incluindo as membranas dos interneurénios (indicados pelos tridngulos nas Figuras 23A1a-9a).

A partir de P14, é possivel observar que a expressdo do VIAAT € abundante quer nas zonas
onde, por exceléncia, se localizam os interneurénios e os terminais sinapticos, ou seja, no
stratum radiatum da CA1/CA3 (Figuras 23A2, 3, 5, 6, 8, 9) e stratum moleculare do GD (Figuras
23A1, 4, 7), quer nas zonas onde se localizam maioritariamente os corpos celulares dos
principais neurénios do hipocampo, stratum pyramidale e stratum granulosum, das zonas da
CA1/CA3 (Figuras 23A2, 3, 5, 6, 8, 9) e GD (Figuras 23A1, 4, 7), respectivamente. No entanto,
parece existir uma maior expressao do VIAAT do que do receptor da glicina no hipocampo.
Nomeadamente, parecem existir muitos terminais inibitorios pré-sinapticos (identificados pelo
VIAAT) que ndo estédo proximos de terminais pés-sinapticos que contém o receptor da glicina.
Provavelmente, esses terminais inibitérios pré-sinapticos estdo préoximos de terminais pds-

sinapticos GABAérgicos.

Nos estadios pds-natais estudados, o receptor da glicina é expresso de forma distinta nas trés
areas do hipocampo (Figuras 22B/23). Nomeadamente, nos estadios de desenvolvimento mais
maduros, parece existir uma expressdo mais abundante do receptor da glicina no GD. Por
outro lado, o VIAAT é detectado com uma expresséo semelhante nas trés areas do hipocampo
(Figuras 22B/23).

Para os controlos efectuados a técnica, todas as imagens de microscopia confocal obtidas ao
longo dos vérios estadios de desenvolvimento foram retiradas do GD, com o cuidado de

incluirem quer a zona do stratum granulosum quer do stratum moleculare.

Analisando os controlos realizados, em que foi usado um anticorpo que reconhece
especificamente a MAP2, uma proteina que estabiliza os microtubulos, é possivel observar que
a expressao obtida é bastante diferente da marcacdo do receptor da glicina e do VIAAT.
Adicionalmente, a MAP2 apresenta uma expressdo mais abundante na zona do stratum

moleculare do que na zona do stratum granulosum do GD (Figura 24).
Por outro lado, nas imagens correspondentes a fatias da espinal medula (EM) é possivel

observar uma expressao de MAP2 (Figura 25A) bastante diferente da que se obtém para o

receptor da glicina ou para o VIAAT, a semelhancga do que acontece no hipocampo.
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GD CA3 CA1

Figura 23 — Dupla detec¢dao do receptor da glicina e do VIAAT no hipocampo de rato para os
estadios pés-natais compreendidos entre P14 e 9 semanas. Foram utilizadas fatias de cérebro (5 pm)
de ratos extraidos com catorze (P14) (A1-A3) e vinte e um (P21) (A4-A6) dias apds o nascimento e com 9
semanas de idade (9s) (A7-A9). Os painéis (A1a-A9a) sao amplificagcbes das janelas assinaladas. Os
anticorpos primarios usados foram: anticorpo monoclonal de ratinho para o receptor da glicina (1:500) e
anticorpo policlonal de coelho para o VIAAT (1:200). Os anticorpos secundarios utilizados foram:
anticorpos de cabra anti-IgG de ratinho Alexa Fluor 568 e anti-IgG de coelho Alexa Fluor 488 (1:400). Em
todos os casos, o receptor da glicina esta marcado a vermelho e o VIAAT a verde. Os nucleos foram
marcados com DAPI usando uma diluicdo de 1:15000. As imagens foram obtidas com uma objectiva de
imersdo em 6leo 63x. A barra da escala corresponde a 20 um. As setas indicam a proximidade entre o
receptor da glicina e o VIAAT. Os tridngulos indicam a presenga de aglomerados extrasinapticos de
receptor da glicina. GlyR (glycine receptor), VIAAT (vesicular inhibitory amino-acid transporter); GD (gyrus
dentatus); CA1-3 (cornu ammonis 1-3).
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.
..

