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Técnicas para o estudo da
neurotransmmissao

o Estratégias:

»Deteccdo direta do neurotransmissor
» Neuroquimica
» Eletroquimica

»Deteccdo indireta do neurotransmissor
» Efeito biolégico pos-sinaptico (o receptor como detector)
» Efeito sobre um 6rgdo alvo
» Correntes e potencials pos-sinapticos
»Deteccdo direta da exocitose

» Corantes de membrana
» Medidas elétricas de capacitancia




Medida indireta: contracdo muscular

» Musculo liso ou esquelético
> Preparacio comum: [leo de cobaia
» Liberacdo pelo plexo mientérico
» Musculo esquelético
» Estimulac¢do do nervo motor

» Contracao muscular ~ liberacéo de transmissor; calibracdo com
padroes conhecidos de transmissor

» Uso de antagonistas de receptores pos-sinapticos & essencial para
caracterizar a contracéo como produto da liberacdo de
neurotransmissores

*Alteracdes do batimento cardiaco e outras

funcdes autondmicas
» Experimentos pioneiros de Otto Loewi




Aparato para estudar a contracao
do musculo liso (ileo de cobaia)
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Patra J.K., Das S.K., Das G., Thatoi H. (2019) Isolated Tissues and Organs. In: A Practical Guide to Pharmacological
Biotechnology. Learning Materials in Biosciences. Springer, Singapore. https://doi.org/10.1007/978-981-13-6355-9 2




Aparato para estudar a contragao
do musculo liso (ileo de cobaia)
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| Thermoregulatory device

https://www.slideshare.net/OsamaAlZahrani5/pharmacology-practical-effect-of-cholinergic-drugs-on-isolated-
rabbit-jejunum-drug-amp-drug-response-relationship?from_action=save




Agonist drug (Acetylcholine

Maximum Super maximum

Sub maximum

https://www.slideshare.net/OsamaAlZahrani5/pharmacology-practical-effect-of-cholinergic-drugs-on-isolated-
rabbit-jejunum-drug-amp-drug-response-relationship?from_action=save




Antagonist drug (Atropine

Sub maximum

High dose
Atropine

https://www.slideshare.net/OsamaAlZahrani5/pharmacology-practical-effect-of-cholinergic-drugs-on-isolated-
rabbit-jejunum-drug-amp-drug-response-relationship?from_action=save




Neuroquimica

» Preparacoes in vitro:
» Fatias ou prismas de tecido cerebral
» Prdtica e fdcil porém grosseira
» Células e cultura
» Cara, precisa de um ensaio sensivel
 Sinaptossomas
» Muito usada, isola o elernento pré-sindptico por isso ideal para estudar mecanismos pré-

-

sindpticos. Néio leva em consideraciio o lado pés. Néio leva em consideraciio o resto do
neurénio

* Preparacg6es in vivo:
» Perfusdo de ganglios periféricos
» Ganglio cervical superior
> Microdialise
» Boas por se tratarem de preps in vivo, mas muito trabalhosas

° Emn todas essas gregaragb’es o neurotransrissor € medido no sobrenadante
do meio de incubagdo




Neuroquimica — detecgao por radioisotopos
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Neuroquimica
e HPLC

 Para aminoacidos
« Pouco usado. Mais usado para microdialise in vivo.

e Radioimunoensaio
« Para peptideos

« Ensaio luminometrico para acetilcolina e ATP.

 ReagOes de oxiredugao que culminam na transferéncia de elétrons,
gerando luz. Compara-se a resposta gerada pela amostra com padroes

« ATP: reacao da Luciferina/luciferase
 Faz-se medidas em tempo real em sinaptosomas ou tecido nervoso
o Acetilcolina: reacao do luminol
 Faz-se em sobrenadantes
« Método de alta sensibilidade, mas caro e muito sensivel a impurezas




Ensaio luminometrico

« Ensaio luminomeétrico para ATP.

