O Lado pos-sinaptico
-Receptores ionotropicos.

-Receptores metabotropicos.
-Cleareance de transmissores.
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Os receptores de neurotransmissores sao classificados
como ionotropicos (A) e metabotrdpicos (B)
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Os receptores de neurotransmissores sao
classificados como ionotrépicos (A) e metabotropicos

A
Transmlttegr
o Transmitter

Adenylyl cyclase

Extracellular




Os neurotransmissores se ligam aos receptores situados na membrana pos-sinaptica.
receptores ionotrépicos = responsaveis pela resposta rapida. Abrem canais idbnicos ha membrana pos-
sinaptica

O transmissor na JNM dos vertebrados
é a acetilcolina (ACh) 0
L
]

Neurotransmissor
se liga a0 receptor

Ela se liga aos receptores nicotinicos
(ionotrdpicos), abrindo canais catibnicos

Canal abre ¢
transmissores excitatorios an
(permeiam cations)

Ach-nicotinico

Glutamato-aAmPA, Kainato, NMDA

transmissores inibitérios

(permeiam anions)
GABA-GABA, (<]
Glicina
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Estrutura geral dos receptores ionotrépicos

(A)

NEUROSCIENCE: Third Edition

GluA2
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Tetramer Nature 462: 745-756.
J. Mol. Biol. 346, 967-989, (ABGD,
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Varias subunidades compdem o0s receptores ionotropicos

glutamato
N
N
MDA Kt
GluRl = NRI  GluR5
GluR2 = NR2A  GluRe
GluR3 | NRB  GluR7
Gurs | N
~NR2D

NEUROSCIENCE: Third Edition



O Receptor nicotinico € um pentamero

(b)
a
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C

Neurotransmitter
binding pocket

Pore

A

A estrutura do receptor nicotinico € a melhor
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Correntes TOTAIS da membrana através do
receptor nicotinico (whole cell patch clamp)

ACh

40 pA




Correntes sinapticas através do receptor

nicotinico

(a)

Motoneuron
axon stimulation » “® Vineasured

( ‘7)_LL< )lnnervated muscle fibre

(b) Stimulation

250 +38 mV
0 — = \
<
E
—-250 -
~500 |- | Ty —120mV ,

v, Two-electrode
voltage clamp

2 4 6

Time after nerve stimulation (ms)

FIGURE 8.21 Motor endplate current. (a) Current re-
corded in response to a stimulation of the nerve fiber under
two-electrode voltage clamp. (b) This current is inward for
negative membrane potentials and outward for positive
voltages. As in the case of the unitary current, the motor
endplate current reverses around 0 mV (frog’s neuromus-
cular junction). Muscular action potentials are blocked by
voltage clamping the corresponding muscle region. The
muscle contraction induced by the inward current can
be blocked by the destruction of T tubules (with a hyper-
osmotic shock). Adapted from Magleby KL, Stevens CF
(1972) A quantitative description of end plate currents.
J. Physiol. (Lond.) 223, 173-197, with permission.



Receptores nicotinicos podem ser
homomericos ou heteromeéricos

w9

210 Neuronal,
«7 homomeric
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J. Mol. Biol. 346, 967-989,
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FIGURE 13-11 Heterogeneity of nAChR family of subunits. Phylogenetic relationship of vertebrate nAChR subunits, adapted from Le
Novere & Changeux (1995). The subunit composition of native nAChRs is illustrated on the right. Putative agonist-binding sites are indicated
by dark circles between principal and complimentary adjacent subunits.



