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“Tudo o que temos que decidir € o que fazer com o tempo que nos é dado [...]
O mundo ndo esta em seus livros e mapas. Ele esta 14 fora!”

Gandalf (J.R.R. Tolkien)

“In this heroic time of what can be called classical biophysics (1935-1952), the ionic theory
of membrane excitation was transformed from untested hypothesis to established fact.”
Bertil Hille



RESUMO

BARBOSA, P.S.Z. Mecanismos da Sensibilidade a Baixa Glicose dos Neurénios do Nucleo
do Trato Solitario de Ratos. Dissertacdo (mestrado) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2022, 88 p.

A glicose € o principal substrato energético do sistema nervoso central (SNC). A regulacdo da
glicemia se da por mecanismos endocrinos e comportamentais, e 0 SNC controla esses
mecanismos de respostas. A resposta contra-regulatéria (CCR) € uma resposta autonémica que
impede niveis glicémicos muito baixos, e a falha dessa resposta € um problema de salde,
sobretudo para os diabéticos. Os neurdnios do ndcleo do trato solitario (NTS) sdo sensiveis as
oscilagdes na concentracdo da glicose extracelular. E essas mudancas levam a alteragdes nas
propriedades passivas da membrana celular. Grande parte dos neurdnios do NTS desafiados
com uma solucdo com baixa glicose (de 5 mM para 0,5 mM de glicose extracelular) tem seus
potenciais de membrana despolarizados por um mecanismo ndo compreendido ainda. Neste
trabalho decidimos investigar com mais detalhes os mecanismos da despolariza¢do induzida
por baixa concentracdo de glicose extracelular (baixa glicose) nos neurénios do NTS. Primeiro
decidimos investigar se as altera¢fes induzidas pela baixa glicose poderiam ser mimetizadas
pela reducéo da sintese de ATP pela mitocondria usando o desacoplador mitocondrial CCCP
(1 uM). Mostramos que o CCCP reproduziu os efeitos da baixa glicose: despolarizando a
membrana, induzindo uma corrente de entrada, diminuindo a resisténcia de entrada e
mimetizando algumas alteracGes no potencial de acdo (PA) desses neur6nios. Para testar se
glicose baixa, bem como o CCCP, estaria despolarizando a membrana via inibicdo da Na*/K*
ATPase - afetando o gradiente idnico - inibimos a atividade da bomba com 10 uM de ouabaina.
O potencial de membrana despolarizou como na baixa glicose, mas ndo houve diminuicéo na
resisténcia de entrada, nem alteracfes nos pardmetros de PA. Por outro lado, a ativacdo ou
inibicdo da AMP quinase (AMPK), uma enzima ativada em situacdes de baixa de ATP
intracelular, ndo reproduziu ou antagonizou os efeitos da baixa glicose de forma geral. Como
objetivo paralelo, verificamos se 0 BDNF, por estar envolvido na modulag¢do de neurdnios do
NTS e de respostas no balango energético, poderia mimetizar os efeitos da baixa glicose. No
geral, o BDNF néo reproduziu esses efeitos, mas reduziu o limiar de disparo e a laténcia para
o disparo dos PAs. Concluimos que a perfusdo dos neurénios do NTS subpostremal com uma
solugédo de baixa glicose despolariza a membrana provavelmente por uma reducdo do ATP
intracelular, mas ndo pela ativacdo de AMPK ou diminuicdo da atividade da Na*/K* ATPase.



Além disso, 0 BDNF néo reproduziu os efeitos da baixa glicose e provavelmente nao os
medeia.

Palavras-chave: Neur6nios Gl. Eletrofisiologia celular. Sensibilidade a glicose. Neurdnios do
NTS.



ABSTRACT

BARBOSA, P.S.Z. Mechanisms of Low-Glucose Sensitivity of The Neurons of The
Nucleus of The Solitary Tract from Rats. Dissertation (Master's Degree) — Faculty of

Medicine of Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2022, 88 p.

Glucose is the main energy source of the CNS. The regulation of blood glucose takes place
through endocrine and behavioural mechanisms, with CNS controls of these responses. CCR
(counter-regulatory response) is an autonomic response essential to counteract very low
glycaemic levels, and the failure of this response is a health problem, especially for diabetics.
Neurons in the nucleus of the solitary tract (NTS) are sensitive to concentration of extracellular
glucose fluctuations, these changes lead to changes in the passive properties of the cell
membrane. Most NTS neurons subjected to a quick change to a low solution glucose (from 5
mM to 0.5 mM extracellular glucose) have their membrane potentials depolarized by a
mechanism that is still not understood. In this work, we investigate the mechanisms triggering
the depolarization induced by low glucose in NTS neurons. First, we decided to investigate
whether the changes induced by low glucose could be mimicked by reducing mitochondrial
ATP synthesis using the uncoupler agent CCCP (1 uM). We showed that CCCP reproduced
the effects of low glucose: depolarizing the membrane, inducing an input current, decreasing
input resistance, and mimicking some changes in the action potential (AP) of these neurons.
To test whether low glucose, as well as CCCP, would be depolarizing the membrane via
inhibition of the Na*/K*-ATPase - affecting the ion gradient - we inhibited the pump activity
with 10 uM of ouabain. Membrane potential depolarized as in low glucose, but there was no
decrease in input resistance, as well as no change in AP parameters. On the other hand,
activation or inhibition of AMPK, an enzyme activated by decreased intracellular ATP, did not
reproduce the effects of low glucose in general. As a parallel objective, we verified whether
BDNF, as it is involved in the modulation of NTS neurons and responses in energy balance,
could mimic the effects of low glucose. We conclude that perfusion of neurons of the
subpostremal NTS with a low glucose solution depolarizes the membrane by probably a
reduction of intracellular ATP, but not by activation of AMPK or decreasing the Na'/K"-
ATPase activity. Additionally, BNDF is unlikely to mediate the effects of low glucose in NTS

neurons.

Keywords: GI neurons. Cell electrophysiology. Glucose sensitivity. NTS neurons
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1- Introducéo

1.1. Glicose: substrato energético essencial ao cérebro

A glicose é a principal fonte de energia para o Sistema Nervoso Central (SNC),
indispensavel para a formacdo de ATP (Adenosine 5 -triphosphate) por respiracédo aerobica. O
ATP é essencial para a sintese de neurotransmissores, vias metabolicas centrais, manutengdo
do gradiente eletroquimico relacionado a Na*/K™-ATPase e demais ATPases, entre outras
funcbes (Dienel, 2019). O controle do nivel de glicose no sangue é extremamente relevante
para 0 organismo, pois a desregulacdo da glicemia esta associada ao desenvolvimento de
diversos problemas neuroldgicos e psiquiatricos (Shrivastava et al., 2020), bem como a outras
patologias como nefropatias, retinopatias (Huang et al., 2019) e doencas cardiovasculares (Dal
Canto et al., 2019).

Os diabéticos sdo os principais pacientes que sofrem com a desregulacao dos niveis de
glicose no sangue, e a hipoglicemia é bastante comum nesses pacientes quando tratados a longo
prazo com insulina ou sulfonilureias (Stanley et al., 2019). Além da relevancia do tema para
compreensdo de patologias, a regulacdo da glicemia esta ligada, desde a década de 1960, a
compreensdo dos mecanismos fisiologicos do comportamento alimentar (Anand et al., 1964;
Ritter et al., 1981; Ritter & Strang, 1982; Aklan et al., 2020). Nesse contexto, pesquisadores
vém mostrando o papel fundamental da resposta contrarreguladora (CRR) para proteger nosso
organismo contra condic¢des hipoglicémicas graves (Cryer, 1993; Sankar et al., 2020).

O organismo usa uma combinacao de mecanismos do sistema nervoso autdnomo (SNA)
e do sistema enddcrino (SE) para modular os niveis glicémicos. O SE modula alguns érgaos
atraves do eixo hipotalamo-hipdfise, por exemplo: a secrecdo de adrenalina e cortisol pela
glandula adrenal, a secrecdo de T3 e T4 pela glandula tireoide. E 0 SNA modula essas a¢oes
do SE, participando do controle de secre¢do dos horménios e do comportamento alimentar
(Cryer, 1993; Lépez-Gambero et al., 2019).

Na figura 1 estd esquematizado o mecanismo fisiologico classico de regulacdo da
glicose no sangue, que compreende o0 balanco entre as secrecOes de insulina e glucagon pelas
celulas beta e alfa pancredticas, respectivamente, e que conta com a participagdo do figado
como 6rgdo fornecedor e armazenador de glicose (Nirmalan & Nirmalan, 2017). Na figura 2
esta representado um complexo mecanismo que integra a resposta hormonal com a resposta do

SNC. Esse mecanismo conta com papel fundamental do tronco encefalico, no qual o NTS



17

(Nucleo do Trato Solitario) funciona como um ponto de integracdo de diversas informacoes
periféricas e centrais, além de comandar eferéncias nervosas, sendo a principal delas a

regulacdo do tbnus parassimpatico para o pancreas (Faber et al., 2020; Troadec et al., 2022).

Schematic representation of the traditional islet-centred insulin-glucagon homeostatic mechanism that
operates in response to changes in normal blood glucose levels

Stimulates glucose
uptake by cells

Blood glucose
falls to normal range

{ TN

I
Stimulus: ’hbﬂg,’co
rising blood T

glucose level
-
I Homeostasis: normal blood glucose level about 90 mg/100 ml) D
¢ Stimulus:
/ declining blood
”’be% glucose level
Blood glucose w
rises to normal range

. Pancreas

-

Figura 1: Mecanismo classico insulina-glucagon do controle da glicemia. Mecanismo classico de regulacdo

Glucagon

da glicemia em que uma diminuicdo da concentragdo de glicose sanguinea acarreta a secre¢do de glucagon, que
por sua vez induz a glicogenodlise no tecido hepatico. Este por sua vez fornece glicose ao sangue restabelecendo
0s niveis glicémicos. Em caso de aumento da concentracdo de glicose sanguinea, a secre¢do de insulina é
estimulada e, como principal acdo, ha a internalizacdo da glicose nas células. Nos hepatdcitos, a insulina ainda

estimula a glicogénese. Figura adaptada de Nirmalan & Nirmalan, 2017.
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1.2. O nucleo do trato solitario na regulacdo da homeostase da glicose: resposta

contra regulatoria e a falha autonémica

Evidentemente, o hipotadlamo é a regido mais estudada na regulacdo da homeostase
energética envolvendo a glicose, principalmente quanto aos mecanismos celulares de
sensibilidade. Ja os estudos sobre os mecanismos de sensibilidade a glicose em neurénios NTS
sdo poucos e, comparados ao hipotdlamo, menos expressivos ainda, mesmo sendo um ndcleo
integrador das repostas e informacdes necessarias para regular os niveis de glicose.

O NTS é uma regido estratégica na pesquisa da regulacdo do nivel de glicose, pois 0s
vasos sanguineos nesta regido sao fenestrados (Gross et al., 1990; Merchenthaler, 1991) e os
neuronios NTS recebem e enviam diversas projecdes (figura 2.A), funcionando como uma
importante area integrativa (Sarah Stanley et al., 2019; Lopez-Gambero et al., 2019; Faber et
al., 2020), e é especialmente importante no que diz respeito a respostas contra regulatoria
(CRR, do inglés counterregulatory response, Verberne et al., 2014).

O CRR corresponde a uma série de respostas enddcrinas e comportamentais
coordenadas pelo SNC, desencadeadas por uma queda na glicemia. Em uma condigéo de
hipoglicemia, a CRR € ativada levando ao aumento da secrecdo de adrenalina, cortisol, GH
(horm6nio do crescimento) e glucagon, onde os mecanismos comportamentais da CRR
envolvem o aumento da busca por comida, fome, e motilidade do trato gastrointestinal
(Sprague & Arbeléez, 2011; Ritter et al., 2019).

Lamy e colegas (2014) realizaram um estudo do mecanismo de sensibilidade a baixa
glicose de neurbnios GLUT2" GABAérgicos do NTS, os quais modulam a secrecdo de
glucagon via aumento do ténus parassimpatico, demonstrando a importancia desses neurénios
para um dos principais componentes da CRR. Até mesmo a participacdo dos neurdnios
hipotalamicos na CRR esté sujeita @ modulacao por neur6énios do NTS. Aklan e colaboradores
(2020) mostraram que 0s neurdnios catecolaminérgicos do NTS regulam a fome induzida por
hipoglicemia (componente comportamental da CRR) via neurbnios hipotalamicos que

compdem o sistema melanocortina.
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Figura 2: A funcéo central do NTS de integrar informacdes periféricas e as respostas na homeostase dos
niveis de glicose. As alteragcdes nos niveis glicBmicos sdo detectadas por sensores periféricos, e pelos préprios
neurénios do SNC, como por exemplo os neurdnios inibidos por glicose e excitados por glicose no NTS. Os
neurdnios do NTS formam um complexo circuito de modulacdo da glicemia com outras regides do SNC. (A) O
circuito envolvendo o tronco encefalico e o hipotdlamo que modula o tdnus parassimpatico e simpatico na funcéo
pancredtica. (B) o circuito entre 0 SNC e o pancreas, mostrando as aferéncias periféricas e eferéncias via
NTS/DMNX para as células alfa e beta pancreéticas, regulando a secrecéo de glucagon e insulina. (C) no painel
superior a interagdo entre areas do SNC com o Complexo Dorsal Vagal, e no painel inferior ha a representacao
do NTS rostral, subpostremal, caudal, e o trato solitério. (D, painel superior) além de sinais periféricos conduzidos
por fibras nervosas, 0 NTS também acessa esses sinais via corrente sanguinea. (D, painel inferior) as eferéncias
originadas no NTS, via nervo vago, para o sistema gastrointestinal, parte da resposta de ingestdo/busca de/por
alimento. Figura adaptada de Faber et al., 2020, e de Troadec et al., 2022. PGA (substanica cinzenta
periaquedutal), PVN (Nucleo Paraventricular do Hipotalamo), VMN (Nucleo Ventromedial do Hipotalamo), LHA
(Area Lateral Hipotalamica), ARC (Ncleo Arqueado do Hipotalamo), A5 (Células Noradrenérgicas do Grupo
5), Ra (ntcleo palido da rafe), DMNX (Nucleo Motor Dorsal do Nervo Vago), AP (Area Postrema), IML (Coluna
Intermédio Lateral), e DRG (Ganglio da Raiz Dorsal).
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Uma questdo interessante, mas ainda longe de ser totalmente resolvida, é sobre a
relevancia de cada area do SNC para o balango energético. Nos dominios dessa questao, Di
Rocco & Grill (1979) mostraram, h&d mais de 40 anos, que a resposta simpatoadrenal em
situacdo de glicoprivacdo ndo necessita do prosencéfalo. Flynn & Grill (1983) demonstraram
que ratos descerebrados podem — sob condi¢bes de hipoglicemia induzida por insulina —
aumentar o consumo de sacarose. Como ja vimos, tanto a resposta simpatoadrenal, quanto o
aumento de ingestdo de agUcares (como a sacarose, por exemplo) sdo componentes da CRR
(Sprague & Arbeléez, 2011; Ritter et al., 2019). Logo, os dados de Di Rocco & Grill (1979) e
Flynn & Grill (1983), sugerem que o tronco encefalico pode ser suficiente para desenvolver a
CRR. Em uma analise final, sdo dados que indicam uma alta relevancia de participacao
necessaria e suficiente do tronco encefalico — regido que envolve o NTS — no balango

energético, mais especificamente no balanco dos niveis de glicose sérica.

1.3. Neuronios sensiveis a glicose no SNC: nucleo do trato solitario em foco

Entre os primeiros estudos sobre a sensibilidade a glicose em neurdnios, merece
destaque aquele realizado por Anand e colegas (1964). Na década de 1960, eles estudaram
neurdnios sensiveis a glicose no hipotalamo, usando registros in vivo extracelulares de
neurdnios hipotalamicos de cées e gatos, e observaram alteracGes na atividade desses neurénios
induzidas por oscilagbes na glicose sanguinea (Anand et al., 1964). Anteriormente, desde a
primeira metade do século XX, o hipotdlamo ja era conhecido como centro de alimentacao e
saciedade no SNC (Brooks & Lambert, 1946; Hetherington & Ranson, 1942), o que levou a
perguntas sobre a sensibilidade de neurénios as altera¢des nos niveis de glicose.