Sinaptosomas

8

Visualizacdo em tempo real de ATP sendo liberado
em um ganglio nervoso de molusco

Fig. 1. Trace recording of the continuous release of ATP from rat brain
cortical synaptosomes depolarized with 33 mM KCl. Resulis of a typi-
cal experiment are shown, (1) 33 mM KCl depolarization in the ab-
sence of calcium (EGTA 1 mM); (2) 33 mM KCl depolarization in the
presence of calcium (2.5 mM); (3) ATP standard (5 pmal); (4) ATP
standard (10 pmol); (5) ATF standard (20 prmol).




Ensaio luminometrico

e Fluorimetria para glutamato

« Extremamente sensivel, mede em tempo real a liberagao de glutamato.

« Baseia-se medicao da fluorescéncia do NAPH produzido pela oxidacao
descarboxilativa do glutamato pela glutamato desidrogenase.

« ApOs o expto. faz-se uma curva de calibragcdo adicionando L-glutamato
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Eletrofisiologia

Eletrofisiologicas

e Neurotransmissao na juncao neuromuscular
» Medidas de potenciais miniaturas e potenciais de placa motora

Ne

.~ Neuromuscular Junction (408X .
B . W\
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Paul Fatt and Bernard Katz, 1952 50 msec







Técnicas para o estudo da
neurotransmissao

- Eletrofisiologicas
« Neurotransmissao em fatias de sistema nervoso central

Intracellular
recording

Esquerna de fatia hipocarnoal

Extracellular
recording

Weak stimulus Sttog stimulus
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Registro eletrofisiologico
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Eletrofisiologia

» Registros extracelulares (potenciais de campo)
o Atividade de diversos inputs.

» Técnicas eletrofisiolégicas de “single-cell”
» Registros em neurdnios em fatias de sisterna nervoso central
» Voltage-clamp (correntes a potencial fixo)double-electrode
o Current clamp (potenciais) - “sharp-electrode” - empalamento
o Patch-clamp (voltage e current-clamp)

» Registro de eventos evocados (estimulacdo dos axonios pré-
sinapticos) e espontaneos

» Registros em neuronios em cultura primaria
o Patch-clamp (voltage e current-clamp).
» Registro de eventos sinapticos espontaneos
» Registro de eventos sinapticos evocados




Registros em fatias do hipocampo

Intracellular Extracellular
recording recording

<

Weak stimulus Strong stimulus
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Registros extracelulares




A técnica de patch clamp
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Neuronios em
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Voltage clamp = Mantem o potencial de
membrana constante.

5 ms +90my

-10 mV li by (V)|
R PP T T -
70 mV = S I

témpo I
(ms) i

Corrente de
sadio

Correntes positivas = corrente de saida = saida de cations ou entrada de anions = hiperpolariza¢do da membrana
Correntes negativas = corrente de entrada= entrada de cations ou saida de anions = despolariza¢cio da membrana




Current clamp = o potencial da membrana
varia livremente com a passagem de
corrente.




Registros intracelulares

Stimulate motor axon

Potencial pos-sinaptico
excitatorio

(medido em current-clamp)

Corrente pds-sinaptica

excitatoria

(medido em voltage-clamp)
Time ——




Técnicas para o estudo da
neurotransmissao

Eletrofisiologicas

« Técnicas eletrofisioldgicas de  “single-cell” -whole-cell
patch-clamp
« Registros em neurdnios centrais
« Whole-cell Patch-clamp (voltage-clamp)
« Registro de eventos espontaneos (1) e evocados (2)

B 2
=1




Sinapses pouco convencionais

-sinapses muito maiores do que as convencionais
sao modelos importantes da investigagao da
fisiologia pre-sinaptica




A juncao neuromuscular fol uma das primeiras
sinases a serem estudadas

 Cada fibra recebe um
terminal. Cada terminal
possui diversos sitios de
liberagao vesicular

«O registro da
neurotransmissao e feito
na fibra muscular, por
impalamento, um
metodo facil levando-se
em comta a robustez da
fibra muscular
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Potenciais miniatura da placa motora ajudaram a entender os mecanismos
de liberacao de neurotransmissores