O Receptor GABA, é um pentamero

também
(b)

N-terminus

Neurotransmitter
binding site

C-terminus




Os receptores glutamatérgicos sao divididos
em 3 tipos baseados em sua farmacologia

(b)
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Os receptores glutamatergicos sao divididos

(a)
iGluRs Non-NMDA receptors NMDA receptors
AMPA _ _
receptors KA receptors Glu site Gly site
Selective AMPA Kainate (< 1 uM) NMDA Glycine
agonists ATPA (GluK1)
Non-selective
agonists Glutamate Glutamate =
. GYKI 53655 SYM 2081 D-AP5 :
Selective 5,7-dichloro-
: GYKI 52466 UBP 310 X
antagonists NBQX (1 uM) (GLUK2/K5) kynurenate
Non-selective CNQX
antagonists DNQX - CNQX
NBQX (=1 uM)
Channel MK 801
blockers ketamine
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Modelos cinéticos

Receptor nicotinico

A A

C¥CA¥ —— 00—
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/
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C = fechado

O= aberto

D = dessensibilizado
A = Acetilcolina



Modelos cinéticos
Receptor GABA,

0
Unbound =—=— Bound,

Kofr WL
oy || By

Open,




Polaridade/reversado

pA

e

/

/)

glutamato

GABA

mV

Cl-

Na"

K+
v




Sinapses inibitorias e excitatorias

IPSC-GABA,

Vm = -30 mV
EPSC-glutamato (AMPA)

e 0 0
gs IE (\ gm _E
T + 0

V. =
" &g, +0, o

Erev(GABAA):ErevCI~'80 mV
Eeviampay~0 mV

Sinapses excitatorias levam o E_, proximo de 0 mV (despolarizam)
Sinapses inibitorias estabilizam o E, proximo de repouso



O gradiente de cloreto nos neurdnios € influenciado por
transporte ativo secundario

b C
KCC = co-transportador
potassio/cloreto S
5
)
c
<
NKCC = co-transportador %
sodio/potassio/cloreto E
~ | Na*/K*ATPase Postsynaptic depolarization
by CI™ efflux
S Na* K*2cI- K* CI" K* Cl- g CI°
> 2K* -.
o
= AR,
©
=
Postsynaptic hyperpolarization by Cl=influx

NATURE REVIEWS | NEUROSCIENCE VOLUME 15 | OCTOBER 2014 | 637



GABA pode ser excitatorio dependendo da E

inibicao < » excitagcdo

E PA
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GABA pode ser excitatorio
dependendo da E,

Truncated action potential
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O glutamato ativa dois tipos de receptores com
caracteristicas biofisicas distintas:
AMPA/kainato e NMDA

Presynaptic Postsynaptic

AMPA
O 4 | receptors
Q
(@) 0 - :
o T4 NMDA
O receptors




Diferencas cinéticas dos receptores
Receptores glutamatéricos AMPA x NMDA

P14
o +75 m\V
RETIFICACAO . +50 mV
\ +25 mV
mV - —
-25mVY
I‘é .50 mV
=5
10 ms 75 mV
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o NIVIDA
o AMPA

NMDA




O Receptor NMDA é bloqueado pelo Mg** em
potenciais hiperpolarizados

A
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O Receptor NMDA €& um detector de
coincidéncia.

2 /0

.5 ® o

O = Mg \v
@ =Ca™, Na*
O =K*

-60 mV

+30 mV
1. Bloqueio da entrada de cétios pelo magnésio externo no repouso
2. Em potenciais positivos a saida dos cations expulsa 0 magnésio

Apenas quando a despolarizacdo da célula pos-
sindptica for grande o suficiente (>0 mV) é que o
receptor NMDA se abre e permite o influxo de
calcio



Morfologia funcional do evento sinaptico
Analise de correntes

1. Ativacao (rise-time)

2. Decaimento

1. Desativacao
2. Dessensibilizacao




Decaimento

1 D nn‘&i decaimento (desativacao; dessensibilizacao)

clearance

Time -

difusdo do transmissor
para fora da fenda remocAo por

sinptica degradacao
enzimatica transportadores
gliais e/ou

(acetilcolina) :
neuronais



Acetilcolinaesterase cliva a
acetilcolina em colina e acetato

Acetylcholine Ho-ﬁ_ . .
CH Cll-l3 CH 0 Acetic Acid
+N-CH, CHz-o-c':'.-CH3 > +
Efecfmafaﬂ'céaffracﬁ'r:ln 0 CHCH3 CH3
—ﬁ%(%\@i H? \lll/ Choline
K 2 erine — I
"EES.teriu: Site” CHE CHEOH
Acetylcholinesterase




