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RESUMO

Receptores metabotrépicos de glutamato sdo uma grande familia de receptores
acoplados a proteina G. Estes receptores podem ser divididos em trés Grupos: Grupo
I (MGlur e mGlus), Grupo Il (mGluz e mGluz) e Grupo Il (mGlus, mGlus, mGlu7 e
mGlus). Neste estudo, avaliamos os efeitos da ativacéo de receptores metabotrépicos
de glutamato do Grupo | (mGluR-I) em neurdnios do Locus Coeruleus (LC) de ratos
neonatos. Experimentos utilizando a técnica eletrofisiolégica de Whole-cell nas
modalidades current clamp e voltage clamp foram realizados em fatias coronais de
200 pm do tronco encefalico de ratos Wistar neonatos. Os neurbnios do LC
apresentaram atividade ritmica e espontanea, disparando potenciais de acdo com
frequéncia de 1.8 + 0.3 Hz (N=9). A aplicacdo do agonista seletivo para mGIuR-I, (S)-
3-5-DHPG (DHPG, 10 pM), promoveu um aumento na taxa de disparos dos potenciais
de acdo em 210 + 23% (p=0.004). O carater do efeito foi transiente, com uma reducéo
do efeito ainda na presenca do agonista, caracterizando uma dessensibilizacdo. Para
determinar se DHPG causou uma despolarizacdo dos neurdnios LC, histogramas de
trechos dos registros foram usados para identificar o valor do potencial de membrana
correspondente as pausas entre 0s potenciais de acédo. Aplicacdo de DHPG causou
uma pequena, porém significativa despolarizacéo do potencial de membrana de 1.8 +
0.03 mV (N=3, p=0.03). Para determinar se essa despolarizacdo € suficiente para
explicar o aumento de disparos observados, utilizamos protocolos que permitiram
determinar a relacdo entre Vm e a frequéncia de potenciais de ac&o. Aplicando
protocolos de rampas lentas (de -30 para +30 pA no periodo de 10 s) foi possivel
calcular a dependéncia da frequéncia dos potenciais de ac&o no valor de Vm, obtendo
um aumento de 0.7 £ 0.1 Hz / mV (N=2). Concluimos que a despolarizacdo promovida
pelo agonista DHPG |justifica apenas parte do aumento de disparos observado.
Experimentos realizados na modalidade voltage clamp evidenciaram que DHPG
promove, de forma dose-dependente, uma corrente de entrada com valor de ECso =
7.3 UM e efeito maximo em -35 pA. Assim como o efeito de DHPG na frequéncia de
disparos, a corrente gerada por DHPG foi transitoria com uma dessensibilizacdo apos
~100 segundos da sua instalagéo. A utilizacao de antagonistas especificos para mGlux
e mGlus evidenciou uma forte inibicdo na corrente promovida por DHPG durante a
presenca de LY367385 (160 uM), antagonista seletivo para receptores mGlui sem

efeito aparente do MPEP (20 uM), antagonista de mGlus. Embora o nucleo LC tem



sido caracterizado como um nucleo dimérfico sexualmente, ndo foram encontradas
diferencas dependentes do sexo dos animais utilizados nas correntes promovidas por
DHPG.

Noés concluimos que a ativacao de receptores mGIuR-lI geram um aumento na
taxa de disparos dos neurbnios do LC através de multiplos mecanismos incluindo
despolarizacdo do potencial de membrana, geragdo de uma corrente de entrada e

mudancas nas correntes envolvidas na atividade marca-passo destes neurénios



ABSTRACT

Metabotropic Glutamate Receptors are members of the G-protein-coupled
receptors superfamily. These receptors are classified into three groups: Group | (mGlux
e mGlus), Group Il (mGluz e mGlus) and Group 1l (mGlus, mGlus, mGluz e mGlus). We
investigated the effects of activating Group | Metabotropic Glutamate Receptors
(mGIuR-1) on the excitability of Locus Coeruleus (LC) neurons. Whole-cell current
clamp and voltage clamp experiments were performed on LC neurons in coronal slices
(200 pM) of brainstem from Wistar rats. LC neurons presented spontaneous and
rhythmic action potentials at a frequency of 1.8 + 0.3 Hz (N=9). Application of the
selective mGIuR-1 agonist, (S)-3-5-DHPG (DHPG, 10 uM), caused a increase in action
potential firing rate of 210 + 23% (p=0.004). The effect of DHPG was transient and
action potential frequency recovered partially during application of agonist (i.e., the
effect of DHPG desensitized). We tested if DHPG depolarized the neurons by
measuring the peak of the all-points histogram of membrane potentials. This is the
value of membrane potential at which Vm pauses briefly between action potentials.
DHPG caused a small but significant increase in Vm (i.e., a small depolarization of the
membrane potential) of 1.8 £ 0.03 mV (N=3, p=0.03). To determine if this small
membrane depolarization could be responsible for the observed increase in action
potential firing frequency, we measured action potential frequency and the resting
potential while applying slow current ramps (from -30 to +30 pA over 10 s). These data
allowed us to calculate the dependence of AP frequency on value of resting potential
and we obtained a slope of 0.7 £+ 0.1 Hz / mV (N=2). We conclude that the
depolarization caused by DHPG can explain only part of the observed increase in
action potential frequency. We next recorded membrane current under whole-cell
voltage clamp to measure the DHPG-dependent current. DHPG caused a dose-
dependent inward shift in membrane current with an ECso of 7.3 uM and a maximal
effect of -35 pA. Like the effect of DHPG on action potential frequency, the DHPG-
dependent current desensitized with a time constant of ~100 s. This current was largely
inhibited by the selective mGlui receptor antagonist LY367385 (160 uM), with no
apparent effect of the mGlus antagonist MPEP (20 uM). Although differences in LC has
been reported for female and male rats, we observed no dependence of sex on the
size of the DHPG-dependent current. We conclude that activation of mGIuR-I receptors

changes the firing rate of these neurons through multiple mechanisms including



depolarization of the membrane potential, generation of a steady-state inward current,

and changes to pacemaker currents.
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1. Introducéo

Este trabalho descreve a modulacéo da excitabilidade dos neurdnios do
Locus Coeruleus mediado por receptores metabotropicos de glutamato do Grupo
I. Com o objetivo de contextualizar e visando uma melhor compreensao deste
trabalho, esta introducdo aborda conceitos basicos e especificos aprofundando

em pontos chave relevantes para a interpretacdo dos dados apresentados.

1.1 Neurotransmissao

A comunicacdo entre os neurbnios é de vital importancia para o
funcionamento do Sistema Nervoso Central. A conducao da informacao permite
a interpretacao e a resposta do organismo a estimulos externos e internos, assim
como a regulacao de funcdes basicas necessarias para sua sobrevivéncia. No
Sistema Nervoso Central, local de estudo deste trabalho, encontramos o maior
agrupamento de células especializadas na conducdo da informacdo, os

neurdnios.

Estudos envolvendo a investigacdo da neurotransmissdo existem desde o
século 17, porém o uso do termo sinapse foi amplamente adotado apoés a
introducéo realizada por Charles Sherrington em 1897 (revisado por Bennett
1999). Existem duas modalidades nas quais as sinapses podem ser divididas:

as sinapses elétricas e as sinapses quimicas.

1.1.1 Sinapse Elétrica vs. Quimica

A sinapse elétrica consiste no contato célula-a-célula através de
estruturas compostas por proteinas denominadas conexinas, agregadas em
hexadmeros, formando hemicanais na membrana plasmatica denominados
conéxons. A juncéo de dois destes hemicanais da origem a um canal intercelular
gue conecta o interior das células. As gap junctions, como sdo chamadas estas
conexdes, permitem o compartilhamento de citoplasma, metabdlitos, ions e
pequenas moléculas de com tamanho de até 1.5 nm através de seus poros
(revisado por Kumar and Gilula 1996). O tamanho do poro, assim como

caracteristicas acerca de sua permeabilidade s&o determinados pela isoforma



da conexina que compdem cada estrutura (Saez et al. 2003). Estudos com
imunohistoquimica identificaram a expressdo de nove isoformas de conexinas
no encéfalo de rato em desenvolvimento, destacando-se as Cx36 pela sua maior

presenca em neurdnios (Condorelli et al. 2003).

