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Resumo e palavras-chave 
O hipocampo é uma região cerebral altamente suscetível ao envelhecimento e a patologias como a 

epilepsia do lobo temporal (ELT). A plasticidade sináptica, fundamental na regulação da comunicação 

sináptica, implica alterações de curta ou longa duração na eficácia da transmissão, por atividade neuronal 

transitória e pode sofrer alterações na ELT e/ou no envelhecimento, desconhecendo-se largamente a sua 

evolução na epileptogénese ou a sua contribuição para o dimorfismo sexual durante o envelhecimento. 

A remodelação da composição de jangadas lipídicas contribui para alterações na plasticidade sináptica, 

no envelhecimento, como em doenças neurodegenerativas; ao que estudos do nosso laboratório apontam 

para que ocorra também na ELT. Desconhece-se se estas alterações ocorrem precocemente na 

epileptogénese ou se contribuem para alterações sexualmente dimórficas da função sináptica no 

envelhecimento. 

Neste trabalho, avaliou-se as alterações em alvos moleculares relevantes para a plasticidade 

sináptica que ocorreram após a atividade epileptiforme, in vitro, sujeitando fatias de hipocampo de ratos 

saudáveis a atividade intercrítica, induzida pela depleção de Mg2+ e a atividade crítica, induzida pelo 

antagonista dos recetores GABAA, bicuculina. Concomitantemente, testou-se a importância do péptido 

vasoativo intestinal (VIP) endógeno, nestas alterações, através do bloqueio dos recetores VPAC1 para o 

VIP. Foram ainda averiguadas as possíveis diferenças nas alterações da integridade pré- e pós-sináptica, 

com foco nos componentes excitatório e inibitório da neurotransmissão, e nas jangadas lipídicas 

sinápticas, em machos e fêmeas, ao longo da idade. As alterações moleculares sinápticas foram 

estudadas por western blot, em sinaptossomas, tendo como alvos: Subunidades GluA1 e 2 dos recetores 

AMPA; Canais KV4.2; Marcadores pré-sinápticos – Sinaptofisina e SNAP-25; Proteínas pós-sinápticas 

– Gefirina e PSD-95; Proteínas de jangadas lipídicas – Caveolina-1 e Flotilina-1; E o enzima Hidroxilase 

de tirosina. 

A atividade intercrítica aumentou a expressão de GluA2, contrariamente à de GluA1, como também 

da razão GluA1/GluA2, junto com os níveis de caveolina-1 e flotilina-1. A prevenção da ação do VIP 

endógeno nos recetores VPAC1 durante a atividade intercrítica, aumentou os níveis de expressão dos 

canais KV4.2, bem como a diminuição nos níveis de caveolina-1 e flotilina-1, que foi menos 

pronunciada. Já quando foi induzida atividade crítica, a expressão sináptica de GluA1, da razão 

GluA1/GluA2 e dos níveis de caveolina-1 e flotilina-1, diminuíram. Ao prevenir, igualmente, a ação 

nos recetores VPAC1, durante a atividade crítica, a diminuição da expressão de GluA1 e de caveolina-1 

foram mais pronunciadas. Estas observações indicam que a ação do VIP endógeno durante a atividade 

epileptiforme crítica como a intercrítica regula os efeitos da atividade epileptiforme na função sináptica. 

Em sinaptossomas do hipocampo de ratos com 4, 9, 12 e 21 meses (M), quando comparados fêmeas 

com machos, da mesma idade, não se observam diferenças marcadas na expressão da maioria dos alvos, 

com exceção de GluA1 e da sinaptofisina aos 4M; da gefirina aos 9M e da caveolina-1 aos 12M. A 

expressão de GluA1, sinaptofisina e dos canais KV4.2 foi algo distinta entre sexos. Os níveis de GluA1, 

em machos, diminuíram com a idade. A sinaptofisina aumentou aos 21M. 

Estas observações sugerem que os recetores AMPA bem como marcadores da integridade sináptica, 

nomeadamente a inibitória, e as jangadas lipídicas sinápticas são os alvos preferenciais da remodelação 

sináptica tanto no contexto da resposta aguda à atividade epileptiforme como no envelhecimento. O VIP 

endógeno tem um papel importante na regulação da resposta aguda. 

Palavras-chave: Plasticidade sináptica; Recetores VPAC1 para o VIP; Jangadas lipídicas; Atividade 

epiletiforme; Envelhecimento.  
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Abstract and keywords 
The hippocampus is a brain region highly susceptible to aging and pathologies such as temporal 

lobe epilepsy (TLE). Synaptic plasticity is fundamental in the regulation of synaptic communication and 

implies short- or long-term changes in the efficiency of transmission caused by transient neuronal 

activity. It can undergo changes in the TLE and/or aging, its evolution in epileptogenesis or its 

contribution to sexual dimorphism during aging remains largely unknown. The remodelling of the 

composition of lipid rafts contributes to alterations in synaptic plasticity in aging, as in 

neurodegenerative diseases. Preliminary studies in our laboratory indicate that such changes also occur 

in TLE. It is not known whether these changes occur early in epileptogenesis or whether they contribute 

to sexually dimorphic changes in synaptic function in aging. 

In this work, it was evaluated whether changes in molecular targets relevant to synaptic plasticity 

occurred after epileptiform activity, in vitro, by subjecting healthy rat hippocampal slices to interictal-

like activity, induced by the absence of Mg2+ or ictal-like activity, induced by the GABAA receptor 

antagonist, bicuculine. Concomitantly, the importance of the endogenous vasoactive intestinal peptide 

(VIP) in these alterations was tested by blocking VIP VPAC1 receptors. Possible differences in pre- and 

postsynaptic integrity alterations in males and females during natural aging were also investigated, 

focusing on the excitatory and inhibitory components of neurotransmission, and on synaptic lipid rafts. 

The synaptic molecular alterations were studied by western blot, in synaptosomes, having as targets: 

GluA1 and 2 subunits of the AMPA receptors; KV4.2 channels; Presynaptic markers – Synaptophysin 

and SNAP-25; Post-synaptic proteins – Gephyrin and PSD-95; Lipid raft proteins – Caveolin-1 and 

Flotilin-1; And the Tyrosine Hydroxylase enzyme. 

Interictal-like activity increased the expression of GluA2, while decreasing that of GluA1, as well 

as the GluA1/GluA2 ratio, and levels of caveolin-1 and flotilin-1. The prevention of endogenous VIP 

action on VPAC1 receptors during interictal activity increased the expression levels of KV4.2 channels 

and attenuated the decrease in caveolin-1 and flotilin-1 levels. When ictal-like activity was induced, the 

synaptic expression of GluA1, the GluA1/GluA2 ratio and the levels of caveolin-1 and flotilin-1 

decreased. Preventing the action of VIP on VPAC1 receptors during ictal activity, aggravated the 

decrease in the expression of GluA1 and caveolin-1. These observations indicate that the action of 

endogenous VIP during ictal- epileptiform activity such as interictal-like regulates the effects of 

epileptiform activity on synaptic function. 

In hippocampal synaptosomes of rats at 4, 9, 12 and 21 months (M), when females and males of 

the same age were compared, no marked differences were observed in the expression of most targets, 

except for GluA1 and synaptophysin at 4M; gephyrin at 9M and caveolin-1 at 12M. The expression of 

GluA1, synaptophysin and KV4.2 channels was somewhat different between sexes. GluA1 levels in 

males decreased with age. Synaptophysin levels increased at 21M (aged rats). 

These observations suggest that AMPA receptors together with markers of synaptic integrity, 

namely inhibitory, and synaptic lipid rafts are the preferred targets of synaptic remodelling both in the 

context of the acute response to epileptiform activity and upon aging. 

Keywords: Synaptic plasticity; VIP VPAC1 receptors; Lipid rafts; Epileptiform activity; Aging 
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estruturas críticas da memória do sistema do lobo temporal, núcleos diencefálicos e das áreas de 

associação neocorticais, com destaque para o fluxo recíproco de informações. Adaptado de Bartsch 

& Wulff (2015)22. (D) Diagrama da rede do hipocampo de rato mostrando o circuito trissináptico, 

cuja principal aferência é a via perfurante, que transmitem informações sensoriais polimodais dos 

neurónios na camada II do córtex entorrinal para as células granulosas do giro dentado. As células 

granulares projetam-se, através dos seus axónios (as fibras musgosas), para as dendrites apicais 

proximais das células piramidais CA3 que, por sua vez, se projetam para as células piramidais CA1 

ipsilaterais através dos colaterais de Schaffer e para as células piramidais contralaterais CA3 e CA1 

através de conexões comissurais. Além do circuito trissináptico sequencial, há também uma densa rede 

associativa que interconecta as células CA3 do mesmo lado. As células piramidais da CA3 são também 

inervadas por uma aferência direta das células da camada II do córtex entorrinal (não mostrado) e as 

dendrites apicais distais dos neurónios piramidais CA1 recebem uma aferência direta das células da 

camada III do córtex entorrinal. Os três principais subcampos têm uma organização laminar disposta em 

forma de C intertravado, com fibras aferentes a terminar em regiões seletivas da árvore dendrítica. Para 

uma descrição completa da anatomia do hipocampo, ver Amaral et al., in The hippocampus book 

(2007)23. Adaptado de Neves, Cooke & Bliss (2008)24. (E) Visão esquemática do sistema de memória 

do MTL para a memória declarativa, que é composta pelo hipocampo e pelos córtices perirrinal, 

entorrinal e para-hipocampal. Abreviaturas: Ant, núcleos talâmicos anteriores; CA, cornu Ammonis; 

DG, giro dentado; EC, córtex entorrinal; MB, corpos mamilares; Med, núcleos talâmicos mediais; MTT, 

trato mamilotalâmico (feixe de Vicq d’Azyr); SN, núcleos septais. Figura adaptada de Squire & Wixted 

(2011)21. ................................................................................................................................................... 2 

Figura 1.2 Composição molecular modular da sinapse de vertebrados. (A) Sinapse glutamatérgica. 

(B) Componente pós-sináptico colinérgico. (C) Componente pós-sináptico GABAérgico. O código de 

cores representa os diferentes módulos neuronais e submódulos funcionais que não são discutidos no 

texto. Retirado de Arendt (2020)81. ......................................................................................................... 9 

Figura 1.3 Transmissão sináptica com os recetores pós-sinápticos em precisa aposição aos locais 

de libertação pré-sináptica. Nas sinapses inibitórias, a proteína pós-sináptica gefirina forma uma 

estrutura multimérica responsável pela ancoragem dos recetores GABAA (ou glicina) ao citoesqueleto, 

garantindo assim o acúmulo preciso de recetores pós-sináptico no lugar certo, geralmente na haste 

dendrítica, mas também encontrados em espinhas. Em contraste, a localização da sua congénere nas 

sinapses glutamatérgicas PSD-95, maioritariamente localizada nas espinhas dendríticas. Figura retirada 

de Pizzarelli et al. (2020)88. ..................................................................................................................... 9 

Figura 1.4 Recetores NMDA ativados pela atividade pré- e pós-sináptica em simultâneo. (a) A 

ativação pré-sináptica causa a libertação de glutamato, que atua nos recetores pós-sinápticos AMPA e 

NMDA. Quando a despolarização é curta a ligação do glutamato aos recetores NMDA dá-se antes da 

despolarização pós-sináptica e os recetores NMDA não são ativados, devido ao bloqueio com o ião 
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Mg2+. (b) Quando a libertação de glutamato é continuada a ligação aos recetores NMDA coincide com 

uma despolarização pós-sináptica suficiente para deslocar o Mg2+ e ativar os recetores, então o Ca2+ 

entra no neurónio pós-sináptico através do recetor NMDA. (Fonte: Adaptado de Bear & Malenka, 1994, 

Fig. 1.)112. .............................................................................................................................................. 10 

Figura 1.5 Mecanismos de redimensionamento sináptico para manter o equilíbrio 

excitação/inibição. Os recetores de neurotransmissores excitatórios são localizados nas espinhas 

dendríticas, enquanto os recetores de neurotransmissores inibitórios se encontram maioritariamente 

(70%) presentes em locais pós-sinápticos na haste dendrítica, e cerca de 30%107 nas espinhas dendríticas. 

(A) Ajuste no número de recetores de neurotransmissores presentes em sinapses específicas para 

equilibrar alterações na força sináptica de uma sinapse vizinha. (B) Ajuste no número de moléculas que 

compõem o esqueleto estrutural de moléculas de adesão celular em contactos excitatórios e inibitórios. 

(C) Regulação do número de proteínas de ancoragem em sinapses excitatórias (PSD-95, stargazina) ou 

inibitórias (gefirina), regulando a retenção dos recetores AMPA nas sinapses excitatórias e recetores 

GABAA nas sinapses inibitórias. Retirado de Keith & El-Husseini (2008)94. Abreviaturas: CAM, 

moléculas de adesão celular (do inglês, cell-adhesion molecules). ....................................................... 13 

Figura 1.6 Potenciação de longa duração (LTP) in vitro e in vivo. a | Registos extracelulares de LTP 

induzida por estimulação tetânica da projeção das fibras colaterais de Schaffer (Sch) para as células 

piramidais CA1 numa fatia transversal de hipocampo (a. topo). O painel central esquerdo mostra o 

registo das respostas sinápticas típicas na região dendrítica apical da CA1 após a estimulação dos 

colaterais de Schaffer. Estimulação tetânica (uma breve rajada de estímulos elétricos de alta frequência) 

pode ser usado para induzir LTP com duração de muitas horas na via tetanizada (a. painel inferior, 

círculos fechados); a segunda, via de controlo (círculos abertos) recebe apenas estimulação de basal e 

não é potenciada (especificidade de entrada). b | Indução da LTP in vivo, pela aprendizagem199. As 

respostas sinápticas em vários locais são registadas na CA1 de animais em movimento livre, pelo uso 

de uma matriz de elétrodos de registo e um único elétrodo estimulador (b. painel do meio). Os ratos 

foram treinados para uma tarefa de esquiva inibitória (do inglês: Inhibitory avoidance, IA), por tentativa 

única, uma forma de aprendizagem dependente do hipocampo em que um roedor evita entrar numa arena 

escura onde recebeu um choque nas patas (b. painel superior). O treino IA leva a um aumento rápido, 

com duração de horas, na amplitude das respostas evocadas em algumas das vias registadas (círculos 

verdes em b., painel inferior), mas não em outras (círculos vermelhos). A potenciação sináptica depende 

do treino (b., painel inferior; seta “IA”) e oclui a LTP induzida pela estimulação tetânica (Tet): Compare-

se o grau de potenciação induzido pela estimulação tetânica (seta “Tet”) nas vias que foram aumentadas 

pelo treino (círculos verdes) com as vias que não foram alteradas (círculos vermelhos). Os números 1, 

2 e 3 indicam os momentos em que as respostas no painel central (b.) se obtiveram a partir das aferências 

que foram aumentadas (a verde) ou inalteradas (a vermelho). As respostas sobrepostas no painel do meio 

mostram os efeitos da aprendizagem (1+2) e os efeitos subsequentes da aplicação de três episódios de 

estimulação tetânica (2+3) mostrando que o aumento da atividade sináptica dependente da experiência 

usa os mesmos mecanismos moleculares da expressão da LTP induzida por tétano. DG, giro dentado; 

EC, córtex entorrinal; pp, via perfurante. Figura retirada de Neves, Cooke & Bliss (2008)24. ............. 15 

Figura 1.7 Vias para a expressão da LTP. A entrada de Ca2+ através do recetor NMDA ativa cinases 

de proteínas, possibilitando a LTP pela ① alteração da eficácia dos recetores pós-sinápticos AMPA 

existentes ou ② pela estimulação para a inserção de novos recetores AMPA. (Fonte: Adaptado de Bear 

& Malenka, 1994, Fig. 1.)112. ................................................................................................................ 16 

Figura 1.8 Um modelo de como o Ca2+ pode desencadear tanto a LTP como a LTD no hipocampo. 

A estimulação de alta frequência (EAF) gera LTP por intermédio de uma grande elevação da [Ca2+]i 

pós-sináptica. A estimulação de baixa frequência (EBF) produz LTD por uma elevação menor da [Ca2+]i. 

(Fonte: Adaptada de Bear & Malenka, 1994, Fig. 1.)112. ...................................................................... 17 
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Figura 1.9 Tráfego de recetores AMPA em condições basais e durante a indução de LTP e LTD. 

No estado basal, a exocitose e endocitose de recetores AMPA não só está em equilíbrio com o número 

de recetores na sinapse e com os mecanismos envolvidos no recrutamento e desmobilização dos 

recetores AMPA por difusão lateral na membrana. Durante a indução de LTP, o aumento da exocitose 

de recetores AMPA e do recrutamento sináptica de recetores AMPA difusos levam ao acúmulo elevado 

de recetores AMPA sinápticos. Durante a indução de LTD, um aumento na desmobilização por difusão 

lateral e endocitose de recetores AMPA resulta numa redução de recetores AMPA pós-sinápticos. Figura 

retirada de Hastings & Man (2018)245. .................................................................................................. 18 

Figura 1.10 Três tipos de células piramidais fazem-se acompanhar por pelo menos 21 classes de 

interneurónios na CA1. Indicado à esquerda, a terminação principal de cinco aferências 

glutamatérgicas. Os somas e as dendrites dos interneurónios que inervam as células piramidais 

(representadas em tons de azul) são cor-de-laranja, e aqueles que inervam principalmente outros 

interneurónios são cor-de-rosa. Os axónios estão a roxo; e as principais terminações sinápticas a 

amarelo. Observa-se a associação dos eferentes sinápticos dos diferentes tipos de interneurónio com a 

região perissomática (à esquerda) e as zonas de terminação da via colateral de Schaffer / comissural ou 

via entorrinal (à direita), respetivamente. VIP, polipéptido vasoativo intestinal; VGLUT, transportador 

vesicular de glutamato; O-LM, oriens lacunosum-moleculare. Retirado de Klausberger & Somogyi 

(2008)313. ............................................................................................................................................... 24 

Figura 1.11 Inibição da LTP induzida por estimulação θ-burst pela ativação dos recetores VPAC1 

pelo VIP endógeno. (A) Evolução temporal dos valores dos declives dos fEPSPs antes e após a 

estimulação θ-burst na presença do antagonista dos recetores VPAC1, PG 97-269, 100 nM. (B) 

Potenciação obtida 50-60 min após estimulação θ-burst na ausência e na presença do antagonista de 

VPAC1, PG 97-269 (100 nM). Abreviaturas: fEPSP, potencial pós-sináptico excitatório de campo (do 

inglês, field excitatory postsynaptic potential). Retirado de Rodrigues et al. (2021)402. ....................... 32 

Figura 1.12 O VIP endógeno, através da ativação do recetor VPAC1, previne as alterações na LTP 

após IEDs in vitro. Influência do bloqueio do recetor VPAC1 para o VIP durante as IEDs provocadas 

pela superfusão com aCSF contendo 0 mM Mg2+ e 6 mM K+ na expressão de LTP no hipocampo, 

induzida por estimulação θ-burst aos 30 e aos 60 min após IEDs. Valor-p <0,05 (teste t de Student). 

Abreviaturas: IEDs, descargas epiletiformes do tipo intercrítico (do inglês, interictal epileptiform 

discharges). Retirado de Carvalho-Rosa & Cunha-Reis (2019)404. ....................................................... 32 

Figura 1.13 O efeito da idade na LTD no hipocampo. Relação entre a idade e a magnitude da LTD 

na CA1, induzida por um protocolo padrão de EBF (900 × 1 Hz) em rato. Os gradientes de cores refletem 

as faixas etárias assim definidas de animais jovens (até ao P40), adultos (do P40 ao P200) e idosos (a 

partir do P200). Retirado de Pinar et al. (2017)438. Abreviaturas: LTD, depressão de longa duração; EBF, 

estimulação de baixa frequência; P, dia pós-natal. ................................................................................ 35 

Figura 3.1 Métodos de western blot521. Preparação da amostra, eletroforese e transferência. ........... 44 

Figura 3.2 Visão geral da imunodeteção. O western blot é bloqueado, incubado com anticorpos e 

tratado com um substrato que torne a proteína-alvo visível. As etapas de lavagem são realizadas entre 

as incubações para remover o excesso de material não ligado e minimizar o sinal não específico no 

imunoblot527. .......................................................................................................................................... 46 

Figura 3.3 [A] Deteção por anticorpo indireta. A deteção indireta usa um anticorpo primário não 

marcado seguido por anticorpos secundários marcados531. [B] Deteção de sinal do anticorpo. O 

marcador do anticorpo é exposto ao substrato, criando uma banda visível na superfície do blot (substrato 

colorimétrico) ou como emissão de luz (substrato ECL) capturada por dispositivos adequados532. ..... 48 

Figura 4.1 A atividade intercrítica induz um aumento marcado na expressão sinaptossomal da 

subunidade GluA2; uma diminuição marcada da subunidade GluA1; e uma diminuição marcada 

na razão GluA1/GluA2; e essas alterações não dependem da ação do VIP endógeno nos recetores 

VPAC1. As experiências foram realizadas em sinaptossomas de hipocampo isolados a partir de fatias 
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de hipocampo, estimuladas por exposição a Mg2+ 0 mM, ao antagonista dos recetores VPAC1 para o 

VIP PG 97-269 (100 nM) e Mg2+ 0 mM + PG 97-269, tendo como controlo a ausência de qualquer 

destes estímulos (CTR), conforme descrito no capítulo 3. As subunidades GluA1 e GluA2 dos recetores 

AMPA foram detetadas com anticorpos específicos. Os valores representados nos gráficos [A-F] 

representam a média ± SEM de 3-5 experiências (n=3-5). Os níveis de GluA1 [A], GluA2 [C] e da razão 

GluA1/GluA2 [E] obtidos na ausência de estimulação química ou farmacológica (CTR) foram 

comparados com os obtidos na presença de Mg2+ 0 mM ou PG 97-269 usando uma one-way ANOVA 

simples seguida do teste de comparações múltiplas de Dunnett; valor-p <0,05. Os níveis de GluA1 [B] 

e GluA2 [D] obtidos após tratamento com Mg2+ 0 mM na ausência e na presença de PG 97-269 (100 

nM) foram comparados usando um teste t de Student emparelhado unicaudal. Os níveis da razão 

GluA1/GluA2 [F] obtidos após tratamento com Mg2+ 0 mM na ausência e na presença de PG 97-269 

(100 nM) foram comparados usando um teste t de Student independente unicaudal com correção de 

Welch. As diferenças não foram estatisticamente significativas (P <0,05). .......................................... 53 

Figura 4.2 A atividade intercrítica não induz alterações na expressão sinaptossomal da proteína 

pós-sináptica PSD-95, mas aumenta fortemente a expressão da proteína gefirina; sendo que ambas 

as alterações não se mostram depender da ação do VIP endógeno nos recetores VPAC1. As 

experiências foram realizadas em sinaptossomas de hipocampo isolados a partir de fatias de hipocampo 

de ratos saudáveis, estimuladas por exposição a Mg2+ 0 mM; ao antagonista dos recetores VPAC1 para 

o VIP PG 97-269 (100 nM) e Mg2+ 0 mM + PG 97-269, tendo como a ausência de qualquer destes 

estímulos (CTR), conforme o descrito no capítulo 3. As gefirina e PSD-95 foram detetadas com 

anticorpos específicos. Os valores representados nos gráficos [A-D] representam a média ± SEM de 2-

5 experiências (n=2-5). Os níveis de gefirina [A] e PSD-95 [C] obtidos na ausência de estimulação 

química ou farmacológica (CTR) foram comparados com os obtidos na presença de Mg2+ 0 mM ou PG 

97-269 usando uma one-way ANOVA simples seguida do teste de comparações múltiplas de Dunnett; 

valor-p <0,05. Os níveis de gefirina [B] e PSD-95 [D] obtidos após tratamento com Mg2+ 0 mM na 

ausência e na presença de PG 97-269 (100 nM) foram comparados usando um teste t de Student 

emparelhado unicaudal e não se observaram diferenças estatisticamente significativas (P <0,05). ..... 54 

Figura 4.3 A atividade intercrítica não induz alterações na expressão sinaptossomal dos canais de 

potássio dependentes de voltagem do subtipo 4.2; A ação tónica do VIP nos recetores VPAC1, 

contribui para esta ausência de alterações. As experiências foram realizadas em sinaptossomas de 

hipocampo isolados a partir de fatias de hipocampo estimuladas por exposição a Mg2+ 0 mM, ao 

antagonista dos recetores VPAC1 para o VIP PG 97-269 (100 nM) e Mg2+ 0 mM + PG 97-269, tendo 

como controlo a ausência de qualquer destes estímulos (CTR), conforme o descrito no capítulo 3. Os 

canais KV4.2 foram detetados com anticorpos específicos. Os valores representados nos gráficos [A-B] 

representam a média ± SEM de 3-4 experiências (n=3-4). Os níveis de KV4.2 [A] obtidos na ausência 

de estimulação química ou farmacológica (CTR) foram comparados com os obtidos na presença de 

Mg2+ 0 mM ou PG 97-269 usando uma one-way ANOVA simples seguida do teste de comparações 

múltiplas de Dunnett; valor-p <0,05. Os níveis de KV4.2 [B] obtidos após tratamento com Mg2+ 0 mM 

na ausência e na presença de PG 97-269 (100 nM) foram comparados usando um teste t de Student 

emparelhado unicaudal, observando-se um aumento dos canais KV4.2 (P <0,05). ............................. 55 

Figura 4.4 A atividade intercrítica não induz alterações na expressão sinaptossomal da 

sinaptofisina, que não é influenciada pela ação do VIP endógeno nos recetores VPAC1. As 

experiências foram realizadas em sinaptossomas de hipocampo isolados a partir de fatias de hipocampo 

estimuladas por exposição a Mg2+ 0 mM, ao antagonista dos recetores VPAC1 para o VIP PG 97-269 

(100 nM) e Mg2+ 0 mM + PG 97-269, tendo como controlo a ausência de qualquer destes estímulos 

(CTR), conforme o descrito no capítulo 3. A proteína pré-sináptica sinaptofisina foi detetada com 

anticorpos específicos. Os valores representados nos gráficos [A-B] representam a média ± SEM de 3-

4 experiências (n=3-4). Os níveis de sinaptofisina [A] obtidos na ausência de estimulação química ou 
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farmacológica (CTR) foram comparados com os obtidos na presença de Mg2+ 0 mM ou PG 97-269 

usando uma one-way ANOVA simples seguida do teste de comparações múltiplas de Dunnett; valor-p 

<0,05. Os níveis de sinaptofisina [B] obtidos após tratamento com Mg2+ 0 mM na ausência e na presença 

de PG 97-269 (100 nM) foram comparados usando um teste t de Student emparelhado unicaudal e não 

se observaram diferenças estatisticamente significativas (P <0,05). ..................................................... 55 

Figura 4.5 A atividade intercrítica induz uma diminuição marcada na expressão sinaptossomal de 

caveolina-1 e flotilina-1 e a ação do VIP endógeno, nos recetores VPAC1, parece potenciar uma 

atenuação na perda de ambas estas proteínas de jangadas lipídicas. As experiências foram 

realizadas em sinaptossomas de hipocampo isolados a partir de fatias de hipocampo expostas a Mg2+ 0 

mM; ao antagonista dos recetores VPAC1 para o VIP PG 97-269 (100 nM); e Mg2+ 0 mM + PG 97-

269, tendo como controlo a ausência de qualquer destes estímulos (CTR), conforme descrito no capítulo 

3. As proteínas de jangadas lipídicas caveolina-1 e flotilina-1 foram detetadas com anticorpos 

específicos. Os valores representados nos gráficos [A-D] representam a média ± SEM de 3-7 

experiências (n=3-7). Os níveis de caveolina-1 [A] e flotilina-1 [C] obtidos na ausência de estimulação 

química ou farmacológica (CTR) foram comparados com os obtidos na presença de Mg2+ 0 mM ou PG 

97-269 usando uma one-way ANOVA simples seguida do teste de comparações múltiplas de Dunnett; 
valor-p <0,05. Os níveis de caveolina-1 [B] e flotilina-1 [D] obtidos após tratamento com Mg2+ 0 mM 

na ausência e na presença de PG 97-269 (100 nM) foram comparados usando um teste t de Student 

emparelhado unicaudal, observando-se um aumento da caveolina-1 e da flotilina-1 (P <0,05). ........ 56 

Figura 4.6 A atividade crítica diminui a expressão sinaptossomal da subunidade GluA1, não 

alterando a expressão da subunidade GluA2, o que resulta numa diminuição marcada na razão 

GluA1/GluA2. Este efeito parece ser agravado pela ação do VIP endógeno nos recetores VPAC1. 

As experiências foram realizadas em sinaptossomas isolados a partir de fatias de hipocampo expostas a 

Bic (10 µM), ao antagonista dos recetores VPAC1 para o VIP PG 97-269 (100 nM) e Bic + PG 97-269, 

tendo como controlo a ausência de qualquer destes estímulos (CTR), conforme o descrito no capítulo 

3. As subunidades GluA1 e GluA2 dos recetores AMPA foram detetadas com anticorpos específicos. 

Os valores representados nos gráficos [A-F] representam a média ± SEM de 3-6 experiências (n=3-6). 

Os níveis de GluA1 [A], GluA2 [C] e da razão GluA1/GluA2 [E] obtidos na ausência de estimulação 

química ou farmacológica (CTR) foram comparados com os obtidos na presença de Mg2+ 0 mM ou PG 

97-269 usando uma one-way ANOVA simples seguida do teste de comparações múltiplas de Dunnett; 
valor-p <0,05. Os níveis de GluA1 [B] e GluA2 [D] obtidos após tratamento com Bic (10 µM) na 

ausência e na presença de PG 97-269 (100 nM) foram comparados usando um teste t de Student 

emparelhado unicaudal, observando-se uma diminuição da subunidade GluA1 (P <0,05), sem se 

observar diferenças estatisticamente significativas da subunidade GluA2 (P <0,05). Os níveis da razão 

GluA1/GluA2 [F] obtidos após tratamento com Bic (10 µM) na ausência e na presença de PG 97-269 

(100 nM) foram comparados usando um teste t de Student independente unicaudal com correção de 

Welch e não se observaram diferenças estatisticamente significativas (P <0,05). ................................ 58 

Figura 4.7 A atividade crítica não induz alterações na expressão sinaptossomal da proteína pós-

sináptica PSD-95, mas aumenta fortemente a expressão da proteína gefirina; ambas de forma 

independente da ação do VIP endógeno nos recetores VPAC1. As experiências foram realizadas em 

sinaptossomas isolados a partir de fatias de hipocampo estimuladas por exposição a Bic (10 µM); ao 

antagonista dos recetores VPAC1 para o VIP PG 97-269 (100 nM) e Bic + PG 97-269, tendo como 

controlo a ausência de qualquer destes estímulos (CTR), conforme o descrito no capítulo 3. As proteínas 

pós-sinápticas gefirina e PSD-95 foram detetadas com anticorpos específicos. Os valores representados 

nos gráficos [A-D] representam a média ± SEM de 2-5 experiências (n=2-5). Os níveis de gefirina [A] 

e PSD-95 [C] obtidos na ausência de estimulação química ou farmacológica (CTR) foram comparados 

com os obtidos na presença de Bic ou PG 97-269 usando uma one-way ANOVA simples seguida do 

teste de comparações múltiplas de Dunnett; valor-p <0,05. Os níveis de gefirina [B] e PSD-95 [D] 
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obtidos após tratamento com Bic (10 µM) na ausência e na presença de PG 97-269 (100 nM) foram 

comparados usando um teste t de Student emparelhado unicaudal e não se observaram diferenças 

estatisticamente significativas (P <0,05). .............................................................................................. 59 

Figura 4.8 A atividade crítica não induz alterações na expressão sinaptossomal dos canais KV4.2 

observações que não dependem da ação do VIP endógeno nos recetores VPAC1. As experiências 

foram realizadas em sinaptossomas de hipocampo isolados a partir de fatias de hipocampo expostas a 

Bic (10 µM); ao antagonista dos recetores VPAC1 para o VIP PG 97-269 (100 nM) e Bic + PG 97-269, 

tendo como controlo a ausência de qualquer destes estímulos (CTR), conforme o descrito no capítulo 

3. Os canais KV4.2 foram detetadas com anticorpos específicos. Os valores representados nos gráficos 

[A-B] representam a média ± SEM de 3-4 experiências (n=3-4). Os níveis dos canais KV4.2 [A] obtidos 

na ausência de estimulação química ou farmacológica (CTR) foram comparados com os obtidos na 

presença de Bic ou PG 97-269 usando uma one-way ANOVA simples seguida do teste de comparações 
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que não é influenciada pela ação do VIP endógeno nos recetores VPAC1. As experiências foram 

realizadas em sinaptossomas isolados a partir de fatias de hipocampo estimuladas por exposição a Bic 

(10 µM); ao antagonista dos recetores VPAC1 para o VIP PG 97-269 (100 nM) e Bic + PG 97-269, 

tendo como controlo a ausência de qualquer destes estímulos (CTR), conforme o descrito no capítulo 

3. A proteína pré-sináptica sinaptofisina foi detetada com anticorpos específicos. Os valores 

representados nos gráficos [A-B] representam a média ± SEM de 3-4 experiências (n=3-4). Os níveis 

de sinaptofisina [A] obtidos na ausência de estimulação química ou farmacológica (CTR) foram 
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caveolina-1 e de flotilina-1 e a ação do VIP endógeno, nos recetores VPAC1, o VIP protege a perda 

acentuada de caveolina-1, mas não de flotilina-1. As experiências foram realizadas em sinaptossomas 

isolados a partir de fatias de hipocampo expostas a Bic (10 µM); ao antagonista dos recetores VPAC1 

para o VIP PG 97-269 (100 nM) e Bic + PG 97-269, tendo como controlo a ausência de qualquer destes 

estímulos (CTR), conforme descrito no capítulo 3. As proteínas de jangadas lipídicas caveolina-1 e 

flotilina-1 foram detetadas com anticorpos específicos. Os valores representados nos gráficos [A-D] 

representam a média ± SEM de 3-5 experiências (n=3-5). Os níveis de caveolina-1 [A] e flotilina-1 [C] 

obtidos na ausência de estimulação química ou farmacológica (CTR) foram comparados com os obtidos 

na presença de Bic ou PG 97-269 usando uma one-way ANOVA simples seguida do teste de 

comparações múltiplas de Dunnett; valor-p <0,05. Os níveis de caveolina-1 [B] e flotilina-1 [D] obtidos 
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Figura 4.11 Comparação da expressão sinaptossomal de GluA1, GluA2 e da razão GluA1/GluA2 

ao longo da idade em ratos macho e fêmea. As experiências foram realizadas em sinaptossomas de 

hipocampo de ratos saudáveis de 4, 9, 12 e 21 meses, conforme o descrito no capítulo 3. As subunidades 

GluA1 e GluA2 dos recetores AMPA foram detetadas com anticorpos específicos. Os valores 

representados nos gráficos [A-F] representam a média ± SEM de 4 experiências (n=4). Os níveis de 
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GluA1 [A], GluA2 [B] e da razão GluA1/GluA2 [E] dos machos foram normalizados a 100% e foram 
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comparação com o valor dos machos e das fêmeas de 4 meses normalizados a 100%, foram comparados 

usando uma one-way ANOVA simples com aplicação do teste de comparações múltiplas de Tukey (P 
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representados nos gráficos [A-D] representam a média ± SEM de 2-5 experiências (n=2-5). Os níveis 
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comparados os valores das fêmeas da mesma idade, usando um teste t de Student independente com 
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anticorpos específicos. Os valores representados nos gráficos [A-B] representam a média ± SEM de 2-

3 experiências (n=2-3). Os níveis de KV4.2 [A], com os valores dos machos normalizados a 100%, foram 

comparados os valores das fêmeas da mesma idade, usando um teste t de Student independente com 

correção de Welch; valor-p <0,05. Os níveis de KV4.2 [B], obtidos em comparação com o valor dos 

machos e fêmeas de 4 meses normalizados a 100%, foram comparados usando uma one-way ANOVA 

simples com aplicação do teste de comparações múltiplas de Tukey (P <0,05); e a diferença entre 
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SNAP-25, ao longo da idade, em ratos macho e fêmea. As experiências foram realizadas em 

sinaptossomas de hipocampo de ratos saudáveis de 4, 9, 12 e 21 meses, conforme o descrito no capítulo 

3. As proteínas pré-sinápticas sinaptofisina e SNAP-25 foram detetadas com anticorpos específicos. Os 

valores representados nos gráficos [A-D] representam a média ± SEM de 4 experiências (n=4). Os níveis 

de sinaptofisina [A] e SNAP-25 [B] dos machos foram normalizados a 100% e foram comparados com 

os valores das fêmeas, usando um teste t de Student independente com correção de Welch; valor-p 
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Figura 4.15 Comparação da expressão sinaptossomal da proteína de caveolae caveolina-1, ao 

longo da idade, em ratos macho e fêmea. As experiências foram realizadas em sinaptossomas de 
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machos da mesma idade, usando um teste t de Student independente com correção de Welch; valor-p 

<0,05. Os níveis de caveolina-1 [B], obtidos em comparação com o valor dos machos e fêmeas de 4 

meses normalizados a 100%, foram comparados usando uma one-way ANOVA simples com aplicação 



 

XIX 
 

do teste de comparações múltiplas de Tukey (P <0,05); a diferença entre machos e fêmeas foi avaliada 
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monoaminérgicos hidroxilase de tirosina (TH), ao longo da idade, em ratos macho e fêmea. As 
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conforme o descrito no capítulo 3. A TH foi detetada com anticorpos específicos. Os valores 

representados nos gráficos [A-B] representam a média ± SEM de 3-5 experiências (n=3-5). Os níveis 

de TH [A], com os valores dos machos normalizados a 100%, foram comparados os valores das fêmeas 

com os dos machos da mesma idade, usando um teste t de Student independente com correção de Welch; 

valor-p <0,05. Os níveis de TH [B], obtidos com referência ao valor dos machos e fêmeas de 4 meses 

normalizados a 100%, foram comparados usando uma one-way ANOVA simples com aplicação do teste 

de comparações múltiplas de Tukey (P <0,05); a diferença entre machos e fêmeas foi calculada usando 
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Figura 8.1 [A] Ilustação da criatura mitológica – Hipocampo: “Uma criatura fantástica sobre a qual os 

antigos pagãos sentariam Neptuno, o seu Deus do mar”, Conrad Gessner in Nomenclator Aquatilium 

Animantium (1560; página 182). Digitalização cedida pelo Museu de História: Museum für 

medizinhistorische Bücher Muri, em Muri, Suiça717. [B] Ampliação da parte superior da imagem (A) 

desta mesma figura, evidenciando apenas o desenho ilustrativo. [C] Preparação de hipocampo e fórnix 

humanos (à esquerda) em comparação com um cavalo-marinho (à direita); (Preparação pelo professor 

emérito László Seress, da Universidade de Pécs, Pécs, Hungria, em 1980). Imagem obtida da pesquisa 

de Domínio Público do Wikimedia Commons718. [D] Secção coronal através do hipocampo dorsal de 

um rato Wistar macho adulto, corado com Nissl e apresentando as regiões e camadas nas quais as 

densidades médias dos recetores AMPA, cainato e NMDA foram medidas. CA1‐3: Sub-regiões do cornu 

Ammonis; DG: Giro dentado; Stratum or: oriens, pyr: pyramidale, rad: radiatum, l‐m: lacunosum-

moleculare, e l: lucidum do cornu Ammonis; Stratum mol: moleculare e gr: granulosum do giro dentado. 

Barra de escala = 1 mm. Imagem retirada de Palomero-Gallagher, Bidmon & Zilles (2003)26. [E] Secção 

histológica coronal do cérebro inteiro de um macaco adulto (Macaca mulatta) com coloração de Nissl, 

com o hipocampo destacado dentro de uma área circulada delineada, no canto inferior direito. Imagem 

obtida na pesquisa de Domínio Público do Wikimedia Commons719. [F] Ampliação do canto inferior 

direito da imagem (E) desta mesma figura, evidenciando a área circular correspondente ao hipocampo. 

[G] Anatomia transversal do hipocampo humano denotando uma relação de intertravamento do giro 

dentado (DG) e o cornu Ammonis (CA) formando dois anéis em forma de C que se interligam. Desenho 

de um hipocampo, pelo patologista italiano Camillo Golgi, corado pelo método de nitrato de prata. 

Imagem originalmente retirada de Golgi (1886)720. Ilustração obtida em Gross et al. (2019)25. [H] 

Organização da formação do hipocampo originalmente desenhada pelo neuroanatomista Santiago 

Ramón y Cajal com uma representação esquemática da organização das camadas, usando o método de 

Golgi-Cox. O circuito trissináptico no hipocampo é organizado em três regiões principais: O giro 

dentado e os campos das CA3 e CA1. A via perfurante conecta o córtex entorrinal com o giro dentado 

e foi o local original de estudo para a potenciação de longa duração (LTP). As fibras musgosas do giro 

dentado projetam-se para o campo da CA3. Dos campos da CA3, as fibras podem sair pelo fórnix (canto 

superior direito) ou continuar para a CA1 pela via colateral de Schaffer. Os neurónios da CA1 então 

projetam-se noutros neurónios no córtex entorrinal e subículo. EC = córtex entorrinal; CA = cornu 

Ammonis; DG = giro dentado; Sub = subículo721. Imagem modificada do circuito neural do hipocampo 

de rato, [retirada originalmente de Ramón y Cajal in Histologie du Systeme Nerveux de l'Homme & des 

Vertebretes; Paris, França: Maloine (1911)19]; imagem girada, legendada de novo e com diagrama 

adicional criado em Gi; obtida da pesquisa de Domínio Público do Wikimedia Commons722. .......... 129 

Figura 8.2 O hipocampo; a configuração de estimulação e registo utilizada por Bliss & Lømo 

(1973)177, em que a via perfurante (PP) é estimulada (Stim) com uma rajada de alta frequência, e 
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o elétrodo de registo (Rec) na área dentada (AD) revela um fortalecimento nas sinapses de conexão 

que persite durante horas. ab = Feixe angular (do inglês, angular bundle); CA = Áreas cornu 

Ammonis; Hipp fiss = Fissura do hipocampo; mf = Fibras musgosas; sub = Subículo. Diagrama retirado 

de Bliss & Lømo (1973)177. ................................................................................................................. 130 

Figura 8.3 Representação simplificada de uma experiência em que se induziu LTP na CA1, 

revelando o fortalecimento sináptico prolongado após um trem de alta frequência (estimulação 

tetânica). Os estímulos de teste antes e depois do tétano são de baixa frequência, todavia capazes de 

acionar um disparo elevado dos neurónios dentados por horas após o pulso de alta frequência. EPSP = 

Potencial pós-sináptico excitatório; PTP = Potenciação pós-tetânica; Rec = elétrodo de registo; Stim = 

elétrodo de estímulo. Atribuição do diagrama: CC BY-SA 3.0; Ficheiro, “LTP exemplar.jpg”; Criado a 

15 de agosto de 2005; Consultado em, Wikimedia Commons, Category: Long-term potentiation, a 13 

de janeiro de 2021, em https://commons.wikimedia.org/wiki/Category:Long-term_potentiation; Figura 

adaptada. .............................................................................................................................................. 130 

Figura 8.4 Contagem anual de publicações por pesquisa por tópico escrevendo as palavras “long‐

term potentiation” em Web of Science (consultado a 14 de janeiro de 2021, em 

https://wcs.webofknowledge.com/RA/analyze.do?product=WOS&SID=D1RjaGaKomSQVpra4bk&fi

eld=PY_PublicationYear_PublicationYear_en&yearSort=true). Com base neste gráfico, é feito notar-se 

uma clara subida no número de publicações anuais a contar a partir de 1990 (com 171 artigos publicados) 

até de 2011 (com 1609 artigos publicados), por exemplo. No ano de 2006, foi ultrapassada a marca dos 

1400 artigos (com 1405 artigos publicados), seguindo-se então uma estabilização a um nível médio de 

1547 artigos por ano desde 2006 até 2020. Os balões-rótulo de chamada de dados apresentados neste 

gráfico representam: [Ano, Número de publicações]. ......................................................................... 132 

Figura 8.5 Marcos importantes na descoberta da LTP como um mecanismo de memória. Linha 

temporal dos principais marcos da investigação que avaliam a ligação entre a LTP e a aprendizagem e 

o armazenamento de memória. Observe-se o atraso de várias décadas desde a primeira descrição da LTP 

até à emergência de evidências que suportem um papel da LTP na memória. Consultar a secção de 

Referências para as citações dos artigos incluídos aqui: Lømo (1966)714; Bliss & Lømo (1973)177; Bliss 

& Gardner‐Medwin (1973)723; Barnes (1979)739; Barnes & McNaughton (1985)740; Morris et al. 

(1986)185; McNaughton et al. (1986)741; Castro et al. (1989)742; Saucier & Cain (1995)743; Rogan, Staubli 

& LeDoux (1997)744; McKernan & Shinnick-Gallagher (1997)745; Rioult-Pedotti et al. (1998)746; Rioult-

Pedotti, Friedman & Donoghue (2000)747; Whitlock et al. (2006)199; Pastalkova et al. (2006)10; Nabavi 
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Figura 8.6 Visão geral e esquemática dos vários fatores contribuintes, diferentes escalas e níveis 

metodológicos e conceituais que determinam a plasticidade neuronal no hipocampo. Figura retirada 
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Figura 8.7 Exposição das fatias de hipocampo a atividade epileptiforme. Montagens experimentais 

utilizadas para obtenção de registos eletrofisiológicos em fatias de hipocampo [A e B] e para obtenção 

de tecido para análise por western blot. [A] Vista geral da gaiola de Faraday com câmara de registo, 
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Figura 8.8 Reta-padrão de calibração para o método de Bradford508, para a determinação da 

concentração de proteínas nas amostras CTR; PG 97-269; Mg2+ 0 mM; Mg2+ 0 mM + PG 97-269; 

Bic & Bic + PG 97-269. A linha contínua representa o ajuste linear da razão das absorvências lidas a 

590 nm e a 450 nm obtidas para cada concentração de proteína. O R2 é o coeficiente de determinação, 

cujo reflete a qualidade da regressão linear, quer dizer, quanto mais próximo de 1, melhor o ajuste. 138 
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Figura 8.9 Reta-padrão de calibração para o método de Bradford508, para determinação da 

concentração de proteínas nas amostras ♂ (4M, 9M, 12M, 21M) e ♀ (4M, 9M, 12M, 21M). A linha 

contínua representa o ajuste linear da razão das absorvências lidas a 590 nm e a 450 nm obtidas para 

cada concentração de proteína. O R2 é o coeficiente de determinação. .............................................. 138 
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2-Ab Anticorpos secundários 

2-ME 2-Mercaptoetanol 

5HT3aR Recetor 3a de serotonina  
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AMPA Ácido α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiónico 

APS Persulfato de amónio 

AVC Acidente vascular cerebral 

Aβ β-amiloide 

Background Marcação de fundo não específica 

Bic Bicuculina 
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CH3COOH Ácido acético 

Cl- Iões de cloro 

CREB cAMP response element-binding protein 

CTR Controlo 

DAT Transportador de dopamina 
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E. g. Por exemplo 

E/I Excitatórios vs. inibitórios 

EAF Estimulação de alta frequência 

EBF Estimulação de baixa frequência 

EC Córtex entorrinal 

ECL Quimioluminescência aumentada 

EDTA ácido etilenodiamino tetra-acético 

EEG Eletroencefalografia ou eletroencefalograma 

EPSP Potencial pós-sináptico excitatório 

ERs Recetores de estrogénios 

ERα Recetor de estrogénio alfa 

ERβ Recetor de estrogénio beta 
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E-S Ocorrência dos impulsos de potenciais pós-sinápticos excitatórios 

GABA Ácido γ-aminobutírico 

GABAA Ácido γ-aminobutírico do tipo A 

GABAB Ácido γ-aminobutírico do tipo B 

GAPDH Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase 

GluA1 Subunidade 1 do recetor do ácido α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiónico 

GluA2 Subunidade 2 do recetor do ácido α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiónico 

GluA3 Subunidade 3 do recetor do ácido α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiónico 

GluA4 Subunidade 4 do recetor do ácido α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiónico 

HCl Ácido clorídrico 

HEPES Ácido 2-[4-(2-hidroxietil)-1-piperazinil]-etanossulfónico 

HKP Proteínas de manutenção 

HRP Peroxidase de Armoracia rusticana 

HS Esclerose do hipocampo 

IEDs Descargas epiletiformes do tipo intercrítico 

IF Inibidores das fosfatases 

iGluRs Recetores ionotrópicos de glutamato 

IP Inibidores das proteases 

IS Específico de interneurónios 

ISMs Microelétrodos seletivos de iões 

K+ Iões de potássio 

KA Ácido caínico 

KCC2 Isoforma 2 do co-transportador de K+-Cl- 

KChIP Proteína que interage com o canal de potássio dependente de voltagem 

kDa Quilodalton 

KO Inativações moleculares 

KV Canais de potássio dependentes de voltagem 

KV4.2 Canais de potássio dependentes de voltagem do subtipo 4.2 

Li2+-Pilo Lítio-pilocarpina 

L-LTP LTP tardia 

LSB Tampão de amostra Laemmli 

LTD Depressão de longa duração 

LTP Potenciação de longa duração 

M Meses 

Mg2+ Iões de magnésio 

mGluRs Recetores metabotrópicos de glutamato 

miR-182 MicroRNA-182 

MJLs Membranas/ jangadas lipídicas 

MRI Imagem por ressonância magnética 

mRNA Ácido ribonucleico mensageiro 

MTL Lobo temporal medial 

MTLE Epilepsia do lobo temporal mesial 

Na+ Iões de sódio 

NaN3 Azida de sódio 

NaOH Hidróxido de sódio 

NaV Canais de sódio dependentes de voltagem 

NKCC1 Isoforma 1 do co-transportador de Na+-K+-2Cl- 

NMDA N-Metil-D-aspartato 



 

XXV 
 

NO Óxido nítrico 

O-LM Oriens lacunosum-moleculare 

ON Overnight 

P Dia pós-natal 

PACAP Polipéptido ativador do adenilato ciclase da pituitária 

PH Córtex para-hipocampal 

PKA Cinase A de proteínas 

PKC Cinase C de proteínas 

PMSF Fluoreto de fenilmetilsulfonilo 

PP1 Fosfatase 1 de proteínas 

PP2A Fosfatase 2 de proteínas 

PR Córtex perirrinal 

PSD Densidade pós-sináptica 

PSD-95 Densidade pós-sináptica de 95 quilodalton 

PV Parvalbumina 

PVDF Difluoreto de polivinilideno 

QR2 Redutase de quinona do tipo 2 

RPM Rotações por minuto 

SDS Dodecil sulfato de sódio 

SDS-PAGE Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sódio 

SE Status epilepticus 

SEM Erro padrão da média 

Ser Resíduo de serina 

SNAP-25 Proteína associada ao sinaptossoma, 25 quilodalton 

SNARE Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor 

SNC Sistema nervoso central 

SRSs Crises epiléticas espontâneas recorrentes 

SST Somatostatina 

STDP Plasticidade em função do tempo de ocorrência dos impulsos 

Str. l Stratum lucidum 

Str. l-m Stratum lacunosum-moleculare 

Str. mol Stratum moleculare 

Str. or Stratum oriens 

Str. pyr Stratum pyramidale 

Str. rad Stratum radiatum 

TBS Tampão Tris-salino 

TBST Tampão Tris-salino com Tween 20 

TEMED Tetrametiletilenodiamina 

TH Hidroxilase de tirosina 

TLE Epilepsia do lobo temporal 

Tris Tris(hidroximetil)aminometano 

TrkB Cinase do tipo B do recetor ligado a tropomiosina 

VIP Péptido vasoativo intestinal 

VPAC1 Recetores do tipo 1 do péptido vasoativo intestinal 

WB Western blot 
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1. Introdução 
O hipocampo é em grande parte considerado como o centro de uma rede neuronal de suporte à 

codificação, consolidação e à recuperação de memória – uma estrutura do cérebro crucial para o estudo 

da memória humana – que tem sido implicado na memória episódica e semântica de longa duração; na 

deteção de novidade; consolidação da memória dependente do sono; na distinção de padrões; na 

navegação espacial e à ligação de representações distribuídas temporal e espacialmente1. Além dessas 

funções cognitivas, o hipocampo também está envolvido na regulação da emoção, medo, ansiedade e 

do stresse. O hipocampo tem uma arquitetura celular e rede de comunicação intrigante e é sugerido que 

essa harmonia particular dos circuitos do hipocampo, em diferentes sub-regiões, atenda a operações 

mnemónicas distintas2. De facto, nas últimas décadas, tem sido revelado que a anatomia e a função do 

hipocampo têm uma organização modular complexa e diferenciada3. Além disso, tem sido cada vez mais 

estudado, em humanos, o conceito de especialização regional e organização das funções do hipocampo, 

demonstrando que, por certo, as operações mnemónicas podem ser atribuídas a sub-redes e sub-regiões 

do hipocampo4–6. 