Figura 24 — Detecg¢ao do MAP2 no hipocampo de rato ao longo do desenvolvimento. Deteccdo obtida
para o estadio embrionario (E18) e para os diversos estadios pods-natais estudados. Foram utilizadas
fatias (5 ym) de cérebro de ratos extraidos ao décimo oitavo dia de gestacdo (E18), a nascencga (P0), sete
(P7), catorze (P14) e vinte e um (P21) dias apds o nascimento e com 9 semanas de idade (9s). Foi usado
o seguinte anticorpo primario: anticorpo monoclonal de ratinho para MAP2 (1:500). O anticorpo
secundario utilizado foi: anticorpo de cabra Anti IgG de ratinho Alexa Fluor 568 (1:400). As imagens foram
obtidas com uma objectiva de imersdo em O6leo 63x. A barra da escala corresponde a 20 ym. MAP2

(microtubule-associated protein 2).

Quanto a andlise feita por imunohistoquimica usando uma marcagao dupla em fatias de espinal
medula (EM), de modo a detectar simultaneamente o receptor da glicina e o VIAAT, é possivel
observar uma expressdo mais abundante do receptor da glicina na espinal medula do que no
hipocampo (Figura 25B). E ainda possivel observar, & semelhanga do que ocorre no
hipocampo, uma expressdo abundante de VIAAT sendo que é também notéria a auséncia de
co-localizagado, pois ndo é observada uma marcagao amarela (resultante da sobreposi¢do do
verde e do vermelho), mas sim uma proximidade entre o receptor da glicina (marcado a

vermelho) e o VIAAT (marcado a verde) (indicada pelas setas na Figura 25B).
Também é de salientar que existe uma maior densidade de receptores da glicina na espinal

medula do que no hipocampo, o que vem confirmar a importancia da transmissao glicinérgica

na espinal medula. Essa diferenga na expresséo do receptor da glicina é observada quer na
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densidade dos receptores quer na sua intensidade da marcagao, pois na espinal medula sédo

visiveis bastantes agregados de receptores da glicina (Figura 25B).

Alexa 488|P21

Figura 25 — Imagens obtidas para os controlos utilizados na imunohistoquimica. (A) Detec¢céo de
MAP2 em fatias (5 ym) da espinal medula (EM). (B) Dupla detecgcéo do VIAAT e do receptor da glicina em
fatias (5 pm) da espinal medula (EM). (C) Controlos negativos efectuados em fatias de cérebro (5 um) de
rato com vinte e um dias (P21) de idade para o anticorpo secundario Alexa Fluor 488 (C1) e para o Alexa
Fluor 568 (C2). Estas imagens correspondem a zona do gyrus dentatus (GD). Os controlos negativos sdo
feitos suprimindo o anticorpo primario. Os anticorpos primarios usados foram: anticorpo monoclonal de
ratinho para o receptor da glicina (1:500), anticorpo policlonal de coelho para o VIAAT (1:200) e anticorpo
monoclonal de ratinho para MAP2 (1:500). Os anticorpos secundarios utilizados foram: anticorpo de cabra
Anti IgG de ratinho Alexa Fluor 568 e Cabra Anti IgG de ratinho Alexa Fluor 488 (1:400). O receptor da
glicina esta marcado a vermelho e o VIAAT a verde. Os nucleos foram marcados com DAPI usando uma
diluigdo de 1:15000. As imagens foram obtidas com uma objectiva de imersdo em 6leo 63x. A barra da
escala corresponde a 20 pm. As setas indicam a proximidade entre o receptor da glicina e o VIAAT.
MAP2 (microtubule-associated protein 2); VIAAT (vesicular inhibitory amino-acid transporter); GlyR

(glycine receptor).
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Para os controlos negativos efectuados, em que o anticorpo primario € omitido da reacgéao, as
imagens também foram retiradas no GD incluindo a zona do stratum granulosum e a do
stratum moleculare. Assim, é possivel observar uma auséncia de marcagao quer para 0 caso
do anticorpo secundario Alexa Fluor 488 (Figura 25C1), quer para o caso do Alexa Fluor 568

(Figura 25C2), o que evidencia a sua especificidade.

