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Resumen

El locus coeruleus (LC) es un nucleo del tallo cerebral que se distingue por suministrar de
noradrenalina a todo el sistema nervioso central. Ademas de modular diversas funciones
cerebrales, como la excitacion, la cogniciony la respuesta al estrés; la excitabilidad neuronal
del LC también corresponde a la actividad de varios sistemas periféricos, como las visceras
pélvicas y el sistema cardiovascular. Las diversas entradas neuroquimicas establecen el
tono de la actividad neuronal del LC, que a su vez modulan estas respuestas adaptativas,
fisiologicas y de comportamiento.

Uno de los sistemas aferentes del LC que no se conoce bien contiene a la
neurohormona arginina-vasopresina (AVP). En este trabajo proporcionamos la primera
evidencia de las caracteristicas moleculares y funcionales del sistema LC-AVP, mediante la
identificacion de los receptores para AVP presentes en las neuronas del LC y la modulacién
de la actividad eléctrica en este nucleo.

La microscopia confocal de alta resolucion reveld que la inmunorreactividad para el
receptor AVP 1b (V1,R) estd localizada en las membranas plasmaticas de las neuronas LC
noradrenérgicas y no adrenérgicas. En contraste, la inmunorreactividad para el receptor
V1a (V1aR) se localizé exclusivamente en las neuronas LC noradrenérgicas. No se detectd
ninguna sefial especifica para el receptor V2 en el LC a nivel proteico, ni de ARNm. Las
agrupaciones inmunoreactivas para V1a-bR se localizaron cerca de los perfiles
inmunoreactivos para proteinas marcadoras sindpticas glutamatérgicas y GABAergicas. Las
varicosidades inmunopositivas de AVP también se ubicaron adyacentes al etiquetado para
tales marcadores sindpticos.

La electrofisiologia realizada mediante la técnica de fijacidn de voltaje en microareas
de membrana de célula entera (wholecell patch clamp) en rebanadas de cerebro que
contenian al LC, reveld que la activacién farmacolégica de los receptores V1b mediante la
aplicacion de desmopresina, aumentd significativamente la actividad espontanea del 45%
(9/20) de las neuronas noradrenérgicas registradas y el 55% restante (11/20) con una
disminucidn significativa en su patron basal de disparo. El bloqueo de los receptores Vlay
V1b alteré la excitabilidad neuronal de manera heterogénea y semejante a aquella con la
desmopresina, demostrando que el AVP enddgeno establece las tasas basales de activacion
neuronal del LC.

Finalmente, la exposicidn de los animales al estrés agudo aumenté la expresion de
V1bR, pero no la expresion del receptor V1a. Este estudio revela al sistema AVP-V1a-b como
un componente considerable de la arquitectura molecular y regulacién de la actividad del
LC. Dado que AVP funciona principalmente como un regulador de la homeostasis, los datos
sugieren una via novedosa al modular el funcionamiento de una region cerebral que es
integral para mediar las respuestas adaptativas.



Abstract

The locus coeruleus (LC) is a brainstem nucleus distinguished by its supply of noradrenaline
throughout the central nervous system. Apart from modulating a range of brain functions,
such as arousal, cognition and the stress response, LC neuronal excitability also corresponds
to the activity of various peripheral systems, such as pelvic viscera and the cardiovascular
system. Neurochemically diverse inputs set the tone for LC neuronal activity, which in turn
modulates these adaptive physiological and behavioral responses essential for survival.

One such LC afferent system which is poorly understood contains the
neurohormone arginine-vasopressin (AVP). Here we provide the first demonstration of the
molecular and functional characteristics of the LCAVP system, by characterizing its
receptor-specific modulation of identified LC neurons and plasticity in response to stress.
High resolution confocal microscopy revealed that immunoreactivity for the AVP receptor
1b (V1b) was located on plasma membranes of noradrenergic and non-noradrenergic LC
neurons. In contrast, immunoreactivity for the Vla receptor was exclusively located on LC
noradrenergic neurons. No specific signal, either at the mRNA or protein level, was detected
for the V2 receptor in the LC. Clusters immunoreactive for V1a-b were located in proximity
to profiles immunoreactive for GABAergic and glutamatergic synaptic marker proteins. AVP
immunopositive varicosities were also located adjacent to labelling for such synaptic
markers.

Wholecell patch clamp electrophysiology revealed that the pharmacological
activation of V1b receptors significantly increased the spontaneous activity of 45% (9/20)
of recorded noradrenergic neurons, with the remaining 55% (11/20) of cells exhibiting a
significant decrease in their basal firing patterns. Blockade of Vl1a and V1b receptors on
their own significantly altered LC neuronal excitability in a similar heterogeneous manner,
demonstrating that endogenous AVP sets the basal LC neuronal firing rates. Finally,
exposing animals to acute stress increased V1b, but not V1a receptor expression, whilst
decreasing AVP immunoreactivity. This study reveals the AVP-Vl1a-b system as a
considerable component of the LC molecular architecture and regulator of LC activity. Since
AVP primarily functions as a regulator of homeostasis, the data suggest a novel pathway by
modulating the functioning of a brain region that is integral to mediating adaptive
responses.



1. Introduccion



El desarrollo de la ciencia como consecuencia de la necesidad humana por entender
aquello que le rodea, asi como el entendimiento del funcionamiento y composicién del

cuerpo humano ha derivado en el desarrollo de diversas ramas de la ciencia misma.

La anatomia se puede considerar una de las ramas de la ciencia descriptiva mas
antigua, que nos remonta al antiguo Egipto, aproximadamente 300 anos a. c., donde un
grupo pequefio de anatomistas comenzaron con el aprendizaje de la composicién corporal
post mortem. Claramente el cerebro, forma parte de estos primeros hallazgos, siendo
Herophilus de Calcedonia la primera persona en describir la anatomia del cerebro humano.
Desde entonces, el estudio del sistema nervioso, ha continuado formando parte de otras

disciplinas como la fisiologia y bioquimica de diversos organismos.

Es hasta la década de los 60’s en el siglo XX que la rama de las neurociencias es
reconocida como tal y que desde entonces ha avanzado a pasos agigantados. Sin embargo,
el campo de estudio es amplio y complejo, por lo cual aun quedan muchas preguntas por

resolver.