O hipocampo é considerado um exemplo clássico no estudo da plasticidade neuronal funcional. A 

plasticidade neuronal é a capacidade de adaptar e reorganizar a estrutura ou função em resposta a 

estímulos internos ou externos e ocorre quer a nível sináptico como a nível celular, populacional, de 

rede ou comportamental7. A plasticidade neuronal reflete-se na arquitetura celular e na rede de 

comunicação e espelha-se nas propriedades intrínsecas dos neurónios e dos circuitos do hipocampo. A 

plasticidade estrutural dos neurónios e os circuitos do hipocampo, inclui modificações do tamanho da 

árvore dendrítica e das espinhas; do número de sinapses, bem como a formação de novos neurónios8. 

Observam-se nos circuitos do hipocampo muitos fenómenos de plasticidade sináptica, como a 

potenciação de longa duração (LTP, do inglês, long-term potentiation); a depressão de longa duração 

(LTD, do inglês, long-term depression) e a plasticidade em função do tempo de ocorrência dos impulsos 

(STDP, do inglês, spike-timing-dependent plasticity) que se acredita serem fundamentais para a 

aprendizagem e memória9,10. A plasticidade neuronal celular não se limita a alterações fisiológicas, mas 

também está presente no contexto da patologia progressiva, como a neurodegeneração na doença de 

Alzheimer, em humanos, que é cada vez mais estudada11; ou também no processo de epileptogénese, 

capaz de gerar crises epiléticas recorrentes espontâneas (SRSs, do inglês, spontaneous recurrent 

seizures), que caracterizam a epilepsia12. Ao nível das redes de comunicação, a plasticidade neuronal, 

nos circuitos do hipocampo, impulsiona alterações na conectividade e modificações estruturais que têm, 

em última análise, impacto no comportamento do indivíduo13,14. 

Este elevado grau de plasticidade do hipocampo é, no entanto, acompanhado pela sua pronunciada 

vulnerabilidade a condições deletérias, tais como a isquémia, crises epiléticas, neuroinflamação, stresse 

crónico, neurodegeneração e o envelhecimento, sugerindo que as propriedades intrínsecas dos neurónios 

e dos circuitos do hipocampo são críticas para a plasticidade neuronal. Por exemplo (e. g., do latim, 

exempli gratia), a excitabilidade glutamatérgica pode predispor lesões metabólicas, excitotoxicidade e 

stresse oxidativo, que ocorrem no processo de várias doenças neurológicas e psiquiátricas15. Essa visão 

reflete-se na observação de Bruce McEwen (1994)16 de que “a plasticidade do hipocampo é a razão da 

sua vulnerabilidade”. 

1.1. Anatomia do hipocampo 

Inicialmente descoberto pelo italiano Arantius (1587)17, ao qual, por achar semelhante a um cavalo-

marinho, lhe deu o nome de “hippocampus” – foi extensamente estudado pelo histologista Golgi 

(1883)18 e mais tarde pelo neuroanatomista Ramón y Cajal (1911)19 (ver secção 8.1.1 para uma breve 

perspetiva etimológica e histórica do termo «hipocampo»). A codificação, consolidação, assim como a 

recuperação de informações mnemónicas, dependem criticamente de uma grande rede reciprocamente 
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conectada que interligue regiões de associação neocorticais e núcleos subcorticais com o lobo temporal 

medial (MTL, do inglês, medial temporal lobe), que inclui o córtex temporal, áreas para-hipocampais e 

o hipocampo (Figura 1.1). Considera-se que o hipocampo seja o nó central deste circuito, sendo uma 

estrutura alocortical de três camadas, que recebe informações de quase todas as áreas de associação 

neocortical via córtex perirrinal (PR, do inglês, perirhinal cortex), córtex para-hipocampal (PH, do 

inglês, parahippocampal cortex) e, por fim, do córtex entorrinal (EC, do inglês, entorhinal cortex)20. 

A     B    C

 

D        E

 

Figura 1.1 (A) Visão ventral de um cérebro humano (canto superior esquerdo), cérebro de macaco (canto superior 

direito) e visão lateral de um cérebro de rato (centro inferior). Os principais componentes corticais do lobo temporal medial 

(MTL) estão destacados e delineados. O hipocampo não é visível da superfície e, no ser humano, fica abaixo do córtex do 

MTL. A sua extensão anterior encontra-se abaixo dos córtices entorrinal posterior (vermelho) e perirrinal (roxo), e o corpo 

principal do hipocampo fica abaixo do córtex para-hipocampal. No rato, o córtex para-hipocampal é denominado córtex pós-

rinal. Abreviaturas: EC, córtex entorrinal; PH, córtex para-hipocampal (amarelo-escuro); Por - córtex pós-rinal; PR - córtex 

perirrinal. Figura adaptada de Squire & Wixted (2011)21. (B) Anatomia principal dos sistemas de memória do hipocampo 

e as regiões do cérebro envolvidas na aprendizagem e memória. Adaptado de Bartsch & Wulff (2015)22. (C) Mapa da 

conectividade das estruturas críticas da memória do sistema do lobo temporal, núcleos diencefálicos e das áreas de 

associação neocorticais, com destaque para o fluxo recíproco de informações. Adaptado de Bartsch & Wulff (2015)22. (D) 

Diagrama da rede do hipocampo de rato mostrando o circuito trissináptico, cuja principal aferência é a via perfurante, 

que transmitem informações sensoriais polimodais dos neurónios na camada II do córtex entorrinal para as células granulosas 

do giro dentado. As células granulares projetam-se, através dos seus axónios (as fibras musgosas), para as dendrites apicais 

proximais das células piramidais CA3 que, por sua vez, se projetam para as células piramidais CA1 ipsilaterais através dos 

colaterais de Schaffer e para as células piramidais contralaterais CA3 e CA1 através de conexões comissurais. Além do circuito 

trissináptico sequencial, há também uma densa rede associativa que interconecta as células CA3 do mesmo lado. As células 

piramidais da CA3 são também inervadas por uma aferência direta das células da camada II do córtex entorrinal (não mostrado) 

e as dendrites apicais distais dos neurónios piramidais CA1 recebem uma aferência direta das células da camada III do córtex 

entorrinal. Os três principais subcampos têm uma organização laminar disposta em forma de C intertravado, com fibras 

aferentes a terminar em regiões seletivas da árvore dendrítica. Para uma descrição completa da anatomia do hipocampo, ver 

Amaral et al., in The hippocampus book (2007)23. Adaptado de Neves, Cooke & Bliss (2008)24. (E) Visão esquemática do 

sistema de memória do MTL para a memória declarativa, que é composta pelo hipocampo e pelos córtices perirrinal, 

entorrinal e para-hipocampal. Abreviaturas: Ant, núcleos talâmicos anteriores; CA, cornu Ammonis; DG, giro dentado; EC, 
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córtex entorrinal; MB, corpos mamilares; Med, núcleos talâmicos mediais; MTT, trato mamilotalâmico (feixe de Vicq d’Azyr); 

SN, núcleos septais. Figura adaptada de Squire & Wixted (2011)21. 

Visto em seção transversal através de sua porção média, o hipocampo demonstra um perfil de “dois 

‘C’s interligados” formado pelas principais camadas celulares do cornu Ammonis (CA; – hipocampo 

propriamente dito) e giro dentado (DG, do inglês, dentate gyrus), uma característica notavelmente 

consistente no hipocampo de todos os mamíferos25,26 (ver Figura 8.1). A região CA é ainda dividida em 

quatro sub-regiões ou áreas: Área 1 do cornu Ammonis (CA1), CA2, CA3 e CA4 ou “camada 

polimórfica profunda do DG”23, todas funcionalmente e estruturalmente distintas e, como tal, 

indissociavelmente vulneráveis a diferentes patologias27. As regiões CA1-3 são constituídas por quatro 

a cinco camadas [stratum oriens (str. or), stratum pyramidale (str. pyr), stratum radiatum (str. rad), 

stratum lacunosum-moleculare (str. l-m) e stratum lucidum (str. l); ver Figura 8.1]. 

Os neurónios principais do hipocampo estão organizados em camadas e recebem aferências 

polimodais unidirecionais do EC, onde os neurónios da camada II se projetam através da via perfurante 

para as células granulares no DG3. O principal circuito de alimentação direta envolvido no 

processamento de informações através do hipocampo é o circuito trissináptico28, que se inicia nos 

axónios das células piramidais no EC, que formam a via perfurante, para as células granulares do DG; 

adiante, para a CA3, por via das fibras musgosas; e, avante, para a CA1, pela via dos colaterais de 

Schaffer (Figura 1.1). Além disso, os neurónios da camada III do EC projetam-se diretamente para as 

dendrites distais dos neurónios da CA1, pela via temporoamónica. As células piramidais da CA1 – os 

neurónios principais responsáveis pela informação de saída do hipocampo – projetam-se através do 

complexo subicular de volta às camadas profundas do EC e a várias áreas subcorticais e corticais29. A 

estrutura deste circuito de alimentação direta com a sua redundância limitada pode ser crítica para a 

aprendizagem e para a memória, mas também pode contribuir para a sua vulnerabilidade durante vários 

estímulos fisiológicos30. Tal como noutras zonas do córtex cerebral, o circuito principal do hipocampo 

é composto por neurónios de projeção excitatória glutamatérgica e interneurónios locais inibitórios, 

sendo os neurónios inibitórios responsáveis pela regulação do equilíbrio geral das atividades neuronais 

excitatórias e inibitórias e pela coordenação funcional de várias áreas cerebrais, fundamentalmente 

através do neurotransmissor inibitório – ácido γ-aminobutírico (GABA, do inglês, gamma-aminobutyric 

acid)31. Os interneurónios GABAérgicos representam 10-20% dos neurónios no córtex cerebral e são 

uma classe de neurónios muitíssimo heterogénea, com características morfológicas, eletrofisiológicas e 

neuroquímicas distintas32–34 (ver secção 1.11.1). 

Os neurónios piramidais, localizados no córtex e no hipocampo dos mamíferos, bem como os 

neurónios do mesencéfalo, hipotálamo e do cerebelo, produzem glutamato, que é fundamental para as 

vias de sinalização excitatórias35. Por sua vez, o GABA é produzido em interneurónios, que modulam 

os circuitos corticais e tálamo-corticais que transmitem informações sensoriais e desempenham um 

papel na coordenação das funções motoras, atenção e memória36,37. 

Os processos de aprendizagem e memória dentro dos circuitos do hipocampo são regulados por 

mecanismos de plasticidade sináptica, que requerem ativação de cascatas moleculares específicas38. E. 

g., a indução da LTP na região da CA1 envolve a entrada pós-sináptica do ião de cálcio (Ca2+) através 

dos recetores NMDA, com a subsequente ativação de cinases de proteínas38 (ver secção 1.8.3). 

1.1.1. Células e camadas – A organização citoarquitetónica do hipocampo 

Em roedores, o hipocampo está posicionado de forma a que, aproximadamente, uma extremidade 

esteja próxima ao topo da cabeça (a extremidade dorsal ou septal) e a outra próxima à parte inferior da 

cabeça (a extremidade ventral ou temporal)23. Conforme mostrado na Figura 1.1, a própria estrutura é 

curva e os subcampos ou regiões são definidos ao longo da curva, da CA4 à CA1 (apenas a CA3 e a 

CA1 estão identificadas). As regiões CA também são estruturadas em profundidade, em estratos (do 
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latim, strata; ou camadas) bem definidos: O str. or é a camada – superficial a seguir ao alveus, que se 

caracteriza pela presença de interneurónios oriens lacunosum-moleculare (O-LM) e oriens-oriens e 

também alguns corpos celulares das células em cesto (ou basket cells) inibitórias e das células 

trilaminares horizontais, caraterizadas por inervar três camadas – str. or, str. pyr e str. rad. Encontram-

se aqui também as dendrites basais dos neurónios piramidais (embora a sua localização principal seja 

no str. rad), onde recebem informações de outras células piramidais, fibras septais e fibras comissurais 

do hipocampo contralateral (geralmente conexões recorrentes, especialmente na CA3 e na CA2). Em 

roedores, os dois hipocampos estão altamente conectados, mas em primatas essa conexão comissural é 

muito mais esparsa. O str. pyr, facilmente detetável a olho nu, contém os corpos celulares dos neurónios 

piramidais, que são os principais neurónios excitatórios do hipocampo. Estão também presentes os 

corpos celulares de muitos interneurónios, incluindo células axo-axónicas, células bistratificadas e 

células trilaminares radiais. Na região CA3 estão as sinapses das fibras musgosas que percorrem o str. 

l. O str. l, um dos strata mais finos do hipocampo, só é encontrado na região CA3. As fibras musgosas 

das células granulares do DG percorrem este estrato na CA3. O str. rad contém (além de fibras septais 

e comissurais, tal como o str. or)  principalmente as fibras colaterais de Schaffer, que são a projeção da 

CA3 para a CA1. Alguns interneurónios que podem ser encontrados em camadas mais superficiais 

também podem ser encontrados aqui, incluindo as basket cells, células bistratificadas e as células 

trilaminares radiais. O stratum lacunosum é um stratum fino que também contém fibras colaterais de 

Schaffer, mas também contém fibras da via temporoamónica das camadas superficiais do EC. Devido 

ao seu pequeno tamanho, é frequentemente agrupado junto com o stratum moleculare (str. mol) num 

único stratum denominado str. l-m. O str. mol é o stratum mais interno, onde as fibras da via 

temporoamónica direta formam a maioria das sinapses nas dendrites apicais distais das células 

piramidais. O sulco do hipocampo ou fissura do hipocampo é uma região ausente células, que separa 

o campo da CA1 do DG23. 

De modo semelhante, o DG é composto também por uma série de strata: A camada polimórfica, 

a camada mais superficial (ventral) do DG, frequentemente considerada um subcampo separado (como 

o hilo), contendo muitos interneurónios, e que é atravessada pelos axónios das células granulares 

dentadas a caminho da CA3; O stratum granulosum, que contém os corpos celulares das células 

granulares dentadas; E o str. mol, o mais profundo, onde ambas as fibras comissurais do DG 

contralateral acorrem e formam sinapses e também onde as aferências do septo medial terminam, ambas 

nas dendrites proximais das células granulares. As fibras da via perfurante percorrem estes estratos e 

criam sinapses excitatórias nas dendrites apicais distais das células granulares39. 

O hipocampo recebe uma grande quantidade de informação sensorial de estruturas neocorticais, que 

são integradas em várias sub-redes recorrentes com um processamento distinto20. O DG, com as suas 

três camadas, é consistido principalmente por células granulares e recebe aferências polimodais do EC. 

Os axónios das células granulares do DG formam o sistema de fibras musgosas, que se projetam para a 

CA340. As fibras musgosas também se projetam de volta para as células granulares, formando assim 

uma rede recorrente. Além disso, o DG recebe informações do hipocampo contralateral via projeções 

comissurais40. Os axónios colaterais dos neurónios piramidais da CA3 fazem sinapse com outros 

neurónios da CA3, formando desse modo outra rede de informação auto-associativa recorrente, 

enquanto os neurónios da CA3, que se projetam de volta para a rede de informação dentada, formam 

uma rede de informação heteroassociativa41. Os neurónios piramidais da CA1 recebem informações que 

foram pré-processadas nas sub-redes de informação do DG e da CA3, mas também recebem projeções 

diretas do EC, sugerindo que a função dos neurónios da CA1 inclui a comparação de novas informações 

do EC com as informações armazenadas via CA3, em termos de incompatibilidade, erro e deteção de 

novidade42. 
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Além do plano estrutural da conectividade destes circuitos do hipocampo, acredita-se que a 

informação mnemónica seja representada e processada por padrões espácio-temporais de disparo em 

grupos de neurónios que envolvem uma dinâmica oscilatória rápida em várias bandas de frequência [e. 

g., ondas θ (do inglês, theta waves); oscilações de ondas agudas (do inglês, sharp-wave ripples); 

oscilações de ondas baixas (do inglês, slow oscillations); e oscilações γ (do inglês, gamma oscillations)] 

que são sincronizadas e temporalmente coordenadas dentro e através das regiões corticais43–45. Os 

interneurónios GABAérgicos das várias zonas do cérebro desempenham um papel fundamental na 

coordenação destas oscilações cerebrais. 

1.2. Plasticidade neuronal e hipocampo 

A plasticidade neuronal é a capacidade do cérebro, ou das estruturas cerebrais, de se adaptarem em 

resposta a estímulos intrínsecos ou extrínsecos, como alterações no ambiente, desenvolvimento ou 

lesões, consistindo, em princípio, numa interação recíproca entre a estrutura e função neural46. A 

plasticidade neuronal pode ocorrer a vários níveis funcionais e estruturais, desde alterações na 

excitabilidade da membrana, ou na plasticidade, à conectividade sináptica, ou até na estrutura dendrítica 

e axonal47. Podem também manifestar-se pela remodelação sináptica, que está associada tanto a estados 

patológicos como a fenótipos comportamentais48, por alterações na transmissão sináptica, 

designadamente, na libertação e reciclagem de vesículas sinápticas; tráfego de recetores de transmissão; 

ou na adesão celular. A plasticidade neuronal também pode cursar com adaptações estruturais e 

funcionais, como na reorganização de populações neuronais, de forma dependente da experiência, o que 

se reflete em modificações de recrutamento e força de conectividade de circuitos e de redes de 

informação. Finalmente, a plasticidade neuronal pode ocorrer num nível fenomenológico, espelhado nas 

alterações e modificações de estratégias cognitivas e comportamentais7 (ver secção 8.2, Figura 8.6). A 

plasticidade neuronal pode, igualmente, mostrar uma dependência do tempo e da idade, podendo resultar 

em efeitos adaptativos que podem ser fisiológicos ou inadaptados (maladaptive)47. 

Como já mencionado acima, o hipocampo é considerado um exemplo clássico no estudo da 

plasticidade sináptica, pois foram identificados e demonstrados, nos circuitos do hipocampo, fenómenos 

como a LTP e a LTD; potenciação de ocorrência dos impulsos EPSP (E-S, do inglês, EPSP-spike); e a 

STDP, que se pensa constituírem a base celular dos mecanismos de aprendizagem e memória. Da mesma 

forma, foram demonstrados, no hipocampo, outros tipos de plasticidade estrutural em resposta à 

estimulação externa, como, por e. g., modificações no tamanho da árvore dendrítica; no número de 

espinhas dendríticas; e no número de sinapses, bem como a formação de novos neurónios8. Os 

mecanismos de plasticidade no hipocampo estão também afetados durante os estágios iniciais de 

doenças neurológicas, como a doença de Alzheimer, antes da observação das alterações 

neurodegenerativas, como a deposição do péptido β-amiloide (Aβ, do inglês, amyloid-beta) extracelular 

ou a formação intracelular de novelos neurofibrilares (do inglês, neurofibrillary tangle), que são 

responsáveis pela remodelação sináptica molecular e intraneuronal11. Em estágios mais tardios, a doença 

de Alzheimer é caracterizada pela reorganização da conectividade e perda de sinapses. Assim, a 

remodelação sináptica está associada a estados patológicos e a fenótipos comportamentais48. 

Outro exemplo de plasticidade estrutural, após lesão, são as alterações na ramificação axonal, que 

podem resultar duma reorganização desajustada dos circuitos do hipocampo. Por e. g., na epileptogénese 

é-se observado uma excessiva ramificação das fibras musgosas para a CA3. Sob condições patológicas, 

também se observam alterações no número de sinapses causadas pela retração de processos pré-

sinápticos ou atrofia neuronal. Na depressão, há evidência de atrofia nos neurónios piramidais no 

hipocampo e no córtex pré-frontal medial48. 

Ao nível molecular, as alterações na plasticidade sináptica podem ser impulsionadas, quer pela 

alteração da função, como pela expressão aumentada de genes relacionados à plasticidade, tais como a 
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cinase II de proteínas dependentes de cálcio/calmodulina (CaMKII, do inglês, Ca2+/calmodulin-

dependent protein kinase II) ou a cAMP response element-binding protein (CREB), bem como o 

recrutamento membranar de recetores glutamatérgicos AMPA e NMDA. Os mecanismos de plasticidade 

dependentes de atividade no hipocampo, como a LTP10, podem ainda ser condicionados pela atividade 

sináptica anterior. Este tipo de mecanismo regulador da própria plasticidade, por atividade antecedente, 

é denominado de metaplasticidade; e tem sido implicado, não apenas na regulação fisiológica da 

plasticidade sináptica, mas também na sua desregulação no envelhecimento e por mecanismos de 

doença49,50. Também foi demonstrado, em pacientes com lesões no hipocampo, que alterações plásticas 

no sistema da memória do hipocampo levam a uma reorganização da rede de informação, que permite 

um recrutamento de uma rede de informação hipocampo-neocortical alargada, de forma a compensar a 

disfunção do hipocampo13. 

1.3. A vulnerabilidade regional do hipocampo 

1.3.1. Lesões agudas no hipocampo 

Há mais de um século que é sabido que as condições patológicas agudas, como a isquémia, 

hipoglicemia, crises epiléticas ou outras condições neurológicas, podem causar danos ao hipocampo51. 

Estes danos são mais evidentes nos neurónios da CA1 e são um reflexo de uma vulnerabilidade seletiva 

do hipocampo a condições agudas, que prejudicam a homeostase metabólica dos neurónios piramidais 

da mesma área por mecanismos de citotoxicidade neuronal dependentes de excitotoxicidade por 

glutamato e mediados por Ca2+52–54. Um breve episódio de isquémia cerebral resulta na morte celular 

seletiva dos neurónios da CA1, enquanto sobrevivem os do DG, os da CA3 e a maioria dos neurónios 

corticais. As alterações estruturais na CA1, que se seguem à lesão isquémica, são mais proeminentes 

após 3-4 dias e, devido a isso, foram designadas por morte neuronal retardada52,55,56. O fenótipo, 

evolução e o padrão das lesões na região CA1, em perturbações neurológicas, quando estudado por 

imagem por ressonância magnética (MRI, do inglês, magnetic resonance imaging) de alta resolução15 

em pacientes com isquémia do hipocampo, neuroinflamação, pós status epilepticus (SE, em português, 

estado de epilepsia ou crise epilética) ou com amnésia global transitória (do inglês, transient global 

amnesia), revela que a região CA1 é seletivamente afetada em comparação com as outras regiões do 

hipocampo. O comprometimento máximo do metabolismo celular da CA1, medido pelo coeficiente de 

difusão aparente (ADC, do inglês, apparent diffusion coefficient) em MRI, foi observado 48-72 h após 

lesão, independentemente da sua natureza. Os danos hipóxico-isquémicos levaram a uma redução mais 

significativa do ADC, sugerindo que a lesão isquémica resulta num comprometimento maior do 

metabolismo da CA1 em comparação com a inflamação ou a epilepsia15, sugerindo, mais além, que a 

lesão aguda do hipocampo afeta seletivamente a sub-região CA1 (altamente plástica), enquanto a CA3 

e o DG são poupados. Os mecanismos celulares que levam a esta vulnerabilidade regional e à 

excitotoxicidade mediada por glutamato e Ca2+ são possivelmente um reflexo de diferenças de expressão 

de recetores glutamatérgicos NMDA, nos neurónios da CA1, que expressam densidades 

consideravelmente maiores de subunidades NR2 de NMDA do que os neurónios da CA3 ou do DG, 

observado em roedores57–61, assim como nos níveis de enzimas antioxidantes ou reações 

inflamatórias51,62. Curiosamente, acredita-se que os interneurónios do hipocampo sejam mais resistentes 

ao impacto da isquémia transitória do que os neurónios piramidais63,64. 

1.3.2. Hipocampo na epileptogénese 

A epilepsia é uma perturbação neurológica caracterizada por crises epiléticas recorrentes. As crises 

epiléticas constituem uma atividade neuronal anormal, excessiva e síncrona no sistema nervoso central 

(SNC). O hipocampo humano, em particular, é capaz de gerar crises epiléticas e de facilitar um aumento 

crónico da excitabilidade celular que, por sua vez, se considera estar correlacionado com a epilepsia do 

lobo temporal (TLE, do inglês, temporal lobe epilepsy), uma epilepsia focal que envolve principalmente 
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as estruturas do lobo temporal, incluindo o hipocampo65,66, amígdala e a região do hipocampo 

circundante, que integra as regiões neocorticais do PR, PH e EC. O decurso patológico da TLE está 

correlacionado tipicamente com a esclerose do hipocampo (HS, do inglês, hippocampal sclerosis; 

sinónimo de: Esclerose do corno de Ámon), que se manifesta pela perda de neurónios na camada das 

células piramidais das áreas CA1,4 e pela astrogliose reativa67,68. Pensa-se que esse decurso patológico 

esteja intimamente relacionado com a elevada plasticidade neuronal dos neurónios da CA1, assim como 

a sua grande vulnerabilidade a lesões; embora, as causas e as consequências da epileptogénese, nos 

circuitos do hipocampo, sejam difíceis de desenredar. A morte neuronal não é uma condição necessária 

para o desencadear dos mecanismos de epileptogénese. E o conceito de TLE, na atualidade, favorece 

complexos mecanismos e influências multifatoriais em diferentes escalas temporais. 

1.3.3. Envelhecimento e hipocampo 

Os mecanismos de plasticidade neuronal associados às funções cognitivas do hipocampo são 

também particularmente vulneráveis ao envelhecimento69. Curiosamente, o número de células 

principais, a ramificação dendrítica e a densidade de espinhas dendríticas não são substancialmente 

reduzidos durante o processo de envelhecimento70,71. Em humanos, estudos histopatológicos confirmam 

que a região CA1 não mostra nenhuma perda pronunciada de células durante o envelhecimento, uma 

observação que foi confirmada em imagens de alta resolução da região CA172, enquanto outros estudos 

de imagem mostraram um efeito do envelhecimento no volume dessa mesma região22,73–75. Além disso, 

as propriedades biofísicas dos neurónios do hipocampo, tal como o potencial de membrana em repouso; 

constante de tempo de membrana; resistência de entrada; e o limiar do potencial de ação, são altamente 

preservadas ao longo da vida76. No entanto, existem observações de perda sináptica no input do EC da 

camada II para as células granulares no DG76, que pode afetar a função das sub-redes de informação do 

hipocampo, e. g., durante a separação de padrões76. Estão também alterados no envelhecimento, os 

fenómenos de plasticidade sináptica, como a indução e a manutenção da LTP, em linha com as alterações 

na homeostasia do Ca2+ e as alterações específicas de cada subárea na expressão de genes envolvidos na 

regulação da plasticidade sináptica71,77. Ademais, as alterações cognitivas durante o envelhecimento 

podem também ser atribuídas a mudanças na dinâmica neuronal dos circuitos do hipocampo, e. g., na 

manutenção e na estabilidade e plasticidade em células de lugar (do inglês, place cells)76. A neurogénese 

no DG, também diminui com a idade, o que pode contribuir para as alterações da plasticidade neuronal 

ao longo da vida78. 

1.4. Maquinaria neuronal 

A arquitetura de um neurónio, como a de qualquer célula, é bastante modular; sendo composta por 

organelos e montagens de proteínas em domínios com funções individuais, a um nível de complexidade 

menos elevado. Ao nível da arquitetura bruta da célula são distinguidos axónios e dendrites; espinhas 

dendríticas e ramificações axonais. Ao nível dos organelos, a sinapse química é a unidade funcional 

mais característica, que converte a excitação elétrica em sinais químicos e vice-versa, passando desta 

forma informações de um neurónio para o outro. A sinapse é composta por diferentes organelos, como 

os componentes pré- e pós-sinápticos (que pertencem a neurónios distintos), sendo eles próprios 

compostos por subestruturas distintas, como complexos de sinalização (formados por múltiplas 

proteínas) ou a matriz pré- e pós-sináptica79–81. 

1.4.1. A sinapse 

A sinapse – estrutura altamente especializada responsável pelo fluxo de informações entre os 

neurónios – distingue-se do ponto de vista funcional como excitatória ou inibitória; sendo a transmissão 

sináptica excitatória, no cérebro, predominantemente mediada pelo neurotransmissor glutamato e a 

transmissão inibitória mediada principalmente pelo GABA. Os neurotransmissores libertados das 

terminações nervosas pré-sinápticas ligam-se a recetores pós-sinápticos seletivos, que traduzem sinais 
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bioquímicos em sinais elétrico-metabólicos no neurónio pós-sináptico. A velocidade, confiabilidade e a 

especificidade da transmissão sináptica são garantidos, não só por recetores específicos, mas também 

por proteínas-esqueleto – itens essenciais do componente pós-sináptico que, ao interagirem com o 

citoesqueleto e moléculas de adesão, garantem o acúmulo preciso de recetores pós-sinápticos, no lugar 

certo, ancorando-os numa aposição precisa aos locais de libertação pré-sinápticos. Esta interação 

proporciona as restrições físicas necessárias, não apenas para manter os recetores nas sinapses, mas 

também para regular a troca constante de recetores e elementos estruturais para dentro e fora dos locais 

pós-sinápticos82–88. 

1.4.2. Estrutura e função do componente pré-sináptico 

No componente pré-sináptico, a chegada do potencial de ação evoca a libertação de 

neurotransmissores, ao promover a fusão de vesículas sinápticas com a membrana pré-sináptica – um 

mecanismo dependente da entrada de Ca2+, no componente pré-sináptico, pela ativação de canais de 

cálcio dependentes de voltagem (CaV)89. A presença de determinados neurotransmissores depende não 

unicamente da presença de enzimas específicos da sua via de síntese, mas também de transportadores 

vesiculares que carreguem os transmissores para as vesículas sinápticas. À parte disso, o mecanismo 

geral de libertação de neurotransmissores é essencialmente o mesmo nos neurónios excitatórios e 

inibitórios79, envolvendo várias etapas de preparação e mobilização das vesículas, que culminam na sua 

ancoragem na zona ativa, onde ficam a postas à libertação. Estas etapas envolvem proteínas da 

membrana vesicular e do citoesqueleto pré-sináptico, como a rab3A, sinaptofisina, as proteínas do 

complexo SNARE (do inglês, soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor): 

A sinaptobrevina, sintaxina e a proteína associada ao sinaptossoma, 25 quilodalton (SNAP-25, do 

inglês, Synaptosomal-Associated Protein, 25 kDa); assim como a proteína sensível a Ca2+, 

sinaptotagmina – todas importantes componentes da maquinaria responsável pelo processo de fusão 

vesicular79,90. 

1.4.3. O componente pós-sináptico excitatório e inibitório 

Diferente do componente pré-sináptico, a estrutura modular do componente pós-sináptico é mais 

variável. De relevar, o componente pós-sináptico glutamatérgico (Figura 1.2.A) é mais elaborado do 

que o componente pós-sináptico colinérgico (Figura 1.2.B), que também diferem ambos profundamente 

do componente pós-sináptico GABAérgico (Figura 1.2.C). 

O compartimento pós-sináptico das sinapses excitatórias é caracterizado por uma região com 

aparência densa em microscopia eletrónica (do inglês, electron-dense), conhecida como densidade pós-

sináptica (PSD, do inglês, postsynaptic density), atribuível pela alta densidade de recetores de 

neurotransmissores e de moléculas estruturais e de sinalização associadas a esses locais. Assim, a 

membrana pós-sináptica dos neurónios excitatórios glutamatérgicos abriga recetores para o glutamato 

metabotrópicos (mGluRs) ou ionotrópicos (iGluRs) que se ligam a proteínas de ancoragem e a 

complexos de sinalização da PSD91. Estes organizam-se em torno de proteínas estruturais que são 

específicas da PSD, nas sinapses excitatórias, como a proteína de densidade pós-sináptica de 95 kDa 

(PSD-95, do inglês, postsynaptic density protein, 95 kDa), Shank, Homer ou IRSp5392 que não estão 

presentes nas sinapses inibitórias93. 

O componente pós-sináptico das sinapses inibitórias GABAérgicas e glicinérgicas não apresenta 

PSD, embora possua um esqueleto estrutural com uma matriz complexa de proteínas94; que é 

caracterizado por possuir recetores do ácido γ-aminobutírico do tipo A (GABAA), para o GABA, ou 

recetores ionotrópicos de glicina, na devida ordem, ancorados pós-sinapticamente pela gefirina95,96 e 

colibistina97,98, em vez das proteínas da PSD (Figura 1.2.C). A gefirina forma uma rede submembranar 

no componente pós-sináptico inibitório81,97,98. 
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Existem ainda diferenças na morfologia celular das sinapses excitatórias e inibitórias94,99,100. A 

maioria das sinapses glutamatérgicas são encontradas em protrusões bulbosas, conhecidas como 

espinhas dendríticas, enquanto a maioria das sinapses GABAérgicas são formadas na haste dendrítica, 

bem como no soma e nas regiões axonais proximais101–103. Contudo, também já foram descritas sinapses 

inibitórias que colidem diretamente com as espinhas dendríticas104–107. Mais recentemente, a capacidade 

de visualizar diretamente, in vivo, revelou que aproximadamente 30% das sinapses inibitórias residem 

nas espinhas, em vez de na haste dendrítica107,108. Ver Figura 1.3. As sinapses inibitórias, nas espinhas 

dendríticas, estão sempre adjacentes a uma sinapse excitatória na mesma espinha e podem dissuadir 

diretamente a excitação para essa sinapse106,107. A gefirina regula dinamicamente a plasticidade e a força 

sináptica, por meio da troca constante de elementos estruturais de suporte e de recetores para dentro e 

fora destas sinapses88. 

 

Figura 1.2 Composição molecular modular 

da sinapse de vertebrados. (A) Sinapse 

glutamatérgica. (B) Componente pós-

sináptico colinérgico. (C) Componente pós-

sináptico GABAérgico. O código de cores 

representa os diferentes módulos neuronais e 

submódulos funcionais que não são 

discutidos no texto. Retirado de Arendt 

(2020)81. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1.3 Transmissão sináptica com os recetores 

pós-sinápticos em precisa aposição aos locais de 

libertação pré-sináptica. Nas sinapses inibitórias, a 

proteína pós-sináptica gefirina forma uma estrutura 

multimérica responsável pela ancoragem dos recetores 

GABAA (ou glicina) ao citoesqueleto, garantindo assim o 

acúmulo preciso de recetores pós-sináptico no lugar certo, 

geralmente na haste dendrítica, mas também encontrados 

em espinhas. Em contraste, a localização da sua 

congénere nas sinapses glutamatérgicas PSD-95, 

maioritariamente localizada nas espinhas dendríticas. 

Figura retirada de Pizzarelli et al. (2020)88. 
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1.5. Transmissão sináptica glutamatérgica e GABAérgica 

A transmissão sináptica excitatória no hipocampo é fundamentalmente mediada por glutamato e 

iGluRs109. Os iGluRs são ainda subdivididos, com base nas suas propriedades biofísicas e 

farmacológicas, em: Recetores de N-metil-D-aspartato (NMDA); Recetores do ácido α-amino-3-hidroxi-

5-metil-4-isoxazolpropiónico (AMPA); E recetores de cainato110,111. Os iões de sódio (Na+) que passam 

através dos iGluRs da subclasse AMPA e cainato, causam despolarização ou um potencial pós-sináptico 

excitatório (EPSP, do inglês, excitatory postsynaptic potential). Porém, existem também iGluRs NMDA 

no componente pós-sináptico dos neurónios, que têm a propriedade de conduzir não só iões Na+, mas 

também iões Ca2+. Estes somente são ativados quando a ligação de glutamato é coincidente com uma 

despolarização da membrana pós-sináptica por tempo suficiente para deslocar os iões de magnésio 

(Mg2+) que bloqueiam o canal (Figura 1.4). Assim, a entrada de Ca2+, através de recetores NMDA, 

permite uma sinalização específica, quando os elementos pré- e pós-sinápticos ficam ativos ao mesmo 

tempo112, que é essencial a expressão de LTP no hipocampo. 

Como já foi referido, a transmissão sináptica excitatória glutamatérgica pode também ativar os 

mGluRs, que são oito, pertencentes a três classes distintas. Estes podem ser pré- ou pós-sinápticos e, 

pela ativação de múltiplos mecanismos de transdução de sinal, podem atuar como auto-recetores, 

regulando, tanto a libertação de neurotransmissor e a disponibilidade de glutamato na sinapse, como a 

participação em processos de plasticidade sináptica, como a LTP ou a LTD; ou inda, ter um papel 

fundamental na neuroprotecção113–115. 

 

 

Figura 1.4 Recetores NMDA ativados pela 

atividade pré- e pós-sináptica em simultâneo. 

(a) A ativação pré-sináptica causa a libertação de 

glutamato, que atua nos recetores pós-sinápticos 

AMPA e NMDA. Quando a despolarização é 

curta a ligação do glutamato aos recetores NMDA 

dá-se antes da despolarização pós-sináptica e os 

recetores NMDA não são ativados, devido ao 

bloqueio com o ião Mg2+. (b) Quando a libertação 

de glutamato é continuada a ligação aos recetores 

NMDA coincide com uma despolarização pós-

sináptica suficiente para deslocar o Mg2+ e ativar 

os recetores, então o Ca2+ entra no neurónio pós-

sináptico através do recetor NMDA. (Fonte: 

Adaptado de Bear & Malenka, 1994, Fig. 1.)112.  

A transmissão sináptica GABAérgica, envolvendo menos intervenientes moleculares, é mediada por 

recetores ionotrópicos GABAA, maioritariamente pós-sinápticos, que formam um canal permeável a 

iões de cloro (Cl-), mediando a hiperpolarização pós-sináptica; e recetores metabotrópicos do ácido γ-

aminobutírico do tipo B (GABAB), localizados pré- e pós-sinápticamente. Os recetores GABAB, pré-

sinápticos, são auto-recetores que controlam a libertação de neurotransmissor e os níveis de GABA, na 

sinapse. Os recetores GABAB, pós-sinápticos, medeiam uma hiperpolarização mais lenta, através do 

controlo de canais de iões de potássio (K+) do tipo GIRK (do inglês, G protein-coupled inwardly-

rectifying potassium channels) por um mecanismo dependente de proteínas Gi. 

1.6. As principais moléculas estruturais nas sinapses 

Como mencionado anteriormente, o agrupamento de moléculas-esqueleto, em locais de contacto 

sináptico, desempenha uma função importante na retenção de recetores de neurotransmissores 

específicos, num determinado tipo de sinapse, assim como no seu acoplamento aos mecanismos 
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intracelulares de sinalização, através da associação de recetores de neurotransmissores; proteínas de 

transdução de sinal; proteínas do citoesqueleto e de moléculas de adesão94.  

A principal molécula de suporte localizada na PSD das sinapses glutamatérgicas é a PSD-95 (Figura 

1.2), inicialmente identificada como um parceiro de ligação da subunidade NR2 dos recetores NMDA116, 

o que sugeria o envolvimento da PSD-95 no agrupamento dos recetores NMDA. No entanto, evidências 

mais recentes apontam adicionalmente para um papel importante da PSD-95 na regulação da atividade 

e sinalização pelos recetores NMDA116, assim como na regulação da sua expressão membranar e da sua 

dessensibilização117–121. Estes estudos defendem uma função para a interação dos recetores NMDA com 

a PSD-95 nos processos de sinalização mediados por glutamato. Por outro lado, a PSD-95 está envolvida 

na regulação da inserção e retenção membranar dos recetores AMPA e cainato122, mediando ainda, 

especificamente, a localização sináptica de apenas dos recetores AMPA123. A sobre-expressão de PSD-

95, em neurónios do hipocampo, induz a maturação das sinapses excitatórias, levando a um aumento 

seletivo dos recetores AMPA na PSD124. Em culturas de fatias de hipocampo, a PSD-95 aumenta as 

respostas sinápticas mediadas pelo recetor AMPA, sem alteração nas respostas dos recetores 

NMDA125,126. 

Curiosamente, o agrupamento dos recetores nas sinapses inibitórias parece ser regulado por um 

conjunto diferente de moléculas-esqueleto. Um componente-chave da estrutura pós-sináptica das 

sinapses inibitórias é a proteína de ancoragem gefirina94, inicialmente descoberta como uma proteína de 

associação à tubulina. Não sendo uma proteína específica de neurónios127, desempenha um papel 

significativo no desenvolvimento e funcionamento das sinapses de GABAérgicas e glicinérgicas nos 

neurónios94. Os recetores GABAA são importantes no agrupamento pós-sináptico da gefirina e na 

estabilização das sinapses128–134. Reciprocamente, o seu nível de expressão pode servir como um 

indicador da quantidade total de recetores GABAA, na membrana135, uma vez que serve de proteína de 

ancoragem a esses, tal como outras moléculas na sinapse. A gefirina está associada à formação de uma 

complexa rede submembranar, pela sua polimerização e associação supramolecular, sendo a sua 

atividade regulada por fosforilação. A gefirina pode também ser adicionada ou removida desta rede pós-

sináptica136. Embora a gefirina não seja necessária para a formação de sinapses GABAérgicas137, a sua 

sobre-expressão induziu a formação de sinapses inibitórias, enquanto reduzia a formação de sinapses 

excitatórias, diminuindo desse modo o rácio excitação/inibição138. Em suma, o recrutamento diferencial 

da PSD-95, em sinapses excitatórias, e de gefirina, em contactos inibitórios, são etapas potencialmente 

críticas na regulação do agrupamento de recetores de neurotransmissores e na estabilidade dos contactos 

sinápticos que, por sua parte, condicionam a força sináptica94. 

1.7. Sinapses excitatórias e inibitórias em equilíbrio – Redimensionamento 

sináptico 

O equilíbrio do tónus glutamatérgico e GABAérgico é crucial para a normal função neurológica. O 

papel da sinalização do glutamato na patofisiologia da lesão cerebral traumática é duplo. Por um lado, a 

libertação aguda de glutamato pós-traumático é responsável pela excitotoxicidade após lesão cerebral, 

que leva a lesão neuronal, morte celular e disfunção dos neurónios sobreviventes; por outro lado, a 

interrupção tardia dos circuitos excitatórios do glutamato, leva a deficits na função cognitiva e motora e 

na plasticidade dependente da experiência139. 

O GABA modula as vias excitatórias no cérebro e, no seguimento de uma lesão, a perda de células 

GABAérgicas perturba o equilíbrio de excitação/inibição, levando a uma maior lesão celular e apoptose. 

A lesão cerebral traumática leve140 a grave, bem como o SE, isquémia e as doenças 

neurodegenerativas141 partilham elementos comuns de excitotoxicidade por glutamato.  
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A excitabilidade neuronal depende do somatório dos sinais excitatórios e inibitórios142–144, um 

processo regulado pelo número de contactos excitatórios vs. inibitórios (E/I) recebidos por um único 

neurónio. Este pode ser regulado de forma a que os neurónios sejam ativados e transmitam sinais 

sinápticos discretos, evitando a excitação excessiva. Ainda assim, esse equilíbrio pode ser perturbado 

por pequenas alterações ao nível da inibição145, que pode ser uma das causas de atividade 

epileptiforme146. A contribuição relativa dos componentes moleculares e celulares para o equilíbrio E/I 

de cada região do cérebro pode variar. E. g., níveis elevados de inibição intrínseca em circuitos 

cerebelares são equilibrados principalmente por aferentes excitatórios de várias regiões do cérebro147, 

enquanto os loops de feedback excitatório intrínsecos no hipocampo são modulados por interneurónios 

de modo a evitar a hipersincronia e a atividade epileptiforme148,149. Além disso, os astrócitos têm sido 

implicados na modulação da excitação de células neuronais glutamatérgicas e GABAérgicas, 

sequestrando e libertando glutamato150. 

A excitabilidade neuronal pode também ser alvo de regulação homeostática permitindo manter a 

função do sistema com um output dentro de limites controláveis após alterações significativas nos seus 

inputs sinápticos, por meio da modulação da eficácia sináptica, da força sináptica e da excitabilidade da 

membrana151–160. Este processo compensatório ocorre geralmente numa escala de tempo de 2-3 dias e 

garante que as alterações sinápticas discretas (como a LTP ou a LTD) não só sejam perdidas, como o 

“ponto de ajuste” do sistema seja redefinido, sendo a força de cada sinapse modulada para compensar 

as alterações noutras sinapses, no mesmo neurónio. Este fenómeno referido como redimensionamento 

sináptico (do inglês, synaptic scalling; ver Figura 1.5), permite manter as diferenças relativas nas 

sinapses individuais, produzidas por alterações duradouras na plasticidade sináptica [ver Turrigiano & 

Nelson (2004)158 para revisão]. 

Estes processo pode influenciar tanto a transmissão sináptica excitatória159 como a inibitória161–164 e 

estão descritas alterações globais nas quantidades de múltiplas proteínas pós-sinápticas após ativação 

ou inibição crónica da atividade neuronal165–168. As alterações na atividade sináptica produzem uma 

alteração coordenada na composição do componente pós-sináptico/PSD, incluindo alterações dos níveis 

de recetores, proteínas de ancoragem e proteínas de sinalização. Assim, é provável que um aumento 

compensatório na atividade sináptica seja modulado pela remoção dos recetores de glutamato ou GABA 

em conjunto com as proteínas associadas, controlando assim, em geral, a excitabilidade neuronal94. 