Inibidores da acetilcolinaesterase tem funcdes terapéuticas, de
inseticidas e sao usadas como armas guimicas

reversiveis
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{active product
of parathion)



Inibica0 da acetilcolinaesterase por eserina (ll) aumentou a

amplitude e duracao de tanto os mEPSPs (A) quanto dos
EPSPs (B)




A colina e recaptada pré-sinapticamente
para resintese de acetil-colina




O glutamato é capitado por transportadores astrociticos e é
reciclado como glutamina para os terminais axonais.

Postsynaptic
element

Presynaptic
element

Axonal transport

Glutamine Glu

a Ceto G: « cetoglutarate

OA : oxaloacetate 1

1 : glutamine synthetase Glial cell
2 : glutaminase

3 : aspartate aminotransferase

» : glutamate (Glu)

@ Transporter

® M92+
FIGURE 10.13 The glutamatergic synapse. Functional scheme of a glutamatergic synapse where ionotropic and metabotropic glutamate
receptors are co-localized. Presynaptic receptors are omitted. The enzymes (1 to 3) and mitochondria are carried to axon terminals via anterograde
axonal transports. Glutamate synthesized in mitochondria of the presynaptic element is transported actively into synaptic vesicles by a vesicular
carrier. A percentage of the glutamate released in the synaptic cleft is uptaken into presynaptic terminals and glial cells by transporters. Inset
shows iGluRs antagonists. Inset from Mody I (1998) Interneurons and the ghost of the sea. Nat. Neurosci. 1, 434-436, with permission.



Decaimento das correntes sinapticas

1 uM nicotine 1 uM ACh

Dessensibilizagdo = fechamento do canal na presenga do agonista

ks
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AEH —_ AEH*

K_3
Ky

AsD,

K_4




A dessenssibilizacao dos receptores contribui
para o decaimento da corrente sinaptica

(a) GABA 1 mM

—
Viy = —-70 mV mw B e e
' o iaaBA
W (V-clamp)
GABA
=

Outsude out

mV

lcaa
(V-clamp)
GABA @iz
Cs Whole cell

Cd
Ec| =0mV

. 500 uM GABA



Mecanismo de dessensibilizacao do
receptor AMPA

NTDs

ABDs

Pore

Active Desensitized

GluA2 GluA2 + CTZ

Glutamate Glutamate

100pA|

100 ms

Cold Spring Harb Perspect Biol 2012;4:a009662



Algumas drogas como a ciclotiazida previnem a
dessesssibilizacao do recepor AMPA revelando uma
depressao devido a dessenssibilizacao desses receptores

A

PEPA

(e eeesgserrrir
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Diferentes sinapses possuem receptores
com caracteristicas diferentes

A B C

mossy fiber - CA3 pyramidal cell granule cell - basket cell calyx synapse on MNTB
synapse synapse neurons
hippocampus hippocampus brainstem,
auditory system

dentate gyrus dentate gyrus

= € e@

| [

2 nA




Diferentes sinapses possuem receptores com
caracteristicas diferentes devido as diferencas nas
composicoes de subunidades

Correntes AMPA em diferentes sinapses centrais e distribui¢do dos diferentes tipos de subunidades

B
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Certos agonistas modificam a cinética dos receptores

benzodiazepinicos nos receptores GABA,

I Ve

GABA GABA GABA  GABA

*DZP

GABA GABA

*FNZM

60s

GABA GABA

A control

zolpidem 10 pM

Wﬂ

O

k.
al

cumulative probability

=
=T

- -200
amplitude {pA}

B

Jﬁﬂp.&
1is

duration {ms)

0 ) 1.5
inter-event interval (s)

-Aumento na afinidade.
-Diminui¢do da velocidde
de desativagao.

-Auséncia de efeito pré-
sinaptico.

