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Resumo

Este estudo incidiu nos mecanismos envolvidos ndutagdo da transmissao
colinérgica por receptores nicotinicos (NAChR) sirépticos. Neste trabalho,
utilizaram-se os electrécitos do 6rgao eléctricd dgedo marmoratagomo detectores
de libertacdo de ACh em tempo real através da r@edie potenciais de electroplaca
(EPP) numa pilha de electrécitos sobrepostos (piisfBstes potenciais resultam da
libertacdo sincrona de ACh a partir de uma miridelesinapses e possibilitam estudos
sobre a neuromodulacao nicotinica com uma resoldedoilisegundos.

Para tal, avaliou-se o efeito da aplicacdo do at@mios nAChR, iodeto de 1,1-
dimetil-4-fenilpiperazinio (DMPP), durante 5 s s®bos potenciais eléctricos dos
prismas. A presenca de DMPP aumentou a amplitud20%) e a area (~ 37%) dos
EPP, sendo este aumento dependente da concenttacagonista (n=10). O efeito
facilitatério do DMPP (0,1-1@M) na amplitude e na area dos prismas aumentouacom
reducdo da concentracdo extracelular dé" @ 3,4 mM (concentracéo fisioldgica
normal) para 1,7, 1,275 e 0,85 mM. Os resultadasl@bd quando se avaliou a razéo
area/pico e laténcia demonstraram que os paranretexsonados com o tempo do sinal
foram menos sensiveis & diminuicdo d§'@atracelular. O efeito facilitatério da ACh
libertada endogenamente foi prevenido na presengaadtagonistas nicotinicos, di-
hidro-beta-eritroidina (DH-E) e hexametdnio (HE). Estes resultados mostraenaqu
acetilcolina (ACh) aumenta a sua propria libertagfflavés da activacdo de nAChR.
Este mecanismo pode funcionar como um amplificgdérsinaptico, aumentando a
margem de seguranca da transmissdo sinaptica, reemelao que foi observado na
juncdo neuromuscular do rato (Faeteaal.,2003).

Para avaliar se as respostas eléctricas dos prsmBMPP teriam origem pré
ou pos-sinaptica, bloqueou-se a condugdo do impuéswoso com TTX (1 pM) e
inibiu-se a actividade da acetilcolinesterase (ACtd&n neostigmina (20 uM). Nestas
circunstancias, a aplicacdo de ACh (100 pM) pradyzotenciais pos-sinapticos
superiores a 100 mV durante alguns segundos, @cadondo que se observou apés a
aplicacdo de DMPP (100 pM) (n=4). Os resultadostraosclaramente que o DMPP
actua pré-sinapticamente facilitando a libertagdA&h, e que a sua actividade poés-
sinaptica é negligenciavel. Para confirmar estatbge, realizaram-se ensaios com
terminais nervosos isolados (sinaptossomas) dooGetgctrico deTorpedo,onde foi
possivel medir directamente a libertacdo de AChavas de um método de
qguimioluminescéncia. Nestas circunstancias, o D&Rentou a libertacdo de ACh (~
30%) induzida através da despolarizacdo dos sissmttas com veratridina (100 uM)
ou KCI (40 mM), confirmando a natureza pré-singptida accdo do DMPP. A
semelhancga do que se observou nas experiénciao$galdgicas com os prismas de
Torpedg o efeito facilitatério do DMPP nos sinaptossorf@agprevenido pela DH-E
(3 uM), um antagonista dos nAChR contendo sub-uleiske3/432 dos nAChR.

A relacdo espacial entre os nAChR e as zonas adfizdibertacdo de ACh foi
avaliada electrofisiolégicamente usando os quedadee CA" BAPTA-AM e EGTA-
AM. Esta metodologia, demonstrou a influéncia dogramdominios de CA na
modulagao da libertagcdo de ACh pelos nAChR prépsitgs. Os sensores de Céda
libertacdo de ACh) aparentam n&o estar co-locaizadm os nAChR.

Este trabalho constitui a primeira tentativa, de ga tem conhecimento, para
avaliar o papel dos autoreceptores nicotinicos mydia eléctrico dor. marmorata
Serdo necessérias mais experiéncias para caractenezlhor o subtipo de nAChR
envolvido na facilitagdo de ACh nesta preparagao.

Palavras-chave: T. marmorata libertacdo de ACh, nAChR pré-sinapticos,
DMPP, C&"intraterminal.
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Abstract

This study focuses on the mechanisms involvedemtbdulation of cholinergic
transmission by pre-synaptic nicotinic autorecept@nAChR). In this work, the
Torpedo marmorata electric organ electrocytes were used as reat tiletectors of
ACh release by measuring compound evoked electjoplaotentials (EPP) in single
stacks of electrocytes (prisms). These potentedslt from the synchronized release of
ACh, from a myriad of synapses, allowing the stoflyiicotinic neuromodulation with
submillisecond resolution.

The effect of a 5s bathing application of the nACagonist, 1,1-dimethyl-4-
phenylpiperazinium iodide (DMPP), on prism elecipitential was evaluated. DMPP
concentration-dependently increased the amplitud#®%) and the area (~37%) of
EPPs (n=10). The effect of DMPP (0.1-10 uM) onrramplitude and area rose upon
lowering extracelular calcium from 3.4 mM (normalygiological concentration) to 1.7,
1.275 and 0.85 mM. The results obtained of areé/pato and latency revealed that
time parameters were less sensitive to calciumedser. An endogenous response was
presented in control preparations, and it was fudlyerted by the nicotinic receptor
antagonists, dihydro-beta-erythroidine ([pHe) and hexamethonium (HE). The
electrophysiological studies revealed that acetfine (ACh) may enhance its own
release by activating nAChRs and this mechanism opgrate as a pre-synaptic
amplifier to increase the safety factor for synaptansmission, as already seen in the
rat neuromuscular junction (Faeaal, 2003).

In order to assess if DMPP action on electric raspe was pre- or post-synaptic
in nature, we blocked prism impulse conduction withX (1 puM) and inhibited
acetylcholinesterase activity with neostigmine (). Under these conditions, bath
application of ACh (100 uM) evoked post-synaptitgmbials higher than 100 mV for a
few seconds, while DMPP (100 uM) was ineffective4)) thus indicating that DMPP
facilitates ACh release rather than a post-synagsponse of the prisms. To confirm
this, synaptosomes fronforpedo electric organ were isolated and ACh release
evaluated directly and continuously by chemilumaeese. DMPP raised the amount of
ACh release (~30%) from synaptosomes depolarizedebgtridine (100 pM) or KCI
(40 mM), thereby confirming the pre-synaptic nataféts effect. The facilitatory effect
of DMPP on depolarized synaptosomes was prevengeDHyB-E (3 uM, aa3/432
NAChR antagonist), like that observed in the etmttysiology experiments using
Torpedo marmorata&lectrocytes.

The spatial relationship between nAChR and actoreez (for ACh release) was
evaluated using electrophysiology focused on tHearcement of intraterminal €a
using the C& chelators BAPTA-AM and EGTA-AM. We observed tha&’C
influences the modulation of ACh release througi-gmaptic nAChR. Furthermore,
we demonstrated that the calcium sensors (resgerfsibACh release) and the nAChR
are not co-localized.

This study is the first attempt, to our knowledtgejnvestigate the role of pre-
synaptic NAChRs in the electric organ Bdrpedo marmorataAdditional assays are
programmed to further characterize the nature ®@hhChR activated by DMPP.

Kggywords: T. marmorata ACh release, pre-synaptic nAChR, DMPP, intrateahi
Ca™.
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NICOTINIC MODULATION OF CHOLINERGIC TRANSMISSION IN  THE
ELECTRIC ORGAN OF TORPEDO MARMORATA

A. Alves, P. Correia-de-Sa & J.M. Cordeiro
Laboratério de Farmacologia e Neurobiologia / UMIBystituto de Ciéncias Biomédicas de
Abel Salazar (ICBAS) - Universidade do Porto, Pgaiu

This study focuses on the mechanisms involved & riodulation of cholinergic
transmission by presynaptic nicotinic autoreceptprdChRs). Acetylcholine (ACh) may
enhance its own release during a period of repetrierve activity by activating nAChRs. This
mechanism may operate as a presynaptic amplifiéndiease the safety factor for synaptic
transmission. This was clearly evidenced from @sidiising the neuromuscular junction
measuring JH]-ACh release, electrophysiological signals andchmaaical tension in the
presence of subtype selective nicotinic antaganidie rat neuromuscular junction is equipped
with a3B2 -containing neuronal NAChRs mediating facilitatiof ACh release, in addition to
the classical muscle-type nicotinic receptors doimig the al subunit (Fariaet al, 2003,
Synapse49, 77-82). In this work, we used ti@rpedo marmorata electric organ electrocytes
as real time detectors of ACh release by measwangpound evoked electroplaque potentials
(EPP) in single stacks of electrocytes (prisms)esehpotentials result from the synchronized
release of ACh, from a myriad of synapses, allowtimg study of nicotinic neuromodulation
with submillisecond resolution.

In total, fifteenT. marmoratafish of both sexes (15-50 cm total length) weredud he
effect of a 5s bathing application of the nAChR ragh) 1,1-dimethyl-4-phenylpiperazinium
iodide (DMPP), on prism electric potential was exa¢d. DMPP concentration-dependently
increased the amplitude (~20-30%) and the area%}48 EPPs (n=10). The area/peak ratio
was also raised reflecting a prolongation of syicagansmission. Latency and T50% decay
time were augmented in 0.7 ms 0.1 and 0.2 ms +0e@Pectively.

The effect of DMPP (0.1-10 puM) on prism amplitudedaarea rose upon lowering
extracelular calcium from 3.4 mM (normal physiolcgi concentration) to 1.7, 1.275 and 0.85
mM. Time parameters were less sensitive to calclanrtease perhaps because they are virtually
independent from receptor field saturation while #implitude and area are not. In order to
assess if DMPP action on electric responses wa®ppostsynaptic, we blocked prism impulse
conduction with TTX (1 uM) and inhibited acetylchmsterase activity with neostigmine (20
pM). Under these conditions, bath applied ACh (1) was able to evoke postsynaptic
potentials up to ~200 mV for a few seconds, whilelIRP (100 pM) was not (n=3), thus
indicating that DMPP facilitates ACh release ratthem a postsynaptic response of the prisms.
To confirm, this we isolated synaptosomes frdorpedoelectric organ where we evaluated
ACh release directly in a real-time mode by chemihescence. DMPP raised the amount of
ACh release induced with veratridine (100 pM) byeth fold, thereby confirming the
presynaptic nature of its effect (n=5). In orderfacther characterize the nAChR subtype(s)
involved in DMPP facilitation, we incubated the3/432 nAChR antagonist, dihydro-beta-
erythroidine (DHB-E, 1 and 3 puM) prior to DMPP application and conegdait with thea-
bearing nAChR antagonist methyllycaconitine (MLALBI).

Preliminary results indicate that DMPP modulatisisignificantly attenuated by DB
E while MLA is without effect. Further assays amogrammed to determine the molecular
nature of DMPP target as well as its mode of aabio@ rapid synapse.

This work was supported by FCT (FEDER funding, UMIB5/94)and FSE-POPH-QREN
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Nicotinic modulation of cholinergic

neurotransmission in the electric organ offorpedo marmorata
A. Alves, P. Correia-de-Sa & J.M. Cordeiro
Laboratério de Farmacologia e Neurobiologia / UMIstituto de Ciéncias Biomédicas de
Abel Salazar (ICBAS) - Universidade do Porto, Pgatu

This study focuses on the mechanisms involved ie thodulation of cholinergic
neurotransmission by presynaptic nicotinic autgpems (nAChRs) in the electric organ of
Torpedo marmorata Studies performed at the rat motor endplate dsimated that
acetylcholine (ACh) enhance its own release dugngeriod of repetitive nerve activity by
activating nAChRs. This mechanism may operate gseaynaptic amplifier to increase the
safety factor of neuromuscular transmission. MeéagurH]-ACh release, electrophysiological
signals and mechanical tension in the presenceilutiyge selective nicotinic antagonists, we
demonstrated the presencen8p2 -containing neuronal nAChRs mediating facilitatiof ACh
release in addition to the classical nicotinic ptoes containing thel subunit on the skeletal
muscle fibres [1,2]. In this worKorpedo marmorata electric organ electrocytes were used as
real time detectors of ACh release by measuringpoumd evoked electroplaque potentials
(EPP) in single stacks of electrocytes (prisms)esEhpotentials result from the synchronized
release of ACh, from a myriad of synapses, allowtimg study of nicotinic neuromodulation
with submillisecond resolution. The effect of atbag application of the nAChR agonist, 1,1-
dimethyl-4-phenylpiperazinium iodide (DMPP), on gmi electric potential was evaluated.
DMPP concentration-dependently increased the ana@i(~20-30%) and the area (~43%) of
EPPs (n=10). The effect of DMPP (0.1-10 uM) onrprenplitude and area rose upon lowering
extracelular calcium from 3.4 mM (normal physiologli concentration in th&€orpedq to 1.7,
1.275 and 0.85 mM. Time parameters were less sansit calcium decrease perhaps because
they are virtually independent from receptor fiskturation while the amplitude and area are
not. Endogenous facilitation was reverted with niiedtinic receptor antagonists, dihydro-beta-
erythroidine (DHB-E) and hexamethonium (HE). In order to assessMPP action on electric
responses was pre- or post-synaptic, we blockesinpiinpulse conduction with TTX (1 pM)
and inhibited acetylcholinesterase activity wittostggmine (20 puM). Under these conditions,
bath applied ACh (100 uM) was able to evoke postgtin potentials higher than 100 mV for a
few seconds, while DMPP (100 uM) was not (n=4)sthdicating that DMPP facilitates ACh
release rather than a post-synaptic response singriTo confirm this, synaptosomes from
Torpedo electric organ were isolated where we evaluatedh A@lease directly by
chemiluminescence. DMPP raised the amount of AGase (~30%) induced with veratridine
(100 uM) and KCI (40 mM), thereby confirming theegsynaptic nature of its effect. In this
preparation thex3/482 nAChR antagonist, dihydro-beta-erythroidine (PHE, 3 puM), was
incubated, in order to further characterize the hRGubtype(s) involved in DMPP facilitation.
Preliminary results indicate that DMPP facilitatioras significantly attenuated by DHE.
Incubating prisms with BAPTA-AM or EGTA-AM, exposdtie spatial relationship between
pre-synaptic NAChR and the calcium sensors (rediplerior ACh release), thus evidencing that
they are not co-localized.