4.3.3. Discussao

Os resultados da analise da localizagao subcelular do receptor da glicina, mostram que este é
expresso nas trés principais areas do hipocampo: CA1, CA3 e GD, ao longo do
desenvolvimento, o que até aqui ndo tinha sido esclarecido, evidenciando um papel para a
transmissao glicinérgia no hipocampo. Porém, o receptor da glicina ndo parece ter uma
localizagdo subcelular idéntica em todos os estadios de desenvolvimento, nem parece ter uma
expressido semelhante nas trés areas do hipocampo analisadas, sendo mais expresso no GD.
E igualmente surpreendente que o receptor da glicina seja expresso em varios tipos de células
do hipocampo, nomeadamente nas células piramidais das areas CA1/CA3, nas células
granulares do GD e ainda nos interneurdnios. Analisando os resultados, pode-se concluir que,
ao longo do desenvolvimento a distribuigdo subcelular do receptor da glicina e do VIAAT é
diferente. Em estadios mais imaturos o receptor da glicina localiza-se abundantemente em
redor dos corpos celulares dos neurénios do hipocampo, enquanto que em estadios mais
maduros se localiza na zona dendritica. Por outro lado, o VIAAT apresenta, nos estadios mais
imaturos, uma expressao apenas na zona onde, tipicamente, ocorrem as sinapses. Ao longo do
desenvolvimento essa expressdo € alterada passando o VIAAT também a ser expresso no
stratum pyramidale da CA1/CA3 e no stratum granulosum do GD. Ainda é de referir que, uma
vez que o VIAAT é um marcador de terminais inibitorios pré-sinapticos (Dumoulin et al., 1999),
€ que néo existe co-localizagao das duas proteinas estudadas, se pode concluir que o receptor

da glicina se encontra localizado na membrana dos terminais pds-sinapticos.

A analise efectuada por imunohistoquimica revela que, quer o receptor da glicina quer o VIAAT,
comegam a ser expressos ainda nos estadios embrionarios, uma vez que a E18 s&o ja
detectados (Figura 21A1). Estes resultados estdo de acordo com os obtidos para a analise do

mRNA das principais subunidades do receptor da glicina feita por RT-PCR.

No estadio neonatal, o receptor da glicina & expresso em redor dos corpos celulares, que se

localizam no stratum pyramidale da CA1/CA3 (Figura 22B2-3) e no stratum granulosum do GD
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(Figura 22B1). Essa expressao difusa pela membrana dos corpos celulares dos neurdnios
podera ocorrer devido ao receptor da glicina ser, em estadios imaturos, maioritariamente do
tipo homomérico, isto €, composto apenas por subunidades a, tal como é observado na espinal
medula (Lynch, 2004), o que esta de acordo com os resultados obtidos por RT-PCR. Estes
resultados mostram uma expressdo mais elevada dos mRNA’s das subunidades a quando
comparada com a expressdo do mRNA da subunidade B no estadio embrionario. Assim, é
necessaria a presenga da subunidade B e a posterior formagao de receptores de glicina do tipo
heteromérico, compostos por subunidades a e (3, para os receptores da glicina se localizarem
nas zonas sinapticas (Meyer et al., 1995; Kirsch et al., 1991). Por outro lado, nesta fase ainda
existem muito poucas sinapses formadas e os receptores da glicina ainda ndo migraram para
os terminais neuronais. Estes resultados poderdo indicar uma possivel alteracdo na
constituicdo do receptor da glicina, passando de uma expressdo preferencialmente
homomérica nos estadios mais imaturos a uma expressao homomeérica e heteromérica nos
estadios mais maduros. Ao longo do desenvolvimento parece continuar a existir a formagao de
aglomerados homomeéricos do receptor da glicina que se localizam nas zonas extrasinapticas,
e que depois serao recrutados para as zonas sinapticas (Muller et al., 2008), o que evidencia
que os receptores do tipo homomeéricos ndo sao totalmente substituidos pelos heteroméricos.

E ainda de referir que a PO, o receptor da glicina apresenta uma fungdo excitatéria, em
contraste com o papel inibitério exercido em neurénios mais maduros (revisto em Ben-Ari,
2002), pelo que podera também ser por essa razdo que a expressado deste receptor, neste
estadio, € abundante na membrana celular de neurdénios que estdo descritos como sendo

excitatorios.