Diferente das sinapses elétricas, a sinapse quimica é caracterizada pela
conducdo da informagdo mediada por compostos denominados
neurotransmissores. A primeira descri¢ao deste tipo de sinapse foi realizada em
experimentos com coracdes de sapos, onde o pesquisador Otto Loewi
evidenciou a modulacdo da frequéncia cardiaca no coragao estimulado através
do nervo vago e em um segundo que compartilhava da mesma solucao.
(revisado por Zeisel 2012). Na sinapse quimica ocorre a conversao do sinal
elétrico em uma resposta quimica, na célula denominada pré-sinaptica, através
da liberacdo de neurotransmissores no meio extracelular. Apos sua liberacéo, os
neurotransmissores difundem pela regido da fenda sinaptica, uma estreita zona
extracelular com espessura de ~200 A (Zuber et al. 2005) que separa a célula
pré-sinaptica da pos-sinaptica. Na célula pés-sinaptica, o sinal quimico €
convertido novamente para elétrico pela interacdo do neurotransmissor com
receptores presentes na sua membrana plasméatica. Dessa forma, define-se a
célula que libera o neurotransmissor como a pré-sinaptica e a que recebe o sinal

como pos-sinaptica.
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Figura 1. Comunicacao celular na sinapse elétrica e quimica. A) Esquema
representativo de uma sinapse elétrica. O potencial de acéo percorre de uma
célula a outra através das estruturas gap junctions. B) Esquema representativo
de uma sinapse quimica. A chegada do potencial de a¢cao nos terminais preé-
sinapticos promove a entrada de ions Ca?' ocasionando na exocitose de
vesiculas contendo os neurotransmissores. Estes difundem na fenda sinaptica e
se ligam aos receptores dos tipos ionotrépica ou metabotropica promovendo

efeitos na célula pés-sinaptica. Imagem adaptada de (Pereda, 2014)



1.1.2 Neurotransmissao Excitatéria vs. Inibitoria

A conducéo da informacdo através das sinapses se baseia em um balanco
entre estimulos excitatorios e estimulos inibitorios. Entre os possiveis efeitos da
ligacdo de um neurotransmissor ao seu receptor esta a geracdo de eventos
elétricos. Alteracdes na seletividade da membrana para os ions que compdem
0S meios intra e extracelular, resultam nos eventos conhecidos como potenciais

pés-sinapticos.

Estimulos excitatérios, também conhecidos como potenciais pos-
sinapticos excitatorios (PPSE) séo alteracfes na permeabilidade da membrana
que provocam uma despolarizacdo momentanea da célula. Caso ocorra com
intensidade suficiente, um PPSE pode ultrapassar o limiar de excitacao e ativar
canais de Na* voltagem-dependentes em uma resposta tudo-ou-nada resultando
no disparo de um potencial de acdo. Geralmente, os EPSPs sédo causados pela
abertura de canais para cations ndo-seletivos tais como K*, Na* e Ca?* (Mourdo
et al, 2011).

Existem também potenciais pés-sinapticos inibitérios (PPSI) que sao
alteracdes na condutancia da membrana que causam uma hiperpolarizacdo do
potencial de membrana ou seguram o potencial de membrana em valores
proximos do potencial de repouso, diminuindo a possibilidade de atingir o limiar
de excitacdo e evocar um potencial de acdo. Os receptores inibitérios melhor

caracterizados séo canais para o ion Cl- (Mouréo et al, 2011).

1.1.3 Glutamato

O glutamato, ou &cido glutamico, é uma molécula constantemente produzida no
organismo que possui diversos papéis biolégicos que vao muito além do seu
papel como aminoacido na constituicdo das proteina. O acido glutamico € um
aminoacido poliprotico, ou seja, com mais de uma regido onde ocorre a
dissociacdo do préton, enquanto isso o glutamato € a molécula de acido
glutdmico com dois grupos carboxila desprotonados. Considerando o pH
fisiolégico (pH=7.4), ambas as regifes carboxilas da molécula estéo
desprotonizadas, sendo portanto o glutamato a isoforma encontrada em maior

concentracdo no organismo (Greenstein 2007). A biossintese do glutamato €



importante para a manutencao da homeostase de nitrogénio e carbono,
também é componente essencial na formacéo de glutamina e no sistema
nervoso central serve como precursor da sintese de acido gama-aminobutirico,
ou GABA e age como neurotransmissor (Erecinska and Silver 1990; Cooper
and Jeitner 2016). Comparado com outros aminoacidos como glicina, alanina e
aspartato, o glutamato esta presente em altas concentragcfes no sistema
nervoso central, com a média de 10 a 15 mmol/kg (Perry et al. 1971). A alta e
ubiqua presenca da molécula junto da lista de fun¢cdes no metabolismo e
sintese protéica dificultou a identificacdo do glutamato como um
neurotransmissor (Krebs et al. 1935). Contudo, estudos demonstraram que as
células possuem um sistema eficiente de captacao de glutamato (revisado por
Fonnum 1984), mantendo a concentracao extracelular extremamente baixa e
mais tarde estudos eletrofisiologicos investigando sua acdo demonstraram o
seu efeito excitatério (Curtis and Watkins 1961). Contudo, a consolidacdo do
aminoacido como neurotransmissor tem registro apenas 20 anos depois

(revisado por Fonnum 1984).

Sabe-se hoje que a sinalizacao glutamatérgica tem grande importancia
para diversos aspectos do funcionamento do Sistema Nervoso Central. Um
exemplo do impacto do glutamato como neurotransmissor € a sua modulagéo do
desenvolvimento. Em 1993, foi relatado que durante o desenvolvimento cerebral,
através de receptores ionotropicos NMDA o glutamato promovia o deslocamento
do soma de neurdnios imaturos para seu destino final (Komuro and Rakic 1993).
Na mesma época, 0 neurotransmissor também foi descrito como modulador do

processo de poda neuronal no cerebelo (Rabacchi et al. 1992).

1.2 Receptores para glutamato

Como neurotransmissor, o glutamato possui uma gama de receptores que
inicialmente pode ser segregada de acordo com seu mecanismo de acao.
Encontram-se no sistema nervoso duas grandes familias de receptores para

glutamato, os receptores ionotropicos e 0s receptores metabotropicos.

Receptores ionotropicos de glutamato (iGIuR) sdo proteinas compostas

por quatro subunidades que integram no seu centro um canal ibnico. A



nomenclatura de cada subfamilia do receptor adotou primeiramente o nome do
agonista que seletivamente age no determinado receptor (AMPA, NMDA, etc).
Com o passar dos anos observou-se a necessidade de estabelecer uma
nomenclatura consistente com sua sequéncia genética visando diminuir
conjuntos de nomenclaturas utilizados para o mesmo receptor (Collingridge et al.
2009). Os subtipos de receptores iGIuR incluem receptores a-amino-3-hydroxy-
5-methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA), receptores N-methyl-D-aspartate
(NMDA), receptores Kainato e os delta iGIUR (Tabela 1) (Traynelis et al. 2010;
Krieger et al. 2015). A ligacdo de glutamato ou outro agonista com esses
receptores abre um canal permeavel a cétions, incluindo o ion Ca?* em alguns
casos. Devida a permeabilidade a Ca?*, a acdo prolongada destes receptores

pode desencadear excitotoxicidade, podendo inclusive resultar em morte celular.

A outra grande familia de receptores para glutamato sdo os receptores
metabotropicos para glutamato (mGIuR). Esses receptores foram descobertos
uma vez que o glutamato causava certos efeitos que nao podiam ser explicados
com base nas propriedades dos receptores iGIuR entdo conhecidos. (Sladeczek
et al. 1985; Nakanishi 1992). O receptor mGlui foi o primeiro a ser isolado e
caracterizado (Houamed et al. 1991; Masu et al. 1991). As investigacfes que
seguiram identificaram oito isoformas de receptores para glutamato acoplados a
proteina G que medeiam cascatas de sinalizacbes mais lentas e duradouras
comparado aos receptores ionotropicos. Baseado em diferencas tanto
farmacoldgicas quanto na sequéncia de aminoacidos e nas vias de sinalizacao
ativadas, estes receptores podem ser classificados em trés grupos diferentes
denominados Grupo | (mGlui e mGlus), Grupo Il (mGluz e mGIuR3) e Grupo IlI
(mGIuR4, mGIuR6, mGIuR7 e mGIuR8) (Tabela 1) (Nakanishi 1992; Anwyl
1999). Estudos de imunohistoquimica demostraram que esses receptores sao
amplamente expressos em diversas areas do sistema nervoso central (Conn and
Pin 1997).



Tabela 1. Tipos de receptores para glutamato e suas caracteristicas.

Receptores ionotrépicos

Subtipo Agonista Seletivo Isoformas do receptor
NMDA N-methyl-D-aspartate GIuN1; GIuN2(A-D); GIuN3(A-B)
a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
AMPA _ o _ GluAl; GluA2; GIuA3; GluA4d
iIsoxazolepropionic acid
) ) GluK1; GluK2; GIuK3; GluK4;
Kainato Kainato
GluK5
Delta () - GluD1;GluD2
Receptores metabotropicos
Proteina Via de
Grupos Isoformas do receptor o
Ga sinalizacao
Hidrolise de
Grupo | mGlui; mGlus Gagi1 o
fosfoinositideos
Reducéo de AMP
Grupo I mGluz; mGlus Gaiio o
ciclico
Reducéo de AMP
Grupo 1l MGlus; mGlus; mGluz; mGlus Gaio -
ciclico

Fonte: (Collingridge et al. 2009; Krieger et al. 2015; Nakanishi 1992)

1.2.1 Receptores mGIluR do Grupo |

Os receptores metabotrépicos do Grupo | (mGIuR-1) correspondem as
isoformas mGlu1 e mGlus (Nakanishi et al. 1998). Estes receptores possuem uma
similaridade de 60% quando comparadas as suas sequéncias de aminoacidos
(Abe et al. 1992). Estruturalmente, estes receptores possuem sete dominios
transmembrana que ancoram o receptor a membrana plasméatica além de conter
sitios de ligagdo para moduladores alostéricos e 0 acoplamento a proteina G
(Aramori and Nakanishi 1992; Pin and Duvoisin 1995; Doré et al. 2014). Os
MGIuR-I sdo classificados como receptores acoplados a proteina G de Classe
C. Este tipo de receptor possui como caracteristica um dominio de interacdo com
agonista localizado na por¢cao N-terminal denominado vénus fly-trap (Beqollari
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and Kammermeier 2010; Urwyler 2011) Nesta estrutura ocorre a interacao do
receptor aos ligantes ortostéricos. Outra caracteristica € a formacéo de dimeros.
A estrutura do receptor revelada por cristalografia de raio-X indica a existéncia
de pontes de cisteina que conectam os pares receptores, adquirindo forma de

concha (Romano et al. 1996; Jingami et al. 2003).