Yutaka Oomura e colegas (1974) estudaram os neurdnios hipotaldamicos de ratos, e
observaram que a glicose inibe a atividade de neurdnios do hipotalamo lateral (LH), sendo
pioneiros — juntamente com Anand e colegas (1964) — em notar a variacdo fenotipica de
neurdnios sensiveis a glicose: neurénios inibidos por glicose, neurénios excitados por glicose
e neurdnios ndo responsivos. Ja uma das primeiras observagdes dessas alteracdes na atividade
neuronal em neurdnios do tronco encefalico foram feitas por Mizuno & Oomura (1984),
especificamente no ndcleo do trato solitario.

Dez anos a frente, Khadija Yettefti e colegas (1996) verificaram os dados desses
trabalhos registrando potenciais de acdo (AP) de neurénios NTS e, além de corroborar com 0s

dados anteriores, perceberam que ndo hd uma homogeneidade ou distribuicdo organizada
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desses neurdnios no NTS. Atualmente, quem se propbe a estudar esses neurénios corrobora
esses achados sobre a variabilidade da sensibilidade de fendtipo e de respostas a glicose
(Balfour & Trapp, 2006; Balfour et al., 2007; Murat & Le&o, 2019).

Percebe-se que 0 assunto é alvo de pesquisadores ha muito tempo, e que duas regides
se destacaram: o tronco encefalico e o hipotdlamo. Entéo, além das informacdes periféricas, a
sensibilidade a glicose intrinseca desses neurdnios é essencial para desempenhar fungées como
as que constituem a CRR (Ritter & Strang, 1982; Ritter et al., 1980; Ferreira et al., 2001;
Fioramonti et al., 2017; Rogers et al., 2018; Ritter et al., 2019; Aklan et al., 2020), em funcao
de regular o nivel de glicose no sangue.

De forma geral, a atual nomenclatura - que se baseia em parametros eletrofisioldgicos
celular — dos neurdnios sensiveis a glicose é a seguinte: neurénios Gl (do inglés glucose
inhibited, inibido por glicose), neurénios GE (do inglés glucose excited, excitado por glicose),
e 0s neurdnios ndo responsivos (NR).

O aumento nos niveis de glicose extracelular, induzem os neurénios Gl a um estado de
menor atividade e/ou hiperpolariza o potencial de membrana, enquanto a diminuigéo da glicose
extracelular excita esses neurénios e/ou despolariza o potencial de membrana. Na Idgica
inversa, 0 aumento nos niveis de glicose extracelular, induzem os neurénios GE a um estado
de maior atividade e/ou despolariza o potencial de membrana, enquanto a diminuicao da glicose
extracelular inibe os neurdnios GE e/ou hiperpolariza o potencial de membrana (Fioramonti et
al., 2017; Stanley et al., 2019; L6pez-Gambero et al., 2019).

O primeiro trabalho voltado ao mecanismo eletrofisioldgico e metabdlico da
sensibilidade a glicose no NTS foi feito pelo grupo do Professor Stefan Trapp, em 2006. O
trabalho analisou os neur6nios do complexo dorsal vagal (DVC) como um todo, e foi possivel
notar a presenca de neurdnios GE e GI, bem como néo responsivos. Além disso, estudou a
presenca de dois importantes biomarcadores: os canais Katp e a glicoquinase, essenciais para
a resposta de neurdnios sensiveis a glicose. No ano seguinte, Balfour & Trapp (2007) se
voltaram a entender as correntes induzidas por condi¢Ges de baixa glicose e hipoxia, com
enfoque nos neurdnios GI. Curioso notar que nesses estudos foi a minoria dos neurénios que
respondem as oscilagdes na glicose (Balfour et al., 2006; Balfour & Trapp, 2007), enquanto
Murat & Ledo (2019) mostraram que a maioria - aproximadamente 70% - dos neurdnios do
NTS s&o responsivos, mais especificamente neurénios Gl (Murat & Ledo, 2019).

No NTS é possivel encontrar uma variedade de fendtipos de neurénios. Dentre esses,

0s principais sdo glutamatérgicos (Wang et al., 2003), catecolaminérgicos (McDougal et al.,
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2018) e GABAérgicos (Lamy et al., 2014; Boychuk et al., 2015). E provavel que os neurdnios
glutamatérgicos se apresentem em maior quantidade no NTS (Ludwig et al., 2021). Alguns
estudos se dedicaram a estudar um desses fenétipos. Lamy e colaboradores (2014) descreveram
um mecanismo possivel para neurénios GI GABAérgicos do NTS, mecanismo definido pelo
GLUT2, AMPK e o canal de vazamento para cation K+ (Kzp). Quando em situacdo de baixa
glicose, a razdo AMP/ATP intracelular aumenta, 0 AMP leva a ativacdo da enzima AMPK,
que por sua vez promove o fechamento dos canais Kzp, levando os neurénios GI GABAEérgicos
a despolarizar (Lamy et al., 2014).

Além desse trabalho, outros observaram que os neurénios GABAérgicos do NTS sdo
despolarizados pela baixa glicose, além de aumentarem a taxa de disparo de potenciais de acéo,
caracteristica dos neurénios Gl. No entanto, Boychuk e colegas (2015) também notaram que
ha neurdnios GABAérgicos GE no NTS (40%), e que os neurdnios Gl (33%) aparentemente
estdo preferencialmente dispostos no NTS lateral e os GE sdo mais comuns no NTS medial.
Eles observaram que 0s neurdnios GABAérgicos responsivos a glicose expressam
glicoquinase, uma enzima chave na sensibilidade a glicose, e os neurénios GABAérgicos GE
do NTS tiveram suas respostas a glicose mediada pelos canais Kate, enquanto os neurdnios Gl
GABAEérgicos ndo tiveram o mecanismo definido nesse estudo (Boychuk et al., 2015).

No que diz respeito aos neurdnios catecolaminérgicos (neurdnios gque expressam a
enzima tirosina hidroxilase — TH*), a participacdo deles nos mecanismos de controle da
glicemia ja vem sendo estudado. Esses neurdnios formam circuitos neuronais com regides do
tronco e do hipotalamo, tendo importante participacdo no CRR (Ritter et al., 2006; Ritter et al.,
2019). Os neurdnios TH*-NTS ainda ndo tém nenhuma caracterizacdo eletrofisiolégica da
resposta as oscilagdes de glicose. Roberts e colegas (2017) notaram que a elevacéo de glicose
extracelular aumenta a frequéncia do disparo de potenciais de acdo, porém essa resposta foi
predominantemente dependente de mecanismos pré-sinapticos de fibras do trato solitario, isso
devido a maior liberacdo de glutamato induzida pela alta glicose.

Outro estudo, agora de Rogers e colaboradores (2018) - baseado em experimentos de
imagem de jons Ca?" - mostrou que a resposta de neurénios TH*-NTS a baixa glicose ou a 2-
deoxiglicose, é dependente da integridade astrocitaria. No NTS estdo presentes dois subgrupos
de neurdnios catecolaminérgicos: C3 e A2, respectivamente, adrenérgicos e noradrenérgicos
(Ritter et al., 2006; Ritter et al., 2019). Sue Ritter e colegas (1998) demonstraram que ha uma
sensibilidade seletiva a 2-deoxiglicose (2-DG, um estimulo similar a baixa glicose) nos

neurdnios catecolaminérgicos do tronco encefalico. Observando a expressao de c-fos, eles
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notaram que os neurdnios C3 sdo ativados, mas 0s neurdnios A2 nao sdo ativados pela 2-DG.
Recentemente, demonstrou-se que os neurdnios TH*-NTS modulam neurdnios hipotalamicos
envolvidos nos circuitos neuronais de regulagdo do comportamento alimentar, resposta
essencial também para a CRR (Aklan et al., 2020). Porém, ainda ndo ha a caracterizacdo
eletrofisiologica dessa resposta nesses neurdnios, como observamos em neurbnios
GABAGérgicos. Assim, essa variabilidade de fenotipos no NTS pode contribuir para uma maior
variabilidade de mecanismos usados para deteccao das oscilagdes da glicose extracelular, o que
indica alta complexidade das respostas neuronais as flutuacGes da concentracdo de glicose
extracelular.

Além dos mecanismos de sensibilidade a glicose per se, 0s neurdnios sensiveis a glicose
podem ser modulados por hormdnios (como a leptina, Do et al., 2020), ou por peptideos como
o BDNF (Clark et al., 2011). O BDNF ¢ pouco explorado na literatura, no que concerne ao
contexto de resposta de neurénios do NTS as oscilacdes nos niveis de glicose. O BDNF é uma
neurotrofina expressa em diversas areas do SNC, incluindo o NTS (Conner et al., 1997). Além
disso, esse peptideo é um fator de sobrevivéncia para neurénios e funciona como um modulador
da fungdo de neurdnios dos ganglios petroso e nodoso, participando das repostas de
barorreflexo e quimiorreflexo (Brady et al., 1999).

Clark e colaboradores (2011) observaram que o BDNF modula negativamente as
correntes sinapticas excitatdrias (EPSCs) glutamatérgicas em neurdnios de segunda ordem do
NTS. Somado a isso, esse peptideo diminuiu a frequéncia de disparo de potenciais de acéo e a
amplitude dos potenciais de acdo desses neurdnios.

Cuéllar e colegas (2017) estudaram como o BDNF modula a resposta hiperglicémica
induzida em modelos de hipdxia, e o que eles notaram de forma geral é que o BDNF modula
positivamente a resposta hiperglicémica mediada pelos neurdnios do NTS (Cuéllar et al.,
2017). Logo, esses dados nos sugerem que o BDNF per se pode ter um efeito direto na
excitabilidade dos neurbnios do NTS, de forma - por exemplo - a mimetizar os efeitos da baixa
glicose, contribuindo para a sensibilidade as oscila¢es na glicemia. Portanto, resolvemos testar
se 0 peptideo em questdo gera respostas semelhantes as da glicose a 0.5 mM.

Compreender a mecanica da fisiologia dessas respostas comportamentais e hormonais,
requer o conhecimento sobre os circuitos neuronais e o mecanismo celular da sensibilidade as
alteracdes da glicose. Como ja comentado, o hipotdlamo é mais estudado em todos os aspectos
desse campo de estudo, principalmente quanto aos mecanismos usados pelos neurénios para

detectar as mudancas na concentracdo de glicose extracelular (Stanley et al., 2019; Lopez-
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Gambero et al., 2019). Comentamos a relevancia do NTS nas respostas de balango energético,
mais especificamente de regulacdo dos niveis de glicose, porém notamos poucos estudos
voltados aos neurdnios do NTS, sobretudo no que concerne aos mecanismos celulares de
deteccdo das oscilagbes na concentracdo de glicose extracelular. Logo, levando em conta a
relevancia do tema e a diminuta exploracao cientifica, decidimos explorar mais 0s mecanismos
de deteccdo da baixa glicose por neurdnios Gl do NTS, uma vez que — aléem dos motivos ja

citados — 0 mecanismo usado por neurdnios Gl, no geral, é pouco compreendido.
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2- Objetivos

2.1. Objetivo geral

O presente estudo objetivou explorar os mecanismos de deteccéo a baixa glicose em

neurdnios do nucleo do trato solitario (NTS).

2.2. Objetivos especificos

Como objetivos especificos, visamos avaliar:

a) quais os efeitos da perfusdo de solucédo de baixa glicose (a 0.5 mM) nas propriedades

eletrofisiologicas de neurdnios do NTS;

b) se a inibicdo da producéo de ATP mitocondrial mimetiza e/ou potencia os efeitos da
baixa glicose;

c) se a inibicdo da Na*/K*-ATPase mimetiza o efeito da baixa glicose;

d) a participacdo da enzima AMPK no mecanismo de sensibilidade a baixa glicose,

tanto inibindo, quanto induzindo a atividade da AMPK;

e) se o BDNF mimetiza os efeitos da baixa glicose.
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3- Metodologia

3.1 - Animais

Os animais foram fornecidos pelo biotério central do campus da Universidade
de Sao Paulo (USP) de Ribeiréo Preto. Os animais usados foram ratos Wistar Hannover machos
de 3 a 6 semanas, e mantidos no biotério de ratos do Departamento de Fisiologia da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP-USP). Os roedores foram alimentados com ragéo e agua
ad libitum, com um ciclo claro/escuro de 12 horas. Todos os experimentos foram realizados no
Laboratdrio de Neurofisiologia e Sinapse do Departamento de Fisiologia da FMRP-USP. Os
procedimentos para 0 manuseio e sacrificio dos ratos foram aprovados pela Comissio de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da FMRP-USP (protocolo N° 189/2020).

3.2 - Preparacéo das Fatias

As fatias do tronco encefalico contendo o NTS de ratos foram obtidas como
previamente descrito (Murat & Ledo, 2019), com algumas modificacfes. Os animais foram
anestesiados com isoflurano e rapidamente decapitados. Rapidamente, o cérebro foi removido
e submergido em uma placa de Petri embebida com solugéo cerebrospinal artificial (aCSF)
gelada (~0°C), modificada para a preparacgéo das fatias, contendo (em mM): 87 NaCl, 2,5 KCl,
1,25 NaH2PO4, 25 NaHCO3, 75 sacarose, 25 D-glicose, 0,2 CaCly, e 7 MgCl, (330 mOsm/Kg
H20, pH 7,4 mantido por mistura carbogénica de 95% Oz e 5% CO-). O tronco encefélico foi
isolado, colado a uma base inserida em um cilindro, posteriormente preenchido com uma
solucdo de agarose 2 5% a 38°C. Apos a solidificacdo da agarose, o cilindro foi conectado ao
émbolo de um vibratomo do tipo Compresstome@ (Precisionay Instruments), e as fatias de 200
micrémetros foram seccionadas. Entéo, as fatias coronais do tronco encefélico contendo o NTS
subpostremal foram selecionadas e incubadas a 32-33°C por 45 minutos em aCSF com glicose
a 5 mM, contendo (em mM): 125 NaCl, 2.5 KCI, 1.25 NaH2POa, 25 NaHCOs3, 5 D-glicose, 2
CaCly, e 1 MgCl2 (298 mOsm/Kg H20, pH 7.35 mantido por mistura carbogénica de 95% O>
e 5% CO>). Apo6s o periodo de incubacdo, as fatias foram armazenadas na mesma solugédo a

temperatura ambiente até o inicio dos experimentos eletrofisioldgicos.
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A solucdo de 0,5 mM de glicose foi preparada adicionando uma quantidade equimolar
de sacarose para manter a osmolalidade igual as solucGes basais iniciais. Além disso, para o
registro eletrofisioldgico, foram adicionadas a todas as solucbes DNQX (6,7-
dinitroquinoxaline-2,3-dione, 10 uM) e PTX (Picrotoxina, 100 uM), e no caso das drogas
solubilizadas em DMSO (dimetil sufoxido), uma quantidade equivalente desse solvente foi
adicionada a solucdo basal (controle), mesmo a porcentagem de DMSO ficando abaixo de
0.1%.

3.3 - Preparacdo das Drogas

As drogas utilizadas foram: CCCP (Carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazone,
Tocris biotechne®), Ouabaina (Sigma-Aldrich®), Dorsomorfina (Sigma-Aldirch®), AICAR
(5-aminoimidazole-4-carboxamide-1-4-D-ribofuranoside, Tocris biotechne®), BDNF (Brain
Derived Neurotrophic Factor, Cayman Chemical Company), DNQX (6,7-dinitroquinoxaline-
2,3-dione, Cayman Chemical Company), PTX (picrotoxina, Tocris biotechne®), e TTX
(Tetrodotoxina citrato, Alomone Labs™). Todas as drogas foram usadas a partir de uma
solucdo mée (de maior concentracdo). As solucdes aquosas usadas foram: Ouabaina a 1 mM,
dorsomorfinaa 2 mM, AICAR a40 mM, PTX a4 mM, TTX a1l mM, e BDNF a 100 mg/mL.
E as solugcdes em DMSO (Sigma-Aldirch®) foram a de DNQX a 20 mM e a de CCCP a5 mM.
E as concentrac@es finais, ou seja, de uso experimental, foram: CCCP a 1 uM, Ouabaina a 0.1
uM, 1 uM, e a 10 uM, dorsomorfina a 4 uM, AICAR a 400 uM, PTX a 100 uM, TTX a 0.5
uM, e de DNQX a 10 uM. BDNF a 100 ng/mL.

