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RESUMO

O GABA, o principal neurotransmissor inibitério do sistema nervoso central em
mamiferos adultos, tem papel excitatério no inicio do neurodesenvolvimento. Os
efeitos despolarizantes (excitatérios) ou hiperpolarizantes (inibitérios) provocados pelo
GABA dependem da concentragdo do anion cloreto dentro e fora da célula. Para
promover essas respostas GABAérgicas, 0s neurdnios possuem os transportadores
transmembrana NKCC1 e KCC2. O NKCCL1 injeta ions cloreto para dentro da célula,
aumentando a concentracdo interna deste ion, e o KCC2 ejeta ions cloreto para
fora da célula, diminuindo a concentracdo interna deste ion. O padrdao de
expressdo e atividade destes cotransportadores de cloreto é dependente da
regido, do sexo e da idade. Considerando a escassez de dados em relacéo ao
dimorfismo sexual de estruturas do SNC fundamentais para a motricidade, no
presente estudo avaliamos a expressao de NKCC1 e KCC2 no cerebelo e estriado
de ratos Wistar neonatos (P3 e P7) de ambos os sexos através da técnica de
Western blot. Os resultados obtidos demonstram que no cerebelo de machos
houve reducao da expressédo de NKCC1 e KCC2 de P3 para P7, ao passo que
em fémeas ndo houve reducdo de nenhum cotransportador. Ja no estriado de
machos nao houve reducédo de expressédo de NKCC1 e KCC2, enquanto que em
fémeas houve reducao apenas de NKCC1 de P3 para P7. A razédo entre NKCC1
e KCC2 no cerebelo ndo apresentou diferenca entre os sexos ou entre as idades.
Ja no estriado, houve reducao na razdo NKCC1/KCC2 entre fémeas P3 e P7, mas
em machos, ndo. Assim, parece haver um dimorfismo sexual importante desses

transportadores em ratos neonatos.

Palavras-chave: GABA, NKCC1, KCC2, dimorfismo sexual, neonatos.



ABSTRACT

GABA is the major central nervous system inhibitory neurotransmitter in adult
mammals and plays an excitatory role in the onset of neurodevelopment. The
depolarizing (excitatory) or hyperpolarizing (inhibiting) effects caused by GABA
depends on the concentration of chloride anions inside and outside the cell. To
promote these GABAergic responses, neurons have transmembrane proteins NKCC1
and KCC2. NKCC1 injects chloride into the cell, increasing the internal concentration
of this ion, and KCC2 eject the chloride out of the cell, decreasing the internal
concentration of this ion. The expression pattern and activity of these chloride
cotransporters depend on region, gender and age. Considering the scarcity of data
regarding the sexual dimorphism of fundamental CNS structures of motricity, in present
study we evaluated the expression of NKCC1 and KCC2 in the cerebellum and striatum
of neonatal Wistar rats at ages P3 and P7 of both sexes with Western Blot. The
obtained results show that the male cerebellum reduced NKCC1 and KCC2 expression
between P3 and P7, whereas in females that was not reduced of any cotransporter. In
the striatum there was no reduction of NKCC1 and KCC2 expression, whereas there
was a reduction of only NKCC1 between P3 and P7. The ratio between NKCC1 and
KCC2 in the cerebellum did not differ between sexes or age. In the striatum, there was
a reduction in the NKCC1/KCC2 ratio between P3 and P7 females, but not males.

There was significant sexual dimorphism among neonatal rats.

Key words: GABA, NKCC1, KCC2, sexual dimorphism, newborns.
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1. INTRODUCAO

O acido Y-aminobutirico (GABA) €& o principal neurotransmissor
inibitério do sistema nervoso central (SNC) de mamiferos adultos. Entretanto, em
estagios iniciais do desenvolvimento neural, 0 GABA assume um papel excitatorio.
Isso esta associado a presenca de um transportador de membrana que aumenta
a concentracdo intracelular de cloreto dos neurbnios, o que produz um efluxo
deste ion no momento em que canais de cloreto ativados pelo GABA sao abertos.
Ja foi demonstrado que o GABA despolariza neurdnios imaturos em varias regides
do sistema nervoso central de diversas espécies animais (Ben-Ari et al., 2002,
2012; Owens et al., 2002).

1.1Neurotransmisséo Inibitéria e Receptores Envolvidos

O GABA exerce sua atividade, tanto como agente excitatério quanto
inibitério, por meio de sua ligacdo aos seus receptores GABAérgicos (GABAR),
gue sao pentameros compostos por um conjunto de subunidades distribuidas em
oito classes (a1-6, B1-3, Y1-3, 9, ¢, 6, T e p1-3). As subunidades geralmente
se reltnem em uma estequiometria do tipo 2a:2B:Y, embora a composicdo do
receptor difira entre os subtipos neuronais. Sabe-se que ha pelo menos trés tipos
de receptores de GABA: o0 GABAA, 0 GABAs e 0 GABAc. Os receptores GABAa €
GABAc sao proteinas transmembrana de mdultiplas subunidades. Ao se ligar a
esses receptores, a molécula de GABA provoca a abertura de um canal ibnico de
cloreto, portanto esses receptores sdo considerados ionotrépicos. Os receptores
GABAg séo receptores heterodiméricos acoplados a proteina G que afetam as
correntes ibnicas neuronais através de segundos mensageiros, portanto sao
metabotropicos (Watanabe et al., 2002; Jelitai e Madarasz, 2005). O fluxo de
cloreto ativado pelo GABA é passivo e depende do potencial de equilibrio da célula
para este anion (Ben-Ari et al., 2012).

No cérebro imaturo, progenitores neuronais expressam 0 receptor
GABAA desde os estagios iniciais. Em roedores, estes receptores estéo presentes
nas células-tronco neuronais (LoTurco et al., 1995; Owens et al., 1996) e nos
neuroblastos migratérios (Manent et al.,, 2005), antes mesmo do inicio da

sinaptogénese GABAérgica.



1.2Homeostase do Cloreto em Neurdnios

A acéo excitatoria do GABA é encontrada na maioria dos neurdnios em
desenvolvimento de todas as regides do cérebro incluindo hipotalamo,
hipocampo, bulbo olfatério, medula espinal, estriado, cerebelo e cortex (Connor et
al., 1987; Cherubini et al., 1990, 1991; Yuste e Katz, 1991; Ben Ari et al., 1994;
LoTurco et al., 1995; Obrietan e van den Pol, 1995; Serafini e outros, 1995; Chen
et al.,, 2016). A capacidade de troca de funcdo da sinalizacdo GABAérgica de
inibitéria para excitatdria, ou vice-versa, depende, em parte, da concentracdo de
cloreto intracelular ([CIT]i), a qual € a determinante chave da resposta neuronal ao
GABA (Ben-Ari et al., 2012). Como os receptores GABAa sdo canais de CI-
controlados por ligantes, existe uma relacéo direta entre as concentracdes de Cl-
intracelular e a resposta produzida pela sinalizacdo GABAérgica (Tsukahara et al.,
2015). O receptor GABAA permite a entrada ou a saida passiva de ions Cl- de
acordo com o potencial de equilibrio do neurénio para este ion, isto €, 0 anion
fluirA pelo canal em qualquer direcdo, dependendo do seu gradiente
eletroquimico. Quando a [CI)i € alta, como no caso de neurbnios imaturos em
condi¢cdes normais, o potencial de equilibrio do CI- € positivo em relacdo ao
potencial da membrana em repouso e, conseguentemente, a ativacao do receptor
GABAA resulta no efluxo liquido de CI-, o que facilita a despolarizagdo neuronal.
Quando a [CIT]i € baixa, como no caso de neurdnios maduros em condi¢cdes
normais, o potencial de equilibrio do CI- é negativo em relagdo ao potencial de
membrana em repouso e, consequentemente, a ativacdo do receptor GABAa
resulta no influxo liquido de CI-, facilitando a hiperpolarizacdo neuronal. Sabe-se
gue as chances de ocorréncia de um potencial de agcdo aumentam com a
despolarizacédo e diminuem com a hiperpolarizacdo da membrana neuronal.
Dessa forma, uma baixa [CI]i facilita a inibicdo pos-sinaptica mediada pelo GABA,
ao passo que a alta [CI]i facilita a excitacdo (Ben-Ari et al., 2012).