Como dito anteriormente, os mGIuR-I possuem no dominio extracelular o
sitio de ligacéo para agonistas ortostéricos. Estao incluidos como agonistas para
este sitio, além do aminoacido glutamato, os agonistas quisqualato, S-DHPG e
ACPD. Quisqualato é o agonista mais potente dos receptores mGIuR-I, com
valores de Ecso proximos de 0.2 pM (Masu et al. 1991; Conn and Pin 1997),
porém este agonista também promove potente ativagcdo de receptores
ionotropicos AMPA, impactando negativamente no uso de quisqualato como
agonista seletivo para receptores mGIuR (Horne and Simmonds 1989). ACPD
possui seletividade maior para os receptores mGluR-I do que para receptores
ionotropicos, porém ele ndo discerne na ativacdo de receptores mGIuR dos
diferentes Grupos (Schoepp and Conn 1993), invalidando seu uso para ativar

seletivamente os receptores do Grupo |.

O agonista mGIuR-l utilizado em nossos experimentos é o (S)-3,5-
dihidroxifenilglicina (S-DHPG). E um composto com acdo seletiva para
receptores metabotropicos de glutamato do Grupo | possuindo valores de ECso
proximos de 10 uM para os receptores mGlui e mGlus e valores acima de 100
MM para os receptores dos Grupos Il e Il (Wisniewski and Car 2002). Por se
tratar de um agonista ortostérico, o DHPG se liga a um sitio contido na estrutura
anteriormente mencionada, o “vénus fly-trap”, ativando o receptor. (Takahashi et
al. 1993).

Os receptores mGIuR-l acoplam preferencialmente a proteina Gagu1
desencadeando a ativacdo da isoforma beta de fosfolipase C (PLC-B) e a
producéo de inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3) (Berridge and Irvine 1984; Sladeczek
et al. 1985). A ativacao desta via de sinalizacado desencadeia efeitos no citosol e
na membrana plasmatica. Uma vez ativada pela proteina Gg11, a PLC- promove
a hidrolise do fosfoinositideo PI(4,5)P2 presente na membrana plasmaética
formando como produtos diacilglicerol (DAG) e IPs. Enquanto este ultimo se liga

aos seus receptores proprios localizados no reticulo endoplasmatico



promovendo a liberacédo de Ca?* dos estoques intracelulares, o DAG permanece
na membrana onde promove a ativagdo da Proteina Kinase C resultando em

diversos outros efeitos (Pin and Duvoisin 1995).

1.2.1.1 Correntes promovidas pela ativacao dos receptores mGIluR-I

InvestigacOes acerca dos efeitos promovidos pela ativacao de receptores
MGIuR-I foram realizadas em diferentes regiées do Sistema Nervoso Central e
evidenciam a modulacao direta ou indiretamente de uma série de tipos de canais,
alterando consequentemente a excitabilidade das células que os expressam.
Essa modulacdo pode ser desencadeada pela ativacdo da via classica de
Gag/PLC/IPs/Ca?* (Figura 2) ou entdo por outras vias dependentes e

independentes de proteina G (Gerber et al. 2007).

Através da via de sinalizacao classica, sdo relatadas modula¢cdes no
trocador de Na*/Ca?* em neur6nios da amigdala basolateral e do bulbo olfatério
(Rainnie et al. 1994; Jian et al. 2010) gerando uma corrente de entrada e uma
despolarizacdo no potencial de membrana. Esta modulacdo ocorre de forma
indireta, uma vez que o aumento de Ca?* no citosol promovido pela via classica
estimula a atividade dos trocadores Na*/Ca?*. Outro canal que sofre modulacéo
por receptores mGIuR-l sdo os canais para K* ativado por Ca?* de baixa
condutancia (Canais SKca) em células da éarea tegmental ventral (VTA),
substancia nigra e células de Purkinje do cerebelo (Bond et al, 2004, Fiorillo and
Williams, 1998, Netzeband and Gruol, 2008). A ativacao destes canais envolve
a liberacao de calcio dos estoques intracelulares, através do IP3 produzido por
PLC, gerando um PPSI lento (Fiorillo and Williams 1998; Netzeband and Gruol
2008). Modulagtes dependentes de PKC, incluso na via de sinalizacéo classica,
foram reportadas em células da retina e neurénios piramidais do cértex cingular
através da inibicao de canais hiperpolarizantes ativados por nucleotideos ciclicos
(HCN), resultando no aumento da excitabilidade devido a redugéo da corrente
de cations chamada In ativada por estes canais (Gao et al. 2016; Li et al. 2016).
Também existem evidéncias desta modulacdo em células de Purkinje do
cerebelo. Contudo, neste caso, o efeito promovido pela ativagdo dos receptores

MGIuR-I era consequente de uma via de sinalizagcao dependente da PKA (Shim



et al. 2016). Alteracbes consequentes da ativacdo da via de sinalizacdo pelos
MGIuR-I também resultam na modulacéo de canais. A atividade da PLC-p resulta
na deplecédo de fosfoinositideo PI(4,5)P2 da membrana plasmatica (Hille et al.
2014) Recentemente, um estudo demonstrou que a reducdo deste componente
modula negativamente a acdo de canais para K* do tipo retificador de entrada

(canais KIR) (Kammermeier 2012).

Estudos também demonstram a modulacdo de canais por mGIluR-I
através de mecanismos independentes da proteina G ou da via de sinalizacdo
classica. Ativagcdo de canais TRPC foi identificada em neurénios do hipocampo
através de andlises da curva I-V e uso de antagonistas especificos e seu efeito
nao foi inibido na presenca de GDPBS or GTPyS, inibidores da atividade da
proteina G (Guérineau et al. 1995). Em vez disso, estes canais demonstraram
dependéncia de proteinas da familia Src quinases (Heuss and Gerber 2000).
Efeitos similares sdo reportados em células de purkinje do cerebelo e em

neurdnios colinérgicos estriatais (Berg et al. 2007; Kubota et al. 2014).

Em resumo, a ativacdo dos receptores mGIluR-l modula, através de
diferentes vias de sinalizacdo e segundo mensageiros uma variedade de canais
ibnicos resultando em alteracbes na excitabilidade celular. A expressdo dos
receptores mGIuR-l € amplamente identificada no SNC, porém a identificacdo
dos mecanismos biofisicos pelo os quais elas afetam a atividade neuronal esta
restrito a apenas algumas regioes.
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Figura 2 - Esquema representativo da via classica dos receptores
metabotropicos de glutamato do Grupo 1. A interacdo do glutamato com o
receptor ativa a proteina Gagi1 estimulando a quebra de P1(4,5)P2 na membrana
plasmatica pela PLC-B, formando como produto diacilglicerol (DAG) e inositol
1,4,5-trisfosfato (IP3) (Adaptado de Ddlen et al. 2010).

1.3 Locus Coeruleus

O Locus Coeruleus é um denso agrupamento de neurdnios do tronco
encefalico conservado em mamiferos (Berridge and Waterhouse 2003). A
primeira descricdo do nucleo estd datada no século 18, porém a atual
nomenclatura foi dada pelos irmaos Wendel em 1812 (Maeda 2000). O LC esta
localizado na por¢é@o da ponte do tronco encefalico e situado bilateralmente a
parede do quarto ventriculo (Foote et al. 1983). Cada nucleo contém cerca de
1500 neurdnios (Swanson 1976; Berridge and Waterhouse 2003). O caréter
noradrenérgico destas células foi definido em 1965 por Kjell Fuxe (Fuxe 1965).
Ensaios imunohistoquimicos para catecolaminas apresentaram na regido do
locus Coeruleus forte marcacdo para dopamina-B-hydroxilase, a enzima
responsavel pela conversédo de dopamina em noradrenalina (Maeda 2000). Além

de neurdnios noradrenérgicos, o Locus Coeruleus possui pequenas populacdes
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de neurdnios que coexpressam outros neuromoduladores, tais como galanina e

o Neuropeptideo Y (Holets et al. 1988).

Morfologicamente, neurdnios do LC podem ser classificados como ovalar,
fusiforme ou multipolar (Loughlin et al. 1986). Pesquisadores investigaram a
hipotese de que a heterogeneidade das formas poderia estar relacionada a sua
localizac¢é@o no ndcleo. De fato, os estudos comprovaram que neurdnios ovalares
estdo concentrados na regido dorsal enquanto que neurdnios localizados na
porcao ventral apresentam uma maior diversidade morfologica (Swanson 1976).
Outra caracteristica morfolégica destas células sdo as suas extensas
prolongacdes dendriticas que se estendem além do perimetro do nucleo
(Swanson 1976; Travagli et al. 1996).