La intencién de este trabajo, es un humilde aporte al entendimiento del
funcionamiento del sistema nervioso, en particular la interacciéon de los sistemas
vasopresinérgico y Locus coeruleus-noradrenérgico, los cuales se sabe que se modulan,

pero aun existen interrogantes de las que vale la pena buscar respuestas.



2.Antecedentes



2.1 Locus coeruleus

2.1.1 Anatomia del locus coeruleus: Topografia, citologia y ultraestructura.

El locus coeruleus (LC) del latin “lugar azul” (Moore, Dalley, & Agur, 2010) es un pequefio
nucleo ubicado en la formacién reticular del tronco encefalico, adyacente al borde latero-
ventral del cuarto ventriculo (Russel, 1955; Sutin & Jacobowitz, 1991). Las células que
componen al LC se organizan de manera compacta y se distinguen de las células
circundantes por la produccion de la catecolamina noradrenalina (NA) (Dahlstrom & Fuxe,

1964).

Puede catalogarse como un nucleo pequefio en relacién con su volumen vy la
cantidad de células que contiene; con aproximadamente 1, 600 células en roedores y hasta
15, 000 en humanos (Foote, Bloom, & Aston-Jones, 1983). Estas neuronas varian en su
morfologia constituyendo dos poblaciones principales: las células multipolares y las células
fusiformes (Grzanna & Molliver, 1980; Swanson, 1976). Aun cuando ambos tipos de células
se encuentran distribuidas a lo largo del LC, existe una mayor presencia de células
multipolares en la zona ventral y las fusiformes se ubican principalmente en la zona dorsal

(Swanson, 1976).

Otras caracteristicas importantes de las neuronas de este nucleo son, la
desarrollada arborizacién dendritica que posee, aumentando asi la superficie de contacto
de las inervaciones aferentes que lo modulan (Groves & Wilson, 1980a; Shimizu & Imamoto,
1970). Mas importante aun, la extensa colateralizacién de los axones de estas neuronas,
permitiéndole, a pesar de su tamafio, inervar casi todo el sistema nervioso (Levitt & Moore,

1979; Lindvall & Bjorklund, 1974; Ungerstedt, 1971).

Los contactos sindpticos que se presentan dentro del locus coeruleus, en su gran
mayoria son axodendriticos (Groves & Wilson, 1980a), en menor cantidad los contactos
axosomaticos (Shimizu & Imamoto, 1970) y se han observado con relativa frecuencia la

presencia de sinapsis dendrodendriticas y dendrosomaticas (Groves & Wilson, 1980b).



Este nucleo esta altamente conservado en diferentes especies de mamiferos, el
cual, a pesar de su pequefio tamafio, proyecta casi a todas las areas del cerebro y médula
espinal (Foote et al., 1983; Schwarz & Luo, 2015; Swanson & Hartman, 1975), siendo asi, el
sistema noradrenérgico del LC (LC-NA) la fuente principal del neurotransmisor NA en la

clase mammalia. (Amaral & Sinnamon, 1977; Russel, 1955).

2.1.2 Sistema noradrenérgico del LC (LC-NA)

Biosintesis de noradrenalina

Como ya se menciond con anterioridad, las células del LC sintetizan noradrenalina, la cual
es una catecolamina, sintetizada a partir del aminoacido tirosina por la actividad de la
enzima tirosina hidroxilasa, produciendo dopa, la cual por la accién de la enzima
descarboxilasa es transformada en dopamina. Posteriormente este precursor es
trasportado a las vesiculas sindpticas para producir NA por la accién de la enzima dopamina-

B-hidroxilasa (Benarroch, 2018; Bunney & Davis, 1965).

COOH £ 0

2 = HO CH—CH
Ho—@—CHQ—é‘H HO CH, %H HO CHy cI:H2 PH—CH,

) OH NH
NH,  tirosina N2 popa. NHz  dopamina-p - ud ?

hidroxilasa descarboxilasa 1O hidroxilasa

Tirosina DOPA Dopamina Noradrenalina

Figura 1. Sintesis de noradrenalina. (Tomada y modificada de Barron, Sgvik, & Cornish, 2010)



Receptores de noradrenalina

La actividad de la NA, se debe a la interaccién con los receptores a1-, az- y - adrenérgicos,

con sus respectivos subtipos, todos pertenecientes a la superfamilia de receptores

acoplados a proteinas G. Estos receptores, se encuentran heterogéneamente distribuidos

en los tejidos blanco de las inervaciones eferentes del sistema LC-NA (Insel, 1996).

Benarroch (2018) describe a los receptores adrenérgicos de la siguiente forma:

Receptores a1- se reportan como principalmente postsindpticos, acoplados
a la via de segundos mensajeros fosfolipasa C, inositol trifosfato y proteina
cinasa C, clasificados como del tipo G, participan generalmente en procesos
excitatorios.

Receptores ay-, pueden encontrarse tanto presindptica como
postsinapticamente; considerados como receptores inhibitorios, son de tipo
Gi, también acoplados a la adenilato ciclasa, sin embargo, éstos promueven
la activacion de corrientes de K*, reduciendo la excitabilidad neuronal e
inhibiendo presinapticamente corrientes de Ca** reduciendo asi la liberacion
de neurotransmisor.

Receptores - adrenérgicos como tipo Gs, acoplados a la enzima adenilato
ciclasa; promueven la conversion de ATP en cAMP, afectando la excitabilidad
y plasticidad sindptica, de forma directa y con la activacion de la proteina

cinasa A.



Heterogeneidad molecular en el sistema LC-NA

Dentro del sistema LC-NA se encuentran subgrupos neuronales que expresan
diferencialmente neuropéptidos, asi como receptores a neurotransmisores, que pueden
estar relacionados con las distintas respuestas de los subgrupos neuronales dentro de este
nucleo (Schwarz & Luo, 2015). Los compuestos protéicos o neuropéptidos intrinsecos
identificados en los cuerpos neuronales del LC son la acetilcolinesterasa, galanina,
neuropéptido Y, neurotensina y proteina intestinal vasoactiva. Sin embargo, su papel en el
sistema LC-NA es aun incierto, aun cuando fueron descritos desde la década de los 90’s,

(Schwarz & Luo, 2015; Sutin & Jacobowitz, 1991).