To our knowledge, this is the first attempt to istigate the role of pre-synaptic nAChRs in the
electric organ offorpedo marmorataFurther assays are programmed to further chaizetie
nature of the nAChR activated by DMPP and to eistalils mode of action ofiorpedoelectric
organ rapid synapses.

[1] Faria M, Oliveira L, Timoéteo MA, Lobo MG, Cori@De-Sa P. (2003B5ynapsel9:77-88;
[2] Timb6teo MA, Faria M, Correia-de-Sa P (200Bur J Pharmaco#64:115-125.
This work was supported by FCT (FEDER funding, UMIB/94) and FSE-POPH-QREN.
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Introducéo

|. INTRODUCAO

1.1. OTorpedo marmorata: biologia

O Torpedo marmoratgRisso, 181Q)vulgarmente conhecido por tremelga ou
tremedeira, € um elasmobranquio da familia Torpeda (Revisto por Stehmann &
Birkel, 1984). Morfologicamente, esta espécie passucorpo achatado em forma de
disco, a cauda € curta com uma grande barbatamlc#fis duas barbatanas dorsais
estdo localizadas na cauda, e sdo de tamanhorsififace dorsal é caracterizada por
tons marmoreados de castanho claro e escuro,a adatral € branco-creme (Revisto
por Picton & Morrow, 2009) (figura 1). Esta espéeigbe viviparidade aplacentaria,
acasalamento ocorre entre Novembro e Janeiro,lagiaientre Dezembro e Fevereiro,
e a época de postura € no més de Dezembro seqpite, 10 a 12 meses de gestacdo
(Abdel-Aziz, 1994). E uma espécie indigena do AttinEste, amplamente distribuida
desde o norte do Reino Unido (menos comum no sMatodo Norte e Kattegat) até ao
Cabo da Boa Esperanca (Africa do Sul), incluinddas Mediterraneo (van der Lared
al., 2001). OT. marmoratatem preferéncia por habitats associados a are&svds
marinhas, recifes rochosos e fundos arenosos (Rlici®93), com profundidades
compreendidas entre os 2 e 370 metros (Capapé éubes 1990).

——

Figura 1: Fotografia délorpedo marmorata.

Durante o dia, . marmorataenterra-se no substrato deixando apenas os olhos
e o0 espiraculo salientes (G6th#992), evitando temperaturas acima dos 20°C (Mgller
1995). Sendo uma espécie nocturna, o seu periodwite actividade ocorre durante a
noite, durante o qual se alimenta, maioritariamedée peixes bentonicos vivos. Os
juvenis tém uma alimentacdo com uma maior variddmlé (peixes bentdnicos,

crustaceos e cefaldpodes) (Abdel-Aziz, 1994), entpuas adultos alimentam-se quase
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exclusivamente de peixe3rachurus, Mugil, Mullus, Dicentrarchus, Spondytosa,
Boops, Labrus, Dascyllus, Pomacenjr(idgller, 1995).

Em condicbes naturais, esta espécie emite descaigamsricas curtas e
sucessivas até 60 V, com frequéncias entre 100H20®Belbenoit, 197(n Walz et al.,
1995). As caracteristicas deste tipo de descargeandem de factores enddgenos
(maturacdo ontogénica) e de factores exdgenos €ratypa), e € utilizada em dois tipos
de comportamento — defensivo e predatorio, depelddo estimulo que o espécime
recebe do exterior (Belbenoit, 1986). O comportameatefensivo, ocorre quando o
animal se sente ameacado (predadores, por exemplaual as descargas eléctricas
duram 0,1 s e possuem uma frequéncia elevada (3DEkta espécie possui dois tipos
de comportamento predatorio, a predagdo de satoastejante, que varia consoante o
movimento da potencial presa (Belbenoit, 1986).t&l¢ipo de resposta as descargas
eléctricas tém como finalidade paralisar, atordmaraté matar as presas, de modo a
facilitar a sua captura (Belbenoit, 1986; PictonM®brrow, 2009). Estas descargas
possuem uma duracao de 24 s, ainda que a suaricégs&ja menos elevada (Fessard,
1958).

1.1.1. Sistema electromotor ddorpedo marmorata

Vérias espécies possuem a capacidade de prodaeietiricidade. A presenca
de um sistema electromotor em espécies que namsd@tacionadas filogeneticamente,
representa um bom exemplo de evolugdo converg&uatitefet al, 2001in Sperelakis,
2001). Este sistema pode ter duas fungfes distintasaso da espécie estudada é um
mecanismo de defesa e predagdo, mas existem @spésies que usam este sistema
para electrolocaliza¢do e electrocomunicacgéo (\Madd., 1995).

O T. marmoratapossui receptores sensoriais especializados exntdepresas e
perigos. Estes estdo localizados na zona frontaltle na cauda, e sdo denominados
mecanoreceptores. Aquando da sua activagdo, anaféio € transmitida ao sistema
electromotor, constituido pelos I6bulos eléctricogidos eléctricos, terminais nervosos
e electrdcitos (Sheridan, 1965).

Na familia Torpedinidae, a descarga eléctrica édmmda pelo tronco cerebral
(Davies et al, 1977), onde se localizam os I6bulos eléctricosegdbbulos séo
eminéncias gémeas no tronco cerebral localizadogr@s do cerebelo (Walet al,
1995), constituidos por cerca de 60 000 neur6riextremotores (Schmidt al., 1982
in Walz et al., 1995). A transmissdo do sinal é realizada por 4aseeléctricos

principais, que tém como origem estes neurdnigs, @arpo celular esta localizado no
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I6bulo eléctrico e os terminais nervosos pré-sinéptno o6rgao eléctrico (Wakt al,
1995). Os nervos eléctricos, apds a passagem amtbeanquias, ramificam-se numa
rede colinérgica extensa de terminais electromstagae inerva os 6rgaos eléctricos
(Davieset al,1977). A excitacdo desta rede leva a libertacaACle, que por sua vez,
gera uma despolarizacao local das electroplacam@Bst, 1957).

Os o6rgaos eléctricos sdo massas de tecido gelatemmwsforma de rim, que
ocupam 0 espago entre as fendas branquiais e lhatdrzas marginais da regidao da
cabeca (figura 2). Estes 6rgaos sdo constituidod(ibcolunas, dispostas numa matriz
hexagonal, denominadas prismas (Marchbanks & I|srd@8¥1). Cada prisma é
constituido por cerca de 500 células achatadaslleadpis umas sobre as outras,
denominadas electrdcitos (Feldberg & Fessard, 1®2as células desenvolveram-se a
partir de miotdbulos, possuindo a mesma origem ®mdria que as células dos
muasculos esqueléticos (Sheridan, 1965). Estas rapdatas sao inervadas
exclusivamente na sua superficie ventral, por teaiielectromotores que cobrem 80%
da sua superficie. Sendo muito mais inervados @ogmusculo esquelético, pois o
orgédo eléctrico contém cerca de 1000 vezes maisrialasinaptico do que o seu peso

equivalente em tecido muscular (Wittaker, 1987).

Legenda:

1 - Créanio

2 — Mandibulas

3 — Fendas branquiais
4 — Coluna vertebral

5 — Cintura peitoral

6 — Orgéos eléctricos

Figura 2: Raio-X deTorpedo marmorataonde é possivel observar a localizacdo dos Orgl@asricos
(adaptado do CD : Atlas anatomique d’ichtyologielttaté d’Anatomie comparée da Societé Francaise
D’Ichtyologie)

Os electrécitos sdo estruturas excitaveis quimioéenanas sao electricamente
inertes. As sinapses electromotoras sdo colinégicA libertacdo de um
neurotransmissor quimico, a ACh, produz potendailectroplaca (EPP) através da
sua interaccdo com receptores nicotinicos de AGICKIR) pds-sinapticos. Segundo
Bennett et al (1961), a aplicacdo artificial de fortes estinsul@léctricos
(despolarizantes e hiperpolarizantes) ndo prodaigger resposta nos electrécitos nem

variacdes na laténcia da resposta induzida pelfraides neuronais.
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A excitacdo dos terminais, que inervam a face wémos electrdcitos, leva a
uma libertacdo abrupta de ACh, que activa receptaiieotinicos presentes nas
membranas dos electrécitos, originando os EPPsz(\&tahl, 1995). Cada receptor
nicotinico é de facto um canal i6nico permeavedtides monovalentes (Na K"), cuja
activacdo € detectada através da variacdo traasiiér potencial de membrana dos
electrécitos no sentido da despolarizacdo. O inflidnico torna a membrana celular
dos electrécitos menos negativa relativamente gnpial de membrana em repouso. A
descarga eléctrica sincronizada do 6rgéo eléctésolta do somatorio, em série e em
paralelo, da despolarizagdo pos-sinaptica simudtéfeetodos os electrdcitos (Wadk
al., 1995; Feldberg & Fessard, 1942).

O 6rgéo eléctrico d@orpedocontém cerca de 4 a 6xXt0sinapses rapidas,
capazes de coordenar uma Unica descarga elécjeagduracdo varia entre 2 a 4 ms.
Neste tipo de sinapses, o quantum de neurotrar@ngissmitido em menos de 100 pus.
A brevidade da transmissédo é assegurada pelaib@rapida da ACh pela AChE, que
existe em grande concentracdo na fenda sinaptizanieém pelo pequeno periodo de
tempo em que 0s receptores nicotinicos se encorabaros (0,6 ms); este tempo é
cerca de dez vezes mais rapido do que o obsenaddlk (Sackmanet al, 1985).
Para este fendmeno ser tao rapido, tanto a AChe asmAChR necessitam de ter
reduzida afinidade para a ACh (Dunanhgl, 2009).

Os 3 elementos, responsaveis pela transmissaofaanatdo e, consequente,
libertagcéo “instantdnea” de ACh e activacao dos mMRCs&o o terminal pré-sinptico, a
fenda sinaptica, e o terminal pos-sinaptico (Fagerl& Eriksson, 2009).

O terminal pré-sindptico possui uma arquitecturagadda, sendo desenvolvido
para garantir a sintese e a libertacdo do neusuiigsor, a incorporacdo deste em
vesiculas sinapticas, e o transporte de ides atrdaémembrana do terminal nervoso
(Rochonet al.,2001).

Quando um potencial de accdo chega ao terminasipé@tico, os canais de
calcio sensiveis a voltagem (CCSV) existentes me Axrtiva em densidade elevada,
abrem para permitir o influxo de calcio para demtaocélula, levando a um aumento
transitorio da concentragdo de calcio intracellNmsta fase, trés proteinas SNARE (o
receptor de acoplamento do factor sensivel a Nwaldlimida), a sinaptobrevina, a
sintaxina, e proteina associada ao sinaptossomE@RB\P-25), possuem funcdes
essenciais na fixacdo das vesiculas sinapticas mbrasa celular. O aumento da

concentracdo regional de célcio é percepcionades@osores de calcio associados as
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membranas das vesiculas, denominadas sinaptotaymitgea sinaptotagminas vao
mediar a formag&o de complexos das trés proteiARE que vao conduzir a vesicula
singptica a adesdo, fusdo e posterior libertagdmealootransmissor para a fenda
singptica (Heidelberger, 2007). Quando um potend@laccdo chega ao terminal
nervoso, centenas de vesiculas sdo libertados osenmente, cujo somatério
corresponde a um potencial de placa (Cohen-Co02)20

Segundo Katz (1969), na juncdo neuromuscular (JNM)libertagdo do
neurotransmissor possui uma natureza quantica. A &Gintetizada, armazenada em
vesiculas sindpticas e libertada pelo terminal asry por exocitose, num processo
dependente de energia. As vesiculas sdo armazepatdscais especificos (zonas
activas) perto da membrana celular pré-sinapticaituacdo oposta aos receptores de
ACh localizados na membrana pés-sinaptica. AssitiCh € prontamente libertada e
tem de percorrer uma distancia minima para atiogirseus locais de ligagdo poés-
sindptico. Apesar de existirem estudos que sugerexisténcia de uma distribuicdo
aleatdria das vesiculas no interior do terminalosw, a opinido generalizada é de que
estas se localizem preferencialmente em situac&ermen libertadas rapidamente apos
a chegada de um potencial de acgdo nervoso (R&Zditz, 2004).

Dunant et al (1972) sugeriram a existéncia de um mecanismaicamil
responsavel pela libertacdo de AChTwrpedo Estes autores basearam-se em analises
bioguimicas, realizadas durante e apos a libertaphtransmissor, cujos resultados
demonstraram que a ACh contida em vesiculas constit reservatorio relativamente
estavel, que ndo parece ser imediatamente moluligath estimulacdo nervosa. Neste
tecido, a ACh citoplasmatica parece ser a queidaagnte utilizada e reciclada, sendo
esta considerada como a fonte imediata do neuswhiasor libertado (Dunart al,
1972). Estes autores mostraram, ainda, que a tissgonde um Unico impulso nervoso
na juncao com a electroplaca nédo se acompanhdusd@tadas vesiculas sindpticas com
a membrana plasmatica, mas sim por um aumento ittiaos de particulas
intermembranares (Dunant & Muller, 1986).

No 6rgdo eléctrico dororpedo marmorata 0 mecanismo secretor parece
envolver a libertacdo de ACh directamente a pddicitoplasma (revisto por Dunagtt
al., 2009). Em 1984, Israékt al identificaram um proteolipido denominado
mediatoforo, e constataram que na auséncia de u&sisinapticas, a fraccdo de
proteina derivada da membrana do terminal nervesmgve a libertagdo de ACh de

forma dependente do influxo de ¢aNas zonas activas da membrana pré-sinéptica
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onde se espera que ocorra a libertagéo, foramwatokes aglomerados de mediatoforos
direccionados para os prolongamentos pos-sinaptibomant et al, 2009). Estas
observagfes apontam para um sistema de libertagBewtotransmissor dependente de
C&* inserido na membrana pré-sindptica, que usa pref@aimente ACh
citoplasmatica (Dunant & Muller, 1986).

A fenda sinaptica contém complexos moleculares, gaantem o arranjo
estrutural da juncdo neuro-eléctrica (ou neuro-miascpermitindo a rapida difusao de
ACh, a transmisséo do sinal (apoés ligacdo aos nAggsinapticos) e a inactivacao do
neurotransmissor. A rapida difusdo do neurotrarsmi® promovida pela curta
distancia entre os locais de libertacdo e a membnads-singptica. A elevada
concentracao de neurotransmissor atingida na feindatica é limitada no tempo pela
accdo de moléculas como a acetilcolinesterase (AChjarantindo uma
neurotransmissao adequada. A ACh é degradada nagide pela AChE em acetato e
colina, esta degradacéo € responsavel pelo fineghoala ACh (Fagerlund & Eriksson,
2009).