Obviamente, o equilibrio entre inibicdo e excitacdo neuronal é critico
para o funcionamento adequado do sistema nervoso (Buzsaki et al., 2007; Haider
et al., 2006), e os neurdnios regulam as concentracdes intracelulares de cloreto
para garantir respostas elétricas apropriadas (Ben-Ari et al., 2012). A [CI]i basal
€ relativamente baixa — em torno de 5 mM — ao passo que a concentracao

extracelular de cloreto estda em torno de 110 mM, no SNC maduro. Aumentos
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relativamente pequenos da [Cl]i destes neurdnios podem tornar o GABA

excitatorio (Raimondo et al., 2017).

1.3Cotransportadores de Cloreto

A homeostase dos ions cloreto ndo é regulada exclusivamente pelos
receptores GABAérgicos, mas também por outras proteinas responsaveis pelo
transporte de CI- e que atuam simultaneamente. Esse equilibrio dinAmico é
importante para uma série de processos neurofisiolégicos. O cloreto € primordial
em varios processos fisiolégicos, como a regulacdo génica (Succol et al., 2012;
Valdivieso et al., 2016), a manutencdo do pH (Ruffin et al., 2014) e o controle do
volume celular (Sardini et al., 2003). A regulacao precisa da [Cl]i é atingida, em
parte, pela atividade de cotransportadores de cloreto-cation (CCCs). Os CCCs séo
proteinas de membrana que promovem o transporte de ions Cl~ juntamente com
ions Na* e/ou K*. A energia para o transporte é fornecida pelos gradientes
transmembrana combinados de sodio, potassio (estabelecidos pela bomba
Na*/K*-ATPase) e cloreto. Os cotransportadores acoplados ao soédio, o0s
cotransportadores Na—K—CI (NKCC1 e NKCC2) transportam ions cloreto para
dentro da célula, elevando a quantidade desses ions acima do seu equilibrio
eletroquimico. Por outro lado, ao acoplar o transporte de cloreto ao gradiente
externo de potassio, os CCCs acoplados ao potassio ou cotransportadores K-ClI
(KCC1, KCC2, KCC3 e KCC4) transportam ions cloreto principalmente para fora
da célula, reduzindo a quantidade desses ions abaixo de seu equilibrio
eletroquimico (Kahle et al., 2008).

Nos neurbnios, os principais cotransportadores de ions cloreto séo o
NKCC1 e o KCC2 (Tzanoulinou et al., 2014). A presenca do NKCC1 aumenta o
potencial de reversdo do CI-, acumulando este anion dentro da célula. J4 a
presenca do KCC2 reduz o potencial de reverséo do CI- e, portanto, expulsa este
anion da célula, invertendo as acdes do GABA da excitagdo para a inibicdo
(Veerawatananan et al., 2015). Na vida embrionaria e neonatal de roedores, em
condicOes fisioldégicas basais, os neurbnios mostram forte expressado de NKCC1,
mas baixa expressdo de KCC2 (Wang et al., 2009; Ben-Ari et al., 2002). A
mudanca gradual da atividade dominante do NKCC1 em neurdnios imaturos para
uma atividade dominante do KCC2 em neurdnios mais maduros (Plotkin et al.,
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1997; Rivera et al., 1999; Yamada et al., 2004) faz com que a ativacdo do receptor
GABAAa varie gradualmente de despolarizante para hiperpolarizante (tipica de
neurdnios maduros), uma vez que a concentracdo de cloreto intracelular diminui
gradualmente ao longo do desenvolvimento do sistema nervoso (Ben-Ari et al.,
1994).

Dessa forma, o balango funcional entre os cotransportadores de cloreto
€ um determinante importante do momento de inversdo do papel do
neurotransmissor GABA (de excitatorio para inibitorio), necessario para o
desenvolvimento das funcdes apropriadas do SNC. Qualquer retardo na troca de
funcdo GABAérgica pode originar um desequilibrio entre neurbnios excitatorios e
inibitérios no SNC, levando a um desbalanco entre estimulacdo e inibicdo
(Furukawa et al., 2017; O’Marin, 2012; Nelson e Valakh, 2015).

Por exemplo, o blogueio da atividade e/ou expressdo do NKCC1
prejudica a maturacdo morfolégica dos neurdnios corticais, reduz a arborizacao
dendritica, aborta a atividade motora, reduz a populacédo de neurbnios motores e
interneurdnios, e provoca uma reducdo na elaboracdo de axénios, levando a
reducao do tamanho do encéfalo e da medula espinal (Isering et al., 1998; Ploktin
etal., 1997). Em neonatos de varias espécies, 0 KCC2 é expresso em niveis muito
baixos (Wang et al., 2002). Um desvio negativo no potencial de reversido de GABA
€ acompanhado por um aumento na expressdo do KCC2 em neurdnios do cortex
e do hipocampo de ratos em torno da segunda semana de vida (Clayton et al.,
1998). Em seres humanos, a expressdo do KCC2 no neocértex comeca a
aumentar em torno da 402 semana apds a concepcao (Rivera et al., 1999) e a
expressdo de NKCC1 atinge niveis similares aos de adultos em torno da 502
semana apds a concepcdo (Dzhala et al.,, 2005). Em estagios iniciais de
neurodesenvolvimento, o aumento na expresséo de KCC2 ocorre
simultaneamente com a diminuicdo da expressdo de NKCC1, resultando na
prevaléncia do efluxo sobre o influxo de cloreto, o que diminui a [Cl7]i. No cortex
cerebral de roedores, a expressdo de KCC2 & minima ao nascimento, baixa
durante a primeira semana de vida e comparavel ao adulto em P14-15. Ja a
expressdo de NKCC1 em neurbnios corticais € mais alta durante a primeira
semana pos-natal, diminuindo em P14 para niveis mais baixos, similares aos
encontrados em adultos (Dzhala et al., 2005).

O desequilibrio entre excitacao e inibicdo GABAEérgicas € caracteristico
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de varios disturbios neurolégicos, podendo causar anormalidades como epilepsia,
esquizofrenia e depressado (Ramamoorthi et al., 2011). Déficits na expressao do
KCC2 estdo associados a quadros de epilepsia em humanos e em modelos
animais (Kelley et al., 2018). Quadros clinicos graves de epilepsia na infancia com
convulsdes focais migratérias sdo observados em seres humanos com mutagdes
de perda de funcédo do KCC2 (Saitsu et al., 2016; Stoédberg et al., 2015). Um déficit
de 95% no KCC2 resulta em convulsbes e mortalidade entre a segunda e a
terceira semanas de vida pés-natal (Woo et al., 2002).

Tsukahara et al. (2017), também demonstraram que o estresse materno
em camundongos retarda a troca de fungcdo GABAEérgica no hipocampo da prole.
O estresse repetido induzido também gera alteracdes nos padrées de expressao
de KCC2 e NKCC1 no hipocampo de camundongos fémeas, contribuindo para a
geracao de estados hiperexcitérios, como epilepsia e esquizofrenia, em virtude do
desequilibrio entre excitacao e inibicdo (Tsukahara et al., 2015; Hyde et al., 2011).
Além disso, em algumas condicfes fisiopatologicas, como isquemia, hipdxia e
trauma, a expressao de NKCC1 aumenta significativamente (Sung et al., 2000),
ao passo gque a expressdo de KCC2 diminui (Jaenisch et al., 2009; Wang et al.,
2014).

O padréo de expressao dos cotransportadores de cloreto também difere
— de acordo com o periodo de desenvolvimento cerebral — em tempo, em regiao
e entre machos e fémeas (Castillo et al., 2013), o que sera detalhado a seguir.
Rivera et al. (1999) realizaram experimentos in vivo para obter informacéo sobre
os padrdes de expressdo de KCC2 em alguns locais do encéfalo do rato em
desenvolvimento. Os resultado obtidos apontaram que o hipocampo e o neocértex
ndo possuiam RNAmM de KCC2 em E20, ao passo que o talamo possuia e em
regides mais caudais do tronco encefalico havia forte expressao; alguns neurbénios
ja expressaram KCC2 no neocértex em PO, porém uma expressao mais intensa
foi detectada em P5 e, depois de duas semanas ap0s 0 hascimento, estabilizou-
se o nivel de RNAm de KCC2.