Ademas de la composicion diferencial de proteinas y neuropéptidos, las neuronas
del LC, presentan también una expresion diferencial de receptores para diversos
neurotransmisores. El neurotransmisor noradrenalina actia sobre el sistema LC-NA
mediante la interaccion con los receptores a-adrenérgicos (Aghajanian & VanderMaelen,
1982; Alexander, Davis, & Lefkowitz, 1975; Cedarbaum & Aghajanian, 1977), los cuales se
distribuyen de manera heterogénea a lo largo del eje antero-posterior. Siendo el receptor
adrenérgico o, (RAaz) el mas abundante y localizado preferentemente en la porcidon
anterior del LC, mientras que el receptor adrenérgico o (RA o1) presenta una expresion

menor y se encuentra en la porcién anterior de este nucleo (Chamba et al., 1991).

Otros receptores bien caracterizados en el LC, son los receptores nicotinicos de
acetilcolina (RnACh), con un efecto despolarizante en estas células (Egan & North, 1986).
Los RnACh exhiben una alta expresion de las diferentes subunidades que los componen, y
se encuentran heterogéneamente distribuidos. En un estudio de 1999, se propuso una
clasificacidn; en la que por medio de RT-PCR de célula unica, se logré identificar una mayor
expresion de las subunidades a6 y B3 en células con soma grande y en células pequeiias

hay una expresién mas abundante de las subunidades a3 y B4 (Lena et al., 1999).



También ha sido reportada la presencia de receptores de glutamato presentando

una colocalizacidon importante con receptores de opioides tipo u (Van Bockstaele et al.,

2000), ademas de los receptores el acido y-amino butirico tipo A (RGABAa) (Luque,

Malherbe, & Richards, 1994); asi como los receptores para orexina, con una presencia mas

representativa del subtipo 1 que del subtipo 2 (Marcus et al., 2001).

2.1.3 Fisiologia del locus coeruleus

Electrofisiolégicamente hablando, os axones delgados y carentes de mielina que proyecta

el locus coeruleus al sistema nervioso, se caracterizan por una variabilidad en la velocidad

de conduccién y periodos de latencia variable que dependen de la frecuencia de disparos

espontaneos que caracterizan a las neuronas del LC (Aston-Jones & Bloom, 1981).

Las neuronas del locus coeruleus presentan dos patrones de disparo:

Tonico, patrén de dosparo que se caracteriza por descargas lentas con tasas
de frecuencia baja (2-5 Hz) normalmente con ondas de disparo amplias con
1-2 ms de duracidn, este patron de disparo se observa en estados de alerta
y de vigilia y se ha determinado que desaparece durante el suefo REM
(Usher, Cohen, Servan-Schreiber, Rajkowski, & Aston-Jones, 1999).

Fasico, caracterizado por rafagas de disparo (10-20 Hz) seguidas de largos
periodos de inactividad o disparos espordadicos. Este patrén de disparo ha
sido relacionado con tareas que requieren un estado de enfoque atento,
filtrando todos los estimulos irrelevantes y permitiendo al sujeto
concentrarse en la realizacidon de dicha tarea y asociado con respuestas de

comportamiento altamente preciso (Aston-Jones & Cohen, 2005).
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2.1.4 Regulacion eferente del sistema LC-NA

A partir de la segunda mitad de la década de los 70’s, por medio de estudios de cito-
histoquimica e inyeccion de trazadores retrogrados, se determind que las proyecciones
eferentes del LC se distribuyen por casi todo el sistema nervioso central y la médula espinal
(Benarroch, 2018; Berridge & Waterhouse, 2003), con excepcién del nucleo accumbens, el

estriado, la substantia nigra y el globus pallidus (Swanson, 1976).

En general las proyecciones eferentes de LC, se organizan de forma diferencial
topograficamente hablando. Uno de los primeros estudios que revelé tal afirmacion, fue el
de Manson y Fibiger (1979), en dénde establecen que las proyecciones que se dirigen hacia
el prosencéfalo provienen principalmente del LC dorsal, mientras que las fibras que inervan
al cerebelo y medula espinal se distribuyen mayoritariamente en la zona ventral. Otro
ejemplo de esta heterogeneidad se observa en las inervaciones que se dirigen hacia el
tdlamo, ubicadas predominantemente hacia la parte caudal del nucleo, en tanto las
inervaciones que proyectan al hipotalamo se ubican hacia la zona rostral. Por otro lado, las
fibras que inervan tanto a la amigdala como la neocorteza, se distribuyen a través de todo
el nucleo (Loughlin, Foote, & Grzanna, 1986; Mason & Fibiger, 1979). Algunas de estas
afirmaciones han sido confirmadas en trabajos recientes, con técnicas como optogenética

y el uso de animales transgénicos (Schwarz et al., 2015).

Una caracteristica destacable de las fibras que surgen del sistema LC-NA, es la
capacidad de colateralizacién que poseen. Ya que una misma fibra es capaz de ramificar
inervando diferentes regiones tales como la corteza y el cerebelo (Nagai et al., 1981).
Asimismo, existe evidencia de que los axones de las neuronas de este sistema envian fibras
colaterales que inervan circuitos funcionalmente relacionados (Simpson et al., 1997;
Steindler, 1981). Por otro lado, actualmente se ha descrito que las ramificaciones de los
axones que se dirigen hacia la corteza son mds aisladas (Chandler, Gao, & Waterhouse,
2014). En la figura 2 se puede observar al sistema LC-NA y la inervacién de éste hacia el

cerebro.
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Figura 2. Cerebro de ratdn en corte sagital, donde el locus coeruleus se encuentra marcado con fluorescencia
asociada a adenovirus; destacando la extensa inervacion de las neuronas del LC al resto del cerebro (Tomada
de Weele, 2018).