Projecbes do Locus Coeruleus sao identificadas em grande parte do
encéfalo (Figura 5) (Jones 1991). No tdlamo encontramos projecdes que
parecem estar relacionadas com a modulacdo de processos envolvidos com a
cognicdo (Kohler et al. 2016). Projecbes para amigdala mostram uma
participacdo do Locus Coeruleus na formacado de memoarias aversivas (Sears et
al. 2013). Também relacionado a memoria, no hipocampo, inervacdes
noradrenérgicas participam do processo de consolidacdo e 0s niveis de
noradrenalina promovem aumento da expresséo do fator de crescimento BDNF
(Mello-Carpes et al. 2016). Na medula espinhal inervacdes de neurénios do LC
estdo relacionadas com a analgesia (Llorca-Torralba et al. 2016). Estudo recente
identificou que a noradrenalina aumenta a frequéncia de correntes pos-
sindpticas inibitdrias (IPSC) nos cornos dorsais das laminas Ill e IV através da
ativacao de receptores a2 adrenérgicos (Seibt and Schlichter 2015). Apesar do
namero reduzido de neurénios contido no LC, é notavel que este nlcleo € a Unica
fonte de noradrenalina para vastas regiées do encéfalo, tais como o cortex e o

hipocampo (Foote et al. 1983).

O Locus Coeruleus esté localizado ao lado dos nacleos Barrington (BN) e
o nucleo mesencefélico trigeminal (NMT) (Figura 3). Acerca de suas aferéncias,
o LC recebe projecbes de diversas regides do encéfalo. Destacam-se as
projecbes com origem nos nucleos paragigantocelular (PGC) e prepositus
hipoglosus pela liberagcdo dos neurotransmissores glutamato e GABA,

respectivamente (Aston-Jones et al. 1986).
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Figura 3. Representacdo esquemaética do nucleo Locus coeruleus
Imagem representativa de uma fatia coronal contendo os nucleos Locus
Coeruleus. A direita — atlas determinando o perimetro de cada nucleo presente
na fatia. A esquerda — Imunohistoquimica de fatia demonstrando a densidade
dos neurodnios (Lein et al. 2007).

A liberacéo de noradrenalina pelas projecdes difusas do Locus Coeruleus
relacionam a atividade destes neurénios com diversas funcdes fisiolégicas como
a regulacdo e promocdo de comportamentos de sono, atencdo, estresse,
respiracdo, formacdo de memorias e analgesia (Sears et al. 2013; Seibt and
Schlichter 2015; Mello-Carpes et al. 2016; Kohler et al. 2016). Ou seja, a fungéo
fisiolégica do locus Coeruleus € bem ampla, e o nudcleo possui grande
importancia para a manutencao de diversas comportamentos essenciais para a

sobrevivéncia.
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Sobre suas caracteristicas eletrofisiologicas, os neurbnios do Locus
Coeruleus sao células que dispararam potenciais de acédo de forma espontanea
e ritmica (Figura 4)(Foote et al. 1983; de Oliveira et al. 2010). Essa atividade foi
descoberta pelos pesquisadores Dresse e Dubois, em 1976, sendo contabilizada
uma frequéncia que varia entre 0.5 a 20 Hz (Dubois et al. 1976; Berridge and
Waterhouse 2003). Dois tipos de atividade foram reportados no LC, uma
atividade tbnica de frequéncia mais baixa e uma atividade fasica caracterizada
por uma sequéncia de disparos em alta frequéncia seguido de um periodo sem
ocorréncia de potenciais de acdo. Investigacdes envolvendo administracao de
anestesias demonstram que os disparos espontaneos do LC n&o sao inibidos
pela presenca destes compostos, porém podem sofrer modulacdo. Estudos com
morfina apontam que a ativacao dos receptores opioides leva a uma depressséo
da atividade dos neurénios LC (Bird and Kuhar 1977; Aghajanian 1978). O efeito
€ observado utilizando baixas doses da substancia, e pode ser revertido com a
aplicac@o de antagonistas opit6ides, como Naloxona. Em contraste, a utilizagéo
de doses maiores de opidides provocou um aumento na taxa de disparos,
guando realizados experimentos em animais ndo-anestesiados (Trulson and
Arasteh 1986). Devido a grande variedade nas aferéncias do LC, a atividade do
ndcleo também pode ser modulada por uma gama de neuromoduladores e
inclusive hormdnios (Murai and Akaike 2005; Ishibashi et al. 2009; de Carvalho
et al. 2014; Szawka et al. 2005) e pela aplicacdo sistémica ou direta de etanol
causando, respectivamente, uma diminuicdo e uma supressdo da taxa de
disparo (Strahlendorf H.K e Strahlendorf J.C., 1983).

O LC é um nudcleo que apresenta um dimorfismo sexual (Pinos et al. 2001;
Bangasser et al. 2016). A neurogénese do nucleo em fémeas continua durante
a puberdade, ao contrario dos machos. O resultado € um nudcleo maior nas
fémeas devido ao aumento na quantidade de neurdnios NE (Pinos et al. 2001).
Dendritos também sdo mais densos em fémeas e também mais complexos,
resultando em maior numero de aferéncias (Luque et al. 1992). Essas diferencas
entre 0s géneros acarretam em divergéncias nas respostas LC. Estudos relatam
uma maior sensibilidade do LC de fémeas para estimulos estressantes como
fator liberador de corticotropina (CRF) (Curtis et al. 2006).
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Whole cell recording

Figura 4. Locus Coeruleus. A esquerda —Imunohistoquimica evidenciando os
neurdnios do locus Coeruleus através da marcagéo por dopamina 3-hidroxylase
(Grzanna and Molliver 1980). A direita — Imagem representativa da atividade
espontanea dos neurbnios LC em registros eletrofisiolégicos de Whole-cell

current clamp e extracelular (Adaptado de Sugiyama et al. 2012).

Figura 5. Aferéncias e eferéncias do Locus Coeruleus. A esquerda —
Desenho esquematico das proje¢cdes com destino para o nucleo LC_(Schwarz
and Luo 2015). A direita — Imagem correspondente as projecdes

noradrenérgicas do nucleo LC (Adaptado de Sara 2009)
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2. Justificativa

O locus Coeruleus (LC) € o principal nucleo noradrenérgico do sistema
nervoso central (SNC). A modulacéo da atividade deste nucleo tem impacto em
diversas funcdes fisiologicas. Em estudos anteriores, a ativacao de receptores
metabotropicos de glutamato dos Grupos Il e Il inibiu a transmissdo sinaptica
excitatoria através de cascatas de sinalizacdo promovidas pela proteina Gio.
Contudo, acerca dos receptores mGIuR do Grupo | ndo existe, atualmente,
informacbes na literatura sobre a sua ativacdo em neurdnios do Locus
Coeruleus. O nosso estudo resultou em dados inéditos sobre a modulacdo da
excitabilidade desse nucleo por receptores mGIluR-I, contribuindo, dessa forma

para a compreensao dos circuitos neuronais que envolvem o nudcleo.
3. Objetivos

Identificar o impacto da ativacdo de receptores metabotrépicos de

glutamato do Grupo | em neurdnios do Locus Coeruleus.

3.1 Objetivos especificos

o Verificar o efeito do agonista seletivo para mGIuR-I, S-(3,5)-DHPG, na

frequéncia dos potenciais de ac¢ao e no potencial de repouso.

o Verificar o efeito da ativacdo de receptores mGIuR-l na corrente de

membrana e na condutancia da membrana.

o Identificar o perfil farmacoldgico do receptor responsavel, assim como

valores de ECso para os efeitos observados.

. Verificar a existéncia de dimorfismo sexual no efeito observado.
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4. Metodologia
4.1  Animais

Foram utilizados ratos Wistar neonatos, machos e fémeas, com idade
entre 6 e 8 dias. Os animais foram fornecidos pelo CEBIO, Instituto de Ciéncias
bioldgicas, UFMG. Todos os procedimentos com animais foram aprovados pelo
Comité de Etica da Instituigdo (protocolo 159 / 2015 CEUA-UFMG)

4.2 Farmacos, reagentes e solucdes

Todos os sais utilizados tinham pureza analitica e foram obtidos das
companhias TOCRIS Bioscience (Bristol, UK) e Sigma Chemical Company (St.
Louis, MO, EUA).