Com o amadurecimento, os neurdnios vao-se diferenciando e existe simultaneamente a
formacao e o desenvolvimento de projec¢des dos neurdnios (dendrites e axdnios). Assim, ao
longo do desenvolvimento, alguns receptores da glicina migram do corpo celular dos neurénios
para os terminais pos-sinapticos que se localizam maioritariamente nas zonas do stratum
moleculare e stratum radiatum, respectivamente pertencentes ao GD e as areas CA1/CA3
(Figura 22B-23).

Os resultados obtidos sdo concordantes com outros resultados publicados em que a técnica de
imunohistoquimica é utilizada para a determinagado da expressao do receptor da glicina no
hipocampo de um rato adulto (Brackmann et al., 2004; Chattipakorn e McMahon, 2002; Danglot
et al., 2004).

Nos estadios imaturos pos-natais, a expressao do VIAAT parece ser predominante nas zonas
onde se encontram os terminais sinapticos, isto €, nas zonas do stratum moleculare do GD e

stratum radiatum da CA1/CA3, enquanto que ao longo do desenvolvimento, a expressédo do
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VIAAT parece néo ficar restricta apenas a essas zonas. A partir de P14 comecga a ser evidente
o aparecimento de VIAAT nas zonas do sfratum pyramidale da CA1/CA3 e do stratum
granulosum do GD (Figura 22B-23). Possivelmente, essa expressao ¢ indicadora da presenca
do VIAAT nas sinapses axo-somaticas, isto é, entre axonios (terminais pré-sinapticos) e o
corpo celular (pés-sinapticos) das células piramidais da CA1/CA3 e células granulares do GD.
As sinapses axo-somaticas aparecem apenas durante a segunda e terceira semana de vida
(Ben-Ari et al., 1989), o que podera assim explicar os resultados observados. Deste modo, o
VIAAT estara localizado nos axoénios que comunicam com o0s neurénios piramidais e
granulares. Essa comunicagao sera predominantemente inibitéria e &€ essencial para equilibrar
a fungao excitatéria desses neuronios.

A técnica de imunohistoquimica revelou uma expressao do receptor da glicina em varios tipos
de células do hipocampo, nomeadamente nas células piramidais da CA1/CA3, nas células
granulares do GD e nos interneuronios. Esta expressao ubiqua do receptor da glicina podera
ser devida a uma necessidade do hipocampo possuir outros mecanismos inibitérios, além da
transmissao GABAérgica, de modo a manter o correcto funcionamento da transmissao
excitatoria necessaria ao funcionamento do hipocampo. Assim, 0 que parece acontecer é que,
quer os neurdnios inibitérios quer os excitatorios expressam receptores de glicina, e o efeito

desta activagao depende do estadio de desenvolvimento e do tipo de célula.

A analise feita por imunohistoquimica ao receptor da glicina parece mostrar que a expressao
do receptor da glicina é diferente nas principais areas do hipocampo. Nomeadamente, parece
existir uma relagdo directa do aumento da expressdo do receptor da glicina com o
amadurecimento no GD, sendo nesta zona que a sua expressao € maior, o que esta de acordo
com outros estudos realizados em ratos adultos (Danglot et al., 2004).

O GD é uma regido do hipocampo vulneravel a actividade epiléptica (Parent e Lowenstein,
2002), pelo que estes resultados poderdao contribuir para o estabelecimento definitivo da
importancia da transmisséo glicinérgica na epilepsia. Actualmente, parece ser aceite pela
comunidade cientifica que a perda da transmisséo inibitéria mediada pelo GABA no GD podera
estar envolvida em varios processos patolégicos, nomeadamente na epilepsia (Dalby e Mody,
2001). A presencga da transmissao inibitéria € essencial em todos os processos, de modo a
equilibrar a transmisséo excitatéria. Assim, estando a transmissdo GABAérgica comprometida,
parece provavel que existam mecanismos de adigcdo e/ou compensagdo, possivelmente
através da transmissdo glicinérgica (Chattipakorn e McMahon, 2003), o que sugere um
importante papel do receptor da glicina na epilepsia. Concretamente, a activacdo dos
receptores de glicina diminui a hiperexcitabilidade no GD quando a inibicado mediada por GABA
esta comprometida (Chattipakorn e McMahon, 2003). Adicionalmente, ja foi mostrado que a