2.1.5 Regulacion aferente de sistema LC-NA

Las sefiales de entrada que recibe el LC constituyen una regulacion diversa en
términos de tipos celulares, composicion neuroquimica y funcional (Chandler, 2016);
recibiendo inervacion del nucleo paragigantocelular y el nucleo prepdsito del hipogloso,
ambos nucleos ubicados en el tronco cerebral (Aston-Jones et al., 1986). Adicionalmente,
recibe fibras presindpticas de la corteza prefrontal, hipotalamo lateral, amigdala, nucleo
cama de la estria medullaris, nucleo reticular del cerebro medio, nucleo vestibular espinal
y nlcleo dorsal del rafe (Cedarbaum & Aghajanian, 1978; Mignot, 2001; Peyron et al., 1998;
Pickel, Joh, & Reis, 1977; Valenzuela Harrington, Diaz, & Rodriguez-Moreno, 2007). En la

figura 3 se muestra un esquema de las vias aferentes que inervan al LC.
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Figura 3 Proyecciones aferentes del locus
coeruleus. Esquema de vista sagital del
cerebro de ratén ilustrando la ubicacién del
locus coeruleus en gris, y las regiones del
cerebro que lo inervan (flechas
moradas).Abrevieturas por sus siglas en
inglés: Ctx, corteza; BNST, nucleo cama de
la estria terminallis, CeA, amigdala central;
Hy, hipotdlamo; MRN, nucleo reticular del
cerebro medio; DRN, nucleo dorsal de rafe;
PGNR, nucleo paragigato celular; GNR,
nucleo gigantocelular; SVN, nicleo espinal
vestibular; Cb, cerebelo y LC, locus
coeruleus Tomada y modificada (L. A.
Schwarz & Luo, 2015).

GRN.‘IG RN

Las fibras aferentes que recibe el LC, provenientes de la médula espinal y el tallo
cerebral, integran las sefiales de estimulacion sensorial que activan a las neuronas de este
nucleo. (lgarashi, Sasa, & Takaori, 1979; Korf, Aghajanian, & Roth, 1973). Entre las
provenientes de la médula espinal encontramos aferentes monoaminérgicas. Aquellas que
inervan desde el nucleo del tracto solitario son de tipo noradrenérgico, asi como también
inervaciones serotoninérgicas provenientes del rafe y por neuronas dopaminérgicas de la
substantia nigra (Cedarbaum & Aghajanian, 1978; Conrad, Leonard, & Pfaff, 1974; Morgane
& Jacobs, 1979; Sakai et al., 1977).

Ademas de la modulacién por parte de los neurotransmisores candnicos, muchas de
las inervaciones que recibe el LC median su efecto a través de la liberacién de
neuropéptidos moduladores, algunos de estos provienen principalmente del diencéfalo y
el telencéfalo. Algunos ejemplos de estos neuromoduladores son la hormona
adrenocorticotropina (ACTH), neurotensina, angiotensina Il, orexina y vasopresina (Buijs et
al., 1978; Fuxe et al., 1976; Uhl, Goodman, & Snyder, 1979; Watson, Richard, & Barchas,
1978).
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2.1.6 Funciones del sistema LC-NA

Todas las caracteristicas antes mencionadas hacen al sistema LC-NA participar en la
modulacién de las funciones mas destacadas del cerebro, tales como el estado de alerta
(Carter et al., 2010), la atencién (Usher et al., 1999) y la memoria (Sara, 2015). Al mismo
tiempo, se ha reportado la particion de este sistema en la regulacién de procesos
homeostaticos periféricos como cambios en la presiéon sanguinea (Curtis, Drolet, &
Valentino, 1993), equilibrio de fluidos (Godinom et al., 2005), contractilidad de la vejiga

(Rickenbacher et al., 2008) y del intestino (Lechner et al., 1997).

Los procesos neuronales y las respuestas a nivel del sistema nervioso y periférico,
se conjuntan para la adaptacion a estimulos estresores tanto fisioldgicos como
emocionales, lo que es trascendente para la supervivencia de los organismos (Valentino &

Van Bockstaele, 2008).
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2.2 Sistema Vasopresinérgico

2.2.1 Arginina Vasopresina
Estructura quimica, Sintesis y liberacion

La arginina vasopresina (AVP) es un nonapeptido (Cys-Tyr-Phe-Gln-Asn-Cys-Pro-Arg-
Gly-NH;) caracterizado bioquimicamente en la década de los 50’s. Consiste de un anillo de
6 aminodcidos conectados por un puente disulfuro entre las cisteinas 1y 6 y una cola de 3
aminoacidos (Figura4) (Du Vigneaud, Gish, & Katsoyannis, 1954). La AVP también conocida
como hormona antidiurética (ADH) ya habia sido reportada con anterioridad precisamente
por el efecto por el cual lleva este nombre (Taylor, Du Vigneaud, & Kunkel, 1953) y
caracterizada por primera vez en 1895 por Oliver y Schéafer, que demostraron que extractos

de la hipodfisis modificaban la presion arterial.

Figura 4. Estructura quimica de la arginina vasopresina. Se aprecia el puente disulfuro entre las cisteinas 1-6
y el aminodcido arginina (Arg) en la octava posicion.

Inicialmente se pensaba que la sintesis de la AVP era en la hipdfisis, en la actualidad
se sabe que la sintesis se lleva a cabo en el hipotalamo y posteriormente es transportada a

la hipdfisis posterior (Sachs et al., 1969; Takabatake & Sachs, 1964).
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La arginina vasopresina, se sintetiza como un pre-pro-péptido en conjunto con la
proteina neurofisina Il y el glucopéptido copeptina, es sintetizada principalmente por las
neuronas magnocelulares de los nucleos supradptico (SON) y paraventricular (PVN) del
hipotalamo, que proyectan a la neurohipdfisis (Brownstein, Russell, & Gainer, 1980),
ademads de las neuronas parvicelulares localizadas en el PVN. No obstante, también se
sintetiza en el nucleo supraquiamatico (SCN), la amigdala central (CeA) y el ntcleo cama de
la estria terminallis (BNST); siendo las proyecciones de estos ultimos nucleos, las

permanecen en el cerebro (Buijs et al., 1978; De Vries & Buijs, 1983; DeVries et al., 1985).

Proveniente de las neuronas magnocelulares de SON y PVN hacia la neurohipdfisis,
la AVP, es liberada al torrente sanguineo, en donde participa en regulando la reabsorcién
de agua en los tubulos renales y vasoconstriccién (Nishimura & Fan, 2003; Young, 3rd &
Gainer, 2003). En cambio, las neuronas parvicelulares mandan sus axones hacia el sistema
porta hipofisario, por medio del cual, la arginina vasopresina llega a la adenohipdfisis, y
regula la secrecidn de los corticotropos que participan en procesos de estrés y el sistema

inmune (Berczi el al., 2009).