3.4 - Técnica de Patch Clamp

As fatias do tronco encefalico contendo o NTS subpostremal de ratos foram transferidas
para uma camara posicionada em um microscopio optico (BX51WI, Olympus, Tokyo, Japao)
e continuamente perfundidas com aCSF (5 mM de glicose) a uma taxa de ~2 mL/min por meio
de um sistema dirigido por gravidade. Durante os experimentos, o aCSF foi mantido a uma
temperatura de 33 °C por um sistema de aquecimento inline (TC-324B, Warner Instruments,
Hamden, CT, EUA). Conforme demonstrado na figura 3.A, 3.D, o NTS subpostremal foi

identificado pela sua posicéo abaixo da area postrema, e acima do nucleo dorsal do vago (area
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de textura mais granulosa devido ao grande tamanho dos corpos celulares) e do canal central,

e entre os dois tratos solitarios.

Figura 3: Identificacdo dos neurdnios nas fatias subpostremais do NTS. (A) fotomicrografia de uma fatia do
tronco encefalico de rato contendo o NTS e a Area Postrema (AP), com a micropipeta usada nos experimentos de
whole-cell patch-clamp em um neurdnio do NTS. (B) Amplificacdo do campo circulado no painel A, destaca-se
a imagem detalhada do neur6nio a ser registrado. (C) alteragdes de voltagem causadas por injecdo de correntes
evocam potenciais de a¢do, acusando que a célula a ser registrada é um neurénio. (D) desenho esquematico de um
corte sagital do encéfalo (painel superior), destacam-se trés cortes coronais (1, 2, e 3) mostrados com mais detalhes
no painel inferior: cortes coronais - tais como as fatias usadas para os experimentos - do complexo dorsal vagal
(DVC) no tronco encefalico, pode-se notar trés tipos de fatias com NTS: a caudal (3), a subpostremal (2), e a
rostral (1) [adaptado de Troadec et al., 2022]. NTS: ntcleo do trato solitario, DMV ou DMNX: nicleo motor

dorsal do nervo vago, AP: area postrema. CC: canal central, ST ou TS: trato solitario.
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Os neurdnios foram visualizados por uma camera CCD (Hamamatsu C2741,
Hamamatsu Photonics, Shizuoka, Jap&o) sob dptica de contraste por interferéncia diferencial
(DIC) com uma objetiva de 63x (figura 3.A, detalhe). O registro eletrofisiolégico foi realizado
em whole-cell patch-clamp, com eletrodos confeccionados a partir de capilares de borosilicato
(BF150-86-10, Sutter Instruments, Novato, CA, EUA) por meio de um estirador horizontal (P-
87, Sutter Instruments). Os eletrodos foram preenchidos com uma solugéo interna contendo
(em mM): 128 K-gluconato, 8 KCI, 10 HEPES, 0.5 EGTA, 4 Mg.ATP, 0,3 Na,GTP, e 10 Na-
fosfocreatina (295 mOsm/Kg H20, pH 7,4), resultando em uma resisténcia da pipeta entre 3 e
5 MQ.

Os registros foram realizados com um amplificador EPC-10 (HEKA Elektronic,
Lambrecht, Alemanha) utilizando o software de aquisicdo PatchMaster (HEKA Elektronic),
em modo current-clamp e voltage-clamp. Os dados foram adquiridos a 20 kHz e filtrados
passa-baixa a 5 kHz (Bessel). Apos entrar em configuracdo whole-cell, aguardamos um periodo
de ~10 min para estabilizacdo do potencial de membrana e, durante este periodo, correntes
despolarizantes (1000 ms) foram injetadas para induzir o disparo de potencias de acdo com o
intuito de confirmar a identidade neuronal da célula (Figura 3.C).

Para medirmos o efeito da baixa glicose nos neurdnios do NTS usamos uma solugéo
interna composta de (em mM): 128 K-gluconato, 8 KCI, 10 HEPES, 0,5 EGTA, 4 Mg.ATP,
0,3 NaxGTP, e 10 Na-fosfocreatina (295 mOsm/Kg H:O, pH 7,4). Em voltage-clamp
(protocolo V), mantivemos os neurdnios a -70 mV (holding potential) e aplicamos 10 pulsos
de voltagem de 1 segundo a partir de -105 mV, em passos de 10 mV a cada 5 segundos. Esse
protocolo foi executado para 5 e 0.5 mM de glicose. Os parametros de capacitancia (Cm) e
resisténcia em série (Rs) foram obtidos regularmente. Ndo usamos neurénios com Rs maior do
que 30 Mohm. A Rs foi compensada em até 80%.

Em current-clamp (protocolo VI), os neurdnios foram mantidos em um potencial de
holding de -70 mV (para isso foi injetada uma corrente de holding), e foram aplicados 15 pulsos
de corrente em passos de 25 pA, a partir de -200 pA, com duragdo de 500 ms. Em seguida, em
modo current-clamp (protocolo Gap Free), o potencial de membrana foi monitorado durante
5 minutos nas fatias contendo o NTS subpostremal incubadas em aCSF com 5 mM de glicose,
e depois 10 min em glicose a 0.5 mM. Nos grupos com droga, depois do registro basal, foram
registrados 10 min com droga e depois 10 min com droga em 0.5 mM (em alguns grupos ndo

foi possivel realizar esse ultimo registro). O potencial de repouso da membrana foi obtido a
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partir da moda dos potenciais de membrana ao longo do tempo. Adicionalmente, pulsos
hiperpolarizantes de -100 pA (1000 ms) foram aplicados a cada 60 segundos a fim de monitorar
a resisténcia de entrada da membrana. Somente um neurdnio por fatia foi registrado, e,
portanto, cada neurdnio foi considerado como um Gnico ‘n’. Até duas fatias por animal foram

usadas.

3.5 — Estatistica e Analise de dados

Os dados foram extraidos do PatchMaster para tratamento no software IGOR
(Wavemetrics, Portland OR) usando rotinas desenvolvidas pelo Dr. André Dagostim (Dagostin
et al., 2015). O potencial de membrana foi obtido a partir da moda dos potenciais ao longo do
tempo em cada condicdo. A resisténcia de entrada foi calculada a partir do coeficiente angular
da reta que relaciona voltagem em funcdo da corrente aplicada. A constante de tempo da
membrana foi calculada pelo ajuste de uma funcdo exponencial simples para o decaimento do
potencial de membrana por injecdo de uma da primeira corrente hiperpolarizante do protocolo
de VI. Em algumas situages a resisténcia de membrana e a constante de tempo foram obtidas
pela amplitude das hiperpolarizacGes regulares dadas durante o registro.

Os parametros de potencial de ac¢do (PA) foram calculados pelas rotinas customizadas
no software IGOR (Dagostin et al., 2015). A laténcia para o disparo do PA, limiar de disparo
do PA, pico do PA, e a halfwidth, foram adquiridos com base no primeiro potencial de acéo
disparado pela corrente de reobase durante o protocolo de VI (current clamp). A reobase
corresponde a corrente do primeiro pulso da VI que houve o disparo do potencial de acdo, € a
halfwidth é o valor em milissegundos da largura do PA no ponto em que 50% da amplitude
(diferenga em milivolts entre o pico do PA e o limiar de disparo) é atingido. A laténcia
corresponde ao tempo a partir do inicio do pulso da VI até o limiar de disparo do PA, e o limiar
foi calculado a partir das derivadas do PA em fungéo da voltagem de membrana. O limiar foi
considerado como o ponto — em voltagem — correspondente a primeira derivada do PA a atingir
2 vezes o desvio padrdo do calculado para a linha de base. E por fim, a frequéncia de disparo
do potencial de acéo foi adquirida apenas relacionando o numero de PA por pulso de corrente
na VI.

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando os softwares GraphPad Prism 8.0
(GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA). Os dados estdo mostrados como valores medios +

erro padrao da média. Os resultados foram comparados por teste-t Student bicaudal pareado, e
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por analise de variancia (ANOVA) de uma via ou medidas repetidas com teste Fisher's LSD.

As diferencas estatisticas foram estabelecidas com p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), e p < 0,001

(***) .
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4- Resultados

4.1. Sensibilidade a baixa glicose em neurdnios do NTS

4.1.1. Alterac6es no potencial de membrana induzidas pela baixa glicose

Desde a década de 1980 a presenca de neur6nios sensiveis aos niveis de glicose
extracelular ja era evidenciada (Mizuno & Oomura, 1984), e nos anos subsequentes a 2000,
estudos direcionados ao mecanismo dessa sensibilidade mostraram que 0s neurénios do NTS
exibem alteragfes no potencial de membrana em resposta a mudangas na concentracdo de
glicose extracelular, bem como outros parametros discutidos posteriormente (Balfour et al.,
2006, 2007; Lamy et al., 2014; Boychuk et al., 2015; Murat & Leéo, 2019). Nesse sentido,
decidimos comecar o estudo do mecanismo de sensibilidade em neurdnios GI do NTS
reproduzindo as alteracGes eletrofisioldgicas induzidas por 0,5 mM glicose previamente
observadas por Murat & Leéo (2019).

Configuramos as condicGes basais e de baixa glicose conforme Murat & Ledo, 2019 -
ou seja - incubamos as fatias com NTS em glicose 5 mM (basal), e para simular a baixa glicose
usamos a concentracdo de 0.5 mM de glicose (Murat & Ledo, 2019), o que é fundamentado
nas concentragdes de glicose que podem ser atingidas no fluido cerebroespinhal em condi¢6es
hipoglicémicas (Seaquist et al., 2001).

Monitoramos o potencial de membrana na situacdo basal (5 mM de glicose) e em
seguida na baixa glicose (0.5 mM de glicose), 74.1% dos neurdnios responderam como
neurdnios Gl (n = 20), 7.4% como GE (n =5), e 18.5% (n = 2) com NR (n = 27, 16 animais,
figura 4.C). Ou seja, a baixa glicose despolarizou a maioria dos neurénios em 17,3+ 4,6 mV,
de uma média -70,4 £ 3.6 mV para -53,1 £ 5.1 mV (p < 0.01, figura 4.B). A responsividade
dos neurdnios Gl iniciou-se dentro dos cinco primeiros minutos da baixa glicose.

No geral, esses dados corroboram algumas informacdes de estudos anteriores: a
despolarizacéo induzida pela baixa glicose e o fato de a maioria dos neurénios testados serem
do tipo GI. Como esses experimentos foram realizados com bloqueadores sinapticos (DNQX
10 uM, e PTX 100 uM), conclui-se que boa parte desses efeitos ndo € dependente da circuitaria

neuronal, mas provenientes de atividade intrinseca dos neurdnios registrados, assim como
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concluiram estudos prévios que usaram blogueadores sinapticos e/ou TTX (Balfour et al., 2006,
2007; Murat & Ledo, 2019).
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Figura 4: Efeitos da baixa glicose no potencial de membrana de neurdnios Gl do NTS. (A) registro
representativo do potencial de membrana ao longo do tempo. (B) resumo do efeito da baixa glicose no potencial
de membrana, (C) distribuigdo percentual dos tipos de neur6nios responsivos e ndo responsivos a glicose no NTS.
Gl = neurdnios inibidos por glicose, GE = neurdnios excitados por glicose, e NR = neurdnios ndo responsivos.
**p < 0.01, teste t pareado de Student. N = 9.
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4.1.2. Alterages na resisténcia de entrada induzidas pela baixa glicose

O NTS tem uma diversidade de fenOtipos neurais: neurdnios catecolaminérgicos
(Rogers et al., 2018), neurbnios GABAérgicos (Lamy et al., 2014; Boychuk et al., 2015),
neurdnios glutamatérgicos (Wang et al., 2003), entre outros, e isso pode estar relacionado a
uma diversidade de mecanismos que podem estar envolvidos na resposta a baixa glicose. Lamy
e colegas (2014) observaram que a baixa glicose induz um aumento da resisténcia de entrada
em neurénios GABAérgicos GLUT2" do NTS, isso porque o mecanismo proposto envolve a
inativacdo de canais de vazamento para ions potédssio (Kzp), levando esses neurdnios a
despolarizarem (Lamy et al., 2014). Porém, Murat & Ledo (2019) observaram uma diminuigéo
na resisténcia da membrana concomitante a despolarizacao por baixa glicose.

De acordo com os dados anteriores do nosso laboratério (Murat & Ledo, 2019), nds
observamos uma diminuic¢éo da Rinput de -81.3 + 26.9 MQ (de 264.2 £ 29.3 MQ para 182.9 +
25.6 MQ, p <0.05, n =7, figura 5.A), corroborando com esse resultado, a constante de tempo
da membrana (tau) também diminuiu em -3.6 £ 0.9 ms (de 11.97 =2.38 MQ para 8.41 + 1.76
MQ, p < 0.05, n = 7, figura 5.B). A constante de tempo compreende matematicamente o
produto da capacitancia da membrana com a resisténcia de membrana, logo também reflete
alteracdes na Rinput.

Assim, reiterando os dados de nosso laboratério, a resposta a baixa glicose nos
neurdnios Gl do NTS de ratos se da via mecanismos que implicam na ativacdo de alguma

condutancia ibnica despolarizante na membrana celular.
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Figura 5: Efeitos da baixa glicose na resisténcia de entrada da membrana de neurénios Gl do NTS. (A)
resumo do efeito da baixa glicose na resisténcia de entrada (Rinput). (B) resumo do efeito da baixa glicose na

constante de tempo da membrana. *p < 0.05, teste t pareado de Student. N = 8.

4.1.3. Corrente ibnica induzida pela baixa glicose

Balfour & Trapp (2007) ao estudarem a resposta a baixa glicose observaram correntes
induzidas pela baixa glicose. Eles evidenciaram uma variabilidade de potenciais de reversao
(Erev) dessas correntes. Em torno de 25% desses Erev eram proximos da reversao do ion potéssio
(Ek+ = -80 mV), o que condiz com a inativagdo dos canais Ko que Lamy et al., 2014
observaram em neurdnios GABAeérgicos do NTS (Balfour & Trapp, 2007; Lamy et al., 2014),
enguanto o restante se distribui na faixa de -58 mV a +10 mV, o que sugeriu a corrente gerada
pela inativacdo da Na'/K*-ATPase concomitantemente ao aumento de condutancia nao
identificada (Balfour & Trapp, 2007). Essa variabilidade de potenciais de reversdo também foi
observada por nds, variando de -59 mV a -2 mV, com um neurdnio apresentando um Erey de
97 mV (para o célculo do Erev esse neurénio foi excluido, figura 6.C, n = 7).

NOs observamos uma corrente de entrada de -209.6 + 73.1 pAa-75mV (p <0.05,n =
10, figura 6.B) induzida pela baixa glicose, com 0 Erev de -27.89 + 10.94 mV (n = 6, figura 6.B

e figura 6.E), um efeito semelhante aos observados neurénios do NTS de camundongos por
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Balfour & Trapp (2007), e de ratos por Murat & Ledo (2019). Contudo com um Erev mais
despolarizado em relagdo ao que Murat & Ledo (2019) observaram. Eles notaram que a baixa
glicose leva a um aumento na condutancia de membrana e a inducgdo de correntes de entrada,
de forma que Murat & Ledo (2019) notaram uma corrente de entrada com 0 Erev de -60 mV
(Balfour & Trapp, 2007; Murat & Leéo, 2019).

Entre os 10 neurdnios Gl do NTS que observamos as correntes sensiveis a baixa glicose,
verificamos uma variabilidade de respostas ja descrita na literatura (Balfour & Trapp, 2007),
além dos variados potenciais de reversdo (figura 6.C), tracando a regressdo linear dessas
correntes entre -105 e -55 mV, observamos dois grupos de correntes/neurénios: neurénios que
apresentam correntes dependentes de voltagem (figura 6.B, figura 6.E, n = 7), e 0s que
apresentam correntes sem dependéncia de voltagem (figura 6.D, figura 6.F, n = 3). Essas
correntes podem ser derivadas da ativacao de correntes pela baixa glicose (figura 6.G), as quais
ainda desconhecidas, o que sera discutido posteriormente, pois a hipotese de Balfour & Trapp
(2007) é que dessas correntes observadas nas figuras figura 6.B e figura 6.D, podem ser
correntes da Na*/K*-ATPase sendo inibidas por baixa glicose (baixos niveis de ATP).