-Barbiturattos, alcool
aumentam a duracao das
aberturas do canal

Obs. Zolpidem apesar de
nao ser uma BZD atua no
sitio da BZD



O fluxo 10nico pelos receptores 10notropicos
(corrente) gera uma mudanca de potencial da
membrana




A corrente sinaptica (Is) em conjunto com as correntes intrinsicas
(Im) e capacitivas (Ic)“moldam™ o potencial sinaptico resultante

PEAKEPP

-,
ACTIVE PHASE PASSIVE DECAY PHASE




Correntes 10nicas no soma ¢ dendrito modulam os
potenciais pos-sinapticos.
Efeito da delecao dos canais cationicos HCN.

Dendrite




Recetpores ligados a proteinas G com 7
segmentos transmembrana (7M-GPCR)

5 o @

nght c:“’ Odonnts Small moloculu Proteins
Ph«omoms A IR * TSH
*LH
pmstagﬂandlns *FSH
PAF * interleukins
* wingless

Reproduced with permission from

“Molecular tinkering of G protein-coupled receptors: an evolutionary success”
The EMBO Journal Vol 18 No. 7 pp.1723-1729, 19589



A maioria dos receptores metabotropicos ativam
proteinas G

Efeitos pré-sinapticos:
-inibi¢ao de canais de calcio
-ativagdo de canais de potdssio (GIRK) = - ==

R

-

transmissores modulatorios
(metabotrdpicos)

glutamato

GABA-GABAg

ad:gpoi::gz »  Modificagdo de canais para ions
=erotor] *  Modificagdo de fungdo de proteinas
dopamina

. -  Alteragdo da expressdo génica
adenosina




(a)

Uma via de sinalizacao de mGluRs

Glutamate

PIP,

T DAG

P,

[

Ca?'



variedade de Proteinas G

15 genes em mamiferos
~1500 receptores identificados

Gs | Gi . Gq . G612
wooss  momas onc ogmme

| (? 3 ! ‘
G (+) toxina colérica

G




Diversidade dos receptores metabotropicos

(B)
decr* | Glutamate [[GABAp || Dopamine

Receptor D1, al Hl1 5-HT 1 A type M1
subtype Dig a2 H2 SHT2 AT M2
D2 p B sHT3: LOABLY M3
Class II L3 B8 5HT4 [ A3 M4
mGlu R2 D4 B3 S-HTS  [NAS M5
Iy B3 5HT6  Ptype
Class T SHT7 [P
mGlu R4 - Py
mGlu RS - Pz
mCluR7 oo
mClu B8 T




Diversidade dos mGlurs

(a)

50 70 90%

mGIuR1 —
mGIuRS -
mGIluR2 —
mGIuR3
mGIluR4 —
mGIuR6
mGIuR7

mGIuR8 —

Group Transduction

4 PLC

v AC

ol PR
+ ICa

v AC

4 Ik.cirk
2

Agonist

3,5-DHPG

LY354740

L-AP4

Negative

Antagonist modulator

MCPG

LY341495

MAP4

BAY36-7620
MPEP

Positive
modulator

Ro01-6428
DFB
LY181837

PHCCC



K'
Ca?* &

mGIluR1,5 0

mGIuR4,7.8.4& 110,
Cas* -

T r = ‘.

20 0. >au NMDA

mGluR2-3

FIGURE 12.6 Schematic representation of a glutamatergic
synapse with the modulatory roles of mGluRs. Note group-I mGluRs
(1 and 5) are mostly located in the postsynaptic spines, on the side of
the postsynaptic density, from where they regulate postsynaptic iono-
tropic glutamate receptors, as well as Ca** and K* channels. Group-II
(mGluR2) and group-III (mGluR4, 7 and 8) are mostly presynaptic, reg-
ulating neurotransmitter release by, at least, inhibiting Ca** channels.