2.2.2 Receptores para AVP

El efecto que tiene la vasopresina se debe a la interaccidon con sus receptores. Hasta ahora
se han reportado tres: Via, Vib Yy V2, todos pertenecientes a la familia de receptores

acoplados a proteinas G (Birnbaumer, 2002).

Los receptores : V1a y Vip estan acoplados a proteinas Guq-GTP, donde la subunidad
ag induce la activacién de la fosfolipasa C, que a su vez promueve la hidrélisis del
fofatidilinositol bifosfato (PIP;) incrementando los niveles intracelulares de diacilglicerol
(DAG) e inositol trifosfato (IP3), activando a los receptores para este ultimo en el reticulo
endoplasmico, comenzando la liberacién de calcio (Ca 2*) de las reservas dentro de las
célula, que conlleva a la activacion de los canales trp, para permitir el flujo de Ca?* hacia el

interior de la célula para reestablecer la reservas de este mismo cation divalente (Figura 5).
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Figura 5. Mecanismo de acoplamiento de los receptores de vasopresina V1. Los receptores Vl1a y V1b
promueven el intercambio GDP-GTP y la formacién de aGTP libre a partir de proteinas G pertenecientes
a la familia Gq / 11. La subunidad a libre estimulan la actividad de fosfolipasa Cp (PLCB). El aumento de
la actividad hidrolitica en PIP2 aumenta los niveles intracelulares de trifosfato de inositol (IP3) y
diacilglicerol (DAG); IP3 a su vez estimula el receptor para IP3 (IP3R) que reside en la membrana del
reticulo endoplasmico (ER) y promueve la liberacidén de calcio (Ca 2+) de las reservas intracelulares,
mientras que DAG promueve el reclutamiento de membranay el aumento de la actividad de las enzimas
proteina cinasa C, un proceso mejorado por el aumento de la concentracién de intracelular Ca 2+
activado por IP3 (Tomada y modificada de Birnbaumer, 2000)

Por otro lado, el receptor V3, se encuentra acoplado a la proteina Gs-GTP, que a través de
la via de activacion de la adenilato ciclasa, seguido del incremento el adenosin monofosfato
ciclico (cAMP), activando a la proteina cinasa A y favoreciendo la insercién de acuaporinas
tipo 2 en las células del ducto colector en el rifién (Berrada et al., 2000; Birnbaumer, 2000;
Thibonnier et al., 2002). En la figura 6 se puede apreciar el eje hipotaldmico hipofisario, con
la distribucion de los receptores de AVP y su funcién en los diferentes érganos y tejidos
blanco fuera del sistema nervioso. En la tabla 1 se resumen las caracteristicas de los

receptores para vasopresina.

17



Tabla 1. Subtipos de receptores para vasopresina (Tomada y modificada de Baylis & Ball, 2013)
Receptores para Vasopresina

Via Vib V2

Sitio de expresién Musculo liso vascular Adenohipdfisis Membrana basolateral
Higado de nefronas distales
Plaquetas
CNS

Sistema de segundos Gg/11 - PLC, IP3, DAG, Ca?* Gs - PKA, cAMP,

mensajeros MAPK

Efectos fisioldgicos Vasoconstriccion Aumento liberacién Sintesis y translocacion
Glucogenodlisis de ACTH de AQP-2

Agregacién plaquetaria
Neurotransmision
Neuromodulacién

En cuanto a la presencia de los receptores para vasopresina dentro del sistema
nervioso central (CNS), el receptor V1,, se encuentra ampliamente distribuido a través de
todo el cerebro. En trabajos de principios de los noventas, se determind que este receptor
se encuentra en corteza, el septo lateral, BNST, tdlamo, hipotalamo, amigdala medial, giro
dentado, substantia nigra y el drea ventral tegmental (Johnson et al., 1993; Ostrowski,
Lolait, & Young, 1994). La distribucién del receptor V1, es mas prominente en el hipocampo
(W.S. Young, Li, Wersinger, & Palkovits, 2006), aunque también puede ser encontrado en
la amigdala, hipotalamo, bulbo olfatorio y corteza (Griebel et al., 2003). Hasta la fecha no
hay una evidencia clara de la expresién del receptor V2 en CNS (Barberis & Tribollet, 1996;

Koshimizu et al., 2012)

Por supuesto al tener una distribucidn tan amplia en el CNS, podemos inferir que la
vasopresina esta involucrada tanto en procesos fisioldgicos y cognitivos tan diversos como

la distribucidon de sus receptores.
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Figura 6. Representacién esquematica del papel de la arginina-vasopresina (AVP) y su espectro fisioldgico.
Abreviaturas: CRH, hormona liberadora de corticotropina; OT, Oxitocina; pPVN, neuronas parvocelulares del
nucleo paraventricular; mPVN, neuronas magnocelualares del nucleo paraventricular; GH, hormona del
crecimiento; PRL, prolactina; AVP, arginina-vasopresina; V1,, V1, y V, receptores de vasopresina. (Tomada y
modificada de Rotondo et al., 2016)

2.2.3 Funciones del Sistema Vasopresinérgico

Las funciones periféricas del sistema vasopresinérgico son numerosas y variadas
(Fig. 6), algunas antes ya mencionadas son la regulacién de la presion arterial (Dunn et al.,
1973), equilibrio hidroelectrolitico, la coagulacién de la sangre (Haslam & Rosson, 1972), el
metabolismo energético (Hems, Whitton, & Ma, 1975) vy la liberacidn de la corticotropina
(Scott & Dinan, 1998). En cuanto a las funciones dentro del sistema nervioso en su papel
como neuromodulador, la AVP participa en procesos de memoria y aprendizaje (Alescio-
Lautier et al., 1995; Croiset, Nijsen, & Kamphuis, 2000), regulacién de emociones como el
estrés y la ansiedad (Engelmann et al., 1998; Engelmann et al., 2000), comportamiento

social (Blanchard et al., 2005; Frazier etal., 2006) y ritmos circadianos (Hut et al., 2002).
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2.4 Relacion entre el sistema LC-NA y sistema vasopresinérgico

Al observar las funciones que desempefia cada uno de los sistemas, es evidente una gran
coincidencia, no obstante, la informacién hasta el momento de la cooperacion entre estas

dos vias homeostaticas es limitada.