4.3 Preparo das fatias

Os animais foram sacrificados sem anestesia por decapitacdo e o cranio
foi aberto com auxilio de uma tesoura. A porcao do encéfalo contendo o tronco
encefalico foi removida com o devido cuidado para evitar qualquer dano da
regido de interesse. As meninges foram removidas com pincas finas e o tecido
foi fixado na plataforma do vibratomo (Leica VT1000) com cola a base de éster
de cianoacrilato. O tecido permaneceu banhado em solugdo aCSF-corte (Tabela
2) em temperaturas proximas de 0 °C durante toda a cirurgia e apés fixacdo na
plataforma do vibratomo. Realizar o procedimento em baixa temperatura diminui
a atividade celular reduzindo os impactos negativos promovidos pela cirurgia
assim como o processo de fatiamento pelo vibratomo. Foram retiradas fatias com
200 pm de espessura que em seguida foram incubadas em camaras
preenchidas com solugdo aCSF-registro (Tabela 2) em banho-maria a 37°C por

45-60 minutos para recuperacao.
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Tabela 2. Compostos e concentracdes da Solucédo aCSF

aCSF (Liquido cérebro-espinal artificial)
Substancia Concentragao (mM)
Corte Registro
NacCl 125 125
KCI 2,5 2,5
NaHCOs 25 25
NaH2PO4 1,25 1,25
CaClz 0,1 2
MgCl2 3 1
glicose 25 25
myo-inositol 3 3
ascorbate 0,4 0,4
piruvato 2 2
pH = 7.4 quando equilibrado com 5% COz2

4.4  Eletrofisiologia

Os registros foram feitos na modalidade de Whole-cell current clamp ou
voltage clamp. Pipetas para registro foram fabricadas em vidro borosilicato
(PG52151-4, World Precision Instruments) com resisténcias de 2-3 MOhm
guando preenchidos com a solugéo de pipeta (Tabela 3). O potencial de juncéo
liquida, calculado em -9 mV, foi corrigido antes de formar o gigaselo. Durante o
registro, resisténcia em serie variou de 3 - 14 MOhm e néo foi compensada.
Capacitancia celular variou entre 45 e 60 pF. Medidas do potential de membrana
foram feitos com a corrente da pipeta fixado em 0 pA. Para voltage clamp, o
potencial de membrana foi mantido em -60 mV. Em alguns experimentos, pulsos
hiperpolarizantes foram aplicadas (-20 mV, duracdo de 60 ms aplicada a cada 5

s) para medir a condutancia de membrana durante o percorrer do registro.
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Tabela 3. Solucéo de Pipeta

Solugéao interna da Pipeta
Substancia Concentracdo (mM)

K- gluconate 125
KCI 20
Naz-Fosfocreatina 10
EGTA 0,5
HEPES 10

Mg ATP 4
Naz ATP 0,3
pH ajustado em 7,2 com KOH

4.5 Aplicacdo das drogas

Apos obter a configuracdo de Whole-cell no modo current clamp, o
potencial de membrana foi observado por um periodo de, no minimo, 3 minutos
e 0 registro iniciado somente quando apresentasse uma linha de base estavel e
potenciais de acdo espontadneos. As células foram perfundidas com aCSF
durante todo o experimento. A aplicacdo do agonista DHPG era realizada pela
adicao de solucao estoque de DHPG em 10 ml de ACSF, permitindo a difusao
da droga na nova solucdo. Todas as solucbes de estoque utilizadas tinham
concentracéo de 1000 vezes a concentracéo final. A solugdo estoque de DHPG
continha DMSO, portanto todos o0s registros apresentavam uma aplicacao prévia
de DMSO para fins de controle. Nao foram registradas alteracdes pela aplicacdo
de DMSO. Nos experimentos nos quais utilizamos antagonistas, estes foram
aplicados durante, no minimo, cinco minutos, antes de aplicar a DHPG. Cada

fatia foi utilizada para apenas uma aplicacado de DHPG.

4.6 Uso do carbogénio

O borbulhamento das solu¢cdes aCSF com carbogénio (95% Oz, 5% CO2)
foi protocolado devido as caracteristicas quimiossensiveis do nucleo (Li and

Putnam 2013). Antes de utlizar nos experimentos, as solugcdes eram
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previamente saturadas com este gas pelo periodo de no minimo cinco minutos.
A linha de perfuséo utilizada era preenchida gradualmente por novas solucdes
quando necessario, visando nao alterar abruptamente o pH da solucdo. Apds
determinar que a célula esta apta para a aplicacdo das drogas a linha de
perfusdo ndo era repreenchida. Sendo a adicdo de DHPG e dos antagonistas

sempre feitas em uma solucao ja saturada e em uso na linha de perfuséo.

47 Anédlise dos dados

Os experimentos foram delineados de forma que cada célula pudesse ser
observada em todas as condi¢cbes (Controle, Teste, Lavagem). Ou seja, cada
célula era comparada com seu proprio registro basal para avaliacdo dos efeitos
do agonista DHPG.

A frequéncia dos potenciais foi avaliada em trechos de um minuto. Os
potenciais de ac¢ao foram identificados automaticamente pelo programa Clampex
através do critério de limiar. Alteracdes no potencial de membrana que
alcancavam o valor de 0 mV eram identificadas como um evento. Uma vez
identificados os potenciais de acdo, o programa fornecia uma lista do tempo
inicial de cada evento. Utilizando a diferenca destes valores, o intervalo entre os
eventos foi contabilizado e consequentemente sua frequéncia, o inverso do

intervalo, identificada.

Para determinar se a ativacdo de receptores mGIuR-lI despolariza os
neurdnios do LC, foram utilizados trechos de 60 s para fazer histogramas dos
valores do potencial de membrana utilizando todos os pontos (intervalos de
histograma de 0,3-0,6 mV). O pico do histograma, que indica o valor do Vm no
qual o potencial de membrana passa mais tempo, foi definido como sendo o
potencial de repouso. A mesma estratégia foi utilizada para determinar a corrente
de membrana quando medido na presenca de correntes marca passo. Nesse
caso foram utilizados intervalos de 1 pA para fazer o histograma. O valor da
corrente gerado pela ativacdo de receptores mGIuR-I foi calculado como a

diferenca entre o valor medido na presenca de DHPG e na condicao controle.
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5. Resultados

5.1 Ativacao de receptores mGIluR-I modula positivamente os neuronios
doLC

A primeira hipétese investigada neste trabalho foi de que a aplicacédo do
agonista DHPG teria impacto positivo na atividade dos neurénios do LC. Para
testar esta hipotese, observamos o potencial de membrana dos neurdnios
usando a técnica de Whole-cell current clamp. Os neurdnios registrados
apresentaram apos o periodo de estabilizacdo disparos de potencial de acdo

com frequéncia de 1.8 £ 0.3 Hz (n=9).

Na Figura 6A apresentamos um registro continuo do potencial de
membrana de um neurénio do LC que evidenciando a atividade ritmica e
espontanea descrita na Introducdo. Cada linha horizontal da imagem tem
duracdo de 60 s. As partes iniciais e finais do registro, apresentadas com
coloracédo cinza, indicam a parte do experimento na qual a fatia foi perfundida
apenas com solucdo aCSF controle e DMSO. A parte do registro na qual a cor
da linha esta preta representa a porcédo do experimento onde o agonista DHPG
(10 uM) foi incluido no banho. Observa-se que, apés uma laténcia de
aproximadamente 120 s, DHPG promoveu um aumento na frequéncia de
disparos dos potenciais de acdo que chegou a ser ~3 vezes o valor da frequéncia
registrado na condicdo de controle (a primeira fase do registro). Esse aumento
foi transiente, pois mesmo na presenca continua de DHPG, a frequéncia dos
potenciais de acao retorna para valores proximos do valor de controle. A lavagem
de DHPG do banho resultou no retorno completo da frequéncia para o valor

observado antes de sua aplicacéo.

Na Figura 6B podemos observar de modo mais claro as alteracdes na
frequéncia dos disparos espontaneos em funcdo do tempo do registro.
Utilizamos o valor do intervalo entre os disparos dos potenciais de acao para
identificar a frequéncia da atividade. Os intervalos entre os potenciais foram
calculados pela subtracdo do tempo de inicio do potencial de acdo pelo seu
subsequente (ver Métodos). Durante a condi¢do de controle, observa-se que 0s
intervalos possuem valores diversificados, podendo variar entre 0.8 e 1.7
segundos. A aplicacdo de DHPG promove uma diminuicdo nos valores dos
intervalos, acompanhado por uma reducdo da dispersao dos valores. Ainda na
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presenca do agonista € possivel observar um lento retorno dos intervalos para
valores maiores. Em Figura 6C apresentamos a distribuicdo cumulativa dos
intervalos entre os potenciais de acéo nas trés condi¢cdes (controle, DHGP,
lavagem). Nota-se pela maior inclinagcdo da curva que corresponde a condicao
DHPG que houve de fato uma uniformidade nos intervalos entre os potenciais.
Observando os valores de intervalo correspondentes a 50% para cada uma das
condicdes, fica evidente que houve uma redugédo no intervalo entre os potenciais

com a aplicacéo de DHPG.

O efeito de DHPG descrito acima foi observado em 9 células testadas em
9 fatias de 7 animais. Na Figura 6D foram plotados os valores do intervalo entre
0s potenciais de cada condi¢cdo para cada uma das células. A diminuicdo nos
intervalos foi evidenciada em todas as células testadas e o teste estatistico t de
Student determinou valor de p=0.02, sendo, portanto, considerado significativo.
Em seguida, calculamos o quanto, em média, o DHPG aumenta a frequéncia nos
9 experimentos realizados. Apés normalizar os dados de cada célula pela sua
frequéncia em condicdes controles, identificamos que a aplicacdo de DHPG

alterou a frequéncia dos disparos espontaneos do LC em 210+23% (Figura 6E).
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Figura 6. DHPG aumenta a frequéncia dos disparos espontaneos do Locus
Coeruleus. A) Registro completo em Whole-cell Current Clamp de um neurdnio
do LC. (Em cinza) Regido do experimento no qual a célula foi perfundida com
aCSF controle. (Em preto) Aplicagdo de DHPG (10 uM) B). Os intervalos entre
cada potencial de acdo do experimento ilustrado em A foram calculados e
plotados em funcdo do tempo no qual ocorreu (simbolos). A linha preta é a média
movel dos intervalos com janela de 20 amostras. A barra preta indica o periodo
no qual a DHPG (10 uM) foi aplicado. As linhas cinzas na parte superior indicam
as partes do registro utilizadas para calcular a distribuicdo cumulativa. C) Funcéo
de distribuicdo cumulativa dos intervalos entre os potenciais de acdo em cada
condicdo experimental do experimento ilustrado em A. D) Resumo dos
resultados obtidos em 9 experimentos semelhantes ao ilustrado em A. E) Efeito
da ativacdo de receptores mGIuR-lI expresso como aumento da frequéncia