1.8. Plasticidade sináptica 

A plasticidade sináptica consiste num conjunto de processo celulares que levam a alterações 

bidirecionais de curta ou longa duração e dependentes da atividade, na força da comunicação sináptica, 

podendo conduzir tanto à LTP como à LTD169,170. Estas são amplamente aceites como os mecanismos 

celulares subjacente ao armazenamento da memória171 e à sua reformulação, podendo também alterar a 

seletividade neuronal. A LTP pode ser desencadeada por um único episódio de estimulação de alta 

frequência (EAF), tal como por uma estimulação tetânica ou um θ-burst171–173, mimetizando assim o 

padrão de disparo de diferentes células principais do hipocampo, observado durante exercícios de 

aprendizagem. Este foi o primeiro modo de plasticidade sináptica a ser associado à formação de memória 

dependente do hipocampo171. A LTD pode ser induzida por estimulação de baixa frequência (EBF), 

mimetizando a atividade do hipocampo, mediante ondas delta. A LTD está envolvida em processos de 

memória dependente do hipocampo, associados à flexibilidade comportamental, como à extinção da 

memória; reversão da aprendizagem; reformulação de memórias previamente formadas; 

cessação/mudança de atenção; e à estabilização dos efeitos da aprendizagem173–176. Tanto a LTP como 

algumas formas de LTD, na região CA1, requerem à ativação dos recetores NMDA e a sua estabilidade 

e expressão duradoura, dependem da ativação subsequente de múltiplas cascatas intracelulares171,174. 
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Originalmente descoberta por Bliss & Lømo (1973)177, no hipocampo (uma região do encéfalo 

crítica para a formação da memória), começou por se discutir como ocorreria o fenómeno da plasticidade 

sináptica com a LTP112 (ver secção 8.1.2). Nos seus estudos iniciais Bliss & Lømo (1973)177 observaram 

que a EBF da via perfurante induzia um nível basal constante de transmissão sináptica na área dentada 

do hipocampo, mas que após uma EAF transiente da via perfurante (estimulação tetânica, 1 segundo), 

os estímulos de baixa frequência subsequentes induziam uma resposta sináptica aumentada, persistente 

durante várias horas; evidenciando assim um aumento da eficiência da comunicação sináptica, em 

comparação com o observado antes da EAF178. Hoje, não há dúvida de que a descoberta e a subsequente 

caracterização da LTP (ver secção 8.1.2), juntamente com a sua contraparte, a LTD, constituem grandes 

avanços nos campos da neurociência e das ciências biológicas de forma mais geral179. Encontram-se 

disponíveis na literatura, em atualidade, descrições altamente detalhadas dos mecanismos de indução e 

manutenção da LTP, em todos os níveis de análise, abrangendo desde circuitos cerebrais em grande 

escala à maquinaria sináptica, celular, molecular e genética que medeia o fenómeno da LTP172,179–181. 

 

Figura 1.5 Mecanismos de redimensionamento sináptico para manter o equilíbrio excitação/inibição. Os recetores de 

neurotransmissores excitatórios são localizados nas espinhas dendríticas, enquanto os recetores de neurotransmissores 

inibitórios se encontram maioritariamente (70%) presentes em locais pós-sinápticos na haste dendrítica, e cerca de 30%107 nas 

espinhas dendríticas. (A) Ajuste no número de recetores de neurotransmissores presentes em sinapses específicas para 

equilibrar alterações na força sináptica de uma sinapse vizinha. (B) Ajuste no número de moléculas que compõem o esqueleto 

estrutural de moléculas de adesão celular em contactos excitatórios e inibitórios. (C) Regulação do número de proteínas de 

ancoragem em sinapses excitatórias (PSD-95, stargazina) ou inibitórias (gefirina), regulando a retenção dos recetores AMPA 

nas sinapses excitatórias e recetores GABAA nas sinapses inibitórias. Retirado de Keith & El-Husseini (2008)94. Abreviaturas: 

CAM, moléculas de adesão celular (do inglês, cell-adhesion molecules). 

Este fenómeno, que se apurou, mais tarde, que se podia manter por vários dias, in vivo, foi 

rapidamente proposto como o fenómeno celular que poderia ajudar a explicar os processos mais longos 

de memória, como a consolidação e o armazenamento de informações a longo prazo (ver secção 8.1.2). 

Ao longo dos desenvolvimentos dos trabalhos nascentes com relação à LTP, foram-se estabelecendo 

múltiplos paralelos com a aprendizagem comportamental dependente do hipocampo e a aquisição de 

memória (ver Tabela 8.1). 



 

14 

1.8.1. Relação entre a plasticidade sináptica e a memória no hipocampo 

Várias linhas de evidência prenunciam uma função relevante do hipocampo na memória episódica 

em animais não humanos e humanos. O mais notável entre os pacientes humanos foi H.M., que quando 

jovem sofreu de epilepsia intratável e foi submetido a uma cirurgia experimental envolvendo a remoção 

bilateral do MTL, incluindo grandes partes de ambos os hipocampos. O procedimento deixou H.M. com 

uma incapacidade de formar novas memórias episódicas (amnésia anterógrada), juntamente com uma 

perda substancial, mas não total, de velhas memórias (amnésia retrógrada)182. Outros casos desde H.M. 

confirmaram que o hipocampo é essencial para a formação de novas memórias episódicas e que pode 

também ter uma participação no seu armazenamento a longo prazo. Estudos em animais revelam que 

lesões controladas; inativação farmacológica ou inativações moleculares (KO, do inglês, knockouts) 

limitados ao hipocampo resultam em falhas na aprendizagem ou perda de memória espacial10,183–185. 

Registos eletrofisiológicos186 e estudos de imagem molecular em animais187,188, bem como estudos de 

MRI em humanos189–191, permitiram correlacionar a aprendizagem episódica e a memória com a 

atividade do hipocampo24. 

O trabalho com H.M. é por vezes citado, embora não muito corretamente, como a evidência da 

importância do hipocampo para a memória; contudo, este ponto particular não poderia ser estabelecido 

apenas por uma grande lesão que incluísse o hipocampo, mas também em conjunto com a amígdala e 

com o giro para-hipocampal adjacente21. As estruturas mais importantes para a memória, dentro da lesão 

de H.M., só foram compreendidas gradualmente durante a década de 1980, após o desenvolvimento 

bem-sucedido de um modelo animal de amnésia humana em primatas não humanos [Macaca mulatta; 

Mishkin (1978)192]. Os estudos cumulativos seguintes, em macaco193–195, conseguiram esclareceram 

consideravelmente esta questão. Provou-se então fazer parte dessas estruturas mais importantes o 

hipocampo e o EC, PR e o PH adjacentes21 (Figura 1.1). 

1.8.2. Modelos de plasticidade sináptica no hipocampo 

O hipocampo tem sido um importante sistema experimental para estudos de plasticidade sináptica 

no contexto dos presumíveis mecanismos de armazenamento de informação no cérebro24. O seu padrão 

laminar simples de neurónios e vias neurais (Figura 1.1) permite o uso de técnicas de registo 

extracelular para registar eventos sinápticos por períodos virtualmente ilimitados in vivo196 (Figura 1.6). 

A LTP, sendo o modelo mais estudado de plasticidade sináptica197, foi associada a alterações sinápticas 

observadas no hipocampo198,199 e na amígdala200 no seguimento de um evento de aprendizagem. Têm 

também sido estudadas, neste sistema, outros modelos de plasticidade dependente de atividade, 

incluindo a LTD201, E-S202,203, STDP204, despotenciação205–207 e a desdepressão207,208. 

A preparação de fatias transversais de hipocampo209 (Figura 1.6) tem sido crucial nestes estudos, 

permitindo a realização de registos extra- e intracelulares e de patch-clamp, bem como agentes 

farmacológicos que sejam rapidamente administrados, lavados e removidos. Além disso, os neurónios 

do hipocampo podem mantidos em cultura210,211 como fatias transversais “organotípicas” ou como 

populações de neurónios dissociados, por períodos de meses, facilitando manipulações moleculares, 

como a sobre-expressão, subexpressão ou o KO de proteínas específicas. Estas técnicas in vitro 

melhoraram muito a compreensão dos mecanismos moleculares que fundamentam a plasticidade 

sináptica197,212. 

No hipocampo, foi possível avaliar questões tão complexas como a extensão e o impacto de 

mecanismos, tais como a fosforilação de uma proteína num resíduo específico, usando diversas 

abordagens experimentais, desde a quantificação dos níveis de fosforilação em membranas sinápticas 

isoladas até à avaliação do seu impacto na função celular por técnicas eletrofisiológicas ou à análise 

comportamental de animais com alterações genéticas que impeçam a fosforilação desse resíduo 

específico213. Mesmo assim, ainda não está totalmente esclarecido o panorama geral de como a 
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plasticidade sináptica, em extensas redes de células, leva ao armazenamento e ao recordar de 

informações24. Foi aí que o psicólogo Donald Hebb propôs um papel para estas redes/grupos de 

neurónios como engramas (em psicologia, um “traço ou marca no comportamento por influência de uma 

experiência física”)214 ou traços de memória215. No seu célebre “postulado neurofisiológico” propõe que 

as conexões entre neurónios ativos em simultâneo são fortalecidas através de mecanismos de 

plasticidade sináptica, de modo a que a ativação subsequente pela estimulação de entrada de apenas um 

subcomponente desse conjunto, levará à ativação de todos os neurónios do conjunto, recapitulando 

assim a atividade provocada pelo evento original24. A LTP é um processo cuja indução requer atividade 

coincidente dos neurónios pré- e pós-sinápticos24. O enigma está em identificar esses conjuntos de 

células na codificação da memória no hipocampo24. 

 

Figura 1.6 Potenciação de longa duração 

(LTP) in vitro e in vivo. a | Registos 

extracelulares de LTP induzida por 

estimulação tetânica da projeção das fibras 

colaterais de Schaffer (Sch) para as células 

piramidais CA1 numa fatia transversal de 

hipocampo (a. topo). O painel central 

esquerdo mostra o registo das respostas 

sinápticas típicas na região dendrítica apical 

da CA1 após a estimulação dos colaterais de 

Schaffer. Estimulação tetânica (uma breve 

rajada de estímulos elétricos de alta 

frequência) pode ser usado para induzir LTP 

com duração de muitas horas na via 

tetanizada (a. painel inferior, círculos 

fechados); a segunda, via de controlo 

(círculos abertos) recebe apenas estimulação 

de basal e não é potenciada (especificidade 

de entrada). b | Indução da LTP in vivo, pela 

aprendizagem199. As respostas sinápticas em 

vários locais são registadas na CA1 de 

animais em movimento livre, pelo uso de 

uma matriz de elétrodos de registo e um 

único elétrodo estimulador (b. painel do 

meio). Os ratos foram treinados para uma 

tarefa de esquiva inibitória (do inglês: 

Inhibitory avoidance, IA), por tentativa única, uma forma de aprendizagem dependente do hipocampo em que um roedor evita 

entrar numa arena escura onde recebeu um choque nas patas (b. painel superior). O treino IA leva a um aumento rápido, com 

duração de horas, na amplitude das respostas evocadas em algumas das vias registadas (círculos verdes em b., painel inferior), 

mas não em outras (círculos vermelhos). A potenciação sináptica depende do treino (b., painel inferior; seta “IA”) e oclui a 

LTP induzida pela estimulação tetânica (Tet): Compare-se o grau de potenciação induzido pela estimulação tetânica (seta “Tet”) 

nas vias que foram aumentadas pelo treino (círculos verdes) com as vias que não foram alteradas (círculos vermelhos). Os 

números 1, 2 e 3 indicam os momentos em que as respostas no painel central (b.) se obtiveram a partir das aferências que foram 

aumentadas (a verde) ou inalteradas (a vermelho). As respostas sobrepostas no painel do meio mostram os efeitos da 

aprendizagem (1+2) e os efeitos subsequentes da aplicação de três episódios de estimulação tetânica (2+3) mostrando que o 

aumento da atividade sináptica dependente da experiência usa os mesmos mecanismos moleculares da expressão da LTP 

induzida por tétano. DG, giro dentado; EC, córtex entorrinal; pp, via perfurante. Figura retirada de Neves, Cooke & Bliss 

(2008)24. 

1.8.3. Mecanismos celulares de indução e expressão de LTP 

Como já referido, a transmissão sináptica excitatória rápida no hipocampo é mediada por recetores 

AMPA e NMDA para o glutamato, em que a ativação dos recetores NMDA por despolarização 

prolongada leva à entrada de Ca2+ no componente pós-sináptico. Evidências consideráveis vinculam este 

aumento da concentração de Ca2+ intracelular ([Ca2+]i) no componente pós-sináptico à indução de LTP. 

A indução de LTP, e. g., é impedida se os recetores NMDA forem farmacologicamente inibidos ou se a 

elevação da [Ca2+]i pós-sináptica for prevenida pela injeção de um quelante de Ca2+ no neurónio pós-
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sináptico. O aumento da [Ca2+]i ativa duas cinases de proteínas: A cinase C de proteínas (PKC, do inglês, 

protein kinase C) e a CaMKII112. 

O mecanismo molecular envolvido na potenciação da transmissão sináptica via ativação de cinases 

pela elevação da [Ca2+]i pós-sináptica é mais difícil de seguir. Estudos recentes sugerem que essa via se 

pode ramificar (Figura 1.7). Uma via que leva ao aumento da eficácia dos recetores pós-sinápticos 

AMPA é a sua fosforilação pela PKC ou pela CaMKII, que leva a um aumento da condutividade iónica 

do canal. Outra via, é a inserção de mais recetores AMPA na membrana pós-sináptica. De acordo com 

um modelo atual, nas imediações da membrana pós-sináptica estão presentes organelos vesiculares 

repletos de recetores AMPA, que aguardam em latência. Em resposta à ativação da CaMKII, ocorre a 

fusão dessas vesículas com a membrana pós-sináptica e novos recetores AMPA são deste modo 

concedidos à sinapse. Esta adição de nova membrana faz com que haja uma tumefação das espinhas112. 

Em Borgdorff & Choquet (2002)216 foi demonstrado que os recetores AMPA também se podiam difundir 

lateralmente na membrana e estabilizar-se perto das sinapses. 

Há também evidência que a estrutura da sinapse é alterada após a LTP. Em particular, há formação 

de novas espinhas dendríticas pós-sinápticas, formando-se novos contactos sinápticos com axónios. 

Desta forma, após a LTP, um único axónio pode estabelecer múltiplas sinapses próximas com o mesmo 

neurónio pós-sináptico. Esse brotamento de sinapses não aumenta apenas a superfície de resposta pós-

sináptica, mas aumenta também a probabilidade de um potencial de ação, no axónio, acionar a libertação 

pré-sináptica de glutamato112. 

 

Figura 1.7 Vias para a expressão da LTP. A entrada de Ca2+ através do recetor 

NMDA ativa cinases de proteínas, possibilitando a LTP pela ① alteração da 

eficácia dos recetores pós-sinápticos AMPA existentes ou ② pela estimulação 

para a inserção de novos recetores AMPA. (Fonte: Adaptado de Bear & Malenka, 

1994, Fig. 1.)112. 

 

 

 

 

 

 

 

1.8.3.1. O papel da PSD-95 na regulação da plasticidade sináptica 

As alterações na expressão de PSD-95 influenciam o recrutamento dos recetores AMPA na sinapse, 

modulando dessa forma a força sináptica124,125. Isto sugere que a PSD-95, por meio da modulação da 

retenção dos recetores AMPA na sinapse, possa também regular a plasticidade sináptica. De facto, a 

sobre-expressão de PSD-95 oclui a LTP, possivelmente devido à saturação da sinalização do recetor, 

aumentando a LTD, talvez pelo resultado do aumento do número de recetores AMPA disponíveis para 

internalização126,217. Em ratinhos que não expressam PSD-95 há uma diminuição das correntes AMPA 

e um aumento da LTP218–220. Deste modo, os níveis de PSD-95, assim como a sua associação com os 

recetores AMPA, não modulam apenas a transmissão sináptica, mas modulam também a sua 

plasticidade94. Contudo, a sobre-expressão de PSD-95 não afeta o recrutamento, para a sinapse, dos 
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recetores NMDA124, apesar de haver um acoplamento direto da PSD-95 aos NMDA. O acoplamento da 

PSD-95 influencia o tráfego e o recrutamento sináptico dos recetores AMPA, por meio da associação 

com a stargazina e proteínas relacionadas conhecidas como proteínas transmembranares reguladoras dos 

recetores AMPA (do inglês: Transmembrane AMPA receptor regulatory proteins, TARPs)125,221–223. A 

manipulação dos níveis de expressão de PSD-95 por curtos períodos de tempo ou longos, também 

influencia a difusão do complexo stargazina – recetor AMPA nas membranas sinápticas125,224. 

Consistentemente com essas observações, em ratinhos com knockout de PSD-95 (PSD-95KO), observou-

se uma diminuição do recrutamento sináptico e uma função anormal dos recetor AMPA, mas não dos 

recetores NMDA218–220,225. 

1.8.4. Mecanismos celulares de indução e expressão da LTD 

Foram descritas dois modelos distintos de LTD homossináptico, um dependente da ativação do 

recetor NMDA e o outro requerendo a ativação de mGluRs acoplados a proteínas G112. Na LTD 

dependente de recetores NMDA, à semelhança do que acontece na LTP, o sinal pós-sináptico que 

desencadeia a LTD é justamente o aumento da [Ca2+]i. No entanto, quando o neurónio pós-sináptico está 

apenas fracamente despolarizado, o bloqueio parcial do recetor NMDA pelo Mg2+ impede quase todo o 

Ca2+ de entrar para o neurónio pós-sináptico. Por outro lado, quando o neurónio pós-sináptico está 

fortemente despolarizado, o recetor NMDA fica totalmente desbloqueado, havendo uma afluência 

massiva de Ca2+ para o neurónio pós-sináptico. Estes diferentes tipos de resposta na elevação do Ca2+ 

ativam seletivamente diferentes tipos de enzimas. Em vez de cinases, que são ativadas por níveis 

elevados de [Ca2+]i na LTP, elevações modestas e prolongadas da [Ca2+]i ativam fosfatases de proteínas 

[fosfatase 1 de proteínas (PP1, do inglês, protein phosphatase 1) e fosfatase 2 de proteínas (PP2A, do 

inglês, protein phosphatase 2)], provendo a desfosforilação dos recetores AMPA, induzindo-se por 

consequência a LTD (Figura 1.8). Além disto, a LTD, no hipocampo, pode também estar associada à 

internalização dos recetores AMPA. As PP1 e PP2A também induzem uma desfosforilação do fator de 

transcrição CREB226, modulando desse modo a expressão génica e a síntese e degradação de 

proteínas115,227,228. Isso levará à eliminação das sinapses229,230 e ao encolhimento das espinhas231. Deste 

jeito, a LTP e a LTD parecem refletir a regulação bidirecional da fosforilação e do número de recetores 

AMPA pós-sinápticos112. Por fim, ensaios comportamentais sugerem que a LTD contribui para o 

esquecimento e para a flexibilidade comportamental em ratinhos113. 

 

Figura 1.8 Um modelo de como o Ca2+ pode desencadear tanto a LTP como a LTD no hipocampo. A estimulação de alta 

frequência (EAF) gera LTP por intermédio de uma grande elevação da [Ca2+]i pós-sináptica. A estimulação de baixa frequência 

(EBF) produz LTD por uma elevação menor da [Ca2+]i. (Fonte: Adaptada de Bear & Malenka, 1994, Fig. 1.)112. 

1.8.5. Tráfego de recetores glutamatérgicos 

1.8.5.1. Mecanismos básicos da função pós-sináptica excitatória 

Como já referido, os iGluRs são os principais mediadores da transmissão sináptica excitatória no 

hipocampo109 e são ainda subdivididos em recetores NMDA, AMPA e cainato110,111. Cada uma destas 

classes de recetores possui uma localização e contribuições distintas para a função sináptica normal, 
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podendo também ser encontrados em locais não sinápticos. O controlo adequado da transmissão 

sináptica e da força sináptica é essencial para a função normal do SNC, incluindo a formação e 

manutenção da memória. 

A expressão e localização dos iGluRs pós-sinápticos é altamente dinâmica123,232–234. Destes, são os 

recetores AMPA que predominam no componente pós-sináptico, onde mediam uma transmissão 

sináptica excitatória rápida109. Os recetores NMDA235 e os recetores de cainato236 também são 

mobilizados dinamicamente, afetando a função sináptica109. As alterações na capacidade de resposta 

pós-sináptica ao glutamato podem ser mediadas por alterações na condutância de recetores preexistentes 

ou por uma alteração do seu número na membrana pós-sináptica109. Embora as alterações na condutância 

do canal, em resultado da fosforilação direta de diferentes subunidades dos iGluRs, sejam relevantes237, 

a expressão e a mobilidade superficial de recetores AMPA é altamente regulável, sendo diretamente 

relevante para a eficácia sináptica233,238, havendo também uma rotatividade contínua dos recetores 

AMPA na membrana sináptica mediada por exocitose e endocitose239. O tráfego e subsequente ativação 

do recetor AMPA é também regulado pela atividade sináptica239–243, estando associado à modulação da 

força sináptica, que ocorre durante algumas formas de LTP244 e LTD232 (Figura 1.9).  

Figura 1.9 Tráfego de recetores AMPA em 

condições basais e durante a indução de LTP e 

LTD. No estado basal, a exocitose e endocitose de 

recetores AMPA não só está em equilíbrio com o 

número de recetores na sinapse e com os 

mecanismos envolvidos no recrutamento e 

desmobilização dos recetores AMPA por difusão 

lateral na membrana. Durante a indução de LTP, 

o aumento da exocitose de recetores AMPA e do 

recrutamento sináptica de recetores AMPA 

difusos levam ao acúmulo elevado de recetores 

AMPA sinápticos. Durante a indução de LTD, um 

aumento na desmobilização por difusão lateral e 

endocitose de recetores AMPA resulta numa 

redução de recetores AMPA pós-sinápticos. 

Figura retirada de Hastings & Man (2018)245. 

O glutamato246 ativa predominantemente os iGluRs do tipo AMPA247. Estes são constituídos por 

quatro subunidades homólogas – subunidades 1-4 do recetor AMPA (GluA1-4) – que se agrupam 

principalmente em heterómeros248. Na CA1, e. g., os heterómeros GluA1/GluA2 representam ~80% da 

resposta dos recetores AMPA pós-sináptica, em condições basais, enquanto os restantes ~20% são 

representados por heterómeros GluA2/GluA3247,249. A GluA1 é crítica para certas formas de 

aprendizagem e memória e desempenha um papel na epileptogénese. Em estudos anteriores, a 

plasticidade da GluA1 foi também relacionada à hiperexcitabilidade induzida por hipóxia250. 

1.8.5.2. Tráfego irregular dos recetores AMPA como mecanismo de disfunção neuronal 

O controlo preciso da eficácia sináptica é importante para o funcionamento normal do SNC e 

irregularidades na função sináptica, como tal, podem levar a perturbações neurológicas e toxicidade109. 

A hiperativação de iGluRs pode levar à neurotoxicidade, principalmente através do influxo excessivo 

de Ca2+, que leva à indução de processos apoptóticos251–255, geralmente associados à ativação de 

recetores NMDA. Essa neurotoxicidade está relacionada com a perda neuronal associada a trauma agudo 

no SNC e a perturbações como a epilepsia, doença de Alzheimer ou o parkinsonismo. A ativação 

excessiva dos iGluRs pode também levar a crises, como ocorre na epilepsia, sem levar à 

neurotoxicidade109. Por outro lado, a atividade subótima dos iGluRs pode contribuir para doenças como 

a esquizofrenia256,257. O comportamento aditivo envolve também uma plasticidade inadaptada das vias 

glutamatérgicas258. Perturbações no tráfego dos recetores AMPA de e para a membrana pós-sináptica 

podem levar a disfunção neuronal109. Além disso, embora a maioria dos recetores AMPA não sejam 
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permeáveis ao Ca2+ (o principal mediador intracelular da morte celular), uma subpopulação destes 

recetores sinápticos, quando não presente a subunidade GluA2, é permeável a esse ião259. Mais ainda, é 

necessária a ativação dos recetores AMPA para desobstruir os canais/recetores NMDA, os principais 

mediadores da entrada de Ca2+ nos neurónios, do bloqueio dependente de voltagem promovido pelo 

Mg2+260. Portanto, o tráfego disfuncional dos recetores AMPA pode, direta- ou indiretamente, levar à 

excitotoxicidade109. 

1.8.5.3. Os recetores AMPA na renovação da sinapse por difusão de monómeros 

De entre os principais atores da plasticidade sináptica estão os recetores AMPA (GluA1-4); 

recetores esses que podem ainda ser organizados em domínios pós-sinápticos em nanoescala261–263. O 

número e a composições de subunidades de recetores AMPA na sinapse são cuidadosamente ajustados 

para sustentar a atividade sináptica basal, assim como a expressão de fenómenos de plasticidade 

sináptica247,264,265. Estudos anteriores mostraram que isso é alcançado pela rotatividade dinâmica dos 

recetores AMPA na sinapse, tanto pela sua difusão lateral, como pelo seu tráfego vesicular245,266,267 dos 

tetrâmeros, que são montados de forma completa e estável no retículo endoplasmático268,269, sendo 

depois transportados para o pool vesicular próximo à membrana plasmática e daí para diversos pontos 

da membrana plasmática86,180,245. Para ajustar o número e as subunidades que compõem os recetores 

AMPA na membrana pós-sináptica, os tetrâmeros, com diferentes composições de subunidades, devem 

estar reunidos no retículo endoplasmático ou na membrana plasmática e transportados para a membrana 

pós-sináptica245,265.  

Entretanto, num estudo de super-resolução descreveu que o pool extra-sináptico de recetores AMPA 

é pequeno270. Investigações recentes revelaram que, embora as moléculas de GluA1 e GluA2 expressas 

na membrana plasmática formem homo- ou heterotetrâmeros, elas são meta-estáveis e podem se dividir 

instantaneamente em monómeros, dímeros ou trímeros com capacidade de formar novamente 

oligómeros maiores, incluindo tetrâmeros. Os monómeros e os dímeros de GluA1 e GluA2 entram e 

saem facilmente das regiões sinápticas, ao contrário dos tetrâmeros, concluindo-se portanto que a 

rotatividade dos recetores AMPA, por difusão lateral entre a membrana pós-sináptica e o eixo dendrítico 

da membrana plasmática sustentando atividade sináptica basal, é conduzida por monómeros (e dímeros) 

em vez de tetrâmeros estáveis pré-formados. A difusão de monómeros permite aumentar o número de 

recetores AMPA e alterar rapidamente as composições dos tetrâmeros na sinapse na fase inicial da LTP, 

sugerindo um novo mecanismo para a plasticidade sináptica271. 

1.8.6. Regulação de proteínas sinápticas nos fenómenos de plasticidade sináptica 

1.8.6.1. A sinaptofisina 

Apesar de ser a proteína de membrana mais abundante das vesículas pré-sinápticas (~10% da 

proteína total)272, a função da sinaptofisina permanece ainda enigmática. A sinaptofisina é uma 

glicoproteína de ligação ao Ca2+, de 38 kDa, essencial para a neurotransmissão, em neurónios do 

hipocampo. Acredita-se que a sua expressão, no hipocampo, seja um fator elementar para a plasticidade 

sináptica, no cérebro de rato273,274. Como está localizada exclusivamente nas vesículas sinápticas, ela é 

amplamente usada como um marcador para terminais pré-sinápticos275, servindo como referência para 

a estrutura e função sináptica e também para a deteção da densidade e distribuição das sinapses, que é 

uma das principais formas de plasticidade neuronal273,274. A perda desta proteína, no hipocampo, está 

correlacionada com o declínio cognitivo na doença de Alzheimer276. 

Num rastreio genético em seres humanos277 e em estudos comportamentais em ratinhos278, a perda 

ou truncamento da sinaptofisina foi implicado em atrasos no desenvolvimento mental e/ou deficit de 

aprendizagem. Estes resultados sugerem que esta proteína de membrana pré-sináptica possa 
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desempenhar um papel subtil, porém importante, na regulação da transmissão sináptica em circuitos 

neuronais envolvidos na aprendizagem e memória. 

1.8.6.2. A SNAP-25 

A SNAP-25 é uma das três proteínas principais do complexo SNARE que participam na fusão das 

vesículas de neurotransmissores com a membrana plasmática279. Estas três proteínas SNARE interagem 

para formar um complexo molecular trimérico e superam, nesse processo, a barreira energética para a 

fusão com a membrana plasmática280. Contrariamente às outras proteínas principais do SNARE, a 

SNAP-25 ancora-se à membrana por palmitoilação, um processo reversível e dinâmico281–283 e que 

participa da formação de complexos SNARE quaternários espiralados, em que as hélices alfa das três 

proteínas se enrolam. No sistema nervoso, a SNAP-25 desempenha um papel importante na libertação 

de neurotransmissores284 e foi sugerido que, durante o desenvolvimento, a SNAP-25 desempenha um 

papel na promoção do crescimento de neurites285,286. 

Embora a SNAP-25 esteja bem documentada como uma reguladora da exocitose de vesículas pré-

sinápticas287,288, evidências crescentes sugerem que esta proteína desempenha um papel no tráfego pós-

sináptico de recetores de glutamato e também na LTP289–292, tendo sido localizada em espinhas 

dendríticas293, mais precisamente na PSD; na membrana lateral pós-sináptica; e contida em pequenas 

vesículas no citoplasma pós-sináptico293. O mesmo estudo sugere ainda que a SNAP-25 não está 

significativamente aumentada 1 hora após a LTP do hipocampo, sugerindo então que o tráfego local de 

SNAP-25 não tem um papel nas fases iniciais da LTP. Contudo, a forte expressão de SNAP-25 nas 

membranas plasmáticas pós-sinápticas indicia uma função da proteína na exocitose de vesículas pós-

sinápticas e um possível papel na plasticidade sináptica do hipocampo293. Além disso, durante as 

primeiras 2 semanas de desenvolvimento, a SNAP-25a (a isoforma predominante no cérebro de 

roedores) faz exibir predominante- ou inteiramente formas de LTD dependentes de mGluR, não 

expressando LTP. A SNAP-25b é predominante expressa em animais mais velhos, acompanhando da 

regulação positiva dos recetores NMDA ao longo do desenvolvimento, sugerindo que esta isoforma é 

importante para a expressão da LTD e LTP dependentes de recetores NMDA em animais adultos294. 

1.8.6.3. A gefirina 

A gefirina é uma proteína estruturadora pós-sináptica que participa na agregação e ancoragem dos 

recetores GABAA em sinapses inibitórias, tendo uma função análoga à da PSD-95 nas sinapses 

glutamatérgicas. Diversos estudos implicaram alterações na expressão e dinâmica da gefirina nas 

sinapses inibitórias durante a LTP inibitória (isto é, a LTP da transmissão em sinapses inibitórias). A 

gefirina parece regular especificamente a presença dos recetores GABAA em nanodomínios específicos, 

nomeadamente o seu recrutamento de nanodomínios subsinápticos para nanodomínios 

sinápticos88,295,296. 

Foi sugerido que a gefirina possa estar também envolvida no desenvolvimento da TLE. Tem a sua 

expressão aumentada, principalmente na membrana e no citoplasma de neurónios, nos focos epiléticos 

do lobo temporal, em humanos e em cérebro de ratos experimentais modelo de TLE. A expressão de 

gefirina é significativamente menor no neocórtex temporal em pacientes com TLE e é reprimida em 

grupos epiléticos, em experiências com ratos297. 

1.9. Jangadas lipídicas 

As jangadas lipídicas são domínios lipídicos ordenados altamente dinâmicos e de dimensões 

submicroscópicas (25-100 nm de diâmetro), ricos em colesterol e em esfingolípidos, que se inserem na 

bicamada lipídica líquido-desordenada nas membranas celulares. Atribuem-se numerosos papéis a este 

tipo de nanodomínios membranares, como a organização e compartimentação de componentes de 

regulação da sinalização por neurotransmissores na membrana neuronal. Estão descritos dois tipos de 
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jangadas lipídicas associadas sinalização por neurotransmissores: As jangadas lipídicas planares 

(também chamadas de jangadas não caveolares ou glicolipídicas) e as cavéolas (pequenas cavernas), 

ambas estimadas entre 25-100 nm de diâmetro. Estes microdomínios em jangada são frequentemente 

definidos pela sua natureza rica em colesterol e esfingomielina; enriquecimento em proteínas ancoradas 

em glicosilfosfatidilinositol ou GPI (em abreviação); e associação ao citoesqueleto e resistência à 

extração por detergentes. As cavéolas caracterizam-se por pequenas invaginações da membrana em 

forma de frasco que contêm proteínas da família das caveolinas, servindo estas também como um 

marcador proteico das cavéolas. Estas proteínas são amplamente expressas no sistema nervoso em 

microvasos cerebrais; células endoteliais; astrócitos e oligodendrócitos; células de Schwann; gânglios 

da raiz dorsal e neurónios do hipocampo. Porém, as caveolinas e as cavéolas estão ausentes da maioria 

dos neurónios e neuroblastomas. Os neurónios possuem também jangadas lipídicas planares associadas 

à flotilina, uma proteína com função análoga, mas não homóloga, à da caveolina. As jangadas lipídicas 

planares possuem muitas das características das cavéolas (associação ao citoesqueleto; ricas em 

colesterol e em esfingomielina), mas não são invaginadas. Embora as cavéolas sejam as estruturas mais 

prontamente observadas e associadas às jangadas lipídicas, a sua presença não é necessária para atribuir 

“raftness”298. 

O presumível envolvimento das jangadas lipídicas na função sináptica leva à questão de como será 

estabelecido e mantido este fenótipo singular encontrado nas membranas das sinapses neuronais. Uma 

potencial explicação é-nos fornecida por observações prévias de uma associação direta entre as jangadas 

lipídicas sinápticas e a PSD. Essa conexão física entre a membrana pós-sináptica e a subjacente PSD é 

mediada em grande parte pela proteína PSD-95. Sendo uma das proteínas mais abundantes na PSD, a 

PSD-95 interatua com a membrana através de duas modificações pós-traducionais por palmitoilação no 

N-terminal, que servem como âncoras hidrofóbicas para a fixação à membrana. Esta palmitoilação é um 

importante regulador da localização e atividade da PSD-95, bem como de muitas outras proteínas 

sinápticas envolvidas na função e desenvolvimento neuronal299. Acredita-se que as jangadas lipídicas 

regulem a transdução de sinal sináptico pelo recrutamento e regulação de recetores de 

neurotransmissores; inclusive foi descrito que tanto os recetores AMPA como os NMDA (que fazem 

parte da transmissão de sinal a nível pós-sináptico em sinapses excitatórias) se localizem em domínios 

de jangada. A residência destes domínios parece ser importante para a expressão superficial de recetores 

e, por conseguinte, da sua atividade e capacidade de sustentarem uma sinapse funcional299. Até à data, 

parece não haver nenhuma explicação robusta de como esta peculiar composição lipídica na sinapse seja 

estabelecida e mantida, ou de como as perturbações da mesma levem à disfunção sináptica299. No 

entanto, há evidência de alterações nas jangadas lipídicas em doenças neurológicas e psiquiátricas, como 

as doenças neurodegenerativas, em que as jangadas podem funcionar até como plataformas para a 

produção de proteínas neurotóxicas, como a Aβ (na doença de Alzheimer) ou a proteína priónia (na 

encefalopatia espongiforme transmissível), que poderiam estar preparadas para modular cascatas de 

sinalização associadas a jangadas298. 

1.10. Mecanismos de plasticidade neuronal 

A plasticidade neuronal, está presente ao longo da vida e é essencial ao desenvolvimento normal 

dos circuitos necessários para aprender e adaptar adequadamente o comportamento assim como para 

regular o funcionamento interno em resposta aos ambientes internos e externos48, que podem ser 

demandas normais de desenvolvimento ou lesões patológicas no sentido mais lato – estrutural, 

bioquímico ou genético – levando a comprometimento funcional. A atividade neuronal pode moldar a 

conectividade estrutural e a eficiência da comunicação sináptica e em resposta a lesões, na idade adulta, 

alguns mecanismos celulares podem eventualmente ser regulados positivamente para permitir de novo 

uma plasticidade neuronal mais extensa. Aqui, a plasticidade neuronal é a resposta do sistema na 
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tentativa de reparar ou compensar a perda de função. No desenvolvimento, assim como na plasticidade 

cortical em adulto, a atividade neuronal pode alterar as conexões funcionais; no entanto, a eficácia da 

plasticidade neuronal é geralmente reduzida após o desenvolvimento pós-natal e períodos críticos. No 

caso da plasticidade cortical adulta, as adaptações funcionais e estruturais permanecem, por regra, 

espacialmente localizadas e restritas ao nível dos terminais dos axónios e das sinapses por fenómenos 

de plasticidade sináptica (ver secção 1.8). A formação de novas conexões funcionais pode levar a um 

aumento da eficácia sináptica numa rede preexistente300. 

1.10.1. Mecanismos da plasticidade induzida por lesões – Efeitos potenciados do tipo LTP 

Estudos farmacológicos em fatias cerebrais mostraram que a inibição reduzida e/ou o aumento da 

excitação facilitam a expressão de LTP. Registos eletrofisiológicos em fatias de ratos com lesões 

corticais, revelaram um nível significativamente elevado de LTP nas sinapses de neurónios localizados 

a uma distância definida entre 1-4 mm da orla lesiva e até após 1 semana passada da indução da lesão300. 

Esta plasticidade sináptica aumentada é acompanhada por alterações na [Ca2+]i em repouso, como o 

influxo de Ca2+ evocado por estímulo que estão moderadamente aumentados na margem da lesão. A 

origem deste aumento foi investigada por intermédio do bloqueio dos recetores NMDA e AMPA, 

revelando um aumento do influxo de Ca2+ mediado por ambos os tipos de iGluRs após lesão. Enquanto 

uma permeabilidade de Ca2+ anteriormente presente é apenas aumentada, no caso dos recetores NMDA, 

há uma alteração induzida pela lesão fundamental nas propriedades funcionais dos iGluRs AMPA. Sabe-

se que os recetores AMPA são impermeáveis ao Ca2+ em condições fisiológicas normais em neurónios 

de rato após o 15º dia pós-natal (P15). Todavia, após lesões corticais em animais com mais de 23 dias 

de idade, foi medido um influxo de Ca2+ neuronal na presença de bloqueadores farmacológicos de todas 

as fontes conhecidas de influxo de Ca2+ neuronal. Esse influxo de Ca2+ foi bloqueado por um antagonista 

dos recetores AMPA, sendo mediada por recetores AMPA com alteração na composição específica das 

suas subunidades proteicas, nomeadamente, uma redução na expressão de GluA2, característica dos 

cérebros pós-natais jovens, é também observada em adultos após lesões300. 

1.10.2. Alterações na excitabilidade 

A excitabilidade intrínseca dos neurónios é determinada pela sua ativação em resposta a um sinal 

elétrico ou químico. A regulação da excitabilidade intrínseca pode, então, controlar a escala dinâmica 

de resposta ao estímulo ao nível celular. A condutância controlada por voltagem pode alterar as 

propriedades do disparo neuronal, tal como, o limiar de disparo (que pode variar espontaneamente de 

ativo para inativo até altas concentrações de estímulo), frequência (que pode variar de um único disparo 

a disparos em salvas – bursts) ou a taxa de repolarização (isto é, a rapidez com que uma célula pode 

voltar a disparar após a sua ativação). Estas propriedades neuronais podem mudar rapidamente, de 

minutos a horas ou dias. Da mesma forma, a mudança de expressão dos recetores nos terminais tem 

impacto na força da resposta. Por isso, a alteração da excitabilidade de um neurónio, seja pela alteração 

da sua condutância quer pela expressão de recetores em condições fisiológicas, pode rapidamente afetar 

o comportamento48. 

1.10.2.1. Canais KV4.2 na regulação da excitabilidade dendrítica e na LTP 

Os canais de potássio dependentes de voltagem do subtipo 4.2 (KV4.2) são responsáveis pelas 

correntes transitórias do tipo A no cérebro, importantes no controlo da excitabilidade neuronal301, 

estando maioritariamente expressos em dendrites de neurónios piramidais da CA1, apresentando uma 

diminuição gradativa das dendrites distais para as dendrites proximais302. O papel do KV4.2 no controlo 

da excitabilidade dendrítica afeta a plasticidade sináptica e neuronal e contribui para a aprendizagem e 

para a memória303–305. A atividade do canal KV4.2 regula a estequiometria das subunidades que compõem 

os recetores NMDA sinápticos reduzindo a razão GluN2B/GluN2A nas sinapses do hipocampo306 e a 



 

23 

ablação de KV4.2 em ratinhos abole a redução gradual na razão GluN2B/GluN2A que se observa durante 

o desenvolvimento pós-natal, resultando numa proporção maior de sinapses silenciosas (isto é, com 

recetores NMDA funcionais, mas sem correntes mediadas por recetores AMPA) na idade adulta307. A 

atividade aberrante de KV4.2 também está implicada, de entre outras perturbações, como patologia 

neuronal associada à TLE308. 

O KO de canais KV4.2 ou das suas subunidades auxiliares DPP6 (por extenso: Proteína 6 do tipo 

dipeptidil-peptidase) e KChIP2 (por extenso: Proteína 2 que interage com o canal de potássio dependente 

de voltagem), em ratinhos, reduz as correntes do tipo A, aumenta a excitabilidade dendrítica e aumenta 

a suscetibilidade a crises epiléticas provocadas. Foram também encontradas mutações no gene que 

codifica o KV4.2 – KCND2 – em humanos com epilepsia, sugerindo-se ainda que o comprometimento 

da função de KV4.2 aumente a vulnerabilidade do cérebro ao desenvolvimento de crises epiléticas309. A 

expressão reduzida e a função comprometida de KV4.2 foram observadas em pelo menos três modelos 

diferentes de roedores com epilepsia adquirida (TLE induzida por pilocarpina, lesão cerebral traumática 

e isquémia) e em ratos após evocada uma crise epilética aguda. A redução da expressão de KV4.2 pode, 

portanto, ser um mecanismo patológico que contribui para a epileptogénese; contudo, são desconhecidos 

os mecanismos moleculares que regulam a expressão de KV4.2 durante a hiperatividade neuronal e ainda 

não está claro se a regulação negativa da expressão de KV4.2 contribui para o início das crises 

epiléticas309. 

1.10.3. Homeostasia sináptica e metaplasticidade 

A metaplasticidade foi proposta por Abraham & Bear em 1996310. Refere-se à “plasticidade da 

plasticidade sináptica”311. Em animais expostos a enriquecimento ambiental apresentam mais tarde uma 

maior facilidade na indução de LTP, e. g., enquanto estímulos stressantes de alta intensidade causam 

inibição a longo termo (até 24 h) da LTP no hipocampo e facilitação da LTD312. Como uma forma 

avançada de plasticidade sináptica, a metaplasticidade modula o peso sináptico, introduzindo um 

estímulo primário antes dos eventos subsequentes de indução de plasticidade, demonstrando 

característica dependente da atividade. O estímulo iniciador pode ativar fisiologicamente recetores de 

neurotransmissores específicos e induzir estimulação elétrica das atividades neurais. Embora o estímulo 

iniciador cause uma alteração nas funções neurais, ele não altera abertamente a força sináptica, alterando 

apenas a prontidão das sinapses para expressar subsequentemente a LTP ou LTD. A metaplasticidade 

pode facilitar a LTP por ativação de mGluRs e pode facilitar a LTD ativando os recetores NMDA. Além 

disso, pode também inibir a LTP, ajustando os recetores NMDA. Assim, sob a modulação da 

metaplasticidade, previne-se que as sinapses se tornem demasiado fracas ou fortes e evitando a ativação 

excessiva ou insuficiente311. 

1.11. Diversidade neuronal e dinâmica temporal 

O córtex cerebral dos mamíferos possui uma grande diversidade de células que operam em 

intrincados circuitos. Essa diversidade celular dota o córtex cerebral com a capacidade de realizar 

processos biológicos complexos, como a representação subjetiva e interpretação do mundo; codificação 

e recuperação de memórias emocionalmente coloridas; compreensão e empatia com outros indivíduos 

e investigação científica do universo (incluindo a mente)313. 

Ainda hoje, não temos o conhecimento básico de quantos tipos de neurónios existem e de como as 

células estão interconectadas313. A CA1 constitui uma das áreas corticais mais simples e mais estudadas, 

onde o recente progresso se fez na base da explicação da diversidade neuronal e da atividade temporal 

das distintas células313. Aqui, as células piramidais excitatórias codificam representações de memórias 

espaciais314 e outras memórias episódicas315 e fornecem eferências glutamatérgicas e GABAérgicas para 

outras áreas corticais, bem como subcorticais. Embora poucas diferenças tenham sido notadas nas 
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células piramidais da CA1, elas (Figura 1.10, representadas em tons de azul) configuram pelo menos 

três tipos distintos, visando mais de 10 áreas do cérebro extra-hipocampais316. 

Até hoje, permanece largamente desconhecido, a forma como são gerados os diversos padrões de 

disparo dos diferentes neurónios GABAérgicos313. A ativação de interneurónios é mediada a inervação 

glutamatérgica e subcortical diferencial317,318; acoplamento GABAérgico e elétrico seletivo entre 

interneurónios; regulação modulatória específica do tipo de célula319; expressão específica em cada tipo 

de célula de distintos recetores e canais320–323 ou aferência diferencial de interneurónios, que 

aparentemente inervam exclusivamente outros interneurónios (Figura 1.10, tipos 19 a 21)324,325. Pouco 

se sabe sobre a atividade destes últimos tipos de células in vivo313.  

A visão geral é então a de que os neurónios piramidais transmitem os sinais excitatórios para os 

neurónios a jusante em diferentes áreas do cérebro e para os neurónios nas proximidades no circuito 

local, enquanto os interneurónios GABAérgicos modulam o fluxo do sinal inibindo localmente os 

neurónios nas proximidades326. 

 

Figura 1.10 Três tipos de células piramidais fazem-se acompanhar por pelo menos 21 classes de interneurónios na CA1. 

Indicado à esquerda, a terminação principal de cinco aferências glutamatérgicas. Os somas e as dendrites dos interneurónios 

que inervam as células piramidais (representadas em tons de azul) são cor-de-laranja, e aqueles que inervam principalmente 

outros interneurónios são cor-de-rosa. Os axónios estão a roxo; e as principais terminações sinápticas a amarelo. Observa-se a 

associação dos eferentes sinápticos dos diferentes tipos de interneurónio com a região perissomática (à esquerda) e as zonas de 

terminação da via colateral de Schaffer / comissural ou via entorrinal (à direita), respetivamente. VIP, polipéptido vasoativo 

intestinal; VGLUT, transportador vesicular de glutamato; O-LM, oriens lacunosum-moleculare. Retirado de Klausberger & 

Somogyi (2008)313. 

1.11.1. Interneurónios GABAérgicos 

Embora os interneurónios GABAérgicos sejam uma população altamente heterogénea, com uma 

variedade de morfologias e propriedades eletrofisiológicas intrínsecas, eles podem ser divididos em três 

classes principais não sobrepostas, os interneurónios positivos para: A parvalbumina (PV); 

somatostatina (SST); e o recetor ionotrópico 3a de serotonina (5HT3aR). Juntos, estes interneurónios 

formam quase a totalidade dos interneurónios no córtex. Os neurónios 5HT3aR ainda são classificados 

em interneurónios positivos para o péptido vasoativo intestinal (VIP, do inglês, vasoactive intestinal 

peptide) e não VIP. Basicamente, cada subtipo de interneurónio inibe todos os outros subtipos de 
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interneurónios e os neurónios piramidais. Embora cada uma dessas forças inibitórias de conexão possa 

variar dependendo das áreas corticais, evidências acumuladas sugerem que existem algumas 

generalidades nos padrões de conectividade específicos ao subtipo326. 

A diversidade dos interneurónio atinge muitos aspetos da sua função, tal como a sua conectividade; 

propriedades de disparo; morfologia e conteúdo neuroquímico. Muitas das tentativas de correlacionar a 

função dos interneurónios às suas características neuroquímicas e morfológicas327, foram 

infrutíferas328,329. Os marcadores neuroquímicos para os interneurónios são o GABA, GAD65 e o 

GAD67 (as isoformas 65 e 67 da descarboxilase do ácido glutâmico), evidenciando a natureza inibitória 

dessas células. Além disso, verificou-se que os interneurónios contêm diferentes péptidos [e. g., a SST, 

colecistocinina (CCK), VIP, neuropéptido Y e a substância P] ou proteínas de ligação a Ca2+ (e. g., a 

calbindina, calretinina e a PV), permitindo a classificação de subpopulações de interneurónios. No 

entanto, células com conteúdo neuroquímico idêntico demonstraram estar associadas a diferentes 

morfologias e a diferentes funções. De acordo com a classificação morfológica, foram descritos pelo 

menos 21 tipos diferentes de interneurónios, sendo reportada uma grande variedade de formas; 

distribuição pelas camadas e extensão de arborização313,329. Na Figura 1.10 encontra-se uma descrição 

resumida dos principais subtipos de interneurónios presentes na CA1. Entre os subtipos de 

interneurónios do hipocampo descritos, alguns serão mencionados com mais detalhe, uma vez que são 

particularmente relevantes para o trabalho descrito nesta tese. As células específicas de interneurónios 

(IS, do inglês, interneuron-specific) são interneurónios inibitórios especializados em visar outros 

interneurónios330; identificados pela sua expressão de VIP331 e/ou calretinina332. Importante notar que 

algumas células VIP+, como as basket cells (responsáveis pela inibição perissomática) que co-expressam 

a CCK+, alvejam principalmente as células excitatórias, embora constituam uma fração aparentemente 

menor de células VIP+ em comparação com as células IS. As células IS são descritas geralmente como 

células que inibem preferencialmente outros interneurónios GABAérgicos. A caracterização de 

interneurónios na CA1330 destacou nuances em diferentes formas de controle inibitório sobre neurónios 

inibitórios além das células IS333. Com base na análise de densidade sináptica, os interneurónios recebem 

uma quantidade substancial de inibição em relação à excitação334, semelhante às células piramidais335. 

Como tal, a inibição da inibição pode surgir através de vários tipos de circuitos, um dos quais é 

simplesmente dos neurónios inibitórios que têm como alvo outros interneurónios inibitórios, além de 

alvejar células piramidais333. No hipocampo, a maioria das células IS (19,4% da população de 

interneurónios) expressa VIP, embora algumas basket cells CCK+ (9,4% da população de 

interneurónios) também expressem VIP – calculado em Bezaire & Soltesz (2013)336 de acordo com 

Fuentealba et al. (2010)337. Na CA1, as células IS podem ser subdivididas em três grupos (IS-I, IS-II e 

IS-III), de acordo com a camada para a qual projetam o seu conteúdo neuroquímico (Figura 1.10, tipos 

19 a 21). As células IS-I geralmente não expressão VIP313,333,338. Os interneurónios IS-II e IS-III, que 

expressam VIP, consistem em interneurónios do str. or – str. l-m (células O-LM) que recebem a maioria 

(cerca de 70%) das suas aferências excitatórias das projeções posteriores das células piramidais CA1 e 

parecem fornecer um loop inibitório de feedback para as dendrites de células piramidais no str. l-m, 

embora também inervem interneurónios nesta camada313,329. Estas células também são um dos principais 

alvos dos interneurónios IS-III, que contêm VIP (inervando seletivamente outros interneurónios)329,339. 