O componente pds-sindptico € composto por uma neerakrelular que possui
invaginacdes, onde se localizam os nAChR. Na jumgimomuscular, este terminal é
altamente especializado e intimamente associadonaszcom elevada densidade de
canais de soédio, com a finalidade de promover elifivap o sinal, garantindo a
propagacao da actividade eléctrica (Fagerlund &s8adn, 2009).

Mesmo em repouso (auséncia de um potencial de acgaterminal pré-
sinaptico), podem detectar-se pequenos potenceiplata espontaneos no terminal
pos-sinaptico. Estes potenciais de placa termimaihgniatura (PPTM) séo o resultado
da libertacéo espontanea de um pequeno numero léeutas de ACh, possivelmente,
a partir de uma Unica vesicula ou da abertura déinioo mediatoforo (ndorpedq -

libertacdo quantica (Cohen-Cory, 2002).

1.1.2. Homologia com a jun¢éo neuromuscular

O sistema electromotor do marmorataé homélogo ao sistema neuromuscular,
partilhando caracteristicas estruturais, funcioraitarmacolégicas. Embora o érgéo
eléctrico seja embriologicamente homadlogo ao siateeuromuscular, estes diferem em
alguns aspectos importantes.

Morfologicamente, as terminacdes nervosas do Gelgfdrico estdo organizadas

numa rede muito ramificada, diferindo da juncaoroewscular também relativamente
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ao seu tamanho e nivel de organizacdo estrututesérfaia de verdadeiras placas
motoras). As vesiculas singpticas dos terminaisédyfio eléctrico possuem um
didmetro quase duas vezes maior que as da jungéionmescular (Dunant & Muller,
1986).

Relativamente aos potenciais descritos por Du&altuller (1986) no érgao
eléctrico deTorpedq estes autores verificaram qus paréametros de duracdo e
amplitudeséo cerca de 5 vezes menores do que aqueles obdédosma semelhante
por Datyner & Gage (1982) na JNM da ra.

Apesar das diferencas existentes entre os doisnsst eles assemelham-se
muito do ponto de vista eletrofisiologico e neurogico, homeadamente no que
respeita a presenca de potenciais espontaneostumanida composi¢cdo quantica da
libertacdo de ACh, a taxa de libertacdo por uniatedsuperficie, ao tamanho molecular
do quantum de ACh, ao acoplamento dos fenOmen@stiaulacdo e secrecdo e aos
efeitos resultantes da despolarizagéo prolongadagiit & Muller, 1986). Os terminais
sinapticos do 6rgao eléctrico sao ricos em ACh @BQal como acontece nas fibras
musculares esqueléticas, indicando que a transmiss@ptica dos terminais pré-
sinapticos para a superficie inervada das placgzramssa de forma semelhante a
juncdo neuromuscular (Sheridan, 1965). Feldberge#&s&rd (1942) consideraram que 0
orgao eléctrico € um conjunto de placas motoradfinadas, sem a estrutura contractil
das fibras musculares voluntarias. A transmissadinggica das sinapses
electromotoras ddorpedoassemelha-se a da juncdo neuromuscular dos basagu
dos mamiferos. A sua susceptibilidade a farmacesnéelhante e os PPTM (0,2 - 0,4
mV) detectados na sinapse electromotora possuenampktude similar aos potenciais
miniatura de placa observados na juncdo neuromaurs@diledi et al, 1971in Walz et
al., 1995; Dunantt al, 1980; Soria, 1983; Erdelyi & Krenz, 1984Walz et al.,1995;
Dunant & Muller, 1986).

1.2.  Torpedo marmorata, como modelo biolégico e estudos realizados

A descoberta de peixes eléctricos influenciou mutalesenvolvimento da
biologia. Nos finais do séc. XVIIl, as descargaicticas eram o melhor exemplo de
bioelectricidade conhecido, e foram objecto dedssintensivo para a compreensao de
potenciais de repouso de membrana, gradienteso®réc da equagdo de Nernst
(Whittaker, 1987; Walet al.,1995).
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A natureza colinérgica das sinapses electromotboaBorpedofoi descoberta
em 1932, por Feldberg e Fessard (1942). Nachmar&dtederer (1939) mostraram a
existéncia de uma elevada actividade da AChE niddeaéctrico e formularam uma
teoria pioneira para explicar a transmissdo endoscexcitaveis, que reconhecia a
dependéncia da geragcdo de potenciais eléctricathgeguente sintese e degradacéo
local de moléculas neurotransmissoras, como pangbea ACh.

Em 1963, Whittakeret al. utilizaram o tecido eléctrico ddorpedo como
material de estudo de componentes pré-sinapticdméngicos (sinaptossomas,
vesiculas sinapticas, membranas plasmaticas piptiias, transporte axonal, e
reciclagem vesicular), analisando assim 0s mecasistie sintese, armazenamento e
libertacdo de ACh, e ainda a estrutura, funcacle cie vida das vesiculas sinapticas
(Wittaker, 1986).

Os terminais pré-sinapticos isolados (sinaptosspmatm as principais
caracteristicas estruturais e funcionais das texpdes nervosas e tém vindo a ser
utilizados para estudar o metabolismo pré-sinamias mecanismos de libertacdo do
neurotransmissor. Além disso, durante o processisalemento e purificacdo destes
terminais pré-sinapticos, ndo existe perda de @mdades e mecanismos fisiologicos
importantes, tal como o transporte de colina eadcetnquanto precursores da sintese
de ACh, a reduzida permeabilidade aos ides coniceNal, o aumento da entrada de
célcio apos despolarizagdo com KCIl e a libertagidA@h de forma dependente de
calcio e de ATP (Morett al, 1982).

Dunant & Muller (1986) observaram dois tipos dgpossa eléctrica no 6rgéo do
Torpedo O primeiro tipo, assemelha-se muito a respostasp@ptica produzida pela
despolarizacédo local em sinapses neuromusculatslas com tetrodotoxina (TTX).
Esta resposta €, muito provavelmente, resultanterdedespolarizacéo local dos canais
de C&" sensiveis & voltagem (CCSV) presentes nas terfiésagervosas. O segundo
tipo, cuja resposta é do tipo “tudo-ou-nada”, obsese quando a membrana neuronal é
despolarizada o suficiente para que a entradadie s&iceda o efluxo de potassio. Este
potencial de membrana é denominado limiar de e@ita e os estimulos
suficientemente fortes para despolarizar a membeamste nivel sdo denominados
estimulos limiares. Aqui a libertagdo de ACh é paada por um potencial de ac¢éo
pré-sinaptico, onde o atraso desta resposta tud@moa reflecte a duragéo do potencial

de accdo. Os mesmos autores concluiram, aindayaydegéo eléctrico os CCSV estédo
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amplamente distribuidos em todo o comprimento die rdos terminais nervosos,
enguanto os canais de Nestdo presentes apenas em determinadas areassestr

A espéciel. marmorataesté caracterizada como um sistema ideal pardagsiu
bioquimica da transmisséo colinérgica, possuindadagaaplicacdes em neurobiologia
(Whittaker, 1987), j& que o tecido dos 6rgédos g € na sua totalidade colinérgico,
e completamente homogéneo relativamente ao nensatissor quimico utilizado. Para
além destes factores, as vesiculas contendo ACanpaer isoladas sem submeter o
tecido a um choque osmotico (como é o caso da gagfpa de cortex cerebral dos
mamiferos) e a concentragdo de ACh no 6rgao aléc&i20 a 40 vezes superior a
existente no cortex dos mamiferos (Marchbanks &&lsr1971).

O T. marmorataé de um ponto de vista pratico um bom modelo bioldgic
devido a sua disponibilidade, quantidade de tegido espécime, e densidade de
material sinaptico (Whittaker, 1998). Possibilisauglos de libertacdo de ACh em tempo
real e, como utiliza a transmissdo rapida de ACta paioduzir descargas eléctricas
muito sincronizadas, possibilita a realizacdo dedes de neuromodulacdo com uma

resolucédo de milésimos de segundos (Duatat, 1980).

1.3. Receptores nicotinicos de ACh (nAChR)

Os nAChR pertencem a familia de canais i6nicovadtis por ligandos (Millar
& Gotti, 2009). Este grupo de proteinas transmemdres forma poros cheios de agua
apos a ligacao ao neurotransmissor, onde os i@Egpluir ao longo da membrana (Le
Novereet al, 2002). Os nAChR podem ser divididos em dois gsums receptores
musculares, que na JNM esquelética medeiam a trss@m neuromuscular; e 0s
receptores neuronais, envolvidos na transmissaptita rapida, localizados em todo o
sistema nervoso periférico e central (Hegal, 2003).

Estdo descritos doze genes que codificam os nAGhRonais (Le Noveret
al., 2002). Cada gene codifica uma sub-unidade deptec que pode ser classificado
em uma sub-unidade tipe e ndoe, com base na presenga oOu auséncia,
respectivamente, de um par de cisteina. Este pastigna é importante para a ligagéo
do agonista, o que leva a crer que as sub-unidpdesmenos em parte, podem regular
a ligacao do agonista (Godt al, 2006).

Os nAChR sdéo estruturas pentaméricas constituidasgmbinacdes de sub-
unidades individuais. Existem doze sub-unidadesomais NAChR descritas2-010 e

B2-B4, que sé@o expressas em todo o sistema nervoscoenbénam para formar nAChR
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com uma grande variedade de perfis fisiolégicoarmacologicos (Hoget al, 2003).

Estas sub-unidades podem possuir variadas esteefuiasnpara formar o canal (Millar
& Gotti, 2009). Os receptores nicotinicos podem sanais homoméricos ou
heteroméricos. Os canais heteroméricos sdo formaatoema combinacgéo entre sub-

unidades e 3, enquanto as sub-unidadeformam os canais homomeéricos (figura 3).

Heteropentameric receptors Homopentameric receptors

aboAB2p3

Legend:

(T> — Representa o local de
ligagdo de ACh por molécula
de receptor;

P — componente priméario do
local de ligagéo;

C — componente complementar

Figura 3: Organizacdo e estrutura de subtipos de nAChR @rateico e homomérico) adaptado de
Gotti et al (2006).

Quando aberto, o receptor nicotinico € um canaktiées selectivo que permite
o fluxo de N, K* e C&"* através da membrana. Este fluxo leva a uma deiaajdo
do potencial de membrana em repouso. O impacto ai#zagdo dos receptores
neuronais depende da composi¢cdo das suas sub-esidadda combinagdo de sub-
unidades tem as suas proprias caracteristicas dtgag@®, dessensibilizagéo,
condutancia e selectividade relativamente ao aggni@ssuindo assim, diferentes
cinéticas de despolarizacao da célula-alvo (M8l&@sotti, 2009; Lukast al, 1999).

Outra caracteristica peculiar destes receptoresséaapermeabilidade ao ido
célcio. Os aminoacidos que envolvem o poro da piratdeterminam em grande parte a
selectividade ionica do canal. Por exemplo as sudlades a7 s&o altamente
permeaveis ao calcio, em comparacdo com as subdesd4p2 (Fucile, 2004). O
influxo de calcio pode influenciar directamenteqa®ssos celulares como a libertagao de
neurotransmissores e a plasticidade sinaptica.s@sl@s funcionais revelaram que os
NAChR contribuem para o controlo do potencial deouso da membrana, para a
modulagdo da transmisséo sinéptica e para a medigcansmissao excitatéria rapida
(Hogget al, 2003).
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1.3.1. nAChR pré-sinapticos
Estes receptores estdo localizados no terminaloserpré-sinaptico, sendo
responsaveis pelo aumento da libertagdo de ACh endaf singptica, durante a
estimulacao de elevada frequéncia do nervo présima(Bowmaret al, 1990). Estes
receptores colinérgicos ndo sao inibidos pelaungarotoxina (BTX), mas sim por
agentes blogueadores neuromusculares ndo despotasze pelo hexametonio (HE)
(Fagerlung & Eriksson, 2009).

1.3.2. nAChR pos-sinépticos
A ACh libertada a partir da terminagdo nervosa meotma-se aos nAChR da
membrana poés-sindptica e provoca a despolarizagdta.dExistem trés diferentes
subtipos de nAChR presentes na membrana muscuasipéptica, no musculo fetal
alP1yé e adultonlBlye e receptores do subtip@ neuronais (Missiast al, 1996).

1.4. Estudos prévios sobre os NnAChR

Os nAChR pdés-sinapticos db. marmorataestdo bem caracterizados a nivel
estrutural e funcional (Kubaleit al, 1987; Edry-Schilleet al., 1991in Shafiret al,
1998; Valenzuelat al, 1994), mas a caracterizagdo farmacoldgica dapters pré-
sinapticos é inexistente.

Em preparagbes de hemidiafragma de rato, tém vandser desenvolvidos
estudos sobre a capacidade dos nAChR pré-sinaptegslarem a transmissao
colinérgica. A partir da utilizagdo de varios amaigtas nicotinicos e da analise da sua
capacidade de bloqueio em estudos de libertacdAGte tritiada, provou-se que o
subtipo de nAChR pré-sinaptico envolvido na deg@edstanica possuia sub-unidades
a3B2 (Fariaet al, 2003; Timotet al, 2003)

A modulacdo da actividade sinaptica depende danbalantre a activacdo de
processos facilitatorios e inibitérios. Sendo assam caracteristicas do estimulo
realizado (frequéncia, nimero e duracdo dos puylgmsjem influenciar em grande
medida a libertagdo de ACh através da activacdoredeptores pré-sinapticos
colinérgicos (Wessler, 1989), purinérgicos (CoragaSaet al, 1996) ou outros.

Durante a estimulacdo de elevada frequéncia, obserwma depressao dos
potenciais de placa que é resultante da diminulgdoonteldo quéantico dos terminais
nervosos (Matzneet al., 1988). A depressdo teténica ou inibicio Wedensky é

incapacidade de um musculo para manter a tens@antdua estimulacido de elevada
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frequéncia (30-80 Hz) do nervo motor na presencarelexantes musculares nao
despolarizantes como a tubocurarina (van der K&oMolgo, 1994). Assim, foi
sugerido que o bloqueio da contracgcédo e a deprastdtca sao acgcdes separadas e
independentes; a contraccdo esta relacionada cooongeticdo de receptores
nicotinicos pés-sinapticos, enquanto que a deprdassdnica resulta principalmente de
uma acgao pré-sinptica dos antagonistas dos nAGiR & Marshall, 1986).