normalizado ao seu valor de controle (N=9).
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5.2 Ativacdo de receptores mGIluR-I promove despolarizacdo do

potencial de membrana dos neurdnios do LC

Entre as possiveis hipoteses sobre o mecanismo pelo qual o agonista
DHPG pode promover um aumento na taxa de disparos dos neurénios do LC
estd a despolarizacdo do potencial de membrana destes neurbnios. Para
disparar um potencial de acdo a célula necessita despolarizar até o limiar de
excitacdo, a partir deste ponto canais de Na® voltagem-dependentes sé&o
ativados e o potencial de acdo ocorre. Em neurdnios como o Locus Coeruleus
gue possui uma atividade tonica o alcance do limiar de excitacéo é feito através
de um conjunto de correntes que favorecem despolarizagbes graduais, as
chamadas correntes marca-passo. Nesta hipétese, uma despolarizacdo do
potencial de membrana poderia favorecer os disparos dos potenciais uma vez
gue seria necessaria menor quantidade de corrente para atingir o limiar de
excitacdo. Para testar isso, utilizamos histogramas dos valores do potencial de
membrana para determinar qual o potencial de repouso da célula e verificar a

existéncia de uma despolarizacao pela aplicacdo de DHPG.

Na Figura 7A apresentamos o registro dos potenciais de acdo em melhor
resolucdo, mostrando a atividade durante as condi¢des controle, na presenca de
DHPG e apds a lavagem. Devido a constante e ritmica atividade destes
neurdnios, a identificacdo de um potencial de repouso € problematica. Para
realizarmos esta identificacdo, utilizamos histogramas de trechos de 60 s e
definimos valor do Vm que corresponde ao pico do histograma como sendo o
valor correspondente as breves pausas do potencial de membrana entre cada
potencial de acdo. Para fins metodoldgicos, este valor serd denominado como
potencial de repouso. Como demonstrado na Figura 7B, podemos observar uma
pequena despolarizacdo do potencial de repouso quando comparadas as
condicbes de controle e na presenca de DHPG com o retorno para valores
controle ap6s a lavagem. Esse efeito repetiu-se em trés experimentos
independentes, e os valores do potencial de repouso nas trés condi¢des
(controle, DHPG, lavagem) para os trés experimentos estdo representados na
Figura 7C. A aplicacdo do agonista DHPG promoveu uma despolarizacdo em
meédia de 1.8 £ 0.03 mV (n=3, p=0.03), como podemos observar na Figura 7D.

24



Como foi identificada uma leve despolarizacdo por DHPG, buscamos
identificar a relagéo entre o valor do potencial de membrana e a frequéncia de
disparos correspondente, o que possibilitard verificar se a hipotese de que o
aumento da frequéncia de disparos promovido pela aplicacdo de DHPG era
resultante simplesmente da despolarizacdo dos neurbnios. Testamos esta
hipotese realizando registros com protocolo de rampa de corrente (Figura 8).
Dentro de um intervalo de 10 segundos as células receberam uma injecdo de
corrente que variou de forma linear de -30 a +30 pA, gerando potenciais de
membrana inicialmente hiperpolarizados, passando para potenciais ligeiramente
despolarizados. O resultado é uma alteracdo gradativa na frequéncia de disparo
dos potenciais de acdo como consequéncia da alteracdo no potencial de
membrana (Figura 8A). Analisamos a relacéo entre o potencial de repouso e a
frequéncia dos potenciais de acdo em cada trecho da rampa. Nota-se, a partir
da Figura 8B, que existe uma regido da curva na qual pequenas alteragdes no
potencial de membrana podem, de fato, resultar em aumento na frequéncia de
disparos. Na Figura 8C quantificamos o aumento desta frequéncia pela
alteracdo no potencial de membrana, identificando um aumento de 0.7 + 0.11
Hz/mV (n=2).

Quando comparados a despolarizacado promovida por DHPG e a relacao
entre o potencial de membrana e a taxa de disparo dos potenciais, fica evidente
gue a despolarizacdo estd envolvida no mecanismo promovido por DHPG.
Contudo, o aumento dos disparos correspondente a despolarizagédo justifica
apenas parte do efeito observado pela aplicacdo de DHPG.
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Figura 7. DHPG despolariza o potencial de membrana, aumentando a
frequéncia dos potenciais. A) Trechos de registro Whole-cell current clamp
evidenciando o aumento na frequéncia dos potenciais na presenca de DHPG.
B) Histogramas correspondentes a imagem anterior identificando os valores do
potencial de repouso. C) Resumo de trés experimentos mostrado o potencial
de repouso em controle, DHPG e apds a lavagem. D) Efeito médio da

despolarizacdo causada pelo DHPG.
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Figura 8.Relacédo entre potencial de membrana e frequéncia dos potencias
de acdo A) Exemplo representativo de um experimento no qual foi injetada
corrente em rampa lenta para determinar a relagéo entre o potencial de repouso
e a frequéncia dos potenciais de acéo. B) Gréafico derivado dos dados ilustrados
no Painel A, mostrando a relacao entre potencial de repouso e a frequéncia dos
potenciais de acdo. A linha é o melhor ajuste de uma curva sigmoide aos dados.
C) Inclinacdo maxima, obtido pelo ajuste da curva sigmoide aos dados, da
relacédo entre o potencial de repouso e a frequéncia do potencial de acao (N=2).
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5.3 DHPG promove, de forma concentracdo-dependente, uma corrente

de entrada

Outra abordagem utilizada neste projeto sao os experimentos de Whole-
cell na modalidade Voltage clamp. Utilizamos estes experimentos para identificar
a corrente responsavel para o efeito excitatorio mediados por receptores
MGIuR-I. O potencial de membrana dos neurénios do LC foi fixado em -60 mV.

Dessa forma, ndo ha disparos de potenciais de acao nestes registros.

Os experimentos realizados nessa modalidade identificaram uma corrente
de entrada de caracteristica transiente na presenca de DHPG. Como podemos
observar na Figura 9A o efeito possui instalacdo rapida seguido de uma
dessensibilizacdo. A laténcia entre o inicio de aplicacdo do DHPG e o inicio da
corrente se deve, em parte, pelo tempo necessario para a droga passar pelas
linhas e difundir dentro da fatia. O efeito maximo de DHPG permanece por
aproximadamente ~100 segundos, em seguida, a corrente gradualmente reduz
ainda na presenca do agonista, alcancando valores semelhantes a condi¢do de

controle, caracterizando assim, uma dessensibilizacdo dos receptores mGIuR-I.

Para analise foram utilizados histogramas em trechos de sessenta
segundos antes da aplicacdo do agonista e do seu efeito maximo. A corrente
IoHpc foi determinada pela diferenca dos valores medidos em condigbes DHPG

e controle.

Uma vez demonstrada a corrente promovida pela aplicacdo de DHPG nos
neurénios do Locus Coeruleus, uma questao relevante a ser tratada € a relacdo
concentracéo-resposta deste agonista. A definicdo de uma curva dose-resposta
supri nosso projeto com informagdes como o seu efeito maximo e o ECso, que
corresponde a uma resposta equivalente a ativacdo de 50% dos receptores,
sendo o parametro utilizado para determinar a poténcia de um ligante para
determinado receptor.

Utilizando diferentes concentracdes do agonista DHPG em experimentos
na modalidade Whole-cell voltage clamp identificamos diferentes valores para a
corrente Iopc. Como podemos observar na Figura 9B a aplicacdo de DHPG
demonstra exercer corrente em concentracdes a partir de 3 uM. O acréscimo na

concentracéo resulta em valores maiores na corrente que, quando plotados em
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escala logaritmica, apresentam a formacéao de uma funcdo sigmoide. A analise
dos dados foi feita ajustando a equacéo de Hill, que nos fornece como ECso 0
valor de 7.3 pM e um efeito méaximo de -35 pA.

5.4 Aplicacdo de antagonistas para mGlur e mGlus inibe o efeito

promovido por DHPG

O composto DHPG é um agonista seletivo para 0s receptores
metabotropicos do Grupo |. As isoformas pertencentes a esse Grupo sdo o
MGlur e o0 mGlus, logo a acdo de DHPG pode ser promovida por um ou por
ambos os receptores, uma vez que 0 agonista ndo faz distincdo entre estas
isoformas. Para averiguar se o efeito de fato ocorre pela ativagcdo destes
receptores e investigar o impacto de cada uma das isoformas utilizamos os

antagonistas seletivos LY367385 e MPEP para mGlui e mGlus, respectivamente.

Utilizamos experimentos Whole Cell voltage clamp para identificar a
ativacao dos receptores e o efeito de cada isoformas. A concentragéo de 30 puM
foi designada para estes registros devido ao seu efeito maximo. Como
demonstrado na Figura 9C, observamos que registros realizados com as
mesmas concentracdes de DHPG apresentavam valores reduzidos da corrente
IoHpc quando na presenca dos antagonistas LY367385 (160 uM) e MPEP (20
uM). Demonstrando, dessa forma, que o efeito observado na presenca de DHPG
€ resultante da ativacédo dos receptores mGIluR-I. O uso individual de LY367385
(160 uM) foi igualmente efetivo. Concluimos, portanto que o agonista DHPG age
nos neurdnios do Locus Coeruleus através dos receptores metabotrGpicos

mGlus.