Por conseguinte, nossos dados ratificam os achados na literatura, no sentido de entender
que a despolarizacdo induzida pela baixa glicose, junto as alteracdes na Rinput (0 que sugere a
participacdo de canais idnicos), sdo conduzidos por uma corrente idnica de entrada induzida
por baixa glicose, cujo potencial de reversdo pode ser variado e - predominantemente - em uma
faixa superior a -60 mV, portanto, mais positivo que o potencial de repouso da membrana dos
neurdnios Gl do NTS.
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Figura 6: A baixa glicose induz uma corrente de entrada nos neur6nios Gl do NTS. (A) tracado
representativos das correntes em neur6nios GI do NTS: controle (em preto), sob efeito da baixa glicose (em
vermelho), e a corrente induzida pela baixa glicose (em azul, subtracdo da corrente vermelha pela preta). (B, n =
6) correntes dependentes de voltagem induzidas por baixa glicose. (C, n = 6) distribui¢do dos diversos potenciais
de reversdo de cada corrente dependente de voltagem. (D, n = 4) correntes ndo dependentes de voltagem induzidas

por baixa glicose.

4.1.4. Alterac6es induzidas pela baixa glicose no potencial de acéo

Os parametros de PA em resposta a baixa glicose ndo sdo bem estudados, geralmente
as observacOes se resumem a observacao da frequéncia de disparo do PA, e 0 aumento das
frequéncias de disparo dos neuronios Gl do NTS j& é bem evidenciado na literatura (Balfour et
al., 2006; Lamy et al., 2014; Boychuk et al., 2015). Murat e Ledo (2019) ndo estudaram os
efeitos da baixa glicose sobre o disparo de potenciais de acdo. Nossos resultados mostram que
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a baixa glicose ndo altera a frequéncia de disparo do PA em funcéo da injecdo de corrente (n =

8, figura 7.A), e ndo modifica a laténcia (n = 7, figura 7.B) e nem a reobase (n = 7, figura 7.C).
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Figura 7: A baixa glicose extracelular ndo altera alguns parametros de PA em neurénios Gl do NTS. A
baixa glicose ndo altera a (A) frequéncia de potenciais de acdo em funcdo da injecdo de corrente, (B) laténcia para
o disparo do PA, e nem (C) a reobase do PA. N =7.

Para entender mais a respeito da influéncia que a baixa glicose exerce no potencial de
acdo, resolvemos analisar outros parametros ainda nao estudados nos neurdnios do NTS sob a
condicdo de baixa glicose. J& é bem estudado que as caracteristicas da forma dos PAs sdo
influenciadas por uma gama de canais i0nicos, e o estudo das alteracdes dessa forma de onda
podem indicar possiveis modula¢bes em condutancias idnicas especificas (Bean, 2007). Por
isso, resolvemos analisar 5 parametros do PA: pico do potencial (em mV), Limiar de disparo
do PA (em mV), Laténcia para o disparo (em ms), Reobase e a Halfwidth.

Supondo que a baixa glicose diminui a atividade da Na'/K*-ATPase, devido a
diminuicdo da concentracdo de ATP intracelular, essa menor atividade da bomba poderia
alterar o gradiente de ions Na* e K+, 0 que por sua vez afetaria o pico do potencial de acdo. De
fato, nos observamos que a baixa glicose induz uma diminuicéo de -12.57 + 4.73 mV (de 45.57
+4.47 mV para 33.00 = 3.56 mV, p <0.05, n =7, figura 8.D) no pico do potencial de a¢do. Ou
seja, comparando os picos dos PAs disparados com a corrente de reobase na situacéo controle
(glicose a 5 mM), e na situagéo de baixa glicose (0.5 mM), observamos uma diminuicao de -
12.57 £ 4.73 mV no pico do PA disparado pela corrente de reobase.

Além disso, a baixa concentracdo de glicose levou ao aumento da Halfwidth em 0.11
+ 0.04 ms (de 0.50 £ 0.04 para 0.61 £ 0.06 ms, p <0.05, n =7, figura 8.A), resultado que indica
a modulacdo de canais idnicos responsaveis pela forma do potencial de acéo, e houve também

a diminuicéo do limiar de disparo dos PAs em -7.55 + mV (de -37.60 = 1.23 mV para -45.14 +
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2.39 mV ms, p < 0.01, n = 7, figura 8.C), 0 que condiz com o aumento da excitabilidade

induzido pela baixa glicose.
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Figura 8: A baixa glicose leva a modificacbes em parédmetros dos PAs de neurénios Gl do NTS. Resumos
das mudancas induzidas por baixa glicose (A) na Halfwidth dos PAs, (B) registro representativo das alteracGes na
Halfwidth e no Pico do PA. (C) Resumo das mudancas induzida por baixa glicose na laténcia de disparo dos PAs

(D) e na reobase dos PAs. *p < 0.05, teste t pareado de Student. N = 7.

Portanto, a baixa glicose leva a alteracGes no potencial de acdo que podem indicar as
dependéncias desse mecanismo de sensibilidade em relacdo a componentes chaves na baixa
glicose, como os niveis de ATP e a queda de atividade da Na*/K*-ATPase. Assim, umas das

perguntas que fizemos foi se a inibi¢cdo da producdo de ATP mitocondrial poderia mimetizar
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os efeitos da baixa glicose. A seguir verificaremos a dependéncia desses resultados no que

concerne ao ATP mitocondrial.

4.2. Efeitos do desacoplamento mitocondrial em neurénios do NTS

Os neur6nios dependem da geracdo de ATP pela fosforilacdo oxidativa para suas
demandas energéticas. Para estudar os efeitos da diminuicdo da sintese ATP mitocondrial nos
neuronios do NTS, usamos a droga CCCP (Carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazone). O
CCCP ¢ um protondforo, ou seja, cria poros na membrana interna mitocondrial aumentando
assim a condutancia da membrana a ions H+, desacoplando a cadeia transportadora de elétrons
(CTE). Isso leva a uma diminuic¢do no gradiente de H+, diminuindo a energia fornecida a ATP
sintase na CTE, diminuindo a producdo de ATP (Heytler, 1963; Kasianowicz et al., 1984).

4.2.1. Alterac6es no potencial de membrana induzidas pelo CCCP

Arazdo ATP/ADP é diminuida em situacdes de baixa glicose, por isso nos perguntamos
se a diminuicdo da producdo de ATP pode mimetizar a baixa glicose, pois importantes
proteinas de membrana que participam dos fenémenos eletrofisiolégicos, como a bomba de
Na*/K*-ATPase e canais Karp, por exemplo, dependem diretamente dos niveis de ATP
intracelular (Nichols, 2006; Dienel, 2019). Com base no exposto, observamos que 0s neurénios
Gl do NTS foram despolarizados pelo CCCP (1 uM) em 10.1 + 2.4 mV (de -67.3 £ 1.8 mV
mV para-57.2 +2.5mV, p<0.01, n = 11, figura 9.B), mimetizando os efeitos da baixa glicose.

No entanto, observamos que ha uma rapida hiperpolarizacdo de -3.3 £ 0.9 mV (de -67.3
+1.8mV para-70.5+1.9mV, p<0.01, n=11, figura 9.B) antes da despolarizacéo induzida
por CCCP 1 uM. Em trabalhos anteriores do nosso grupo, os canais Katp ja foram relacionados
com a resposta a baixa glicose de neurdnios do NTS. Inclusive, esses canais hiperpolarizam os
neurdnios do NTS submetidos a baixa glicose por longo periodo (Murat & Ledo, 2019). Desde
a década de 1990, o Katp é estudado no controle neural dos niveis de glicose via 0 NTS
(Dallaporta et al., 1999; Dallaporta et al., 2000).

Na figura 9.A podemos notar que mesmo com a despolarizagdo induzida por CCCP, a
baixa glicose ainda despolarizou mais o potencial de membrana em 12.00 + 3.43 mV (de -
55.86 + 3.81 mV para -43.86 £ 6.27 mV, p < 0.05, n =7, figura 9.C), 0 que pode ser devido a

um efeito somado da baixa glicose com o CCCP na diminuic¢éo dos niveis de ATP intracelular.
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Figura 9: Efeitos do CCCP no potencial de membrana de neur6nios GI do NTS. (A) registro representativo
do potencial de membrana ao longo do tempo. (B) resumo do efeito do CCCP no potencial de membrana. (C)
resumo do efeito do CCCP e do CCCP+BG no potencial de membrana. BG = baixa glicose, CCCPi = CCCP
imediato. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ANOVA one-way. N = 11.

E possivel que essa hiperpolarizacio (Figura 9) tenha sido causada por alguma
condutancia regulada pelos niveis de ATP — direta ou indiretamente — a mesma que esses
neurdnios usam para detectar a baixa glicose, porém nds ndo notamos alteragdes na resisténcia
de entrada durante a hiperpolarizacdo (figura 11.A), apenas na despolarizacdo. O efeito da
baixa glicose em despolarizar ainda mais o potencial de membrana ap6s o CCCP sugere a
somagdo dos efeitos de diminuir a producdo de ATP via desacoplamento da CTE, mais a
diminuic&o de substrato para o funcionamento da CTE devido & baixa glicose. E provavel que
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essa somacdo de efeito do CCCP com a baixa glicose afete consideravelmente a atividade da
bomba de Na*/K*, essa hipotese condiz com o que vimos nos pulsos hiperpolarizantes no
protocolo de Gap Free. Na figura 11 observamos a resisténcia de entrada obtida a partir dos
pulsos de hiperpolarizagéo, e notamos que o CCCP diminui a resisténcia de entrada em -53.0
+ 18.4 MQ (de 224.0 + 36.2 MQ para 171.0 £ 31.9 MQ, p <0.05, n = 10, figura 11.A), assim
como vimos na figura 10 e, curiosamente, a hiperpolarizacdo induzida pelo CCCP (figura 9)
ndo foi acompanhada de alteragdes na resisténcia de entrada (figura 11.B), o que pode ser
devido a dificuldade de detectar um efeito muito sutil na resisténcia. E quando observamos a
resisténcia de entrada durante o CCCP mais a baixa glicose, notamos que a baixa glicose ndo
induz diminuicdo na resisténcia de entrada (figura 11.A), sugerindo que a despolarizacdo no
grupo CCCP+BG (figura 9.C) possa ser em decorréncia da diminuicéo da atividade da Na*/K*
ATPase.

4.2.2. AlteracGes na resisténcia de entrada induzidas pelo CCCP

Como ja discutido anteriormente, a baixa glicose induz diminuicdo da resisténcia de
entrada, bem como do tau da membrana, de acordo com os dados anteriores do nosso grupo
(Murat & Ledo, 2019). Observamos que essa resposta também ¢é reproduzida pelo
desacoplamento mitocondrial via CCCP 1 uM. Observamos que ap0s a despolarizacdo
induzida pelo CCCP aresisténcia de entrada reduziu em -100 £ 42 MQ (de 328 + 46 MQ para
218 £ 39 MQ, p < 0.05, n =9, figura 10.A), o tau da membrana reduziu em -5.1 £ 1.5 ms (de
120+ 1.5mspara6.9+1.2ms, p<0.05 n=9, figura 10.B), esses dados corroboram com a
ideia de ativacdo de alguma condutancia pelo CCCP, logo, também fortalece a ideia de que a
baixa glicose modula alguma condutancia, e muito provavelmente esse € um processo ligado a

queda da concentracdo do ATP intracelular.
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Figura 10: Efeitos do CCCP na resisténcia de entrada de neurdnios Gl do NTS. (A) resumo do efeito do
CCCP na resisténcia de entrada, (B) resumo do efeito do CCCP na constante de tempo da membrana (tau). *p <
0.05, teste t pareado de Student. N = 9.
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Figura 11: Efeitos do CCCP na resisténcia durante o Gap Free de entrada de neur6nios Gl do NTS. (A)
resumo do efeito do CCCP na resisténcia de entrada, (B) resumo do efeito do CCCP mais a baixa glicose na
resisténcia de entrada. *p < 0.05, ***p < 0.05, BG = baixa glicose, CCCPi = CCCP imediato. *p < 0.05, **p <
0.01, ***p < 0.001, ANOVA one-way. N = 10.
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Figura 12: Efeitos do CCCP nas propriedades eletrofisiologicas de neurénios NR do NTS. (A, n =5) resumo
do efeito do CCCP no potencial de membrana. (B, n = 4) resumo do efeito do CCCP na resisténcia de entrada. (C,

n = 4) resumo do efeito do CCCP na constante de tempo da membrana. CCCPi = CCCP imediato.

4.2.3. O CCCP néo reproduz esses efeitos em neurdnios ndo responsivos

Além dos neur6nios GI, conseguimos averiguar as respostas ao CCCP em neurénios
NR do NTS. Curiosamente, 0 CCCP ndo modificou nenhum desses parametros ja discutidos,
ou seja, 0 CCCP néo alterou o potencial de membrana e nem a resisténcia de entrada - bem
como o tau - dos neurdnios NR do NTS (figuras 12.A, figura 12.B, e figura 12.C).

Além disso, nesses neurdnios, 0 CCCP néo levou a uma hiperpolarizacdo imediata dos
neurdnios NR, como observado nos neurdnios Gl (figura 12.A).

Esses resultados indicam que os neurdnios NR parecem mais resistentes a queda dos
niveis de ATP como os neurénios Gl, pelo menos no gque tange a despolarizacdo do potencial
da membrana. Interessantemente, 0 CCCP levou a hiperpolarizagdo em dois neurénios GE
(dados ndo mostrados). Possivelmente esses neurénios seriam 0s GE, mas esses neurénios ndo
sdo comuns no NTS, nossos dados mostram que apenas 10% desses neurdnios sao GE (n =50,
25 animais), corroborando os dados da literatura (Murat & Leéo, 2019), tornando-os dificeis

para o estudo de mecanismos de sensibilidade a glicose no NTS.

4.2.4. Corrente ibnica induzida pelo CCCP

Nossos dados sobre a corrente induzida pela baixa glicose em neurdnios Gl do NTS
corroboram a literatura (Figura 6, Balfour & Trapp, 2007; Murat & Ledo, 2019). Tentamos
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entender a dependéncia da corrente sensivel a baixa glicose em relacdo ao ATP intracelular.
No entanto, como observado na figura 10.A, o CCCP induz uma hiperpolarizacéo imediata, e
ha uma certa variabilidade da laténcia desses fendmenos. Portanto, dividimos as correntes em
imediatas (durante a hiperpolarizacéo observada) e tardias (durante a despolarizagdo). O CCCP
induz uma corrente de entrada tardia de -95.89 £ 9.53 pA a -75 mV (de -22.55 + 5.87 pA para
-118.4 +8.52 pA, p<0.05, n =5, figura 13.B), com 0 Eey de -43.12 + 7.64 mV, dentro da faixa
de potenciais de reversdo discutidos anteriormente (figura 6.C), entre -60 mV e -20 mV,
corrente que leva a despolarizagdo observada pela acdo do CCCP (figura 10.A).

O CCCP também induz uma corrente que hiperpolariza imediatamente os neurénios Gl
do NTS, uma corrente de entrada imediata de 83.10 £ 31.59 pA a -45 mV (p < 0.05, n = 4,
figura 13.C), com 0 Erev de -78.92 + 1.85 mV, um potencial de reversédo mais hiperpolarizado
que a média do potencial de repouso desses neurdnios (-67.27 + 1.81 mV), o que explica a
hiperpolarizacéo induzida por CCCP (figura 10.A). Comparando a reversao das duas correntes,
notamos que Erev das correntes tardias sdo mais variadas que as imediatas (figura 13.E), o
desvio padrdo da primeira é £15.3 mV, enquanto o desvio padrdo da Erv das imediatas é apenas

+ 3.7 mV. Dentre essas correntes apareceu apenas uma corrente sem dependéncia de voltagem.
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Figura 13: O CCCP induz corrente de entrada nos neurdnios Gl do NTS, mas ndo induz em neurénios NR
do NTS. (A) registro representativo da corrente controle (preto), da corrente p6s agdo do CCCP (vermelho), e da
corrente sensivel ao CCCP (azul) em neurénios Gl, e o pulso de voltagem para evocar essas correntes. (B, n = 5)
resumo do efeito do CCCP na corrente de entrada tardia em neurdnios Gl. (C, n = 4) resumo do efeito do CCCP
na corrente de entrada imediata em neurdnios GlI. (D, n = 4) resumo do efeito do CCCP na corrente de entrada em

neurdnios NR. (E) comparacdo dos potenciais de reversdo das correntes imediatas e tardias em neurdnios GI. *p
< 0.05, teste-t pareado de Student.
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Em concordancia com os dados de potencial de membrana em neurénios NR do NTS,
observamos que o CCCP ndo reproduz nos neurénios NR a corrente como nos neurénios Gl
(figura 13.B). Além disso, 0 Erev da corrente induzida por CCCP ndo é diferente do observado
na baixa glicose (figura 13.A e figura 6.C), mas a variabilidade sim, o desvio padréo dos Erev
no CCCP é de £19.27 mV, e na baixa glicose é £25.48 mV, por isso que ndao notamos diferenca

entre os efeitos na tabela 1.