Sinapse gigante da lula
(ganglio estelado)

postsynaptic

\

\ presynaptic

terminal




Registros
simultaneos pré
e pds sindpticos
revelaram a
dependéncia de
cdlcio na
neurotransmiss
ao
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O Terminal gigante dos neurdnios bipolares da retina do peixe permitiram 0s primeiros
registros diretos de exo e endocitose por medidas de capacitancia




O Cadlice de Held é uam sinapse gigante
central que tem ajudado a entender os
mecanismos de exocitose cen’rr'al

Hair cell

Emaph::

Cochlear (+) Excitation
spiral ganglion - (=) Inhibition

Nature Reviews | Neuroscience

vonGersdorff & Borst, 2002




The calyx of i
Held *
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Held, H. (1893). Die zentrale Gehdorleitung. Arch. Anat. u.
Physiol. 17, 201-248.




A “redescoberta” do calice de Held

The binaural auditory pathway: excitatory amino
acid receptors mediate dual timecourse excitatory

postsynaptic currents in the rat medial nucleus of the
trapezoid body

IAN D. FORSYTHE anp MARGARET BARNES-DAVIES

lon Channel Group, Department of Physiology, University of Leicester, P.O. Box 138, Letcester LE] 9HN, UK.

Proc. R. Soc, Lond, B (1993) 251, 151157
Frinted in Great Britain

MS 3419, pp.381-387 Journal of Physiology (1994), 479.3

Direct patch recording from identified presynaptic terminals
mediating glutamatergic EPSCs in the rat CNS, in vitro
Ian D. Forsythe

ITon Channel Group, Department of Cell Physiology and Pharmacology,
University of Leicester, PO Box 138, Leicester LE1 9HN, UK




The calyx of
Held

MNTB
principal cell

Conventional
synaptic bouton

Calyciferous axon

1
vonGersdorff & Borst, 2002 Nature Reviews | Neuroscience




The Calyx of Held

a) IR-DIC image
b) Luciffer yellow filling
c) Anti-SV2 stainning




e calycel Termina
allow electrophysiological recording
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O Numero de publicacdes sobre o célice de

Held tem aumentado vertiginosamente desde
sua “redescoberta’

| 1SI Web of Science search
{ using:
"calyx of Held" OR (calyx AND MNTB)
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Opsinas provenientes de algas ou
bactérias controladas por luz

a Bacteriorhodopsin Halorhodopsin Channelrhodopsin

All-trans retinal
chromophore




A canalorodopsina € um canal
cationico ativado pela luz azul (470
nm)

ChR2 channel blue light (470 nm)

7 transmembrane NH,
proteins outside cell

+++++++ 4+ ++++++++

inside cell

~
all-trans retinal COOH




lllumination evokes photocurrents in ChR2-positive cortical neurons.
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{frontfers in METHODS ARTICLE %
NEURAL C|RCU|TS doi: 10.338§msum.m.021,2009

Optogenetic dissection of neuronal circuits in zebrafish using
viral gene transfer and the Tet system

Peixin Zhu', Yuichi Narita', Sebastian T Bundschuh’, Otto Fajardo’, Yan-Ping Zhang Schérer’,

Bidisha Chattopadhyaya™, Estelle Arn Bouldoires', Anna Ewa Stepien’?, Karl Deisseroth?, Silvia Arber'?,
Rolf Sprengel*, Filippo M. Rijli’ and Rainer W. Friedrich'*

" Friedrich Miescher Institute for Biomedical Research, Novartis Research Foundation, Basel, Switzerland

? Biozentrum, Department of Cell Biology, University of Basel, Basel, Switzerland

3 Department of Bioengineering, Stanford University, Stanford, CA, USA
4 Max Planck Institute for Medical Research, Heidelberg, Germany
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Projecdes de células do hilus do giro dentado transfectadas com o hSyn-ChR2-GFP. A e B Nossos
resultados preliminares mostram a expressdo da GFP em corpos celulares e dendritos. C. Corrente
sindptica excitatoria evocada por um pulso de luz azul com duracgéo de 10 ms, registrada em neuronio
piramidal da regido da CAl, em fatias hipocampais, usando-se whole-cell patch-clamp. Neste
experimento foi utilizada uma fonte de LED, 488nm, com 20-30% da poténcia total.