Estudos de contraccao muscular e respostas elsiti@jicas na presenca de
antagonistas nicotinicos, mostraram a existénciamdemecanismo de autoregulacéo
positiva mediada por receptores nicotinicos, oa, ®£ACh pode aumentar a sua prépria
libertacdo durante um periodo de actividade rapetilo nervo motor através da
activacdo de nAChR pré-sinpticos (Bownedral., 1988; Waud & Waud, 1971; Singh
& Prior, 1998; Wood and Slater, 2001). A autofaagfo nicotinica pode constituir um
amplificador temporario pré-sinaptico capaz de auarea margem de seguranca da
transmissdo (Wood & Slater, 2001). Estudos reatizawh Laboratério de Farmacologia
e Neurobiologia do ICBAS mostaram que o nAChR quedera a facilitacdo da
libertagdo de ACh na jung¢@o neuromuscular de ratmnétituido por sub-unidade8p2
(Faria et al, 2003; Timédteoet al, 2003), e que o mesmo é diferente do receptor

contendo sub-unidaded esistente nas fibras musculares (Fetrial, 2003).
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[I. OBJECTIVOS

Este estudo pretendeu avaliar os mecanismos resmspela modulagdo da
neurotransmissao colinérgica no 6rgao eléctricoTdgpedo marmorataatravés da
manipulagéo da actividade do nAChR pré-sinapticte Eabalho é pioneiro, ja que ndo
se conhecem estudos sobre a presencga, o tipo edotivelade destes receptores no
orgdo eléctrico doTorpedo marmorata ao contrario dos receptores nicotinicos
existentes na superficie dos electrocitos cujautesr e funcdo esta muito bem
caracterizada.

Os electrocitos do 6rgdo eléctrico @erpedo marmoratdoram usados neste
trabalho como detectores da libertacdo de ACh enpdereal através da medicao de
EPPs, que resultam da libertagdo sincrona de A@hriir de milhdes de sinapses.
Comparativamente aos métodos (neuroquimicos erafisaildgicos) descritos para
avaliar a transmissdo neuromuscular esqueléticdilizacdo da juncéo neuroeléctrica
do T. marmorataapresenta vantagens adicionais quanto a facilidadeolamento dos
terminais nervosos pré-sinapticos (sinaptossonpasinitindo quantificar directamente
a libertacdo de ACh sem recorrer ao uso de inibglda AChE.

Tendo em conta as vantagens do usoTdomarmorataenquanto modelo
vertebrado na investigagdo da transmissdo coliergiapresentava-se como
fundamental a necessidade de realizar estudosapaliar a modulagdo da actividade
nervosa através da activacdo de receptores nmmginutilizando uma resolugéo
temporal de milésimos de segundo.

O objectivo principal deste trabalho centrou-se¢a@nna caracterizacdo dos
mecanismos envolvidos na modulagéo da transmissaigica rapida por receptores
nicotinicos pré-sinapticos. Pretendia-se identifigdvos envolvidos no processo
neurosecretor de ACh, como os nAChRs pré-sinaptices como a participacdo de
moléculas (e.g. G5 capazes de influenciar essa mesma modulagéo. éranibi
objectivo do presente trabalho analisar a inflleénda activagdo dos receptores
nicotinicos pré-sinapticos na elevacéo transiosniveis de G4 no terminal nervoso
e da sua relagdo espacial relativamente aos Idedibertacdo de ACh e aos préprios

receptores nicotinicos.

13



Objectivos

14



Material e Métodos

lIl. MATERIAL E METODOS

3.1 Amostragem do tecido bioldgico

3.1.1 Captura e manutencéo dos espécimes experinmeat

As amostragens foram realizadas em dois locaisedifes: na Ria Formosa —
uma zona costeira protegida no sotavento algatwan¢alves & Beldade, 2000) e ao
largo da Pdvoa do Varzim, na costa norte portugu@saespécimes foram capturados
por pescadores locais, por redes de arrasto, entmeeses de Fevereiro a Dezembro de
2009. Foram capturados 16 individuos emarmoratade ambos os sexos, na sua
maioria fémeas, com comprimento total compreendidoe 15 a 60 cm.

Apos a sua captura na Ria Formosa, 0s peixes epigiamente transportados
em contentores apropriados com agua do mar, p&RQ@DED da Universidade do
Algarve. Aqui, os espécimes foram acondicionados tengues de produgcdo, num
sistema fechado de &gua do mar filtrada e oxigeramta fotoperiodo e salinidade
naturais, onde a temperatura foi mantida a 15°C oomuxilio de um sistema de
refrigeracao.

Ap6s um periodo de aclimatacdo ao cativeiro, osividdos foram
acondicionados num contentor sob condi¢cdes apagsiao seu transporte. O contentor
possuia acumuladores de frio, para manter a tetop&raos 15°C; os animais foram
colocados em sacos plasticos contendo agua dosotatigeira presséo de oxigénio e
carvao activado, para eliminar residuos excretgule peixe. Os animais foram
transportados para o Laboratorio de Engenharia thigué Departamento de Produgéo
Aquética, ICBAS, Universidade do Porto. O pescadigniente da Povoa do Varzim
foi transportado directamente para este local emeatores contendo 4gua do mar. No
ICBAS, os tanques de cativeiro possuiam uma capdeidie 130 Litros e continham
agua do mar filtrada e oxigenada, em sistema fechadcondi¢cbes artificiais
(fotoperiodo 10 horas de luz e 14 horas de escuro; temperdtsf@: + 3°C).

Durante o periodo de cativeiro, 0os animais recusaodo o tipo de alimentacao
fornecida (racéo e alimento vivo). Os parametrogudidade da agua (% saturagéo de
oxigénio, pH, nitritos, nitratos e amonia) foramabsados duas vezes por semana; a
temperatura foi determinada diariamente. Os residib@rtados para a agua foram
removidos por sifonacdo e quando se efectuava evagedo de 70% da agua dos

tanques.
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3.1.2 Preparagao do meio de Krebs par&orpedo

A solucdo salina fisiolégica para elasmobranqukdlys Torpedg possuia a
seguinte composigado: 280 mM NaCl; 3 mM KCI; 2.7 ivgCl,; 5 mM NaHCQ; 300
mM Ureia; 555 mM Glucose; 20 mM Acido 4-(2-Hidresil)piperazina-1-
etanossulfénico (HEPES); 3,4 mM Ca€lSigma-Aldrich). Apds a sua homogenizacéo
com agua destilada e desionizada, o meio foi oridercom 95% de £e 5% de CQ
durante 10 minutos. Posteriormente o seu pH faitaglo entre 7,0 e 7,1 com NaOH.

Esta solucéo salina foi utilizada como meio de é@ge manutencdo do tecido
biologico, de modo a permitir a manutencéo e aprigdades estruturais e funcionais
do tecido electromotor dborpedopor mais de 40 horas (Dunaattal, 1972 e 1980).

3.1.3 Eutanésia e isolamento do 6rgao eléctrico lemarmorata

Para a dissecc¢do e isolamento do 6rgdo eléctriemjmal foi anestesiado por
imersdo em &gua do mar contendo Tricaina (MS-222salu 3-aminobenzoato
metanosulfonatoSigma), na proporcdo de 1g Tricaina: 3L de aguando. Neste
processo € importante assegurar que o nivel dessté® aumente devido a mudanca de
ambiente. Aguardou-se até os movimentos respicat@los espiraculos terem cessado,
e até a auséncia completa de resposta reflexa qmoe plo animal aos estimulos
mecanicos de compressao num dos raios da barlzztadal.

A escolha do anestésico usado baseou-se nosatesiliescritos por Dunaeit
al. (1980), onde se observou que uma breve anesmsid ricaina ndo possuia efeitos
na neurotransmissao da electroplaca, e que o afegita substancia era rapidamente
revertido pela lavagem do tecido.

De acordo com as normas éticas respeitantes aes@manimal (Decreto de
Lei n°129/92, Portaria 1005/92) procedeu-se a @stan do espécime por
exsanguinacdo. O procedimento seguinte consistdeseerebracgéo, realizando-se dois
cortes no tronco cerebral, de maneira a impedma@asiissdo de informacdo para a
periferia.

Apos a localizagéo tactil do 6rgdo eléctrico, atgda diferenca de textura da
pele e da palpacéo da cartilagem que o envolvérgios foram extraidos mediante a
realizagéo de 3 cortes, como se pode verificaiguae 4.

O orgéo eléctrico excisado contém residuos da ¢pera pele em ambas as
faces, ventral e dorsal. Para ndo comprometerhalidizde do tecido, este tem de ser

imediatamente colocado num recipiente contendo rdeidrebsTorpedo Esta pré-
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incubagdo permite ao tecido recuperar do processoisdlamento. O tecido é

posterioremente dividido em por¢gdes mais pequgraag,facilitar o seu manuseamento;

os residuos provenientes do processo de extrac@ele envolvente sao eliminados.

Figura 4: Dissecacado do 6rgéo eléctrico através de 3 tipasides. Exemplificagdo do 1°corte
(linha vermelha, na figura 4a), e do 2° corte @mlamarelas, na figura 4a) e a execucao do 3°
corte, a remocao do orgao (figura 4b).

BN

Apés a realizacdo dos procedimentos iniciais, guea-se a dissecacao
cuidadosa de pequenos fragmentos do tecido, de raodmlar sem danificar as
unidades estruturais e funcionais do érgdo eléctricos prismas. Os prismas sao
colunas com aproximadamente 500 electrocitos sobtep, que sédo dispostos lado a
lado no 6rgdo. Apos a sua dissecacéo, os prismlasios sdo poliedros de 2-3 mm de
didmetro, pesando entre 40 a 350 mg de acordo ctamanho dol. marmorata O

material biolégico foi armazenado no meio de Krébgpedono frigorifico a 4°C.

3.2 Metodologia electrofisiologica

3.2.1 Sistema de estimulagéo e avaliagdo da actiit eléctrica dos prismas

O sistema electrofisiologico (figura 1, Anexo l)cénstituido pelos seguintes
equipamentos: bomba peristéltica, tubos de perfuaparelho de estimulacdo de
prismas e registo de potenciais do 6rgao eléctiicborpedo marmoratdéreferenciado
no texto como aparelho de estimulo-registo), reeléctrodos de registo e de
estimulacdo eléctrica de campo, estimulador et#&gtrunidade de isolamento de
estimulos, digitalizador e sistema informatizadageisicao de sinais.

A bomba peristaltica (Gilson Medical Electronicsyula a velocidade do fluxo
do meio de KrebJorpedq o fluxo de perfusdo foi regulado para valoresOdea 1
mL/min. Uma das extremidades de cada tubo da bdombmersa em meio de Krebs

Torpedq e a outra foi colocada proximo dos prismas paesp estabeleca a perfusédo
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dos mesmos. Deste modo, os prismas sao perfundiédimma directa, lenta e continua
para se evitar a perda de caracteristicas fisitddgilo tecido ao longo da experiéncia.
O aparelho de estimulo-registo (figura 5) possiai canais de estimulo-registo e
dois botbes que permitem escolher o canal a estimedjistar. Para facilitar a leitura
dos potenciais, cada canal tem incorporado doisladgres de polaridades, um de

deteccéo e outro de estimulagao.

Figura 5: Imagem do aparelho estimulo-registo de prismaBodgedo marmorata

Neste aparelho, os prismas séo fixados a uma rededecida com meio salino
(Krebs Torpedq, de forma a facilitar a passagem da correntetredé@catravés da
condugcdo das cargas. Esta rede possui dois elestra@ platina colocados
paralelamente ao comprimento do prisma, que forgpeaalmente desenhados para
estimulacao eléctrica de campo. A fixacdo dos @t rede é realizada através dos
eléctrodos de registo (também de platina). Estesrdeser colocados nas extremidades
dos prismas, de modo a integrar os EPPs de todelsaisicitos desse prisma.

O sinal bioeléctrico gerado nos prismas passa (igitalizador que, ndo so6
envia a informacao obtida para o computador, cantém permite regular a linha de
base e atenuar o sinal se necessario. Para redeac#@widos eléctricos externos, o
sistema possui varias linhas-terra dispersas. Ngpatador, o registo € lido através do
programaOphiuchusversédo 1.1 (Sebastien Andrivet, Universidade deeGe), onde
sdo introduzidas as caracteristicas da aquisicdgu@ncia — 50 kHz; taxa de aquisicao
— 20 ps; duracdo — 50 ms). Nesta primeira analpesgivel verificar o estado do tecido
biologico e a existéncia de erros de estimulo-teg{eléctrodos e/ou prismas mal
colocados, por exemplo). Os parametros dos dadgsstados sao analisados
posteriormente com o WinWPC V.4.0.8 (John Dempsigftware da Universidade de
Strathclyde).
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3.2.2 Condigbes gerais da estimulacdo e avaliacda dctividade eléctrica
dos prismas

Para a realizac@o das experiéncias é necessanicacas prismas a tempertura
ambiente com a antecedéncia de pelo menos 1 hodasTas experiéncias foram
realizadas a temperatura ambiente (18-22°C).

Nas experiéncias onde se procedeu a mudangas ¢®sigado do meio salino
(+Ca") ou a adicdo de antagonistas nicotinicos (BE- HE), o periodo de pré-
incubagédo do tecido nas novas condi¢des foi derpelws 1 hora, para se garantir uma
completa difusédo do meio contendo as novas corsligle a biofase do tecido.

O tipo e caracteristicas do estimulo a aplicar pesmas € definido no
estimulador eléctrico (Multifunction Solid-stateusge pulse stimulator - Model S88
Stimulator, Grass Medical Instruments). Neste {flaha usaram-se estimulos
supramaximos constituidos por pulsos duplos, coth\l@plicados durante 500 ps e
com 20 ms de intervalo entre eles (correspondendman frequéncia de 50 Hz). Este
procedimento excita apenas os nervos ramificadaiparficie dos prismas, ja que os
electrécitos ndo sdo capazes de produzir poteragagecao regenerativos. A excitagdo
nervosa leva a libertacdo de ACh, que dara origemeracdo de potenciais de
electroplaca nos prismas.

3.2.3. Caracteristicas dos Potenciais de Electr@ga analisados

90 % —|

Legenda:

2ms 1 — Artefacto de estimulagéo
2 — Laténcia
3 — Fase de ascensao
i 4 — Amplitude méaxima (Pico)
T | T.s0— Tempo de decaimento em 50 % do pico
| T.90— Tempo de decaimento em 90 % do pico
10 % [] —Area _ ]
== — Exponencial de decaimento (TAU)

50 %

mll

3
Figura 6: Representacdo dos pardmetros que caracterizantereads.
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Nas respostas electrofisiolégicas obtidas atrawSspdismas observaram-se as
seguintes caracteristicas nos Potenciais de BEidata resultantes da estimulagéo
eléctrica de campo, (figura 6).