4.2.4. Alterages no potencial de agédo induzidas pelo CCCP

Resolvemos entender quais as alteracfes a baixa glicose podem levar no potencial de
acdo, e estudamos como os possiveis decréscimos no ATP intracelular podem reproduzir esses
efeitos. Na tabela 1, podemos notar que néo diferenca entre as mudancas geradas pela glicose
e pelo CCCP, sugerindo que o CCCP reproduz os efeitos da baixa glicose, entre eles os
relacionados ao potencial de acdo (tabela 1), o limiar do potencial de acdo diminuiu -10.82 +
3.18 mV (de -35.70 £ 1.87 mV para -46.52 + 3.82 mV, p < 0.05, n =5, figura 14.A), o pico do
potencial de agdo diminuiu em -16.60 + 3.62 mV (de 47.58 + 4.04 mV para 30.98 £ 6.65 mV,
p <0.05, n =5, figura 14.B), e a Halfwidth aumentou em 0.18 + 0.06 ms (de 0.45 + 0.05 ms
para 0.63 + 0.10 ms, p < 0.05, n =5, figura 14.C). Além disso, o CCCP nao alterou a reobase
e laténcia do potencial de acdo (figuras 15.A e 15.B), bem como na baixa glicose. No entanto,
0 CCCP - curiosamente - ndo aumentou a frequéncia de disparo dos PA em funcéo das correntes
aplicadas (figura 15.C).

No geral, observamos que o CCCP reproduz os efeitos da glicose a 0.5 mM, e isso é
um indicio - considerando que o CCCP leve a uma diminuigéo dos niveis intracelular de ATP
- de que o queda na concentracdo de ATP devido ao baixo nivel de substrato de glicose para
sintese de ATP, é fundamental na deteccdo do nivel de glicose extracelular, e um possivel

parametro para os neurdnios Gl do NTS.



Parametros

Tabela 1: Comparacéo dos efeitos da baixa glicose e do CCCP.

Baixa glicose (média £ EPM)

CCCP (média + EPM)
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Potencial de membrana (mV) -53.1+5.1
Erev (MV) -27.0+12.7
Rinput (MQ) 182.9 £ 25.6
Corrente induzida a -75 mV (pA) -207.8 £ 84.3
Tau (ms) 84+18
Pico do PA (mV) 34250
Halfwidth do PA (ms) 0.64 £ 0.08
Limiar do PA (mV) 474126
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Figura 14: O CCCP leva as alteracdes em parametros do potencial de a¢do de neurdnios GI do NTS. (A)
Resumos dos efeitos do CCCP no limiar do PA, (B) no pico do PA, (C) Halfwidth do PA. Em (D) o registro

representativo de um PA controle (preto) e um PA alterado pelo CCCP (vermelho). *p < 0.05, teste t pareado de

Student. N = 5.
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Figura 15: O CCCP ndao altera todos os parametros do potencial de acdo de neurdnios Gl do NTS. (A)

resumo dos efeitos do CCCP na Reobase do PA, (B) na laténcia do PA, e na (C) frequéncia de disparos dos PAs.
N =5.

4.3. Efeitos da inibi¢cdo da bomba Na*/K*-ATPase em neurénios do NTS

Como ja comentado, os canais Katp, € a Bomba de Na'/K*-ATPase sdo efetores
eletrofisioldgicos com dependéncia direta dos niveis de ATP, mais especificamente da razéo
ATP/ADP (Nichols, 2006; Dienel, 2019). Balfour & Trapp (2007) investigaram a corrente
induzida pela inibicdo da bomba, achando certa semelhanca na corrente induzida pela inibicao
metabdlica e a inibicdo da bomba (Balfour & Trapp, 2007). Além disso, Silver & Erecinska
(1998) observaram que neurdnios Gl hipotalamicos possivelmente hiperpolarizaram em
elevados niveis de glicose, devido a uma maior atividade da bomba de Na*/K* (Silver &
Erecinska, 1998).

Uma das caracteristicas que diferencia a Na*/K*™-ATPase dos outros tipos P de
ATPases, € a modulacdo que esteroides cardiotonicos exercem sobre a enzima. Um exemplo é
a inibicdo induzida pela ouabaina (Pierre & Xie, 2006). Com base nisso, resolvemos estudar a
participacdo da Na'/K*-ATPase na sensibilidade a baixa glicose, observando se a inibicdo da

bomba poderia mimetizar os efeitos da glicose a 0.5 mM.
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4.3.1. AlteracGes no potencial de membrana e na resisténcia de entrada

induzidas pela Ouabaina

A principal funcdo da Na'/K*-ATPase é manter o gradiente i6nico de Na* e K+
(Clausen et al., 2017), e a inibicdo da atividade dessa bomba leva a despolarizacdo da
membrana celular (Brisson et al., 2014) devido a diminuigéo dos gradientes ibnicos desses ions.
A participacdo dessa proteina ainda ndo é bem definida na literatura sobre a sensibilidade aos
niveis de glicose, pois € fato que todas as células animais expressam essa bomba (Pierre & Xie,
2006; Clausen et al., 2017), no entanto apenas alguns tipos celulares sdo sensiveis as oscilacdes
nos niveis de glicose. Discutiremos isso posteriormente.

A ouabainaal uM e a 10 uM levou a despolarizag¢do dos neurénios do NTS. A 10 uM
a Ouabaina levou a um maior efeito, despolarizando o potencial de membrana em 13.63 + 3.14
mV (de -66.50 + 1.18 mV para -52.88 £ 2.64 mV, p < 0.01, n = 8, figura 16.A),
respectivamente. No entanto, a resisténcia de entrada - bem como a constante de tempo da
membrana (tau) - ndo foram alterados pela ouabaina (figura 16.B e 16.C, respectivamente), o
que contribui com a ideia de que 0 mecanismo usado pelos neurbnios para detectar 0s niveis

de glicose, envolve a modulacéo de condutancias na membrana dos neur6nios do NTS.
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Figura 16: Efeitos da Ouabaina nas propriedades eletrofisiolégicas de neurénios do NTS. (A, n = 8) resumo
do efeito da Ouabaina no potencial de membrana. (B, n = 6) resumo do efeito da Ouabaina na resisténcia de
entrada. (C, n = 6) resumo do efeito da Ouabaina na constante de tempo da membrana. (D) registro representativo
do potencial de membrana ao longo do tempo com o aumento progressivo da concentracdo de Ouabaina (0.1, 1,
e 10 puM). *p < 0.05, **p < 0.01, ANOVA one-way.
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4.3.2. Corrente i6nica induzida pela Ouabaina

A participacdo da Na'/K*-ATPase no mecanismo de sensibilidade de neurdnios
sensiveis a glicose ja foi estudado no hipotdlamo (Silver & Erecinska, 1998), e nos neur6nios
do DVC, incluindo o NTS (Balfour & Trapp, 2007). Balfour & Trapp (2007) observaram que
a corrente induzida pela inibicdo da bomba tem certa semelhanca com desacoplamento
mitocondrial por azida ou cianeto, no entanto ndo houve uma reverséo determinada para a
corrente gerada pela inibicdo da bomba, diferente da corrente induzida por azida ou cianeto
(Balfour & Trapp, 2007).

A 10 uM a Ouabaina induziu uma pequena corrente de entrada de -35.83 £ 17.37 pA
(n=7,figura 17.B) a-75 mV, com 0 Ery de -46.72 + 18.59 mV (n = 4, mais um neurénio com
Erev em 182 mV, portanto, excluido do calculo do Erev), com um desvio padrdo de £37.18 mV,
sugerindo a variabilidade ja observada anteriormente, e nesse grupo também observado dois
neurdnios com correntes ndo dependente de voltagem dentro do intervalo de potenciais de
reversdo das correntes induzidas pela baixa glicose, é ligeiramente diferente da corrente
induzida pelo CCCP.

A corrente induzida por ouabaina esta de acordo com a despolarizacao induzida por ela,
e em um quadro geral é possivel que a inibicdo da atividade da bomba tenha alguma
participacdo na corrente induzida pela baixa glicose, no entanto, vimos que a resisténcia de
entrada dos neurdnios do NTS ndo é alterada pela inibicdo da bomba, como se espera. Mais a
frente veremos as alteragdes nos potenciais de acdo, e qual a relagdo desses dados com os dados
do CCCP.
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Figura 17: A Ouabaina induz uma pequena corrente de entrada nos neur6nios do NTS. (A) registros
representativos da corrente controle (em preto), da corrente resulta da acdo da Ouabaina a 10 uM (em vermelho),
e a corrente induzida pela Ouabaina a 10 uM (em azul), e o pulso teste para evocar essas correntes. (B, n = 7)
resumo do efeito de diferentes concentra¢fes da Ouabaina (0.1 uM, 1 uM, e 10 uM) na corrente da membrana.
(C, n = 5) resumo do efeito de 10 uM de Ouabaina na corrente de membrana. (D) os dois tipos de correntes
sensiveis a ouabaina a 10 uM: 5 com dependéncia de voltagem, com inclinagdo (slope) positiva (em azul), e 2
sem dependéncia de voltagem, com inclinagdo (slope) negativa (em verde). (E) a distribuicdo dos diversos

potenciais de reversdo das duas correntes.
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4.3.3. AlteracGes no potencial de acdo induzidas pela Ouabaina

Nos perguntamos se as alteracbes nos parametros de PA geradas pela baixa glicose
poderiam ser consequéncia da inibicdo da Na*/K*-ATPase. Nenhum dos parametros de
potencial de acdo foi alterado pela Ouabaina (figura 18), ou seja, os efeitos da inibicdo da
bomba de Na*/K* ndo reproduziram os efeitos da baixa glicose, sugerindo que as alteracGes
dos parametros de PA pela baixa glicose ndo sdo atribuidas a Na*/K*-ATPase.

Relacionando com os dados do CCCP (figura 14), em que os parametros de PA seguem
0 observado na baixa glicose, podemos notar que ha uma dependéncia da diminuicdo do ATP
intracelular, mas essa funcdo ndo se da por meio da diminuicdo da atividade da Na*/K™-
ATPase. E levando em conta, a discussao sobre a ativacdo de alguma conduténcia, é possivel
que essas alteracbes nos PA estejam em funcdo de certas condutancias (canais i0nicos)
alteradas pelo estado de baixos niveis de glicose/ATP intracelular. Concluimos que a

despolarizacdo pela ouabaina provavelmente se deva a inibi¢éo de sua atividade eletrogénica.
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Figura 18: A ouabaina néo leva a alteracfes nos parametros do potencial de acdo (PA) de neurdnios do
NTS. (A) Halfwidth do PA, (B) limiar do PA, (C) laténcia do PA, (D) recbase do PA, (E) pico do PA, e em (F)
frequéncia de disparo dos PAs. N = 6.
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4.4. Efeitos da inibicdo da AMPK em neurénios do NTS

A proteina quinase ativada por AMP (AMPK) é uma enzima com trés subunidades com
diversos sitios de modulacéo, e uma das formas de regulacdo da atividade dessa enzima, é via
modulacdo alostérica com AMP - na subunidade gama - que leva a ativacdo da AMPK. Essa
enzima € central, e interage com diversas vias metabdlicas, sendo muito importante na
homeostase energética (Garcia & Shaw, 2017; Herzig & Shaw, 2018).

A AMPK modula diversos canais ionicos (Andersen & Rasmussen, 2012) o que a torna
de interesse para estudar os fendmenos eletrofisiologicos. A literatura ja aponta a participacédo
da AMPK expressa no NTS na CRR, sendo assim relevante para o balanco energético
envolvendo a glicose (Hayes et al., 2009; Mandal & Briski, 2019). Além disso, a atividade da
AMPK no NTS parece ser essencial para o papel da AMPK expressa em areas hipotalamicas,
regides que integram todo o mecanismo da CRR (Mandal & Briski, 2019).

Em razdo disso, resolvemos estudar se a AMPK poderia estar envolvida nas respostas
a baixa glicose ja explanadas. Para isso usamos um antagonista (Dorsomorfina 4 uM), e um
agonista da AMP (AICAR 400 uM; Kim et al., 2016).

4.4.1. AlteracGes no potencial de membrana e na resisténcia de entrada

induzidas pela Dorsomorfina

O esperado com a inibi¢cdo da AMPK por desomorfina, era que ndo levasse a alteragdes
relevantes no potencial de membrana. Concomitante a isso, a inibicdo dessa enzima -
considerando que ela participe desse mecanismo - aboliria em parte a despolarizac¢éo induzida
por baixa glicose. Mas 0 que observamos é que a dorsomorfina induz uma continua e acentuada
despolarizacdo do potencial de membrana dos neurdnios do NTS (figura 19.A), o que
prejudicou a andlise desses resultados de forma geral.

A dorsomorfina 4 uM despolarizou o potencial de membrana em -10.25 + 1.89 mV (de
-74.25 £ 2.84 mV para -64.00 = 3.08 mV, p < 0.05, n = 4, figura 19.A) esse efeito pareceu ser
continuo ao longo do tempo, dificultando a interpretacdo dos dados. A dorsomorfina mais a
baixa glicose despolarizou o potencial de membrana em mais -14.75 £ 4.42 mV (de -64.00 £
3.08 mV para -49.25 + 3.57 mV, p < 0.05, n = 4, figura 19.A). Porém, curiosamente, além da
dorsomorfina nédo alterar a resisténcia de entrada (figura 19.B) - bem como a constante de

tempo da membrana (figura 19.C) - a droga aparentemente impediu que a baixa glicose
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diminuisse a resisténcia de entrada (figura 19.B), e a constante de tempo da membrana (figura

19.C).
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Figura 19: Efeitos da dorsomorfina nas propriedades eletrofisioldgicas de neurdnios Gl do NTS. (A) resumo
do efeito da dorsomorfina no potencial de membrana. (B) resumo do efeito da dorsomorfina na resisténcia de
entrada. (C) resumo do efeito da dorsomorfina na constante de tempo da membrana de neurdnios responsivos. (D)
registro representativo do potencial de membrana ao longo do tempo. N = 4, *p < 0.05, ANOVA one-way. BG =

baixa glicose, dorsoM = dorsomorfina.
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E possivel supor que as alteracdes de resisténcia de entrada induzidas pela baixa glicose
tenham certa dependéncia da AMPK, o que faria sentido com a aparente inibicdo que a
dorsomorfina gerou no aparecimento desses efeitos, mas é necessario cautela na interpretacéo
dessa informagdo. Lamy e colegas (2014) observaram que a baixa glicose induzia o aumento
da resisténcia de entrada e a despolarizacdo de neurdnios GABAérgicos do NTS, devido ao
fechamento de canais Kop via AMPK, ¢ ao inibir a AMPK com dorsomorfina (150 uM) eles
observaram que a resisténcia de entrada ndo era mais alterada, e os neurdnios GABAérgicos

hiperpolarizar na presenca de baixa glicose (Lamy et al., 2014).

4.4.2. AlteracGes no potencial de acdo induzidas pela Dorsomorfina

A dorsomorfina apenas levou ao aumento da frequéncia de disparo de potenciais de
acdo em funcdo de corrente aplicada (figura 20.F) quando somada a baixa glicose. Em relagéo
aos outros parametros de PA, a dorsomorfina ndo levou a nenhuma alteracdo (figura 20), no
entanto algumas modificacGes na resposta a baixa glicose foram notadas: baixa glicose diminui
o limiar de disparo dos PAs e o pico do PA em relacdo a situacdo basal (figura 20.A e figura
20.C, respectivamente), e diminuiu a reobase em rela¢do ao grupo s6 com dorsomorfina (figura
20.B). No geral, esses resultados mostram que a dorsomorfina ndo impede os efeitos da baixa

glicose sobre o disparo de PAs.
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Figura 20: A dorsomorfina leva a altera¢es em alguns parametros do potencial de acdo de neurénios Gl
do NTS. Resumos dos efeitos da dorsomorfina no (A) limiar do PA, (B) na Reobase do PA, (C) no Pico do PA,
(D) na Halfwidth do PA, (E) na Laténcia do PA, (F) e na frequéncia de disparo dos PAs em fungéo da corrente
aplicada, diferenca mostrada entre controle e dorsoM+BG é a comparago das correntes evocadas por 150 pA. N
=4.*p < 0.05, **p < 0.01, ANOVA one-way. BG = baixa glicose, dorsoM = dorsomorfina.