1.12. Inervação monoaminérgica do hipocampo 

O hipocampo também recebe informação de aferentes subcorticais maioritariamente com origem no 

locus cœruleus da formação reticular e nos núcleos da rafe e septais por projeções noradrenérgicas, 

serotonérgicas e colinérgicas e GABAérgicas, respetivamente340,341. Recebem também inervação 

dopaminérgica da área ventral tegmental de Tsai e da substância nigra342. Estas vias veiculam ao 
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hipocampo contexto sobre situações de stress, emoções, motivação e ainda o estado autonómico do 

organismo que são essenciais ao estabelecimento (ou não) de traços de memória.  

A inervação noradrenérgica do hipocampo é mais abundante no DG e na CA3, mas também tem 

como alvo o str. l-m da região CA1. Os neurónios noradrenérgicos são preferencialmente ativados 

durante estados de vigília e excitação e estimulam o ritmo θ nos neurónios do hipocampo341,342. Pensa-

se que a inervação noradrenérgica do hipocampo forneça um sinal de “reset” que favorece a perceção 

de estímulos novos ou salientes de grande importância durante a exploração. A inervação dopaminérgica 

do hipocampo parece ser também de grande importância na atividade exploratória e na aprendizagem 

relacionada com esses estímulos na atribuição do seu valor compensatório343. A ativação dos inputs 

dopaminérgicos e da via noradrenérgica para o hipocampo reduz o limiar para indução da LTP e 

estabiliza a expressão da LTP por períodos superiores a 24 h341,343. Está descrito uma perda da modulação 

da LTP, pelas catecolaminas, no decurso do envelhecimento344. 

Tanto os neurónios noradrenérgicos, como os dopaminérgicos, expressam a enzima hidroxilase de 

tirosina (TH, do inglês, tyrosine hydroxylase), já que este é comum e limitante da taxa de biossíntese 

das catecolaminas. Nas células dopaminérgicas do cérebro, a L-tirosina é convertida em L-3,4-

dihidroxifenilalanina (ou L-DOPA), pela TH, sendo posteriormente convertida, pela descarboxilase da 

L-DOPA, em 3,4-dihidroxi-feniletanamina (também conhecido por dopamina). Nos neurónios 

noradrenérgicos, a dopamina é ainda convertida em noradrenalina, pelo β-hidroxilase de dopamina, que 

se pode converter ainda em adrenalina, nas células da medula adrenal345. Isto pode significar que a 

diminuição da expressão de TH possa estar associada a níveis reduzidos de dopamina e/ou outras 

catecolaminas346, que foram implicadas na patologia de diversas doenças neurológicas, como também 

no envelhecimento344,347–349. 

1.13. Epilepsia 

A epilepsia é a perturbação neurológica crónica mais prevalente, afetando cerca de 50 milhões de 

pessoas em todo o mundo e é uma das mais antigas doenças reconhecidas do mundo, com registos 

escritos que datam de há 400 antes de Cristo (a.C.). É caracterizada por SRSs, que se caracterizam por 

hiperatividade elétrica neuronal síncrona e descontrolada, que pode ocorrer em zonas restritas do cérebro 

(parcial) ou ser generalizada. Dependendo das zonas do cérebro ativadas pelas crises epiléticas, estas 

podem ou não ter manifestações motoras, que incluem desde tremores a convulsões (episódios de 

movimento involuntário que podem envolver uma parte ou todo o corpo Podem também perturbar a 

consciência, causando desde pequenos lapsos de atenção a perda total de consciência, ou perturbar o 

controlo das funções autonómicas como o da função intestinal ou da bexiga, ou podem ainda causar o 

aparecimento de auras e alucinações pela ativação anómala das vias associadas à perceção sensorial350. 

As crises epiléticas podem ter duração muito variável (de segundos a vários minutos) 351 e a sua 

frequência varia com o estado de progressão da doença350. Ainda assim, uma crise epilética não significa 

epilepsia já que o diagnóstico da epilepsia exige a observação de pelo menos 2 ou mais crises epiléticas 

não provocadas.  

Até à data, foram identificadas mais de 40 síndromes epiléticas distintas352. No entanto, cerca de 

60% dos casos de epilepsia não têm causa identificável (epilepsia idiopática). Os restantes casos, com 

causa conhecida, são classificados como epilepsia secundária ou sintomática e podem resultar de danos 

cerebrais causados por lesões pré-natais ou perinatais (e. g., perda de oxigénio ou trauma durante o 

parto); de anomalias congénitas ou condições genéticas com malformações cerebrais associadas; de uma 

lesão traumática; de um acidente vascular cerebral (AVC); de uma infeção cerebral (e. g., meningite) ou 

de um tumor cerebral350. 

Não existe atualmente nenhuma prevenção ou cura efetiva para a epilepsia. O tratamento atual é 

apenas sintomático, exceto em casos menos comuns, quando o tratamento cirúrgico é possível. Enquanto 
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os medicamentos anticonvulsivos disponíveis têm como alvo os canais iónicos, como o recetor GABAA 

e os canais de sódio dependentes de voltagem (NaV), a atual investigação procura elucidar os 

mecanismos celulares e moleculares pelos quais um cérebro normal se torna epilético352. 

1.13.1. Epileptogénese 

A epileptogénese é definida como o do processo gradual pelo qual as redes cerebrais normais 

desenvolvem uma suscetibilidade aumentada para gerar SRSs, que resultam no desenvolvimento e/ou 

progressão da epilepsia353,354. Era tradicionalmente associado ao “período epilético latente” 

compreendendo o período de tempo entre a lesão/foco epileptogénico inicial e a emergência da primeira 

crise epilética clínica. Cada vez mais evidências demonstram que a frequência e a gravidade das SRSs 

continuam a aumentar após a primeira crise não convulsiva e, portanto, a epileptogénese agora é 

percebida como um processo contínuo e progressivo. Os mecanismos patofisiológicos envolvidos na 

epileptogénese permanecem na sua maioria ainda desconhecidos e, por conseguinte, a defrontação deste 

fenómeno continua, até agora, uma necessidade clínica por atender354. 

1.13.2. Atividade crítica e intercrítica 

A atividade elétrica anómala registada por eletroencefalografia (EEG) na epilepsia estende-se muito 

para além das crises epiléticas. O termo crítico refere-se a um estado ou evento fisiológico, como uma 

crise epilética, AVC ou uma dor de cabeça. No EEG, é considerada crítica ou ictal, a atividade neuronal 

registada durante uma crise epilética e denomina-se intercrítica ou interictal, a atividade registada no 

período entre as crises355. Esta é também característica da epilepsia e ocorre com uma frequência muito 

maior do que as crises epiléticas. Caracteriza-se por sinais transitórios de curta duração (<100 ms), 

grande amplitude e que podem ser classificados como espículas ou ser multifásicos, geralmente uma 

espícula seguida por uma onda mais lenta. A função desta atividade é altamente debatida e tem sido 

proposta tanto como um fenómeno protetor contra o surgimento de crises ou, contrariamente, como um 

prelúdio para as mesmas. Semelhante às crises epiléticas, a atividade intercrítica pode ter origem em 

múltiplos focos, e na TLE, tem frequentemente origem em múltiplos subconjuntos de estruturas do lobo 

temporal, e, algumas vezes, fora da zona epileptogénica356. De facto, a atividade intercrítica é o resultado 

inicial direto das modificações da rede morfofuncional das estruturas límbicas, surgindo antes da 

atividade crítica na epileptogénese, podendo constituir uma assinatura do período latente357. 

O estudo da atividade intercrítica é de especial interesse visto que pouco se sabe acerca dos 

microcircuitos específicos recrutados durante a sua propagação. Dado o duplo papel dos circuitos 

GABAérgicos em atenuar a excitação e coordenar as oscilações da rede que suportam a função 

cognitiva, torna-se essencial examinar, em microescala, especificamente, padrões espácio-temporais da 

função de inibição356 e a sua contribuição para as alterações da plasticidade sináptica na 

epileptogénese358. 

1.13.3. Epilepsia do lobo temporal mesial – MTLE 

A epilepsia do lobo temporal mesial (MTLE, do inglês, mesial temporal lobe epilepsy) é um tipo de 

epilepsia em que as crises epiléticas têm origem nas estruturas mesiais do hipocampo, amígdala e EC, 

também denominada epilepsia límbica (porque tem origem nas estruturas límbicas do lobo temporal)359. 

É a síndrome epilética mais prevalente, representando cerca de 60% dos casos das perturbações 

epiléticas focais360. 

A MTLE, frequentemente associada à HS, resulta frequentemente um dano cerebral inicial 

(traumatismo craniano, meningite, convulsões febris, etc.) seguido por um período latente (sem crises) 

que pode durar vários anos antes da ocorrência das SRSs que se observam durante a fase crónica. Estas 

SRSs são originárias do hipocampo, EC ou amígdala e são frequentemente refratárias à medicação, 

fazendo com que a ressecção cirúrgica do tecido epilético seja a única alternativa terapêutica360. O 
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processo que leva à epilepsia (isto é, epileptogénese) envolve modificações estruturais e funcionais 

dentro das redes neuronais, que são imediatas ou retardadas em relação ao dano inicial, e que por fim 

levam ao surgimento da primeira crise espontânea. O desenvolvimento de tratamentos farmacológicos 

preventivos exige de uma melhor compreensão de quando e onde modificações plásticas críticas 

ocorrem em redes neuronais durante o período latente, questão que só pode ser abordada 

experimentalmente ao nível celular em modelos animais de TLE357,361. Apesar da extensa pesquisa, os 

mecanismos subjacentes à patofisiologia da epileptogénese ainda não são totalmente compreendidos362.  

As redes neuronais na epilepsia caracterizam-se pelo desequilíbrio entre os inputs glutamatérgicos 

e GABAérgicos, pode estar causalmente relacionado à génese e/ou propagação de crises epiléticas363,364. 

A perda de populações IS GABAérgicos é uma das primeiras consequências do dano inicial361. A 

transmissão GABAérgica já se encontra assim diminuída nas células granulosas dentadas durante o 

período latente361. Observa-se também uma alteração considerável nos mecanismos de plasticidade 

sináptica que ocorre nas vias glutamatérgicas e GABAérgicas no sentido de uma maior contribuição de 

inputs excitatórios para transmissão sináptica geral361.  Para além da lesão inicial, estas alterações 

desenvolvem-se durante o período latente e continuam a agravar-se no período crónico. A atividade 

neuronal intercrítica resulta das modificações da rede morfofuncional das estruturas límbicas, podendo 

constituir uma assinatura do período latente e parece constituir um processo chave da epileptogénese, 

como e. g., possibilitando mais modificações plásticas nas estruturas temporais a fim de produzir um 

foco epilético357, contudo, as suas consequências funcionais ainda precisam de ser investigadas mais 

profundamente. 

1.13.4. Alterações iónicas durante a atividade intercrítica in vivo 

Registos in vivo com microelétrodos seletivos de iões (ISMs, do inglês, ion-selective microelectro-

des) revelaram alterações na concentração de iões extracelulares durante a estimulação repetitiva e crises 

epiléticas365,366. Isto foi mostrado pela primeira vez para a concentração de K+ ([K+]) pela observação de 

pós-hiperpolarização dependente de K+ em axónios por Frankenhaeuser & Hodgkin (1956)367. Os seus 

trabalhos sugeriram que há uma acumulação considerável de K+ durante séries de potenciais de ação no 

espaço extracelular e foram corroborados por estudos posteriores em células gliais de invertebrados368. 

Estudos in vivo da despolarização glial durante a atividade intercrítica369,370 reforçaram ainda mais a 

ideia de que tanto as crises epiléticas focais como as generalizadas são acompanhadas pela acumulação 

de K+ no meio extracelular. Isto levou à questão de saber se a aplicação de K+ nos ventrículos ou no 

hipocampo poderia evocar crises epiléticas, o que acabou por ser confirmado no hipocampo371. E com 

base nessas observações, propôs-se que há uma quantidade crítica de K+ que leva à indução de crises 

epiléticas. Com registos com ISMs confirmou-se que as crises epiléticas estão associadas a aumentos da 

concentração extracelular de K+ ([K+]o) em diferentes espécies e nessas espécies em diferentes estruturas 

cerebrais372. Enquanto no hipocampo parecia haver um limiar da [K+]o, levando prontamente à atividade 

epilética; no córtex, não era possível definir uma [K+]o no qual as crises epiléticas emergissem365. 

1.13.4.1. Efeitos das alterações iónicas 

1.13.4.1.1. Concentração extracelular do magnésio 

Em fatias de hipocampo provenientes de animais adultos, a redução da concentração extracelular de 

Mg2+ ([Mg2+]o) induz descargas curtas recorrentes que se originam na CA3 e que se propagam para a 

CA1 e subículo. É possível usar soluções extracelulares com concentrações baixas, ou total ausência, de 

Mg2+ para induzir atividade neuronal semelhante à atividade intercrítica in vitro. Embora o mecanismo 

subjacente à hiperexcitabilidade dos neurónios não esteja ainda completamente esclarecido, crê-se que 

a diminuição da [Mg2+]o cria hiperexcitabilidade predominantemente pelo desbloqueio dos recetores 

NMDA365,373. Além disso, mostrou-se que a diminuição do Mg2+ aumenta a amplitude e a frequência 

das correntes pós-sinápticas excitatórias espontâneas (do inglês: Spontaneous excitatory postsynaptic 
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currents, sEPSCs)373, sugerindo que aumenta a libertação de neurotransmissores, visto que o Mg2+ atua 

como um antagonista do Ca2+ nos terminais pré-sinápticos365. A atividade dos NaV fica também mais 

sensível à regulação pelo complexo Ca2+/calmodulina em neurónios quando há escassez de Mg2+374. 

A cultura de neurónios de hipocampo em meio com baixo teor de Mg2+, resulta também numa 

indução de atividade intercrítica contínua, semelhante à indução da epilepsia sintomática, por SE, tanto 

em humanos como animais experimentais, sugerindo que o Mg2+ seja essencial para a manutenção da 

excitabilidade elétrica nos neurónios. Estes modelos in vitro de atividade epilética intercrítica são bem 

adequados a investigações bioquímicas e eletrofisiológicas para elucidar quais os mecanismos celulares 

subjacentes à epileptogénese e à atividade de descarga epiletiforme associada à epilepsia365. 

1.13.4.1.2. Elevação do potássio extracelular 

A elevação da [K+]o tem múltiplos efeitos. Geralmente, os neurónios e as células da glia 

despolarizam quando a [K+]o aumenta365. 

A acumulação de K+ no espaço extracelular reduz a força motriz das correntes de K+ através dos 

canais de potássio dependentes de voltagem (KV), prolongando assim a duração do potencial de ação. A 

elevação da [K+]o causa também um grande aumento na libertação de neurotransmissores, como o 

GABA, glutamato ou a acetilcolina. No hipocampo, isso resulta num grande aumento da condutância 

da membrana365. Mais ainda, o gradiente transmembranar de K+ fornece a força motriz para a extrusão 

de Cl-, mediada pela isoforma 2 do co-transportador de K+-Cl- (KCC2; exclusivamente expressos na 

membrana plasmática de somas e dendrites em neurónios piramidais e interneurónios do hipocampo e 

neocórtex)365,375,376 e para a acumulação de Cl-, através da isoforma 1 do co-transportador de Na+-K+-

2Cl- (NKCC1; abundantemente expressos em neurónios centrais e periféricos, como em células da 

glia)376,377. O KCC2 e o NKCC1 são os dois principais co-transportadores catião-cloreto que têm sido 

implicados na epilepsia em humanos376. Esta alteração no transporte de Cl- leva a uma mudança 

despolarizante do potencial de equilíbrio de cloreto e, de facto, o potencial de equilíbrio de GABA é 

mais positivo quando a [K+]o é elevada. Os potenciais de equilíbrio das correntes através de recetores de 

glutamato também estão deslocados para a valores mais positivos, potenciando a ação excitatória do 

glutamato. Por último, a elevação da [K+]o pode também levar a um disparo em burst nos neurónios365. 

A despolarização dos astrócitos afeta a força motriz não apenas para a captação de GABA e 

glutamato, mas também para a captação de glicose365. A captação de K+ em células gliais durante o 

tamponamento espacial de K+ está relacionada com a geração de potenciais negativos lentos em locais 

de acumulação máxima de K+ e representa uma das causas das variações de potencial negativo 

relacionadas com as crises epiléticas365,378. O outro componente é devido ao glutamato e à captação de 

Na+ dependente de potencias de ação. Estes potenciais negativos lentos contribuem para sustentar o 

desenvolvimento e disseminação das crises epiléticas365,379. 

1.13.5. Inibição GABAérgica 

A inibição GABAérgica controla a excitabilidade neuronal. Compostos que aumentem ou reduzem 

a inibição GABAérgica são usados, respetivamente, como drogas antiepiléticas ou pró-convulsivas para 

muitas formas de epilepsia humana ou experimental. O destino da inibição na epilepsia tem sido 

particularmente estudado no hipocampo de pacientes com TLE e em animais experimentais modelo de 

TLE. Foram relatadas várias alterações morfofuncionais importantes na TLE: Primeiro, uma perda de 

subpopulações de interneurónios GABAérgicos em TLE experimental e humana; segundo, um aumento 

nas respostas mediadas pelo recetor GABAA em células granulares dentadas e uma diminuição nas 

células piramidais CA1, sugerindo uma reorganização dependente da área do recetor GABAA; terceiro, 

uma alteração na libertação de GABA e uma modificação do seu controlo. Aliás, as consequências 

destas alterações na inibição de células piramidais são ainda mal conhecidas. As células principais 
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recebem um input inibitório contínuo de uma população heterogénea de neurónios GABAérgicos, que 

controlam as propriedades integrativas da rede. Com base nas suas propriedades morfológicas e 

funcionais, podem ser distinguidas duas classes principais de neurónios GABAérgicos: Interneurónios 

de projeção dendrítica, que controlam o input das células principais e a propagação de correntes de Ca2+ 

da dendrite para o soma; e interneurónios que inervam seletivamente o soma das células piramidais, 

controlando assim a geração de potenciais de ação e, consequentemente, o output das células principais. 

Para a avaliação do destino da inibição na TLE, é necessário determinar as mudanças que ocorrem nas 

duas grandes classes de interneurónios, e o impacto dessas mudanças no input inibitório espontâneo nos 

compartimentos dendríticos e somáticos dos neurónios piramidais. É particularmente importante medir 

o input inibitório espontâneo, devido ao seu forte efeito de frenar o disparo das células principais363. 

1.14. O péptido vasoativo intestinal – VIP 

O VIP é um péptido linear altamente básico composto por 28 aminoácidos originalmente isolado a 

partir de duodeno de porco, por Mutt & Said (1974)380 que atua como um modulador da transmissão 

sináptica no SNC381. Presente em populações de interneurónios específicas do hipocampo, é um 

importante regulador da transmissão de GABAérgica no hipocampo, atuando pré-sinapticamente como 

facilitador da libertação de GABA382 e pós-sinapticamente na regulação das correntes GABAérgicas. 

Recentemente demonstrou-se que inibe tanto a LTP na CA1 de rato, através da ativação dos recetores 

do tipo 1 do péptido vasoativo intestinal (VPAC1)383, quanto a LTD, por ativação deste mesmo recetor384. 

A libertação de VIP, como de outros neuropéptidos, é fundamentalmente desencadeada pela atividade 

elétrica repetida (ou disparo neuronal recorrente). Estudos post-mortem em pacientes com TLE mostram 

um aumento do número de recetores VIP no hipocampo385, desconhecendo-se até hoje qual o subtipo de 

recetores que está aumentado. Foi também observado que o VIP promove a sobrevivência dos neurónios 

na ausência de atividade elétrica386, uma situação comum durante eventos isquémicos como o AVC. 

Não é ainda claro como é desencadeada e de que forma está alterada, tanto a libertação de VIP como a 

expressão dos seus recetores nas primeiras horas a dias após um AVC ou uma crise epilética. 

1.14.1. VIP e os seus recetores 

As ações de VIP são mediadas pela ativação de dois recetores metabotrópicos de alta afinidade, os 

recetores VPAC1 e os VPAC2, que ligam o VIP a uma constante de dissociação de equilíbrio – Kd – na 

ordem dos nanomolar381,387,388. Estes recetores apresentam uma afinidade similar pelo polipéptido 

ativador do adenilato ciclase da pituitária (PACAP, do inglês, pituitary adenylate cyclase-activating 

polypeptide), razão pela qual os recetores de VIP são chamados de VPAC, um acrónimo da contração 

entre VIP e PACAP389. 

Notavelmente, os padrões de expressão dos subtipos de recetores VIP no SNC são muito distintos. 

O recetor VPAC1 é expresso predominantemente no hipocampo e no córtex cerebral, enquanto o recetor 

VPAC2 é mais abundante no tálamo e no núcleo supraquiasmático, e em níveis mais moderados, no 

hipocampo, medula espinal, gânglios da raiz dorsal e no tronco cerebral388,390–392. Ao considerar a sua 

distribuição no cérebro, não é surpreendente que o VIP, via ativação dos seus recetores, possa estar 

putativamente envolvido em processos de aprendizagem e memória387,393, bem como na epilepsia do 

tipo MTLE394. 

1.14.2. VIP e MTLE  

Foi o grupo de de Lanerolle et al. (1995)385 que descreveu pela primeira vez, em pacientes com 

MTLE, que os recetores VIP estavam sobre-expressos nos focos epiléticos no hipocampo, apesar da 

perda dos neurónios principais (ou seja, células granulares e neurónios piramidais) e da ausência de 

alterações significativas no padrão e distribuição dos interneurónios imunorreativos a VIP. Dados os 

efeitos tróficos conhecidos de VIP e as suas conhecidas ações anti-inflamatórias no SNC, pode-se 
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admitir que a sobre-expressão dos recetores VIP pode contribuir para aumentar a sobrevivência neuronal 

e ajudar a controlar os danos neuronais pela astrogliose reativa385,395,396. Outra possibilidade é a de que 

o VIP estimule a glicogenólise nos astrócitos para lidar com o aumento das demandas energéticas das 

crises epiléticas no hipocampo395. Além do mais, o VIP é um importante modulador da atividade 

neuronal do hipocampo quer por via do aumento direto da excitabilidade das células piramidais, quer 

modulando a transmissão sináptica e a plasticidade nas dendrites das células piramidais por desinibição 

de diferentes segmentos dendríticos de células piramidais397,398. O VIP foi também implicado na TLE 

experimental observando-se uma diminuição transitória da sua expressão após indução da epilepsia, que 

é observada conjuntamente com uma perda seletiva dos circuitos inibitórios intrínsecos de feedback 

(interneurónios O-LM) que expressam calretinina361,363. Como tal, a sobre-expressão dos recetores de 

VIP pode proteger os neurónios contra a hiperexcitabilidade e fenómenos de plasticidade sináptica 

aberrante que ocorrem após o início das crises epiléticas381,383,384. Esta característica pode ser 

proporcionada pelo esgotamento secundário de grânulos contentores de VIP no curso da MTLE crónica 

ou pela perda seletiva de interneurónios O-LM alvos de VIP394. 

A utilização de ligandos específicos dos recetores para o VIP, como um antagonista do recetor 

VPAC1, poderá ser útil, para promover o recrutamento de certos interneurónios capazes de suprimir a 

atividade de crise epilética e a plasticidade sináptica induzida por crise epilética, com o propósito de 

reduzir drasticamente os efeitos adversos dos efeitos de fármacos GABAérgicos de largo espetro399. 

Contudo, serão necessários mais estudos para compreender melhor o papel de VIP e dos recetores 

VPAC1 no controlo da libertação de GABA; plasticidade sináptica e excitabilidade neuronal após 

estabelecimento de crises epiléticas agudas e SRSs, com a intenção de alcançar integralmente o seu 

préstimo na terapia da MTLE com HS. 

Outro aspeto importante é que as ações do VIP endógeno podem ter um grande impacto na 

manutenção da aprendizagem e memória dependentes do hipocampo400 e em evitar o declínio cognitivo 

frequentemente associado à epilepsia381, nesse caso. 

Apesar dos efeitos já bem conhecidos de VIP e do seu impacto na excitabilidade do hipocampo; 

plasticidade sináptica e na aprendizagem e memória, o papel de VIP no contexto da epilepsia continua 

a ser pouco entendido. A lacuna do nosso conhecimento acerca de quais os subtipos de recetores VIP, 

afetados principalmente na MTLE com HS, tem impedido o desenvolvimento de ligandos dos recetores 

VPAC com aplicação terapêutica na epileptogénese e progressão das crises epiléticas. O período latente 

que ocorre após o evento precipitante inicial, pode constituir uma janela terapêutica importante, na 

infância como na idade adulta. É, contudo, difícil de delinear uma estratégia universal para esta 

abordagem, dada a diversidade dos presumíveis (e, talvez, cumulativos) eventos epileptogénicos que 

levam à apresentação clínica da MTLE. O uso de fármacos “modificadores da doença”, tendo como alvo 

os recetores de VIP, poderá constituir uma abordagem menos ambiciosa para prevenir os mecanismos 

epileptogénicos de auto-fortalecimento, sempre que seja observada a primeira crise epilética 

espontânea394. 

1.14.3. VIP, plasticidade sináptica e neuroproteção 

Foi recentemente, sugerido que a desinibição desempenha um papel fundamental na regulação da 

plasticidade sináptica do hipocampo339. Após a descoberta de que a aplicação exógena de VIP 

aumentava correntes de NMDA nas células piramidais da CA1, um efeito mimetizado por agonistas 

seletivos de VPAC2
401, foi sugerido que tanto o VIP endógeno quanto o PACAP, os dois agonistas 

naturais desses recetores, poderiam modular a LTP e a LTD dependentes de NMDA no hipocampo. 

Mais recentemente mostrou-se que a ativação tónica dos recetores VPAC1 por VIP endógeno modula a 

LTD dependente dos recetores NMDA e a despotenciação na CA1384. Por outro lado, prevenindo a 

ativação do recetor VPAC1 por VIP endógeno há também um aumento da LTP induzida por estimulação 
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θ-burst no hipocampo, de forma dependente da transmissão GABAérgica e provavelmente pela 

modulação da desinibição402. Este efeito envolve a fosforilação da GluA1 pela CaMKII, um mecanismo 

que é crucial para o recrutamento sináptico dos recetores AMPA402. Estas descobertas, juntamente com 

o conhecimento de que o VIP é um importante regulador da aprendizagem e da formação da memória 

dependente do hipocampo associada à recompensa 400, levam a sugerir que os ligandos dos recetores 

para o VIP também podem ser um alvo interessante para o tratamento do declínio cognitivo associado 

à epilepsia381, como já foi descrito para outras doenças neurodegenerativas403. 

Como acima mencionado, foi demonstrado, em estudos anteriores, que o VIP é um inibidor 

endógeno da LTP induzida por estimulação θ-burst na CA1, uma vez que se evidenciou um aumento da 

LTP quando bloqueados, pelo fármaco antagonista seletivo PG 97-269, os recetores de VPAC1 para o 

VIP (Figura 1.11). 

 

Figura 1.11 Inibição da LTP induzida por estimulação θ-burst pela ativação dos recetores VPAC1 pelo VIP endógeno. 

(A) Evolução temporal dos valores dos declives dos fEPSPs antes e após a estimulação θ-burst na presença do antagonista dos 

recetores VPAC1, PG 97-269, 100 nM. (B) Potenciação obtida 50-60 min após estimulação θ-burst na ausência e na presença 

do antagonista de VPAC1, PG 97-269 (100 nM). Abreviaturas: fEPSP, potencial pós-sináptico excitatório de campo (do inglês, 

field excitatory postsynaptic potential). Retirado de Rodrigues et al. (2021)402. 

Também já foi demonstrado que o VIP endógeno, através da ativação do recetor VPAC1, evita que 

ocorram alterações na plasticidade sináptica após atividade epiletiforme do tipo intercrítico, in vitro 

(Figura 1.12) 
404, sugerindo um papel deste neuropéptido na neuroproteção. 

 

Figura 1.12 O VIP endógeno, através da ativação do recetor VPAC1, previne as alterações na LTP após IEDs in vitro. 

Influência do bloqueio do recetor VPAC1 para o VIP durante as IEDs provocadas pela superfusão com aCSF contendo 0 mM 
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Mg2+ e 6 mM K+ na expressão de LTP no hipocampo, induzida por estimulação θ-burst aos 30 e aos 60 min após IEDs. Valor-

p <0,05 (teste t de Student). Abreviaturas: IEDs, descargas epiletiformes do tipo intercrítico (do inglês, interictal epileptiform 

discharges). Retirado de Carvalho-Rosa & Cunha-Reis (2019)404. 

1.15. Envelhecimento 

O envelhecimento é um processo fisiológico natural associado ao declínio funcional do cérebro405, 

do qual resultam alterações comportamentais e cognitivas406, com impacto na aprendizagem, atenção, 

memória de trabalho e funções executivas69,407. Estas mudanças dependem de muitos fatores e estão 

relacionadas a processos estruturais, neuroquímicos e fisiológicos no cérebro69,408.  

O declínio cognitivo é uma consequência de alterações moleculares e bioquímicas que resultam em 

desregulação metabólica, hormonal e imunológica; aumento do stresse oxidativo e inflamação; 

alterações na neurotransmissão e eficiência sináptica; e redução do suporte neurotrófico das células 

neurais409. As alterações na neurogénese também contribuem para este cenário, uma vez que o número 

de neurónios recém-nascidos, na zona subgranular do hipocampo, diminui com a idade78. As alterações 

na expressão génica podem também ser consideradas como um marcador do envelhecimento ao nível 

molecular, na medida em que influenciam os níveis de proteínas em muitas vias biológicas. As alterações 

na composição bioquímica das células neuronais, que afetam a eficiência das suas sinapses e circuitos, 

debilitam a plasticidade do cérebro. Desta forma, os distúrbios da maquinaria sináptica podem contribuir 

profundamente para as deficiências cognitivas e para as perturbações cerebrais relacionados à idade406. 

Essas mudanças no cérebro, relacionadas à idade, estão intimamente associadas ao comprometimento 

da rede de proteostases405. As diferenças nos níveis de proteínas sinápticas – chave podem fornecer 

informações sobre a integridade pré-/pós-sináptica e os componentes excitatórios/inibitórios da 

neurotransmissão, que podem ser perturbados ou alterados durante o processo normal de 

envelhecimento. 

1.15.1. Alterações no hipocampo com o envelhecimento 

Embora o impacto do envelhecimento na memória possa variar muito entre indivíduos, muitos 

estudos em humanos e roedores evidenciaram que a memória, dependente do hipocampo, é 

particularmente afetada pelo envelhecimento410–412. Com o envelhecimento, o volume do hipocampo 

vai-se reduzido, um fenómeno associado a condições nas quais a função cerebral é desregulada, e. g., 

como na depressão413. Uma noção comum é que o envelhecimento está associado a uma perda 

significativa de neurónios no hipocampo414. Contudo, diversos estudos sugerem que não há perda 

neuronal substancial com o envelhecimento natural em humanos415, macacos416, ratos417,418 ou 

murganhos419. No entanto, o hipocampo exibe extensas alterações na conectividade, organização 

estrutural e propriedades funcionais, com especificidade sub-regional diferencial. Tendo um papel 

fundamental na aprendizagem e memória dos mamíferos420,421, a plasticidade estrutural e funcional do 

hipocampo adulto fornece a base celular para o estabelecimento de memórias de longo prazo. As 

alterações na plasticidade sináptica nos diferentes circuitos sinápticos no hipocampo69,422 estão 

implicadas no declínio cognitivo relacionado à idade, tanto em animais de laboratório, quanto em 

humanos423–429. A LTP e a LTD são os dois principais modelos de plasticidade sináptica com impacto 

crucial na aprendizagem e na memória de longo termo422,430. 

1.15.1.1. Diminuição da LTP com o envelhecimento 

A LTP, amplamente considerada como o principal correlato celular da memória, requer não só 

alterações no tráfego e atividade de moléculas sinápticas431–433, responsáveis pela sua manutenção a 

curto prazo, mas também a síntese e a transcrição de proteínas para a sua consolidação e manutenção a 

longo termo414. Nas sinapses dos colaterais de Schaffer na CA1, observa-se uma redução na magnitude 

da LTP relacionada à idade, possivelmente devido à menor despolarização durante a indução ou à 

ativação reduzida de recetores NMDA434,435. Fármacos que afetam a sinalização intracelular dependente 
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do monofosfato cíclico de adenosina (cAMP, do inglês, cyclic adenosine monophosphate), como 

análogos de cAMP, agonistas do recetor de dopamina D1/D5 ou inibidores da fosfodiesterase IV 

modulam a LTP tardia (L-LTP, do inglês, late LTP) e atenuam os deficits de memória espacial em 

ratinhos idosos414. Foi sugerido que as propriedades sinápticas basais, indução da LTP e LTP precoce 

(do inglês: Early LTP, E-LTP) são preservadas principalmente nos circuitos do hipocampo envelhecido, 

estando a L-LTP, dependentes da síntese de proteínas, comprometida e sendo responsável pelo deficit 

de memória espacial em roedores idosos436. Esta parece afetar de forma mais marcada certos tipos de 

memória de longo prazo do que de curto prazo437. 

1.15.1.2. Modulação da LTD ao longo da vida 

Durante os períodos de desenvolvimento, maturação e envelhecimento do cérebro, a estrutura e o 

funcionamento do hipocampo é alterada. Os períodos pós-natal e juvenil iniciais são extremamente 

dinâmicos, à medida que os neurónios do hipocampo migram e amadurecem. Por outro lado, no cérebro 

envelhecido, embora não sejam aparentes grandes mudanças no número de neurónios, ocorrem 

mudanças significativas, relevantes à plasticidade sináptica, nomeadamente na inervação do hipocampo; 

arborização dendrítica; números de sinapses e em vários recetores e proteínas envolvidos na plasticidade 

sináptica438. 

Curiosamente, o envelhecimento prejudica a LTP na sua indução ou manutenção e torna a LTD 

mais robusta e mais fácil de se ativar em roedores envelhecidos422,439. Embora contraintuitivo, isto pode 

ser explicado pela modulação diferencial das subunidades dos recetores NMDA e as suas consequências 

na sinalização de Ca2+440. Na verdade, o envelhecimento está associado à redução da componente 

NMDA da transmissão sináptica causada por uma diminuição no número de recetores NMDA e uma 

diminuição na proporção das subunidades NR2B. Esta subunidade geralmente confere uma condutância 

de Ca2+ mais alta aos recetores NMDA440–443; facilita a indução de LTP e permite um melhor 

desempenho da memória444. O envelhecimento contribui também para a disrupção da sinalização 

neuronal de Ca2+445–447 e perturba o equilíbrio entre a atividade de cinases e fosfatases. Esse 

desequilíbrio, ao favorecer as fosfatases (responsáveis pela LTD) em detrimento das cinases (envolvidas 

na LTP)448, também pode explicar os efeitos deletérios do envelhecimento sobre a plasticidade sináptica. 

Por fim, o envelhecimento também afeta a expressão génica do hipocampo, modificações epigenéticas 

e a síntese de proteínas desencadeadas pela LTP449. Isto pode contribuir para a perda de espinhas 

dendríticas, sem perda neuronal, como observado em ratos idosos415,417,418. 

Dado que os recetores NMDA e os deficits de LTP estão correlacionados com os deficits de memória 

relacionados à idade436 e que a função de resgate dos recetores NMDA salva os deficits de memória 

relacionados à idade450, propôs-se que uma causa provável do declínio da memória durante o 

envelhecimento resultaria de uma deficiência da plasticidade sináptica no hipocampo451. 

Os deficits de aprendizagem, com o envelhecimento, foram também atribuídos, em parte, à alteração 

excitabilidade neuronal piramidal no hipocampo, com os neurónios CA1 a apresentar uma redução na 

excitabilidade, por sobre-expressão de um tipo de canais de potássio ativados por cálcio (canais KCa1, 

também conhecidos como “BK”; do inglês: Big potassium, BK) e com os neurónios da CA3 a apresentar 

hiperexcitabilidade, associada a uma repolarização mais rápida do potencial de ação, por meio da 

expressão aumentada de KVs dos tipos KV4.2/KV4.3, que medeiam as correntes do tipo A, 

particularmente no corpo celular dos neurónios piramidais CA3452. 

1.15.2. Alterações nos recetores AMPA com o envelhecimento: Razão GluA1/GluA2 

Os recetores AMPA desempenham um papel essencial na transmissão basal e na plasticidade 

sináptica, sendo a sua biossíntese e o seu tráfego na membrana fortemente regulados. Em particular, o 

tráfego de recetores AMPA é necessário para a inserção sináptica de GluA1 pela sua fosforilação na 
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serina 845 por proteínas cinases, como o cinase A de proteínas (PKA, do inglês, protein kinase A)453,454. 

O envelhecimento pode desregular o tráfico e a estabilização dos recetores AMPA, e isso pode estar por 

trás do aumento do risco de perturbações do humor e de doenças neurodegenerativas, com a idade455. 

A composição das GluA1-4 pode afetar a plasticidade sináptica e a cognição456. Os recetores AMPA 

compostos pelas GluA1,3,4 são permeáveis ao Ca2+ e podem ser expressos como homómeros ou 

heterómeros264,457. Os recetores AMPA que contêm a GluA2, não são permeáveis a Ca2+, sendo a 

presença desta subunidade o fator limitante para o influxo de Ca2+ após ativação destes recetores458. A 

GluA2 é expressa abundantemente no hipocampo, na forma de dois heterodímeros – GluA1/GluA2 e 

GluA2/GluA3459 – importantes para a aprendizagem460 e para a memória de longo prazo461–464. Foi 

descrito, em espinhas dendríticas de hipocampo de macacos-rhesus (Macaca mulatta) fêmea, um 

declínio na expressão da subunidade GluA2, com a idade, tendo sido associado ao declínio da 

memória465,466. 

1.15.3. Envelhecimento e sinapses inibitórias: Mecanismos compensatórios 

Em roedores, a indução e a expressão da LTD, no hipocampo, varia ao longo da idade, sendo a LTD 

mais facilmente induzida no hipocampo de animais juvenis (até ao P40), tornando-se mais difícil de 

induzir em animais adultos (do P40 ao P200), e ficando novamente mais fácil de induzir em animais 

idosos (a partir do P200; Figura 1.13). Ainda não há consenso sobre como variam os mecanismos de 

indução de LTD (via recetores NMDA ou mGluRs) ao longo da vida. No período pós-natal inicial, há 

uma mudança notável nas sinapses glutamatérgicas, de silenciosas para maduras, em que exibem, tanto 

correntes mediadas por recetores NMDA, quanto por recetores AMPA. Essa mudança pode explicar, 

pelo menos em parte, as diferenças na plasticidade sináptica do hipocampo, em geral, e na indução da 

LTD do hipocampo, em particular, entre animais jovens e envelhecidos438. 

 

Figura 1.13 O efeito da idade na LTD no hipocampo. Relação entre a idade e a magnitude da LTD na CA1, induzida por 

um protocolo padrão de EBF (900 × 1 Hz) em rato. Os gradientes de cores refletem as faixas etárias assim definidas de animais 

jovens (até ao P40), adultos (do P40 ao P200) e idosos (a partir do P200). Retirado de Pinar et al. (2017)438. Abreviaturas: LTD, 

depressão de longa duração; EBF, estimulação de baixa frequência; P, dia pós-natal. 

Recentemente, foi descrito que o envelhecimento está associado à perda de populações IS; afetando 

assim o balanço entre a excitação e a inibição no cérebro e diminuindo a capacidade dos neurónios de 

responder, com alterações plásticas, aos desafios ambientais e celulares, deixando o cérebro mais 

vulnerável ao declínio cognitivo e a danos causados por doenças sinaptopáticas406. Dados experimentais 

confirmaram que a perda de inputs GABAérgicos, no hipocampo, durante o envelhecimento, pode ser 

compensada ao nível pós-sináptico pela regulação positiva da expressão de recetores GABAA com maior 

sensibilidade para GABA467,468. Foi ainda sugerido que a perda de sinapses inibitórias no córtex pré-

frontal possa ser compensada pela regulação positiva da síntese de GABA469,470. Tais mudanças 

compensatórias, se suficientes, ajudariam a preservar, em certa medida, o potencial plástico e a 

flexibilidade cognitiva406. 
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Ao nível das sinapses GABAérgicas, embora os recetores para o GABA tenham um impacto 

substancial na plasticidade sináptica, controlando a LTP, a força sináptica e a maturação das espinhas 

dendríticas, existem outras moléculas que contribuem para controlar a função sináptica406. A expressão 

de gefirina (uma proteína associada a uma vasta rede submembranar pós-sináptica que se co-localiza 

com os recetores de glicina e de GABA)471, pode também servir como um indicador da quantidade total 

de recetores GABAA nas sinapses135. O seu funcionamento e polimerização são regulados por 

fosforilação136. Pouco se sabe sobre a influência da idade nessas proteínas406, contudo, foi observada 

uma diminuição na expressão da gefirina com a idade no córtex visual humano135; por outro lado, foi 

encontrado um aumento na expressão de gefirina no córtex parietal de ratos envelhecidos, debilitados 

cognitivamente472. No hipocampo, foi sugerido haver um aumento na expressão pré-sináptica da 

sinaptofisina com a idade para compensar os deficits na aprendizagem espacial e na memória473,474. 

1.15.4. Envelhecimento sexualmente dimórfico 

Como anteriormente referido, o envelhecimento cerebral não está associado a uma perda neuronal 

significativa417,418,475. Curiosamente, a perda global de sinapses não parece também estar a ocorrer 

durante o envelhecimento do cérebro419,476–478. Portanto, alterações subtis na estrutura ou na composição 

sináptica, que alterem a plasticidade sináptica e as respostas funcionais, são as que provavelmente 

contribuem para a disfunção sináptica no cérebro, no envelhecimento479–482. Assim, entender o que são 

essas alterações e de como podem ser corrigidas, é uma meta importante para alterar o curso do declínio 

cognitivo. 

Além dos efeitos da idade na estrutura e composição sináptica, está bem demonstrado que existem 

áreas cerebrais subjacentes ao declínio cognitivo relacionado à idade que respondem às hormonas 

sexuais. No hipocampo, as diferenças nos níveis circulantes de estrogénios e progesterona condicionam 

a estrutura483,484 e a composição sináptica, em ratos fêmea483, e essas áreas cerebrais respondem 

diferencialmente às hormonas em animais jovens e idosos483. Mais ainda, existem diferenças de sexo 

nas respostas sinápticas do hipocampo às hormonas circulantes em rato485. Apesar deste conhecimento, 

grande parte dos estudos que investigam as alterações sinápticas relacionadas à idade fora realizada em 

animais do sexo masculino. Apesar disso, é importante determinar se os cérebros de macho e fêmea se 

alteram com a idade de forma semelhante. 

1.15.5. O papel da proteína de jangada lipídica – Caveolina-1 

A sinalização mediada por caveolina-1 está também causalmente ligada ao desenvolvimento do 

fenótipo senescente e à regulação de fenómenos patofisiológicos dependentes da senescência486; estando 

sobre-expressa no cérebro de ratos envelhecidos486, tanto no hipocampo, como no córtex cerebral487, 

tendo sido demonstrado um papel da caveolina-1 no processamento da proteína precursora do péptido 

Aβ, por clivagem pela β-secretase487. A diminuição da expressão de caveolina-1, aumenta a longevidade 

na espécie-modelo Caenorhabditis elegans488. Em humanos, a expressão de caveolina-1 encontra-se 

elevada no córtex cerebral idoso487 e há um aumento do ácido ribonucleico mensageiro (mRNA, do 

inglês, messenger ribonucleic acid) de caveolina-1 no hipocampo e no córtex frontal, em pacientes com 

doença de Alzheimer489. 

Interessantemente, a caveolina-1 também pode acrescentar danos ao DNA da própria célula, pela 

elevação dos níveis de radicais livres, por meio da inibição de antioxidantes como TrxR1490 (um 

importante enzima antioxidante que controla a homeostasia redox celular) ou Nrf2491 (um fator de 

transcrição que medeia as respostas citoprotetoras contra o stresse). Embora bastantes dados liguem, 

causalmente, o aumento da expressão/sinalização de caveolina-1 à senescência replicativa (depende do 

número de divisões que a célula complete) e à senescência prematura induzida por stresse (independente 

do status dos telómeros)486, outros estudos mostram que a subexpressão de caveolina-1, em células não 

estimuladas, também pode induzir um fenótipo senescente492. 
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Assim, a caveolina-1 pode ser um regulador pleiotrópico da senescência celular. Enquanto a sua 

elevada sinalização contribui para o desenvolvimento da senescência replicativa e para a senescência 

prematura, após stresse celular486, o seu deficit induz senescência prematura, em células em repouso, 

promovendo a formação/manutenção de cílios primários493 e disfunção mitocondrial492. 

1.16. Aprendizagem sexualmente dimórfica 

A aprendizagem é uma propriedade universal de todos os animais e é definida como a capacidade 

de mudar o comportamento com base na experiência anterior. Os comportamentos inatos, por outro 

lado, são aqueles exibidos por animais ingénuos, sem experiência anterior, e considera-se serem 

codificados genética e/ou hormonalmente. A reprodução sexual impõe diferenças sexuais na anatomia, 

fisiologia e no investimento de energia. Portanto, não é surpreendente que a maioria dos 

comportamentos inatos associados à reprodução, como respostas a feromonas, acasalamento, postura e 

cuidados parentais, sejam sexualmente dimórficos (ou seja, o comportamento é qualitativamente ou 

quantitativamente diferente em machos e fêmeas). No entanto, para o comportamento aprendido, talvez 

seja mais difícil imaginar como e porque deveria estar sujeito a dimorfismo sexual494. 

Os comportamentos inatos podem ser flexivelmente modificados pela experiência495 e a 

aprendizagem pode ser influenciada por preferências inatas. Assim, um mecanismo subjacente às 

diferenças sexuais na aprendizagem é a interação entre os circuitos do comportamento inato sexualmente 

dimórfico e os da aprendizagem e memória. À medida que a aprendizagem aumenta a sobrevivência, 

esta fica sob pressão seletiva494. Portanto, as diferenças entre os sexos na aprendizagem também podem 

surgir através das diferenças sexuais em pressões seletivas associadas a estratégias de acasalamento e a 

restrições ecológicas496,497. Uma terceira fonte de dimorfismo sexual na aprendizagem é a fisiologia 

hormonal494. As hormonas desempenham um papel fundamental, não apenas na organização e ativação 

dos caracteres sexuais (particularmente nos vertebrados), mas também na modulação do stresse e da 

cognição498. As diferenças fisiológicas intrínsecas podem influenciar o desempenho de cada sexo numa 

tarefa de aprendizagem específica ou na escolha da estratégia empregada para a resolução de uma tarefa. 

As diferenças sexuais nas estratégias são particularmente evidentes ao nível dos circuitos e a nível 

molecular494. 

O dimorfismo sexual cognitivo nem sempre se manifesta como diferenças no desempenho. Por 

vezes, os sexos diferem na expressão de uma resposta comportamental, na estratégia empregada para 

resolver um problema ou nos mecanismos neuronais e moleculares subjacentes à aprendizagem e 

memória. Nestes contextos, os dimorfismos na implementação podem compensar as diferenças 

fisiológicas intrínsecas entre os sexos, a fim de manter níveis iguais de desempenho494. 

Nos vertebrados, o maior dimorfismo sexual neuroquímico é encontrado ao nível hormonal494. 

Devido ao seu papel na regulação da neurogénese, plasticidade, aprendizagem e memória, as diferenças 

sexuais a nível dos estrogénios estão subjacentes a grande parte do dimorfismo sexual observado na 

aprendizagem dependente do hipocampo e do estriado em roedores498–500. É importante salientar que os 

machos também produzem estrogénios e que estes se encontram em níveis elevados no hipocampo498. 

Os estrogénios promovem a plasticidade sináptica e a potenciação. Contudo, os mecanismos subjacentes 

aos efeitos potencializadores do estradiol na transmissão glutamatérgica da CA1 no hipocampo são 

diferentes em cada sexo494. A potenciação pós-sináptica é mediada por recetores de estrogénios (ERs, 

do inglês, estrogen receptors): Nos machos, pelo recetor de estrogénio beta (ERβ, do inglês, estrogen 

receptor beta); e nas fêmeas, pelo recetor de estrogénio alfa (ERα, do inglês, estrogen receptor alpha); 

Enquanto os efeitos pré-sinápticos são mediados pelo ERα, em machos, e pelo ERβ, em fêmeas501. Isto 

é importante porque os ERα,β regulam a expressão de diferentes proteínas sinápticas, aumentando a 

GluA1 e a proteína pós-sináptica PSD-95. Apenas o recetor ERβ, quando ativado, aumenta também a 

expressão da GluA2 e diminui a expressão da GluA3. Curiosamente, foi descrito que os estrogénios 
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aumentam a ligação aos recetores NMDA, mas não teve efeito geral sobre a ligação para os recetores 

AMPA. Uma explicação, sugere que a sinaptogénese mediada por estrogénios resulta na formação de 

sinapses silenciosas que contêm NMDA, mas não AMPA. Os estrogénios também potenciam a LTP no 

hipocampo, requerendo a LTP de ambos os recetores – os NMDA para a indução e os AMPA para a 

expressão. A expressão da proteína pré-sináptica sinaptofisina é regulada positivamente pelo 

estradiol502. O sistema endocanabinoide, nas sinapses inibitórias GABAérgicas do hipocampo, também 

é regulado diferencialmente em machos e em fêmeas, através de mecanismos dependentes e 

independente de estrogénios503. 