aplicagdo exdgena de glicina pode diminuir as crises epilépticas num modelo animal de
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epilepsia (Cherubini et al., 1981). Por outro lado, estudos envolvendo agonistas do receptor da
glicina no hipocampo, mais concretamente a taurina, provaram que era possivel diminuir as
descargas epilépticas, o que revela o seu importante papel como antiepiléptico (Kirchner et al.,
2003). No entanto, ndo € sO a activagdo Unica do receptor da glicina que parece estar
envolvida na epilepsia, pois a administragao de glicina potencia os efeitos anti-epilépticos de
agonistas do receptor de GABA, GABAAR (Seiler e Sarhan, 1984). Assim, quer apenas a
activagao do receptor da glicina quer a activagao conjunta destes com os receptores de GABA,
poderdo ser mecanismos que se revelem importantes alvos terapéuticos para o tratamento da

epilepsia, o que torna encorajador investigagdes futuras nesta area.

Uma vez que os resultados obtidos mostram que o VIAAT se encontra préximo do receptor da
glicina, é possivel inferir que este receptor se localiza nos terminais pés-sinapticos. Uma das
formas de complementar estes resultados seria através de uma marcagdo dupla de
imunohistoquimica com um marcador pos-sinaptico das sinapses glicinérgicas, nomeadamente
a gefirina, que é uma proteina que ja se sabe estar ancorada a subunidade B do receptor da
glicina (Meyer et al., 1995).

Por outro lado, os resultados obtidos ndo permitem distinguir sinapses puramente glicinérgicas
de sinapses mistas (GABAérgicas e glicinérgicas) nem a constituicdo do receptor da glicina.
Assim, para complementar estes estudos poderia ser efectuada uma andlise por
imunohistoquimica utilizando anticorpos que reconhecem cada uma das subunidades do

receptor da glicina.

Em resumo, os resultados obtidos por imunohistoquimica revelam uma distribuicdo subcelular
heterogénea do receptor da glicina no hipocampo de rato ao longo do desenvolvimento. Mais
concretamente, o receptor da glicina localiza-se em redor dos corpos celulares dos neurénios
nos estadios mais imaturos enquanto que se localiza nos terminais pds-sinapticos nos estadios
mais maduros. Estes resultados mostram claramente que o receptor da glicina & expresso nas
diversas areas do hipocampo em varios estadios de desenvolvimento, particularmente no GD,

0 que sugere um importante papel para a transmissao glicinérgica no hipocampo.
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5. Conclusoes:

O principal objectivo deste trabalho era caracterizar a expressdo do receptor da glicina no
hipocampo de rato ao longo do desenvolvimento. Essa caracterizacgao foi feita pelo estudo dos
niveis de mMRNA das principais subunidades do receptor da glicina por RT-PCR e pela analise
da expressdo proteica do receptor da glicina, recorrendo as técnicas de Western Blot e
imunohistoquimica.