Em 2007, Bain e colaboradores estudaram inibidores teoricamente seletivos para
determinadas proteinas quinases, e notaram que a dorsomorfina é uma droga de baixa
especificidade para a enzima AMPK. Mesmo com ICs entre 0.1 e 0.2 uM, essa droga inibe
diversas outras quinases nessa faixa de concentragédo, portanto ndo € recomendada para o estudo
de funcbes da AMPK (Bain et al., 2007), tornando de dificil interpretacdo os dados
anteriormente apresentados. E importante notar que nds usamos dorsomorfina a4 puM, diferente
de Lamy e colegas (2014) que usaram 150 uM, uma concentra¢do muito elevada, 0 que pode

ter gerado efeitos nédo especificos.



59

4.5. Efeitos da ativacdo da AMPK em neurdénios do NTS

Para estudar como a ativacdo da AMPK pode mimetizar os efeitos da baixa glicose em
neuronios do NTS, usamos o composto AICAR a 400 uM, um ativador direto da AMPK via
subunidade gama, mesmo mecanismo do AMP (Kim et al., 2016). Anteriormente, Lamy e
colegas (2014) observaram que 0 AICAR reproduz os efeitos da baixa glicose em neur6nios
GABAeérgicos GLUT2+ do NTS, confirmando - por imunohistoquimica - que
aproximadamente 68% dos neurénios GABAérgicos expressam p-AMPKa.

4.5.1. AlteracGes no potencial de membrana e na resisténcia de entrada
induzidas pelo AICAR

Uma vez que o AICAR simula um aumento de AMP intracelular, espera-se que 0
AICAR despolarize os neurbnios, pois ha uma possibilidade de a AMPK participar no
mecanismo de detec¢do de baixa glicose em neurénios Gl, o que ja foi observado em neur6nios
GABAeérgicos GLUT2+ no NTS, como ja comentado anteriormente (Lamy et al., 2014). No
entanto, no geral o AICAR n&o levou a despolarizacdo dos neurdnios do NTS (figura 21.A),
mas na sequéncia a glicose a 0.5 mM induziu a despolarizacdo de 9.50 + 3.06 mV (de -69.67
+2.67 mV para-60.17 £ 3.02 mV, p < 0.05, n = 6, figura 21.A).

Assim como a dorsomorfina, 0 AICAR né&o reproduziu o esperado no potencial de
membrana (figura 21.A), mas levou a uma alteracdo esperada na resisténcia de entrada desses
(figura 21.B), o AICAR levou a um pequeno decréscimo na resisténcia de entrada, diminuindo
a resisténcia em -30.25 £ 10.40 MQ (de 274.6 £ 34.5 MQ para 244.4 £ 37.8 MQ, p<0.05, n =
6, figura 21.B), mas a constante de tempo da membrana néo foi alterada pelo AICAR, mas a
baixa glicose induziu a diminuigdo do tau em relac&o ao controle (figura 21.C).

O AICAR induz a despolarizagdo dos neurdnios GABAérgicos do NTS, e aumenta a
resisténcia de entrada, pois a ativacdo da AMPK leva a inibi¢do dos canais Kop (Lamy et al.,
2014). Nossos dados mostram que a despolarizacdo de neurdnios do NTS (figura 21.A),
induzida pela baixa glicose, é acompanhada pela diminuicdo da resisténcia de entrada, e o
AICAR reproduz esse efeito da baixa na resisténcia (figura 21.B), o que pode ter uma relagdo

Nno mecanismo como um todo.
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Figura 21: Efeitos do AICAR nas propriedades eletrofisioldgicas de neurénios do NTS. (A) resumo do efeito
do AICAR no potencial de membrana, (B) resumo do efeito do AICAR na resisténcia de entrada. (C) resumo do
efeito do AICAR na constante de tempo da membrana. (D) registro representativo. BG = baixa glicose. *p < 0.05,
**p < 0.01, ANOVA one-way. BG = baixa glicose, n = 6.

H4 ressalvas na interpretacdo do AICAR também, pois além de ser um intermediario
menos potente que 0 AMP (ZMP), o AICAR - por ser um modulador alostérico que mimetiza
0 AMP - pode regular outras enzimas AMP-dependentes (Kim et al., 2016). E valido lembrar
que a AMPK também € regulada por fosfatases e quinases, esse tipo de modulacéo leva a

alteracOes da atividade da AMPK mais potentes que a modulagéo alostérica (Yan et al., 2018).

4.5.2. Alterages no potencial de acdo induzidas pelo AICAR

O AICAR ndo produziu nenhum dos efeitos que a baixa glicose induziu nos parametros
de potencial de acdo (figura 22). Além disso, quando esses parametros foram analisados na
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presenca de baixa glicose mais o AICAR, as alteracdes causadas pela baixa glicose nos PAs
foram curiosamente inibidas pelo AICAR (figura 22).

A B
200+
[ ]
< 150- 2‘
& ) -
@ <
@ 100 ;— o
K] ©
g o oo 2
X 50 eese eee |
[
0 1 1 I
& o"g- &
N x
& vof
o
D v E
100
[ ]
= 804
E . n
< 60 E
o =
© S
© 404 : [ ) =
5 e - s £
© ry T ©
3 209 2, ':' L I
[ T .. o* ®
[
0 I I 1
< < G
& KL
00{\ s \,g-
)
v}

C
Qmprvrrrrrrrrnrrrerienireiienieninns 60—
e 2,° o
— P
-20 T 404 e v
= . .
. < . L1
e®% .o . L4 % :
-40+ E3 * S 20-
L4 ° o .
° . 4
-60 T T T 0 I T T
A4 Q‘ (€] e
&© X 2 S & o
& v < & Y\.(" x
© & < &
v F ®
— 40
1.0 ---- Controle
0.8 o N 30 -+ ACARdOOMM
L] . °® o --e-- AICAR + BG - '
06 © . I o 20- P
e T TS P
e c T A
0.4 : @ 104 ,x?,,ﬂ"
. o
g Rl
0.2 & | s e
0.0 , : : A ——
¢ \3' Q;O 0 50 100 150
& © x PA
® \g N
o
¥

Figura 22: O AICAR nao leva a alteracbes nos parédmetros do potencial de acdo de neur6nios GI do NTS.
(A) Reobase, (B) Limiar, (C) Pico, (D) Laténcia, (E) Halfwidth, e (F) frequéncia de disparos de PA em funcéo da
corrente aplicada. BG = baixa glicose. N = 6.

4.6. Efeitos do BDNF em neurdnios do NTS

Nossos resultados mostraram que o BDNF - na concentracdo de 100 ng/ml - ndo

reproduziu os efeitos da baixa glicose. Ndo houve alteracdo do potencial de membrana (figura

23.A, figura 23.D), nem a resisténcia de entrada (figura 23.B), nem a constante de tempo da

membrana (figura 23.C). O BDNF também ndo induziu corrente de entrada relevante para a

resposta (figura 23.E), logo, de forma geral o esse peptideo ndo reproduziu nenhuma dessas
respostas comparado aos resultados da baixa glicose.
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Figura 23: O BDNF a 100 ng/ml n&o despolariza os neurbnios do NTS, e ndo induz corrente de entrada
como na baixa glicose. (A) resumo do efeito do BDNF no potencial de membrana. (B) resumo do efeito do BDNF
na resisténcia de entrada. (C) resumo do efeito do BDNF na constante de tempo da membrana. (D) registro
representativo do potencial de membrana ao longo do tempo. (E) o resumo do efeito do BDNF na corrente de

membrana dos neurénios do NTS. N = 6.

No que diz respeito aos parametros de potencial de acdo, 0 BDNF levou a alteracGes
em apenas dois parametros (figura 24). Houve uma diminuicdo do limiar de disparo dos PAs -
2.33 £0.61 mV (de -40.33 £ 1.40 mV para -42.67 £ 1.56 mV, p < 0.05, n = 6, figura 24.B), e
uma diminuicdo na laténcia do PA em -31.33 = 7.22 ms (de -68.33 + 9.08 ms para 37.00 +
15.33 ms, p <0.01, n =6, figura 24.C).

Diferentemente da observacdo de Clark e colaboradores (2011), em que o BDNF
diminui a frequéncia de disparo de PAs, n0s averiguamos que esse composto ndo influencia
diretamente a frequéncia de disparo dos neurdnios do NTS (figura 24.F). Mas é curioso notar
a diminuicdo do limiar (figura 24.B) e da laténcia (figura 24.C) do potencial de acédo pelo
BDNF, pois esses resultados podem indicar uma modulacéo fina da excitabilidade neuronal,

mesmo nédo sendo algo téo aparente.



63

>
w
(9]

300+ 354 * 150
' *x
. ° L) R .
— < ° g ° ®
2 200- E -40- % . = 100
P < [ 2= ] a
% o ©
o o S P o
S 100 E -45- . S 504 e°8
® .- 5 ®
ole eve s - 0.
o . b4
0 T T -50 T T 0 T T
Controle BDNF Controle BDNF Controle BDNF
D E F 60—
60 0.8 e _ —=— Controle
hd - T —— BDNF 100 ng/ml T
. 50 n : oy i
S E 0.6+ * f P
E e ® < . ° ©
= 40+ f _F‘ < 0.4- : . 2
(=] * ™Y ® § ‘g
2 O = o
o o® = o
30 w 0.2— e
-
20 T 0.0

1 T 1
Controle BDNF Controle BDNF

Figura 24: BDNF néo leva as altera¢fes na maioria dos parametros do potencial de acdo (PA) de neurdnios
do NTS. (A) Halfwidth do PA, (B) limiar do PA, (C) laténcia do PA, (D) Rheobase do PA, (E) pico do PA, e em

(F) frequéncia de disparo dos PAs e funcdo da corrente aplicada. **p < 0.01, teste t pareado de Student. N = 6.

No geral, o BDNF ndo mimetiza os efeitos da baixa glicose, logo, é possivel que a
participacdo dele na atividade autondmica do NTS seja como um modulador fino da
excitabilidade neuronal, mas para essa hipétese ter consisténcia sdo necessarios mais estudos
voltados a essa questdo. Talvez esse peptideo necessite de um tempo mais prolongado de acdo
nos neurdnios do NTS, ou a concentracdo dele precise ser mais elevada para efeitos mais

evidentes aparecerem, apesar que a concentracdo testada ja seja bastante elevada.
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5- Discussao

Desde a década de 1980, a presenca de neurdnios sensiveis aos niveis de glicose
extracelular ja era evidenciada (Mizuno & Oomura, 1984), e nos anos subsequentes a 2000
estudos direcionados ao mecanismo dessa sensibilidade mostraram que 0s neurénios do NTS
tém seus potenciais de membrana e disparos de potenciais de acao alterados por mudancas na
concentragéo de glicose extracelular (Balfour et al., 2006; Lamy et al., 2014; Boychuk et al.,
2015; Murat & Leé&o, 2019).

O mecanismo usado por neur6énios GE é o classico mecanismo eletrofisioldgico que as
células B-pancreaticas usam para secretar insulina, ou seja, usam transportadores GLUT (sendo
0 GLUT2 um biomarcador para sensibilidade a glicose). A glicose é fosforilada pela
glicoquinase a glicose-6-fosfatp, entdo entra nas vias catabdlicas levando a producéo de ATP,
aumentando a razdo ATP/ADP, e por sua vez bloqueando os canais Katp — canal idnico
fundamental para a resposta de neurdénios GE e das células B-pancreaticas — induzindo a

despolarizacdo dessas células (Stanley et al., 2019; Lopez-Gambero et al., 2019).

5.1- Os efeitos da baixa glicose em neurdnios GI do NTS

Nossos resultados reproduziram dados anteriores publicado pelo nosso grupo de
pesquisa (Murat & Ledo, 2019). A baixa glicose despolariza o potencial de membrana da
maioria dos neurbnios do NTS, denominados de neurénio inibidos por glicose (do inglés,
inhibit glucose - GI). Ou seja, quando submetidos ao aumento da concentracdo de glicose no
meio, esses sdo inibidos, e quando submetidos a diminui¢do dos niveis de glicose, esses
neurdnios Gl sdo excitados. A despolarizagdo do potencial de membrana desses neur6nios
(figura 4.B) é ocasionada por uma corrente de entrada induzida por baixa glicose (figura 6).
Além disso, a baixa glicose leva a uma diminuigdo da resisténcia de entrada (figura 4.C),
confirmando as caracteristicas desses neur6nios do NTS observadas na literatura (Balfour &
Trapp, 2007; Murta & Leéo, 2019).

Observamos que diversas alteracdes nos parametros de PA séo ocasionadas pela baixa
glicose (figura 8 e figura 9), importantes resultados para caracterizar a resposta a baixa glicose,
posteriormente importante para comparar as respostas da inibicdo da sintese de ATP
mitocondrial e da inibicdo da atividade da bomba Na*/K*™-ATPase com a resposta na baixa

glicose. A baixa glicose aumenta a frequéncia de disparo de PA em funcgéo de corrente injetada
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(figura 7), bem como aumentou a largura do potencial, o limiar de disparo e o pico do PA
(figura 8 e figura 9) e todas essas mudancas - com excecao da frequéncia de disparo - parecem
ser dependentes da diminuicdo da producdo de ATP ocasionada pela baixa glicose, porém isso
ndo se da via inativagdo da bomba Na*/K*-ATPase, e muito provavel que também néo seja
intermediada pela AMPK.

Uma diminuicdo na concentracdo de glicose extracelular pode levar a diminuicao dos
niveis de ATP intracelular (Morciano et al., 2020), e com menos ATP disponivel para a
manutencdo do gradiente de ions, sobretudo pela bomba de Na*/K*-ATPase, a alteracdo do
gradiente de Na+ e K+ pode levar a diminui¢do do pico do PA, ja que o valor de potencial do
pico é préximo ao potencial de reversdo do Na". N6s observamos que baixa glicose leva a
diminuicdo do pico do potencial de acdo (figura 8), porém observamos que essa diminui¢ao do
pico do PA ndo é reproduzida pela inibicdo da Na*/K*-ATPase (figura 18.E), mas é reproduzido
pelo desacoplamento da CTE (figura 14.B). Logo, a diminui¢do do pico do PA esta relacionada
com a diminuicdo da producdo de ATP mitocondrial, mas aparentemente essa diminui¢cdo no
ATP intracelular ndo esta ligado com a diminui¢do da atividade da bomba de Na*/K*-ATPase
e diminuicdo dos gradientes de sodio proximos a membrana, ou seja, alguma outra via
relacionada ao ATP esta gerando essa alteracdo. Alteracdes em condutancias de Na™ e K*levam
a diversas alteracdes no PA (Bean, 2007). Um exemplo disso € a abertura de canais Katp em
musculatura esquelética de camundongos. O aumento de condutancia de K* por esses canais
leva a uma diminuigdo da amplitude de potencial de acdo (Gong et al., 2003).

A baixa glicose leva a diminuicdo do limiar de disparo do PA (figura 9.B) e ao aumento
da Halfwidth do PA (figura 9.A). Esse ultimo parametro € a meia largura - em escala temporal
- da metade da amplitude do potencial, ou seja, € um parametro de largura entre a fase de
despolarizacéo e a fase de repolarizacdo do PA (Bean, 2007). Kasten e colaboradores (2007)
estudaram como diversos canais para K" regulam pardmetros de potencial de acdo em
neurdnios talamocorticais. Eles observaram que a inibigdo de condutancia de K™ por TEA
(tetraetilamonio, um inibidor seletivo de Ky) aumenta a Halfwidth do PA. Isso também foi
observado com a inibigdo de canais Katp. Além disso, eles observaram que o limiar do
potencial de acdo diminui com a inativacao especifica de canais K7, bem como observaram
que a inibigdo de condutancia de K* sensiveis a Ba*? (Kir 2.1, GIRK, Kir2.2, e Kir2.3) diminui
o limiar de disparo, enquanto a ativagdo dos Karp aumenta o limiar (Kasten et al., 2007).

Porém, considerando que a baixa glicose leve a ativacao dos Katp, por aumentar a razéo

ADP/ATP, nao faria sentido atribuir o que observamos na figura 9.A - aumento da largura do
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potencial de agéo - a ativacdo dos canais Kate nos neurdnios Gl do NTS. A ativacdo dos canais
de vazamento para Na* (NALCN) poderiam gerar a queda do limiar e ao aumento do disparo
de potencial de acdo. Esses canais sdo amplamente expressos no NTS (Resch et al., 2017; Do
et al., 2020), e estdo relacionados com a modulacdo da excitabilidade celular no contexto da
sensibilidade a glicose em neurénios da substantia nigra (Lutas et al., 2016).