H& vérios estudos a respeito do padrdao de expressdao dos
cotransportadores de cloreto e do receptor GABAA em estruturas do sistema
nervoso central como o hipocampo (Ben-Ari et al., 2007, 2012, 2014), mas isso
permanece pouco conhecido para outras estruturas ndo menos importantes, como

o estriado e o cerebelo, que sao centros importantes do controle motor.
4



1.4Cerebelo

Em ratos, o «cerebelo é imaturo ao nascimento e o
neurodesenvolvimento consideravel desta regido encefalica ocorre no periodo
pos-natal (Bayer et al., 1995), tornando-se um bom modelo para a investigacao
de mecanismos de desenvolvimento neuronal. As sinapses inibitérias surgem no
final da primeira semana pés-natal e o niumero de sinapses GABAérgicas aumenta
durante a segunda e a terceira semanas pos-natais na camada granular cerebelar
em ratos (Hamori et al., 1983; Hallonet et al., 1990). Durante esse momento, a
localizacdo intracelular da enzima GAD (glutamato descarboxilase) muda
drasticamente (Barker et al., 1993) bem como a composi¢cao das subunidades dos
receptores GABA, com subunidades especificas e distintas expressas e
localizadas nos neurdnios pés-sinapticos no cerebelo (Araki et al., 1992; Laurie et
al., 1992).

O cortex cerebelar possui trés camadas: a camada molecular, a camada
de células de Purkinje e a camada granular. As células estreladas estdo
localizadas na camada molecular e as células em cesto estdo localizadas na parte
profunda desta mesma camada. Os corpos celulares das células de Purkinje estéo
dispostos em uma Unica camada, formando a camada de células de Purkinje. As
células granulares ocupam a camada granular ao passo que as células de Golgi
estao localizadas principalmente na metade superior desta camada. Entre esses
neurdnios principais do cerebelo, as células de Purkinje, as células estreladas, as
células em cesto e as células de Golgi sdo GABAérgicas. No cerebelo em
desenvolvimento, 0s neurénios comecam a expressar 0s receptores GABAAa
funcionais apés o término da proliferacdo celular. As células de Purkinje
diferenciadas expressam a subunidade a3, as células granulares em migracao e
maturagado expressam a subunidade a2 e ambas as subunidades desaparecem
do cértex cerebelar apos o término da sinaptogénese; as subunidades B3, Y1 e
Y3 sdo abundantemente expressas no cerebelo em desenvolvimento e o0s
transportadores de GABA (GAT) também surgem durante a formacéo sinaptica
(Takayama et al., 2005). O GAT-1 aparece em P5 nos ax6nios e o GAT-3 aparece
em P10 nos astrécitos da camada granular. O numero de sinapses GABAérgicas
aumenta muito em todas as camadas cerebelares durante a segunda e terceira
semanas pos-natais (Takayama et al., 2004; Jakab et al., 1988).

O cerebelo estéa intimamente envolvido no aprendizado de habilidades
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motoras. Durante a segunda semana pos-natal, os ratos abrem os olhos e
comecam a se movimentar. O aumento da atividade motora implica no
desenvolvimento do controle motor, coordenacdo e aprendizado. Durante o
mesmo periodo do desenvolvimento, a inibicdo GABAérgica comecga a imperar no
cortex cerebelar (Llinas et al., 1969).

Mikawa et al. (2002), demonstraram que a expressao dos RNAm de
KCC2 e NKCCL1 foi regulada em relacédo ao tempo no cerebelo: em P7 e P14,
houve forte expressdo de RNAmM do NKCCL1. J& o padrédo de expressdo do RNAm
do KCC2 no cerebelo de ratos em desenvolvimento foi correlacionado com a
maturacdo dos neurdnios, de modo que o RNAmM do KCC2 foi expresso nas
células de Purkinje (que surgem entre E13 e E15) em P1; fracamente expresso
em células granulares (que surgem entre P4 e P19) em P7 e fortemente expresso
em P14; na camada germinativa externa néo foi expresso, uma vez que as ceélulas
eram prematuras. Embora haja relatos sobre a expressdo génica de NKCC1 e
KCC2 no cerebelo em relagdo ao tempo de desenvolvimento, permanece
desconhecido esse padrédo entre machos e fémeas.

1.5Estriado

Além do cerebelo, o corpo estriado € um centro critico no controle e
execucdo do comportamento voluntario. O estriado de mamiferos possui
neurébnios espinhosos médios e subclasses de interneurbnios, ambos
GABAEérgicos (Kawaguchi et al.,, 1995; Smith et al.,, 1990). Em roedores, 0s
interneurdnios perfazem cerca de 10% dos neurdnios do estriado (Bolam et al.,
1983). Uma das vias mais importantes que liga o estriado a substancia nigra é
GABAérgica (Fonnum et al., 1978). Logo, a estimulagcdo dos neurbnios do
estriado, que é a porta de entrada do GABA a substancia nigra, exerceria um efeito
anticonvulsivo. Além disso, o bloqueio da transmissdo GABAérgica no estriado
resulta em ativacao significativa e/ou interrupcdo do comportamento motor
(Yoshida etal., 1991; Yamada et al., 1995). Os distUrbios desse nucleo sdo a base
de uma variedade de doencas neurolégicas e psiquiatricas, como a doenca de
Parkinson (Dubois et al., 1996), a doenca de Huntington (Cummings et al., 1993),
a Coreia de Sydenham (Cummings et al., 1993), a Sindrome Gilles de la Tourette

(Cummings et al., 1985), a esquizofrenia (Buchsbaum et al., 1992) e o transtorno
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obsessivo-compulsivo (Insel et al., 1983).

Ha evidéncias da existéncia de sinapses entre 0s neurdnios espinhosos
medios (Kitai e Wilson, 1983; Somogyi et al., 1989; Wilson e Groves, 1983), mas
ha poucas evidéncias fisiolégicas sobre as rapidas interacdes inibitérias entre
esses neurdnios (Tepper e Koos, 1999), que representam 90 a 95% da populacéo
neuronal do estriado em roedores (Bolam et al., 1983). Registros iniciais sugerem
gue 0s neurdnios espinhosos médios estimulados por seus préprios axénios
podem inibir os neurdnios vizinhos (Katayama et al., 1981). Tunstall et al. (2002),
através de registros intracelulares simultaneos de pares de neurbnios
espinhosos médios utilizados para testar a ocorréncia de interacdes inibitorias,
demonstraram pela primeira vez a existéncia de interagfes sinapticas mediadas
pelo receptor GABAA entre essas células do estriado, corroborando a existéncia
desse receptor de membrana. Tepper et al. (1999) demonstrou que o0s
interneurénios GABAEérgicos podem controlar a atividade dos neurbnios
espinhosos médios, reduzindo significativamente a taxa de disparo momentaneo
de seus alvos poés-sinapticos. Além destes neurbnios, ha interneurbnios que
desempenham papéis importantes no circuito do estriado. Destes, 0s
interneurdnios positivos para parvalbumina, Oxido nitrico sintase, NADPH-
diaforase e interneurdnios positivos para calretinina contém GABA (Cowan et al.,
1990; Kawaguchi et al., 1995). Os interneurbnios positivos para parvalbumina
possuem niveis elevados de GABA, de enzimas sintetizadoras de GABA e do
transportador de GABA (Chesselet et al.,, 1989; Augood et al., 1995).
Interneurénios GABAErgicos de rapido crescimento perfazem cerca de 1% do total
de neurdnios do estriado (Luk et al., 2001); estes neurdnios recebem entradas
diretas do cortex cerebral e fazem sinapse sobre neurdnios eferentes do estriado
(Bennett et al., 1994). Além disso, também promovem a inibicdo do avancgo cortical
de neurbnios espinhosos médios (Kita et al., 1990; Bennett et al., 1994; Plenz et
al., 1996; Koos et al., 1999; Tepper et al., 1999).

Estudos em embribes demonstraram que 0s interneurdnios
GABAEérgicos de rapido crescimento nascem um pouco mais cedo do que a
maioria dos neurdnios espinhosos médios (Bayer et al.,, 1984; Sadikot et al.,
1997), amadurecendo durante a segunda e terceira semanas pos-natais em ratos
(Schlosser et al., 1999), o que, por sua vez, corresponde ao periodo de maturacao

das propriedades morfofuncionais dos neurdnios espinhosos médios (Tepper et
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al.,, 1999; Colwell et al., 1998; Uryu et al., 1999; Hurst et al., 2001). Estudos
eletrofisioldgicos realizados em ratos em P16 mostraram gque 0s interneurdnios
GABAérgicos do estriado em ja tém a capacidade de disparar em frequéncias
extremamente altas com pouca adaptacéo, potenciais de acao estreitos e grande
amplitude rapida apos hiperpolarizacdo (Koos e Tepper, 1999). No rato, o periodo
de maior sinaptogénese do estriado ocorre durante a fase pés-natal (Chesselet et
al., 1989; Szele et al., 1994; Butler et al., 1998).