Outras vias moleculares estão diferencialmente subjacentes à formação da memória em machos e 

em fêmeas, independentemente da sinalização dos estrogénios. Isto inclui cinases sinápticas, como as 

cinases da cinase Ca2+/calmodulina α e β (CaMKKα e CaMKKβ), o fator de transcrição CREB e o fator 

de splicing SRp20; todos necessários para a aprendizagem espacial em ratinhos macho, mas não em 

fêmea. Recentemente, num modelo genético de ratinho com perturbações do desenvolvimento neuronal 

associados à deleção do gene 16p11.2 em humanos, observou-se que os machos hemizigóticos, mas não 

as fêmeas, tinham uma dificuldade agravada na aprendizagem por recompensa. Os defeitos foram 

associados ao aumento da ativação específica, em macho, da via ERK1, no estriado, mediante 

recompensa e à expressão elevada de marcadores para os neurónios D2 espinhosos médios do estriado, 

responsáveis por inibir ações indesejadas durante o comportamento direcionado a objetivos. Estes 

resultados sugerem que existem diferenças entre os sexos nos mecanismos moleculares subjacentes ao 

processamento e ao reforço natural da recompensa no estriado494. De facto, vários genes codificadores 

de enzimas modificadores de histonas no cromossoma X, como Utx, Jarid1c e Usp9x, são expressos em 

níveis mais altos nas fêmeas do que nos machos e isso contribui para as diferenças dependentes do sexo 

na aprendizagem, através da regulação epigenética504. 
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2. Objetivos 
O primeiro objetivo deste projeto foi o de compreender o papel do VIP endógeno na neuroprotecção 

contra as alterações na plasticidade sináptica desencadeada pela atividade epiletiforme in vitro, em 

sinaptossomas de hipocampo e qual o papel da ativação dos recetores VPAC1 para o VIP. Para tal, foi 

analisada a expressão quantitativa das seguintes proteínas de interesse: [1] Subunidade GluA1 de 

recetores AMPA – Associada a alterações fisiológicas na plasticidade sináptica; [2] Subunidade 

GluA2 de recetores AMPA – Associada a mecanismos sinápticos patológicos; [3] PSD-95 – Proteína 

de nucleação de jangadas lipídicas em sinapses glutamatérgicas e âncora de múltiplos canais e recetores 

de membrana, nomeadamente AMPA e NMDA; [4] Gefirina – Proteína associada a jangadas lipídicas 

de sinapses GABAérgicas e âncora de recetores GABAA; [5] Canais KV4.2, responsáveis pela 

corrente de K+ do tipo A – Associado à regulação da plasticidade sináptica e da excitabilidade 

dendrítica em células piramidais da região CA1; [6] Flotilina-1 – Proteína-marcador de jangadas 

lipídicas planares; [7] Caveolina-1 – Proteína-marcador de jangadas lipídicas caveolares; e [8] 

Sinaptofisina – Proteína importante na biogénese das vesículas de neurotransmissores, mas que 

funciona também como um regulador negativo da ancoragem das vesículas à membrana plasmática, 

bem como um regulador na endocitose e reciclagem das vesículas sinápticas. 

Também, como segundo objetivo, teve-se o propósito de tentar compreender os mecanismos 

moleculares relacionados ao envelhecimento sináptico, a respeito da plasticidade sináptica e da 

composição das jangadas lipídicas e testar a hipótese de uma associação entre o envelhecimento do 

cérebro de ratos com 4, 9, 12 e 21 meses (4,9,12,21M), em particular no hipocampo, em sinaptossomas, 

e uma potencial perda de proteínas sináptica em machos e fêmeas, quantificada pela expressão dos níveis 

de proteína associadas à plasticidade sinápticas específicas, como: [a] Subunidade GluA1 dos 

recetores AMPA; [b] Subunidade GluA2 dos recetores AMPA; [c] Sinaptofisina; [d] SNAP-25 – 

Uma proteína pré-sináptica participante na fusão de vesículas de neurotransmissores com a membrana 

plasmática e com influência na plasticidade sináptica; [e] Gefirina; [f] PSD-95; [g] Canais KV4.2 do 

tipo corrente A; [h] TH – Um enzima relacionado à biossíntese de dopamina e de outras catecolaminas, 

importantes na regulação da aprendizagem e memória dependentes do hipocampo; e [i] Caveolina-1. 

Foram estudados ambos os sexos, uma vez que evidências recentes sugerem que as alterações nos níveis 

de expressão com o envelhecimento são afetadas de modo diferente em cérebros machos e fêmeas e 

com taxas sexualmente dimórficas. 
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3. Materiais e métodos 

3.1. Animais 

Neste estudo, utilizou-se o hipocampo de ratos (Rattus norvegicus Berkenhout, 1769) da estirpe 

Wistar (Harlan Ibérica, Barcelona, Espanha). Os animais foram anestesiados com isofluorano numa 

câmara fechada e seguidamente eutanasiados por decapitação, sendo o seu cérebro cuidadosamente 

removido da calote craniana e colocado em solução de Krebs gelada com a composição (mM): NaCl 

124; KCl 3; NaH2PO4 1,25; NaHCO3 26; MgSO4 1; CaCl2 2; Glucose 10, sendo ainda gaseada com uma 

mistura de 95% O2 / 5% CO2. Obtiveram-se de seguida os seus hipocampos, localizados junto aos lobos 

temporais esquerdo e direito do cérebro, destacando-os dos tecidos adjacentes como previamente 

descrito505. 

Para o estudo da influência da atividade epileptiforme na expressão das proteínas sinápticas 

prepararam-se primeiro fatias de hipocampo obtido de ratos jovens (6-7 semanas), que se expuseram a 

condições experimentais que desencadeiam este tipo de atividade in vitro. Para o estudo do impacto do 

envelhecimento na expressão destas mesmas proteínas utilizaram-se diretamente os hipocampos obtidos 

de animais de diferentes idades (4,9,12,21M). Para garantir que se estavam a observar unicamente 

alterações sinápticas, homogeneizaram-se os tecidos e isolaram-se os terminais nervosos 

(sinaptossomas) presentes nestas preparações. 

3.1.1. Aspetos éticos da investigação 

A experimentação animal teve lugar na Unidade de Neurociências do Instituto de Medicina 

Molecular da Universidade de Lisboa e foi levada a cabo pelo investigador orientador (Diana Cunha-

Reis) e uma colaboradora (Nádia Rodrigues). Todos os procedimentos estiveram de acordo com os 

padrões estabelecidos no Guia de Cuidados e Uso de Animais de Laboratório, na legislação Portuguesa 

e Europeia sobre o bem-estar animal tendo sido aprovados pela Comissão de Ética da Faculdade de 

Medicina de Lisboa. 

3.2. Fatias de hipocampo isoladas 

As fatias de hipocampo foram obtidas a partir de ratos jovens (6-7 semanas) saudáveis, seccionando 

o hipocampo perpendicularmente ao seu eixo longitudinal com o auxílio de um seccionador automático 

de tecido (McILwain Tissue Chopper, Mickle Laboratory Engineering Co. LTD) como previamente 

descrito. As fatias, de 400 μm de espessura, foram deixadas em recuperação numa câmara em solução 

de Krebs oxigenada por pelo menos 1 h à temperatura ambiente, para permitir a recuperação do tecido 

dos danos infligidos pelo processo de dissecção. 

Para estudar as alterações na expressão de proteínas sinápticas induzida por atividade epileptiforme 

utilizou-se uma montagem experimental para estimular fatias de hipocampo com diferentes tipos de 

atividade epileptiforme, utilizou-se uma montagem experimental constituída por quatro câmaras de 

perfusão de Perspex (0,1 mL de volume; ver secção 8.3) que se perfundiram durante 15 min com solução 

de Krebs mantida a 30,5 ºC com oxigenação constante (95% O2 / 5% CO2), após o que se abriram as 

câmaras e se introduziu 4 fatias de hipocampo em cada. Em seguida, ligaram-se os elétrodos nas 

extremidades superior e inferior das câmaras e iniciou-se a estimulação de campo das fatias com pulsos 

retangulares de 8 V (1 ms) de 20 em 20 s (0,05 Hz, S48K Square PulseStimulator, Grass Instruments). 

Monitorizou-se a eficácia da estimulação ao longo da experiência com o auxílio de um osciloscópio. 

Em duas das câmaras adicionou-se o antagonista dos recetores VPAC1 (PG 97-269, 100 nM) ao Krebs 

de superfusão. Passados 20 min de estimulação basal, a estimulação elétrica foi interrompida e foi 

induzida a atividade neuronal epileptiforme com diferentes características:  
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1) A atividade do tipo intercrítica foi induzida por supressão do Mg2+, com concomitante elevação 

da [K+] para 6 mM, na solução de Krebs superfusão (Krebs Mg2+ 0 mM ou Krebs Mg2+ 0 mM 

+ PG 97-269) durante 30 min, mimetizando deste modo a atividade neuronal de repouso 

observada em EEG em doentes epiléticos, e que também é observada durante a epileptogénese 

em modelos animais365; 

2) A atividade do tipo crítico foi induzida em experiências independentes por superfusão com 

Krebs contendo bicuculina (10 µM; Bic 10 µM ou Bic 10 µM + PG 97-269) um fármaco 

antagonista dos recetores GABAA, durante 10 min, mimetizando a atividade neuronal observada 

durante as crises epiléticas, como já observado em registos eletrofisiológicos em fatias de 

hipocampo de rato506,507. 

Em seguida, voltaram-se a estimular as fatias a cada 20 s e a atividade elétrica das fatias foi 

monitorizada por 30 min sob uma estimulação basal, após a qual foram recolhidas para tubos criogénicos 

contendo solução de Sacarose – Seroalbumina bovina (BSA, do inglês, bovine serum albumin) – ácido 

2-[4-(2-hidroxietil)-1-piperazinil]-etanossulfónico (HEPES) – [320 mM Sacarose, 1 mg/mL BSA, 10 

mM HEPES e 1 mM ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA, do inglês, ethylenediaminetetraacetic 

acid), pH 7,4] suplementada com inibidores de proteases (complete, Mini, EDTA-free, Roche). As 

amostras foram congeladas em azoto líquido durante alguns segundos e conservadas a -80 ºC até à sua 

análise através da técnica analítica de western blot (WB). As experiências foram efetuadas em duplicado 

em cada dia, sendo que cada n representa o conjunto de duas rondas de estimulação, nas condições acima 

descritas. Geraram-se assim quatro condições experimentais para cada tipo de atividade epileptiforme 

[Controlo (CTR), Mg2+ 0 mM, antagonista de VPAC1 (PG 97-269) e Mg2+ 0 mM + PG 97-269 ou CTR, 

Bic 10 µM, PG 97-269 e Bic 10 µM + PG 97-269]. 

3.3. Isolamento de sinaptossomas de hipocampo 

As amostras (fatias sujeitas a atividade epileptiforme ou hipocampos de várias idades) foram 

homogeneizadas a 900 RPM a ~4 ºC numa solução de sacarose-HEPES [Sacarose 320 mM; HEPES 10 

mM; BSA 1 mg/mL; EDTA 1 mM; pH 7,4]382 com inibidores das proteases (IP; complete, Mini, EDTA-

free – Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Roche) e inibidores das fosfatases [IF (NaF 10 mM; Na3VO4 

2 mM; PMSF 1 mM)]; ou então, quando possível, um cocktail de IP e IF (MS-SAFE, Sigma-Aldrich); 

usando um aparelho homogeneizador de Potter-Elvehjem (B. Braun Melsungen) com um pistão 

revestido a Teflon. Tanto o tubo de Potter-Elvehjem como o pistão foram previamente arrefecidos numa 

caixa com gelo onde se mantiveram também todas as amostras. 

Os sinaptossomas foram isolados por um processo de centrifugação diferencial numa centrífuga 

previamente arrefecida a 4 ºC. O homogenato foi primeiramente centrifugado a 750 g durante 10 min. 

Em seguida, o sobrenadante foi recolhido, e foi centrifugado a 17000 g durante 15 min. Terminada a 

centrifugação, o sobrenadante foi descartado e o sedimentado foi ressuspenso em solução de Percoll 

45% (NaCl 120 mM; HEPES 10 mM; NaH2PO4 1,2 mM; MgCl2 1 mM; Percoll 45% v/v; Glucose 10 

mM; KCl 3 mM; CaCl2 1,2 mM) e, seguidamente, centrifugado a 14000 g durante 4 min. Forma-se, na 

parte superior do tubo eppendorf, uma camada gelatinosa fina e esbranquiçada correspondente à fração 

celular enriquecida em sinaptossomas e mielina, que foi coletada e transferida para um novo tubo onde 

foi ressuspendida em líquido cefalorraquidiano artificial [aCSF, do inglês, artificial cerebrospinal fluid; 

(NaCl 120 mM; HEPES 10 mM; NaH2PO4 1,2 mM; MgCl2 1 mM; Glucose 10 mM; KCl 2,7 mM; CaCl2 

1,2 mM)] contendo IP e IF. Esta mistura foi centrifugada a 15000 g por 6 min. Descartou-se o 

sobrenadante e ressuspendeu-se novamente o sedimento em aCSF, para lavar o Percoll que permaneça 

agarrado à preparação, e centrifugou-se novamente a 15000 g por 6 min. Por último, descartou-se o 

sobrenadante e ressuspendeu-se, agora, o precipitado com um volume menor de aCSF (100-200 µL). 
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Retirou-se uma amostra desta suspensão para a determinação da concentração de proteína, seguindo o 

restante para reserva, a -20 ºC, até que fosse possível ajustar a concentração final de proteína a 1 mg/mL. 

3.4. Determinação da concentração de proteína 

A determinação da concentração de proteína das amostras foi desenvolvida segundo o método de 

Bradford508 (ver secção 8.4), pela sua sensibilidade e celeridade. 

3.5. Identificação/Quantificação das proteínas pelo método de western blot 

A massa de uma proteína é um dos atributos mais comumente usados nos procedimentos de 

identificação de proteínas. A massa proteica é determinada pela massa total de todos os aminoácidos 

que constituem a proteína, mais a massa de quaisquer modificações pós-traducionais. A estimativa da 

massa molecular relativa (Mr) das proteínas, separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida com 

dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE, do inglês, sodium dodecyl sulphate–polyacrylamide gel 

electrophoresis), é obtida comparando a mobilidade eletroforética das proteínas alvo com as 

mobilidades de padrões de proteínas de massa conhecida509. Para a visualização das proteínas, 

identificação e investigação da sua abundância, foi realizada uma técnica popular e poderosa 

denominada western blot. Esta é uma técnica que, após a separação por eletroforese, consiste na 

transferência das proteínas para uma membrana. Quando ligadas à membrana, as proteínas ficam 

facilmente disponíveis para análises imunológicas ou bioquímicas. 

O método de WB tem diversas aplicações para a investigação de eventos moleculares regulatórios 

que sustentam o metabolismo energético, reciclagem/substituição de proteínas e as adaptações 

fisiológicas crónicas. Na sua essência, o princípio do WB baseia-se em alguns passos: (a) A extração de 

proteínas celulares de uma mistura complexa de proteínas intracelulares e membranares (de tecidos, 

células, etc.); (b) Quantificação da concentração de proteína e separação por eletroforese das mesmas 

dentro de uma matriz de gel; (c) Transferência para uma membrana com alta afinidade para proteínas; 

(d) O bloqueio dos locais de ligação não específica a membrana a fim de reduzir a ligação dos anticorpos 

(Ab, do inglês, antibody) a esses locais; (e) Deteção de antigénios por anticorpos primários (1-Ab), 

específicos para as proteínas de interesse; (f) Incubação com um anticorpo secundário (2-Ab) ligado a 

um marcador (e. g., quimioluminescente ou fluorescente) para amplificação do sinal; (g) 

Desenvolvimento e deteção do sinal, teoricamente proporcional ao grau de ligação antigénio-Ab e (h) 

Quantificação das bandas resultantes usando software de densitometria510. 

A montagem experimental para a realização deste método, nomeadamente para preparação do gel; 

eletroforese e transferência foi adquirida à Bio-Rad. Todos os materiais utilizados foram previamente 

bem lavados com água de diferentes graus de pureza (da torneira, pura e ultrapura) para remover 

qualquer partícula ou sal depositado. No caso das placas de vidro, depois de lavadas, foram 

seguidamente lavadas com etanol absoluto para acelerar o tempo de secagem, evitando assim resíduos 

de precipitação, e somente utilizadas quando completamente secas. 

3.5.1. Preparação do gel (SDS-PAGE) 

Foi criado um sistema de gel de eletroforese de poliacrilamida. Este sistema foi projetado para 

permitir uma resolução clara das proteínas de interesse nas amostras. Consiste na sobreposição vertical 

de dois géis composicional e funcionalmente diferentes: o gel de concentração e o gel de separação ou 

resolvente. O primeiro gel tem como função concentrar a amostra, num pequeno volume, justapondo-a 

sobre o bordo-limite do gel resolvente, como uma banda estreita. Já o segundo gel, com uma malha mais 

apertada, funciona, separando as proteínas de acordo com as suas massas moleculares. Outro princípio 

aplicado é o da migração eletroforética de iões e proteínas através de um pH-tampão511. Como nem todas 

as proteínas têm a mesma carga elétrica, para permitir uma melhor eletroforese, todos os grupos R da 

proteína (grupos funcionais de aminoácidos) foram revestidos com cargas negativas através da adição 
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de um detergente fortemente aniónico – dodecil sulfato de sódio (SDS, do inglês, sodium dodecyl 

sulfate). Como resultado, isso permite a separação de proteínas apenas pelo seu peso molecular510,512. 

Duas placas de vidro, uma, de uma espessura maior com rebordos salientes nas laterais, e outra, 

mais fina e completamente lisa, quando sobrepostas as suas faces, formam no seu interior um 

espaçamento de 1 mm, onde irá ser formado o gel. As placas de vidro foram colocadas verticalmente 

num suporte apropriado e montadas num bloco estabilizador com uma borracha isolante, vedando a 

parte de baixo do espaçamento entre as placas de vidro.  

Depois de preparada (em primeiro lugar) a solução do gel de separação [Tampão 

tris(hidroximetil)aminometano (Tris) 375 mM, pH 8,8; Poliacrilamida 10% m/v; SDS 0,1% m/v; 

Persulfato de amónio (APS, do inglês, ammonium persulfate) 0,1% m/v; Tetrametiletilenodiamina 

(TEMED) 0,1% v/v] esta foi introduzida entre as placas de vidro (pouco mais que 4 mL), com a ajuda 

de uma pipeta, e, seguidamente, colocado etanol absoluto sobre a solução, para impedir a inibição da 

polimerização pelo oxigénio atmosférico, e aguardou-se 30 min, pelo menos, até estar polimerizado, 

tempo após o qual se descarta o etanol. De notar que o APS e o TEMED foram adicionados sempre em 

último lugar, visto que são o peróxido iniciador e o catalisador, em respetivo, que promovem a 

polimerização. Uma vez polimerizado o gel de separação, preparou-se a solução do gel de concentração 

(Tampão Tris 250 mM, pH 6,8; Poliacrilamida 5% m/v; SDS 0,1% m/v; APS 0,1% m/v; TEMED 0,1% 

v/v) e, introduz-se entre as placas de vidro, com uma micropipeta, sobre o gel anteriormente 

polimerizado, a quantidade suficiente para preencher o espaço até ao topo. Em seguida, sem delonga, 

insere-se um pente espaçador, num movimento oblíquo, evitando deste modo a formação de bolhas, na 

ranhura entre as duas placas de vidro. Este serve de molde a formação dos poços no gel de concentração, 

onde irão ser carregadas posteriormente as amostras a separar por eletroforese. Finalizada a sua 

preparação, os géis foram acondicionados em folhas de papel absorvente húmidas (com água ultrapura), 

dentro de um saco de plástico e armazenados a 4 °C, uma vez que a sua preparação se faz geralmente 

na véspera da eletroforese. 

3.5.2. Preparação das amostras para eletroforese 

Às amostras previamente obtidas, armazenadas a -20 °C, prontas a utilizar, transferidas para uma 

caixa de esferovite com flocos de gelo, adicionou-se o “tampão de amostra Laemmli” (LSB, do inglês, 

Laemmli sample buffer) – [4× LSB (Bio-Rad) 90% v/v; 2-mercaptoetanol (2-ME; VWR) 10% v/v] na 

proporção 1:4 tendo em conta o volume final total da amostra, depois de adicionado o LSB. O passo 

seguinte foi a submissão das amostras a um tratamento térmico de 95 °C durante 5 min numa microplaca 

de aquecimento. O choque térmico, altera a estruturas conformacionais terciárias e secundárias das 

proteínas, desnaturando-as à quebra as pontes de hidrogénio. O 2-ME atuará como redutor de grupos 

tiol, clivando as ligações persulfureto, desenovelando mais ainda as moléculas513. 

Cada amostra foi depois pipetada para o respetivo poço do gel para eletroforese, que foi previamente 

imerso em tampão de eletroforese (Tampão Tris 25 mM; Glicina 192 mM; SDS 0,1% m/v). Além das 

amostras, foi carregado num dos poços do gel um marcador de tamanho de peso molecular (Precision 

Plus ProteinTM Standards, Bio-Rad). Este marcador consiste em proteínas de tamanhos conhecidos que 

foram previamente coradas, permitindo assim não só acompanhar a evolução da migração das proteínas 

durante a eletroforese, como estimar o tamanho das proteínas nas amostras reais que migram a par nas 

diferentes trilhas do gel. 

3.5.3. Eletroforese (SDS-PAGE) 

Nesta etapa, irá dar-se a separação, por uma corrente elétrica, das proteínas desnaturadas dentro do 

gel de poliacrilamida preparado. Devido ao atrito das proteínas, à medida que estas migram no gel 

passando através dos poros formados entre as cadeias poliméricas do gel, consegue-se que haja uma 

separação com base no seu peso molecular511, dado que as proteínas do gel se vão deslocar de acordo 



 

44 

com a sua razão carga/massa, sendo que a sua carga vai ser determinada pela associação de cada proteína 

às moléculas de SDS. 

Em primeiro lugar, retiraram-se os pentes espaçadores dos géis nas placas de vidro e foram lavadas 

cuidadosamente, as placas de vidro, com água ultrapura. Depois de lavadas, foram devidamente 

colocadas num módulo de corrida com elétrodos e posto dentro da tina para a eletroforese. O espaço 

dentro do módulo (entre as placas de vidro) foi totalmente preenchido com tampão de eletroforese 

(Glicina 192 mM; Tampão Tris 25 mM; SDS 0,1% m/v). Após este último passo, teve-se o cuidado de 

verificar que não haveria vazamentos por baixo, garantindo assim que a passagem de corrente se faz 

unicamente pelas moléculas e iões que atravessam o gel. Foram retiradas todas as bolhas de espuma nos 

poços e à superfície, por forma a garantir uma boa visibilidade para a solução no interior do módulo e 

prevenir interferências na passagem de corrente. O espaço fora do módulo, foi preenchido também com 

o tampão de eletroforese até atingir a linha demarcada, na tina (cerca de 1/3 da sua altura). 

Uma vez preparados os materiais para a eletroforese, seguiu-se o carregamento dos poços dos géis. 

As amostras e os padrões pré-corados foram carregados com uma micropipeta. Terminado o 

carregamento, deu-se início à corrida eletroforética nos géis, aplicando primeiro uma tensão elétrica de 

80 V, regulada por uma fonte de alimentação, o tempo suficiente para que as proteínas atravessem o gel 

de concentração. Chegadas à fronteira deste com o gel de separação, foi alterada a tensão elétrica para 

135 V, e seguiu-se a eletroforese o tempo suficiente para que proteínas de menor peso molecular 

atingissem o final do gel. 

3.5.4. Eletrotransferência das proteínas para membrana de PVDF 

Terminada a separação das proteínas por eletroforese, seguiu-se a transferência destas para uma 

membrana (eletrotransferência; com alta afinidade por proteínas), imobilizando desta forma as proteínas 

separadas, permitindo a subsequentemente imunodeteção e conferindo uma maior estabilidade das 

proteínas do que quando imobilizadas nos géis514. Aplicando o mesmo princípio do SDS-PAGE, as 

proteínas carregadas negativamente no gel e imersas numa solução tampão (tampão de transferência) 

foram transferidas para uma membrana por uma corrente elétrica lateral (perpendicular ao plano do gel; 

Figura 3.1). A membrana é colocada diretamente sobre o gel, garantindo a transferência de proteínas 

em espelho. As proteínas são tipicamente transferidas para membranas de nitrocelulose ou difluoreto de 

polivinilideno (PVDF, do inglês, polyvinylidene difluoride)514,515. As membranas de PVDF permitem a 

possibilidade do processo de stripping e re-imunodeteção, uma vez que são quimicamente inertes e 

robustas516. As membranas de PVDF conseguem aderir às proteínas através de interações hidrófobas517 

e são capazes de ligar maior quantidade de proteína do que outros substratos518. A natureza hidrófoba 

das membranas de PVDF requer uma pré-imersão inicial em metanol para permitir a infiltração do 

tampão e a ligação de proteínas519. É importante notar que a transferência de proteínas para as 

membranas de PVDF pode ser inibida por altas concentrações de SDS520; assim, antes da transferência, 

os géis devem ser equilibrados no tampão de transferência para remover o excesso de SDS510. 

  

Figura 3.1 Métodos de western blot521. Preparação da amostra, eletroforese e transferência. 
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As transferências húmidas tradicionais envolvem sucessivas camadas constituídas pela seguinte 

ordem: A parte posterior de uma cassete de suporte; Uma almofada de fibra espumosa; Uma folha de 

papel absorvente grossa; O gel de poliacrilamida; Uma membrana de PVDF; Outra folha de papel 

absorvente grossa; Outra almofada de fibra espumosa e; A parte frontal da cassete de suporte. Tudo isto 

sendo ensanduichado pela cassete de suporte e submerso entre um ânodo e um cátodo num módulo de 

montagem dentro de uma tina para a transferência514,515. 

A composição do tampão de transferência também ditará a eficiência da transferência. Geralmente, 

as soluções de transferência húmida são tamponadas para pH 8,3 e contêm Tris-base juntamente com 

glicina514. É importante observar que o pH do tampão não deve ser ajustado através da adição de soluções 

ácidas ou básicas, pois isso resultará numa maior condutividade por meio de um maior conteúdo iónico, 

aumentando assim a temperatura da solução e a potencial interferência de fundo e/ou transferência 

ineficiente. Esses tampões podem ser previamente refrigerados para evitar sobreaquecimento, devido à 

alta corrente e à deformação da membrana, com as tinas de transferência geralmente contendo blocos 

frios, no seu interior, e, exteriormente, sendo imersas numa caixa com gelo durante o período da 

transferência. O metanol foi usado nos tampões de transferência originais514,515, uma vez que aumenta a 

capacidade de aderência das membranas às proteínas, evitando também o inchaço do gel510. 

Na prática, após conclusão da eletroforese (SDS-PAGE), foram retirados os géis nas placas de vidro; 

foram separadas as placas de vidro com o auxílio de uma espátula apropriada; e foi destacado o gel de 

separação, seccionando, removendo-se o gel de concentração com a mesma espátula. O gel de separação 

foi depositado numa placa de Petri contendo tampão de transferência (Glicina 192 mM; Tampão Tris 

25 mM; Metanol 20% v/v) e deixado equilibrar por pelo menos 15 min. Entretanto, cortaram-se tiras de 

membrana de PVDF (GE Healthcare Life ScienceTM AmershamTM HybondTM P 0.45 μm PVDF Blotting 

Membrane) numa dimensão adequada que foram imersas em metanol por aproximadamente 5 s e 

deixadas equilibrar numa placa de Petri em tampão de transferência por pelo menos 10 min. Em seguida, 

foi montada a “sanduíche” na cassete de suporte (como descrito acima), havendo sempre o cuidado de 

remover quaisquer bolhas de ar entre as diferentes camadas, que constituiriam obstáculos à passagem 

de corrente e à transferência eficiente das proteínas. A cassete foi colocada no módulo de transferência, 

colocada na tina juntamente com o bloco frio e submersa em tampão de transferência. A tina de 

transferência foi imersa em flocos de gelo numa caixa de esferovite e foi dado início ao processo de 

eletrotransferência, aplicando uma intensidade elétrica de 370 mA, regulada por uma fonte de 

alimentação, durante 110 min. Por fim, transferência concluída, é recolhida a membrana e colocada 

numa placa de Petri com tampão Tris-salino [TBS, do inglês, Tris-buffered saline; (NaCl 150 mM; 

Tampão Tris 20 mM)] a fim de remover resquícios de gel e equilibrar a membrana com esta solução. 

3.5.5. Bloqueio 

O bloqueio é uma etapa do processo de WB bem pertinente, uma vez que visa precaver a ligação 

inespecífica de 1-Ab ou 2-Ab à membrana512. Como as membranas têm uma alta afinidade para ligar 

proteínas e, portanto, Ab, o bloqueio reduz a marcação de fundo não específica (background) nas etapas 

subsequentes. Podem ser utilizadas diferentes soluções para este fim, cada uma com os seus próprios 

benefícios e limitações. O leite em pó magro diluído em tampão Tris-salino com Tween 20 [TBST (TBS 

contendo 0,1% v/v do detergente Tween 20)] é frequentemente utilizado, sendo acessível. As proteínas 

do leite não são, no entanto, compatíveis com todos os Ab. E. g., foi descrito que a BSA (normalmente 

a 5%) deve ser usada preferencialmente para Ab contra biotina e antifosfoproteínas, pois o leite contém 

caseína, uma fosfoproteína, e biotina, o que gera alguma interferência no processo de WB. A título de 

exemplo, por reação de baixa especificidade dos Ab específicos para proteínas fosforiladas, devido às 

elevadas concentrações de caseína do leite, que ficam na membrana após o bloqueio522. 
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Para a preparação do leite e da BSA usa-se uma solução de 2,5 a 5% m/v em TBST (o mais 

comummente utilizado)523,524. A mistura deve ser completa e a solução deve ser filtrada para evitar que 

os grãos contaminem a mancha durante o desenvolvimento. Idealmente, um agente bloqueador ligar-se-

á a todos os locais de interação não específica, eliminando todo o background sem alterar o 

acesso/interação com as proteínas de interesse na ligação dos Ab. A escolha do agente bloqueador deve 

ser baseada no próprio antigénio e no tipo de conjugação dos 2-Ab510. 

Não é apenas a escolha do agente bloqueador que pode afetar os resultados do WB; também são 

fatores importantes, o volume do agente bloqueador e, de facto, o período de incubação do bloqueio 

[que pode variar de desde 1 h a overnight (ON, em português, “dum dia para o outro”)]525. Quantidade 

insuficiente de agente bloqueador (baixa concentração) ou um período de tempo de incubação muito 

curto, aumentam o potencial de ligação não específica do 1-Ab às proteínas imobilizadas na membrana, 

o que pode resultar em elevada marcação não específica e/ou um rácio sinal-ruído reduzido. Por outro 

lado, um período de incubação demasiado longo e/ou quantidade excessiva de agente bloqueador pode 

interromper as interações antigénio-Ab, causando também uma redução no rácio sinal-ruído522. Com os 

agentes bloqueadores mais comuns, uma incubação por mais de 90 min levou a uma intensidade de sinal 

reduzida (sinal para ruído)525 e uma incubação por 30 min ou menos resulta em backgrounds 

inaceitavelmente altos. É por isso recomendado um período de incubação de 60-90 min510. 

Na prática, após o término da eletrotransferência das proteínas para a membrana de PVDF, para a 

realização da etapa do bloqueio, as membranas foram colocadas incubadas com uma de duas soluções 

BSA 3% m/v ou leite em pó magro 5% m/v dissolvidas em TBST (NaCl 150 mM; Tampão Tris 20 mM; 

Tween 20 0,1% v/v), dependendo do tipo de proteína pretendido para análise. Esta incubação decorreu 

à temperatura ambiente numa plataforma de agitação (ENDURO™ MiniMix™, Labnet) durante 60 min. 

Decorridos os 60 min, as membranas foram lavadas por 5 vezes com TBST: 2 vezes de imediato; e 3 

vezes compassadas por 10 min em agitação. 

3.5.6. Anticorpos primários e imunodeteção das proteínas 

O princípio do WB é a deteção de proteínas através do reconhecimento e ligação dos Ab a um ou 

mais alvos (Figura 3.2); essa interação deve ser altamente específica entre uma porção do antigénio 

(proteína) ou epitopo e os locais de reconhecimento específicos encontrados na região do fragmento de 

ligação do antigénio do Ab denominada paratopo526. 

 

Figura 3.2 Visão geral da imunodeteção. O western blot é bloqueado, incubado com anticorpos e tratado com um substrato 

que torne a proteína-alvo visível. As etapas de lavagem são realizadas entre as incubações para remover o excesso de material 

não ligado e minimizar o sinal não específico no imunoblot527. 

Na prática, depois do processo do bloqueio, segue-se o processo de incubação com os 1-Ab. Cada 

Ab foi diluído adequadamente numa solução de TBST com BSA 3% m/v contendo azida de sódio 

(NaN3) 0,02% m/v para inibir o crescimento bacteriano, estando a diluição para cada Ab de acordo com 
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 Proteína-alvo 
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a Tabela 3.1. As membranas foram incubadas ON com agitação constante a uma temperatura ambiental 

de 4 ºC. 

Tabela 3.1 Diluição dos anticorpos primários e secundários utilizados e respetivo agente bloqueador. 

 Anticorpo primário   Anticorpo secundário 

Alvo Origem Marca 
Diluição 

(1:) 

Bloqueado 

com 

MW 

(kDa) 
Anticorpo Marca 

Diluição 

(1:) 

GluA1 

Coelho, 

Policlonal 

Millipore 1 k BSA 110 

Cabra 

Anticoelho 

IgG 

(H+L), 

HRP* 

Proteintech® 

10 k 

GluA2 Proteintech® 2 k Leite 110 50 k 

PSD-95 
Cell Signaling 

Technology® 
1 k BSA 95 15 k 

α-Tubulina 
Santa Cruz 

Biotechnology 
5 k Leite 55 15 k 

SNAP-25 
Synaptic 

Systems 
5 k BSA 25 10 k 

KV4.2 Millipore 1 k BSA 75 10 k 

Hidroxilase 

de tirosina 
Abcam 1 k BSA 60 5 k 

Sinaptofisina-

1 

Synaptic 

Systems 
7,5 k BSA 38 15 k 

Flotilina-1 
Coelho, 

Monoclonal 

Abcam 2,5 k BSA 50 20 k 

Na+/K+ 

ATPase 
Abcam 150 k Leite 113 50 k 

β-Actina 
Ratinho, 

Monoclonal 
Proteintech® 15 k Leite 42 

Cabra 

Anti-

ratinho 

IgG 

(H+L), 

HRP* 

20 k 

Caveolina-1 Ratinho, Abcam 750 Leite 25 15 k 

Gefirina Ratinho, 
Synaptic 

Systems 
3 k BSA 93 4 k 

*Peroxidase de Armoracia rusticana (HRP, do inglês, horseradish peroxidase) 

3.5.7. Anticorpos secundários 

Os 2-Ab são necessários para detetar indiretamente um antigénio-alvo ligado a um 1-Ab (Figura 

3.3.A). Normalmente, os 1-Ab não estão conjugados com um marcador a ser detetado. Resultado disto, 

e do interesse em amplificar o sinal detetado pelo 1-Ab para proteínas de escassa abundância, usa-se 

frequentemente um 2-Ab (conjugado a uma função repórter, e. g., a peroxidase de Armoracia rusticana 

G. Gaertn., B. Mey & Scherb. – HRP, fluoróforos específicos) capaz de se ligar à região do fragmento 

cristalizável dos 1-Ab, e permitindo assim a deteção subsequente por uma câmara ou dispositivo de 

imagem. A escolha do 2-Ab dependerá inicialmente do isotipo do 1-Ab e da espécie do animal em que 

foi criado528. 

A diluição ideal para os 2-Ab dependerá do nível de expressão da proteína alvo e da escolha do 1-

Ab [e. g., a gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) é uma proteína altamente expressa, 

exigindo diluições mais altas para evitar a saturação de sinal]. As soluções para os 2-Ab são tipicamente 

compostas pela mesma solução de bloqueio descrita anteriormente. Ao contrário das condições para os 

1-Ab, as incubações com 2-Ab são geralmente realizadas à temperatura ambiente por um período de 

tempo mais curto, tipicamente 60 min510. 

Na prática, após o período de incubação com os 1-Ab, as membranas foram lavadas 5 vezes com 

TBST: 2 vezes de imediato e 3 vezes compassadas por 10 min em agitação. As membranas foram logo 

após postas a incubar com os 2-Ab diluídos em TBST com BSA 3% m/v ou TBST com leite em pó 

magro 5% m/v, dependendo da proteína a analisar, estando esta informação explícita na Tabela 3.1. O 

tempo de incubação durou 60 min, à temperatura ambiente, numa plataforma de agitação (ENDURO™ 

MiniMix™, Labnet). Depois de incubadas, as membranas foram lavadas à semelhando do descrito na 
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primeira parte deste parágrafo. Terminado este último processo de lavagem, as membranas foram uma 

vez lavadas e colocadas em TBS. 

3.5.8. Deteção e revelação das proteínas 

Os princípios gerais de deteção para o WB são os mesmos de outros ensaios baseados em Ab, como 

o ensaio de imunoabsorção enzimático (do inglês: Enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)529. Em 

termos gerais, o 2-Ab é conjugado com um composto marcador (isto é, um radioisótopo ou fluoróforo) 

ou enzima que permita a deteção subsequente (Figura 3.3.B). Atualmente, é mais usual a utilização de 

um marcador de fluoróforo ou do produto de uma reação enzimática523. A HRP é o enzima mais 

comummente empregada530 e pode ser utilizada para deteção colorimétrica ou quimioluminescente. Ao 

empregar a HRP, vale ter como sabido de antemão que a NaN3 inibe este enzima, de modo que soluções 

como as usadas para o blotting e para a deteção não devem conter NaN3 ou as membranas devem ser 

suficientemente bem lavadas antes da realização da exposição de revelação510. 

 

Figura 3.3 [A] Deteção por anticorpo indireta. A deteção indireta usa um anticorpo primário não marcado seguido por 

anticorpos secundários marcados531. [B] Deteção de sinal do anticorpo. O marcador do anticorpo é exposto ao substrato, 

criando uma banda visível na superfície do blot (substrato colorimétrico) ou como emissão de luz (substrato ECL) capturada 

por dispositivos adequados532. 

Os ensaios de quimioluminescência, dependentes da emissão de luz como produto de uma reação 

química, são comumente utilizados para a deteção de proteínas em WB. O 2-Ab conjugado com HRP 

que faz com que o substrato da HRP luminol seja oxidado, produzindo 3-aminoftalato que por sua vez 

emite luz a 428 nm, que pode ser capturada em radiografias ou por uma câmara geradora de imagens 

digitais. Contudo, o luminol tem uma emissão de luz fraca, com uma meia-vida de emissão inferior a 60 

s, de modo que são adicionados intensificadores à reação para aumentar o sinal. Esta intensificação do 

sinal de luminol é comummente referida como “quimioluminescência aumentada” (ECL, do inglês, 

Enhanced Chemiluminescence). A intensificação do sinal com ECL, comparando com outros sistemas 

de deteção comuns (como a conversão dos substratos em precipitados coloridos), é a que tem maior 

sensibilidade. O tipo de intensificador usado também pode aumentar a duração do sinal533,534. A captação 

ideal de um blot quimioluminescente será após um período de incubação de 3 a 5 min com o substrato 

ECL, podendo estender-se a duração do sinal por 24 h, permitindo a criação de imagens sem perda da 

intensidade do sinal533–535. Uma vantagem desta forma de deteção é que o blot pode ser lavado e exposto 

repetidamente ao substrato e luciferase permitindo múltiplas exposições, o que é útil para a otimização 

dos parâmetros de deteção, garantindo assim que o blot não seja sub- ou sobre-exposto. O blot deve ser 

exposto, colocado num sistema de deteção especializado (e. g., Chemidoc, Odyssey™), sendo esta 

abordagem a mais comum e precisa. A quantificação dos blots dependerá do método de deteção de luz. 

Porém é mais comum utilizar um sistema de deteção especializado, tipicamente um software do 

proprietário, empregando uma análise densitométrica510. 

Na prática, colocadas as membranas em TBS, procedeu-se ao protocolo para a deteção das proteínas. 

Retiraram-se as membranas em TBS para uma placa de Petri seca e foi posto sobre as mesmas a mistura 

de revelação Clarity™ Western ECL Substrate (Bio-Rad) na proporção 1:1 v/v (reagente peróxido e 

reagente luminol/ativador), deixando a incubar pelo menos 5 min à temperatura ambiente. Em seguida, 

as membranas foram colocadas numa placa de vidro e inseridas num aparelho ChemiDoc XRS+ System 

    

Substrato 

Sinal detetável 

B A 
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(Bio-Rad) para a efetiva revelação das proteínas. O sistema ChemiDoc XRS+ oferece deteção rápida e 

sensível à quimioluminescência que pode ser usada para geração de imagens de procedimentos que 

requeiram alta resolução e sensibilidade536. 

Concluída a revelação, as membranas foram colocadas de novo na caixa com TBS e estendidas, 

depois, sobre uma folha de papel de filtro qualitativo de filtração rápida, para secar. Assim que secas, 

foram embrulhadas nessa mesma folha de papel de filtro e embrulhadas numa folha de papel de 

alumínio, sendo guardadas, em seguida, dentro de um saco de plástico reutilizável com fecho e 

armazenadas no frigorífico a uma temperatura de 4 ºC. 

3.6. Stripping das membranas para nova imunodeteção 

A remoção (ou stripping) e a ressondagem das membranas de WB, proporciona um método eficiente 

em tempo útil para a determinação de vários alvos de proteína numa única corrida de gel537. O stripping 

permite fazer várias análises diferentes numa única membrana, economizando assim tempo, amostra e 

consumíveis de laboratório; maximizando a eficiência510. 

Apesar dos benefícios óbvios da remoção e remarcação das membranas, estes métodos nem sempre 

são à prova de falhas e podem ter limitações significativas. Primeiro, deve-se tomar cuidado com qual 

proteína da membrana é remarcada após o stripping, pois nem sempre é fácil difícil eliminar o sinal 

detetável de proteínas de alta abundância. Além disso, se o tampão de stripping falhar na completa 

remoção de todos os Ab da membrana, e as duas proteínas de interesse tiverem pesos moleculares 

semelhantes (e. g., uma variação de 2 kDa), o sinal do Ab ineficazmente eliminado pode interferir na 

subsequente deteção e quantificação da segunda proteína-alvo. Para evitar estas interferências, neste 

trabalho mantivemos como regra marcar sempre as proteínas mais abundantes na segunda marcação 

(após stripping) e garantido sempre que as proteínas a detetar tinham um peso molecular suficientemente 

distinto que permitisse observar a banda residual (caso existisse) como uma banda paralela. Além disso, 

o stripping de membrana não pode ser realizado indefinidamente510. Como regra geral, apenas três 

incubações feitas de stripping são recomendadas, devido à perda de antigénio537. Isto limita o número 

de alvos que podem ser imunodetetados a partir da mesma membrana, mas ainda vale a pena considerar 

o benefício de medir dois ou mais alvos na mesma amostra510. 

Na prática, em primeiro lugar, as membranas armazenadas foram ativadas, colocando-as, para isso, 

em metanol e, logo após, submergidas em solução tampão de stripping (SDS 2% m/v; Tampão Tris 62,5 

mM; 2-ME 100 mM) numa placa de Petri e incubadas por 30 min a uma temperatura de 55 ºC. Em 

seguida, as membranas foram passadas por água ultrapura, duas vezes, e logo a seguir lavadas seis vezes 

com TBST e TBS alternadamente por 10 min cada vez, em agitação. Posteriormente, foram 

rigorosamente seguidos os passos do protocolo de WB, como já descrito mais acima, a partir do 

procedimento do bloqueio da membrana. 

3.7. Análise 

A análise das bandas de interesse depende do tipo de deteção e do sistema de imagem disponível, 

com muitos sistemas de imagem exigindo software do proprietário para aquisição e quantificação das 

imagens510. Cada pacote de software utiliza métodos ligeiramente diferentes para a quantificação; 

contudo, em geral, é usada a altura ou área de um pico em gráfico538. Durante a quantificação, é essencial 

garantir que as bandas de interesse estejam dentro do intervalo linear de deteção, pois a saturação de 

píxeis nos sensores de imagem pode ocorrer dentro de alvos altamente abundantes539. Se ocorrer 

supersaturação, pode ser possível reduzir a sensibilidade da câmara (isto é, redução na classificação de 

píxeis) aumentando a resolução da imagem (imagem maior, mais píxeis) e, portanto, exigindo mais sinal 

para obter a saturação excessiva. Apesar disso, pode ocorrer a “coloração” sobressaturada da membrana 

(ou seja, o aparecimento de bandas amareladas visíveis, na membrana, antes da exposição) durante a 
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deteção quimioluminescente por proteínas altamente abundantes (e. g., a GAPDH), exigindo a redução 

do carregamento da amostra ou uma maior diluição do 1-Ab510. 

Outra consideração importante para a quantificação é a escolha da análise em banda única ou em 

faixas inteiras, com a primeira mais adequada para análise de proteínas individuais e a segunda melhor 

para a deteção de alterações globais de proteínas510. A análise de banda única é realizada simplesmente 

através da identificação de faixas de amostra antes de determinar a faixa de interesse, enquanto a análise 

de faixa inteira mede a intensidade dentro de uma área designada (ou seja, uma faixa única)540. Qualquer 

que seja o método escolhido, deve ser consistente ao longo de todo o blot, com uma área igual de análise 

usada por faixa; caso contrário, volumes diferentes serão analisados produzindo dados potencialmente 

distorcidos510. Embora as condições de WB tenham sido otimizadas para produzir as bandas o mais claro 

possível, um background visível ainda pode ocorrer, exigindo uma subtração de fundo aquando da 

análise538. Isso é obtido principalmente pela subtração da densidade de fundo calculada a partir dos 

valores de pico; contudo, a utilização de diferentes algoritmos para determinar a intensidade do plano 

de fundo podem não ser verdadeiramente representativos. Esta abordagem é mais adequada para bandas 

individuais proeminentes, pois bandas menores e/ou menos intensas podem se perder510. 

Na prática, foi utilizado o software Image LabTM versão 6.0 (Bio-Rad) para a análise, em banda 

única (ou seja, apenas uma banda foi detetada em cada pista), da imagem das membranas fornecida pelo 

sistema ChemiDoc XRS+. A área do pico de cada banda foi o método utilizando para quantificado o 

blot, correspondente à densidade de píxeis da banda. 

3.8. Normalização da abundância das proteínas-alvo 

O carregamento de diferentes quantidades de proteína nos poços resulta em diferenças na 

intensidade da(s) banda(s)/faixa(s) de proteína. Alterações específicas dos níveis de uma determinada 

proteína em diferentes amostras são assim avaliadas carregando a mesma quantidade de proteína total 

para diferentes amostras. Pequenos erros ao pipetar o volume da amostra em poços individuais510 podem 

resultar também em alguma variabilidade. Para evitar possíveis erros na preparação e carregamento das 

amostras, é fundamental a normalização do sinal de proteínas específicas nas amostras a fim de 

discriminar a variação entre amostras/gel510. É comum que proteínas de manutenção (HKP, do inglês, 

housekeeping proteins) específicas, como a GAPDH, α-tubulina ou a β-actina, sejam quantificadas, 

atuando como controlos internos do carregamento dos poços, assumindo que a sua expressão permanece 

estável nas condições experimentais usadas541. A HKP escolhida deve ser uma que se mantém constante 

entre o controlo e as amostras experimentais e demonstrar que não é afetado pelo tratamento ou 

intervenção realizada. Assim, o sinal obtido de proteínas-alvo pode ser normalizado com os valores do 

sinal para a HKP, removendo o viés de carregamento510. No entanto, a precisão e a eficácia dessas HKPs 

dependem de vários fatores, tais como a sobressaturação da proteína, alto background e falta de 

linearidade542. Neste trabalho, a quantificação de cada banda/proteína foi alvo de uma correção, sendo 

o fator desta correção os valores obtidos da quantificação da α-tubulina. 

3.9. Dados e análise estatística 

Os dados e a análise estatística estão em conformidade com as recomendações do desenho 

experimental e análise em farmacologia543. Os resultados são apresentados como média ± erro padrão 

da média (SEM, do inglês, standard error of the mean). O valor de n representará o número de 

experiências realizadas. A análise estatística foi realizada usando os softwares para o sistema operativo 

Windows: Microsoft Office Excel 2007 (versão 12.0); e Prism (versão 6.01; Graph Pad Software Inc., 

La Jolla, CA 92037, EUA). 

Ao testar a significância do efeito de VIP após condições de tratamento com Mg2+ 0 mM ou Bic (10 

µM), foi utilizado o teste t de Student emparelhado; fora quando se afere as razões GluA1/GluA2, onde 



 

51 

foi praticado um teste t de Student independente com correção de Welch. Ao comparar o efeito de VIP 

e Mg2+ 0 mM ou Bic (10 µM) sob condições de ausência de estimulação química ou farmacológica, foi 

usada uma análise de variância (ANOVA) unidirecional (one-way) simples, seguida do teste de 

comparação múltipla de Dunnett. Valores de p ≤0,05 serão considerados em representação das 

diferenças estatisticamente significativas. 