5.5 Efeito do agonista DHPG em animais machos e fémeas

Como descrito na Introducdo, o locus Coeruleus € um ndcleo que
apresenta dimorfismo sexual (Bangasser et al. 2011). Logo, consideramos
importante comparar o impacto da aplicagdo de DHPG em fatias obtidos de
animais de ambos os sexos. Os experimentos de voltage clamp descritos acima
foram repetidos com fatia obtidos de animais machos e fémeas. Nao foram

observadas divergéncias na corrente basal dos neurénios LC, no tempo para

29



obtencédo do efeito de DHPG, nem da sua duragcdo ou a cinética da corrente
observada. Na Figura 9C, foi contabilizada as médias das correntes promovidas
por DHPG. Analises estatisticas ndo demonstraram nenhuma diferenca
significativa. Portanto, concluimos que a corrente promovida por DHPG néo

sofre diferenca pelo sexo do animal.

5.6 Efeito do agonista DHPG em temperatura préximas ao fisioldgico

Por motivos técnicos, a maioria dos registros desse trabalho foram feitos
na temperatura ambiente. Para certificarmos que o efeito ainda se mantém em
temperaturas mais perto da fisiologica, repetimos os experimentos de voltage
clamp usando um controle da temperatura em 34°C. Nessas condi¢des, néo
detectamos nenhuma diferenca significativa da amplitude, cinética ou

dessensibilizacdo da corrente ativado por DHPG (Fig 9C, N=2).
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Figura 9. Experimentos realizados na modalidade voltage clamp. A) Trecho
de registro simplificado, evidenciando a corrente IpHpc. B) Curva dose-resposta
da corrente promovida pela aplicacdo de DHPG. C) Relacdo entre os diferentes
registros realizados em voltage clamp com aplicacdo de DHPG (30uM). M/F
todas as células testadas em temperatura ambiente sem antagonista (N=18); M-
Machos (N=6); F- Fémeas (N=6); 34C Temperatura proxima da fisioldgica (N=2);
M+Ly Aplicacdo prévia de 160 uM LY367385 e 20 uM MPEP (N=4); Ly Aplicacao
prévia de 160 uM LY367385 (N=2)
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6. Discussao

Neste trabalho ndés descrevemos, pela primeira vez, a modulacdo da
atividade de neurbnios do Locus Coeruleus pela ativacdo de receptores
metabotropicos de glutamato do Grupo I. A atividade do neurdnio foi alterada de
diversas formas. A aplicacdo do agonista seletivo para mGIluR-I, DHPG, em
experimentos current clamp ocasionou um aumento da taxa de disparos
espontaneos, diminuindo os valores do intervalo entre os potenciais. Outro efeito
observado foi uma pequena despolarizacdo no valor do potencial de membrana
correspondente aos periodos de repouso da célula entre os potenciais de acdo
(i.e. potencial de repouso). Protocolos de rampa lenta de corrente evidenciaram
uma dependéncia da frequéncia dos potenciais de acgédo pelos valores do
potencial de repouso das células. Contudo, quando comparado, a
despolarizacao justificava apenas parte do efeito promovido pela aplicacdo do
agonista DHPG. Em experimentos voltage clamp, foi observado um
deslocamento na corrente necessaria para fixar o potencial de membrana dos
neurénios do LC em -60 mV, caracterizando uma corrente de entrada. O carater
concentracdo-dependente do efeito foi evidenciado utilizando concentracdes a
partir de 1 uM até 100 pM. A utilizacdo dos antagonistas seletivos para as
isoformas mGIuR1 e mGIluRs forneceu fortes evidéncias da ativacdo destes

receptores pela aplicacdo de DHPG, sendo o mGIluRz o principal contribuinte.

Em nossos experimentos, utilizamos animais neonatos com idade entre 6-8
dias. O uso de animais neonatos para investigacdes com o nucleo Locus
Coeruleus é comum na literatura (Li and Putnam 2013). Durante esta fase o
Sistema Nervoso Central ainda esta em desenvolvimento (Pinos 2001).
Processos ativos como a mielinizacdo ainda ndo aconteceram o0 que permite,
nas fatias, uma melhor visualizacdo dos neurbnios. Para o nucleo Locus
Coeruleus, este periodo € caracterizado como uma janela de alta atividade dos
neurénios. Estudos demonstram que a atividade espontanea dos neurdnios €
reduzida de acordo com a idade do animal (Nakamura et al. 1987). Buscas
realizadas no banco de dados Allen Brain Map, mostram evidéncias da
expressdo dos receptores na fase adulta (Lein et al. 2007) e estudos em
macacos rhesus evidenciam a expressao dos receptores mGIuR-I no LC (

Noriega et al. 2007), porém devido as divergéncias na atividade de acordo com
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a idade do animal ndo € possivel afirmar que o efeito observado neste estudo

ocorre em animais adultos, necessitando mais estudos sobre o efeito.

Todas as solugdes utilizadas na cirurgia e durante o registro foram
borbulhadas com carbogénio pelo tempo minimo de cinco minutos. Este € um
ponto importante a ser tratado em nossos experimentos uma vez que todas as
solu¢bes aCSF sdo borbulhadas constantemente. A caracterizacdo do nucleo
LC como quimiossensivel foi dada por Hartzler (2008), demonstrando a
modulacdo na sua atividade devido a hipercapnia. Como o alvo de nossos
experimentos envolvia a analise da atividade basal dos neurénios o uso do
carbogénio precisou ser revisado e protocolado para evitar maior variabilidade
dos resultados. O borbulhamento prévio de todas as solu¢des pelo tempo
minimo de cinco minutos permitiu a saturacdo do ambiente, reduzindo as
possiveis alteraces devido a diferencas do fluxo de borbulhamento em cada

linha de perfuséo.

Experimentos em Whole Cell consistem em utilizar uma pipeta de vidro
preenchida com solucdo que mimetize as condi¢des intracelulares. Durante o
periodo do registro ocorre a difusdo dos componentes do interior da pipeta para
a célula e vice-versa (Pusch and Neher 1988). Esta caracteristica dos registros
pode influenciar na resposta promovida pela célula diante do agonista DHPG.
Uma alternativa para verificar o efeito de maneira ndo-invasiva é através de
registros extracelulares. A técnica utiliza pipetas preenchidas com a mesma
solucdo aCSF presente no banho e permite a visualizacdo dos potenciais de
acdo através das correntes geradas préximas a pipeta. Em dados néao
mostrados, nés realizamos experimentos extracelulares e observamos, assim
como nos registros whole cell, 0 aumento da taxa de disparos dos potenciais e
a dessensibilizacao desse efeito. Dessa forma, entendemos que o uso da técnica
Whole-Cell ndo interfere, de forma importante, com a atividade dos receptores

MGIuR-I nessas células.

Os neurbnios do LC séo células excitaveis que possuem uma atividade
espontanea. Ou seja, um conjunto de correntes nos neurénios do LC favorece a
despolarizacdo e o disparo dos potenciais de acdo. Recentemente, um estudo
identificou como principais correntes envolvidas na atividade marca-passo do LC

um balanco entre correntes de Na* sensiveis a TTX e correntes de K* sensiveis
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a altas concentracdes de TEA (de Oliveira et al. 2010). Durante nossos registros
na modalidade voltage clamp identificamos a presenca de oscila¢des ritmicas na
corrente. A comparacédo do disparo dos potenciais com estas oscilagbes nos
permitiu presumir que se tratavam das correntes responsaveis pelo disparo dos
potenciais de acdo. Uma observacéo interessante durante nossos registros foi
de que a aplicacdo do agonista DHPG além de provocar a corrente de entrada
demonstrada na Figura 9A, também foi observado um aumento na frequéncia
destes eventos. Contudo, dois pontos de vista devem ser levados em

consideracao:

1. O experimento de voltage clamp consiste na regulacdo do potencial de
membrana da célula para valores determinados pelo amplificador utilizando
injecdo de corrente. Sendo assim, o potencial da membrana pode ser fixado
em uma area limitada pelo alcance da injecdo de corrente (Halliwell et
al.1994). Pelo fato dos neurbnios do Locus Coeruleus possuirem longas
prolongacdes dendriticas uma possibilidade da origem das oscila¢des
observadas € a atividade espontanea do neurdnio em regides além do
alcance do voltage clamp.

2. Outra possibilidade é que, de fato, estas oscilagcdes sejam as correntes
marca-passo dos neurdnios do LC. Neste caso podemos presumir que
DHPG esté provocando um efeito dual nos neurdnios do Locus Coeruleus
gue consiste em na geracao da corrente de entrada e na alteracdo das

correntes marca-passo.

Para confirmar as condicbes acima, uma alternativa € realizar o registro de
neurénios do Locus Coeruleus em cultura de células dissociadas. A atividade
tbnica dos neurdnios pode ser observada nestas condicdes (Marshall et al. 1984,
Finlayson and Marshall 1988) e as prolongacbes dendriticas podem ser

observadas em diferentes intervalos de cultura.