Os resultados aqui apresentados e discutidos mostram que o receptor da glicina € amplamente
expresso no hipocampo de rato ao longo do desenvolvimento, 0 que sugere um importante
papel para a neurotransmissdo glicinérgica nesta area cerebral. Mais concretamente,
observou-se, pela primeira vez, que o receptor da glicina tem uma expressao mais acentuada
no hipocampo de rato nos primeiros dias de vida, nomeadamente a P7, e que a sua expressao
varia com o desenvolvimento. Paralelamente, a andlise do mRNA de cada uma das principais
subunidades do receptor da glicina revelou que podera existir um swifch na sua expressao ao
longo do desenvolvimento, pois as subunidades preponderantes sao diferentes entre estadios
imaturos e maduros. Esse switch podera promover uma possivel alteragdo na composi¢do do
receptor da glicina, o que conduzira a uma variabilidade na sua constituicdo e,
consequentemente, fungdo. E também possivel concluir que, apesar da sua localizagdo
subcelular depender do estadio de desenvolvimento, nos estadios mais maduros o receptor da
glicina é maioritariamente expresso nas zonas dendriticas, com particular énfase para o
stratum moleculare do GD, localizando-se nos terminais pés-sinapticos. Também é possivel
observar a presenga de aglomerados de receptores da glicina localizados extrasinapticamente.
Porém, apesar de aqui ter sido elucidado por completo que o receptor da glicina esta presente
no hipocampo de rato, muitas questdes, envolvendo a transmissdo mediada pela glicina,
permanecem sem resposta. Uma das questdes mais pertinentes que estes resultados podem
suscitar esta certamente relacionada com o papel fisiolégico da transmissao glicinérgica no
cérebro, e em particular no hipocampo, uma regido cerebral onde a transmisséo inibitoria é
predominantemente mediada pelo GABA. A descoberta da existéncia de vesiculas sinapticas
mistas, as quais permitem a libertagao simultdnea de ambos os neurotransmissores inibitérios,
veio contribuir para a hipétese de uma possivel acgao conjunta do GABA e da glicina e para a
possivel interaccdo entre os seus receptores. Esta acgdo concomitante do GABA e da glicina
podera levar a um controlo mais eficiente e preciso da actividade neuronal, explorando as

diferentes cinéticas e condutancias dos respectivos receptores.
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Por outro lado, parece teoricamente possivel que a transmissdo glicinérgica possa ser
importante aquando a existéncia de uma falha na transmissdo GABAérgica no hipocampo,
substituindo-a. Fisiologicamente, existem muitas evidéncias que a transmissao glicinérgica e,
em particular os receptores da glicina, poderédo ter um papel fundamental na epilepsia, através
da modulagdo da hiperexcitabilidade caracteristica desta patologia, podendo ser vistos como
novos alvos terapéuticos para a terapia anti-epiléptica.

Assim, o trabalho aqui descrito contribui para o inicio, do ponto de vista molecular, da
compreensao da neurotransmissao glicinérgica no hipocampo. No entanto, muitas perguntas
continuam sem resposta e, apesar das muitas possibilidades e hipéteses colocadas, o papel do
receptor da glicina no hipocampo permanece desconhecido. Deste modo, ainda muito continua
por esclarecer sobre a neurotransmissao inibitéria mediada pela glicina no hipocampo, pelo

que se torna imperativo a continuagao destes estudos.
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6. Perspectivas Futuras:

O trabalho descrito clarifica alguns dos pontos que envolvem a sinapse glicinérgica no
hipocampo de rato. No entanto, sdo necessarios mais estudos com o objectivo de aprofundar a
funcado da glicina e o papel do seu receptor na neurotransmisséo inibitéria no hipocampo.

O receptor da glicina € um dos constituintes da sinapse glicinérgica e a sua acgéo reflecte-se
no funcionamento da célula. Tal como ja foi discutido, existe uma relagao entre a funcéo do
receptor da glicina (excitatorio vs inibitério) e os co-transportadores de idbes NKCC1 e KCC2.
No entanto, pouco se sabe sobre o mecanismo de interacgao entre estes transportadores e,
sobretudo, de que forma é que a sua expressdo relativa é regulada ao longo do
desenvolvimento e, consequentemente, influencia a alteragdo da fun¢ao do receptor da glicina.
Assim, seria interessante a realizacdo de mais estudos envolvendo estes transportadores e o
receptor da glicina no hipocampo, de modo a tentar elucidar os mecanismos de relacédo entre
eles.

Por outro lado, e de uma perspectiva da analise do mRNA, seria importante complementar o
trabalho aqui descrito e discutido, com uma analise quantitativa dos produtos de PCR obtidos,
de modo a esclarecer se efectivamente existe, ou ndo, um switch entre as subunidades a do
receptor da glicina semelhante ao existente na espinal medula e, se sim, quando é que ocorre.
Para completar os estudos efectuados por RT-PCR poderia ainda ser realizado um Western
Blot em que seriam utilizados anticorpos especificos para cada uma das principais
subunidades do receptor da glicina.