3.2.3.1. LaténciaA laténcia corresponde ao periodo de tempo erdirtefacto
de estimulac&o e o inicio do potencial (10% da #og® maxima).

O periodo de laténcia compreende: a excitagdo xdmi@ a condugdo do
impulso até ao terminal pré-sinéptico, a entradadds CA" através da abertura dos
CCSV nos terminais, a libertagdo de ACh para adesidaptica e a activacdo de
nAChR pds-sinépticos (sobretudo entrada d8 Na

3.2.3.2. Fase de ascensagésta fase reflecte a activacdo sincronizada dos
nNAChR em multiplas sinapses presentes no prismalgsencadeiam potenciais locais
gue se somam. Este parametro é calculado atravégedanca entre 10% e 90% do
pico de amplitude.

3.2.3.3. Amplitude méxima (Pico)Esta caracteristica dependente da soma dos
potenciais de placa e € muito variavel entre prisnpois depende do tamanho do
prisma, posicdo dos eléctrodos, a precisdo na @msecgdo, etc. Este pardmetro
corresponde ao maior numero de receptores nicosinfos-sindpticos activados
simultineamente, pela ligagcdo das moléculas de Al@rtadas pelos terminais
colinérgicos.

3.2.3.4. Area:Este € um parametro integrado, inferindo sobre ragdo do
potencial e a quantidade de ACh libertada.

3.2.3.5. Fase de decaiment& fase de decaimento (fase entre 75% e 15% da
amplitude do potencial), no qual se analisa o teagaecaimento através degdf €
Toow (tempo de decaimento em 50% e 90% do pico, régpewnte) e da sua
exponencial (TAU). Nesta fase, a AChE degrada a A0k nAChR pds-sinapticos sao
inactivados.

3.3 Bioluminescéncia

3.3.1 Preparacao de sinaptossomas de 6rgao eléarae Torpedo marmorata

Este método consiste no isolamento e purificacadedainais nervosos preé-
sindpticos (figura 7). As solugcbes necessariasabzagdo deste protocolo (tabela 1)
foram preparadas previamente e colocadas imediatanapds a sua preparacao no

frigorifico a 4°C.
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Figura 7: Fotografia de microscopia electronica de sinaptossodo 6rgdo eléctrico de
Torpedo marmorat#x 60.000), adaptado de Moedlal,, 1977).

Tabela 1: Composicdo das solucBes necessarias para isolamergmaptossomas do 6rgao
eléctrico deTorpedo marmoratgtodos os farmacos utilizados séaoSigma-Aldrich).

Solucéo | Quantidade para 100 mL:

Glucose 11 mM 0,29

KCI 6 mM 0,6 mL de solugdoa 1 M

MgCl, 3,6 mM 0,36 mL de solucdoa 1 M

NaHCGQ; 6 mM 0,6 mL de solugdoa 1 M

NaHPO; 100 mM 20 mL de solucdoa 0,5 M
NaH,PO, 100 mM 20 mL de solugdo a 0,5 M

H,O Perfazer até 100 mL

Krebs 0 Quantidade para 100 mL:

NacCl 1649

Ureia 1849

Solugéo 1 50 mL

H.O Perfazer até volume final de 100 mL
Krebs 0,3 Quantidade para 20 mL:

NacCl 0.33¢g

Sacarose 2,059

Solucéo | 10 mL

H-O Perfazer até volume final de 20 mL
Krebs 0,5 Quantidade para 20 mL:

NaCl 0,21g

Sacarose 3429

Solucéo | 10 mL

H,O Perfazer até volume final de 20 mL
Krebs 0,7 Quantidade para 20 mL:

NacCl 01lg

Sacarose 489

Solucéo | 10 mL

H-O Perfazer até volume final de 20 mL
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Inicialmente incubou-se 16g de tecido proveniesds 6rgdos eléctricos em
Krebs Torpedosem C&', durante 1 hora, & temperatura ambiente (~20-229@®)s a
limpeza e secagem do tecido bioldgico, procedeti{semogeneizagéo do tecido. Esta
operacdo realizou-se com o auxilio de 2 bisturimayplaca de dentista até ao
desaparecimento das estruturas. De seguida, cesecothomogeneizado em 50 mL da
solucé@o Krebs 0 numa placa com agitacdo magnétara. manter a temperatura a 4°C,
utilizou-se gelo em contacto indirecto até ao fah@aisolamento.

Utilizaram-se 3 seringas de 100 mL com telas idexL000, 500 e 200m de
didmetro, de modo a separar os terminais pré-simdptios electrocitos (componente
pos-sinaptico). A passagem da suspensao por cdaafoie auxiliada através da
raspagem do homogeneizado com uma lamina do bishliquamente a tela. Este
processo foi realizado 2 vezes por ordem decresamtdiametro da tela num goblé
sobre o gelo. A suspensdo final foi filtrada p@cwo num Kitazato com suporte
Buchner possuindo um filtro com uma tela de nylerb@um de diametro. No final, o
filtro foi lavado com 20 mL solugéo Krebs 0.

O filtrado foi centrifugado (centrifuga Sorval d#a velocidade) a 7000 rpm
(6000x g) durante 20 minutos (4°C). O sobrenadéitelesprezado e o sedimento
obtido foi ressuspenso em 12 mL de Krebs 0 numobatdumétrico de 25 mL. A
solucéo foi agitada energicamente durante algunmsies.

Previamente foram preparados gradientes com agd&d Krebs 0,3, Krebs 0,5
e Krebs 0,7, com o auxilio de uma bomba peristalidesta operacéo prepararam-se 6
tubos de centrifuga com 11 mL de capacidade, sobdep2,5 mL de cada solucédo e
adicionando-se no final 2,5 mL do sedimento ressusp em Krebs 0. Procedeu-se a
uma ultracentrifugacéo (centrifuga Beckman SW 412@00 rpm durante 40 min
(4°C), recolhendo-se de seguida a banda de inge(€ssfigura 8) com uma bomba
peristaltica.
Banda A

Figura 8: llustracdo esquematica do produto final da ultioentrifugacdo, onde estdo
representadas as bandas A, B (Mielina/ residuo&Jir@ptossomas purificados), D (Terminais
com axonios), Esedimento).
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Durante a realizagdo deste protocolo a temperdtiranantida a 4°C. Os

sinaptossomas foram armazenados a 4°C até a ¢@alida experiéncia.

3.3.2 Quantificagéo da libertagédo de ACh pelos sipgossomas

A libertacdo de ACh foi quantificada por biolumscéncia. Este método é
vantajoso, por ser um método de quantificacdo casegundos) e directo que nao
necessita recorrer ao uso de inibidores de AChguantificacdo de ACh realizou-se
através de uma reaccdo enzimatica em cadeia queddegy ACh em colina e acetato; a
colina é oxidada posteriormente em betaina©,Heste dltimo oxida o luminol
libertando luz (figura 9). A luz libertada pode saptada através de um luminémetro,
cujas emissBes podem ser processadas informatitanSabendo que a quantidade de
luz gerada é proporcional a quantidade de AChthber foi possivel proceder-se a

quantificacdo da libertacdo de ACh em pmol atraesétodo de padrao externo.

AChE
ACh - Acetato + Colina

ColinaOxidase

Betaina+ H.O,

Pel‘o,\’iclas; ' Luninol

Luminoel Oxidado + Luz

Figura 9: Representagcdo esquematica da reac¢do enzimaticadsia que permite quantificar
a libertacdo de ACh através de um método de biolescéncia.

Previamente a realizagdo das experiéncias foi sséde colocar o0s
sinaptossomas a temperatura ambiente e prepacdngiae de leitura da libertacéo de
ACh em sinaptossomas derpedo(NaCl 280 mM, Sacarose 300 mM, KCI 3 mM,
MgCl, 1,8 mM, Glucose 5,5 mM, Tris 200 mM, Ca@,4 mM — Sigma-Aldrich; pH
8,5). Salienta-se nesta solugdo a concentracdo Na€lé mais elevada do que a
utilizada em peixes teledsteos e vertebrados supsriEstes valores assemelham-se
aos encontrados fisiologicamente no plasma domelainquios, cuja osmolaridade é
muito elevada (Giroét al, 1992).

Adicionou-se a cada tubo de leitura um agitadormétigo, 300 pL de solucdo
de leitura e a mistura de enzimas (20 pL de Lumib@luL Peroxidase, 7 pL Colina

oxidase). Depois adicionou-se a suspensdo dostsgsamas e calibrou-se a curva
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obtida com curvas-padrdo de ACh. De seguida, athcise 0 agente despolarizante
(KCI 40 mM ou Veratridina (VT) 100 uM) na presermma auséncia do farmaco a ser
testado (DMPP e/ou DB-E).

3.4. Imagiologia da jung&o neuro-eléctrica d&. marmorata

Nos estudos de microscopia confocal (Olimpus FW)L00s prismas foram
incubados durante 24 horas a 4°C em Kré&bgpedo contendoa-bungarotoxina-
tetrametilrodamina (1,25 pM), preparado a partirude solugdo-mae (1,25 mM em
DMSO). Desta forma, foi possivel marcar especifiat® os receptores nicotinicos
pds-sinapticos através da ligacdo d#@ungarotoxina aos receptores nicotinicos
contendo sub-unidadesl. O grupo tetrametilrodamina, ligado cabungarotoxina,
permite a visualizacdo dos receptores nicotiniags apbrem a superficie ventral dos
electrécitos por microscopia confocal de fluores@n(comprimento de onda de

excitacdo de 488 nm e de emissédo de 650 nm).

3.5. Farmacos utilizados

* a-Bungarotoxina (BTX) — é um peptideo que se liga de forma irreversivel as
sub-unidadesl dos nAChR pdés-sinpticos, o que impede a abernsaanais
i6nicos da placa-motora pela ACh, paralisando o.af produzido pela cobra
Bungarus multicinctus

+ Tetrodotoxina (TTX) — E uma potente neurotoxina que bloqueia a geracdo de
potenciais de ac¢éo, pois liga-se irreversivelmangecanais de sodio sensiveis
a voltagem, bloqueando-os.

* Neostigmina —€ um inibidor reversivel da enzima AChE.

* 1,1-dimethyl-4-phenylpiperazinium iodide (DMPP) —Agonista dos nAChR.

+ Veratridina — é uma neurotoxina que se liga aos canais de &ttivando-os
permanentemente. A despolarizacdo do terminal servactiva CCSV que
desencadeiam o aumento da concentracgao intrace@a".

+ KCI - O aumento da concentracdo extracelular Haterte o gradiente intra- e
extracelular impedindo o efluxo de ides positiv@isando, deste modo, a
despolarizacédo das células excitaveis.

+ Dihidro- p-eritroidina (DH- B-E) — E um antagonista competitivo de receptores
nicotinicos, com um grau de selectividade para rAClom sub-unidades
a3/4p82 (Chavez-Noriegat al, 1997).
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* Hexameténio (HE) — Este agente bloqueia nAChR, e é considerado um
antagonista ndo selectivo.

e 1, 2 - bis (2 - aminofenoxi)etano - N, N, W N’ - Acido tetraacético
acetoximetil ester (BAPTA-AM) — E uma molécula que se acumula
intracelularmente apés clivagem do seu grupo dsdter- por esterases
endégenas, sendo um agente quelante rapido%e Ca

» etileno glicol - bis (2 - aminoetileter) etano - NI\, N’, N'- &cido tetraacético
acetoximetil ester (EGTA-AM) — E também uma molécula que se acumula
intracelularmente apds clivagem do seu grupo dgdier- por esterases

endégenas, mas é um agente quelante lentode Ca

3.6. Analise Estatistica

Os resultados foram apresentados sob a forma dam@rro padrdo da média
(SEM), correspondente a um numerde experiéncias. A significancia estatistica dos
resultados obtidos foi avaliada pelo testde Student, no qual foram consideradas
diferencas estatisticamente significativas sempiee B<0,05. Valores de *, ** P<0.05
representam diferengas estatisticamente signifecstentre o valor obtido na presenca
do agonista nicotinico (DMPP) e o controlo (*) aure o valor obtido na presenca do

DMPP e o antagonista nicotinico usado (**).
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IV. RESULTADOS

4.1. Microscopia de fluorescéncia

A fluorescéncia vermelha, observada na figura fbd, obtida através de
fluor6foro de cor vermelha - tetrametilrodamina ali@ covalentemente a-
bungarotoxina (antagonista dos nAChR contendo sidadesnl).

10¢e 10b

Figura 10: Fotografias de microscopia confocal de fluores@(BT X — tetrametilrodamina)
de electrécitos d€orpedo(10a) e da juncdo neuromuscular de rato (10b)l{agdp: 400x).

A partir destas imagens € possivel observar dif@®entre as duas preparagoes.
Na figura 10a, os nAChR estéo dispersos ao longuperficie ventral dos electrécitos,
enquanto na JNM de rato estes estdo localizadosegiies especializadas - placas
motoras (figura 10b). Os electrocitos Barpedo,que estéo representados na figura 10a,

possuem 15 um @ e 1-2 mm de largura.

4.2. Dados electrofisioldégicos

4.2.1. Efeito do agonista dos nAChR (DMPP)

Na figura 11 esta representado o efeito facilitat@o agonista nicotinico,
DMPP (aplicado durante 5 segundos), sobre pargsotdmciais de electroplaca num
prisma deT. marmorata O efeito facilitatorio do DMPP foi avaliado nanoentracéo
fisiol6gica de célcio (3,4 mM). Verificou-se querpa 1° EPP, a percentagem média de

aumento na amplitude foi de 15% e na area de 27%.
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1V
10 ms

Legenda:
—_—

I t3~

Figura 11: llustracdo gréafica dos potenciais de electroplacaancentracao fisiologica de Ca
(3,4 mM); a azul esta representado o potencialsadée aplicacdo do DMPP (0,1 uM) e a
vermelho o potencial 3 minutos apds a sua aplicacao

|1V

10 ms

12a

Legenda:
—

— t3.

12b 12c

| 1V

I | 10 ms

10ms
Figura 12: llustracdo gréfica dos potenciais de electropleas diferentes concentracdes de

Cd" extracelular: 1,7 mM (figura 12a); 1,275 mM (figab); 0,85 mM (figura 12c). A azul
esta representado o potencial antes da aplicacBd/dRP (0,1 uM) e a vermelho o potencial 3
minutos apds a sua aplicacao.