Brand et al. (1984) estudaram o neurodesenvolvimento do estriado em
macacos Rhesus e demonstraram que durante o segundo més fetal, o estriado
consistia principalmente de células imaturas, principalmente bipolares, e um
pequeno numero de cones de crescimento; as primeiras sinapses surgiram no
putamen em E60 e no caudado em E65; no terceiro més fetal, os corpos celulares
neuronais e as células gliais aumentam, além dos axénios e dendritos que se
tornaram mais complexos; no quarto més fetal, emergiram as quatro principais
classes de células do estriado.

Apesar destes dados importantes sobre a funcdo GABAérgica, ndo ha
muitas evidéncias descritas a respeito do perfil de expressdo dos

cotransportadores KCC2 e NKCC1 em neurdnios do estriado em ratos.

1.6Dimorfismo Sexual

O dimorfismo sexual € um fenémeno evolutivo presente em varios aspectos
biolégicos, incluindo os mecanismos de funcionamento GABAérgico. O cérebro de
ratos esta a mercé da transformacéo perene por parte dos horménios esteroides das
gbnadas, entre o 18° dia de vida intrauterina e o 10° dia de vida pds-natal, resultando
em um fenotipo de dimorfismo sexual cerebral em virtude da exposicéo a testosterona
ou ao estrogénio (Cherubini et al., 1990). Portanto, machos e fémeas iniciam com o
mesmo numero de neurbnios em uma populacdo especifica, perdendo esses
neurdnios em funcéo da exposicdo hormonal diferencial (Arai et al., 1996).

Sabe-se que ha variacdes no padrdo de expressao de NKCC1 e KCC2
entre machos e fémeas nas diferentes idades. Castillo et al. (2013) observaram o
dimorfismo sexual em ratos na expressédo de NKCC1 e KCC2 no hipocampo € no
cortex entorrinal durante o periodo neonatal. Nunez e McCarthy (2007)
demonstraram que o GABA se torna inibitdrio mais cedo em fémeas do que em
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machos, baseando-se nas variacOes de expressdao e atividade dos
cotransportadores de cloreto entre machos e fémeas durante o desenvolvimento
pos-natal. Fémeas possuem niveis mais baixos de NKCC1 fosforilado do que
machos, entre PO e P10. Em P14, os niveis atingem marcas reduzidas e equivalentes
em ambos os sexos (Nunez et al., 2007). Em neurbnios hipocampais de ratos, os
efeitos hiperpolarizantes do GABA aparecem durante a primeira semana pos-natal em
fémeas e durante a segunda semana poés-natal em machos (Galanopoulou, 2008a).
Também ja foram demonstradas diferencas significativas sexo-especificas na
mudanca do padréo de expressao do RNAm do receptor GABAa (Pae et al., 2011).
Na substancia nigra, uma estrutura sexualmente dimorfica importante no controle
motor, o0 momento da inversdo da funcdo GABAérgica € género-especifico
(Galanopoulou et al., 2003a; Galanopoulou, 2005; Kyrozis et al., 2006). A ativacao
do receptor GABAA pelo agonista muscimol causa despolarizagdo, aumento da
concentracdo de calcio intracelular e a expressao de genes regulados pelo calcio,
como o KCC2, em neurbnios da substancia nigra de ratos machos entre P14 e
P17. Entretanto, em fémeas de idades equivalentes (P14 a P17) o muscimol
hiperpolariza os neurdnios da substancia nigra, ndo aumenta o calcio intracelular
e diminui a expressao de KCC2 (Galanopoulos, 2005). O estradiol também esta
relacionado a alteracfes na expressdo do KCC2. Em ratos machos em P15, o
estradiol diminui a expressdao do mRNA do KCC2 em neurdnios da substancia
nigra. Ja em ratas da mesma idade, o estradiol ndo influencia a expressao do
KCC2 (Galanopoulos, 2005).

Embora as diferencas sexuais em relagcdo a homeostasia do cloreto em
neurbnios imaturos estejam se tornando cada vez mais claras a luz da ciéncia
(Fig. 1), fazem-se necessarios mais estudos sobre esse fendmeno em regides do
sistema nervoso central pouco exploradas, como o cerebelo e o estriado. Através
disso, sera possivel elucidar mecanismos bioquimicos e fisiopatolégicos que
perturbam a relacdo harmonica dos cotransportadores de cloreto e afetam o
equilibrio dos ions cloreto. Dessa forma, sera possivel buscar estratégias
especificas para cada sexo no caso de distlrbios neuroldgicos que afetam esse
equilibrio, como, por exemplo, situacdes clinicas de hipoxia-isquemia ou asfixia

perinatal.
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Figura 1 — Diagrama esquematico das atividades dos cotransportadores de cloreto e o efeito do GABA
sobre neurbnios entre machos e fémeas em fung¢éo do tempo. Em neurénios de fémeas (em rosa), a
atividade hiperpolarizante/inibitéria do GABA inicia mais cedo do que em neurbénios de machos (em
azul) como consequéncia da reducdo da [CI-]i promovida, em parte, pela atividade dominante de
KCC2 sobre NKCC1 com a maturagéo neuronal. Adaptado de Ben-Ari et al., 2002.

1.7Hip6xia-isquemia Neonatal

A hipoxia-isquemia é um dos principais fatores de risco que causam
disturbios ao SNC, sendo capaz de alterar tanto a expressao dos receptores de
GABA quanto a expressao dos cotransportadores de cloreto. Esse quadro clinico
acomete entre 1,5 a 3 a cada 1.000 recém-nascidos a termo (Hagberg et al., 2015;
Kurinczuk et al., 2010) e cerca de 7 a cada 1000 recém-nascidos prematuros
(Chalak et al., 2012). Cerca de 40% dos recém-nascidos com lesédo cerebral
hipoxico-isquémica (HI) néo sobrevivem no periodo neonatal e quando
sobrevivem, 30% desenvolvem distlrbios neurolégicos, como paralisia cerebral,
convulsdes, epilepsia, deficiéncia visual, retardo mental e dificuldades de
aprendizado e de memoria, além de, anomalias comportamentais. (Rocha-
Ferreira e Hristova, 2015, 2016; Volpe et al., 2001; Vannucci et al., 2004).

A hipoxia deprime rapidamente a atividade neuronal e a transmissao
sinaptica em ratos (Pena e Ramirez, 2005) devido ao alto custo metabdlico desses

processos, uma vez que a geracdo e a propagacdo do potencial de acao
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consomem 47% do ATP disponivel e que os potenciais pds-sinapticos consomem
34% desse ATP, na substancia cinzenta de roedores (Attwell e Laughlin, 2001).
Lesdes neonatais oriundas da hipdxia-isquemia sao fatores que levam a
alteracdes na diferenciacdo morfoldégica dos neurbnios GABAérgicos e a perda
significativa de células que expressam receptores GABAa (Robinson et al., 2006).
Também podem levar a morte neuronal rapida por necrose, caso a lesdo seja
grave; ao passo que a lesdo menos grave ou duradoura causa morte neuronal
lenta principalmente por apoptose (Nakajima et al., 2000).

O déficit de suprimento sanguineo para o cérebro, causado pela hipoxia-
isquemia, gera uma cascata de eventos celulares que altera a homeostase idnica
neuronal. Gallefi et al. (2004), em um modelo de isquemia in vitro, registraram que a
[CIF]i aumenta em neurbnios hipocampais de ratos em resposta a privacao de glicose
e oxigénio. Durante o evento isquémico, o aumento da atividade de NKCCL1 pode ser
responsavel pelo acumulo intracelular de ions CI-, lesionando a populacdo neuronal
devido a hiperexcitabilidade (Lipton, 1999). Yan et al. (2001) documentaram o
aumento da expressdo de NKCC1 no cortex cerebral apds 2h de ocluséo da artéria
cerebral média esquerda em um modelo de isquemia cerebral. Também
demonstraram o papel do NKCC1 no edema cerebral e nos danos neuronais durante
a isquemia cerebral em ratos machos. Além disso, registraram que a expresséo de
NKCC1 aumentou durante 2h de hipOxia-isquemia e persistiu durante 24h de
reperfusdo, no cortex cerebral e estriado do cérebro de ratos. Liu et al. (2010)
demonstraram o papel do NKCC1 na inducdo de edema em camundongos jovens e
idosos no modelo hipoxico-isquémico cerebral e também demonstraram que a
expressdo de NKCC1 aumenta mais em camundongos jovens em comparagcdo aos
camundongos idosos. O aumento dos niveis de NKCC1 faz com que a [CI7]i mude a
acdo GABAérgica da hiperpolarizagdo para despolarizagdo, induzindo convulsdes
(Brandt et al., 2010). Em modelos animais de hipéxia-isquemia cerebral, 0s niveis de
MRNA para o KCC2 sao reduzidos significativamente (Jaenisch et al., 2010; Wu et al.,
2016).