La presencia de fibras vasopresinérgicas o arginina-vasopresina en el LC es conocida
desde los anos 70’s y ha sido confirmada con trabajos y técnicas recientes, sin embargo, no
hay informacién acerca del tipo de neuronas dentro del LC con las que estas fibras tienen

contacto (Buijs et al., 1978; Rood & De Vries, 2011; Swanson, 1977).

Uno de los campos mas desarrollados en cuanto a la interaccién de estos dos
sistemas es el funcional, ejemplos de esto es un trabajo en donde las inyecciones de AVP
en el complejo de locus coeruleus en gatos altera la postura y los reflejo vestibulo-espinales
(Andre et al., 1992), no obstante, no se logré identificar las neuronas participantes en estos
fendmenos. También, registros electrofisioldgicos en neuronas del LC de gerbos mostraron

un efecto excitatorio por parte de la AVP (Olpe et al., 1987).

Modificaciones en la excitabilidad por parte de la vasopresina han sido reportados
en otras areas del sistema nervioso. Un ejemplo de ello son las motoneuronas de la médula
espinal, en dénde la expresion de los receptores V1, es abundante durante el desarrollo, y
a través de éstos, es que la vasopresina tiene un efecto excitatorio significativo en las

motoneuronas de roedores (Liu et al., 2003; Ogier et al., 2006; Raggenbass et al., 1991).

Efectos sobre la fisiologia de las neuronas por parte de la AVP, han sido reportados
también en la amigdala medial, con un efecto excitatorio e inhibitorio de subpoblaciones
de neuronas registradas (Lu et al., 1997), asi como en la habénula lateral (Zhang et al., 2016)
y también en el septo lateral se ha registrado un efecto sobre la excitabilidad por parte de

este neuropéptido (Raggenbass et al., 1988).
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La participacién de la arginina vasopresina en procesos de estrés ha sido
ampliamente reportada en diversos trabajos, principalmente la en el eje hipotaldmico
hipofisario en donde la liberacién de ACTH, esta intimamente relacionada con la interaccién
de la hormona liberadora de corticotropina (CRH) y AVP con sus respectivos receptores
(Aguilera & Rabadan-Diehl, 2000; Gaillard et al., 1984; Tilbrook & Clarke, 2006). La excrecién
de ACTH por parte de la AVP depende de la interaccidon especifica con el receptor V1,
presente en la adenohipdfisis. Estudios relativamente recientes con células derivadas de la
pituitaria anterior de ratones Knock out (KO) para el receptor V1, tras un tratamiento con

vasopresina, no liberaron ACTH (Lolait et al., 2007; Tanoue et al., 2004).

Otra manera de comprobar la liberacién de ACTH por la presencia de AVP, ha sido
gracias al desarrollo de antagonistas especificos para el receptor V1p; la aplicacion de estos
antagonistas disminuye la liberacion de corticotropina (Serradeil-Le Gal et al., 2005;

Serradeil-Le Gal et al., 2002).

El locus coeruleus también forma parte importante de las vias de respuesta al estrés.
Antes del descubrimiento de la CRH, se reporté un incremento en los niveles de
noradrenalina en la corteza y el hipocampo de ratas estresadas (Abercrombie, Keller, &
Zigmond, 1988; Korf et al., 1973). Ademas de la modificacién del metabolismo desde este
mismo neurotransmisor en el sistema nervioso central (Cassens et al., 1981; Thierry et al.,
1968), otros estudios mostraron un incremento en la expresidn de tirosina hidroxilasa (TH)
en neuronas del LC (Melia & Duman, 1991). Siendo esta estructura la principal fuente de
noradrenalina del CNS, estas modificaciones en los niveles de neurotransmisor o
participantes en el metabolismo del mismo como la TH, se presentaban como evidencia

indirecta de la participacion del LC en los procesos del estrés.

En estudios posteriores a la identificacion de la hormona liberadora de
corticotropina, fue detectada la presencia de esta hormona en axones que inervan al LC

(Cummings etal., 1983; Swanson et al., 1983).

En cuanto a la identificacion de los receptores que pueden estar participando en la
modulacién de las fibras de AVP en el LC, el trabajo reportado mas cercano, es el de la

expresion del receptor V1, por medio de la identificacion del RNA mensajero (mRNA) en el
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puente troncoencefalico, mas no hay un reporte especifico de la expresidn de este receptor

en el LC (Young et al., 2006).

Tomando en consideracidon la variabilidad morfoldgica y neuroquimica de las
neuronas noradrenérgicas y no noradrenérgicas en el LC (Corteen et al., 2011; Schwarz &
Luo, 2015), la correlacidn entre las fibras vasopresinérgicas y el tipo de neuronas que estas
interactien en el LC derive en una variabilidad de respuestas en el sistema LC-

noradrenérgico.
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3.Planteamiento del
problema



El locus coeruleus es la fuente principal de noradrenalina del sistema nervioso en mamiferos
y desempefiia un papel importante en la modulacidn de diversos procesos neuronales; tales
como el estado de alerta, el aprendizaje y la memoria, asi como diversos procesos
homeostaticos a nivel periférico como cambios en la presidn sanguinea, equilibrio de
fluidos, contractilidad intestinal y de la vejiga. Asimismo, forma parte importante en las vias
de respuesta al estrés. Esta modulacidon es dependiente de las sefiales que este sistema

recibe, entre las cuales se encuentra el sistema vasopresinérgico.

La arginina vasopresina participa en funciones periféricas como la regulacién de la
presion arterial, el equilibrio hidroelectrolitico, coagulacién en sangre, metabolismo
energético y liberacidén de la corticotropina. Y a nivel de sistema nervioso central esta
relacionada con procesos de memoria, aprendizaje, ritmos circadianos, comportamiento

social y regulacién de emociones como el estrés y la ansiedad.

Conocer mas a fondo la relacion entre estos dos sistemas puede ayudar a

comprender mejor las interacciones especificas entre ambos.

Para ello seria importante la determinacion de la distribucion de las fibras
vasopresinérgicas, asi como la identidad y distribucién de los receptores para AVP
presentes en el LC, asi como la posible interaccion del sistema vasopresinérgico con las
diferentes entidades sinapticas y otros péptidos moduladores. Asimismo, los efectos que la

AVP puede tener sobre la electrofisiologia de las neuronas del LC.