Observando os neurénios do LC na modalidade current clamp, vimos que a
aplicacdo de DHPG resultou em um aumento significativo na atividade dos
potenciais espontaneos que dessensibilizou ainda na presencga do agonista (Fig.
1). Efeitos similares foram reportados em outras células com atividade
espontanea. Em 2014, os pesquisadores Dong e Ennis investigaram os efeitos

da aplicacdo de DHPG em células tufadas do bulbo olfatério. Assim como o
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Locus Coeruleus, estas células possuem atividade ritmica que foi aumentada na
presenca do agonista. Além deste nucleo, estudos recentes também
demonstram modulagéo do receptor em células do ganglio da retina e neurdnios
do globus pallidus (Sun et al. 2012; Li et al. 2017).

A aplicacdo do agonista DHPG promoveu efeitos que foram rapidamente
dessensibilizados. Nossa estratégia experimental consistiu em aplicar o agonista
DHPG por longos periodos, dessa forma, garantindo atingir a concentragdo
desejada no banho e visualizar respostas estacionarias em um registro estavel.
As Figuras 6B e 9A mostram exemplos da instalacdo do efeito do DHPG (em
current clamp ou voltage clamp, respectivamente) por um breve periodo seguido
de uma forte dessensibilizacdo. Para 0s nossos experimentos, esta
dessensibilizacdo significou que o agonista s6 poderia ser aplicado uma Unica
vez em cada fatia. A dessensibilizacdo dos receptores mGIuR-I envolve fatores
como o bloqueio na ativacdo de PLC através de reguladores da sinalizacao da
proteina G (RSG) (Saugstad et al. 1998) e a internalizacdo do receptor atraves

da interacdo com beta-arrestina e clatrina (Dale et al. 2002).

Observando o efeito do agonista durante experimentos na modalidade
voltage clamp fica evidente a alterac&o nos valores da corrente para valores mais
negativos, caracterizando uma corrente de entrada. Esta resposta foi identificada
como concentracdo-dependente e o valor para ECso corresponde a 6.5 pM. A
partir desse dado, escolhemos a concentracéo de 30 UM para experimentos com
0s antagonistas por dois motivos: 1) apresentava de acordo com a curva dose-
resposta um efeito maximo; 2) correspondia a mais que trés vezes a
concentracéo de ECso. Dessa forma, analisamos uma resposta plena da ativagao
dos receptores. A concentracdo dos antagonistas foi escolhida de acordo com o
carater de cada composto. MPEP é um antagonista potente para mGIuR5 e ndo
competitivo (Gasparini et al. 1999). Em diversas preparacdes foi reportado o uso
do antagonista na concentracdo de 10 uM (Song et al. 2009). Por outro lado o
LY367385 é um antagonista competitivo e por esse motivo foi utilizada a

concentracéo ~5 vezes maior que a determinada para o agonista DHPG.

Uma questéo relacionada ao uso dos antagonistas era se existia alguma
atividade basal dos receptores mGluR-I no LC, sem a adi¢éo de agonistas como

o DHPG (Heinbockel et al. 2004). Isso foi testado utilizando ambos os
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antagonistas LY367385 e MPEP previamente a aplicacdo de DHPG em registros
voltage clamp. Caso os receptores fossem tonicamente ativados deveria ser
observado, quando na presenca dos antagonistas, um deslocamento na corrente
de membrana para valores positivos. Nossos experimentos ndo evidenciaram
nenhuma modificacdo na atividade dos neurénios LC quando adicionados
LY367385 e MPEP, demonstrando, portanto, que os receptores mGIuR-I ndo sao
tonicamente ativados nestas sinapses. O uso de LY367385 separadamente
demonstra que no LC os receptores mGlui tem a maior participagéo nos efeitos
observados pela aplicacdo de DHPG. Existem evidéncias para a coexpressao
das duas isoformas, mGlui e mGlus, no LC de roedores (Lein et al, 2007) e
macacos rhesus (Noriega et al., 2007). Nossos medidos da atividade elétrica
neuronal ndo detectaram efeitos dependentes de mGlus. Isso ndo descarta a
possibilidade destes receptores promoverem efeitos ndo detectaveis através de
técnicas eletrofisioldgicas. Futuros experimentos poderiam esclarecer o papel
desses receptores no LC.

O LC € um nucleo que possui dimorfismo sexual. Alguns estudos mostram que
o numero de neurénios no LC de fémeas é maior do que em machos (Garcia-
Falgueras et al. 2005). A explicacéo desta diferenca advém da neurogénese do
nucleo que permanece em atividade mesmo ap6s o nascimento. Diferente dos
machos, fémeas apresentaram a neurogénese até durante a puberdade o que
resultou em nucleos maiores e mais volumosos (Pinos et al. 2001). Diferencas
morfolégicas também séo encontradas nas projecdes dendriticas, existindo mais
ramificacbes em fémeas que em machos. A consequéncia destas diferencas sao
a maior responsividade a estimulos estressantes por parte das fémeas que os
machos (Bangasser and Valentino 2012). Apesar dessas diferencas conhecidas,
nés nao observamos diferencas significativas entre neurdnios de animais
machos e fémeas no que diz respeito as acdes excitatorias de receptores
MGIuR-l. Nossos experimentos foram realizados em animais sexualmente

imaturos. Futuros experimentos devem testar essa hipotese em animais adultos.
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7. Perspectivas

A descoberta da modulagéo da excitabilidade dos neurénios do LC por
receptores mGIuR-l abre espaco para varias questdes. Qual é a localizacdo
celular dos receptores responsaveis? Qual € a via de sinalizacdo ativada e a

base biofisica desse efeito? Qual € a significancia fisioldgica dessa modulacao?

Numerosos estudos apontam para os receptores mGIuR-I uma expresséo
majoritaria na membrana pdés-sinaptica (revisado por Ribeiro et al. 2010). No
entanto, os nossos dados ndo permitem especular sobre a localizacdo dos
receptores responsaveis para os efeitos no LC. Como a fatia mantém os circuitos
neuronais intactas, é possivel que os receptores mGIuR-I ativado pelo DHPG em
Nossos experimentos estejam localizados ndo em neurdnios do LC e sim em
neurénios que projetam entradas sinapticos para o LC e assim modula a sua
excitabilidade. Tentamos responder essa pergunta aplicando o DHPG em
condicdbes de baixo Ca2+ com o intuito de inibir a liberagdo de
neurotransmissores, mas, infelizmente, ndo conseguimos registros estaveis
nessas condicdes. Uma possivel alternativa seria a utilizacdo de um coquetel de
antagonistas de outros receptores (CNQX para receptores AMPA, MK801 para
receptores NMDA, etc). O problema com essa abordagem é o grande namero

de possiveis receptores que teriam que ser bloqueados.

Como descrito na introducao, os receptores mGIuR-lI podem acoplar a
diferentes vias de sinalizacdo, dependentes e independentes de Proteina G.
Futuros experimentos devem explorar essas vias para determinar o papel de
cada um nas respostas descritos acima. Por exemplo, existem inibidores de PLC
gue podem ser utilizados para determinar a importancia dessa via canodnica. A
necessidade de um transiente de Ca2+ pode ser testado pelo uso de BAPTA ou
outro quelante de Ca2+ na solucéo de pipeta. Utilizando o BAPTA na solugéo de
pipeta, caso o efeito seja bloqueado, também seria uma evidéncia da localizacao

dos receptores mGIluR-I no préprio LC (ver discussao acima).

A maior pergunta que surge com o0s resultados do nosso trabalho € o
papel fisiolégico da modulacdo do LC pelos receptores mGIuR-l. Em qual
situacao esses receptores podem ser ativados e qual € a consequéncia funcional
desta ativacdo? A principal projecao glutamatérgica para o LC sdo os neurdnios
do nucleo paragigantocelullaris (PGi). Se o glutamato liberado dessas sinapses
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ativasse receptores mGIuR-I presentes em neurbnios do LC, a previsao,
baseado nos dados apresentados, € a geracdo de uma corrente de entrada
sensivel a LY367385 ou outro antagonista mGlui. Os neurdnios do LC projetam
innervacao noradrenérgica para vastas regifes do encéfalo. O primeiro passo
para entender a relevancia dos receptors mGIluR-I nesse processo seria medir
seu papel na liberacao de noradrenalina. Isso pode ser feito em fatias utilizando
a técnica de voltametria com fibras de carbono (Hawes et al. 2017).
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8. Conclusao

A partir da analise destes experimentos e comparac¢do com dados presentes

na literatura foi possivel aferir as seguintes conclusoes.

A ativacao de receptores metabotropicos de glutamato em neurdnios do LC
de ratos neonatos promove um aumento na frequéncia dos potenciais
espontaneos. DHPG também promove uma corrente de entrada transiente que
dessensibiliza ainda durante a presenca do agonista. O efeito da corrente de

entrada € dose-dependente e o EC50 corresponde a 7.3 uM.

A isoforma de maior participacdo no efeito de DHPG € o mGlui. Uma vez
que LY367385 inibiu a maior parte da corrente gerado aplicacdo do agonista, e

o cotratamento com MPEP ndo aumentou esta inibi¢éo.

O efeito de DHPG néo possui distin¢gao por género, promovendo com mesma

intensidade a corrente de entrada.

Nosso estudo inclui o Grupo | dos receptores mGIuR na lista de receptores
que conhecidamente modulam os neurbnios do Locus Coeruleus. Estudos
futuros devem identificar as bases i6nicas, 0s canais iGnicos responsaveis, e a

significancia fisiolégica desses achados.
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