As subunidades By também tem
atividade

Ativacio direta de canais de K (GIRK)
Inibicao direta de canais de Ca




Inibicao de correntes de calcio pela ativacao dos receptores
GABAB

(b)

0.3 50 M

baclofen

I (nA)
o
1

-03

-06L
—80

Test potential (mV)



A inibicao de correntes de calcio pré-sinapticas por
ativacao de receptores pré-sinapticos inibe a
liberacao de transmissores

o c¢ontrol
e NA 2 uM

YUl

S ms




A inibicao das correntes de calcio por
subunidades By é revertida por despolarizacao

Control
2 nA Recovery
10 ms
+80
-10

— -80 mV —




Neurotransmissores podem alterar a
excitabilidade da membrana pos-sinaptica via
receptores metabotropicos

Acao da noradrenalina (NE) no disparo de PAs em neurdnios hipocampais

Control Wash




Receptores metabotropicos podem gerar PSPs lentos

A

Neuron 1

Neuron 2

Postsynaptic neuron
B
Fast EPSP _/-\
Post

Neuron 1 L

20 ms
C

Slow EPSP_/\
Post

Neuron 2

20s




Postsynaptic Current Mediated by Metabotropic Glutamate Receptors
in Cerebellar Purkinje Cells

FILTPPO TEMPIA, MARIA CONCETTA MINIACI, DAVIDE ANCHISI, AND PIFRGIORGIO STRATA
Department of Neuroscience, University of Turin, 10125 Turin, Italy

B C

i

Ao

“Control (1 pulse) | control (1 pulse} \
\ J 100 pA
NBQX (8 pulses) MCPG (4 pulses) 50 ms

control {4 pulses)

control (8 pulses)

oph | 500 pA

1s | 1s




Ativacao de receptores metabotropicos pode
mobilizar calcio de estoques intracelulares

MGIuR

G, )] ADPRC?

Ca*

Canal de potassio ativado por calcio

e | he Journal of Neuroscience




Aplicagdo iontoforética de glutamato

, [ ]
recording electrode CaICIO

iontophoresis

Current (I-K-Ca) IKCa




Onda de calcio gerada por mGLUR
em resposta a ativacao sinaptica




Neurotransmissores sao removidos do meio
extracelular por meio de co-transporte com
0 sodio

Transportadores extracelulares de glutamato

EAAT1 (GLAST1) - astrocitos

EAAT2 (GLT-1) - astrocitos,
neuronios

EAAT3 (EAAC1) - neurdnios
& EAAT4 - neurdnios de Purinje
oz ' %?Mz g?” EAATS - retina

uuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuu




A glia “recicla” o glutamato captado como
glutamina

Glial cell
Presynapti EATT
terminal
Glutamine Clutamine
CooT O
| i =
HMN—CH—CH;—CH;—C—NH,

Newnilk. M




O transporte de glutamato € eletrogénico e envolve sodio, potassio, proton e cloreto

a EAAT2

(3Ma* + 1Glu™+ 1H*- 1K* = two positive charges),

EPSC

0.000&&:«'_: y DO NNE TC

In



Alta afinidade e alta
densidade nas
sinapses tornam os
transportadores de
glutamato eficientes
em tamponar
rapidamente o
excesso de glutamato
extra-sinaptico

Box 3 | Buffering versus transport




Funcionalidade da captagao do glutamato sinaptico
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N

Os transportadores de glutamato
limitam o spill-over de glutamato

no cerebelo
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. A f
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Correntes de mGluRs

PC transporters inhibited
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Receptores extra-sinapticos podem ser ativados
tonicamente por transmissores que “‘escapam’ da
fenda sinaptica (spilled over)

‘ control +bic control




O Receptor glutamatérgico NMDA

GLU, NMDA agonist-binding sites
\and APV, CPP antagonist sites
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Receptores AMPA ativam mais rapido do que
receptores NMDA

P14
EPSCs B +75 mV
glutamatérgicos  RaVE NMDA RSl
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Receptores AMPA desensibilizam
fortemente em comparacao aos NMDA
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O receptor GABAB é um heterodimero
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