Uma vez que a analise feita por PCR apenas contribui para a determinagao da quantidade de
mRNA de cada uma das principais subunidades do receptor da glicina existentes no
hipocampo, seria igualmente importante determinar a sua localizagdo subcelular. Assim, a
hibridagao in situ € uma técnica que poderia ser utilizada para localizar o mMRNA de cada uma
das subunidades do receptor da glicina nos neurénios do hipocampo. Adicionalmente, poderia
ser feita uma imunohistoquimica apds a hibridacdo in situ, o que permitiria a localizacao
subcelular simultdnea do mRNA e da proteina de cada uma das subunidades do receptor da
glicina, elucidando qual a constituicdo dos receptores sinapticos e extrasinapticos.

Ao nivel da analise da proteina, uma das questbes que permanece por esclarecer é a
quantidade de receptores de glicina existentes no hipocampo. Assim, a semelhanga da
quantificacao dos niveis de mMRNA de cada uma das subunidades, poderia ainda ser efectuada
a quantificagdo do receptor da glicina com o recurso a ensaios de ligagao, utilizando o

antagonista especifico do receptor da glicina, a estriquinina, marcada radioactivamente.
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6. Perspectivas Futuras

A sinapse glicinérgica € composta por intervenientes do terminal pds-sinaptico, nos quais se
inclui o receptor da glicina, mas também inclui moléculas do terminal pré-sinaptico, tais como o
transportador da glicina, GlyT2. Existem j& vérias evidéncias que defendem que varios
participantes da sinapse glicinérgica poderdo estar comprometidos na epilepsia. Assim, a
investigagdo dos varios constituintes desta sinapse e da forma como estes actuam para
controlar a eficacia da actividade neuronal mediada pela glicina, poderia ser util no tratamento
da epilepsia proporcionando novas perspectivas e abordagens terapéuticas. Seria assim
fundamental investigar o papel dos transportadores de glicina no hipocampo, uma vez que
estes tém como principal fungédo terminar a acgao inibitéria da glicina retirando-a da fenda
sinaptica, pelo que o seu estudo seria Util para a eventual criacdo de abordagens terapéuticas
anti-epilépticas.

Tendo como premissa o papel da transmissédo glicinérgica na epilepsia, seria importante
efectuar estudos comparativos entre animais saudaveis (grupo controlo) e animais em que se
induziria epilepsia (grupo epiléptico). Estes estudos permitiriam a comparagédo quer a nivel de
expressao, localizacdo, quantificacdo e funcionalidade do receptor da glicina no hipocampo
entre os dois grupos de animais. Este trabalho comparativo seria realizado a nivel molecular e
electrofisiolégico, impulsionando fortemente a investigacdo da sinapse glicinérgica no
hipocampo. Estes ensaios seriam de grande importancia uma vez que pouco se sabe do papel
da neurotransmissdo mediada pela glicina no hipocampo e do seu envolvimento na epilepsia,

sendo assim uma area de investigagao bastante promissora.
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8. Anexos:

P14

9s

Figura 26 — Dupla detecgao do receptor da glicina e do VIAAT nas zonas dendriticas do hipocampo de rato para os estadios pos-natais compreendidos entre P14 e
9 semanas. Foram utilizadas fatias de cérebro (5 ym) de ratos extraidos com catorze (P14) e vinte e um (P21) dias apds o nascimento e com 9 semanas de idade (9s). Os
anticorpos primarios usados foram: anticorpo monoclonal de ratinho para o receptor da glicina (1:500) e anticorpo policlonal de coelho para o VIAAT (1:200). Os anticorpos
secundarios utilizados foram: anticorpos de cabra anti-IgG de ratinho Alexa Fluor 568 e anti-IlgG de coelho Alexa Fluor 488 (1:400). Em todos os casos, o receptor da glicina
esta marcado a vermelho e o VIAAT a verde. As imagens foram obtidas com uma objectiva de imersdo em 6leo 63x. A barra da escala corresponde a 20 uym. As setas indicam
a proximidade entre o receptor da glicina e o VIAAT. Os tridangulos indicam a presencga de aglomerados extrasinapticos de receptor da glicina. GD (gyrus dentatus); CA1-3
(cornu ammonis 1-3).
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