Modelos em roedores neonatais sdo muito utilizados para mimetizar a
condicdo humana com o intuito de analisar os efeitos fisiopatologicos da hipdxia-
isquemia neonatal. Roedores entre P7 a P10 tém maturidade cerebral equivalente a
maturidade do recém-nascido humano a termo (Rumajogee et al., 2016). Esse € o

caso do modelo de Rice-Vannucci, em que ratos dessa faixa de idade sofrem um
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blogueio unilateral da artéria carétida comum e sédo expostos a um ambiente hipdxico
(Goren et al., 2017; Rice et al., 1981; Fabres et al., 2018; Duran-Carabali et al., 2018).
Diversos estudos do nosso grupo de pesquisa e de grupos associados tém avaliado
os efeitos da hipdxia-isquemia cerebral neonatal utilizando o modelo de Rice-Vannuci
em animais nas idades de P3 e P7. Por exemplo, Fabres et al. (2018) avaliaram os
possiveis efeitos neuroprotetores do neuroesteroide progesterona em ratos Wistar
machos P7 submetidos a hipdxia-isquemia neonatal baseada nesse modelo. Duran-
Carabali et al. (2018) demonstraram a capacidade do ambiente enriquecido em reduzir
os efeitos fisiopatologicos, como apoptose e ativacdo astrocitaria, em ratos Wistar
neonatos submetidos a hipoxia-isquemia. Ja Netto et al. (2011) registraram os efeitos
morfolégicos, bioquimicos e comportamentais da nutricdo pobre em proteinas durante
a gestacdo e lactacdo sobre o SNC de ratos Wistar submetidos, também submetidos
ao mesmo modelo hipdxico-isquémico supracitado.

Pouco se sabe a respeito dos efeitos hipoxico-isquémicos em ratos com
idades inferiores a P7, tornando-se necessério mais estudos para elucidar as
consequéncias fisiopatolégicas do modelo nestes animais. Além disso, seria muito
interessante conhecer a acdo do neurotransmissor GABA sobre as populacées
neuronais nas duas idades aqui trabalhadas (P3 e P7) diante do insulto promovido

pela hipoxia-isquemia neonatal.
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2. JUSTIFICATIVA

O padrdo de expressao dos cotransportadores de cloreto NKCC1 e
KCC2 difere temporalmente e entre os sexos e, portanto, pode ter reflexo na
maturacdo estrutural e neurofisioloégica de diferentes regides do sistema
nervoso central. Embora se conheca o padrdo temporal de inversédo da funcao
GABAérgica em neurbnios hipocampais, pouco € sabido sobre essas
mudancas em outras regides encefalicas. Por exemplo, ndo sdo conhecidas as
alteracbes GABAérgicas durante a maturacdo dos neurdénios do estriado (um
nucleo da base envolvido na motricidade) em machos e fémeas; também ha
poucos registros sobre o cerebelo. Conhecer os aspectos morfofuncionais e o
padrdo temporal e género-especifico dessa maturacdo no estriado e no
cerebelo poderia contribuir para uma melhor compreenséao do desenvolvimento
dos componentes motores do SNC, podendo colaborar para a definicdo de
tratamentos clinicos mais adequados e especificos de acordo com a idade e o
género.

Além disso, nosso grupo de pesquisa, além de outros dentro da
Universidade, trabalha com modelos animais de hipoxia-isquemia encefalica
neonatal e, portanto, conhecer o padrao de amadurecimento GABAérgico é de
extrema importancia para as intervencgdes e aperfeicoamento do modelo. Os
resultados obtidos por meio deste projeto visam elucidar mecanismos
fisiolégicos basicos, mas ainda pouco conhecidos, e poderdo fornecer a base

para diversos projetos de pesquisa futuros.

3. HIPOTESE
Valendo-se dos achados até o momento, trabalhei com a hip6tese de
gue o nucleo estriado e o cerebelo tenham um amadurecimento neural
GABAérgico distintos, esperando que o cerebelo se desenvolva em um espaco
de tempo em relagdo ao estriado e que ambos se desenvolvessem em tempos

diferentes entre fémeas e machos.
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4. OBJETIVOS
4.10bjetivos Gerais
Avaliar a expressao proteica dos cotransportadores de cloreto KCC2
e NKCCL1 e inferir um direcionamento da funcdo excitatoria ou inibitéria do
neurotransmissor GABA no estriado e no cerebelo de ratos neonatos machos
e fémeas em P3 e P7 a partir da expresséao proteica de NKCC1 e KCC2.

4.20bjetivos Especificos

1. Quantificar a expressao proteica dos cotransportadores de cloreto
KCC2 e NKCC1 em neurdnios do nucleo estriado e do cerebelo de
ratos neonatos machos e fémeas nos dias pos-natais P3 e P7 através

da técnica de Western blotting;

2. Com base nos resultados obtidos, determinar a presenca de
dimorfismo sexual na expresséao dos transportadores KCC2 e NKCC1

no estriado e no cerebelo;
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5. MATERIAIS E METODOS
5.1Animais

Foram utilizados 24 ratos Wistar neonatos (12 machos e 12 fémeas
entre P3 e P7) e 4 ratas maes (4 ninhadas). Também foi utilizado 1 rato macho
adulto, cujos tecidos foram utilizados para controle dos experimentos. Os
animais foram provenientes do Centro de Reproducédo e Experimentacdo de
Animais de Laboratério (CREAL) da UFRGS e apds o recebimento foram
mantidos no Biotério Setorial do ICBS. Foi solicitado ao CREAL o envio de
ratas prenhas (no inicio da prenhez) para que ocorresse a aclimatacdo dos
animais e o nascimento dos filhotes no Biotério Setorial do ICBS (uma vez que
0 estresse poderia levar a alteracdes das variaveis analisadas no presente
projeto e os animais ja foram utilizados em P3). Os filhotes foram mantidos em
caixas de polipropileno de 41 x 34 x 16 cm, juntamente com suas respectivas
mées (1 ninhada por caixa). O assoalho das caixas foi recoberto com
maravalha. As ratas maes e os machos adultos receberam alimentacao e agua
ad libitum. Os animais foram mantidos sob periodos de 12h luz/12h escuro e

temperatura média de 22°C.

5.2Aspectos Eticos

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com a resolugcao
normativa n°37, de 15 de fevereiro de 2018 e a resolucdo normativa n°30, de
02 de fevereiro de 2016 do CONCEA e de acordo com a Lei 11.794 de 08 de
outubro de 2008, que estabelece os procedimentos para o uso cientifico de
animais, além dos principios internacionais para a pratica envolvendo animais,
constantes do Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (8th edition,
2011) do National Research Council of the National Academies. O projeto foi
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFRGS
(CEUA/UFRGS) sob o numero 37553.

Finalizado o periodo experimental, todas as fémeas (ratas maes), néo
utilizadas nos experimentos, foram eutanasiadas. Para a eutanasia das ratas
maes, as mesmas foram anestesiadas com uma dose letal i.p. de tiopental

sodico (100 mg/kg) associado a lidocaina (5 mg/kg) e imediatamente
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decapitadas com o uso de guilhotina para a confirmacdo da eutanasia. Os
animais neonatos cujos tecidos foram utilizados para a técnica de Western
blotting (descrita a seguir) foram mortos por decapitagdo com o0 uso de
guilhotina. A decapitagcéo para a técnica de Western blotting foi realizada sem
anestesia por um pesquisador treinado em uma sala separada de onde os
demais ratos se encontravam. Estas medidas visaram evitar o estresse dos
animais e a alteracao dos niveis hormonais devido a anestesia (Mazzanti et al.,
1986). O rato macho adulto (cujos tecidos foram utilizados como controle da
técnica) foi anestesiado e decapitado para a técnica de Western blotting. Esse
rato macho adulto foi anestesiado com isoflurano (o isoflurano foi embebido em
algodéo e colocado em um recipiente fechado juntamente com o animal, com
uma separacéo fisica entre o animal e o algod&o para evitar o contato direto
do animal com o liquido no algodao, fazendo com que o animal fosse exposto
apenas ao vapor). Apos a anestesia, o animal foi guilhotinado e o sistema
nervoso rapidamente retirado para processamento para a técnica de Western
blotting.