O canal de vazamento para Na* (NALCN) é uma possibilidade de mecanismo dessa
resposta, pois as caracteristicas da corrente desse canal estdo presentes na corrente induzida
por baixa glicose: 0 NALCN apresenta uma corrente de vazamento de ions Na*, bem como a
corrente que nos registramos (figura 6.B), e com 0 Ery proximo de zero (Lu et al., 2007;
Impheng et al., 2021). A abertura desses canais explicaria a diminuicdo da resisténcia de
entrada observada, e a combinagdo da abertura dos NALCN e Kartp poderiam explicar a
variabilidade de potenciais de reversao entre -60 e 0 mV encontrada nos nossos dados (figura
6.E) e na literatura (Balfour & Trapp, 2007). No entanto, ndo chegamos a testar essa hipotese
ainda. O NALCN desempenha importante papel em neurdnios relacionados a homeostase
energética, por exemplo: a leptina despolariza neurénios do NTS via a ativacdo dos NALCN
(Do et al., 2020). E justamente os NALCN que medeiam a resposta de neurdnios da substancia
negra as oscilacBes nos niveis de glicose extracelular (Lutas et al., 2016). Em neur6nios
fusiformes do nucleo coclear dorsal, essa corrente despolariza o potencial de membrana,
contribuindo para a geracao e disparos de potencial de acéo espontaneos (Ceballos et al., 2016).

Podem ser diversos 0os mecanismos envolvidos na resposta a baixa glicose. E nesse
sentido, é vero notar que o NTS controla multiplas fungbes autondmicas, pois recebe muitas
informacdes de praticamente todas as visceras do nosso corpo. Ultimamente, pesquisadores
tém se dedicado a desvendar toda essa complexa circuitaria (Zhao et al., 2022). Em
concordancia com esses dados, o NTS possui diferentes fenétipos celulares — incluindo
neurdnios — dentre esses 0s principais sdo glutamatérgicos, catecolaminérgicos, e
GABAérgicos, os quais sdo essenciais no balanco energético, incluindo a regulagéo do apetite.
Dentre esses fendtipos, os neurdnios glutamatérgicos sdo os mais comuns (Ludwig et al., 2021).

O unico estudo que chegou a um mecanismo mais claro para neurénios Gl do NTS foi
0 de Lamy et al., 2014. O mecanismo descrito é especifico para neurénios GABAEérgicos que
expressam GLUT2. As oscilagbes nos niveis de glicose sdo detectadas pelos neurbnios
GABAérgicos Gl do NTS via GLUT2 e glicoquinase (GK). Quando esses neur6nios sdo
submetifos a baixa glicose, hd 0 aumento da razdéo AMP/ATP. Com isso, a atividade da enzima

AMPK aumenta, e — posteriormente — a AMPK inativa canais de potassio de vazamento Kozp,
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0 que excita os neurdnios GABAérgicos Gl do NTS (Lamy et al., 2014). Mas, esse mecanismo
ndo condiz com 0s nossos dados, provavelmente € um mecanismo especifico para os neurénios
GABAérgicos. Por exemplo, a reversao da corrente induzida por baixa glicose (figura 6) ndo
aponta uma condutancia de K*. Além disso, nds notamos uma diminui¢do — e ndo um aumento
como Lamy et al., 2014 notaram — na resisténcia de entrada (figura 5) em concordancia com
Murat & Ledo (2019). Levando em consideracdo que Ludwig e colegas (2021) observaram
uma maior presenca de neurdnios glutamatérgicos no NTS, essas discordancias dos nossos
dados com os de Lamy et al., 2014, podem ser devido aos diferentes fen6tipos de neurénios no
NTS ou as diferencas entre espécies usadas: uma vez que Lamy et al., 2014 usaram
camundongos, e nGs usamos ratos.

Balfour & Trapp (2007) observaram uma corrente induzida por baixa glicose, e com
uma variedade de potenciais de reversdo da faixa de -58 mV a +10 mV. Além disso, eles
notaram que a inativacdo da Na*/K*-ATPase leva a uma corrente de entrada (discutiremos isso
no subtdpico 5.3), e associaram a variabilidade de respostas a combinacdo da inativacdo da
bomba pela baixa glicose com outras condutancias iénicas (Balfour & Trapp, 2007). Murat &
Ledo (2019) também notaram que a baixa glicose despolariza o potencial de membrana via
uma corrente de entrada com potencial de reversao proximo a -60 mV.

Nossos dados mostram uma corrente de entrada com potencial de reversdo mais
despolarizado do que observados por Murat e Ledo (2019), algo mais proximo de -30 mV
(figura 6). Além disso, analisando individualmente as correntes, observamos uma grande
variabilidade nos potenciais de reversédo (figura 6.C), o que pode ter gerado essa discordancia
de Erev. Curiosamente, dos 10 neurbnios registrados, seis apresentaram uma corrente
dependente de voltagem (figura 6.E), e quatro sem dependéncia de voltagem (figura 6.F). As
correntes sem dependéncia de voltagem podem corresponder a inativagdo da corrente
eletrogénica da bomba de Na*/K*, o que de qualquer forma corresponderia apenas a 40% dos
neurdnios registrados no grupo da baixa glicose, discutiremos isso mais adiante. E possivel que
uma combinagdo complexa de correntes idnicas alteradas pela baixa glicose cause essa grande
variacdo, mas no geral a bomba de Na*/K* ndo participa da corrente/despolarizacao induzida
pela baixa glicose em neurdnios GI do NTS.
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5.2- A diminuicdo do ATP intracelular reproduz a baixa glicose

Em situacbes em que a disponibilidade de glicose diminui, é inevitdvel que o ATP
intracelular diminua também, o que ndo fica claro é o tempo necesséario para essa diminui¢cdo
e se isso é semelhante em todas as células. Experimentos recentes mostraram que a 2-DG leva
a diminuicdes bruscas nos niveis de ATP intracelular, tanto citosélico quanto mitocondrial
(Morciano et al., 2020). E para estudar os efeitos na diminuicdo do ATP intracelular, ¢ comum
0 uso de inibidores ou desacopladores da CTE (cadeia transportadora de elétrons), como a
oligomicina, um inibidor da ATP sintase (Morciano et al., 2020) e do CCCP, o qual diminui o
gradiente de H* da mitocondria desacoplando o transporte de elétrons pela fosforilacdo
oxidativa da producdo de ATP pela FoF1-ATPase mitocondrial (Tan et al., 2017). Testamos
inicialmente a oligomicina, que por motivos desconhecidos, ndo produziu nenhum efeito.
Testamos entdo o desacoplador CCCP e vimos que ele foi efetivo em simular os efeitos da
baixa glicose extracelular.

Os niveis de ATP intracelular estdo relacionados com uma variedade de mecanismos,
0 mecanismo classico de secrecdo de insulina pelas células beta pancredticas usa os canais Katp
para detectar os niveis de ATP, e esse mesmo mecanismo é usado por neurénios GE (Stanley
et al., 2019; Lopez-Gambero et al., 2019). No entanto, a relevancia dos niveis de ATP néo é
tdo clara para neurénios GI. Murat & Ledo (2019) mostraram que esses canais sdo importantes
para a modulacéo do potencial de repouso da membrana dos neurénios do NTS (Murat & Leéo,
2019), sendo mais blogueados quando as fatias eram incubadas com 10 mM de glicose. Um
mecanismo ja sugerido para o NTS é que a diminuicdo da glicose leva a diminuicéo dos niveis
de ATP, o que por sua vez diminui a atividade da bomba de Na*/K*-ATPase (Balfour & Trapp,
2007), discutido posteriormente.

Um estudo recente mostrou (Morciano et al., 2020) que a oligomicina induz diminuigéo
parcial nos niveis de ATP mitocondrial, diferente do ATP citosélico que aparenta ser insensivel
a oligomicina, diferente da 2-DG que levou a diminui¢do bruscas no ATP citosolico e
mitocondrial. Logo, a simulacdo de uma condicédo de baixa glicose leva a decréscimos bruscos
nos niveis de ATP intracelular. Tan e colaboradores (2017) estudaram a acdo do CCCP na
linhagem de cancer de colo de utero HelLa, eles notaram que o CCCP diminui 0s niveis
citosdlicos de ATP, sugerindo que o desacoplamento da CTE pelo CCCP realmente induz a

uma menor producdo de ATP intracelular (Tan et al., 2017).
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Lamy e colegas (2014) observaram que a oligomicina despolariza o potencial de
membrana de neurénios GLUT2" GABAérgicos do NTS, e aumenta a resisténcia de entrada,
mimetizando a baixa glicose (Lamy et al., 2014). N6s observamos que o CCCP leva a
despolarizacdo do potencial de membrana (figura 10.A) e & diminuicdo da resisténcia de
entrada (figura 11.A), também reproduzindo os efeitos da baixa glicose nos neurénios Gl do
NTS, porém, com um mecanismo diferente do observado com neurénios GABAérgicos. Nao
observamos efeitos da oligomicina a 12 uM, a mesma concentracdo usada por Lamy et al.,
2014, e nédo testamos outras concentragdes ou outro lote da droga para confirmar a falta de
efeito.

Nas correntes induzidas por CCCP, vimos que apenas uma de seis (16.7%) ndo tem
dependéncia de voltagem (relagdo corrente-voltagem), como observado na baixa glicose, e
notamos que houveram dois tipos de corrente ao longo do tempo: correntes com potencial de
reversdo proximo de -80 mV (n = 4, figura 13.C e figura 13.E) e correntes com potencial de
reversdo entre -60 mV e -20 mV (n =5, figura 13.B e figura 13.E), semelhante aos potenciais
de reverséo das correntes de entradas induzidas pela baixa glicose (figura 6.C), o que corrobora
a hiperpolarizacdo do potencial de membrana, e a posterior despolarizagcdo causadas pelo
CCCP. Como ja comentado, é possivel que essa hiperpolarizacdo, assim como as correntes
com Erev proximo ao Exk+, seja atribuida a abertura dos canais Katp, que na baixa glicose
sustentada acabam sendo ativados, revalorizando os neurdnios do NTS (Balfour et al., 2006;
Balfour & Trapp, 2007; Murat & Ledo, 2019).

Contudo, caso sejam mesmo o0s canais Katp sendo ativados, ou outra condutancia de
K*, por que na baixa glicose a hiperpolarizacdo ndo acontece antes da despolarizacdo?
Pensando que o CCCP é uma droga que atravessa direto pela membrana, sem usar
transportadores, enquanto a glicose é transportada pelos GLUT, € possivel que esse resultado
do CCCP acuse algum tipo de acoplamento, ou melhor, sitios com mitocondrias, GLUT e canal
de K* (Katp), pois a baixa glicose afetard sitios diferentes ao longo do tempo, enquanto o CCCP
afeta diversos de uma Unica vez, ja que atravessa a membrana de forma inespecifica. Outra
possibilidade, € o aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS, reactive oxygen species)
induzido pelo CCCP. A hiperpolarizacao imediata pode ter sido causada pela abertura de canais
Katp induzida por ROS, ambos fendmenos: aumento de ROS por acdo de desacopladores
mitocondriais e abertura de canais Katp induzida por ROS, j& foram relatados na literatura
(Nakazaki et al., 1995; Brennan et al., 2006).
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5.3- A inibicdo da bomba Na*/K*-ATPase e os efeitos da baixa glicose

A Na'/K*-ATPase é formada por duas subunidades no geral: alfa e beta, sendo possivel
uma terceira denominada FXYD, que é modulatéria, assim como a subunidade beta, enquanto
a subunidade alfa confere propriedades relacionada a cinética de transporte de Na* e K, e as
propriedades cataliticas da bomba (Pierre & Xie, 2006; Clausen et al., 2017).

Balfour & Trapp (2007) compararam a corrente induzida pela inibicdo da Na*/K*-
ATPase com a corrente induzida no modelo de hipoxia e de baixa glicose. Eles observaram
certa semelhanca, porém a inibicdo da bomba gerou correntes com potencial de reversédo
indeterminado. No entanto, a hipotese é que o mecanismo de sensibilidade a baixa glicose pode
envolver a combinacdo de condutancias e um certo grau de inibicdo da bomba (Balfour &
Trapp, 2007). Nossos dados mostraram que a ouabaina induz uma corrente de entrada (figura
17), da mesma forma que a baixa glicose, mas com menor amplitude. Além disso, essas
correntes induzidas por ouabaina apresentaram um potencial de reversao proximo a -50 mV e
com uma faixa de variagdo anomala (de -100 mV a 200 mV, figura 17).

Quando nés analisamos a resisténcia de entrada, averiguamos que a inativacao da
bomba ndo altera esse parametro (figura 16.B), enquanto a baixa glicose sim. Portanto, a bomba
de Na*/K*-ATPase per se ndo parece integrar — a principio — o mecanismo usado pelos
neurdnios Gl do NTS para a deteccdo dos niveis de glicose. E possivel que a inibicdo parcial
da bomba por ouabaina 10 uM altere localmente os gradientes de potassio e sodio gerando uma
corrente de vazamento com potencial mais despolarizado, como observamos, o que despolariza
a membrana a longo prazo.

E possivel que o mecanismo estudado envolva a inibigdo da Na*/K*-ATPase combinada
com ativacdo de canais ibnicos, no entanto, além dos dados ja discutidos ndo corroborarem
essa ideia, essa hipdtese de mecanismo geraria uma nova questao: se a bomba é expressa em
todos 0s neurdnios: ndo responsivos (NR), GE e GI — inclusive de outras regides do SNC — por
que esses neurdnios nao tém a mesma resposta a baixa glicose? Uma abordagem para isso é
considerar que a Na'/K*-ATPase tem diversos subtipos de subunidade: 4 subtipos de
subunidades alfas, 3 subtipos de subunidade auxiliares betas, além de uma terceira subunidade
denominada FXYD. Esses subtipos tém distribui¢fes diferentes no SNC, o que poderia estar
relacionado com a especificidade da resposta as oscilagfes nos niveis de glicose em neurénios
GI, GE e NR, mas isso ainda néo foi explorado (Pierre & Xie, 2006; Clausen et al., 2017).
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As subunidades alfas sdo muito importantes para as propriedades de afinidade da
bomba aos ions Na* e K*, e dependendo do tecido essas subunidades alfas séo diferentes, o que
confere funces especificas (Pierre & Xie, 2006; Clausen et al., 2017). Por exemplo, Brisson e
colaboradores (2014) compararam os efeitos da privagéo de oxigénio/glicose (OGD, do inglés
oxygen/glucose deprivation) em neurdnios do tronco encefalico e de areas superiores do SNC.
Eles observaram que todos os neurénios submetidos a OGD despolarizam de forma similar.
Contudo, neurénios de areas superiores do SNC ndo conseguem restaurar a atividade da
Na'/K*-ATPase, diferentemente dos neurdnios do tronco encefalico - incluindo o NTS (Brisson
et al., 2014), o que € relacionado a diferentes niveis de expressdo de subunidades alfa-2 e alfa-
3, menos suscetiveis a condi¢des isquémicas comparadas a subunidade alfa-1 (Dobretsov &
Stimers, 2005; Blanco, 2005; Brisson et al., 2014), sendo a alfa-1 expressa de maneira
generalizada em diversos tipos celulares (Clausen et al., 2017).

Portanto, sdo necessarios estudos mais detalhados da expressdo dessas subunidades da
bomba nos neurénios Gl, GE e NR. Com imunomarcacdo seria possivel caracterizar a
expressao das subunidades alfa-2 e/ou alfa-3 em neurdnios Gl, GE e NR, e — possivelmente —
relacionar isso as respostas que cada neurénio tem quando submetidos a diminuicdo da glicose
extracelular. Reforgcamos, portanto, que mesmo a Na'/K*-ATPase ndo sendo relevante — a
principio — para 0 mecanismo da sensibilidade a glicose, pode ser que haja uma importancia
secundaria.