Seguidamente procedeu-se a reducdo da concengrizdoelular de G4 para
1,7, 1,275 e 0,85 mM (figura 12) com o objectivodiiminuir a margem de seguranca
da transmissdo sinaptica neuroeléctrica. Estatégisapermite tornar mais evidentes

pequenas alteragbes dos potenciais de electrogjaearesultem da variagdo da
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libertacdo do neurotransmissor. A reducdo da cdragio extracelular de &atornou
mais evidente o efeito facilitatorio do agonisteotinico DMPP sobre os potenciais de
electroplaca, sugerindo que este composto possuéfaito predominantemente pré-
sinaptico. Por exemplo, quando a concentracdoaettiar de C& foi reduzida de 3,4
mM para 0,85 mM, observou-se um aumento de 37%nmitade e de 60 % na area do
1° EPP relativamente a situacao controlo.

A reducdo da concentracdo extracelular de?* Cpermitiu observar o
aparecimento do fenédmeno de facilitagdo tetanietectdo através do aumento da
amplitude e duracdo do 2° EPP comparativementeoctfhEPP. Este fenébmeno néo era
aparente quando se testou a actividade eléctriggemas usando uma concentragao
fisiologica de C&" (3,4 mM) no meio extracelular. Na figura 12, potservar-se que o
fendmeno de facilitacdo tetanica também foi sigatfvamente potenciado na presenca
de DMPP, facto que é concordante com a naturezaimpé@tica da accdo do DMPP.
Para melhor avaliar este efeito, analisou-se aranére as amplitudes do 2° EPP e do
1° EPP, na presencga e na auséncia do agonistad@aa concentracdes extracelulares

de célcio (figura 13).

Razdo da amplitude 22EPP/12EPP

AL rhld

1
U8 O Controlo {n=10:10;6;7)
DMPP 0, 1uM(n=10;10;6;6)
0.0 ® DMPP 1M (n=10;10.6.7]
0a ® DMPP 10uM (n=10;10;6;7)
34 1,7

14

1,2

Q,2
: 1,275 3,85

Figura 13: Representacéo gréafica da razdo entre a amplitu®® &P e a do 1° EPP, sob a
accao de diferentes concentracbes de DMPP (0 fotmnO,1; 1; 10 uM), em funcdo de
diferentes concentragées de’Gaxtracelular (3,4; 1,7; 1,275; 0,85 mM).

Na presenca da concentracdo fisiolégica de cadoivacelular (3,4 mM)
verificou-se que o 2° EPP aparece diminuido redaiente ao 1° EPP para todas as
concentragcbes de DMPP testadas. Relativamenteséantes concentragdes de’Ca

extracelular, parece haver uma facilitagdo no Z2° Eativamente ao 1° EPP, que foi
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exacerbada pelo DMPP quando a concentracéo extimcdb CA' foi reduzida para
0,85 mM. Estes dados, sugerem que o efeito do DiP&ttividade eléctrica do 6rgao
eléctrico doT. marmorataem uma natureza pré-sinptica.

Apesar dos efeitos observados sobre a facilitagénita dos potenciais de
electroplaca evidenciarem a existéncia de um efaitditatério do DMPP, a anélise
estatistica da amplitude e é&rea do 1° EPP reforcexisténcia de diferengas
significativas entre os EPPs apds aplicacdo de DiieBmo quando foi utilizada a
concentracao fisiolégica de célcio (3,4 mM). Denfarsemelhante, o efeito facilitatorio
do DMPP foi consistentemente observado atravévalgagdo da amplitude e da area

do EPP apos reducéo dos niveis extracelularealde ¢figuras 14 e 15).

i 03.4mM CacCl2
7 Efeito AMPLITUDE (%)
160 - % a1.7mM CaCl2
B1.2/5mM Call2
140 - B0.85mM CaCl2
# ) ‘trlvsD
120 - p<0,05, Ctrlvs DMPP
100 +
&0 -
60
40
20 -
0 . :
CTRL{n=10:10:6;7) DMPP 0,11M DMPP 1M DMPP 10pM
(n=10;10;6;6) (n=10;10,6;7) n=10;10;6;7)

Figura 14: Representacdo grafica do efeito do DMPP (0,1-10 |sbhre amplitude dos
potenciais de electroplaca (1° EPP) em funcéofdeedies concentracdes de’Caxtracelular.

O efeito facilitatorio do DMPP sobre a amplitudeaearea dos potenciais
eléctricos (figura 14 e 15) foi maximo na concegdm0,1 pM. Observaram-se valores
médios de aumento na amplitude de 22% (com 3,4 ral\) € de 124% (com 0,85 mM
Ca2+) na presenca de DMPP (0,1 uM). Os valores méditisas para o aumento da
area dos potenciais de electroplaca na presenPaRP (0,1 pM) foram 44%, 49%,
158% e 179 % quando as concentracdes extraceldarelcio foram reduzidas de 3,4
mM para 1,7, 1,274 e 0,85 mM, respectivamente. Ms$8di possivel verificar uma
relacdo inversa entre o efeito facilitatorio dorégta e a concentracdo extracelular de

célcio.
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' , @3,4mM CaCl2
% Efeito AREA (%) @1,7mM Cacl2

250
E1,275mM Cacl2
80,85mM CaCl2
200 * p<0,05, Ctrlvs DMPP
150
100
50
0]
CTRL(n=10;10;6;:7)  DMPP0,1uM DMPP 1uM DMPP 10pM
{(n=10;10,6;6) {(n=10;10;6;7) {(n=10;10;6;7)

Figura 15: Representacao gréfica do efeito do DMPP (0,1-10 gdye a area dos potenciais
de electroplaca (1° EPP) em funcéo de diferentesertracdes de Ezextracelular.

ms A H OCTRL(n=10;10:6;7)
235 Area/plco ODMPP 0,1p0M(n=10;10;6;6)

BDMPP 1pM (n=10;10;6,7)
2,25 5 BDMPP 10pM (n=10:10:6:7)
2,15 -
2,05 4
1,95 -
1,85 -
1,75 -
1,65 -
1,55 A
1,45 -
1,35

3,4mM CaCl2 1,7mMCacCl2 1,275mM CaCl2 0,85mM CaCl2

Figura 16: Efeito do DMPP sobre a razéo area/pico do 1° EPPrimmas perfundidos com
diferentes concentracdes de’Cextracelular.

Quantificando a razéo areal/pico dos potenciaidatdreplaca, verificou-se que
o DMPP aumentou essa razdo de forma dependenteontzentracdo; o efeito
facilitatério do DMPP foi observado em todas asdigfies onde se manipulou a
concentracdo extracelular de ?Gaexcepto quando se usou 0,85 mM. Nesta Ultima
circunstancia existem erros de quantificacdo deaideduzida amplitude dos potenciais
de electroplaca, que podem influenciar a avaliad@® parametros analisados (figura
16). O aumento da area / pico sugere que o DMPR podrcer os seus efeitos

regulando preferencialmente a duracéo do potedeialectroplaca.
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ms OCTRL{n=10;10;6;7)
Laténcia £ DMPP 0,1pM{n=10;10;6;6)
B DMPP 1M {n=10;10;6;7)
BDMPP 10pM (n=10;10;6;7)

3,15
3,05
2,95
2,85
2,75
2,65
2,55
2,45
2,35
2,25

3, 4mM Caclz 1,7mM CaCl2 1,275mM Cacl2 0,85mM CacCl2

Figura 17: Efeito do DMPP sobre o periodo de laténcia do P & prismas perfundidos com
diferentes concentracdes de’Gaxtracelular.

Também relativamente ao periodo de laténcia (figlify que consiste no
intervalo entre a estimulacdo dos axonios e atéibéo de ACh para a fenda sinaptica,
se verificou que a aplicagdo de DMPP aumentou iestevalo em cerca de 0,3 ms
relativamente ao observado na situag¢éo controlo.

Os restantes parametros analisados (fase de ascdiagg@ de decaimento,
T.50%, T.90% e TAU) para os potenciais de elecargplindo foram significativamente
(p>0,05) alterados pelo DMPP.

A existéncia de um efeito tonico mediado pela Aertada endogenamente
sobre a amplitude dos potenciais de electroplaeaéqoapaz de explicar a facilitagdo
tetnica medida pela razéo 2° EPP / 1° EPP (verafi3), foi testada incubando os
prismas com dois antagonistas dos receptores miowdj a DHB-E (3 uM) e o HE
(100 e 1000 uM), nas 24 horas precedentes a readizdas experiéncias (figura 18). A
DH-B-E (3 uM) e o HE (1000 pM) preveniram a facilitag&tinica observada quando
os prismas foram incubados com um solucdo de Kreljgedocontendo 1,275 mM de
CaCbk. Uma vez que o efeito da DBE foi detectado para uma concentracao (3 uM)
inferior a necessaria para que se observasse waditogla facilitacdo teténica na
presenca de HE (1000 pM), os resultados sugererasanga de sub-unidade3/432
sensiveis a DH-E na composi¢cdo do receptor responsavel pela amiliticao
nicotinica no 6rgao eléctrico de marmorata
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4% EFEITO AMPLITUDE (%)
' 24 horas de incubaciio .
30.0 - ® Controlo(n=12)
BLH-f-E 3 pM (n=10]

20.0 | EHE 1 HuM (11=8)
- SHE 1200uM (n=10)
100 4

oo 1 N Ry

Figura 18: Efeito dos antagonistas dos receptores nicotinibb$$-E (3 uM) e HE (100-
1000 puM),sobre a facilitacdo tetanica dos potenciais detrel@laca em prismas perfundidos
com uma solucéo de Kresrpedocontendo 1,275 mM de €a.

4.2.2. O efeito do DMPP é pré- ou pés-sinaptico?

Apesar de se ter verificado que o efeito facilitatddo DMPP, sobre os
potenciais de electroplaca, aumenta com a redugéonargem de seguranca da
transmissdo sinaptica através da reducdo extracelld CA" e que este composto
potenciava a facilitacdo tetdnica nestas condigbg®rimentais, subsistia a davida
sobre qual dos dois componentes sinapticos, pr@dstsinaptico, seria mais afectado
pelo DMPP. Para esclarecer esta duvida, realizamexperiéncias onde a geracao do
impulso nervoso foi bloqueada com TTX (1 uM), uroeiria que inibe selectivamente
canais de sodio sensiveis a voltagem. Nestas érp&s adicionou-se ainda um
inibidor da AChE, neostigmina (20 uM), para evitadegradacdo da ACh aplicada
exogenamente as preparacdes e, assim, permitiracamp seu efeito com o do DMPP
nas mesmas condi¢cdes experimentais.

A aplicacédo de ACh (100 pM) na presenca de TTXNID) g neostigmina (20
KM) causou um aumento significativo (>100 mV) daepaial de electroplaca (n=4)
gue se manteve durante alguns segundos. Contrateme DMPP (100 uM) foi
desprovido de qualquer resposta sobre a actividadeslectrocitos (n=4) (figura 19),
confirmando a suspeita de que o seu efeito fadititaé mediado exclusivamente pela

activacdo dos receptores nicotinicos pré-sinapticos
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E DMPP 100pM
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Figura 19: Potenciais pds-sinapticos observados apés a ade#Ch (19a) ou DMPP (19b)
em prismas pré-incubados com T{XWM) e neostigming20 puM)

4.3. Dados de bioluminescéncia (sinaptossomas)

4.3.1. Sinaptossomas despolarizados pela veratridinEfeito do DMPP e seu
antagonismo pela DHB-E

A figura 20 representa valores de bioluminescépmaorcionais a libertacdo de
ACh em funcdo do tempo a partir de terminacdesasayisoladas (sinaptossomas) do
orgdo eléctrico dor. marmoratadespolarizadas com veratridina, na auséncia e na
presenca de DMPP. E possivel verificar que o DMPRN)) facilita a libertacdo de
ACh quando os sinaptossomas foram despolarizados/emtridina, e que o seu efeito
foi significativamente atenuado pelo antagonistatinico, DHB-E (3 uM). A figura
21 representa o tratamento estatistico dos resgltathtidos em 4-5 experiéncias
individuais, onde a concentracdo de ACh (pmol)efstimada pelo método de padrao

externo.
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Figura 20: Curvas de bioluminescéncia (libertacdo de ACh) entdo do tempo a partir de
terminacdes nervosas isoladas (sinaptossomas) déo 6eléctrico do T. marmorata
despolarizadas com veratridina (100 pM), na auaéaana presenca de DMPP. Também se
representa o efeito do bloqueio dos receptorestinicos com DHB-E. A curva controlo
representa a resposta obtida apenas na presengeeraeidina com uma concentracao

fisiolégica de C& extracelular.
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Figura 21: Valores de libertagdo de ACh a partir de terminac@®ervosas isoladas

(sinaptossomas) do 6rgdo eléctrico do T. marmatespolarizadas com veratridina (100 pM),
na auséncia e na presenca de DMPP e/ou d@-BHO valor controlo representa a resposta
obtida apenas na presenca de veratridina com umt@acao fisioldgica de Ezextracelular.

Os numeros a branco correspondem ao n das expasénc

4.3.2. Sinaptossomas despolarizados pelo KCI: Efeitdo DMPP e seu

antagonismo pela DHB-E

Usando elevadas concentragdes de KCI (40 mM) cogeota despolarizante
dos sinaptossomas (figura 22), foi possivel obsenefeito facilitatério do DMPP (1-
10 uM) e o seu antagonismo pela BHE (3 uM). O antagonismo pela DHE foi
observado mesmo quando se utilizou uma concentiafgtor do antagonista (1 pM)
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(dados néo representados; n=12). Estes resultashfisncam inequivocamente que o
efeito facilitatério do DMPP sobre a transmissaoaptica no 6rgéo eléctrico db
marmorata se deve a activacdo de receptores nicotinicodizadas nos terminais

nervosos, que sao responsaveis pelo aumento das dé’ACh na fenda sinaptica.

Libertaciao de ACh (KC1 40mM)
40

35: T

30
25 - I
20 |
10 -
U L

CONTROLD DMPE 1M DMPT 1pM DW2P 10ph DMPE 10pM
+ +

ACh (pmol)

L

DH-B-E 3pu DH-B-E 3pM

Figura 22: Representacdo gréafica da libertacdo de ACh (pnaopresenca de KCl e o efeito do
agonista e antagonista (OHE), na concentracéo fisiolégica de’Cextracelular (3,4 mM)Os
numeros a branco correspondem ao n das experiéncias

Os resultados obtidos nas experiéncias com sissgitas mostraram que o
DMPP, aplicado isoladamente, ndo € capaz de caulidertacdo de ACh (dados néo
mostrados). No entanto, a activacdo de receptacesimcos pré-sinapticos facilita a
libertacdo de ACh resultante da despolarizacaoteiwsinais nervosos isolados pela

veratridina ou pelo potassio.