5.3Western blotting

A técnica de Western blotting foi executada para a quantificacdo de
expressao proteica (imunoconteudo) dos cotransportadores de cloreto. Para os
experimentos utilizando este método, o estriado e o cerebelo foram
rapidamente dissecados e coletados em tubos Eppendorf apds a decapitacao
dos animais (neonatos e machos adultos), congelados em nitrogénio liquido e
armazenados em ultrafreezer (-80°C) para posterior homogeneizacao (Bodzon-
Kulakowska et al., 2007). A homogeneizagcdo consistiu em fragmentar
completamente os tecidos obtidos em uma solugdo composta pelo tampéo PIK
(NaCl 150 mM, Tris 20 mM, EDTA 5 mM, glicerol 10%, NP40 1%) e inibidores
de protease e fosfatase (1 pg/mL aprotinina, leupeptina e pepstatina; e 1 mM
de fluoreto de metilfenilsulfonil). A concentracdo foi de 1 pL de inibidor de
fosfatase para 100 puL de PIK. As amostras de cerebelo foram embebidas em
200 pL desta solugao, ao passo que as amostras de estriado foram embebidos
em 100 pL. Homogeneizadas, as amostras lisadas foram submetidas a

centrifugacao refrigerada a 4°C por 15 minutos a uma for¢ca de 7500 x g, a fim
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de obter proteinas celulares. Ao final do processo de centrifugacédo, o
sobrenadante foi coletado e transferido para outros tubos Eppendorf, enquanto
gue o pellet foi desprezado. Apds esse processo, as amostras foram
armazenadas em ultrafreezer (-80°C) até a etapa seguinte.

O ensaio de Bradford (Bradford, 1976) foi o método utilizado para
guantificar as proteinas, consistindo na alteracdo da cor acastanhada do
corante Comassie Blue G-250 (0,06% ou 60 ng/100 mL) em soluc¢éo acida para
uma cor azulada na presenca de proteinas. Para quantificar a concentracao
proteica na amostra, foi feita a curva padrao da proteina albumina sérica bovina
(BSA) sob absorbancia em 595 nm. Através da curva, obtivemos a equacao
linear para qual os valores médios de absorbancias das amostras foram
submetidos e, obtendo por fim, as concentracdes proteicas de cada amostra. O
coeficiente de correlacdo linear foi superior a 0,9. Logo depois, as amostras
foram preparadas com tampao Laemmli 5x (Laemmli, 1970) (previamente
aquecido a 90°C por 3 minutos no banho-seco) para permitir e detectar o
deslocamento das proteinas durante a eletroforese e adicionou-se
mercaptoetanol (50 yL para cada mL tampao Laemmli 5x). Este tampao é
composto de SDS (dodecil sulfato de so6dio) 10%, glicerol 50%, -
mercaptoetanol 25%, azul de bromofenol 0,01%, Tris-HCI 1,5 M cujo pH é igual
a 6,8. As amostras foram criopreservadas em ultrafreezer (-80°C) até a proxima

etapa.

Com as amostras prontas para a corrida eletroforética, iniciou-se a
sintese dos géis necessarios para este processo — o gel de corrida ("resolving
gel") e o gel de entrada ("stacking gel"). O gel de corrida 8% foi preparado com
glicerol 50%, éagua, Tris 1,5 M pH 8,8, Acril-Bis e SDS 10%. Para a
polimerizacao de 15 mL deste gel, acrescentou-se 150 uL de APS e 15 uL de
TEMED. Ja o gel de entrada 8% foi produzido com agua, Tris 0,5 pH 6,8, Acril-
Bis e SDS 10%. O tampéao de corrida foi preparado com Tris 25 mM, glicina 192
mM e SDS 0,1 %.

Quarenta microgramas de proteina das amostras foram separados por
SDS-PAGE (eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio)
entre 40 mV e 50 mV por 2 horas e 30 minutos (Vesterberg, 1993; Silva &

Sousa, 2002) e transferidas para membranas de nitrocelulose. A confirmacéo
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da transferéncia para essa membrana se deu por deteccdo de antigenos
presentes nas proteinas através da ligacdo do corante organico de Ponceau-S
(Pagano, 1999). As membranas foram lavadas com TTBS 0,1 M (contendo
0,05% Triton X-100) por 1 hora em temperatura ambiente e processadas para
imunodeteccdo com 0s anticorpos primarios contra as proteinas de interesse
(overnight a 4°C): anti-NKCC1 (Millipore; AB3560P) e anti-KCC2 (Cell
Signaling; 55473), ambas na concentracdo de 1:1000. Apés a lavagem das
membranas (3 lavagens com TBS por 5 minutos, cada) e a incubacao destas
com o0s anticorpos secundarios especificos anti-lgG (ambos anti-rabbit; na
concentracdo 1:1000; SC2357, Santa Cruz), as membranas foram reveladas
em sistema de quimiluminescéncia (ImageQuant LAS 4000) e as imagens
obtidas foram analisadas densitometricamente (Image Studio Lite 5.2). Os
resultados foram normalizados pela expressdo da gliceraldeido-3-fosfato-
desidrogenase (GAPDH), com anticorpo primario anti-GAPDH (1:1000;
MAB374, Millipore) e anticorpo secundario anti-lgG (anti-mouse; 1:10.000,
AP132P, Millipore).

5.4Anélise Estatistica

A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov. Os dados paramétricos foram submetidos ao teste T de Student para
avaliar a expresséao isolada de cada cotransportador entre P3 e P7 para um
mesmo sexo (macho ou fémea) e para uma mesma regido de interesse
(cerebelo ou estriado). Os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) de duas vias (fatores: idade e sexo0) seguida post-hoc de Bonferroni
para a avaliacdo da razao NKCC1/KCC2. O nivel de significancia foi de 0,05. A
andlise estatistica foi realizada com a utilizagdo do programa GraphPad Prism
8.0.2. O teste estatistico analisou 24 individuos neonatos, seis machos e seis
fémeas de idade P3 e seis machos e seis fémeas de idade P7. Os dados sao

apresentados como média * erro padrdo da média.
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6. RESULTADOS

Através da técnica de Western blot, no presente estudo analisamos o
perfil de expressdo proteica (imunocontetdo) dos cotransportadores de cloreto
NKCC1 e KCC2 no cerebelo e estriado de ratos machos e fémeas neonatos de

idades P3 e P7. Também foi avaliada a relacdo entre os dois transportadores.

No cerebelo, foram observadas mudancas na expressao tanto de NKCC1
guanto de KCC2 tanto em relacdo ao sexo quanto as idades dos animais (Fig. 2).
Em machos, a expressao de NKCC sofreu uma reducao significativa de 63,1% de
P3 para P7 (teste T, p=0,0215) (Fig. 2a) ao passo que a expressao de KCC2
também foi reduzida significativamente em 75,6% entre essas idades (p=0,0392)
(Fig. 2b). Nas fémeas, ndo houve mudancas significativas tanto na expressao de
NKCC1 (p=0,1236) quanto na de KCC2 (teste T, p=0,6070) entre P3 e P7 (Figs. 2c
e 2d).

A razdo NKCC1/KCC2 foi analisada por ANOVA de duas vias seguida
pelo teste de Bonferroni. Ndo foi observada significancia estatistica da razao
NKCC1/KCC2 nas comparacdes multiplas entre machos e fémeas nem entre as
idades de P3 e P7. Entretanto, a ANOVA de duas vias mostrou um efeito do sexo
(p=0,0119) (Fig. 4a).