Outro ponto a ser discutido é a eletrofisiologia da bomba de Na*/K™-ATPase, a qual
comecou a ser estudada na década de 1980, mais especificamente a relacdo corrente-voltagem
da bomba (Gadsby et al.,1985; Nakao & Gadsby, 1989). Assim como esses estudos, trabalhos
posteriores observaram a dependéncia de voltagem da bomba, além da dependéncia as
concentracOes de ions Na* e K*, bem como outros ions da familia dos metais alcalinos. Esses
estudos mostraram que a corrente da bomba aumenta conforme aproxima de 0 mV, e alcanca
um platdé em potenciais superiores a 0 mV (Gadsby et al.,1985; Nakao & Gadsby, 1989; Sakai
etal., 1996; Nakamura et al., 1999). No entanto, o trabalho de Gadsby et al., 1985, mostra que
essa dependéncia de voltagem é percebida em largas faixas de variacdo de voltagem, no caso,
de -140 mV a +60 mV. Assim, é importante notar que em faixas menores, como a que usamos
neste trabalho (-115 a -35 mV), essa dependéncia ndo seria tdo notdria. Por esse motivo,
consideramos que as correntes que registramos nos neurdnios do NTS, e que néo tinham

aparente dependéncia de voltagem, eram relacionadas as correntes da bomba de Na*/K™.
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Além disso, as correntes sdo crescentes e sempre positivas dentro do intervalo de -115
a -35 mV (inclusive dentro de intervalos de voltagem até maiores, Gadsby et al.,1985; Nakao
& Gadsby, 1989; Sakai et al., 1996; Nakamura et al., 1999). Logo, ao subtrairmos a corrente
controle da corrente gerada apos a inibicdo com baixa glicose (figura 6), ou com ouabaina
(figura 17), apareceria uma corrente proxima de uma forma plana ou com uma inclinacao
negativa. E, na verdade, é algo préximo do que conseguimos observar em nossos dados (figura
6el7).

NOs observamos dois tipos de correntes geradas pela baixa glicose: uma com
dependéncia de voltagem e outra sem dependéncia de voltagem (figura 6), a maioria dos
neurdnios Gl (60%) tem corrente dependente de voltagem, ou seja, a corrente induzida por
baixa glicose ndo demonstra ser da bomba de Na'/K'-ATPase de forma geral. Nos
experimentos com CCCP, notamos que essa suposta corrente da bomba apareceu em apenas
1/6 neur6nio. No grupo da baixa glicose, apareceram 4/10 neur6nios com uma corrente
semelhante a corrente da Na*/K*-ATPase.

No grupo da ouabaina, essa corrente da bomba apareceu — claramente — em apenas 2/7
neurdnios. E valido ressaltar que, os trabalhos que se propdem a estudar a eletrofisiologia da
bomba de Na*/K*, usam estimulos — como o aumento da concentracdo extracelular de K™ —
para entdo inibir a corrente, e depois isola-la (Gadsby et al.,1985; Nakao & Gadsby, 1989;
Sakai et al., 1996; Nakamura et al., 1999). NG&s inibimos a bomba em uma situacdo basal, ou
seja, sem estimulos. Por isso, 0 que nds observamos nas correntes do grupo com ouabaina acusa
uma bomba em baixos niveis de atividade basal nos neurdnios. Isso corrobora a ideia de que,
a bomba realmente ndo parece ser um componente fundamental no mecanismo usado pelos
neurénios GI do NTS.

Analisando os efeitos da ouabaina nos parametros de potencial de acdo, vimos que
nenhum dos parametros foi alterado, ndo reproduzindo, portanto, os efeitos da baixa glicose. A
inibicdo da Na'/K*-ATPase em cardiomidcitos de cobaia, altera o potencial de acdo dessas
células, alargando-os (Glitsch, 2001), efeito semelhante ao da baixa glicose (figura 9.A). Mas
nossos resultados mostraram que a inibicdo da bomba ndo mimetiza esse efeito, sugerindo —
por exemplo — que os gradientes locais de sodio e potassio ndo devam ser alterados, pelo menos

na regido do cone axonal.
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5.4- AMPK: um componente da resposta dos neurénios do NTS a baixa glicose?

A enzima AMPK é um intermediario central em diversos processos metabdlicos. Essa
enzima liga a razdo AMP/ATP com os efetores da resposta a essas condi¢des, 1SS0 porque a
AMPK é sensivel a razdo AMP/ATP - influenciada pelos niveis de glicose - e a propria AMPK
pode desencadear uma resposta metabolica (Garcia & Shaw, 2017; Herzig & Shaw, 2018) e/ou
uma resposta eletrofisioldgica, pois modula diversos canais idnicos/condutancias da membrana
celular (Andersen & Rasmussen, 2012). A AMPK é expressa em regides fundamentais para o
balango energético: hipotdlamo e em neurénios do DVC (Carling, 2005; Garcia & Shaw, 2017;
Briski et al., 2014). A participacdo do NTS na CRR - fundamental na homeostase energética -
envolve mecanismos dependentes de AMPK, respostas como a secre¢do de glucagon, a
inducdo da fome, e inclusive modulacdo da atividade hipotalamica (Hayes et al., 2009; Briski
et al., 2014; Mandal & Briski, 2019).

Nossos resultados sugerem que a AMPK né&o participa na despolarizacdo induzida por
baixa glicose dos neurdnios do NTS. Porém, devido a precisdo das ferramentas farmacoldgicas
usadas, os resultados tém que ser vistos com alguma cautela. A dorsomorfina induziu uma
despolarizacdo continua do potencial de membrana (figura 19.D), no entanto, o uso dessa droga
para o estudo da funcdo da AMPK tem que ser tomado com cuidado, pois inativa - além da
AMPK - diversas outras quinases, com algumas dessas sendo mais sensiveis a dorsomorfina,
como por exemplo: ERK8, MELK, MARK3, MINK1, HIPK2, etc. e a ICso para a AMPK, em
testes de cultura celular, foi calculada entre 0.1 ¢ 0.2 uM (Bain et al., 2007; Vogt et al., 2011),
uma concentracdo consideravelmente baixa quando comparada a usada na literatura. Lamy e
colegas (2014) estudaram a AMPK usando 150 uM de dorsomorfina, uma concentragdo muito
elevada da droga, enquanto nés usamos 4 uM da droga, o que pode explicar a divergéncia de
observacoes.

Os dados de Lamy e colaboradores (2014) mostraram que a dorsomorfina hiperpolariza
neurénios GABAEérgicos despolarizados pela baixa glicose, sugerindo que a inativagdo da
AMPK reverteu a despolarizagdo. Mais especificamente, eles concluiram que a inativacdo da
AMPK cessa o tdnus inibitoria que a AMPK mantém nos canais Kzp. Esse mecanismo parece
refletir as alteracGes na resisténcia de entrada observadas no estudo: a baixa glicose aumenta a
resisténcia de entrada, e a dorsomorfina reverte esse aumento, diminuindo a resisténcia de
entrada na presenca de baixa glicose (Lamy et., 2014). Mas, essa repolarizacdo induzida por

dorsomorfina € questionavel nos neurbénios do NTS. Dados de Murat & Ledo (2019),
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demonstram que os neurdnios Gl do NTS expressam canais Katpe, € €Sses canais sdo
responsaveis por repolarizar os neurdnios submetidos a baixa glicose prolongada. Ou seja, é
possivel que no desenho experimental de Lamy et al., 2014, a repolarizacdo observada com
dorsomorfina em condigfes de baixa glicose, na verdade, seja a repolarizagdo induzida pela
abertura de canais Katp devido ao aumento da razdo ADP/ATP (Murat & Ledo, 2019).

Nossos dados mostraram que a dorsomorfina ndo altera a resisténcia de entrada, porém
parece impedir com que a baixa glicose diminua a resisténcia de entrada (figura 19.B), ou seja,
a baixa glicose induz a abertura de canais idnicos que levam a diminuicdo da resisténcia, e a
dorsomorfina inibe algum componente que faz parte dessa modulacao de condutancias. Mesmo
assim a baixa glicose despolarizou a membrana ap6s a dorsomorfina, mas nao é claro se isso
também seria um efeito da dorsomorfina que ainda ndo tinha estabilizado, confundindo também
a interpretacdo dos dados de resisténcia de entrada. Por outro lado, a dorsomorfina néo
antagonizou a maioria dos efeitos da baixa glicose sobre o potencial de acéo.

Para uma melhor compreensdo da participacdo da enzima AMPK na mediacdo dos
efeitos da baixa glicose, testamos o agonista AICAR. O AICAR leva a despolarizacdo do
potencial de membrana de neurénios GI do nucleo ventromedial do hipotdlamo (Murphy et al.,
2009) e de neurdnios GI GABAérgicos do NTS, uma vez que mimetiza o aumento da razao
AMP/ATP, e 0 AICAR também induz o aumento da resisténcia de entrada, devido ao
fechamento dos canais Kzp (Lamy et al., 2014). Diferentemente, nossos dados com AICAR ndo
mostram nenhuma despolarizacdo induzida pelo mimético de AMP (Figura 22.A). No entanto,
0 AICAR produziu uma diminuicdo da resisténcia de entrada induzida pela baixa glicose, e
interessantemente a baixa glicose na presenca de AICAR ndo diminui significativamente a
resisténcia de entrada (Figura 22.B), indicando, possivelmente, a ativacdo de algum
intermediario sensivel AMPK e que module condutancias na membrana celular mascarando o
efeito da baixa glicose sobre a resisténcia da membrana. E possivel que a AMPK blogueie uma
condutancia de potassio que ndo altere muito o potencial de membrana, mas mascare o efeito
da baixa glicose, por exemplo. No geral, o fato do AICAR ndo mimetizar a despolarizagdo
induzida por baixa glicose, sugere fortemente que a AMPK ndo seria o principal mediador dos
efeitos da baixa glicose, mas poderia participar parcialmente de seus efeitos.

O fato do AICAR ser um anélogo do AMP implica em interacGes com outras quinases
dependentes de AMP, como é o caso da PKA (Kim et al., 2016). Béguin e colaboradores (1999)
mostraram que a PKA leva ao aumento da atividade de canais Katp via fosforilacdo da

subunidade Kir6.2 (Béguin et al., 1999). Os canais Katp S80 essenciais para a regulacdo do
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potencial de membrana dos neurdnios do NTS, e os neurénios Gl do NTS sdo responsivos a
tolbutamida (inibidor dos canais Katp), diferentemente dos neurdnios ndo-responsivos (Murat
& Ledo, 2019). Logo, se 0 AICAR estiver ativando PKA nos neurdnios do NTS, e portanto,
aumentando a probabilidade dos canais Katp estarem abertos, explica-se o porqué do AICAR
ndo despolarizar o potencial de membrana dos neurénios do NTS e do AICAR induzir
diminuicao da resisténcia de entrada.

Em suma, o AICAR ndo reproduziu a despolarizacdo induzida pela baixa glicose, e nem
mimetizou os efeitos da baixa glicose nos pardmetros de potencial de acdo. Por conseguinte,
esses dados nos levam a concluir que a AMPK — muito provavelmente — néo é essencial para

0 mecanismo de detec¢do da baixa glicose por neurdnios Gl do NTS.

5.5- O BDNF n&o mimetiza a baixa glicose em neurénios do NTS

O BDNF é uma neurotrofina amplamente expressa no SNC, e uma das regides que
apresentam 0 RNAm do BDNF é o NTS (Conner et al., 1997). Essa neurotrofina é um fator de
sobrevivéncia e modulador da fungdo de neur6nios dos géanglios petroso e nodoso, ganglios
mediadores do barorreflexo e quimiorreflexo (Brady et al., 1999). O envolvimento desse
peptideo na modulacdo desses reflexos do sistema cardiovascular esta relacionado a sua
caracteristica de modulacéo sindptica no NTS. Clark e colaboradores (2011) observaram que a
injecdo de BDNF no NTS medial leva a um aumento na pressdo arterial média, frequéncia
cardiaca e da atividade simpatica, e esse efeito estd associado a modulacdo de sinapses
glutamatérgicas no NTS: o BDNF leva a diminui¢do do pico de correntes excitatorias pos-
sinapticas (EPSCs), enquanto a droga K252a (inibidor do receptor de BDNF, TrkB), aumenta
a frequéncia desses EPSCs. Na presenca de um inibidor de receptores ionotropicos para
glutamato, esses efeitos séo abolidos (Clark et al., 2011).

No contexto da regulacdo da glicemia, Cuéllar e colegas (2017) mostraram que o BDNF
aumenta a resposta hiperglicémica mediada pelos neurénios do NTS em modelos de hipoxia.
Esses dados da literatura chamaram a atencdo para uma possivel modulagdo que o peptideo
possa exercer sobre 0s neurénios do NTS envolvidos no controle dos niveis de glicose.

NGs observamos que 0 BDNF néo despolariza e nem altera a resisténcia de entrada dos
neuronios do NTS (figura 25.A e 25.B, respectivamente), ratificando o que Clark e
colaboradores (2011) acharam em relacdo ao potencial de membrana desses neur6nios, porém

contrariando o fato do BDNF diminuir a resisténcia de entrada (Clark et al., 2011). Alem disso,
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Clark e colaboradores (2011) ndo notaram diferencas na amplitude e na halfwidth do PA (o
primeiro potencial de acdo) induzidas pelo BDNF, de forma a concordar com nossos dados
(figura 26.D e 26.E). Mas eles ndo notaram nenhuma alteracéo induzida pelo peptideo no limiar
de disparo do PA (Clark et al., 2011), diferentemente dos nossos dados, que mostram a
diminuicao do limiar de disparo de PA dos neurdnios do NTS (figura 26.B). Além disso, no
estudo de Clark e colegas (2011), o BDNF diminui a frequéncia de disparo de PAs em func¢éo
dainjecéo de corrente (Clark et al., 2011). Contrariamente, nossos dados ndo apontam nenhuma
alteragdo na frequéncia de disparo desses neuronios (figura 26.F).

Além da diminuicdo do limiar de disparo do PAs (figura 26.B), o BDNF levou a uma
diminuicdo da laténcia para o disparo do potencial acdo (figura 26.C). Juntos, esses dados
acusam algum aumento sutil da excitabilidade neuronal dos neurdnios do NTS induzido pelo
BDNF. No entanto, isso ndo é acompanhado de despolarizacdo ou alteracdo da resisténcia de

entrada dos neurdnios do NTS (figura 25.A e 25.B, respectivamente).

5.6- Contribuicéo para o mecanismo usado por neurdnios Gl do NTS

No6s ndo chegamos a definir um mecanismo especifico de como os neurdnios Gl
detectam a diminuicdo da concentracdo de glicose extracelular. Porém, como principal
observacao, notamos que os neurénios Gl — diferentemente dos nédo responsivos — apresentam
uma sensibilidade aos niveis de ATP intracelular (levando em consideracdo que o CCCP
diminui os niveis de ATP intracelular por desacoplar a CTE) e que a diminuigdo de ATP
intracelular ndo desencadeia a resposta observada na baixa glicose via Na*/K*-ATPase, uma
vez que isso ndo traria uma explicacdo de diferentes respostas entre neurénios Gl, GE e NR,
além de observarmos que a inibicdo da bomba tem respostas muito distintas da observada na
baixa glicose.

Os resultados da AMPK ndo foram completamente conclusivos, sendo necessario
melhores ferramentas cientificas para esse estudo, como um animal knock-out para a AMPK
(Viollet et al., 2009). Mesmo assim, pode-se afirmar que provavelmente os neurdnios Gl do
NTS do rato ndo usem a AMPK como um efetor.
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6- Conclusao

Conforme os dados obtidos no presente estudo, concluimos que:

1. A maioria dos neur6nios do NTS sdo do tipo Gl, ou seja, despolarizam quando submetidos

a baixa concentracdo de glicose extracelular;

2. A baixa glicose também leva a alteracGes nos parametros de potencial de acéo;

3. O CCCP, um desacoplador da CTE, tem efeitos semelhantes a baixa concentracédo de glicose

em neurdnios Gl do NTS, mas ndo leva a mudangas em neurdnios ndo responsivos (NR);

4. A inibicdo da bomba Na*/K*-ATPase ndo mimetiza os efeitos da baixa concentracdo de

glicose;

5. A ativacdo da enzima AMPK ndo mimetiza o que observamos com a baixa concentragdo de

glicose;

6. O BDNF ndo reproduz os efeitos da baixa concentracdo de glicose, mas altera parametros

de PA no sentido de aumentar a excitabilidade neuronal;

7. Nédo foi possivel tracar um mecanismo possivel para a deteccdo da diminuicdo da
concentracdo de glicose por neurénios Gl do NTS. No entanto, nota-se uma provavel
dependéncia de ATP especifica dos neurénios Gl no NTS, e que esse mecanismo nédo se da
com a participacéo relevante da Na*/K*-ATPase, como se imaginava na literatura.
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