No estudo comparativo de machos e fêmeas durante o envelhecimento, ao testar ambos os sexos da 

mesma faixa etária, foi utilizada o teste t de Student independente com correção de Welch. Ao comparar, 

em paralelo, machos e fêmeas de diferentes faixas etárias, foi usada uma ANOVA unidirecional simples 

e logo após um teste de comparações múltiplas de Tukey. Para analisar as potenciais diferenças totais 

do perfil de envelhecimentos dos machos contra o perfil de envelhecimento das fêmeas, foi empregue 

uma ANOVA bidirecional (two-way) simples. Estatisticamente, em representação da análise dos 

resultados significativamente diferentes, foram considerados valores de p ≤0,05. 

O SEM das razões GluA1/GluA2 foi calculado com o auxílio da Equação 3.1. 

Equação 3.1 Expressão geral para o desvio de padrão da propagação de erro de grandezas que envolvam multiplicação 

e divisão de variáveis independentes. 

𝜎𝓎
|𝓎̅|

= √(
𝜎𝓍1
𝓍1̅̅ ̅
)
2

+ (
𝜎𝓍2
𝓍2̅̅ ̅
)
2

 

3.10. Reagentes, fármacos e soluções 

Todas as soluções foram preparadas com água ultrapura com o objetivo de garantir a possibilidade 

reduzida de contaminações. Todos os reagentes utilizados eram do grau de pureza mais elevado possível 

[PA (para análise) ou superior]. 

O antagonista dos recetores VPAC1, PG 97-269 (Phoenix Peptides, EUA) foi preparado numa 

solução “stock” de 0,1 mM em CH3COOH 1%. Estes fármacos foram diluídos em Krebs para as 

concentrações finais utilizadas nas experiências. 

Quando assim era necessário, foi utilizado o aparelho medidor de pH de bancada de laboratório com 

elétrodo MicropH 2001 da Crison com controlo interno por microprocessador, para medir o pH das 

soluções. Uma medida correta de pH implica uma calibração do sistema aparelho/elétrodo, recorrendo-

se a soluções tampão de pH conhecido. Graças a um sistema de autocalibração, o micropH 2001, é capaz 

de reconhecer automaticamente as soluções tampão pH 7,02; 4,00; 2,00 e 9,26 (a 20 ºC), uma vez que 

tem gravado em memória os valores, a diferentes temperaturas, das soluções tampão anteriores. Todos 

os acertos de pH foram efetuados com soluções de HCl (5, 1 e 0,1 M) ou de NaOH (4, 1 e 0,1 M). 
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4. Resultados 

4.1. Atividade epileptiforme induzida por Krebs Mg2+ 0 mM 

Em sinaptossomas obtidos de fatias de hipocampo de rato foram determinados os níveis de 

expressão de várias proteínas pré- e pós-sinápticas, tendo sido comparada a expressão destes recetores 

em situação controlo (CTR, ausência de modificações no meio de perfusão) e quando as fatias foram 

previamente expostas a um meio (solução de Krebs) em que se suprimiu o Mg2+ e em que a [K+] foi 

aumentada para 6 mM (Mg2+ 0 mM), induzindo-se assim nestas condições atividade neuronal 

espontânea epileptiforme do tipo intercrítico (IEDs, do inglês interirctal epileptiform discharges). 

Concomitantemente, estudou-se a expressão destas proteínas quando, durante as IEDs, se bloqueou a 

ação do VIP endógeno nos recetores VPAC1 com uma concentração supramáxima do seu antagonista 

seletivo PG 97-269 (100 nM; Mg2+ 0 mM + PG 97-269), tendo sido também testada como controlo 

adicional a exposição ao antagonista dos recetores VPAC1 (PG 97-269; 100 nM). 

4.1.1. Proteínas envolvidas na plasticidade sináptica 

4.1.1.1. Subunidades recetores AMPA: GluA1 e GluA2 

Em sinaptossomas obtidos de fatias de hipocampo de rato nestas condições experimentais, foram 

estudados os níveis de expressão das GluA1,2. Na análise destes resultados, determinou-se também a 

razão entre os níveis de expressão das GluA1,2 (GluA1/GluA2) nas diferentes condições estudadas, 

tentando assim desvendar as alterações estequiométricas destas subunidades na composição do recetor, 

que condicionam a sua permeabilidade ao Ca2+. 

Nos terminais nervosos obtidos de fatias expostas a Mg2+ 0 mM, os níveis de expressão pós-sináptica 

da GluA1 diminuíram significativamente, contrariamente aos da GluA2 que aumentaram 

significativamente. Os níveis de GluA1 diminuíram 79,2 ± 4,7% (n = 5, Figura 4.1.A). Os níveis de 

GluA2 aumentaram 64,0 ± 13,0% (n = 3, Figura 4.1.C). A razão entre os níveis de expressão de GluA1 

e os de GluA2 diminuiu assim 87,3 ± 5,9% (n = 3, Figura 4.1.E). 

Nas fatias expostas a PG 97-269, tanto os níveis de expressão de GluA1 (Figura 4.1.A) como os de 

GluA2 (Figura 4.1.C) e inclusive a razão GluA1/GluA2 (Figura 4.1.E), ficaram inalterados. 

Assim que à exposição a Mg2+ 0 mM + PG 97-269, não se assinala nenhuma alteração significativa 

tanto dos níveis de expressão da GluA1 (Figura 4.1.B) como da de GluA2 (Figura 4.1.D) e da razão 

GluA1/GluA2 (Figura 4.1.F). 

4.1.1.2. Proteínas marcadoras do componente pós-sináptico: Gefirina e PDS-95 

A gefirina e a PSD-95 são duas proteínas localizadas na membrana pós-sináptica associadas em 

específico aos recetores GABAA no primeiro caso e aos recetores AMPA, NMDA e canais de K+, no 

segundo. Estas duas proteínas foram alvo de estudo a fim de quantificar os seus níveis de expressão, em 

sinaptossomas obtidos de fatias de hipocampo de rato que foram expostas a Mg2+ 0 mM, PG 97-269 e 

Mg2+ 0 mM + PG 97-269. 

O nível médio de expressão da gefirina quando induzida atividade intercrítica por exposição a Mg2+ 

0 mM sofre um notável aumento em comparação ao controlo, porém não é significativo; necessitando-

se assim de um maior número de experiências para poder estabelecer eventualmente diferenças 

estatisticamente significativas (Figura 4.2.A). Quando à exposição com Mg2+ 0 mM + PG 97-269, que 

simultaneamente induziu a atividade intercrítica na ausência da ativação dos recetores VPAC1 pelo VIP 

endógeno, não se verifica alterações significativas comparativamente às alterações preformadas pela 

exposição a Krebs Mg2+ 0 mM (Figura 4.2.B). Os níveis de expressão de gefirina, também não se 

alteraram, quando se bloquearam os recetores VPAC1 do VIP com o seu antagonista seletivo PG 97-

269 (Figura 4.2.A). 
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Os níveis de expressão de PSD-95 não se alteraram significativamente, tanto nas fatias em foi 

induzida a atividade intercrítica por exposição a Mg2+ 0 mM, como quando se bloquearam os recetores 

VPAC1 do VIP com o seu antagonista seletivo PG 97-269 e ainda quando à exposição a Mg2+ 0 mM + 

PG 97-269, que simultaneamente induziu a atividade intercrítica na ausência da ativação dos recetores 

VPAC1 pelo VIP endógeno, quando comparado com a exposição a Mg2+ 0 mM (Figura 4.2.C,D). 

 

Figura 4.1 A atividade intercrítica induz um aumento marcado na expressão sinaptossomal da subunidade GluA2; uma 

diminuição marcada da subunidade GluA1; e uma diminuição marcada na razão GluA1/GluA2; e essas alterações não 

dependem da ação do VIP endógeno nos recetores VPAC1. As experiências foram realizadas em sinaptossomas de 

hipocampo isolados a partir de fatias de hipocampo, estimuladas por exposição a Mg2+ 0 mM, ao antagonista dos recetores 

VPAC1 para o VIP PG 97-269 (100 nM) e Mg2+ 0 mM + PG 97-269, tendo como controlo a ausência de qualquer destes 

estímulos (CTR), conforme descrito no capítulo 3. As subunidades GluA1 e GluA2 dos recetores AMPA foram detetadas com 

anticorpos específicos. Os valores representados nos gráficos [A-F] representam a média ± SEM de 3-5 experiências (n=3-5). 

Os níveis de GluA1 [A], GluA2 [C] e da razão GluA1/GluA2 [E] obtidos na ausência de estimulação química ou farmacológica 

(CTR) foram comparados com os obtidos na presença de Mg2+ 0 mM ou PG 97-269 usando uma one-way ANOVA simples 

seguida do teste de comparações múltiplas de Dunnett; valor-p <0,05. Os níveis de GluA1 [B] e GluA2 [D] obtidos após 

tratamento com Mg2+ 0 mM na ausência e na presença de PG 97-269 (100 nM) foram comparados usando um teste t de Student 

emparelhado unicaudal. Os níveis da razão GluA1/GluA2 [F] obtidos após tratamento com Mg2+ 0 mM na ausência e na 

presença de PG 97-269 (100 nM) foram comparados usando um teste t de Student independente unicaudal com correção de 

Welch. As diferenças não foram estatisticamente significativas (P <0,05). 
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Figura 4.2 A atividade intercrítica não induz alterações na expressão sinaptossomal da proteína pós-sináptica PSD-95, 

mas aumenta fortemente a expressão da proteína gefirina; sendo que ambas as alterações não se mostram depender da 

ação do VIP endógeno nos recetores VPAC1. As experiências foram realizadas em sinaptossomas de hipocampo isolados a 

partir de fatias de hipocampo de ratos saudáveis, estimuladas por exposição a Mg2+ 0 mM; ao antagonista dos recetores VPAC1 

para o VIP PG 97-269 (100 nM) e Mg2+ 0 mM + PG 97-269, tendo como a ausência de qualquer destes estímulos (CTR), 

conforme o descrito no capítulo 3. As gefirina e PSD-95 foram detetadas com anticorpos específicos. Os valores representados 

nos gráficos [A-D] representam a média ± SEM de 2-5 experiências (n=2-5). Os níveis de gefirina [A] e PSD-95 [C] obtidos 

na ausência de estimulação química ou farmacológica (CTR) foram comparados com os obtidos na presença de Mg2+ 0 mM 

ou PG 97-269 usando uma one-way ANOVA simples seguida do teste de comparações múltiplas de Dunnett; valor-p <0,05. 

Os níveis de gefirina [B] e PSD-95 [D] obtidos após tratamento com Mg2+ 0 mM na ausência e na presença de PG 97-269 (100 

nM) foram comparados usando um teste t de Student emparelhado unicaudal e não se observaram diferenças estatisticamente 

significativas (P <0,05). 

4.1.1.3. Canais KV4.2 

A influência da atividade epileptiforme em sinaptossomas obtidos de fatias de hipocampo de rato 

induzida por exposição a Mg2+ 0 mM, PG 97-269 e Mg2+ 0 mM + PG 97-269 na expressão dos canais 

KV4.2, foi estudada pelo do método WB. 

Os níveis de expressão dos canais KV4.2 não se verificaram serem significativamente alterados, 

tanto quando nas fatias foi induzida a atividade intercrítica por exposição a Mg2+ 0 mM, como quando 

se bloquearam os recetores VPAC1 de VIP com o seu antagonista seletivo PG 97-269 (Figura 4.3.A). 

Em exposição a Mg2+ 0 mM + PG 97-269, os níveis de expressão dos canais KV4.2 evidenciaram-se 

aumentar 42,90 ± 13,4% (n = 4, Figura 4.3.B), quando comparado com a exposição a Mg2+ 0 mM. 

4.1.1.4. Proteínas pré-sinápticas: Sinaptofisina 

A expressão da proteína vesicular pré-sináptica sinaptofisina foi também estudada em 

sinaptossomas obtidos nestas condições experimentais. Os níveis de expressão de sinaptofisina não se 

alteraram significativamente quando nas fatias foi induzida a atividade intercrítica por exposição a Mg2+ 

0 mM, nem quando se bloquearam os recetores VPAC1 do VIP com o seu antagonista seletivo PG 97-

269 (Figura 4.4.A), bem como em relação à exposição conjunta com Mg2+ 0 mM + PG 97-269, que 

simultaneamente induziu a atividade intercrítica na ausência de ativação dos recetores VPAC1 pelo VIP 

endógeno, quando comparado com a exposição a Mg2+ 0 mM (Figura 4.4.B). 
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Figura 4.3 A atividade intercrítica não induz alterações na expressão sinaptossomal dos canais de potássio dependentes 

de voltagem do subtipo 4.2; A ação tónica do VIP nos recetores VPAC1, contribui para esta ausência de alterações. As 

experiências foram realizadas em sinaptossomas de hipocampo isolados a partir de fatias de hipocampo estimuladas por 

exposição a Mg2+ 0 mM, ao antagonista dos recetores VPAC1 para o VIP PG 97-269 (100 nM) e Mg2+ 0 mM + PG 97-269, 

tendo como controlo a ausência de qualquer destes estímulos (CTR), conforme o descrito no capítulo 3. Os canais KV4.2 foram 

detetados com anticorpos específicos. Os valores representados nos gráficos [A-B] representam a média ± SEM de 3-4 

experiências (n=3-4). Os níveis de KV4.2 [A] obtidos na ausência de estimulação química ou farmacológica (CTR) foram 

comparados com os obtidos na presença de Mg2+ 0 mM ou PG 97-269 usando uma one-way ANOVA simples seguida do teste 

de comparações múltiplas de Dunnett; valor-p <0,05. Os níveis de KV4.2 [B] obtidos após tratamento com Mg2+ 0 mM na 

ausência e na presença de PG 97-269 (100 nM) foram comparados usando um teste t de Student emparelhado unicaudal, 

observando-se um aumento dos canais KV4.2 (P <0,05). 

 

 

Figura 4.4 A atividade intercrítica não induz alterações na expressão sinaptossomal da sinaptofisina, que não é 

influenciada pela ação do VIP endógeno nos recetores VPAC1. As experiências foram realizadas em sinaptossomas de 

hipocampo isolados a partir de fatias de hipocampo estimuladas por exposição a Mg2+ 0 mM, ao antagonista dos recetores 

VPAC1 para o VIP PG 97-269 (100 nM) e Mg2+ 0 mM + PG 97-269, tendo como controlo a ausência de qualquer destes 

estímulos (CTR), conforme o descrito no capítulo 3. A proteína pré-sináptica sinaptofisina foi detetada com anticorpos 

específicos. Os valores representados nos gráficos [A-B] representam a média ± SEM de 3-4 experiências (n=3-4). Os níveis 

de sinaptofisina [A] obtidos na ausência de estimulação química ou farmacológica (CTR) foram comparados com os obtidos 

na presença de Mg2+ 0 mM ou PG 97-269 usando uma one-way ANOVA simples seguida do teste de comparações múltiplas 

de Dunnett; valor-p <0,05. Os níveis de sinaptofisina [B] obtidos após tratamento com Mg2+ 0 mM na ausência e na presença 

de PG 97-269 (100 nM) foram comparados usando um teste t de Student emparelhado unicaudal e não se observaram diferenças 

estatisticamente significativas (P <0,05). 

4.1.2. Proteínas envolvidas na estrutura de jangadas lipídicas: Caveolina-1 e flotilina-1 

Para descobrir se os microdomínios membranares sinápticos (também denominados por jangadas 

lipídicas sinápticas) sofrem alterações, após indução da atividade epileptiforme, foi investigado os níveis 

de expressão de duas proteínas de estabilização de jangadas lipídicas – a caveolina-1 e a flotilina-1 – em 

sinaptossomas obtidos a partir de fatias de hipocampo de rato, nas condições experimentais já referidas. 

Se os níveis de expressão da caveolina-1 e flotilina-1 se alterarem, é especulado que haja também uma 

alteração na abundância dos domínios de membrana em que cada uma delas está localizada. 

Os resultados da Figura 4.5 demonstram que tanto os níveis de expressão da proteína caveolina-1 

como os da flotilina-1, nos terminais nervosos obtidos a partir de fatias expostas a Mg2+ 0 mM, 
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diminuíram significativamente. Os níveis de caveolina-1 diminuíram 97,2 ± 1,4% (n = 7-4, Figura 

4.5.A). Os níveis de flotilina-1 diminuíram 88,8 ± 4,3% (n = 6-3, Figura 4.5.C). Quanto à exposição a 

PG 97-269, os níveis de expressão de caveolina-1 (Figura 4.5.A) tal como os de flotilina-1 (Figura 

4.5.C), não se alterarem significativamente. 

Num quadro de exposição a Mg2+ 0 mM + PG 97-269, que simultaneamente induziu a atividade 

intercrítica na ausência de ativação dos recetores VPAC1 pelo VIP endógeno, demonstra-se haver um 

aumento significativo, quando comparado com a exposição somente a Mg2+ 0 mM. Os níveis de 

caveolina-1 aumentaram 143,1 ± 37,5% (n = 7, Figura 4.5.B). Os níveis de flotilina-1 aumentaram 42,8 

± 14,1% (n = 7, Figura 4.5.D), sugerindo que o VIP endógeno poderá ter um efeito protetor 

relativamente a esta depleção de flotilina-1 e caveolina-1 induzida por atividade epileptiforme 

intercrítica. 

 

Figura 4.5 A atividade intercrítica induz uma diminuição marcada na expressão sinaptossomal de caveolina-1 e 

flotilina-1 e a ação do VIP endógeno, nos recetores VPAC1, parece potenciar uma atenuação na perda de ambas estas 

proteínas de jangadas lipídicas. As experiências foram realizadas em sinaptossomas de hipocampo isolados a partir de fatias 

de hipocampo expostas a Mg2+ 0 mM; ao antagonista dos recetores VPAC1 para o VIP PG 97-269 (100 nM); e Mg2+ 0 mM + 

PG 97-269, tendo como controlo a ausência de qualquer destes estímulos (CTR), conforme descrito no capítulo 3. As proteínas 

de jangadas lipídicas caveolina-1 e flotilina-1 foram detetadas com anticorpos específicos. Os valores representados nos 

gráficos [A-D] representam a média ± SEM de 3-7 experiências (n=3-7). Os níveis de caveolina-1 [A] e flotilina-1 [C] obtidos 

na ausência de estimulação química ou farmacológica (CTR) foram comparados com os obtidos na presença de Mg2+ 0 mM 

ou PG 97-269 usando uma one-way ANOVA simples seguida do teste de comparações múltiplas de Dunnett; valor-p <0,05. 

Os níveis de caveolina-1 [B] e flotilina-1 [D] obtidos após tratamento com Mg2+ 0 mM na ausência e na presença de PG 97-

269 (100 nM) foram comparados usando um teste t de Student emparelhado unicaudal, observando-se um aumento da 

caveolina-1 e da flotilina-1 (P <0,05). 

4.2. Atividade epileptiforme induzida por bicuculina 

Em sinaptossomas, obtidos de fatias de hipocampo de rato, foi também estudado o efeito da 

atividade epileptiforme crítica, isto é, a atividade observada durante as crises epiléticas, induzida por 

bicuculina (10 µM, Bic), um antagonista seletivo dos recetores GABAA, na expressão de diversas 

proteínas pré- e pós-sinápticas. Esta foi comparada com a ausência de modificações no meio de perfusão 

(CTR) e com a atividade crítica quando se bloqueou a ação do VIP endógeno nos recetores VPAC1 com 

uma concentração supramáxima do seu antagonista seletivo PG 97-269 (100 nM) (Bic + PG 97-269), 
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tendo sido também testada como controlo adicional a exposição ao antagonista dos recetores VPAC1 

(PG 97-269, 100 nM). 

4.2.1. Proteínas envolvidas na plasticidade sináptica 

4.2.1.1. Subunidades dos recetores AMPA: GluA1 e GluA2 

Em sinaptossomas, obtidos de fatias de hipocampo de rato, estudou-se a expressão das GluA1,2 e 

calculou-se também a razão entre os níveis dessas duas subunidades (GluA1/GluA2), para avaliar as 

alterações estequiométricas na composição do recetor, que condicionam a sua permeabilidade ao Ca2+, 

nas diferentes condições experimentai. 

Nos terminais nervosos obtidos de fatias expostas a Bic, os níveis de expressão da GluA1 

diminuíram significativamente; em oposição, os níveis de expressão da GluA2 aumentaram (n = 3, 

Figura 4.6.C). Os níveis de GluA1 diminuíram 75,2 ± 1,1% (n = 5, Figura 4.6.A). A razão entre os 

níveis de expressão de GluA1 e os de GluA2 diminuiu 84,9 ± 3,6% (n = 3-5, Figura 4.6.E). 

Quanto à exposição a PG 97-269, tanto os níveis de expressão de GluA1 (Figura 4.6.A) como os 

de GluA2 (Figura 4.6.C) e inclusive a razão GluA1/GluA2 (Figura 4.6.E), permaneceram inalterados. 

Assim que à exposição com Bic + PG 97-269, que simultaneamente induziu a atividade crítica na 

ausência de ativação dos recetores VPAC1 pelo VIP endógeno, é assinalada uma descida significativa 

dos níveis de expressão da GluA1, sem se verificar alteração significativa dos níveis de expressão da 

GluA2 (Figura 4.6.D), nem da razão GluA1/GluA2 (Figura 4.6.F), quando comparado com a exposição 

a Bic. Os níveis de GluA1 diminuíram 24,7 ± 11,8% (n = 6, Figura 4.6.B). 

4.2.1.2. Proteínas-marcador pós-sinápticas: Gefirina e PDS-95 

A gefirina e a PSD-95 foram também alvo de estudo, a fim de quantificar os seus níveis de 

expressão, em sinaptossomas obtidos de fatias de hipocampo de rato, expostas a Bic, PG 97-269 e Bic 

+ PG 97-269. 

O nível médio de expressão da gefirina nas fatias induzidas à atividade epileptiforme crítica por 

exposição a Bic aumentou claramente em comparação ao controlo (Figura 4.7.A). Quando à exposição 

com Bic + PG 97-269, que simultaneamente induziu a atividade crítica na ausência da ativação dos 

recetores VPAC1 pelo VIP endógeno, as alterações foram semelhantes às observadas pela exposição a 

Bic (Figura 4.7.B). Os níveis de expressão de gefirina também não sofreram alterações significativas, 

quando se bloquearam os recetores VPAC1 do VIP com o seu antagonista seletivo PG 97-269 (Figura 

4.7.A). 

Os níveis de expressão de PSD-95, quando nas fatias foi induzida a atividade crítica por exposição 

a Bic, não se alteraram significativamente, assim como quando se bloquearam os recetores VPAC1 do 

VIP com o seu antagonista seletivo PG 97-269 (Figura 4.7.C). Quando à exposição com Bic + PG 97-

269, também não se verificaram alterações significativas dos níveis de expressão de PSD-95 quando 

comparado com a exposição somente a Bic (Figura 4.7.D). 
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Figura 4.6 A atividade crítica diminui a expressão sinaptossomal da subunidade GluA1, não alterando a expressão da 

subunidade GluA2, o que resulta numa diminuição marcada na razão GluA1/GluA2. Este efeito parece ser agravado 

pela ação do VIP endógeno nos recetores VPAC1. As experiências foram realizadas em sinaptossomas isolados a partir de 

fatias de hipocampo expostas a Bic (10 µM), ao antagonista dos recetores VPAC1 para o VIP PG 97-269 (100 nM) e Bic + PG 

97-269, tendo como controlo a ausência de qualquer destes estímulos (CTR), conforme o descrito no capítulo 3. As subunidades 

GluA1 e GluA2 dos recetores AMPA foram detetadas com anticorpos específicos. Os valores representados nos gráficos [A-

F] representam a média ± SEM de 3-6 experiências (n=3-6). Os níveis de GluA1 [A], GluA2 [C] e da razão GluA1/GluA2 [E] 

obtidos na ausência de estimulação química ou farmacológica (CTR) foram comparados com os obtidos na presença de Mg2+ 

0 mM ou PG 97-269 usando uma one-way ANOVA simples seguida do teste de comparações múltiplas de Dunnett; valor-p 

<0,05. Os níveis de GluA1 [B] e GluA2 [D] obtidos após tratamento com Bic (10 µM) na ausência e na presença de PG 97-

269 (100 nM) foram comparados usando um teste t de Student emparelhado unicaudal, observando-se uma diminuição da 

subunidade GluA1 (P <0,05), sem se observar diferenças estatisticamente significativas da subunidade GluA2 (P <0,05). Os 

níveis da razão GluA1/GluA2 [F] obtidos após tratamento com Bic (10 µM) na ausência e na presença de PG 97-269 (100 nM) 

foram comparados usando um teste t de Student independente unicaudal com correção de Welch e não se observaram diferenças 

estatisticamente significativas (P <0,05). 

4.2.1.3. Canais KV4.2 

Foi também estudada a influência da atividade epileptiforme crítica, induzida por exposição a Bic 

em fatias de hipocampo de rato, na expressão dos canais KV4.2 nos terminais nervosos, bem como a 

influência do VIP endógeno nessas alterações. 

A expressão dos canais KV4.2 não foi significativamente alterada, tanto quando nas fatias foi 

induzida a atividade crítica por exposição a Bic, como quando se bloquearam os recetores VPAC1 do 

VIP com o seu antagonista seletivo PG 97-269 (Figura 4.8.A). Em exposição a Bic + PG 97-269, os 

níveis de expressão dos canais KV4.2 também não se alteraram em comparação com a exposição somente 

a Bic (Figura 4.8.B). 
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Figura 4.7 A atividade crítica não induz alterações na expressão sinaptossomal da proteína pós-sináptica PSD-95, mas 

aumenta fortemente a expressão da proteína gefirina; ambas de forma independente da ação do VIP endógeno nos 

recetores VPAC1. As experiências foram realizadas em sinaptossomas isolados a partir de fatias de hipocampo estimuladas 

por exposição a Bic (10 µM); ao antagonista dos recetores VPAC1 para o VIP PG 97-269 (100 nM) e Bic + PG 97-269, tendo 

como controlo a ausência de qualquer destes estímulos (CTR), conforme o descrito no capítulo 3. As proteínas pós-sinápticas 

gefirina e PSD-95 foram detetadas com anticorpos específicos. Os valores representados nos gráficos [A-D] representam a 

média ± SEM de 2-5 experiências (n=2-5). Os níveis de gefirina [A] e PSD-95 [C] obtidos na ausência de estimulação química 

ou farmacológica (CTR) foram comparados com os obtidos na presença de Bic ou PG 97-269 usando uma one-way ANOVA 

simples seguida do teste de comparações múltiplas de Dunnett; valor-p <0,05. Os níveis de gefirina [B] e PSD-95 [D] obtidos 

após tratamento com Bic (10 µM) na ausência e na presença de PG 97-269 (100 nM) foram comparados usando um teste t de 

Student emparelhado unicaudal e não se observaram diferenças estatisticamente significativas (P <0,05). 

 

 

Figura 4.8 A atividade crítica não induz alterações na expressão sinaptossomal dos canais KV4.2 observações que não 

dependem da ação do VIP endógeno nos recetores VPAC1. As experiências foram realizadas em sinaptossomas de 

hipocampo isolados a partir de fatias de hipocampo expostas a Bic (10 µM); ao antagonista dos recetores VPAC1 para o VIP 

PG 97-269 (100 nM) e Bic + PG 97-269, tendo como controlo a ausência de qualquer destes estímulos (CTR), conforme o 

descrito no capítulo 3. Os canais KV4.2 foram detetadas com anticorpos específicos. Os valores representados nos gráficos [A-

B] representam a média ± SEM de 3-4 experiências (n=3-4). Os níveis dos canais KV4.2 [A] obtidos na ausência de estimulação 

química ou farmacológica (CTR) foram comparados com os obtidos na presença de Bic ou PG 97-269 usando uma one-way 

ANOVA simples seguida do teste de comparações múltiplas de Dunnett; valor-p <0,05. Os níveis dos canais KV4.2 [B] obtidos 

após tratamento com Bic (10 µM) na ausência e na presença de PG 97-269 (100 nM) foram comparados usando um teste t de 

Student emparelhado unicaudal, e não se observaram diferenças estatisticamente significativas (P <0,05). 
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4.2.1.4. Proteínas-marcador pré-sinápticas: Sinaptofisina 

Os níveis de expressão da proteína vesicular pré-sináptica sinaptofisina, em sinaptossomas obtidos 

de fatias de hipocampo de rato expostas a Bic, PG 97-269 e Bic + PG 97-269. Os níveis de expressão 

de sinaptofisina não se alteraram significativamente quanto nas fatias foi induzida a atividade crítica por 

exposição a Bic nem quando se bloquearam os recetores VPAC1 do VIP com o seu antagonista seletivo 

PG 97-269 (Figura 4.9.A). Em relação à exposição conjunta com Bic + PG 97-269, que 

simultaneamente induziu a atividade crítica na ausência de ativação dos recetores VPAC1 pelo VIP 

endógeno, também não se revelaram alterações significativas do nível de expressão de sinaptofisina, 

quando comparado com a exposição a Bic (Figura 4.9.B). 

 

Figura 4.9 A atividade crítica não induz alterações na expressão sinaptossomal da sinaptofisina, que não é influenciada 

pela ação do VIP endógeno nos recetores VPAC1. As experiências foram realizadas em sinaptossomas isolados a partir de 

fatias de hipocampo estimuladas por exposição a Bic (10 µM); ao antagonista dos recetores VPAC1 para o VIP PG 97-269 

(100 nM) e Bic + PG 97-269, tendo como controlo a ausência de qualquer destes estímulos (CTR), conforme o descrito no 

capítulo 3. A proteína pré-sináptica sinaptofisina foi detetada com anticorpos específicos. Os valores representados nos gráficos 

[A-B] representam a média ± SEM de 3-4 experiências (n=3-4). Os níveis de sinaptofisina [A] obtidos na ausência de 

estimulação química ou farmacológica (CTR) foram comparados com os obtidos na presença de Bic ou PG 97-269 usando 

uma one-way ANOVA simples seguida do teste de comparações múltiplas de Dunnett; valor-p <0,05. Os níveis de sinaptofisina 

[B] obtidos após tratamento com Bic (10 µM) na ausência e na presença de PG 97-269 (100 nM) foram comparados usando 

um teste t de Student emparelhado unicaudal e não se observaram diferenças estatisticamente significativas (P <0,05). 

4.2.2. Proteínas envolvidas na estrutura de jangadas lipídicas: Caveolina-1 e flotilina-1 

Para descobrir se os microdomínios de jangadas lipídicas sofrem alterações, na indução da atividade 

epileptiforme do tipo crítico, investigou-se os níveis de expressão das duas proteínas de estabilização 

das jangadas lipídicas, a caveolina-1 e a flotilina-1 em situação controlo (CTR, ausência de modificações 

no meio de perfusão), quando as fatias foram sujeitas a atividade epileptiforme do tipo crítico induzida 

por Bic (10 µM), quando se bloqueou durante a atividade crítica a ação do VIP endógeno nos recetores 

VPAC1 (Bic + PG 97-269) e tendo como controlo adicional a exposição ao antagonista dos recetores 

VPAC1 (PG 97-269). 

Os resultados da Figura 4.10 demonstram que tanto os níveis de expressão da proteína caveolina-1 

como os da flotilina-1, nos terminais nervosos obtidos a partir de fatias expostas a Bic, diminuíram 

significativamente. Os níveis de caveolina-1 diminuíram 96,2 ± 0,7% (n = 5-4, Figura 4.10.A) e os de 

flotilina-1 diminuíram 79,7 ± 10,4% (n = 4-3, Figura 4.10.C). 

Quanto à exposição a PG 97-269, os resultados mostraram que os níveis de expressão de caveolina-

1 (Figura 4.10.A) tal como os de flotilina-1 (Figura 4.10.C), não se alterarem significativamente, como 

anteriormente observado.  

Também é demonstrado na Figura 4.10 que num quadro de exposição a Bic + PG 97-269, que 

simultaneamente induziu a atividade intercrítica na ausência de ativação dos recetores VPAC1 pelo VIP 

endógeno, há uma diminuição significativa da expressão de caveolina-1, quando comparado com a 

exposição com Bic. Os níveis de caveolina-1 diminuíram 54,8 ± 7,9% (n = 5, Figura 4.10.B). Os níveis 

de flotilina-1 não se alteraram (Figura 4.10.D), dentro do quadro estabelecido. 
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Figura 4.10 A atividade crítica induz uma diminuição marcada na expressão sinaptossomal de caveolina-1 e de flotilina-

1 e a ação do VIP endógeno, nos recetores VPAC1, o VIP protege a perda acentuada de caveolina-1, mas não de flotilina-

1. As experiências foram realizadas em sinaptossomas isolados a partir de fatias de hipocampo expostas a Bic (10 µM); ao 

antagonista dos recetores VPAC1 para o VIP PG 97-269 (100 nM) e Bic + PG 97-269, tendo como controlo a ausência de 

qualquer destes estímulos (CTR), conforme descrito no capítulo 3. As proteínas de jangadas lipídicas caveolina-1 e flotilina-1 

foram detetadas com anticorpos específicos. Os valores representados nos gráficos [A-D] representam a média ± SEM de 3-5 

experiências (n=3-5). Os níveis de caveolina-1 [A] e flotilina-1 [C] obtidos na ausência de estimulação química ou 

farmacológica (CTR) foram comparados com os obtidos na presença de Bic ou PG 97-269 usando uma one-way ANOVA 

simples seguida do teste de comparações múltiplas de Dunnett; valor-p <0,05. Os níveis de caveolina-1 [B] e flotilina-1 [D] 

obtidos após tratamento com Bic (10 µM) na ausência e na presença de PG 97-269 (100 nM) foram comparados usando um 

teste t de Student emparelhado unicaudal, observando-se uma diminuição da caveolina-1 (P <0,05), sem se observar diferenças 

estatisticamente significativas da flotilina-1 (P <0,05). 

4.3. Envelhecimento 

Nesta secção, todos os resultados foram obtidos de experiências levadas a cabo em apenas dois 

grupos de animais diferentes para cada parâmetro analisado sendo n o número de ensaios realizados, por 

regra dois por amostra. 

4.3.1. Proteínas envolvidas na plasticidade sináptica 

Em sinaptossomas, obtidos de hipocampo de ratos com 4,9,12,21M, de ambos os sexos, foram 

determinados os níveis de expressão sinápticos das GluA1,2 dos recetores AMPA. Foi comparada a 

expressão destas subunidades, entre machos e fêmeas da mesma idade; entre machos e fêmeas, 

independentemente da idade; e também nos machos ao longo da idade e nas fêmeas ao longo da idade, 

analisando as variações com o envelhecimento e tendo como referência os indivíduos de 4M. Na análise 

destes resultados, avaliou-se também a razão entre os níveis de expressão de GluA1/GluA2, tentando 

assim desvendar as alterações estequiométricas na composição dos AMPA, que condicionam a sua 

permeabilidade ao Ca2+. 

4.3.1.1. Subunidades dos recetores AMPA: GluA1 e GluA2 

Em sinaptossomas de hipocampo de ratos com 4,9,12,21M, de ambos os sexos, foram determinados 

os níveis de expressão sinápticos das GluA1,2. 
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Ao comparar as fêmeas com os machos, verificou-se que os níveis de expressão de GluA1 são 

significativamente inferiores nas fêmeas de 4M em comparação com os machos de 4M; os níveis de 

GluA1 são 46,2 ± 13,0% inferiores (n = 4, Figura 4.11.A). Os níveis de GluA2 (n = 4, Figura 4.11.B), 

tal como os da razão GluA1/GluA2 (n = 4, Figura 4.11.E), não se revelaram significativamente 

diferentes entre machos e fêmeas da mesma idade. 

Os níveis de expressão de GluA1 (n = 4, Figura 4.11.C) foram significativamente diferentes (valor-

p <0,05) entre machos e fêmeas, independentemente da idade; contrariamente aos níveis de expressão 

da GluA2 (n = 4, Figura 4.11.D) e da razão GluA1/GluA2 (n = 4, Figura 4.11.F), para os quais não se 

observaram diferenças significativas. 

 

Figura 4.11 Comparação da expressão sinaptossomal de GluA1, GluA2 e da razão GluA1/GluA2 ao longo da idade em 

ratos macho e fêmea. As experiências foram realizadas em sinaptossomas de hipocampo de ratos saudáveis de 4, 9, 12 e 21 

meses, conforme o descrito no capítulo 3. As subunidades GluA1 e GluA2 dos recetores AMPA foram detetadas com anticorpos 

específicos. Os valores representados nos gráficos [A-F] representam a média ± SEM de 4 experiências (n=4). Os níveis de 

GluA1 [A], GluA2 [B] e da razão GluA1/GluA2 [E] dos machos foram normalizados a 100% e foram comparados com os 

valores das fêmeas, usando um teste t de Student independente com correção de Welch; valor-p <0,05. Os níveis de GluA1 

[C], GluA2 [D] e da razão GluA1/GluA2 [F], obtidos em comparação com o valor dos machos e das fêmeas de 4 meses 

normalizados a 100%, foram comparados usando uma one-way ANOVA simples com aplicação do teste de comparações 

múltiplas de Tukey (P <0,05); a diferença entre machos e fêmeas foi calculada usando uma two-way ANOVA simples (P 

<0,05). 

Ao fazer o perfil dos níveis de expressão de GluA1 ao longo da idade, assinala-se, nos machos, uma 

diminuição a partir dos 9M até aos 21M, em referência aos 4M. Os níveis de GluA1 (n = 4, Figura 

4.11.C) nos machos diminuíram: 59,5 ± 2,3%, nos 9M; 55,2 ± 6,1%, nos 12M; e 61,5 ± 4,5%, nos 21M. 

Não se assinalam alterações significativas, tanto em machos como em fêmeas, nos níveis de expressão 
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de GluA2 (n = 4, Figura 4.11.D), assim como na razão GluA1/GluA2 (n = 4, Figura 4.11.F), tendo em 

conta o perfil, ao longo da idade. 

4.3.1.2. Proteínas-marcador pós-sinápticas: Gefirina e PSD-95 

Em sinaptossomas de hipocampo de ratos com 4,9,12,21M, de ambos os sexos, foram determinados 

os níveis de expressão sinápticos das proteínas de ancoragem pós-sináptica – gefirina e PSD-95. Foi 

comparada a expressão destas proteínas, entre machos e fêmeas da mesma idade; entre machos e fêmeas, 

independentemente da idade; e também nos machos ao longo da idade e nas fêmeas ao longo da idade, 

analisando as variações com o envelhecimento e tendo como referências os indivíduos de 4M. 

Nos terminais nervosos, obtidos das fatias, ao comparar as fêmeas com os machos, verificou-se que 

os níveis de expressão de gefirina aumentaram significativamente nas fêmeas de 9M em comparação 

com os machos de 4M; os níveis de gefirina são 38,3 ± 12,3% superiores (n = 5, Figura 4.12.A). Os 

níveis de PSD-95 não se revelaram significativamente diferentes entre machos e fêmeas da mesma idade 

(n = 2, Figura 4.12.B). 

Os níveis de expressão de gefirina (n = 5, Figura 4.12.C), assim como os de PDS-95 (n = 2, Figura 

4.12.D), não se revelaram significativamente diferentes (valor-p <0,05) entre machos e fêmeas, 

independentemente da idade. 

Ao fazer o perfil, ao longo da idade, com o envelhecimento dos machos e das fêmeas, não se 

assinalaram alterações significativas nos níveis de expressão de gefirina (n = 5, Figura 4.12.C), assim 

como nos níveis de expressão de PSD-95 (n = 2, Figura 4.12.D). 

 

Figura 4.12 Comparação da expressão sinaptossomal das proteínas de ancoragem pós-sináptica gefirina e PSD-95 ao 

longo da idade em ratos macho e fêmea. As experiências foram realizadas em sinaptossomas de hipocampo de ratos saudáveis 

de 4, 8, 12 e 21 meses, conforme o descrito no capítulo 3. As proteínas pró-sinápticas gefirina e PSD-95 foram detetadas com 

anticorpos específicos. Os valores representados nos gráficos [A-D] representam a média ± SEM de 2-5 experiências (n=2-5). 

Os níveis de gefirina [A] e PSD-95 [B] dos machos foram normalizados a 100% para todas as idades e foram comparados os 

valores das fêmeas da mesma idade, usando um teste t de Student independente com correção de Welch; valor-p <0,05. Os 

níveis de gefirina [C] e PSD-95 [D], obtidos em comparação com o valor dos machos e das fêmeas de 4 meses normalizados a 

100%, foram comparados usando uma one-way ANOVA simples com aplicação do teste de comparações múltiplas de Tukey 

(P <0,05); e a diferença entre machos e fêmeas foi calculada usando uma two-way ANOVA simples (P <0,05). 
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4.3.1.3. Canais KV4.2 

Os níveis de expressão sináptica dos canais KV4.2, em sinaptossomas de hipocampo de ratos com 

4,9,12,21M, de ambos os sexos, não evidenciaram alterações ao comparar as fêmeas com os machos da 

mesma idade (n = 2-3, Figura 4.13.A).  

No entanto, a expressão de KV4.2 (n = 2-3, Figura 4.13.B) foi significativamente diferente entre 

machos e fêmeas (valor-p <0,05), independentemente da idade. 

Ainda assim, ao longo da idade, não se assinalaram alterações significativas no perfil dos níveis de 

expressão de KV4.2, para cada sexo (n = 2-3, Figura 4.13.B). 

 

Figura 4.13 Comparação da expressão sinaptossomal dos canais KV4.2 ao longo da idade em ratos macho e fêmea. As 

experiências foram realizadas em sinaptossomas de hipocampo de ratos saudáveis de 4, 9, 12 e 21 meses, conforme o descrito 

no capítulo 3. Os canais KV4.2 foram detetadas com anticorpos específicos. Os valores representados nos gráficos [A-B] 

representam a média ± SEM de 2-3 experiências (n=2-3). Os níveis de KV4.2 [A], com os valores dos machos normalizados a 

100%, foram comparados os valores das fêmeas da mesma idade, usando um teste t de Student independente com correção de 

Welch; valor-p <0,05. Os níveis de KV4.2 [B], obtidos em comparação com o valor dos machos e fêmeas de 4 meses 

normalizados a 100%, foram comparados usando uma one-way ANOVA simples com aplicação do teste de comparações 

múltiplas de Tukey (P <0,05); e a diferença entre machos e fêmeas foi calculada usando uma two-way ANOVA simples (P 

<0,05). 

4.3.1.4. Proteínas-marcador pré-sinápticas: Sinaptofisina e SNAP-25 

Nos terminais nervosos, obtidos do hipocampo de ratos com 4,9,12,21M, de ambos os sexos, ao 

comparar as fêmeas com os machos, verificou-se que os níveis de expressão de sinaptofisina eram 

significativamente maiores nas fêmeas de 4M (108,7 ± 38,4%, n = 4, Figura 4.14.A). Os níveis de 

SNAP-25 não se revelaram significativamente diferentes entre machos e fêmeas da mesma idade (n = 

3-4, Figura 4.14.B). 

Os níveis de expressão de sinaptofisina (n = 4, Figura 4.14.C) foram significativamente diferentes 

(valor-p <0,05) entre machos e fêmeas, independentemente da idade; contrariamente aos níveis de 

expressão de SNAP-25 (n = 3-4, Figura 4.14.D), não se revelando diferenças significativas. 

Ao fazer o perfil dos níveis de expressão da sinaptofisina, ao longo da idade, assinala-se, nos 

machos, um aumento a partir dos 21M, em comparação aos 4M. Os níveis de sinaptofisina aumentaram 

115,1 ± 29,8% nos machos de 21M (n = 4, Figura 4.14.C). Não se assinalam alterações significativas 

nos níveis de expressão de SNAP-25, tendo em conta o perfil, ao longo da idade, quer nos machos quer 

nas fêmeas (n = 3-4, Figura 4.14.D). 
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Figura 4.14 Comparação da expressão sinaptossomal das proteínas pré-sinápticas sinaptofisina e SNAP-25, ao longo da 

idade, em ratos macho e fêmea. As experiências foram realizadas em sinaptossomas de hipocampo de ratos saudáveis de 4, 

9, 12 e 21 meses, conforme o descrito no capítulo 3. As proteínas pré-sinápticas sinaptofisina e SNAP-25 foram detetadas com 

anticorpos específicos. Os valores representados nos gráficos [A-D] representam a média ± SEM de 4 experiências (n=4). Os 

níveis de sinaptofisina [A] e SNAP-25 [B] dos machos foram normalizados a 100% e foram comparados com os valores das 

fêmeas, usando um teste t de Student independente com correção de Welch; valor-p <0,05. Os níveis de sinaptofisina [C] e 

SNAP-25 [D], obtidos em comparação com o valor dos machos e das fêmeas de 4 meses normalizados a 100%, foram 

comparados usando uma one-way ANOVA simples com aplicação do teste de comparações múltiplas de Tukey (P <0,05); a 

diferença entre machos e fêmeas foi avaliada usando uma two-way ANOVA simples (P <0,05). 

4.3.2. Proteínas envolvidas na estrutura de jangadas lipídicas: Caveolina-1 

Nos terminais nervosos, obtidos de hipocampo de ratos com 4,9,12,21M, de ambos os sexos, foram 

determinados os níveis de expressão sinápticos da proteína de jangadas lipídicas – caveolina-1. Ao 

comparar as fêmeas com os machos, verificou-se que os níveis de expressão de caveolina-1 aumentaram 

significativamente nas fêmeas de 12M em comparação com os machos de 12M (59,5 ± 21,8%, n = 6, 

Figura 4.15.A). 

Os níveis de expressão de caveolina-1 (n = 6, Figura 4.15.B) não foram significativamente 

diferentes (valor-p <0,05) entre machos e fêmeas, independentemente da idade. Não se assinalam 

alterações significativas nos níveis de expressão de caveolina-1, tendo em conta o perfil, ao longo da 

idade, quer nos machos quer nas fêmeas (n = 6, Figura 4.15.B). 

4.3.3. Proteínas-marcador de terminais catecolaminérgicos: Hidroxilase de tirosina 

Nos terminais nervosos de hipocampo de ratos com 4,9,12,21M, de ambos os sexos, foram 

determinados os níveis de expressão sinápticos da proteína enzimática TH, uma proteína marcadora das 

projeções catecolaminérgicas no hipocampo. Ao comparar as fêmeas com os machos da mesma idade, 

não se verificaram alterações nos níveis de expressão de TH (n = 3-5, Figura 4.16.A). 

Os níveis de expressão de TH (n = 3-5, Figura 4.16.B) não foram significativamente diferentes 

(valor-p <0,05) entre machos e fêmeas, independentemente da idade. E, ao perfil dos níveis de expressão 

de TH, ao longo da idade, nos machos e fêmeas, não se assinalaram alterações significativamente 

diferentes (n = 3-5, Figura 4.16.B). 
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Figura 4.15 Comparação da expressão sinaptossomal da proteína de caveolae caveolina-1, ao longo da idade, em ratos 

macho e fêmea. As experiências foram realizadas em sinaptossomas de hipocampo de ratos saudáveis de 4, 9, 12 e 21 meses, 

conforme o descrito no capítulo 3. A proteína de jangadas lipídicas caveolina-1 foi detetada com anticorpos específicos. Os 

valores representados nos gráficos [A-B] representam a média ± SEM de 6 experiências (n=6). Os níveis de caveolina-1 [A], 

com os valores dos machos normalizados a 100%, foram comparados os valores das fêmeas com os dos machos da mesma 

idade, usando um teste t de Student independente com correção de Welch; valor-p <0,05. Os níveis de caveolina-1 [B], obtidos 

em comparação com o valor dos machos e fêmeas de 4 meses normalizados a 100%, foram comparados usando uma one-way 

ANOVA simples com aplicação do teste de comparações múltiplas de Tukey (P <0,05); a diferença entre machos e fêmeas foi 

avaliada usando uma two-way ANOVA simples (P <0,05). 

 

 

Figura 4.16 Comparação da expressão sinaptossomal do enzima marcador de terminais monoaminérgicos hidroxilase 

de tirosina (TH), ao longo da idade, em ratos macho e fêmea. As experiências foram realizadas em sinaptossomas de 

hipocampo de ratos saudáveis de 4, 9, 12 e 21 meses, conforme o descrito no capítulo 3. A TH foi detetada com anticorpos 

específicos. Os valores representados nos gráficos [A-B] representam a média ± SEM de 3-5 experiências (n=3-5). Os níveis 

de TH [A], com os valores dos machos normalizados a 100%, foram comparados os valores das fêmeas com os dos machos da 

mesma idade, usando um teste t de Student independente com correção de Welch; valor-p <0,05. Os níveis de TH [B], obtidos 

com referência ao valor dos machos e fêmeas de 4 meses normalizados a 100%, foram comparados usando uma one-way 

ANOVA simples com aplicação do teste de comparações múltiplas de Tukey (P <0,05); a diferença entre machos e fêmeas foi 

calculada usando uma two-way ANOVA simples (P <0,05). 
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5. Discussão 
No contexto do projeto desta dissertação de mestrado, foram estudadas as alterações sinápticas, com 

especial foco para as alterações mais relevantes na plasticidade sináptica, relacionadas à epileptogénese 

e ao envelhecimento, no hipocampo. Em respeito à epileptogénese, estudaram-se as alterações sinápticas 

que surgiram na primeira hora após a atividade epileptiforme crítica e intercrítica e o papel do VIP 

endógeno nestas alterações; discutindo a sua possível contribuição para a neuroprotecção. Em relação 

ao envelhecimento, estudou-se o dimorfismo sexual relacionado às alterações sinápticas durante o 

envelhecimento e a sua relevância para a plasticidade e memória, em diferentes estádios de vida. 