Dada la participacién de los sistemas LC-noradrenérgico y vasopresinérgico en la
respuesta a procesos de estrés, es posible que exista una cooperacidn de estos dos sistemas

y que aun no ha sido explorada.
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4-5, Hipotesis y Objetivos



4. Hipotesis

La presencia de los receptores para arginina vasopresina en el locus coeruleus modula la

interaccion entre este nucleo y el sistema vasopresinérgico.
5. Objetivo general

Estudiar la neurotransmisién vasopresinérgica en la modulacién del sistema LC-

noradrenérgico.
5.1 Objetivos particulares

1. lIdentificar la distribucion especifica de fibras vasopresinérgicas en el LC.

2. Determinar la identidad de los subtipos de receptores para AVP que expresan las
neuronas del locus coeruleus.

3. Determinar la localizaciéon de los receptores de AVP y su contribucién en la
excitabilidad neuronal dentro de la red celular del LC.

4. Determinar si hay un cambio en la expresion de los receptores de AVP en procesos
de estrés agudo.
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6. Metodologia



Todos los experimentos se realizaron en colaboracién con el laboratorio
Neurochemical Anatomy & Psicopharmacology del Dr. Jerome Swinny en el departamento

School of Pharmacy of Biomedical Science de University of Portsmouth, UK.

Todos los procedimientos que involucran experimentos con animales fueron
aprobados por el Organismo de Revisién Etica y Bienestar Animal de la Universidad de
Portsmouth y fueron realizados por un titular de licencia personal, bajo una licencia de
proyecto emitida por el Ministerio del Interior, de conformidad con la Ley de Animales

(Procedimientos Cientificos), 1986 (Reino Unido) y procedimientos asociados.

Los ratones utilizados en este trabajo fueron criados dentro del bioterio de las
instalaciones del departamento de School of Pharmacy of Biomedical Science de University
of Portsmoth, en un ambiente de humedad y temperatura controlados, con un ciclo de

luz/oscuridad de 12 horas con acceso libre a comida y agua.

6.1 Inmunohistoquimica

Para la determinacidn la expresion de AVP, como de los subtipos de receptores para
AVP, se siguid un protocolo previamente publicado por Corteen y colaboradores en 2011.
Se utilizaron ratones machos adultos (2-4 meses de edad) de la cepa C57BL/6J y con la
deplecién gen-especifica para los receptores Vla y V1b (Koshimizu et al., 2006; Tanoue et
al.,, 2004), los animales fueron profundamente anestesiados y perfundidos via aorta
ascendente con solucion salina al 0.9 % durante 2 minutos, seguido por 12 minutos de
fijador frio compuesto por 1% de paraformaldehido mds 15% v/v de acido picrico saturado
en buffer de fosfato de sodio 0.1 M (PB, pH 7.4). Los cerebros fueron removidos y sometidos
a post-fijaciéon en el mismo buffer durante toda la noche a temperatura ambiente. Acto
seguido, se obtuvieron rebanadas horizontales de 60 um de grosor con ayuda de un
vibratomo, lavadas y posteriormente almacenadas en buffer PB 0.1 M mds 5% azida de

sodio a 4°C hasta ser procesadas.
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Se seleccionaron rebanadas que contenian al LC y fueron bloqueadas en buffer de
Tris mdas NaCl 0.9% y Triton 100x al 0.3% (TBS-Tx) mas suero normal de caballo al 20% (S-
2000, Vector Laboratories Inc.) por dos horas, con la finalidad de minimizar uniones
inespecificas por parte de los anticuerpos secundarios. A continuacion, las rebanadas
fueron incubadas en una mezcla de anticuerpos primarios diluidos en buffer TBS-TX,
durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente las rebanadas fueron lavadas durante 10
minutos por triplicado en TBS-Tx, posteriormente fueron incubadas por dos horas a
temperatura ambiente con la mezcla correspondiente de anticuerpos secundarios
conjugados con Alexa Fluor 488, indio carbocianina (Cy3) e indio carbocianina (Cy5) ambos
de Jackson InmunoResearch. Una vez transcurrido el tiempo de incubacién fueron lavadas
con TBS-Tx por 10 min. por triplicado, después fueron montadas sobre portaobjetos de

vidrio, con medio de montaje Vectashield (H-1000, Vector Laboratories Inc.)

Este mismo procedimiento fue seguido para determinar especificamente la
distribucién de los receptores para vasopresina y la interaccion de las fibras
vasopresinérgicas en conjunto con marcadores especificos del soma neuronal (Huc)
(Jourdon et al., 2016; Okano & Darnell, 1997; Senut et al., 2009), dendritico (MAP2) (Kosik
& Finch, 1987, Kwei, Jiang, & Haddad, 1993) sinapsis excitatorias mediante la
inmunodeteccion del transportador de glutamato (VGLUT2) (Seifi et al., 2014) y las sinapsis
inhibitorias fueron identificadas mediante la inmunoreactividad del transportador del acido
gamma-amino butirico (VGAT) y la proteina citoplasmatica de andamiaje, gefirina que ancla

a los receptores de glicina en la postsinapsis (Corteen et al., 2011; Giesemann et al., 2003).

Para determinar la interaccion con otros neuromoduladores previamente
reportados en el LC, se realizd la inmunodeteccidon del sistema vasopresinérgico en
conjunto con el de la sustancia P (Guyenet & Aghajanian, 1979; Pickel et al., 1979),
encefalina (Van Bockstaele, Branchereau, & Pickel, 1995), orexina A (Hagan et al., 1999;

Horvath et al., 1999) y CRH (Valentino, Foote, & Aston-Jones, 1983).

Las especificaciones de los anticuerpos utilizados se encuentran en la tabla 2.
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Tabla 2. Especificaciones de los anticuerpos primarios usados para este trabajo.