A micoinjecao em areas especificas de virus (AAV ou lentvirus)
contendo plasmideos que expressam Chr2 ligadas a

promotores especificos, permite a estimulacao de vias
especificas neurais

SIX STEPS TO
OPTOGENETICS

STEP3

Ingect virus into animal beain, opsin
Is expressed in targeted neurons.







Experimentos de optogenetica in




Halorodopsina (canal de CI") e archrodopsina (bomba
extrudora de H*) produzem hiperpolarizacao da
membrana e consequente inibicao neuronal
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GCampb6 e uma proteina engenheirada para
ser sensora de calcio

ARTICLE

doi:10.1038/naturel2354

Ultrasensitive fluorescent proteins for
imaging neuronal activity

Tsai-Wen Chen', Trevor J. Wardill'}, Yi Sun!, Stefan R. Pulver, Sabine L. Renninger?, Amy Baohan'3, Eric R. Schreiter’,
Rex A. Kerr!, Michael B. Orger?, Vivek Jayaraman', Loren L. Looger', Karel Svoboda' & Douglas S. Kim'
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Deteccao da exocitose por
corantes FM1

- FM1-43. We have developed and characterized
fluorescent dyes that stain the membranes of recycled
synaptic vesicles. The best dye is FM1-43, which was
synthesized by Dr. Fei Mao of Molecular Probes, Inc.
Three properties make FM dyes useful for studying Bill Betz
exocytosis, endocytosis, and endosomal trafficking:

- The dyes partition reversibly in membranes

- The dyes do not 'flip flop' and so are never free in the
cytoplasm

- The dyes are far more fluorescent in membranes than
in water (From Bill Betz Web page)







FM1-43

Juncao neuromuscular
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A fotoconversao do FM1-43 promove a sua fixacao




Flucrescence
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SYNAPTO-PHLUORIN

Proteina derivada da GFP que fluoresce em meio alcalino.

Mede exocitose ja que so fluoresce quando o interior da vesicula entra
em contato com o meio extracelular, ja que o interior da vesicula &
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DETECCAOD A EXOCITOSE POR MEDIDAS
DE CAPACITANCIA DA MEMBRANA-
REFLETE UM AUMENTO DA AREA
(EXOCITOSE)

C,.=(/dA




Medidas de capacitancia da membrana refletem um
aumento da area (exocitose)
Usa-se terminais gigantes ou células neuroendocrinas

Terminais gigantes do neuronio bipolar da retina de peixe

b

a, Bipolar cell tarminal

W0 pm
C Intact bipolar cell d Isolated terminal

Palmer et al J Neuroscience 23 (2003)




Medidas de exocitose no terminal
gigante calice de Held

Medidas pré e pos-sinapticas simultaneas
Correlacao direta da exocitose com correntes pos-sinapticas

Sun JY, Wu LG. Fast kinetics of exocytosis revealed by
simultaneous measurements of presynaptic capacitance
and postsynaptic currents at a central synapse. Neuron
2001: 30: 171-182.




Medidas de exocitose no terminal
gigante calice de Held

razilian Journal of Medical and Biological Research (2009) 42: 94-104
ISSN 0100-879%

Synaptic vesicle pool size, release
probability and synaptic depression are
sensitive to Ca2* buffering capacity in the
developing rat calyx of Held

R.M. Le&@o'? and H. von Gersdorff2
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Deteccao de catecolaminas por amperometria

Electro-Oxidation of Serotonin

Annl Chem.

Carbon fiber




Deteccao de catecolaminas por amperometria e
capacitancia simultaneamente

100 s

Albillos et al., Nature 389 (1997