No estriado, mudancas nos niveis de expressdo de NKCC1 e KCC2
foram observados tanto em relagdo ao sexo quanto as idades dos animais (Fig. 3).
Em machos, ndo houve diferenca significativa na expresséo de NKCC1 entre P3 e
P7 (p=0,7911) (Fig. 3a) nem na expresséo de KCC2 entre essas idades (p=0,4607)
(Fig. 3b). Nas fémeas, houve reducéo significativa na expressao de NKCC1 em 93%
(teste T; p=0,0309) (Fig. 3c), enquanto n&o foi observada alteragéo significativa na
expressdo de KCC2 entre P3 e P7 (teste T; p=0,9832) (Fig. 3d).

A razdo NKCC1/KCC2 foi analisada por ANOVA de duas vias seguida
pelo teste de Bonferroni. Foi observada significAncia estatistica da razéo
NKCC1/KCC2 nas comparac¢des multiplas entre fémeas nas diferentes idades, mas
em machos, nédo. Entretanto, a ANOVA de duas vias mostrou um efeito dos fatores

sexo e idade, além de interagao entre esses fatores, ambos com p<0,0001 (Fig. 4b).
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Figura 2 — Padréo de expresséao proteica dos cotransportadores de cloreto NKCC1 e KCC2 no cerebelo
de ratos machos e fémeas com idades de P3 e P7. Acima de cada graficos (a—d) estdo mostradas
bandas representativas relativas a expressédo de NKCC1, KCC2 e GAPDH (controle de carga) de cada
grupo experimental. Os dados dos gréficos de “a” a “d” foram analisados através do teste T de Student.
Os asteriscos representam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05). Os dados sé&o
apresentados como média + erro padrdo da média.
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Figura 3 — Padréo de expresséo proteica dos cotransportadores de cloreto NKCC1 e KCC2 no estriado
de ratos machos e fémeas com idades de P3 e P7. Acima de cada gréficos (a—d) estdo mostradas bandas
representativas relativas a expressao de NKCC1, KCC2 e GAPDH (controle de carga) de cada grupo
experimental. Os dados dos gréficos de “a” a “d” foram analisados através do teste T de Student. Os
asteriscos representam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05). Os dados s&o apresentados
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como média + erro padrdo da média.
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Figura 4 - Os gréaficos a e b representam a razdo NKCC1/KCC2 entre machos e fémeas nas idades P3
e P7 no cerebelo e estriado, respectivamente. A razdo NKCC1/KCC2 foi analisada através de ANOVA
de duas vias seguida de post-hoc de Bonferroni. No cerebelo (a), ndo foram verificadas diferencas
significativas. Entretanto, a ANOVA de duas vias demonstrou um efeito do fator sexo. O nimero
amostral foi de 24. No estriado (b), foram verificadas diferencas significativas (*) nas comparacdes entre
fémeas de P3 e P7. Entretanto, a ANOVA de duas vias demonstrou um efeito dos fatores sexo, idade
e interacao entre estes fatores. O nimero amostral foi de 24.
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7. DISCUSSAO

A conversdo da acdo do GABA de excitatoria para inibitoria esta
diretamente correlacionada com a presenca do anion cloreto dentro e fora da célula.
Porém, a simples interacdo quimica da molécula de GABA com seu receptor
correspondente na membrana plasmatica ndo € o unico fator responsavel por seus
efeitos excitatérios ou inibitrios nos neurdnios. Para sofrer efeitos
despolarizantes/excitatorios ou hiperpolarizantes/inibitorios pelo GABA, o0 neurdnio
conta com um sofisticado mecanismo homeostatico de controle do cloreto realizado
por duas classes de proteinas transmembrana: NKCC1 e KCC2 (Tzanoulinou et al.,
2014; Ben-Ari et al., 2002, 2012; Ackerman e Cline, 2007; Galanopoulou, 2008).
O NKCC1 transporta ions cloreto para dentro da célula, aumentando a
concentracao interna deste ion. Ja4 o KCC2 transporta ions cloreto principalmente
para fora da célula, reduzindo a concentracdo interna deste ion. A resposta
fisiologica neuronal frente a sinalizacdo GABAérgica € dependente da presenca e
da funcéo destes cotransportadores de cloreto, ou seja, depende da quantidade
de CI que sai ou entra na célula em resposta a abertura do poro do canal do
receptor GABAérgico (Yamada et al., 2004).

De fato, neurbnios imaturos em condicbes normais sofrem
despolarizacdo pelo GABA, uma vez que a [ClT]i é alta em virtude da atividade
dominante de NKCC1 em relacdo ao KCC2 (Ben-Ari et al., 2012). Em contraste,
neurdnios maduros em condi¢cdes normais sofrem hiperpolarizacdo pelo GABA,
uma vez que a [CI7]i € baixa em virtude da atividade dominante de KCC2 em
relacdo ao NKCC1 (Ben-Ari et al., 2012; 2014). O GABA contribui no aumento dos
niveis de expressao de mMRNA do KCC2 em neurdnios imaturos (Ganguly et al., 2001),
suportando a ideia de que o KCC2 é elemento chave por trds da inversdo da fungéo
GABAérgica (Lee et al., 2005). De modo geral, durante as primeiras duas semanas
pos-natais ocorre a troca funcional excitatoria-inibitoria do GABA (Han et al.,
2015). O momento dessa troca funcional foi descrito como estando em torno do
dia P13,5 em neurbnios hipocampais de ratos machos (Rivera et al., 1999;
Khazipov et al., 2004). Analises de biopsias de tecido nervoso epiléptico revelaram
uma atividade excitatéria do GABA devido ao déficit de expressao do KCC2 e o
subsequente aumento de [CI]i (Cohen et al., 2002; D’Antuono et al., 2004; Huberfeld

et al., 2007). Em roedores adultos com doenca de Huntington, a acdo GABAérgica
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tornou-se excitatoria em virtude da super-expressdo de NKCC1 e do déficit de KCC2
(Dargaei et al., 2018).

Conforme a proposta do presente estudo, n0s avaliamos a expressao dos
cotransportadores de cloreto NKCC1 e KCC2 no cerebelo e no estriado em ratos
Wistar machos e fémeas neonatos de diferentes idades (P3 e P7) através da técnica
de Western blot. Estas sdo as idades mais utilizadas em trabalhos que usam o modelo
de hipoxia-isquemia neonatal (Millar et al., 2017; Pae et al., 2011; Wang et al., 2011),
incluindo trabalhos do nosso grupo de pesquisa (Fabres et al., 2018). Assim, entender
a funcdo GABAérgica nessas idades seria importante para a formulacdo de
estratégias neuroprotetoras para o tratamento da hipdxia-isquemia neonatal. Além
disso, compreender o dimorfismo sexual no papel do GABA (Perrot-Sinal et al., 2007,
Galanopoulou, 2005, 2008; Castillo et al., 2013) também contribuiria para que as
estratégias neuroprotetoras pudessem ser focadas para cada um dos sexos.

Nossos resultados sugerem que machos de ratos Wistar expressam mais
NKCCL1 no cerebelo em P3 do que em P7, isto é, ha uma reducdo detectavel de
expressdo deste cotransportador de cloreto entre essas idades. Em machos, essa
reducao foi significativa (Fig. 2a). Em contraste com as nossas expectativas, machos
expressaram mais KCC2 no cerebelo em P3 em relacdo a P7, de modo que houve
uma reducao de expressao de KCC2 significativa (Fig. 2b). J& no estriado, os machos
nao apresentaram alteracao significativa em NKCC1 nem em KCC2 (Fig. 3a e 3b).

Pouca alteracdo houve nas fémeas em relagéo aos cotransportadores de
cloreto. Ndo houve mudancas estatisticamente significativas em NKCC1 de neurénios
cerebelares femininos (Fig. 2c e 2d). Porém, nos neurbnios estriatais, fémeas
expressam mais NKCC1 em P3 do que em P7, tendo uma reducéo estatisticamente
significativa (Fig. 3c), em contraste com a proteina KCC2, que néo teve alteracdes
expressivas significativas (Fig. 3d). A Tabela 1 resume os resultados discutidos acima.