4.4. Efeito de agentes quelantes rapidos e lentos @& intracelular
A facilitacdo da libertacdo de neurotransmissdeggende em grande medida da

regulac&o dos niveis de ao interior do terminal nervoso e da sua distg8aijunto
das zonas activas de libertagdo. Na figura 23,reasse= que a incubagdo dos prismas
com dois agentes quelantes dé'Gatracelulares, EGTA-AM (5QM, quelante lento)

ou BAPTA-AM (50 uM, quelante rapido) afectou distintamente a amgditidos
potenciais de electroplaca ao longo do tempo. Unparde prismas controlo foi
mantido em KrebsTorpedo ao longo do tempo, ndo tendo sofrido alteracbes
significativas na amplitude. Pelo contrario, veofi-se um aumento de amplitude
(relativamente ao tempo 0, sem agente quelantepresmas incubados 60 min com

EGTA-AM (50 uM). Esse aumento permaneceu constante ao longerdpot No
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entanto, os prismas incubados com BAPTA-AM (80) sofreram uma diminuicdo
progressiva da amplitude dos potenciais ao longtedgpo (figura 23), evidenciando
que a presenca de agentes quelantes lentos (EQTAdpidos (BAPTA) dentro do
terminal sindptico afectam a neurotransmisséo deireadiferente.

7 EFEITO NA AMPLITUDE
6 -
’-"\\5 ]
2 I T
o4 A
=]
=
23 |
o
2 -
1 -
0" 0 t60 t75 t90 t135 t0 160 t75 t90 t135 t0 60 t75 t90 t135
Controlo (n=3) EGTA-AM 50 uM (n=6) BAPTA-AM 50 uM (n=6)

Figura 23: Efeito do quelante rapido (EGTA-AMO uM) ou lento (BAPTA-AM50 uM) do
c&" intracelular na amplitude dos potenciais de ebptaca isolados do 6rgdo eléctrico Te
marmorata

Na figura 24, pode verificar-se que o efeito faairio do DMPP sobre a
amplitude dos potenciais de electroplaca foi sigaifvamente atenuado na presenca de
ambos os agentes quelantes intracelulares dd @atados, EGTA-AM (50uM,
guelante lento) e BAPTA-AM (50M, quelante rapido). O efeito preventivo de ambos
os agentes, EGTA-AM e BAPTA-AM, foi equipotente.

Devido a duracao prolongada destas experiénciagssé@ria para garantir a
penetracdo dos compostos na biofase dos prismasplon-se a actividade eléctrica
dos prismas nos tempos t=0 e t=150 min. Como n&amfoobservadas diferencas
significativas entre as duas determinacfes, opgoes mostrar na figura 24 a analise
resultante do efeito dos farmacos ao fim de 150deinontacto com a preparacao.
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EFEITO NAAMPLITUDE (%)

25

15

10

Facilitacio (% do controlo)

=0 min Controlo EGTA-AM BAFPTA-
t=150 min 50uM 50 pil

Figura 24: Efeito facilitatério do DMPP (0,1uM) sobre a ampiie dos potenciais de
electroplaca em prismas incubados na presencaedéeagjuelantes do €a
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V. DISCUSSAO

Neste trabalho estudou-se o efeito modulador daugzela activacdo de
autoreceptores nicotinicos sobre a libertacdo de A3 sinapses do 6rgéo eléctrico de
Torpedo marmorate a sua relagédo com os niveis intra- e extracekilde C%.

Utilizando um agonista dos receptores nicotinico®MPP, verificou-se que
este composto aumenta a laténcia, a amplitudegaaedr duracdo (medida através do
aumento da raz&8o area/pico) dos potenciais derghmta, efeito esse que foi
exacerbado & medida que se reduziu a margem deasegula transmissdo sinaptica
através da diminuicdo do contetido enf'Ge meio de incubacdo, de uma situacdo
proxima da fisiologica (3,4 mM) até niveis de OrBB. Estimulando os prismas com
pulso duplo a 50 Hz (20 ms intervalo entre estislulmbservaram-se fenomenos de
depressao tetanica (observada com 3,4 mM g&Gle facilitagédo tetanica (observada
ap6s abaixamento do €aextracelular), em prismas controlo, através deutdl da
razdo da amplitude do 2° EPP sobre a amplitude dd&AP. Também nestas
circunstancias, o DMPP causou um aumento da d&joresa presenca de Krebs
contendo 3,4 e 1,7 mM CaClparecendo aumentar o efeito facilitatério para
concentracdes de calcio extracelular mais baixasfe@o facilitatério do DMPP no
primeiro EPP foi significativamente atenuado nasenga de dois antagonistas
nicotinicos, a DH3-E e o HE, sendo o primeiro mais eficiente na preéie da accéo
do DMPP. Os resultados das experiéncias de elmsitiofia realizadas em prismas
isolados do 6rgéo eléctrico dmrpedo marmorataugerem que o DMPP exerce um
efeito facilitatério sobre a libertacdo de ACh wea&tido receptores nicotinicos pré-
sinpticos contendo sub-unidad&#4B2 sensiveis a DH-E.

Os mecanismos de modulagdo pré-sinaptica da nansotissdo dependem de
factores relacionados com a actividade do ternmmieraloso, como a disponibilidade de
ACh nos reservatérios citoplasmaticos e vesiculares niveis de Gaatingidos no
interior do terminal. Nd orpedoforam identificadas véarias sub-populacdes de uéssc
sinapticas (figura 25). As dimensdes das vesicsiadpticas presentes no terminal
nervoso permitiram a sua diferenciacdo em divessdispopulagbes (Van der Kloot,
2003). Na populacao de vesiculas 0 (VPO0), estasupas um diametro de cerca 54 nm
(Brochier et al, 1991). As vesiculas VPO sdo produzidas no carplular e,

posteriormente, transportadas ao longo do axomdicaatterminal nervoso. Durante o
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transporte, estas vesiculas podem sofrer alteragpssu contetdo em ACh (Van der
Kloot, 2003).

As vesiculas que compdem a sub-populacdo com rddioretro (84 nm) e que
predominam nos terminais nervosos em repouso (Bnookt al, 1991), séo
denominadas vesiculas 1 (VP1) ou vesiculas de veeséistas sdo consideradas
especializa¢des evolutivas do terminal da eleczplpossuindo 3 vezes mais ACh do
que as vesiculas da populagédo de vesiculas 2 (\fB8)¢ uma sub-populacéo de
vesiculas de tamanho intermédio (Brocteeral, 1991). Enquanto a populagdo das
vesiculas VP2 pode ser denominada por vesiculdslag@gs ou prontas a serem
libertadas, as vesiculas VP1 s&do especializadageracdo de descargas eléctricas
paralisantes (Van der Kloot, 2003).

Quando o nervo electromotor dmrpedoé estimulado, as vesiculas VP2 séo
libertadas em primeiro lugar devido a sua locafipagnesmo considerando que estas
constituem uma pequena fraccdo das vesiculas dvg®mo terminal nervoso,. A
estimulacdo nervosa leva a libertacdo exocitétmacahteddo das vesiculas VP2 na
fenda sinaptica. A membrana destas vesiculas giaépé recuperada por endocitose
(Zimmermann & Whittaker, 1977) através de duas gliantas. Uma das vias, consiste
na reciclagem de vesiculas VP2; através da seguiadaa membrana vesicular sera

utilizada na formacao de vesiculas de reserva (WRh)der Kloot, 2003).

- Replacement (VPO)

< Reserve (VP1

™,
- s stimulation |

~

??_:.'-i Releasable (VP2) |

Sy

/7 ACh&ATE ~

stimulation

Figura 25: Os mecanismos de formacdo de vesiculas sinaptieasua alteracdo no terminal
nervoso ddrorpedo As vesiculas desenhadas com uma linha sélid estadas e séo capazes
de aumentar ou diminuir o seu conteido de ACh;esdculas, desenhadas com uma linha
ponteada, sdo capazes de assimilar ACh (modifipad&@Vhittaker (1987b) e adaptado de Van
der Kloot, 2003).
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Enquanto que as vesiculas VP2 diminuem, o nimexasieulas VP1 aumenta,
indicando que as vesiculas VP2 se transformam esicutas VP1, aumentando o seu
conteldo em ACh, ATP e outros solutos. As vesicM&4 recém-formadas séo
movidas para o compartimento de reserva. Quandenmreé estimulado, as vesiculas
VP2 séo libertadas por exocitose e as VP1 séo imathéls a partir da reserva para o
reservatorio pronto a ser libertado (Zimmermann79l%Zimmermann & Denston,
1977;Van der Kloot, 2003).

A existéncia de grande disponibilidade de iBe$*Ga meio extracelular
(composicdo fisiolégica do meio Kreb$orpedg CaCh 3,4 mM) permite o
estabelecimento de um gradiente iénico dos doieslath membrana celular que é
favoravel & entrada de €gpara o terminal nervoso, levando a rapida saturagio
mecanismos que regulam a libertacdo do neurotrassmiEste fendmeno € conhecido
por depresséo tetanica e pode ser observado attavéslucao da amplitude do 2° EPP
comparativamente ao 1° EPP quando o intervalo estréois estimulos € demasiado
curto (por exemplo, 20 ms tal como se usou nesbmlino) para permitir a recuperacao
da actividade do terminal nervoso (ver figura 11).

Fendmeno semelhante foi observado na jungdo nesoutam do musculo
cutaneus pectoris da ra. Neste tecido a libertalghéd\Ch diminui ao longo de um
estimulo nervoso tetanico (de elevada frequéncjag se pode explicar devido a
alteracdes no tipo de vesiculas recrutado e nasaltes subsequentes no niamero de
quanta libertado (Wu & Betz, 1998). Diversos awameostraram que as condigdes de
estimulacdo nervosa influenciam o recrutamentoifigeshtes populagdes vesiculares.
O recrutamento de vesiculas VP1 fazem com que estesmm no reservatorio pronto a
ser libertado. Comparativamente, a amplitude demm&l gerado para a libertacdo de
vesiculas VP2 recicladas € menor, devido a dim@muiga concentragcdo de ACh no
axoplasma apo6s a estimulagdo (Soria, 1983), emdstea diminuicdo também possa
implicar uma diminuicdo da ACh libertada directateem partir do reservatério
citoplasmatico mediada por mediatoforos (Duretrdl, 1972, 1977; Dunant & Israél,
2000).

Segundo Van der Kloot (2003) quando a taxa de akigéo € baixa, o material
das membranas das vesiculas é recuperado em grartdepela via rapida — VP2.
Quando a estimulacéo é intensa as vesiculas deadsé1) vao substituir as VP2, que
foram libertadas. Assim, pode ser que quando aodibjlidade do C& no meio

extracelular é elevada, a estimulacdo do termiealaso condicione uma diminuigdo
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no contetdo em ACh das vesiculas prontas a selbpentalilas apos o 1° EPP ditada pela
entrada macica deste ido para o terminal. Uma segarplicacdo para a depressao
tetanica podera estar relacionada com a saturag&ualodominio afecto aos sensores
de célcio pré-sinapticos que dificulta a observaggo facilitacdo no 2° EPP. A
diminuicdo da concentracdo extracelular de céleituz o gradiente i6nico dos dois
lados da membrana celular atenuando a saturacdmelcanismos responsaveis pela
libertagdo do neurotransmissor, facto que permiteexvar efeitos facilitatorios até
entdo mascarados (Dunattal, 1980).

SegundaZucker & Regehr (2002), a rapida sucessao de impudmapticosle
elevada frequéncia pode levar a um aumento traiwsitia libertagdo quantica de
neurotransmissores. Este processo puramente @étism denominado facilitagdo
tetdnica, contribui significativamente para a ptédade da transmissdo sinaptica a
curto prazo e € muito importante para as funcda@sldigicas. Com a diminuicdo da
concentracdo de €& extracelular, o mecanismo de facilitagdo é expbicamla
acumulacéo de Gdresidual no terminal nervoso. Segundo esta teosiajes de Ca
que entram depois do primeiro estimulo poderdo ssmao C& que entra apds o
segundo estimulo, levando ao aumento da conceot[m;é':é*intraterminal e, assim,
ao aumento da probabilidade de libertagcdo do newnsrhissor (Katz & Miledi, 1968).
Posteriormente, foi demonstrado que o efeito d6" @araterminal era demasiado
pequeno para promover a facilitacdo, surgindo ummea rteoria relacionada com a
existéncia de locais com grande afinidade para®d staados relativamente longe dos
CCSV, mas que poderiam contribuir para o efeitalifamrio (Kamiya & Zucker,
1994).

Resumindo, é provavel que as diferencas experinsertthservadas neste
trabalho quando se reduziu a concentracdo extiacela Ca" (de 3,4 para 0,85 mM)
se relacionem com a maior ou menor capacidadestdmsniais pré-sinapticos libertarem
ACh. Em condi¢fes de elevada probabilidade detéb&o (concentracéo fisioldgica de
C&”, 3,4 mM), a capacidade de facilitagdo da tranginisinaptica é reduzida devido &
existéncia de um limite maximo de libertacdo. Owtxplicacdo possivel é a saturacéo
do mecanismo secretor com a entrada macica dé éba resposta ao estimulo-teste
(Dunantet al, 1980; Mukhamedyaroet al, 2009). A diminuicdo da concentracao
extracelular de CA causou o aumento do efeito facilitatorio do DMRFbre a

amplitude e a &rea dos potenciais de electropfapads 14 e 15), demonstrando uma
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relacdo inversa entre os niveis extracelulares && (nargem de seguranca) e a
magnitude do efeito facilitatério do DMPP sobreatemcial composto.