5.1. Alterações moleculares após a indução da atividade epileptiforme in vitro 

Neste trabalho, os níveis de expressão sinaptossomal de várias proteínas sinápticas encontravam-se 

alterados 30 min após indução de atividade epileptiforme intercrítica in vitro por Mg2+ 0 mM em fatias 

de hipocampo de rato. A Tabela 5.1 sumariza as principais alterações observadas. 

Tabela 5.1 Principais alterações sinápticas induzidas por atividade intercrítica e a sua dependência da ação do VIP 

endógeno nos recetores VPAC1. Os alvos para os quais os efeitos da atividade intercrítica foram diferentes quando bloqueada 

a ação do VIP endógeno nos recetores VPAC1 (Mg2+ 0 mM + PG 97-269) estão destacados a azul. Abreviaturas: Gef, gefirina; 

Sinap, sinaptofisina; Cav-1, caveolina-1; Flot-1, flotilina-1. 

 GluA1 GluA2 GluA1/GluA2 Gef PSD-95 KV4.2 Sinap Cav-1 Flot-1 

Mg2+ 0 mM ↓ ↑ ↓ ↑ ø ø ø ↓ ↓ 

Mg2+ 0 mM + PG 97-269 ↓ ↑ ↓ ↑ ø ↑ ø ↓ ↓ 

 

Os níveis de expressão sinaptossomal de várias proteínas sinápticas encontravam-se também 

alterados 30 min após indução de atividade epileptiforme crítica in vitro por bicuculina (10 µM; Bic) 

em fatias de hipocampo de rato, alguns destes de forma muito mais acentuada do que após atividade 

intercrítica. A Tabela 5.2 resume as principais alterações observadas. 

Tabela 5.2 Principais alterações sinápticas induzidas por atividade crítica e a sua dependência da ação do VIP endógeno 

nos recetores VPAC1. Os alvos para os quais os efeitos da atividade crítica foram diferentes quando bloqueada a ação do VIP 

endógeno nos recetores VPAC1 (Bic + PG 97-269) estão destacados a azul. Abreviaturas: Gef, gefirina; Sinap, sinaptofisina; 

Cav-1, caveolina-1; Flot-1, flotilina-1. 

 GluA1 GluA2 GluA1/GluA2 Gef PSD-95 KV4.2 Sinap Cav-1 Flot-1 

Bic  ↑   ø ø ↓   

Bic + PG 97-269  ↑   ø ø ↓ ↓  

 

5.1.1. Subunidades GluA1 e GluA2 dos recetores AMPA 

Ao avaliar a composição de recetores AMPA em sinaptossomas isolados de fatias hipocampo em 

que se induziu atividade epiletiforme intercrítica in vitro por exposição a Krebs Mg2+ 0 mM observou-

se que a expressão da GluA1 diminuiu e a expressão da GluA2 aumentou. Consequentemente observou-

se uma redução muito marcada da razão GluA1/GluA2. No contexto do período latente da 

epileptogénese, onde a atividade intercrítica se observa; estas observações podem ter grande significado 

fisiológico. Os recetores AMPA predominantes em células piramidais do hipocampo544 apresentam 

preferencialmente a combinações de GluA1/2 ou GluA2/3. No entanto, os recetores AMPA que não 

possuam a GluA2 (isto é, formados a partir de combinações homo- ou heteroméricas de GluA1,3,4) são 
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permeáveis a Ca2+, sendo a presença da GluA2 uma peça essencial para a impermeabilidade ao Ca2+, 

definindo assim, de modo crítico, as propriedades biofísicas dos recetores AMPA544,545, resultando numa 

menor condutância que, por sua vez, dificultará a sua incorporação sináptica e a alteração das 

propriedades de transmissão excitatória e subsequentemente a plasticidade546. Em última análise, terá 

ainda um efeito neuroprotetor, uma vez que diminui o risco de excitotoxicidade, que está associado à 

elevação do Ca2+ intraneuronal547. 

Relativamente à composição dos recetores AMPA presentes em sinaptossomas isolados de fatias 

hipocampo em que se induziu atividade epileptiforme crítica, in vitro, por exposição a Bic, foi ainda 

mais revelante na redução da expressão da GluA1, enquanto aumentou a expressão da GluA2; embora, 

devido ao número reduzido de experiências neste trabalho, este resultado careça de significância 

estatística. Consequentemente, observou-se uma redução muito evidente da razão GluA1/GluA2. 

Lopes et al. (2013) demonstraram que 50 dias após a indução SE com pilocarpina, os níveis de 

GluA1 não se encontram alterados548 no hipocampo de rato; concomitantemente, foi observado uma 

subexpressão da GluA2 passadas 8 semanas da indução de SE com ácido caínico (KA, do inglês, kainic 

acid)549. Estas observações não refletem os resultados do presente estudo, já que este se focou nas 

alterações que se observam imediatamente após crises epiléticas isoladas e antes de se estabelecerem as 

crises epiléticas recorrentes, características da epilepsia; sendo de esperar que os circuitos neuronais 

demonstrem, in vivo, respostas adaptativas após o surgimento das SRSs. 

A subexpressão de GluA2 no hipocampo de ratos P13550, mas não de ratos adultos550,551 (ou ratinhos 

adultos552), leva a um fenótipo agravado de crises epiléticas, quando induzidas por KA, reforçando o 

conceito de que a regulação negativa de GluA2 contribui para crises epiléticas em animais jovens, mas 

não em adultos550; e que a entrada de Ca2+, por recetores AMPA deficitários em GluA2, contribui para 

todo um estado de hiperexcitabilidade553. Por contraposição, atendendo aos resultados nesta dissertação, 

em que parece haver uma expressão aumentada da GluA2 após a atividade crítica, pode ser inferido que, 

apesar da atividade gerada, há todo um mecanismo coordenado que visa a autoproteção; isto porque, a 

elevação de GluA2 opõem-se ao estado hiperexcitável, fornecendo uma defesa homeostática adicional 

a fim de limitar a despolarização da membrana e a hiperestimulação dos recetores glutamatérgicos 

envolvidos na excitotoxicidade554. De facto, o recrutamento de recetores AMPA ausentes da GluA2, 

poderá ser um mecanismo exclusivo para formas rápidas de plasticidade homeostática555, sugerindo que 

a sua presença tenha uma ação de freio à plasticidade, que se sabe estar aumentada na epilepsia. As 

alterações na plasticidade sináptica no hipocampo têm sido apontadas como o verdadeiro mecanismo de 

epileptogénese no cérebro556. 

Por outro lado, no hipocampo de crias de ratos Sprague-Dawley (P1-3), Jakawich et al. (2010) 

descobriram também que a hiperativação crónica da rede (por tratamento com bicuculina) induzia uma 

perda coordenada das GluA1,2 das sinapses555. Dada a imaturidade destes animais e a consequente 

imaturidade dos circuitos GABAérgicos nas estruturas corticais, o contraste dos resultados neste 

trabalho com os de Jakawich et al. (2010) denota concordantemente uma diminuição das GluA1; porém, 

em contraparte, existe um considerável aumento das GluA2, que é de difícil interpretação. 

A diminuição na razão de GluA1/GluA2 encontrada neste trabalho, após a atividade intercrítica 

induzida por Mg2+ 0 mM, pode sugerir que o pool de recetores AMPA homotetraméricos contendo 

GluA2 está aumentado em ratos, desde cedo, na epileptogénese, sugerindo a presença de recetores 

AMPA impermeáveis a Ca2+, o que dificulta a despolarização, freando a excitabilidade dos neurónios, 

prevenindo a excitotoxicidade; deste modo, constitui um mecanismo endógeno de prevenção da doença 

e da sua progressão. Serão necessários mais estudos para compreender se, de facto, esta razão 
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GluA1/GluA2 se mantém aumentada durante o denominado período latente da epileptogénese. Tem sido 

debatido na literatura se a atividade epileptiforme intercrítica contribui para a epileptogénese ou se a sua 

ocorrência previne o despoletar das crises epiléticas, ao que, por diversos investigadores, se demonstrou 

que em fatias combinadas de hipocampo–EC, in vitro, a atividade intercrítica, embora ocorra de forma 

mais persistente, pode prevenir a ocorrência de atividade crítica557. Desta forma, a atividade 

epileptiforme intercrítica durante o período latente poderá não só ser um mecanismo de neuroprotecção 

contra a ocorrência de crises epiléticas secundárias, ao dano inicial, como também um mecanismo que 

leva à proteção contra o desenvolvimento de plasticidade sináptica anómala após esse dano. Ao reduzir 

o influxo de Ca2+ durante a ativação dos recetores AMPA, a redução da razão GluA1/GluA2 é 

consistente com a observação de que a plasticidade sináptica está reduzida na CA1, 30 min após a 

indução da atividade intercrítica. 

O facto de estas alterações serem ainda mais marcadas após a atividade crítica induzida por Bic 10 

µM, reforça a hipótese de que as alterações observadas contribuam para mecanismos endógenos de 

neuroproteção. O presente trabalho é pioneiro no estudar as alterações na razão GluA1/GluA2 em 

modelos de atividade epileptiforme in vitro em hipocampo de rato. 

Ao estudar a atividade epileptiforme crítica e intercrítica na presença do antagonista seletivo dos 

recetores VPAC1 para o VIP PG 97-269, não se constatou que houvesse qualquer influência da presença 

deste antagonista nas alterações da expressão das GluA2 dos recetores AMPA acima descritas. 

Respeitante à expressão das GluA1 dos recetores AMPA, observou-se uma acentuação na diminuição 

da sua expressão após a atividade crítica induzida por Bic 10 µM na presença do PG 97-269. Sendo esta 

alteração pouco marcada, sugere então que as alterações na expressão das GluA1,2, em sinaptossomas 

do hipocampo durante o período de epileptogénese ou após as crises, são fundamentalmente 

independentes da ação do VIP endógeno nos recetores VPAC1. 

5.1.2. Proteínas estruturais pós-sinápticas 

5.1.2.1. PSD-95 

Neste trabalho, os níveis de expressão sinaptossomal de PSD-95, em fatias de hipocampo de rato, 

não se mostraram alterados após a indução, in vitro, de atividade epileptiforme intercrítica (por Mg2+ 0 

mM) ou mesmo crítica (por Bic 10 µM). 

Em trabalhos preliminares no nosso laboratório, usando o modelo de lítio-pilocarpina (Li2+-Pilo), 

no período crónico da TLE, in vivo, verificou-se uma diminuição significativa dos níveis de expressão 

membranar de PSD-95558. Também foi observado uma diminuição, num estudo anterior, dos níveis de 

expressão de PSD-95, em hipocampo de ratos de 4 a 6 semanas, após a indução de SE com KA559. Isto 

vem em linha com a conhecida perda de neurónios e os seus respetivos contactos sinápticos na 

epilepsia560. 

Losi et al. (2004), por estudos em culturas de fatias de hipocampo, observou  que a sobre-expressão 

de PSD-95 em neurónios resultou num aumento da expressão e resposta sináptica de recetores AMPA 

nas sinapses, sem afetar a expressão ou resposta de recetores NMDA561. A PSD-95 parece deslocar os 

recetores AMPA extra-sinápticos para a sinapse, sem alteração nos níveis globais dos recetores AMPA 

membranares125. 

A PSD-95 é a proteína pós-sináptica estrutural mais representativa da PSD, que contribui para a 

ligação de recetores à membrana pós-sináptica562, promovendo a maturação e o fortalecimento de 

sinapses excitatórias563, regulando também o tráfego de recetores AMPA in vitro como in 

vivo124,126,564,565. Chen et al. (2009) descrevem que o aumento da expressão da GluA1, no neocórtex, 
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contribui para o recrutamento de PSD-95, promovendo, à vista disso, sinaptogénese566. Ehrlich et al. 

(2007) demonstraram que a LTP não poderá ser induzida no hipocampo se o gene codificante para a 

PSD-95 for deletado219. Esta fisiologia leva à regulação da força sináptica, como as que subjazem aos 

mecanismos de plasticidade sináptica. Levando isto em consideração, a manutenção encontrada nos 

níveis de expressão da PSD-95 em Mg2+ 0 mM ou em Bic 10 µM, resultará, teoricamente, numa 

estabilidade das sinapses excitatórias, havendo possibilidade de excitabilidade neuronal. 

A presença do antagonista dos recetores VPAC1 para o VIP PG 97-269 durante a atividade 

epileptiforme intercrítica induzida por Mg2+ 0 mM e crítica induzida por Bic 10 µM, não induziu efeito 

na expressão de PSD-95 em sinaptossomas de hipocampo de rato. Isto sugere que durante o período de 

epileptogénese ou epilepsia crónica a expressão de PSD-95 seja independente da ação do VIP endógeno 

nos recetores VPAC1. Este facto não é surpreendente, uma vez que o VIP é essencialmente libertado por 

sinapses GABAérgicas e acredita-se que a expressão dos recetores VPAC1 seja nessas sinapses 

predominante381. 

5.1.2.2. Gefirina 

Aqui, neste estudo, os níveis de expressão sinaptossomal de gefirina revelaram um aumento 

tendencial, após indução de atividade epileptiforme intercrítica e crítica in vitro induzida por Mg2+ 0 

mM e por Bic 10 µM, respetivamente, em fatias de hipocampo de rato. Contudo, o número diminuto de 

experiências não permite ainda inferir quanto a este resultado de forma alicerçada na significância 

estatística. Ainda assim, regista-se uma média nos níveis de expressão desta proteína substancialmente 

elevada em resposta à atividade epileptiforme crítica, relativamente à atividade epileptiforme 

intercrítica. 

Interessante e notavelmente, vários estudos têm associado a gefirina à epilepsia567,568. Consistente 

com isto, num estudo desenvolvido por Kim et al. (2020), observou-se que ratinhos com gefirinaKO 

exibiam crises epiléticas graves568. 

Por outro lado, a perda de tónus GABAérgico e a hiperexcitabilidade neuronal parecem resultar da 

perda de proteínas envolvidas na transmissão GABAérgica569. Investigações indiciaram que os recetores 

GABAA e a sua proteína estrutural de ancoragem gefirina, se encontram subexpressos durante o período 

latente da epileptogénese570. Foi também documentado que, durante a epileptogénese induzida por 

pilocarpina, ocorria a clivagem de gefirina, muito provavelmente pela ação do enzima calpaína571. Essa 

ação, por consequência, resulta na desmontagem da rede de gefirina e por conseguinte, a perda de locais 

de ancoragem para os recetores GABAA na sinapse571,572. As calpaínas representam uma família de 

proteases ativadas por Ca2+573, sendo um dos seus principais substratos a gefirina571. A administração de 

um inibidor da calpaína, imediatamente após a indução do SE por pilocarpina, evitou parcialmente a 

clivagem de gefirina, sugerindo, destarte, que a ativação marcada da calpaína pode comprometer 

expressão superficial dos recetores GABAA e em consequência, a neurotransmissão inibitória571. Os 

resultados apresentados nesta dissertação, não refletem a tendência observada por estes estudos, mas 

sim o oposto. Apesar disso, valendo uma vez mais relembrar, que o presente estudo realizado, apenas 

foca a analise dos eventos celulares que ocorreram durante a primeira hora após os estímulos 

potencialmente epiletogénicos; posto isto, seria importante seguir com o curso destas alterações 

moleculares nas primeiras horas após estes estímulos, de modo a se poder interpretar melhor estes 

resultados. A elevação nos níveis de gefirina imediatamente após estes estímulos e a sua capacidade de 

promover um aumento da transmissão GABAérgica pela estabilização dos recetores GABAA nas 

sinapses574,575 está em congruência com o observado na secção anterior, de que há uma resposta 

endógena no sentido de reduzir a excitabilidade e promover uma neuroproteção contra mecanismos 

excitotóxicos. Efetivamente, a estrutura tridimensional da gefirina no componente pós-sináptico 
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interage com dezenas de outros componentes sinápticos; regula a formação, transmissão e a plasticidade 

das sinapses GABAérgicas568; e o recrutamento e imobilização dos recetores GABAA
576 no componente 

pós-sináptico296. 

Em estudos preliminares in vivo em ratos-modelo da TLE com SRSs induzidas por Li2+-Pilo levados 

a cabo no nosso laboratório, observou-se uma elevação significativa dos níveis de expressão membranar 

de gefirina558. Estudos de imunohistoquímica, em hipocampo de rato, durante o período latente e crónico 

da TLE, de 24 h a 2M após a 1.ª série de convulsões induzidas com Li2+-Pilo, mostraram níveis de 

expressão diminuídos de gefirina297. Essa diminuição da expressão não se encontra em concordância 

com a tendência para o aumento observada neste estudo. Todavia, num outro estudo por Marty et al. 

(2004), observou-se que a aplicação crónica de bicuculina aumentou a densidade de subunidades do 

recetor GABAA e de aglomerados de gefirina574 (essenciais à associação das subunidades que constituem 

os recetores sinápticos de GABAA). Desta maneira, um aumento sináptico de recetores GABAA, em 

seguimento de um aumento da transmissão inibitória, possivelmente terá um papel no controlo da 

excitabilidade excessiva das células piramidais/principais durante a epileptogénese e/ou na TLE. 

A expressão de gefirina, quando se preveniu a ativação dos recetores VPAC1 para o VIP com o 

antagonista seletivo PG 97-269, o efeito da atividade epileptiforme, quer induzida por Mg2+ 0 mM, quer 

por Bic 10 µM, não se alterou; sugestionando que as suas potenciais alterações, no hipocampo, após se 

suceder atividade epileptiforme, são independentes da ação do VIP endógeno nos recetores VPAC1 e 

que estas não contribuem para o efeito do bloqueio destes recetores na expressão da LTP induzida por 

θ-burst, que se observa logo após a atividade epileptiforme404. 

5.1.3. Canais KV4.2 

Observou-se, com base nas experiências realizadas, uma diminuição ligeira da expressão dos canais 

KV4.2 em resposta à atividade epileptiforme induzida in vitro por Mg2+ 0 mM, como por Bic 10 µM. 

Estas alterações não foram significativamente diferentes, dado o reduzido número de experiências. 

A adição do antagonista dos recetores VPAC1 para o VIP PG 97-269 durante a atividade induzida 

por Mg2+ 0 mM contrariou claramente a diminuição da expressão de KV4.2; Não se verificando o mesmo 

quando à indução da atividade epileptiforme por Bic 10 µM, o que significa que o antagonismo de 

VPAC1 pode contribuir para uma proteção contra as alterações desencadeadas pela atividade intercrítica 

na expressão dos KV4.2 na membrana de sinaptossomas, no hipocampo, durante o período de 

epileptogénese. 

O gene que codifica o canal KV4.2 (KCND2) foi considerado um gene de risco para epilepsia. 

Responsáveis por mediar correntes de K+ somatodendríticas do tipo A, os canais KV4.2 desempenham 

um papel vital na regulação da excitabilidade neuronal e integração do sinal dendrítico no hipocampo. 

Além das mutações genéticas em KCND2, também foram observadas, em modelos de ratinho, alterações 

da expressão e função de proteínas do canal KV4.2 relativamente a perturbações neurológicas 

monogénicas associadas à epilepsia577. Além disso, após crises epiléticas agudas, foi detetada uma 

expressão reduzida de canais KV4.2 em ratos578,579 e ratinhos309, como em modelos animais de epilepsia 

adquirida, tais como lesão cerebral traumática580 ou TLE induzida por pilocarpina581–583. 

Os neurónios de hipocampo de ratinhos com KV4.2KO apresentam uma maturação sináptica 

retardada; têm mais sinapses silenciosas (isto é, sem recetores de AMPA) e a sua excitabilidade 

intrínseca é aumentada304,307. Estes deficits sinápticos, na ausência de canais KV4.2, também estão 

refletidos a nível comportamental: Os ratinhos com KV4.2KO têm deficits de aprendizagem e memória; 

dando azo à hipótese que os canais KV4.2 desempenhem um papel crítico na cognição303. De facto, 

estudos em ratinhos com KV4.2KO demonstraram que a perda completa de canais KV4.2 leva à 
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subexpressão de duas das suas subunidades auxiliares, KChIP2,3 no hipocampo584,585 e ao aumento de 

correntes GABAérgicas tónicas no hipocampo586. 

Tiwari et al. (2020)577 mostraram que a expressão reduzida de canais KV4.2 leva à redução da 

densidade de espinhas dendríticas e a uma morfologia de espinha dendrítica mais imatura. Usando 

análises de EEG, demonstraram que níveis reduzidos de canais KV4.2 aumentam a atividade cerebral 

basal e a induzida por KA, aumentando a suscetibilidade a crises epiléticas. Em contraste, a sobre-

expressão de canais KV4.2 em ratinhos wildtype, por meio de injeção intra-hipocampal na CA1 de 

lentivírus que leva à expressão de canais KV4.2, retardou o início de crises epiléticas. Estes resultados 

sugerem que os canais KV4.2 são um importante regulador da excitabilidade da rede neuronal e da 

morfologia das espinhas dendríticas. No futuro, a manipulação da expressão dos canais KV4.2 poderia 

ser usada para alterar a suscetibilidade de crises epiléticas na epilepsia. 

5.1.4. Proteínas pré-sinápticas: Sinaptofisina 

A sinaptofisina é uma proteína presente nas vesículas sinápticas de inúmeros neurónios, envolvida 

na ancoragem de vesículas à membrana pré-sináptica. Estando amplamente presente em todos os 

terminais nervosos, influencia a formação das vesículas sinápticas, a exocitose e a libertação de 

neurotransmissores dependente de Ca2+, como o ciclo das vesículas sinápticas587. Em razão disso, a 

sinaptofisina, é um importante marcador da sinaptogénese e da remodelação sináptica; a sua posição e 

quantificação poderão refletir com precisão a distribuição e a função das sinapses, refletindo assim 

também a sua plasticidade588. A respeito aos níveis de expressão sinaptossomal de sinaptofisina, neste 

trabalho, não se observaram alterações em resposta às atividades epileptiformes, in vitro, por Mg2+ 0 

mM ou por Bic 10 µM. Na análise de Hanaya et al. (2007), durante o período de epileptogénese e crónico 

da epilepsia, foi mostrado que a expressão desta proteína não se altera significativamente no hipocampo, 

mas somente no EC e na amígdala, onde poderá estar envolvida no desenvolvimento de atividade 

convulsiva589. Xiao et al. (2017) relatam a sobre-expressão da proteína em questão 2 h após a indução 

de crises epiléticas por administração de Li2+-Pilo em ratos Sprague-Dawley588. Noutro estudo, embora 

não havendo registo de um aumento da expressão de sinaptofisina, Hinz et al. (2001), num modelo de 

epilepsia em ratos sujeitos a kindling, após 2 h, assinalou um aumento marcado da formação do dímero 

sinaptofisina–sinaptobrevina – um elemento integrante do complexo neuronal SNARE590. Por isso, 

sugere-se que esta interação poderá contribuir para alterações na plasticidade sináptica, tornando a 

sinaptobrevina mais facilmente recrutável para a formação de novos complexos SNARE; ponto de vista 

este, também advertido por White & Stowell (2021)591, constando que este compósito se presuma ser 

vital para a forma e a função da maquinaria exocitótica neuronal. 

Elmér et al. (1996)592 mostraram, se bem que indiretamente, que a expressão de sinaptofisina 

aumentou significativamente na camada de brotação de fibras musgosas na região da CA3, somente 4 

semanas após o kindling. Foi também indicado que o número de vesículas terminais aumenta na 

membrana pré-sináptica; Portanto, há um atendimento às necessidades crescentes de vesículas sinápticas 

devido ao aumento da atividade sináptica. A expressão de sinaptofisina aumentou novamente na fase 

crónica da doença em que se observam crises espontâneas recorrentes e a sua distribuição foi uniforme 

com o brotamento de fibras musgosas, indicando que também existe na hiperplasia axonal e na 

plasticidade sináptica, na fase crónica. Desse modo, especula-se que a sinaptofisina está, conjuntamente 

com o surgimento das fibras musgosas, intimamente relacionada à geração de crises epiléticas588. 

Apesar de haver estudos que apontam para um aumento dos níveis de expressão da proteína pré-

sináptica sinaptofisina no período da lesão aguda, como também no crónico, em modelos animais de 

epilepsia; os resultados presentes deste trabalho, não desvendaram nenhuma alteração da sua expressão 

em reação à atividade epileptiforme induzida, in vitro, nas duas condições testadas. Apesar disso, o 
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número de experiências realizadas para a obtenção resultados apresentados é relativamente baixo (n = 

3-4), pelo que seria necessário a elaboração de um maior número de experiências, com o fim de se poder 

dar uma resposta mais robusta a esta questão. Independentemente disso, há também a possibilidade de 

que as alterações estruturais, que levam à elevação da expressão da sinaptofisina, não estejam ainda em 

curso na primeira hora após a indução de atividade epileptiforme. 

Mais ainda, aquando da adição do antagonista dos recetores de VPAC1 para o VIP PG 97-269 ao 

meio das fatias de hipocampo, induzidas in vitro por atividade epileptiforme, quer por Mg2+ 0 mM , quer 

por Bic 10 µM; não se demonstrou que a presença do PG 97-269 possua qualquer influência na alteração 

da expressão desta proteína; significando com isto, que as potenciais alterações de sinaptofisina em 

sinaptossomas, no hipocampo, durante o período de epileptogénese ou epilepsia crónica, sejam 

independentes da ação do VIP endógeno nos recetores VPAC1. 

5.1.5. Proteínas envolvidas na estrutura de jangadas lipídicas 

Até onde se sabe, esta é a primeira vez em que os níveis de expressão das proteínas associadas a 

jangadas lipídicas, caveolina-1 e flotilina-1, foram estudados no contexto da indução da atividade 

epileptiforme, in vitro. 

5.1.5.1. Caveolina-1 

Nesta dissertação, é mostrado que os níveis de expressão de caveolina-1 se encontram severamente 

diminuídos em sinaptossomas obtidos de fatias de hipocampo, quer quando foi induzida a atividade 

epileptiforme intercrítica por exposição a Mg2+ 0 mM, quer quando à indução crítica por Bic 10 µM, em 

que, neste último, houve uma diminuição ainda mais pronunciada. Na membrana neuronal, a caveolina 

está envolvida no tráfego de complexos de sinalização298; diferenciação neuronal; regulação da ligação 

de neurotransmissores298 e na neuroproteção593,594. A própria é capaz de inibir a ligação de glutamato 

aos recetores AMPA, pela inibição da fosfolipase A2. Fosfolipase esta, que, quando ativada, consegue 

alterar o ambiente lipídico dos recetores AMPA, de forma a aumentar a sua afinidade com vários 

ligandos595. É possível que o elevado influxo de Ca2+, característico do disparo repetido e despolarização 

durante a atividade epileptiforme, ative essa enzima, levando a uma maior afinidade dos recetores 

AMPA pelo glutamato, o que, por sua vez, pode contribuir para a hiperexcitabilidade. Desse modo, os 

resultados apresentados neste trabalho, que demostram a diminuição dos níveis expressão de caveolina-

1, nas condições em que foram submetidas as amostras, assim como resultados preliminares obtidos no 

nosso laboratório que indicam semelhantes alterações em membranas de hipocampo de ratos com SRSs 

(fase crónica)558, no modelo de Li2+-Pilo, pode dar um suporte à concetualização de que a desinibição 

da atividade da fosfolipase A2, que promove a hiperexcitabilidade pela hiperativação dos recetores 

AMPA, levando consequentemente a eventos excitotóxicos, acabe por resultar em lesões neuronais. 

Além disso, um estudo recente realizado por Egawa et al. (2017) descreveu que a sobre-expressão 

de caveolina-1 tem uma ação neuroprotetora contra lesões cerebrais e que desempenha também um 

papel importante na manutenção das funções neurológicas comportamentais e motoras596. 

Contrariamente, tem sido documentado por vários estudos que o deficit de caveolina-1 pode endossar a 

ativação de vários agentes inflamatórios, apoptóticos e biomarcadores de stresse oxidativo [como o 

óxido nítrico (NO) ou a mieloperoxidase (MPO)], passíveis de causar lesões neurológicas extensas após 

um AVC isquémico597,598. Já na revisão de Förstermann et al. (2012) pode-se depreender que níveis 

elevados de caveolina-1 restrinjam a sinalização de NO, por ligação ao óxido nítrico sintetase endotelial 

(eNOS), inibindo-o599. Gao et al. (2016) descreve que um dos papéis de proteção da caveolina-1 é a 

redução significativa a expressão dos biomarcadores apoptóticos, incluso a caspase-3 – uma proteína 

com uma função central na apoptose600. Neste ponto, poder-se-á concluir, à luz deste conhecimento e 

face ao conjunto de dados recolhidos neste trabalho, que a atividade epileptiforme – que visa à inibição 
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da expressão de caveolina-1 – pode levar ao desencadeamento de todo um processo de inflamação, 

muitíssimo lesivo, podendo, porventura, acabar em morte celular. 

Na presença do antagonista dos recetores VPAC1 para o VIP PG 97-269, o efeito da atividade 

intercrítica induzida por Mg2+ 0 mM, na expressão de caveolina-1 foi atenuado. Ora, isto sugere que o 

VIP endógeno favoreça uma diminuição da expressão de caveolina-1, nestas condições experimentais, 

facto que poderá contribuir para um reforço das alterações nesta proteína de jangadas lipídicas, durante 

o período de epileptogénese. Quando a atividade epileptiforme crítica foi induzida por Bic 10 µM, houve 

uma diminuição dos níveis de expressão de caveolina-1, nos terminais nervosos, que foi acentuada pela 

administração do PG 97-269, agravando, deste jeito, o efeito descrito anteriormente. Isto pode indicar 

que o VIP endógeno contraria a tendência para a diminuição de caveolina-1, tornando as alterações desta 

proteína de jangadas lipídicas mais ligeiras, em resposta à atividade crítica, como a que ocorre no 

período crónico da epilepsia. 

Em ambas as situações experimentais, os recetores VPAC1 parecem ter um papel de relevância na 

perda de caveolina-1; embora esta modulação ocorra de forma antagónica: As alterações induzidas pela 

atividade epileptiforme, característica do período latente da epileptogénese, a serem agravadas pela ação 

do VIP nos recetores VPAC1; enquanto as induzidas pela atividade do tipo epileptiforme, característico 

da fase crónica da TLE, parecem ser compensadas por esta ação. 

5.1.5.2. Flotilina-1 

Neste trabalho, é mostrado que os níveis de expressão de flotilina-1 se encontram muito diminuídos 

quando à indução, in vitro, das atividades epileptiformes crítica e intercrítica. 

A flotilina-1 desempenha um papel de relevância no hipocampo, principalmente, na diferenciação 

e crescimento neuronal601,602, assim como na formação de sinapses glutamatérgicas602, como também na 

internalização de transportadores de neurotransmissores603. Por ensaios de eletrofisiologia e 

imunocitoquímica, Swanwick et al. (2010)602 demonstraram que a proteína flotilina-1 promove a 

formação de sinapses glutamatérgicas, mas não GABAérgicas, no hipocampo. A flotilina-1 parece 

favorecer a formação de sinapses glutamatérgicas, acelerando assim a formação e maturação de espinhas 

dendríticas. Outra proteína pós-sináptica característica de jangadas lipídicas é a PSD-95, em que tanto 

a PSD-95 como a flotilina-1 aumentam, mesmo que de forma independente, a transmissão 

glutamatérgica. Quando se interfere na composição lipídica das membranas pós-sinápticas, ao inibir a 

síntese de colesterol e esfingolípidos (o que promove a exaustão das jangadas lipídicas), decorre uma 

redução da expressão de PSD-95 ao longo das dendrites604. Os resultados deste trabalho indicam que os 

dois tipos de atividade epileptiforme induzidos, resultam numa forte quebra dos níveis de flotilina-1, o 

que pode viabilizar uma diminuição da transmissão glutamatérgica, dado a função da desta proteína em 

promover a formação e maturação de sinapses glutamatérgicas. 

Ao prevenir a ação do VIP endógeno nos recetores VPAC1 com o antagonista seletivo PG 97-269, 

a diminuição da expressão de flotilina-1 foi menos marcada, em resposta à atividade epileptiforme 

induzida por Mg2+ 0 mM (intercrítica). Isto pode significar que o VIP endógeno contribua para a 

diminuição dos níveis desta proteína nestas condições experimentais. Já relativamente à indução da 

atividade crítica (por Bic 10 µM), quando bloqueados os recetores VPAC1, não se registou alterações 

substanciais, no efeito deste estímulo, na expressão de flotilina-1 nos terminais nervosos; que foi, nada 

obstante, igualmente diminuída. Com este resultado, pode se especular que os recetores VPAC1 não 

tenham um papel crucial no efeito da atividade crítica na flotilina-1 ou que esta atividade já tenha feito 

sofrer um efeito máximo na inibição da sua expressão. 



 

75 

5.2. Envelhecimento e dimorfismo sexual 

Neste trabalho, de acordo com o anteriormente escrito, foi estudado a relevância do envelhecimento 

cerebral, nas alterações sinápticas, conjuntamente com as possíveis diferenças de sexo em animais em 

quatro diferentes estádios de vida: Adultos-jovens, 4M; adultos, 9M; de meia-idade, 12M e 

envelhecidos, 21M. Nas várias etapas do envelhecimento, o hipocampo de ratos macho e fêmea exibiu 

alterações nos níveis de expressão sinaptossomal de diversas proteínas sinápticas, nas quais, muitas se 

distinguem em ambos os sexos. A Tabela 5.3 resume as principais alterações observadas no 

envelhecimento para os diferentes alvos estudados. 

Tabela 5.3 Principais alterações nos níveis de expressão sinaptossomal de proteínas sinápticas observadas durante o 

envelhecimento e nos diferentes sexos. Abreviaturas: Gef, gefirina; Sinap, sinaptofisina; Cav-1, caveolina-1; TH, hidroxilase 

de tirosina. 

 GluA1 GluA2 GluA1/GluA2 Gef PSD-95 KV4.2 Sinap SNAP-25 Cav-1 TH 

R
a

to
s     ↑ ↑↓ ↓ ↑ ↑ ø ø ↑ ↑↓  

    ↓ ↓ ↓ ø ø ↓ ↑ ø ↑  

 

5.2.1. Subunidades GluA1 e GluA2 dos recetores AMPA 

Um dos objetivos do presente estudo foi o de investigar as alterações com a idade na estequiometria 

das GluA1 e GluA2 – as mais comuns encontradas na CA1 dos neurónios do hipocampo605 e que podem 

contribuir conspicuamente para as propriedades do recetor, como a cinética do canal; seletividade de 

iões; tráfego intracelular606 e/ou a sensibilidade à voltagem607. A expressão da GluA1 mostrou alterações 

mais marcadas ao longo do envelhecimento fisiológico e de forma distinta dependente do sexo. 

Aqui, observou-se um dimorfismo sexual nos níveis de expressão da GluA1 (Figura 4.11), em que 

os níveis nas fêmeas foram, de forma geral, superiores aos dos machos; excetuando aos 4M, em que os 

níveis de GluA1 em fêmeas foram indubitavelmente inferiores. Considerando apenas a variação nos 

níveis de GluA1 nos machos ao longo da idade, nota-se a ocorrência de uma diminuição pronunciada 

dos 4M (fase adulto-jovem) para os 9M, com um nível médio de cerca 60% inferior. Os níveis 

mantiveram-se estáveis neste intervalo de valores até aos 12M e 21M. Nas fêmeas observou-se um 

aumento marcado da expressão de GluA1 dos 4M para os 9M, mantendo-se aos 12M. Aos 21M 

verificou-se uma diminuição para níveis similares aos observados aos 4M. 

Relativamente aos níveis de expressão de GluA2, observaram-se alterações muito menos 

pronunciadas aos 9M e 12M, nos dois sexos; mas, novamente de forma distinta entre machos (uma 

ligeira diminuição) e fêmeas (um leve aumento). Aos 21M, os níveis foram semelhantes aos observados 

aos 4M para ambos os sexos. 

Desta forma, este trabalho parece mostrar evidências de dimorfismo sexual na expressão das 

GluA1,2; ao longo da idade; no entanto, a razão GluA1/GluA2 aparenta não ser muito influenciada. 

A plasticidade sináptica no hipocampo tem sido considerada como um potencial substrato celular 

da aprendizagem espacial185,608. É mediada pela ativação de recetores NMDA e pensa-se que requeira 

uma incorporação controlada da GluA1233,609,610. A expressão de GluA1 é mais elevada em regiões que 

demonstram uma alta densidade de recetores AMPA permeáveis a Ca2+611,612, tendo sido demonstrado 

que o GluA1KO incapacitou ratinhos adultos de gerar LTP e os mesmos apresentaram deficits 

cognitivos613, indicando que a GluA1 desempenha um papel crítico na plasticidade sináptica e 

cognição614. Ainda é pouco compreendido o modo de transporte dos recetores AMPA contendo GluA1 
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do corpo celular para as espinhas615. As principais formas de recetores AMPA no hipocampo incluem: 

Homómeros GluA1, como, heterómeros GluA1/2 e GluA2/3247,459. Além dos efeitos mediados pelos 

recetores NMDA, foi demonstrado que a eficácia da transmissão glutamatérgica depende da composição 

das subunidades dos recetores AMPA616, com uma papel particular da GluA1, envolvida na plasticidade 

estrutural e funcional617. O tráfego de recetores AMPA é uma processo crítico na regulação da 

transmissão sináptica e é influenciado pela fosforilação da GluA1 [resíduo 845 de serina (Ser845)] por 

cinases de proteínas como a PKA453,454. É também geralmente aceite que o tráfego dos AMPA contendo 

as GluA1/2 seja regulado pela atividade sináptica e neuronal, enquanto os compostos pelas GluA2/3 são 

continuamente mobilizados, por mecanismos de exocitose, com o objetivo de manter a atividade 

basal264,457. Foi também proposto que a fosforilação da GluA1, no Ser845, tenha uma missão de 

estabilização de homómeros de GluA1 e de retenção de AMPAs permeáveis a Ca2+, em locais 

perissinápticos618. Por contraste, a desfosforilação da pS845 está correlacionada com a LTD619 e a 

subexpressão, na superfície celular, da GluA1620; como a debilitação da memória espacial621. 

Pouco se sabe sobre a ocorrência de diferenças específicas de sexo na expressão das subunidades 

relativas a esta secção. Ainda assim, numa avaliação quantitativa da densidade de recetores 

glutamatérgicos AMPA, cainato e NMDA por auto-radiografia, no hipocampo de ratos Wistar adultos, 

revelou diferenças consideráveis, a modos que são expressos mais recetores AMPA, cainato e NMDA 

em machos do que em fêmeas26. No estudo de Xiang et al. (2011), em ratos Sprague-Dawley adultos-

jovens (70-90 dias), foi demonstrado que as fêmeas tinham níveis mais baixos de GluA1, no hipocampo, 

em comparação com os machos; e também demonstraram uma forte correlação positiva entre os níveis 

de GluA1 hipocampais e comportamentos de ansiedade622. 

Pertinentemente, o hipocampo dos ratos fêmea está sujeito a alterações dos níveis plasmáticos de 

esteroides sexuais, devido aos ciclos hormonais naturais, que, por sua parte, levam a flutuações 

significativas na densidade dos recetores AMPA, contrariamente à dos NMDA26. De facto, a ativação 

de ERs (como os ERα,β), leva ao aumento da expressão das GluA1,2 e à diminuição de GluA3502, 

induzindo também alterações na expressão de PSD-95, que pode ser causa da diminuição da expressão 

das subunidades do recetor AMPA, nos terminais nervosos. Estas alterações acompanham os conhecidos 

efeitos dos estrogénios na sinaptogénese e na maturação sináptica. Neste trabalho, o ciclo estral das 

fêmeas não foi controlado, pelo que as diferenças observadas, na expressão das várias proteínas 

sinápticas, só poderão ser explicadas à luz de diferenças globais dos níveis destas hormonas em ambos 

os sexos e não pela sua oscilação ao longo do ciclo das hormonas sexuais femininas. 

A expressão de GluA1 no hipocampo aumenta gradualmente durante o desenvolvimento até se 

estabilizar ao P20, tal como a expressão da homóloga GluA2623. Além disso, sabe-se que as mudanças 

rápidas associadas à plasticidade sináptica são impulsionadas pela inserção de GluA1, que ocorrem 

poucos minutos após a estimulação em culturas neuronais, seguido por GluA2, prosseguido por 

GluA3624. À medida que o tráfego da GluA2 aumenta na sinapse durante a plasticidade, surgem 

aglomerados GluA2–PSD-95, que obstam a endocitose dos recetores AMPA625. A estabilização dos 

recetores AMPA, dentro da membrana sináptica, é de relevância para o aumento das espinhas 

dendríticas463,464, que, por seu turno, é um facilitador da plasticidade sináptica. 

A influência do envelhecimento nos níveis destas subunidades não se encontra assim tão bem 

caracterizada. As alterações na expressão das GluA1,2, no processo de envelhecimento, neste trabalho 

observadas, são parcialmente concordantes com as observadas por Nicoletti et al. (1995)626, onde 

descrevem uma ligeira diminuição da proteína GluA1, ao longo da idade, em ratos macho. Os mesmos 

autores não observaram quaisquer alterações significativas nos níveis de proteínas das outras 

subunidades dos recetores AMPA ou mesmo nos níveis de mRNA das GluA1-4. 
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5.2.2. Canais KV4.2 

O presente estudo demonstrou que os níveis de expressão dos KV4.2 (um tipo de canal iónico 

predominante no cérebro, que controla a excitabilidade dendrítica e a função dos neurónios do 

hipocampo e também a plasticidade sináptica)627 são relativamente estáveis ao longo do processo de 

envelhecimento. No entanto, a sua expressão foi diferente entre o grupo dos machos e o das fêmeas, 

encontrando-se os níveis de expressão, no grupo dos machos, inferiores, quando comparados aos valores 

das fêmeas. Nenhuma interação foi detetada de forma significativa de idade por sexo, sugerindo que o 

padrão de envelhecimento, na individualidade de cada sexo, não difere. 

A nível celular, está descrito a presença de mRNA e proteínas KV4.2 em células piramidais do 

hipocampo, corroborado por estudos eletrofisiológicos que mostraram que os canais KV4.2 estão 

subjacentes às correntes A somatodendríticas em neurónios piramidais na região CA1 do hipocampo. 

As células piramidais da CA3 e as células granulares do DG expressam tanto canais KV4.2 como KV4.3, 

enquanto as células piramidais da CA1 expressam apenas KV4.2, de acordo com a expressão de mRNA 

e de proteína627. 

Apesar dos estudos, in vivo, em humanos e outros animais, enfatizem que as alterações das 

propriedades funcionais da CA3 possam desempenhar um papel crítico nos deficits cognitivos alusivos 

ao envelhecimento, os substratos moleculares subjacentes a essas alterações ainda permanecem por 

descobrir452. Resultados de Simkin et al. (2015) indicam que a rápida repolarização dos potenciais de 

ação mediada pelos canais KV4.2/KV4.3 dá aos neurónios piramidais envelhecidos da CA3 a capacidade 

de disparar mais potenciais de ação em resposta à estimulação sináptica, promovendo assim uma maior 

excitabilidade452. 

Análises de histoblot de Alfaro-Ruíz et al. (2019) indicaram uma intensidade semelhante de KV4.2 

e KV4.3 nas camadas dendríticas da CA3 e no DG, enquanto a microscopia imunoeletrónica revelou 

uma distribuição subcelular muito semelhante destes dois subtipos de canal nas células principais627. 

Nestes duas regiões do hipocampo, os aferentes excitatórios são fornecidos principalmente pelas vias 

colaterais entorrinais, comissurais e locais23. A expressão de KV4.2 foi observada principalmente em 

compartimentos pós-sinápticos (cerca de 99%), embora também tenha sido detetada, em níveis muito 

baixos, marcação pré-sináptica em terminais de axónios627. Embora estes dois subtipos de canal possam 

se encontrar em qualquer posição no domínio somatodendrítico, a densidade de KV4.2 e KV4.3 é muito 

mais alta nas espinhas do que nas hastes dendríticas das células piramidais ou granulares, sugerindo que 

estes canais estão associados a impulsos excitatórios. Ao todo, a marcação de espinhas dendríticas de 

células principais e a proximidade de PSDs indicam que os KV4.2 e KV4.3 podem ser modulados pela 

atividade sináptica. Deveras, vários estudos funcionais demonstraram que as correntes do tipo A são 

reguladas sinapticamente e controlam a retropropagação dos potenciais de ação nas dendrites das células 

principais627. Isso ativa os CaV e os NaV e os recetores NMDA, que influencia a integração dendrítica 

das entradas sinápticas302,628–630. Juntando as informações existentes, o subtipo de canal mais provável 

subjacente às correntes do tipo A, em domínios somatodendríticos de células piramidais CA1, é o KV4.2. 

No entanto, a possibilidade de que os outros subtipos de canais subjacentes às correntes do tipo A 

também estejam envolvidos, como os KV1.4, KV3.4 e KV4.1, não pode ser excluída627. 

Além da sua distribuição ao longo dos compartimentos somatodendríticos das células principais e 

interneurónios, como já descrito em KV4.2 e KV4.3, estes canais também estão concentrados na 

especialização da membrana pós-sináptica, diretamente oposta ao terminal pré-sináptico627. Alfaro-Ruíz 

et al. (2019)627, demonstra que os canais KV4.2 e KV4.3 estão localizados, inclusive, em sinapses 

GABAérgicas, em neurónios do hipocampo, apesar de o seu papel funcional ainda precise de ser mais 
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bem esclarecido, podendo, ainda assim, estar envolvido no aumento da excitação dendrítica, pela 

atenuação da inibição ou pela amplificação da excitação. 

5.2.3. Proteínas estruturais pré-sinápticas: Sinaptofisina e SNAP-25 

Neste estudo, examinou-se também as alterações em marcadores pré-sinápticos no envelhecimento 

do cérebro, assim como outros dos marcadores pós-sinápticos (ver secção 5.2.4) de sinapses excitatórias 

e inibitórias. Esta abordagem foi procedida com o intuito de obter informações acerca de possíveis 

alterações relacionadas à idade na função pré-sináptica. Para tal, foram selecionadas as proteínas 

sinaptofisina (que se julga estar envolvida no tráfego e na reciclagem de vesículas)275 e SNAP-25 (que 

está envolvida na fusão das vesículas, contendo neurotransmissores, com a membrana plasmática, 

promovendo uma exocitose regulada)279,631. 

A sinaptofisina está amplamente distribuída nas vesículas sinápticas e é considerado uma proteína 

marcadora específica das mesmas632. Além de estar associada à plasticidade sináptica, pode ser útil na 

determinação da distribuição e da densidade sináptica633, tendo em conta, também, a sua participação na 

transmissão da informação neuronal, acabando por ter uma influência considerável nas mudanças de 

eficiência da transmissão sináptica634. 

O processo de envelhecimento, segundo Ruíz-Salinas et al. (2020)635, é caracterizado por uma 

diminuição nos níveis de sinaptofisina. Outra característica interessante do envelhecimento é a alteração 

da morfologia sináptica, incluindo a perda de proteínas estruturais pré-/ pós-sinápticas como a 

sinaptofisina e, portanto, a perda progressiva da densidade sináptica635. Vários estudos anteriores 

enunciaram existir diminuições relacionadas à idade dos níveis de sinaptofisina no hipocampo, como e. 

g.: Em Adams et al. (2008)479, em ratos macho híbridos F344 × BN (F1) jovens (10-12M), meia-idade 

(18-20M) e velhos (29-32M); Saito et al. (1994)636, em ratos Fischer 344 machos com 3,12,24,33M; 

Ou, em Smith et al. (2000)637, em ratos macho Long-Evans jovens (6M) e velhos (24-28M). Em peixe-

zebra (Danio rerio Hamilton, 1822), durante o envelhecimento natural do cérebro, observou-se uma 

correlação significativa de sexo/idade nos níveis de sinaptofisina, em indivíduos jovens (6-8M), de 

meia-idade (11-14,5M) e idosos (24-30M), num estudo avançado por Karoglu et al. (2017)638, 

salientando conjuntamente que os níveis de sinaptofisina se achavam baixos em idade avançada, em 

machos, assim que comparados com os das fêmeas. 

No presente estudo, em ratos com 4,9,12,21M, machos e fêmeas, a expressão de sinaptofisina, 

aumentou com a idade nos ratos macho, sendo cerca de duas vezes superior aos 21M; ao passo que nas 

fêmeas a expressão se manteve sem grandes alterações até aos 21M, onde até se observou um ligeiro 

declínio. Em animais adultos-jovens, observou-se uma diferença marcada entre fêmeas e machos, nos 

níveis de sinaptofisina, sendo estes cerca de duas vezes superiores nas fêmeas. Estas observações 

solidam o dimorfismo sexual nos níveis de expressão de sinaptofisina, em sinaptossomas do hipocampo. 

O aumento nos níveis de sinaptofisina, provavelmente, será indicativo de que o tráfego e a reciclagem 

de vesículas são possivelmente alterados com a idade, no hipocampo de ratos macho. Não é de 

desconsiderar, também, a possibilidade de se dar o caso de que as alterações nos níveis de sinaptofisina 

refletirem diferenças no tamanho ou no número de sinapses. 