Embora esse padrédo de expressao dos cotransportadores de cloreto nas
populacdes neuronais cerebelares e estriatais pareca ser distinto em relacdo as
demais estruturas do SNC, estamos lidando com um intervalo de tempo muito curto e
com uma idade ainda pouco explorada e conhecida nas pesquisas de
neurodesenvolvimento, como P3. De fato, vérios trabalhos relatam as mudancas
temporais na expressao isolada ou de NKCC1 (Luo et al., 2018; Wang et al., 2015) ou
entdo de KCC2 (Friedel et al., 2017; Jantizie et al., 2015; Kelley et al., 2018), mas

poucos relatam a expressao temporal de ambos os cotransportadores de cloreto (Ben-
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Arietal., 2014; Dzhala et al., 2005). Além disso, ha uma grande escassez de trabalhos
gue avaliam a expressao de NKCC1 e KCC2 em ambos os sexos em idades inferiores
a P7 (Perrot-Sinal et al., 2007), principalmente em regides do SNC como o cerebelo e
o0 estriado em que nao ha trabalhos até o momento. Esse conhecimento € de extrema
importancia para trabalhos que avaliam os efeitos neonatais da hipoxia-isquemia
(como os trabalhos do nosso proprio grupo de pesquisa), 0s quais normalmente
utilizam as idades de P3 e P7 (Fabres et al., 2018; Duran-Carabali et al., 2018; Netto
et al., 2011).

Com base nos nossos resultados, parece que avaliar a expressao isolada
de um unico transportador de cloreto ndo é suficiente para concluir que a acao
excitatoria do GABA tenha se modificado ao longo do tempo. Parece que o mais
importante seria justamente acompanhar e avaliar a relagéo (razao) entre a expressao
de NKCC1 e KCC2. Essa razdo nos indicaria se a funcéo global do GABA esta mais
direcionada para um papel excitatério ou inibitério, independentemente do
imunocontetdo absoluto de um Unico transportador de cloreto.

Outra constatacédo que tivemos, foi a relagédo entre NKCC1 e KCC2 nas
populacdes neuronais do cerebelo e do estriado em ambos 0s sexos nas duas idades.
No cerebelo ndo aconteceu nenhuma variagao significativa da razdo NKCC1/KCC2
nem entre machos e fémeas e nem entre P3 e P7 (Fig. 4a). Contudo, a ANOVA de
duas vias mostrou um efeito do sexo no cerebelo. Por outro lado, no estriado, a razéo
NKCC1/KCC2 apresentou uma variacdo mais marcante em fémeas do que em
machos, sendo que em fémeas houve significancia estatistica nas comparacdes
multiplas, mas em machos, nédo (Fig. 4b). Porém, a ANOVA de duas vias mostrou um
efeito do sexo e da idade, além de interacdo entre estes fatores.

O significado dessas relacoes incide diretamente no potencial papel do
GABA sobre os neurdnios alvo. Quanto menor esta relacdo, maior serd o papel
funcional de KCC2. Quanto mais proximo de 1 esta relacdo estiver, maior a tendéncia
ao equilibrio entre 0 NKCC1 e KCC2. A prevaléncia funcional do cotransportador de
cloreto € determinante para a acdo do GABA, de modo que o aumento gradativo da
atividade de KCC2 sobre NKCC1l com o tempo aumenta a probabilidade de
hiperpolarizagéo e/ou inibicdo neuronal. Por outro lado, o fato de NKCC1 ter uma
concentragdo e atividade maior em neurdnios imaturos torna a probabilidade de
despolarizacdo e/ou excitacdo neuronal mais elevada (Ben-Ari et al.; 2012).

Uma maturacdo GABAérgia cerebelar e estriatal mais cedo em fémeas do
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gque os machos, através da presenca desigual dos cotransportadores de cloreto
NKCC1 e KCC2 entre 0s sexos, suporta, em parte, a ideia de que a expressao dos
cotransporatores de cloreto € sexo-especifica (Damborsky e Winzer-Serhan, 2012).
Além disso, nossos dados reforcam que a maturagdo GABAértica também é regido-
especifica. Niveis de KCC2 sdo superiores nos neurdnios do hipocampo de fémeas
P7 em relacéo aos neurbnios hipocampais de machos com a mesma idade, enquanto
que a taxa de NKCC1 é maior no hipocampo masculino entre PO e P7 em relacédo as
fémeas da mesma idade (Nunez e McCarthy, 2007; Galanopoulou et al., 2008). No
hipocampo de ratos machos P5, o aumento da expressédo de NKCCL1 est4 associado
a despolarizacdo GABAérgica (Pfeffer et al., 2009). Perrot-Sinal et al. (2007),
demonstraram que a expressdo de NKCC1 foi maior no cérebro perinatal (entre
E20 e PO0), diminuindo para niveis baixos em P5 e niveis pouco detectaveis em
P11. Os niveis de mRNA de NKCC1 em machos foram significativamente maiores
do que fémeas em PO e a expressao de NKCC1 foi significativamente maior em
machos em relacdo as fémeas em E20 e PO; em contraste, 0os niveis de mRNA
do KCC2 foram significativamente menores nos machos em relacdo as fémeas
em PO. Em P5, essa proteina foi significativamente menos expressa hos machos

em relacdo as fémeas.

Tabela 1. Resumo dos resultados obtidos.

P3 »P7
ESTRUTURA SEXO NKCC1 KCC2 NKCC1/KCC2
Machos P3 > P7 P3 > P7 -
Cerebelo
Fémeas - - -
Machos - - -
Estriado
Fémeas P3 > P7 - Redugao
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O cerebelo e o estriado séo subcentros neuronais do SNC importantes
na atividade motora dos animais vertebrados. O cerebelo é uma estrutura
complexa que atua na modulagdo dos movimentos, atuando na manutengao e
equilibrio da postura, coordenacdo dos movimentos voluntarios, aprendizagem
motora e algumas func¢des cognitivas. Ja o estriado, € um nulcleo da base
especializado em aspectos cognitivos (planejamento e acdo motora), tomada de
decisdo, motivacdo e recompensa (Purves et al., 2018; Kandel et al., 2013).
Apesar de ambas as estruturas apresentarem funcgdes com finalidades
convergentes, cada uma tem peculiaridades em seu neurodesenvolvimento. As
diferencas tangiveis no perfil de expressdo dos cotransportadores de cloreto e a
maturacdo GABAérgica podem refletir aspectos da vida importantes para a
compreensdo de mecanismos naturais diferentes entre individuos mais jovens e
mais velhos e entre machos e fémeas.

Embora a razdo NKCC1/KCC2 néao difira significativamente em
neurdnios cerebelares de ratas e ratos na primeira semana de vida em nossos
resultados, a ANOVA mostrou efeitos importantes do sexo no estriado e no
cerebelo. Contudo, devemos esperar diferencas expressivas em idades inferiores
(na vida intrauterina) ou superiores, de modo que se analisarmos uma janela
temporal maior, constataremos variacdes fenotipicas entre machos e fémeas em
caracteristicas comportamentais, fisiolégicas, bioquimicas e morfolégicas.

Observamos diferenca estatisticamente significativa na relagédo entre os
dois cotransportadores de cloreto no estriado de fémeas, mas ndo no estriado de
machos. Em fémeas, a razdo entre NKCC1 e KCC2 cai drasticamente entre as idades
P3 e P7, sugerindo que a primeira semana de vida é crucial para aspectos
concernentes do estriado, ao passo que em machos é necessario um tempo maior
para o desenvolvimento pleno deste nucleo da base.

Além disso, observamos a existéncia importante de dimorfismo sexual no
cerebelo e estriado de ratos Wistar neonatos. As fémeas apresentaram um resultado

distinto e mais marcante em relagdo aos machos.
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8. CONCLUSAO

Concluimos, por meio deste trabalho de pesquisa, que ha
caracteristicas sexualmente dimorficas no cerebelo e no estriado de ratos
neonatos. Verificamos que o dimorfismo sexual, no periodo de
neurodesenvolvimento em questdo, € mais acentuado no estriado do que no
cerebelo. Sendo assim, nesta janela de tempo o estriado experimenta alteragdes
mais marcantes da troca de papel do GABA, de excitatério para inibitorio. Ainda
assim, torna-se necessario mais estudos sobre o padrdo de expressdo dos
cotransportadores de cloreto NKCC1 e KCC2 em machos e fémeas e expandir o
numero de idades analisadas, de modo que se possa verificar possiveis
mudancas em idades inferiores e superiores em relacdo as analisadas neste
trabalho. A partir disso, buscar novas alternativas de intervencfes e tratamentos
especiais para disturbios fisiopatolégicos adequados para fémeas e para machos.
Este trabalho € um dos Unicos, e talvez o pioneiro, em avaliar o perfil de expressao
de NKCC1 e KCC2 no estriado de ratos machos e fémeas neonatos.
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