Segundo Fedchyshyn & Wang (2007), os parametrderdpo de propagagéo e
de transmisséo do sinal dependem tanto da magritude do intervalo dos estimulos
sindpticos. Estudos classicos na JNM de ra indicagae a laténcia € um parametro
estavel numa variedade de condi¢cdes (Barret & 8&vE972; Parnast al, 1989).
Entretanto, evidéncias recentes obtidas noutraspsés, sugerem que o periodo de
laténcia consegue adaptar-se a novas condicoesl€ekadt al, 2000; Vyshedskiyet
al., 2000). Estes estudos levantam a possibilidade mhradmetros temporais da
libertacdo de ACh, incluindo a laténcia, podererfresoalteracfes dependentes ou
independentes de alteracdes na sinapse (e.g. anénude CH intraterminal, deplecdo
do reservatério de vesiculas sinapticas). Fedcimy&ywang (2007) demonstraram que
a estimulacéo axonal de elevada frequéncia prolosgarios componentes temporais
subjacentes a libertacdo de vesiculas sinapticts.dolongamento pode ser atenuado
pela reducéo do influxo de Eae, consequente, reducéo do célcio extracelular,

Como as condi¢cdes que influenciam a depresséotisiagparecem também
influenciar a taxa de progresséo da laténcia e/auacéo (por exemplo, diminuigéo do
calcio extracelular), estes podem compartilhar @smos mecanismos subjacentes.
Interpretando dados semelhantes, Schneggenbetgal (2002) concluiram que a
actividade de elevada frequéncia esgota o reseivat®é vesiculas sinapticas que estéo
prontas a ser libertadas, associando os locaibeltacdo de diferentes reservatorios de
vesiculas as diferencas nos periodos de laténd@a. éXiste heterogeneidade nas
distancias entre as vesiculas sinapticas e ossldealibertacdo de neurotransmissores.
O aumento do tempo necessario ao recrutamentoeetalifio das vesiculas mais
distantes podem introduzir ndo s6 prolongamentggenimdo de laténcia, mas também
variabilidade e assincronia nos eventos de libdaade ACh, o que podera levar ao
aumento da razdo areal/pico observado neste trabpltw a activacdo dos receptores
nicotinicos pré-sinapticos pelo DMPP. No entanfim se pode excluir a possibilidade
do prolongamento do periodo de laténcia resultamdeeriodo refractario dependente
da actividade dos locais de libertacdo (Stevensahdy 1995) ou do esgotamento (ou
dessensibilizacdo) da maquinaria de libertacdcs@sen de Ca, por exemplo) (Israél
et al., 1987; Hsuet al, 1996; Fedchyshyn & Wang, 2007), levando, a cprazo, a

prolongamentos temporais transitorios.
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Concluindo, os dados electrofisolégicos obtidogen&mbalho demonstram que
a activacdo de receptores nicotinicos pré-sinéptiepresentam uma forma simples de
modulagéo fisiologica por retrocontrolo positivdgp&Ch libertada, tal como ja tinha
sido provado na juncdo neuromuscular de rato (&, 2003; Timoétet al.,2003).
Estes resultados s&o tanto mais relevantes quantemonstrou que a facilitagao
tetanica observada endogenamente pela reducéoiwis extracelulares do €afoi
prontamente prevenida pela incubagdo com antagsnidds receptores nicotinicos,
DH-B-E (3 uM) e hexameténio (HE, 1 mM). Estes resulsaddtidos na auséncia de
inibidores de AChE, sugerem a proximidade dos nA@h&Rsinapticos aos terminais
pos-sinapticos, ja que os NAChR conseguem seraalosvantes da hidrolise da ACh
pela AChE (Wonnacott, 1997).

Na 22 parte deste trabalho, realizaram-se expéiEemo sentido de confirmar
que o efeito facilitatorio do DMPP se devia a untcgda predominantemente pré-
sindptica, tal como era sugerido pela interpretag@oresultados electrofisiolégicos. Se
esta hipotese fosse correcta, o bloqueio da gedagsianpulsos nervosos nos prismas
usando TTX (um inibidor dos canais de sédio sers&ea/oltagem) deveria prevenir o
efeito facilitatério do DMPP (10QuM). Nas mesmas circunstancias, a aplicagao
exdgena de ACh (10QM) conjuntamente com o inibidor da AChE, neostigmin
deveria desencadear a despolarizacdo pos-sindpsoalectrdcitos, independentemente
da estimulacdo eléctrica dos prismas. Os result@dperimentais corroboraram a
interpretacdo de que a activacdo de receptoredimams pré-sindpticos sdo 0s
responsaveis pelo efeito facilitatério do DMPP sobs potenciais de electroplaca no
orgéo eléctrico dd. marmorata ao contrario do que foi observado apds a apleaca
exégena de ACh.

Estes resultados foram confirmados avaliando dineente a libertacdo de ACh
a partir de terminais nervosos (sinaptossomasadsal a partir do 6rgao eléctrico de
Torpedo despolarizados com VT ou KCI. Nestas condicbesmxgntais, o DMPP
facilitou a libertacdo de ACh secundaria a despzEgéio dos sinaptossomas,
confirmando a natureza pré-sinaptica do seu eféabcomo foi observado na juncao
neuromuscular de rato (ver Fagaal, 2003), o efeito facilitatério do DMPP sobre a
libertagdo de ACh foi prevenido pelo antagonisteotinico, DH-E, indicando a
presenca de receptores nicotinicos contendo suladesa3/432 sensiveis aquele
antagonista. Parece, pois, possivel a existéndim®logia funcional e estrutural entre

0S autoreceptores nicotinicos responsaveis pelatdego da libertacdo de ACh na
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juncdo neuromuscular do rato e na jungdo neurdriglécdo Torpedo Este facto é
surpreendente atendendo a falta de conservacaduestrdas sinapses entre as duas
preparagdes, tal como foi constatado nas imagensndeoscopia confocal de
fluorescéncia (figura 10). E, ainda, de realcar queceptor nicotinico pés-sinaptico
existente nos electrécitos apresenta homologiatasit com os receptores existentes
no musculo esquelético, contendo sub-unidagkessensiveis a BTX (4M, n=4,
resultados ndo apresentados). Tal como foi obsemagungédo neuromuscular de rato,
este trabalho demonstrou que os receptores pdstisive do Torpedotambém sédo
insensiveis ao DMPP.

Os nAChR pré-sindpticos tém uma maior permeabiidado CA&'
comparativamente com as sub-unidades presentéserntnais pds-sinapticos (Vernino
et al, 1994). Os dados experimentais obtidos nestaltralpermitem concluir que a
entrada de G4 que acompanha a activacdo do receptor pelo DMBRan&uficiente
para desencadear por si s6 a exocitose do newswotigsor. No entanto, o influxo
transitério de C& através do canal nicotinico pode ligar o nAChRas de segundos
mensageiros intracelulares (por exemplo, a proteirese C), que podem elas préprias
facilitar a exocitose devido ao aumento rapidoadoanho do reservatdrio de vesiculas
singpticas prontas a serem libertadas (Singh &rPd898). Para além disso, a
despolarizacdo dos terminais nervosos devido doxmfde N& através dos nAChR
pode aumentar a concentracdo intracelular dé @@sencadeada pelo influxo através de
CCSV (Kulaket al, 2001).

A concentracdo intracelular de calcio, bem comaa distribuicdo no interior
do terminal nervoso, possuem um papel importante mecanismos que regulam a
libertacdo do neurotransmissor. A libertacdo donsm@issor € iniciada por
concentracbes muito elevadas de?'Cdentro de determinados microdominios
localizados proximo das zonas activas. No orgactréé deTorpedg sdo necessarias
elevadas concentracdes de’Qgara activar o mecanismo secretor (Isetéhl 1987;
Dunant & Bloc, 2003; Dunaret al., 2009). A elevacado dos niveis intracelulares dé Ca
persiste por periodos muito curtos (ap0s o0 potendé&a accdo) e ocorrem na
proximidade do orificio interno do canal de?Cguando este se abre (Yazejemnal,
2000; Roberts, 1994). A libertacdo de ACh atravésadoplamento das vesiculas
sindpticas e a sua ligacdo aos CCSV é essencabgancesso neurosecretor sensivel a
concentracdes transitérias de*Cdurante a ocorréncia do potencial de accao (N&her

Sakaba, 2008). O potencial de accdo provoca umee Bexploséo” da libertacdo do
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neurotransmissor, a chamada libertagdo sincromapode ser explicada pela sua curta
duracdo focada em micro- ou nanodominios de elewemtentracdo de €a
intraterminal responsaveis pela activacdo massi¢gaege do mecanismo secretor.
Assim, durante o potencial de accdo, os CCSV alseera- fecham, havendo uma
acumulacéo de Ghseguida de um decaimento muito rapido em tornteslesnais
(Llinas et al, 1981; Adleret al, 1991; Stanley, 1993; Roberts, 1994; Yazeparal,
2000). Estudos recentes demonstraram que a liBertale neurotransmissores é
desencadeada por uma subida transitéria muitoizaci da concentracéo de’Cajue
varia entre 0os 10 uM e os 100-200 uM ou mais epretites preparacdes (Llindsal,
1992 e 1995). O nanodominio refere-se aos traesiede C& que estdo muito
préximos dos CCSV (10-100 nm). E o microdominiolin®@s nanodominios, assim
como regides mais afastadas (200 nmanlde didametro) onde as concentracdes de
Ca* sdo mais baixas (Naraghi & Neher, 1997).

Outro factor que pode influenciar a libertagdo @hA a afinidade dos sensores
de libertacéio fasica de €aestando relacionados com a distancia aos casa&d
Os sensores de baixa afinidade est&o situadospeiés (<100 nm) dos canais de’Ca
(ax6nio da lula gigante, células bipolares do peicoairado e 6rgdo eléctrico do
Torpedo,por exemplo), enquanto os sensores de elevadaadmi(sinapse em célice,
por exemplo) poderdo estar em dominios celularas afastados, onde uma menor
concentracdo de &aainda activa estes sensores (Neher, 1998).

Estes processos operam em diferentes regimescogétima vez que a cinética
dos nanodominios é dominada por elevagcfes extremtamépidas das concentracdes
de C&" ([C&"]i) no terminal seguidas de uma reducéo igualmepida&épos o fecho
dos CCSV. Nesses dominios, agentes quelantes samdmo o BAPTA-AM
conseguem uma rapida inactivacdo dé'@a6s a sua ligacdo, enquanto os quelantes
mais lentos como o EGTA-AM sao ineficazes porqudifasdo daquele ido ocorre
numa escala muito diminuta de tempo (us), que passa ou duas ordens de
magnitude mais rapida que a difuséo de longo atcaerecsequestracdo de?Qalaraghi
& Neher, 1997).

Para avaliar a posicéo relativa dos locais de thgéo de ACh face a uma
possivel entrada de €ano terminal nervoso por intermédio do receptor tiiGeo,
testou-se o efeito facilitatério do DMPP na aus&mcha presenca de dois quelantes de
C&* com cinéticas de ligacéo ao ido distintas: 0 BARAM é ~160-400 vezes mais
rapido que o EGTA-AM na realizacdo dessa tarefée(irsl980; Naraghi, 1997). Na
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presenca do quelante de?Caom cinética lenta observou-se um aumento da ardgli
do EPP. Este efeito, podera dever-se a sequestthnd0d&’ residual intraterminal
(Fedchyshyn & Wang, 2007) que estaria, hipoteticaaea inibir (parcialmente) os
CCSV (Catterall, 2000) ou os sensores dé'Qaraélet al, 1987), resultando numa
menor libertacdo de ACh. Este efeito ndo parecar eslacionado com a relagao
espacial entre os nNAChR e os CCSV. Ja a diminuigigira da libertacdo de ACh
observada em fungdo do tempo de incubagdo com lam@erapido, BAPTA-AM,
evidencia um elevado grau de acoplamento entre @S\VCe os sensores de Za
envolvidos na neurosecre¢cdo. Ambos os quelantesPTBAAM e EGTA-AM,
preveniram eficazmente a deteccdo do efeito famliio do DMPP sobre a libertacdo
de ACh. Os dados mostram que os dois agentes tgeléoram equipotentes na
prevencdo do efeito do DMPP. Estes resultadosnpiredres sugerem a inexisténcia de
co-localizacdo entre os sensores dé"Gasponsaveis pela libertacdo de ACh e os
NAChR activados, salientando que a sua relacaciaspliista pelo menos 100-200 nm
(Mukhamedyarovet al, 2009). Para confimar esta hipétese serdo netEssaais
estudos fazendo variar a concentracao dos agam&mtes de forma fina ou realizar as
experiéncias onde se reduza a margem de segurangargmissao, tal como foi

mostrado nalgumas experiéncias contidas nestdhmba
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VI. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Neste trabalho, mostrou-se pela primeira vez oolgmaento de
receptores nicotinicos pré-sindpticos na modulagéivansmissao colinérgica rapida no
orgdo eléctrico dd. marmorata Foi possivel demonstrar que a ACh facilita a sua
propria libertacdo através da activacdo de autpteces nicotinicos contendo sub-
unidadesa3/482. No entanto, mais estudos s8o necessarios paaaterézar com
certeza o subtipo dos receptores nicotinicos eadvusando antagonistas selectivos,
como por exemplo, a metilicaconitina (MLA) que ayimiza competitivamente as sub-
unidades7 dos nAChR; a conotoxina MIl (CTX MIl) que possum elevado grau de
selectividade para as sububidad@g2 (Cartieret al., 1996) podendo também afectar
NAChR com sub-unidades5 de elevada afinidade (Kuryatetal, 2000).

Também foi possivel demonstrar que a elevacoitidaiasdo C&" no interior
do terminal nervoso influencia a activagdo dos ptwes nicotinicos pré-sinapticos.
Relativamente & determinagcdo da sua relacdo ebpaamos locais de libertagdo de
ACh, concluimos que os sensores dé'Gasponsaveis pela libertacdo de ACh e os
NAChR activados pelo DMPP néo estao co-localizadiodhora sejam necessarios mais
estudos para podermos afirmar essa relacdo. Radevar-se-a variar a concentragdo
dos agentes quelantes de’Caealizar experiéncias em condicdes de reducdo da
margem de seguranca da transmissdo sinaptica (baixeoncentracdo de €a
extracelular), assim como medir directamente a tipee de neurotransmissor
libertado por métodos radioisotopicos.

O Torpedouutiliza frequéncias de disparo elevadas duranteoges de tempo
muito curtos. A sua elevada eficiéncia do procetsdibertacéo inicial é responséavel
pela producdo de descargas de cinco a dez imputsos frequécias de
aproximadamente 100 Hz (Dunamt al, 1980). Tendo conhecimento destas
caracteristicas fisiolégicas e comportamentais éessirio realizar estudos com
estimulacao repetitiva, para avaliar melhor a preg®u auséncia de depressao tetanica
intrinseca, assim como perceber qual a verdadeipgrcussdo da autofacilitacao
nicotinica e do papel do €ala fisiologia do animal.

O estudo deste modelo de transmissao colinérgmdar@videnciando grande
homologia funcional com a jungdo neuromuscular rasueéspécies e cuja facilidade de
manipulagéo ficou patente neste trabalho, poderagé&ado no estudo de doencas

neuromusculares, como a miastenia gravis no Homem.
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