A SNAP-25, uma das proteínas pertencentes ao chamado complexo SNARE, que regulam o tráfego 

e fusão vesicular, é uma molécula de adesão central para a ancoragem, tráfego e exocitose de 

vesículas639. Além do seu papel bem caracterizado na exocitose, esta proteína também modula vários 

CaV
640. Foi demonstrado que a SNAP-25 controla negativamente a resposta neuronal ao Ca2+ durante a 

despolarização641, inibindo os CaV
642. Consistentemente, ao se silenciar a SNAP-25 endógena, em 

neurónios glutamatérgicos, tem-se como resultado um aumento da atividade dos CaV
643,644. 
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No desenvolvimento do hipocampo de ratinho, na 1.ª semana de vida, predomina a isoforma SNAP-

25a, que participa na fusão vesícular631,645. Ao longo da idade dos ratinhos, os níveis de SNAP-25b e -

25 em geral, aumentam consideravelmente em todo o cérebro. Às 3 semanas, o nível de SNAP-25b é 

superior em 50% ao de SNAP-25a no hipocampo. Além disso, entre as 3 e as 8 semanas, o tempo de 

maturação sináptica provável, foi reportado um aumento substancial na quantidade total de SNAP-25294. 

Apesar de não abundar estudos relativamente à expressão de SNAP-25 no envelhecimento natural 

do cérebro, os resultados do presente estudo não permitem afirmar que exista um dimorfismo sexual 

presente, nem em alteração significativa dos níveis de expressão de SNAP-25 com a idade. Isto pode 

prenunciar que o controlo da regulação da dinâmica de [Ca2+]i, tal como os processos de exo-/endocitose 

de vesículas sinápticas no terminal pré-sináptico e possivelmente na regulação do tráfego de recetores 

pós-sinápticos, morfogénese das espinhas e da plasticidade640, podendo ter impacto nas funções pré- e 

pós-sinápticas, não são alterados pela regulação da SNAP-25. 

5.2.4. Proteínas estruturais pós-sinápticas: PSD-95 e gefirina 

O presente estudo monstra que os níveis de PSD-95, presente em sinapses excitatórias; e gefirina, 

presente nas sinapses inibitórias; ambas indicadores da integridade sináptica, não se alteram ao longo 

da idade. Foi detetada, singularmente, uma interação significativa da idade por sexo, observado nos 

níveis de gefirina aos 9M. Os níveis de PSD-95 não se alteraram significativamente com o 

envelhecimento em ambos os sexos, embora se observe uma exígua tendência para aumentar nas fêmeas, 

que provavelmente não atingiu significado estatístico devido ao reduzido número de experiências. 

Tomados em conjunto, estes dados indicam que o envelhecimento não altera a dinâmica molecular das 

sinapses de uma forma dependente do sexo. 

Sendo uma proteína de ancoragem para recetores NMDA e AMPA, a PSD-95 foi utilizada para 

estimar a integridade dos contactos sinápticos excitatórios. Equivalentemente, a gefirina, que 

desempenha um papel semelhante para os recetores GABAA e de glicina nas sinapses inibitórias, foi 

usada para determinar a integridade das sinapses inibitórias. Em virtude da não contemplação de 

alterações significativas nos níveis de PSD-95, como nos de gefirina, permite levantar o fundamento de 

que o equilíbrio excitatório/inibitório seja presumivelmente mantido ao longo do processo de 

envelhecimento, constando, ademais, aparentar ser de forma independente do sexo, no nosso modelo. 

Estudos prévios indicaram que existe uma diminuição relacionada à idade (26-28M) nos níveis de PSD-

95, em sinaptossomas de hipocampo, de grupos de ratos híbridos Fischer 344 × Brown Norway (F1) 

machos482. Com base nesses resultados, é razoável concluir que o equilíbrio excitatório/inibitório possa 

ser diferente em fêmeas idosas em relação aos machos. 

Considerada vital para a aprendizagem e memória, a plasticidade sináptica no hipocampo, durante 

a indução da LTP, ativa os recetores NMDA e um influxo de Ca2+, em sequência, que, por dependência 

da formação do complexo Ca2+/calmodulina, resulta na ativação do enzima cinase CaMKII, que 

promove um rápido incremento de recetores AMPA646. A NR2B, uma subunidade dos recetores NMDA, 

na PSD, consegue ligar-se a CaMKII, o que leva à sua fosforilação no Ser1303, ocasionando aí um 

acréscimo do número de recetores NMDA. O estradiol pode alterar a densidade e a fosforilação dos 

recetores NMDA e estimular a formação de sinapses glutamatérgicas através de um mecanismo 

dependente dos ERs562. Quando à exposição a estrogénios, estudos prévios indicaram que haveria um 

aumento da espessura da PSD e da extensão da fenda sináptica na pré-sinapse [em ratinhos fêmea (8 

semanas)]647 e, outrossim, aumento dos níveis de mRNA para PSD-95 [em ratos fêmea (3M)]648; em 

ambos os estudos, estas alterações foram relacionadas à melhoria da memória espacial, ao que se sugere 

que alterações estruturais sinápticas possam contribuir para tal melhoramento. 
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Foi também sugerido que a PSD‐95 tenha como função o controlo do rácio excitatação/inibição e 

desempenhe um papel importante na regulação da plasticidade sináptica do hipocampo, sinaptogénese, 

aprendizagem e memória649. Zhang et al. (2010) estudaram os efeitos do envelhecimento e da 

ovariectomia na expressão de PSD-95, em hipocampo de ratos fêmeas, ao que se observou que a 

expressão pós-natal de PSD‐95 se correlacionava com a flutuação das hormonas sexuais femininas 

circulantes, como o estrogénio. O nível de PSD‐95 neonatal era muito baixo, porém aumentou 

dramaticamente durante o 1M, atingindo um pico ao P30, mantendo-se estável a P60 e diminuindo 

significativamente no hipocampo idoso (18M)649. Outros estudos anteriores, nos quais a idade mais 

avançada estudada foi de apenas P50650, 3M651 ou 6M121, onde surgiram aumentos com a idade, bem 

como os dados do presente estudo, não permitem traçar um perfil que determine se a PDS-95, no 

hipocampo, varia dos 4M aos 21M. Sem embargo, em hipocampo adulto (P60), a ovariectomia fez 

diminuir significativamente a expressão de PSD‐95 durante a 1.ª semana, recuperando para níveis 

normais à 2.ª semana649. Em suma, Zhang et al. (2010)649 concluíram que as hormonas ovarianas 

circulantes podem ser fundamentais na regulação das sinapses excitatórias do hipocampo, pois o perfil 

de expressão da PSD‐95 está correlacionado com a progressão da sinaptogénese durante o 

desenvolvimento do hipocampo e com a alteração relacionada ao envelhecimento, em tarefas de 

aprendizagem e memória, o que desvela o papel central que a PSD‐95 desempenha no hipocampo. 

5.2.5. Proteínas estruturais de jangadas lipídicas: Caveolina-1 

Uma proteína estrutural primária da membrana plasmática e um componente regulador de 

cavéolas652 com participação em diversos processos fisiológicos, como a formação de vesículas; 

metabolismo de fosfolípidos de membrana; transporte de colesterol e sinalização celular653 – a 

caveolina-1 – mostra-se relativamente estável quanto aos seus níveis de expressão, neste estudo, entre 

machos e fêmeas, exceto nos 12M. Os níveis desta proteína mantêm-se preservados ao longo da idade, 

quer para ambos os sexos. Tomados estes dados em conjunto, não nos é indicado a existência de alguma 

alteração relevante da biogénese de cavéolas, no envelhecimento, e, por consequência, da motilidade 

das proteínas e fluidez da membrana plasmática, de forma diferente entre os dois sexos, apesar do 

número de amostras utilizadas não permita conclusões mais evidentes. 

Descobertas independentes, por vários laboratórios, identificaram a caveolina-1 como um fator 

determinante para a aquisição de um fenótipo senescente486. A expressão aumentada de caveolina-1 foi 

causalmente associada ao desenvolvimento da senescência replicativa e da senescência prematura 

induzida por stresse486. A sua subexpressão foi também causalmente associada ao desenvolvimento da 

senescência prematura, o que apoia a hipótese de que, tanto a abundância, como a escassez de sinalização 

mediada por caveolina-1, promove senescência486. 

A caveolina-1 é a principal proteína estrutural das cavéolas, estando envolvida na organização e 

desenvolvimento sináptico e na sinalização654. Head et al. (2010) descreveram que ratinhos com 

caveolina-1KO demonstravam um envelhecimento acelerado593. Park et al. (2003) descrevem que 

ratinhos com caveolina-1KO apresentava uma menor longevidade655. Nam et al. (2019) relatam que o 

envelhecimento cerebral acelerado, induzido por D-galactose, envolvendo a acumulação de stresse 

oxidativo (tal como ocorre naturalmente em humanos durante o envelhecimento), induz a subexpressão 

de caveolina-1, no hipocampo, que está associado ao fenótipo de envelhecimento, na mesma região 

cerebral654. Noutros animais com indução da senescência cerebral por D-galactose exibem fenótipos de 

envelhecimento cerebral, incluindo perda de memória e a redução da neurogénese, no hipocampo adulto, 

fornecendo mais provas de que a caveolina-1 seja um indicador molecular crítico do envelhecimento 

cerebral e neurodegeneração492,593,656. 
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Mais estudos, indicam que a subexpressão de caveolina-1 ou da caveolina-1KO acelera a senescência 

ao inativar Sirt1492,593 – uma proteína que promove a neurogénese, crescimento dendrítico/axonal e a 

plasticidade sináptica657. 

Head et al. (2008), ao estudarem o cérebro isquémico, verificaram que a caveolina-1 era necessária 

para a neuroproteção contra a lesão celular e morte658. 

Semelhantemente, em trabalhos anteriores, do grupo de Mandyam et al. (2017)659, foi demonstrado 

que a caveolina-1 e componentes sinápticos [e.g., PSD-95; recetores NMDA e AMPA; cinase do tipo B 

do recetor ligado a tropomiosina (TrkB, do inglês, tropomyosin-related receptor kinase B)], estão 

diminuídos no cérebro envelhecido, especificamente em sinaptossomas e membranas/ jangadas lipídicas 

(MJLs) isoladas a partir de hipocampo461,593. Na composição lipídica da membrana, as alterações 

relacionadas à idade e à perda de componentes sinápticos funcionais (pré- e pós-sinápticos) podem 

contribuir para uma plasticidade inadaptada do cérebro envelheido659. Mandyam et al. (2017)659 

mostram ainda, em ratinhos idosos (20M) submetidos a testes cognitivos, que a sobre-expressão de 

caveolina-1 aumentou significativamente a arborização dendrítica dos neurónios da CA1 no str. rad, 

resultados estes, semelhantes aos observados em ratinhos adultos (6M). Além disso, a sobre-expressão 

de caveolina-1, em animais idosos, aumentou a formação de MJLs; o recrutamento de TrkB para as 

MJLs; e a plasticidade estrutural de neurónios do hipocampo, o que talvez contribua para a génese de 

neurites e manutenção/estabilização das sinapses659. 

Rougé et al. (2013)660 confirmaram que a caveolina-1 era indetetável em neurónios de hipocampo 

de ratinhos macho adultos-jovens (2M), estando entretanto presente nos neurónios dos mesmos em idade 

avançada (24M). Curiosamente, o fenótipo senescente pode ser revertido pela diminuição dos níveis de 

caveolina-1661–663. Este conjunto de resultados factuais sugere fortemente que, a nível geral, uma das 

facetas do processo de envelhecimento neuronal é iniciada nas jangadas lipídicas de membrana e 

depende da abundância de caveolina-1, mas também de colesterol660. De grande pertinência realçar que 

não podemos excluir a possibilidade de que as alterações no perfil e conteúdo de jangadas lipídicas, 

durante o envelhecimento, sejam eventos compensatórios. 

As caveolinas são necessárias para acoplar os ERα,β associados à membrana a mGluRs 

específicos664. Meitzen et al. (2019)665 investigaram se a expressão de caveolina-1 e caveolina-3 diferia 

por sexo, no modelo de rato. A análise de qPCR da expressão de Cav1 (que codifica para a caveolina-

1) não diferiu por sexo, no hipocampo neonatal (P8). No hipocampo adulto (P60), a expressão de Cav1 

encontrou-se diminuída em fêmeas. Estes dados indicam que a expressão de caveolina-1 pode ser 

regulada durante ao longo da idade de uma forma dessemelhante específica do sexo665. Dado que a 

caveolina- 1 é necessária para organizar a via ERα/mGluRs664, é possível que o aumento da expressão 

da caveolina-1, nos machos, seja responsável por permitir a potenciação induzida por estradiol da 

sinalização glutamatérgica, permitindo o tráfego de ERα665. Consistente com esta especulação, parece 

que a expressão de caveolina-1 está envolvida com diversos modelos de plasticidade sináptica594,666,667; 

e resultados de Liu et al. (2013), em ratos macho, sugeriram que a caveolina-1 pode desempenhar um 

papel relevante na modulação da plasticidade sináptica ao longo da vida e a sua subexpressão, no 

hipocampo, pode contribuir para o comprometimento da plasticidade sináptica, no processo de 

envelhecimento fisiológico656. Esta intrigante noção pode ser útil na tomada de decisões estratégicas e 

na prevenção da perda de plasticidade sináptica induzida pelo envelhecimento. 

5.2.6. Hidroxilase de tirosina 

Neste trabalho, estudou-se também a expressão de TH668, responsável pela conversão da tirosina em 

L-DOPA, um precursor na biossíntese de dopamina, noradrenalina e adrenalina. Por isso, este enzima é 
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considerado um marcador de terminais noradrenérgicos e dopaminérgicos do SNC669–671, estando a sua 

expressão está associada às atividades e funções de neurónios noradrenérgicos e dopaminérgicos no 

cérebro. A noradrenalina exerce ações neuromoduladoras potentes. O principal efeito da noradrenalina 

é reduzir a atividade basal e aumentar a capacidade de resposta dos seus neurónios-alvo a novos 

estímulos sinápticos672; não obstante, facilita ainda a plasticidade sináptica, incluindo a LTP, no 

neocórtex, hipocampo, amígdala e no cerebelo341,673,674. A dopamina (uma catecolamina) é outro 

neuromodelador presente principalmente no SNC de humanos e de outros mamíferos e desempenha um 

papel central na atividade nervosa, incluindo o hipocampo675–677. Pode regular muitos processos 

biológicos no sistema cardiovascular e de secreção de hormonas, bem como gerir toda uma variedade 

de funções cognitivas do SNC, tais como a memória, comportamento, aprendizagem e a emoção678–682. 

A concentração anormal de dopamina, em fluidos biológicos, foi considerada ser um indicador para o 

diagnóstico de várias doenças neurológicas683, incluindo assim, a esquizofrenia684, doença de 

Parkinson685, síndrome das pernas inquietas686 e a doença de Alzheimer687. Uma expressão reduzida de 

TH foi tomada como um índice de envelhecimento688. 

Neste trabalho não foram observadas alterações à expressão de TH no cérebro de ratos macho ou 

fêmea. No entanto, estudos anteriores mostraram o declínio da inervação noradrenérgica e 

dopaminérgica no hipocampo em modelos animais e no cérebro humano344. De facto, Twarkowski & 

Manahan-Vaughan (2016) descreveram, no modelo de rato, a perda de modulação catecolaminérgica e 

da plasticidade sináptica, no hipocampo, como a causa da perda de função cognitiva nestes animais344. 

Gould et al. (2020)689 descreveram uma via de modulação redox dependente de dopamina, no 

hipocampo de ratinhos macho, que promove a consolidação da memória. Nomeadamente, após a 

aquisição de novas informações, a redutase de quinona do tipo 2 (QR2, do inglês, quinone reductase 2) 

é suprimida pelo microRNA-182 (miR-182) na região da CA1, por meio da ativação do recetor D1 de 

dopamina. Isto reduz as espécies reativas de oxigénio geradas pela atividade da QR2; um processo que 

altera as propriedades intrínsecas dos interneurónios da CA1, 3 h após a aprendizagem, numa forma de 

eustresse oxidativo. Curiosamente, as experiências de novidade diminuíram a expressão de QR2, 

predominantemente em interneurónios inibitórios. A via QR2 está cronicamente subativada em animais 

idosos, resultando na subexpressão de miR-182 e sobre-expressão de QR2, levando isto assim a stresse 

oxidativo cumulativo. Esta via, potenciada pela sinalização da dopamina na CA1, aparenta ser crucial 

para formação de novas memórias e um novo alvo para o aumento da memória no envelhecimento e 

doenças dependentes da idade. 

O declínio da sinalização de dopamina no cérebro, durante o envelhecimento, está associado ao 

aparecimento de deficiências neurológicas que debilitam a função cognitiva. Lubec et al. (2021)690 

descrevem que a inibição do transportador de dopamina (DAT, do inglês, dopamine transporter), uma 

proteína transmembranar responsável pela recaptação de dopamina da fenda sináptica e pelo término da 

transmissão dopaminérgica691, pelo aumento  níveis de dopamina nas regiões do cérebro associadas à 

cognição, resultando na potenciação da neurotransmissão e restauração coincidente das espinhas 

dendríticas no hipocampo de ratos, indicativo do restabelecimento da plasticidade sináptica induzida 

por dopamina em roedores envelhecidos. Além disso, o fármaco restaurou a aprendizagem e a memória 

em ratos idosos comparáveis ao seu desempenho quando em jovem690. A inibição de DAT normalizador 

o declínio na função cognitiva, relacionado à idade, a nível sináptico, por meio do aumento da 

sinalização de dopamina. 
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6. Conclusão 
Neste trabalho foram consagrados dois focos distintos. O primeiro [1], em questões 

relacionadas à epileptogénese; e o segundo [2], em questões referentes ao processo de 

envelhecimento sináptico e o seu dimorfismo sexual. Ambos foram estudados com o propósito de 

poder prever as alterações da plasticidade sináptica, junto com a composição de jangadas lipídicas. 

No primeiro foco [1], caracterizou-se essencialmente a expressão de proteínas de 

sinaptossomas, isolados a partir de fatias de hipocampo (do modelo de rato) em que se induziu in 

vitro dois tipos de atividade epileptiforme: [1.1] A atividade intercrítica, induzida pela depleção 

de Mg2+ (mimetizando fase de epileptogénese da epilepsia) e [1.2] a atividade crítica, induzida 

pelo fármaco antagonista dos recetores GABAA – bicuculina – (mimetizando a fase crónica da 

epilepsia). Foi também investigado, o contributo da sinalização do VIP endógeno, nos recetores 

VPAC1, relativamente às alterações observadas, utilizando para tal fim o antagonista seletivo dos 

recetores VPAC1 – PG97-269. Assim, observou-se que: [1.1] Após a atividade intercrítica, detetou-

se um aumento dos níveis de GluA2, e uma diminuição nos níveis de GluA1, razão GluA1/GluA2, 

caveolina-1 e de flotilina-1. O bloqueio do recetor VPAC1 influenciou os níveis de expressão dos canais 

KV4.2, caveolina-1 e flotilina-1; significando que a sinalização pelo VIP endógeno não é inócua quanto 

à expressão destas proteínas de relevância, parecendo conferir até uma ação neuroprotetora, numa 

tentativa de reequilíbrio do sistema. [1.2] Após atividade crítica, observou-se uma diminuição na 

expressão das proteínas-alvo coincidentes com as da atividade intercrítica. O bloqueio do recetor VPAC1 

interferiu com a expressão de: GluA1 e caveolina-1; significando que a ativação destes recetores pelo 

VIP endógeno tende, nesta situação, a revelar-se tóxica, promovendo uma ação contrária ao reequilíbrio 

do sistema. 

Apesar deste trabalho ter desvelado alguns mecanismos moleculares que podem basear as alterações 

na expressão da LTP e as alterações sinápticas, em modelos in vitro de atividade epiletiforme; serão 

necessários mais dados, de diversas naturezas, para que compreendamos substancialmente a mecânica 

(pato)fisiológica e, no futuro, dela fazer uso com a finalidade de estrategicamente contornar, de um 

modo mais fino, patologias como a epilepsia refratária, que teima em ser refratária perante às atuais 

terapias farmacológicas. Complementarmente, seria interessante, além de estudos bioquímicos de 

quantificação específica de proteína, fazer estudos eletrofisiológicos; quer em modelos in vitro, como 

em in vivo. Uma vez que neste trabalho os níveis de expressão das proteínas de jangadas lipídicas se 

mostraram bastante alterados, não deixaria de ser pertinente a organização de estudos no âmbito da 

lipidómica. Uma das questões a descobrir é se as alterações aferidas refletem um mecanismo de 

autoproteção, visando o equilíbrio, ou se são apenas um revérbero de uma harmonia disruptiva, face à 

estimulação submetida. 

No que toca ao segundo foco [2], foi elaborada uma perspetiva temporal e sexual dimórfica, em 

ratos em quatro etapas diferentes da vida. Foi avaliado os níveis de expressão de proteínas de 

sinaptossomas, isolados de hipocampo; em que se verificou: [2.1] Em comparação com os machos, 

uma descida dos níveis de GluA1 e sinaptofisina, em ratos fêmea adultos-jovem; e uma subida nos níveis 

de gefirina, em adulto, e nos de caveolina-1, nos de meia-idade. [2.2] Fêmeas e machos divergiram 

quanto aos níveis de expressão de GluA1, KV4.2 e sinaptofisina, apontando diferenças estruturais e 

funcionais na composição de proteínas sinápticas. [2.3] Com a idade, há uma diminuição do GluA1, 

logo após a idade jovem, em macho, que depois se mantém estável ao longo da vida; detetando-se 

também um aumento de sinaptofisina, em machos, em idade avançada, comparativamente à idade mais 

jovem. Nesta parte do trabalho, são abertas portas para um conjunto de pontos interessantes/divergentes 

que podem servir de base para futuros outros estudos, mais seletivos, com relação aos processos 

associados ao envelhecimento e/ou dependentes do sexo.  
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8. Anexos 

8.1. Breves histórias 

8.1.1. A origem do termo ‘hipocampo’ 

O termo ‘hipocampo’ já tem uma origem bastante antiga; deriva do latim tardio hippocampus, que 

por sua vez proveio do grego antigo ἱππόκαμπος (pronuncia-se |ippókampos|, que significa “cavalo-

marinho”), que resulta da junção de ἵππος (pronuncia-se |ĭppos|, que significa “cavalo”) + Κάμπος 

(pronuncia-se |Kámpos|, que significa “Campe”: o monstro marinho que vigiava Tártaro, o inferno 

mitológico grego)692–694. Segundo a Mitologia Grega, Poseidon, deus do mar e dos terremotos, 

deslocava-se através das profundezas dos oceanos numa carruagem puxada por monstros marinhos que 

eram metade peixe metade cavalo (ou um cavalo com uma cauda de peixe no lugar das duas patas 

traseiras). Como eram monstros-cavalo tinham o nome grego ‘hippokampos’. Os cavalos-marinhos, 

muito comuns nas águas do mar Mediterrâneo, associados a esta mitologia, também eram chamados de 

hipocampos693–695. Relativamente à “Doença Sagrada de Hipócrates” (460–377 a.C.), foi declarado que 

Poseidon causava certos tipos de epilepsia696, muito curiosamente. Na Mitologia Romana, Neptuno, 

análogo de Poseidon, frequentemente conduzia uma carruagem marítima puxada por hippocampi (plural 

latinizado do grego ‘hippokampos’) ou por cavalos que poderiam cavalgar no mar696. Porém, foi o 

anatomista italiano Julius Caesar Arantius, o primeiro a descrever aquela estrutura do cérebro à qual 

cunhou com o termo pelo qual é conhecido ainda hoje; por achar semelhante a um cavalo-marinho, deu-

lhe também o nome de hippocampus – hipocampo, em português. Inicialmente, Arantius, atribuiu-lhe o 

nome de bicho-da-seda branco (Bombycinus vermis candidus) e, posteriormente, cavalo-marinho 

(Hippocampus), como descrito no seu livro De Humano Foetu Liber (1587)17, que fora contestado por 

vários de seus pares695,697–699. Posteriormente, cerca de um século depois, por razões que não são 

completamente claras, o médico holandês IJsbrand van Diemerbroeck (1672)700, parece ter adicionado 

um “pé” a cada cavalo-marinho (“Pedes hippocampi”)695,701. A diante, o médico francês Pierre Noguez 

(1726)702 introduziu o sinónimo “cornes d’Ammon”, ou, em português, cornos de Ámon (Ámon, um 

antigo deus associado iconograficamente a uma cabeça de carneiro, da Mitologia Egípcia), para 

descrever o hipocampo701, tal como é, mais tarde, mencionado no livro do cirurgião francês René-

Jacques Croissant de Garengeot in Splanchnologie, ou L'anatomie des Visceres; avec des Figures 

originales tirées d'après les cadavres, suivie d'une Dissertation sur l'Origine de la Chirurgie (1742)703, 

também695,697,704. Entretanto, o anatomista dinamarquês Jacob Benignus Winsløw (1732)705 tinha 

proposto o nome “corno de carneiro”695,697,701, para o hipocampo. Cerca de meio século depois, o 

anatomista francês Félix Vicq d’Azyr (1786)706 fez a distinção entre um hipocampo grande e um 

pequeno (hippocampus major e hippocampus minor)695,701. Este último traçava estas duas estruturas 

proeminentes conhecidas atualmente como, o hippocampus major: Denominado correntemente como 

“hipocampo”; e o hippocampus minor: Corrente pelo uso do termo latino calcar avis707. Embora tenha 

sido reimpresso e traduzido frequentemente, é no seu único artigo publicado sobre o hipocampo que o 

médico italiano Camillo Golgi (1883)18 escolheu usar uma combinação dos três termos: “grande piede 

d’Hippocampo” (pes Hippocampi major)701. Também, importante denotar o anatomista francês Pierre 

Tarin (1750)708, que distinguiu o que chamou de “fascia dentata” do resto do hipocampo695,701; ao que o 

biólogo britânico Thomas Henry Huxley (1861)709 proveu com o nome de “giro dentado”, em 

alternativa701. Hoje, o termo que vingou, foi o acreditado e reconhecido por Arantius – hipocampo – 

comummente dividido em giro dentado e corno de Ámon (ou hipocampo propriamente dito), segundo 

o Comitê Federativo de Terminologia Anatómica, em 1998, decidindo referir-se ao termo como 

“Hippocampus proper”695,701. 
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8.1.2. A LTP e a sua relevância para a neurociência 

A noção de que o cérebro completamente desenvolvido continua a expressar alterações 

neuroplásticas, tem uma longa e surpreendente controversa história, a começar pelo histologista 

espanhol, comummente considerado como o “pai da neurociência” – Santiago Ramón y Cajal [1852–

1934; ver Stahnisch & Nitsch (2002)710 e, ver também, Rosenzweig & Bennett (1996)711]. Não obstante, 

foi, com base em anos de pesquisa712–716, no ano de 1973, quando o neurocientista britânico Tim Bliss 

(do National Institute for Medical Research, Londres, Inglaterra) e o fisiologista norueguês Terje Lømo 

(do Institute of Neurophysiology, da Universidade de Olso, Noruega), em Bliss & Lømo (1973)177 que 

finalmente publicaram, no The Journal of Physiology, um entendimento completo e explícito do que 

chamaram de “long lasting potentiation” (em português, “potenciação de longa duração”; a ser 

posteriormente renomeado para LTP)178. Pela visão de Patihis (2018), o que parece separar o artigo de 

Bliss & Lømo (1973)177 dos seus artigos anteriores foi a mudança de estratégia ao usar múltiplos pulsos 

tetânicos com o intuito de usar um pulso tetânico inicial precedido e seguido por estímulos de sondagem 

fracos e o subsequente monitorização da LTP por horas. A utilização dessa técnica, além de fazer variar 

experimentalmente a frequência daquele pulso único, foi o que permitiu aos investigadores finalmente 

encontrar uma frequência e duração que levou a um efeito de longo prazo por várias horas178. A Figura 

8.2 mostra a configuração usada por Bliss & Lømo (1973)177 e apresenta a anatomia do hipocampo, 

incluindo as fibras da via perfurante e os interneurónios da área dentada adjacente. 

 

 

 

 

 

Figura 8.1 [A] Ilustação da criatura mitológica – Hipocampo: “Uma criatura fantástica sobre a qual os antigos pagãos sentariam 

Neptuno, o seu Deus do mar”, Conrad Gessner in Nomenclator Aquatilium Animantium (1560; página 182). Digitalização 

cedida pelo Museu de História: Museum für medizinhistorische Bücher Muri, em Muri, Suiça717. [B] Ampliação da parte 

superior da imagem (A) desta mesma figura, evidenciando apenas o desenho ilustrativo. [C] Preparação de hipocampo e fórnix 

humanos (à esquerda) em comparação com um cavalo-marinho (à direita); (Preparação pelo professor emérito László Seress, 

da Universidade de Pécs, Pécs, Hungria, em 1980). Imagem obtida da pesquisa de Domínio Público do Wikimedia Commons718. 

[D] Secção coronal através do hipocampo dorsal de um rato Wistar macho adulto, corado com Nissl e apresentando as regiões 

e camadas nas quais as densidades médias dos recetores AMPA, cainato e NMDA foram medidas. CA1‐3: Sub-regiões do 

cornu Ammonis; DG: Giro dentado; Stratum or: oriens, pyr: pyramidale, rad: radiatum, l‐m: lacunosum-moleculare, e l: 

lucidum do cornu Ammonis; Stratum mol: moleculare e gr: granulosum do giro dentado. Barra de escala = 1 mm. Imagem 

retirada de Palomero-Gallagher, Bidmon & Zilles (2003)26. [E] Secção histológica coronal do cérebro inteiro de um macaco 

adulto (Macaca mulatta) com coloração de Nissl, com o hipocampo destacado dentro de uma área circulada delineada, no canto 

inferior direito. Imagem obtida na pesquisa de Domínio Público do Wikimedia Commons719. [F] Ampliação do canto inferior 

direito da imagem (E) desta mesma figura, evidenciando a área circular correspondente ao hipocampo. [G] Anatomia 

transversal do hipocampo humano denotando uma relação de intertravamento do giro dentado (DG) e o cornu Ammonis (CA) 

formando dois anéis em forma de C que se interligam. Desenho de um hipocampo, pelo patologista italiano Camillo Golgi, 

corado pelo método de nitrato de prata. Imagem originalmente retirada de Golgi (1886)720. Ilustração obtida em Gross et al. 

(2019)25. [H] Organização da formação do hipocampo originalmente desenhada pelo neuroanatomista Santiago Ramón y Cajal 

com uma representação esquemática da organização das camadas, usando o método de Golgi-Cox. O circuito trissináptico no 

hipocampo é organizado em três regiões principais: O giro dentado e os campos das CA3 e CA1. A via perfurante conecta o 

córtex entorrinal com o giro dentado e foi o local original de estudo para a potenciação de longa duração (LTP). As fibras 

musgosas do giro dentado projetam-se para o campo da CA3. Dos campos da CA3, as fibras podem sair pelo fórnix (canto 

superior direito) ou continuar para a CA1 pela via colateral de Schaffer. Os neurónios da CA1 então projetam-se noutros 

neurónios no córtex entorrinal e subículo. EC = córtex entorrinal; CA = cornu Ammonis; DG = giro dentado; Sub = subículo721. 

Imagem modificada do circuito neural do hipocampo de rato, [retirada originalmente de Ramón y Cajal in Histologie du 

Systeme Nerveux de l'Homme & des Vertebretes; Paris, França: Maloine (1911)19]; imagem girada, legendada de novo e com 

diagrama adicional criado em Gi; obtida da pesquisa de Domínio Público do Wikimedia Commons722. 
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Figura 8.2 O hipocampo; a configuração de estimulação e registo utilizada por Bliss & Lømo (1973)177, em que a via 

perfurante (PP) é estimulada (Stim) com uma rajada de alta frequência, e o elétrodo de registo (Rec) na área dentada 

(AD) revela um fortalecimento nas sinapses de conexão que persite durante horas. ab = Feixe angular (do inglês, angular 

bundle); CA = Áreas cornu Ammonis; Hipp fiss = Fissura do hipocampo; mf = Fibras musgosas; sub = Subículo. Diagrama 

retirado de Bliss & Lømo (1973)177. 

Bliss & Lømo (1973)177 observaram em coelhos adultos de ambos os sexos, anestesiados com 

uretano, que a EBF da via perfurante induziu um nível basal baixo de atividade na área dentada do 

hipocampo, mas que após uma estimulação transiente de alta frequência da via perfurante (estimulação 

tetânica, 1 segundo), os estímulos de baixa frequência subsequentes revelam um aumento da eficiência 

de comunicação e manteriam uma taxa significativamente maior de disparo nos interneurónios dentados, 

em comparação com o observado antes da EAF178. Na Figura 8.3 é apresentado um gráfico onde talvez 

esta conceção seja mais fácil de visualizar. 

 

Figura 8.3 Representação simplificada de uma experiência em que se induziu LTP na CA1, revelando o fortalecimento 

sináptico prolongado após um trem de alta frequência (estimulação tetânica). Os estímulos de teste antes e depois do 

tétano são de baixa frequência, todavia capazes de acionar um disparo elevado dos neurónios dentados por horas após o pulso 

de alta frequência. EPSP = Potencial pós-sináptico excitatório; PTP = Potenciação pós-tetânica; Rec = elétrodo de registo; 

Stim = elétrodo de estímulo. Atribuição do diagrama: CC BY-SA 3.0; Ficheiro, “LTP exemplar.jpg”; Criado a 15 de agosto de 

2005; Consultado em, Wikimedia Commons, Category: Long-term potentiation, a 13 de janeiro de 2021, em 

https://commons.wikimedia.org/wiki/Category:Long-term_potentiation; Figura adaptada. 

https://commons.wikimedia.org/wiki/Category:Long-term_potentiation
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O facto de a LTP durar horas no estudo de Bliss & Lømo (1973)177 parecia um grande avanço, uma 

vez que prometia ser o inédito mecanismo neural que finalmente explicaria a aprendizagem e o 

armazenamento de informações. Naquele mesmo ano, o mesmo cientista Tim Bliss e o investigador 

Tony Gardner-Medwin (do Departamento de Fisiologia, da University College London, Londres, 

Inglaterra; atual professor emérito de Fisiologia), levaram à publicação no The Journal of Physiology – 

Bliss & Gardner‐Medwin (1973)723, um estudo de investigação em coelhos (2-3 Kg), sem anestesia, 

após a recuperação de uma operação de implementação de elétrodos em locais fixos no cérebro; estudo 

esse, em que deram um salto qualitativo ao sugerirem evidências preliminares de que uma estimulação 

tetânica, nas fibras da via perfurante, poderia induzir a LTP na área dentada do hipocampo por até 3 

dias. Na verdade, num coelho atípico, a LTP pareceu durar 16 semanas. Estas escalas de tempo 

aumentadas poderiam, hipoteticamente, ajudar a explicar processos mais longos de memória, como a 

consolidação e o armazenamento de informações a longo prazo. Contudo, havia uma série de possíveis 

confusões e problemas que impediam a ilação de que a LTP explicaria a memória a um nível 

fundamental. E. g., poderia ser que os resultados não se repliquem, que a eletricidade da sonda não 

mimetizasse a aprendizagem neuronal conforme ocorre naturalmente ou que os mecanismos por trás 

destas observações sejam insuficientes para apoiar a descoberta original da LTP178. É essencial, neste 

caso, olhar para o expressivo número de estudos posteriores a respeito da LTP para se ter a visão e poder 

avaliar melhor a importância histórica da descoberta de Bliss e Lømo. 

Hoje, não há dúvida de que a descoberta e a subsequente caracterização da LTP, juntamente com a 

sua contraparte, a LTD, constituem grandes avanços nos campos da neurociência e das ciências 

biológicas de forma mais geral179. Desde a descrição inicial por Terje Lømo (1966)714 na forma de um 

resumo e como artigos experimentais completos de Bliss & Lømo (1973)177 e Bliss & Gardner-Medwin 

(1973)723, fez-se mostrar um rápido aumento do interesse acerca da LTP, como se evidencia na contagem 

anual de publicações de artigos sobre a LTP, a partir da década de 1990 (Figura 8.4). Nos últimos 5 

anos (de 2016 a 2020), a contagem anual de artigos publicados sobre a LTP normalmente excede os 

1500 (pesquisa em Web of Science, realizada a 14 de janeiro de 2021), o que se traduz numa média de 

pouco mais de quatro artigos publicados a cada dia do ano, criando, em vista disto, um ambiente 

verdadeiramente assustador para qualquer um que tente acompanhar esta literatura específica. 

Os resultados deste impressionante corpo de trabalho forneceram uma caracterização completa da 

LTP como um fenómeno fisiológico que ocorre em sinapses em diversas (talvez todas) regiões do 

cérebro e espécies animais179. Descrições altamente detalhadas dos mecanismos de indução e 

manutenção da LTP em todos os níveis de análise abrangendo desde circuitos cerebrais em grande escala 

à maquinaria sináptica, celular, molecular e genética que medeia o fenómeno da LTP179 estão agora 

disponíveis na literatura , [e. g., em Reymann, Frey & Matthies (1988)724; Bliss & Collingridge 

(1993)725; Bennett (2000)726; Sheng & Kim (2002)727; Abraham & Williams (2003)728; Lynch (2004)430; 

Malenka & Bear (2004)212; Raymond (2007)729; Blundon & Zakharenko (2008)730; Nicoll & Roche 

(2013)731; Larson & Munkácsy (2015)172; Bliss et al. (2018)181]. Ao que tudo indica, o esforço da 

investigação com objetivo ao desenvolvimento de uma compreensão profunda da LTP como um 

mecanismo de plasticidade tem sido um sucesso inequívoco179. 
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Figura 8.4 Contagem anual de publicações por pesquisa por tópico escrevendo as palavras “long‐term potentiation” em 

Web of Science (consultado a 14 de janeiro de 2021, em 

https://wcs.webofknowledge.com/RA/analyze.do?product=WOS&SID=D1RjaGaKomSQVpra4bk&field=PY_PublicationYe

ar_PublicationYear_en&yearSort=true). Com base neste gráfico, é feito notar-se uma clara subida no número de publicações 

anuais a contar a partir de 1990 (com 171 artigos publicados) até de 2011 (com 1609 artigos publicados), por exemplo. No ano 

de 2006, foi ultrapassada a marca dos 1400 artigos (com 1405 artigos publicados), seguindo-se então uma estabilização a um 

nível médio de 1547 artigos por ano desde 2006 até 2020. Os balões-rótulo de chamada de dados apresentados neste gráfico 

representam: [Ano, Número de publicações]. 

Surpreendentemente, a descoberta da LTP não gerou inicialmente um grande interesse (como se 

pode ver refletido no número de artigos publicados na Figura 8.4), aliás, o próprio T. Lømo mencionou 

“We (…) did our last experiment in September 1969… The results (…) appeared in the Journal of 

Physiology in 1973.”, lembrando também “… relative lack of enthusiasm expressed by most people 

upon hearing the results.”, em Lømo (2003; página 619)732. 

Entretanto, os dois famigerados artigos de 1973 juntamente com os primeiros subsequentes 

trabalhos, sugeriram, claramente, diversas semelhanças, relevantes, entre a LTP, como um fenómeno 

experimental, e a aprendizagem comportamental dependente do hipocampo e a aquisição de memória 

(ver Tabela 8.1). Entre estas inclui-se a rápida indução e a duração variável da LTP (variando de minutos 

a meses)733; especificidade de entrada relativamente às fibras estimuladas734; características de 

cooperatividade/associatividade entre fibras e sinapses735; bem como a indução ideal de LTP por padrões 

de atividade relacionados à aprendizagem fisiologicamente relevantes736; em particular o ritmo θ do 

hipocampo no que diz respeito à zona CA1172,737. Consequentemente, a possibilidade de a LTP servir 

como “mecanismo de aprendizagem/memória” foi reconhecida logo após a sua descoberta [e. g., 

Andersen & Lømo (1967)712; Bliss & Lømo (1973)177; Bliss & Collingridge (1993)725; McNaughton 

(2003)735; Lømo (2003)732; Lømo (2018)738], muito antes do início dos testes empíricos dessa hipótese179 

(ver gráfico na Figura 8.5 – uma cronologia dos principais eventos no trabalho de investigação sobre a 

LTP e a memória). 
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Figura 8.5 Marcos importantes na descoberta da LTP como um mecanismo de memória. Linha temporal dos principais 

marcos da investigação que avaliam a ligação entre a LTP e a aprendizagem e o armazenamento de memória. Observe-se o 

atraso de várias décadas desde a primeira descrição da LTP até à emergência de evidências que suportem um papel da LTP na 

memória. Consultar a secção de Referências para as citações dos artigos incluídos aqui: Lømo (1966)714; Bliss & Lømo 

(1973)177; Bliss & Gardner‐Medwin (1973)723; Barnes (1979)739; Barnes & McNaughton (1985)740; Morris et al. (1986)185; 

McNaughton et al. (1986)741; Castro et al. (1989)742; Saucier & Cain (1995)743; Rogan, Staubli & LeDoux (1997)744; McKernan 

& Shinnick-Gallagher (1997)745; Rioult-Pedotti et al. (1998)746; Rioult-Pedotti, Friedman & Donoghue (2000)747; Whitlock et 

al. (2006)199; Pastalkova et al. (2006)10; Nabavi et al. (2014)748. 

 

 

 

• O primeiro relato da LTP (Lømo)

1966

• Relatórios detalhados da LTP do hipocampo (Bliss & Lømo; Bliss & Gardner-Medwin)

1973

• Correlação da aprendizagem/memória espacial com a LTP (Barnes et al.; Barnes & McNaughton)

1979, 1985

• Bloqueio da LTP por antagonismo dos NMDAR dificulta a aprendizagem espacial (Morris et al.)

1986

• Saturação da LTP prejudica a aprendizagem espacial (McNaughton et al.; Castro et al.)

1986, 1989

• Aprendizagem espacial sem NMDARs e LTP (Saucier & Cain)

1995

• Condicionamento do medo → LTP na amígdala (Rogan, Staubli & LeDoux; McKernan & 
Shinnick-Gallagher)

1997

• Aprendizagem motora → LTP em M1 (Rioult-Pedotti et al.; Rioult-Pedotti, Friedman & 
Donoghue)

1998, 2000

• Aprendizagem de evitação → LTP no hipocampo (Whitlock et al.)

• Reversão da LTP → Supressão da memória (Pastalkova et al.)

2006

• LTP → Restabelecer a memória suprimida (Nabavi et al.)

2014
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Tabela 8.1 Semelhanças entre as características da potenciação de longa duração (LTP), aprendizagem e formação de 

memória dependente do hipocampo. 

LTP Aprendizagem e memória 

Indução rápida (cerca de 1 s) 
Aprendizagem rápida de uma tentativa/experiência (e. 

g., codificação de memória episódica) 

Indução por padrões de atividade relevantes para a 

aprendizagem (estimulação θ-burst) 

Codificação de informações durante a atividade teta (θ) 

do hipocampo 

Duração variável (minutos a meses) Memória de curto, intermédio e longo prazo 

Decadência temporal Decadência da memória (esquecimento com o tempo) 

Especificidade de entrada (Input specificity) Especificidade de memória, separação de padrões 

Cooperatividade/associatividade da atividade sináptica Aprendizagem associativa 
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8.2. A plasticidade neuronal e o hipocampo 

A plasticidade neuronal pode ser amplamente definida como a capacidade do sistema nervoso de 

responder a estímulos intrínsecos e extrínsecos por reorganização da sua estrutura, função e conexões; 

pode ser descrito em vários níveis, do molecular ao celular, aos sistemas e ao comportamento; e pode 

ocorrer durante o desenvolvimento, em resposta ao ambiente, no alicerçamento à aprendizagem, em 

resposta a doenças ou em relação à terapia. Tal plasticidade pode ser vista como adaptativa, quando 

associada a um ganho de função, ou como inadaptada (maladaptive), quando associada a consequências 

negativas, como perda de função ou aumento de lesões; pontos estes ilustrados por modelos animais e 

alguns estudos em humanos7; Figura 8.6. 

 

Figura 8.6 Visão geral e esquemática dos vários fatores contribuintes, diferentes escalas e níveis metodológicos e 

conceituais que determinam a plasticidade neuronal no hipocampo. Figura retirada de Bartsch & Wulff (2015)22. 

O conceito de plasticidade neuronal pode ser aplicado a um multíplice de doenças neurológicas e 

psiquiátricas, bem como ao envelhecimento749, incluindo a doença de Alzheimer11,750; depressão751; 

esquizofrenia752; epilepsia68,753; perturbações do neurodesenvolvimento754; perturbações metabólicas755; 

e à neuro-inflamação756,757, incluindo a esclerose múltipla758. 
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8.3. Exposição das fatias de hipocampo a diversos tipos de atividade 

epileptiforme 

A Figura 8.7 mostra a montagem experimental utilizada para expor as fatias de hipocampo a 

atividade epileptiforme in vitro do tipo crítico e intercrítico quando o objetivo é fazer registos 

eletrofisiológicos (Figura 8.7.A,B) ou quando o objetivo é obter quantidade suficiente desta preparação 

para estudos de WB (Figura 8.7.C). 

 

Figura 8.7 Exposição das fatias de hipocampo a atividade epileptiforme. Montagens experimentais utilizadas para obtenção 

de registos eletrofisiológicos em fatias de hipocampo [A e B] e para obtenção de tecido para análise por western blot. [A] Vista 

geral da gaiola de Faraday com câmara de registo, micromanipuladores, estereomicroscópio. [B] Plano aproximado da câmara 

de registo, banho de aquecimento, elétrodos de estimulação e elétrodo de registo. [C] Sistema de quatro câmaras paralelas 

utilizado na estimulação das fatias de hipocampo, mostrando o sistema de perfusão e os estimuladores. 

A B 

C 
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8.4. Método de Bradford 

Bradford, é um método de determinação de proteínas que envolve a ligação de Coomassie Brilliant 

Blue G-250 às proteínas. A ligação do corante às proteínas causa uma mudança na absorção máxima do 

corante de 465 para 595 nm e é o aumento da absorção para 595 nm que é detetado por 

espectrofotometria. Este ensaio é rápido e reprodutível, com o processo de ligação do complexo 

proteína-corante praticamente completo em aproximadamente 2 min, com estabilidade de cor por 1 h. 

Há pouca ou nenhuma interferência de catiões como Na+ ou K+, nem de hidratos de carbono como a 

sacarose508. 

8.4.1. Ensaio padrão 

Foi criada uma curva padrão da concentração de proteína, isto é, uma série de soluções com 

concentrações de proteína conhecidas, que nos servirão de comparação, posteriormente, para a relação 

gráfica entre valores da razão das absorvências e a concentração. Com base na análise gráfica, será 

possível verificar a linearidade do padrão e quando se quiser conhecer a concentração das amostras, 

acha-se os valores da absorvência, determinados pela leitura do espetrofotómetro, encontrando-se a sua 

concentração, com recurso ao cálculo da equação da reta. 

Na prática, foram criados sete padrões de concentrações diferentes de BSA diluída em aCSF IP IF. 

Primeiramente, foi criada a solução-mãe de concentração 1500 μg/mL e a partir desta foram criadas as 

diluições, obtendo-se no final a seguinte série de concentrações de padrão: 0, 100, 200, 400, 700, 1200 

e 1500 μg/mL. 

Cada ensaio foi realizado em triplicado. Cada padrão foi depois pipetado (5 μL) para os poços de 

uma microplaca, adicionando-se em seguida 245 μL de reagente de Bradford (Coomassie Brilliant Blue 

G-250 0,01% m/v; Ácido o-fosfórico 8,5% m/v; Etanol absoluto 4,7% m/v) para cada poço. Para poços 

independentes pipetaram-se 5 μL de cada amostra e a mesma quantidade de reagente de Bradford. 

Incubaram-se as misturas durante pelo menos 5 min e, em seguida, realizaram-se as medições 

espetrofotométricas. 

8.4.2. Leitura espetrofotométrica 

Os valores da absorvência foram determinados por um espetrofotómetro (TECAN, Sunrise; 

software: RdrOle4). Foi definido a medição da absorvência para 590 nm; a medição de referência para 

450 nm e calculou-se posteriormente a razão entre os dois valores medidos para cada poço. 

Imediatamente antes da leitura efetiva, foi parametrizado uma agitação de 5 s. 

Os gráficos de reta-padrão poderão ser consultados em Figura 8.8 e Figura 8.9. 
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Figura 8.8 Reta-padrão de calibração para o método de Bradford508, para a determinação da concentração de proteínas 

nas amostras CTR; PG 97-269; Mg2+ 0 mM; Mg2+ 0 mM + PG 97-269; Bic & Bic + PG 97-269. A linha contínua representa 

o ajuste linear da razão das absorvências lidas a 590 nm e a 450 nm obtidas para cada concentração de proteína. O R2 é o 

coeficiente de determinação, cujo reflete a qualidade da regressão linear, quer dizer, quanto mais próximo de 1, melhor o ajuste. 

 

 

Figura 8.9 Reta-padrão de calibração para o método de Bradford508, para determinação da concentração de proteínas 

nas amostras ♂ (4M, 9M, 12M, 21M) e ♀ (4M, 9M, 12M, 21M). A linha contínua representa o ajuste linear da razão das 

absorvências lidas a 590 nm e a 450 nm obtidas para cada concentração de proteína. O R2 é o coeficiente de determinação. 

 

 

 

y = 0,002x + 0,5873

R² = 0,9986

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

3,5

4,0

0 200 400 600 800 1 000 1 200 1 400 1 600

A
b

s 
(5

9
0

 n
m

) 
/ 

A
b

s 
(4

5
0

 n
m

)

[Proteína] (µg/mL)

Método de Bradford

y = 0,0013x + 0,6053

R² = 0,9988

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

0 200 400 600 800 1 000 1 200 1 400 1 600

A
b

s 
(5

9
0

 n
m

) 
/ 

A
b

s 
(4

5
0

 n
m

)

[Proteína] (µg/mL)

Método de Bradford