Anticuerpo Huésped Dilucion Fuente y No. de Cat. Espedfiddady Referenda

AVP Conejo 1:3000 Abcam, ab39363 Lasefial puedesereliminada
por incubacidnsimultinea
conAVP,(Kerman, Akil, &
Watson, 2006)

AVP Conejo 1:200 Immunostar, 20069 PreadsorciénconAVP
sintético (10 V1) ha resultado
enlapérdidatotal deinmuno-
marcajeenel PVNdel
hipotalamoderoedores,
(Villanueva, Jacquier, & de
Roux, 2012)

Receptor Vl1a Conejo 1:4000 Kerim Mutig y Torsten

Giesecke Instituto de
Anatomia Vegetativa,
Charité
Universitatsmedizin
Berlin, Alemania

Receptor V1b Conejo 1:5000 Kerim Mutig y Torsten

Giesecke Instituto de
Anatomia Vegetativa,
Charité
Universitatsmedizin
Berlin, Alemania

Receptor V2 Conejo 1:250 Millipore, AB1797P (Sato, Numata, Saito, Ueta, &
Okada,2011)

CRH Conejillo de 1:10000 Peninsula Laboratories, Patrones de expresidnen

Indias T-5007.0050 estudios previos

Encefalina Ratén 1:3000 Abcam, ab150346 (Quelloetal, 1984)

Gefirina Ratén 1:1000 Synaptic Systems, Ratones Knockout, (Pfeiffer,

147021 Simler, Grenningloh, & Betz,
1984)

HuC Ratén 1:500 ThermoFisher, A-21271 Patrones de expresidnen
estudios previos

MAP2 Pollo 1:500 Aves Labs, MAP0607 Patrones de expresionen
estudios previos

Orexina-A Ratoén 1:4000 Abcam, ab89886 Patrones de expresionen
estudios previos

Substancia P Conejillo de 1:500 LSBio, LS-C76141 Patrones de expresionen

Indias estudios previos

Tirosina Oveja 1:3000 Abcam, ab113 Patrones de expresionen

Hidroxilasa estudios previos

VGAT Conejillo de 1:3000 FRONTIER INSTITUTE, Pre adsordon conel péptido

Indias VGAT-GP-Af1000 resultaen péroiida total del
inmuno-marcaje, (Miyazaki,
Fukaya, Shimizu, &
Watanabe, 2003)

VGLUT2 Conejillo de 1:3000 FRONTIER INSTITUTE, Pre adsordon conel péptido

Indias VGIuT2-GP Af810 resultaen pérdiida total del
inmuno-marcaje, (Mliyazaki et
al,2003)
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Obtencién de imagenes

Las secciones fueron examinadas con un microscopio confocal de escaneo laser
(LSM710 o LSM 880; Zeiss, Oberkochen, Alemania) utilizando un objetivo de aceite Plan
Apochromatic 63 x DIC (NA 1.4, tamafio de pixel de 0.13 mm). Se utilizaron Z-stacks para la
evaluacion de rutina del etiquetado. Todas las imagenes presentadas representan una sola
seccién optica. Estas imagenes se obtuvieron mediante la adquisicion secuencial de los
diferentes canales para evitar interferencias entre los fluoréforos, con los orificios ajustados
a una unidad Airy. Las imagenes se procesaron con el software Zen 2009 Light Edition (Zeiss,
Oberkochen, Alemania) y se exportaron a Adobe Photoshop. Sélo se ajusto el brillo y el

contraste para todo el fotograma y ninguna parte de un fotograma se mejoré o modifico.

6.2 Deteccion del ARN mensajero del receptor V2 por medio de la reaccion en
cadena de la polimerasa en tiempo real-cuantitativo (qPCR)

Cinco ratones machos adultos se sacrificaron por dislocacién cervical y se
prepararon homogeneizados de tejido del LC y rifidn. El RNA se extrajo de las muestras
utilizando un RNeasy mini kit (Qiagen, 74104) de acuerdo con el protocolo del fabricante.
La misma cantidad de RNA de cada tejido se transcribié de forma inversa en el primer cDNA
en la siguiente reaccién: 2 pl de buffer de transcripcién reversa (BiolLabs), 1 ul de oligo
(Ungerstedt)s (ThermoFisher Scientific), 1 ul DNTP (ThermoFisher Scientific), 0,5 pl de M-
Mulv transcriptasa reversa (Applied Biosystems) y 0.5 pl de Inhibidor de RNAsa RiboLock
(ThermoFisher Scientific). La amplificacién por PCR cuantitativa (qPCR) se realizé en placas
de 96 pozos en una mezcla maestra para sondas (Roche, Burgess Hill, Reino Unido) y se
ejecutd en un sistema LightCycler® 96 (Roche). Las amplificaciones de qPCR para el gen V2
de ratén (ID de ensayo: Mm00517071_m1) se realizaron utilizando cebadores/sondas
Tagman predisefiados adquiridos en Life Technologies (ThermoFisher scientific). La
expresion del gen Gapdh (ID de ensayo: Mm99999915 gl1) se usé como el gen de
mantenimiento en varias reacciones. Las condiciones de ciclo de la gPCR implicaron 95°C
durante 10 minutos y 40 ciclos de 95°C durante 15 segundos y 60°C durante 60 segundos
(LightCycler® 96 System, Roche). Se generaron curvas estandar para cada gen utilizando
diluciones en serie de una cantidad conocida de mRNA extraido de cada érgano que luego
se transcribieron de forma reversa en cDNA. Cada medicidn se realizé por duplicado y cada
valor de Ct se convirtié en ng de mRNA utilizando el andlisis de regresion lineal de la curva
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estandar (Microsoft Excel). Cada valor en ng de mRNA se normalizé contra el nivel en ng del
gen de mantenimiento dentro de la misma muestra y los niveles promedio de mRNA para

cada muestra finalmente se calcularon y compararon entre las muestras de tejido.

6.3 Registro electrofisiolégico de rebanadas de LC mediante la técnica de fijacion de
voltaje en microdreas de membrana, en la configuracion de célula completa (whole
cell patch clamp)

Para determinar el efecto de la AVP, asi como la participacidn de los receptores para
AVP sobre la actividad eléctrica de las neuronas noradrenérgicas del LC, se llevaron registros
electrofisiolégicos que se realizaron en el tallo cerebral de ratones machos juveniles de 25-
30 dias de nacidos siguiendo los protocolos previamente publicados (Swinny et al., 2010).
Las composiciones de las soluciones de registro utilizadas para este trabajo se observan en
la Tabla 3. Todas las soluciones fueron oxigenadas con 95% 0,-5% CO; previamente y

durante los experimentos.

Tabla 3. Soluciones para registro electrofisioldgico

Solucién de corte (SC) | Solucién Extracelular (SEC) | Solucidn Intracelular (SI)
Reactivos en concentracion (mM)
Sacarosa (234) NaCl (126) K-gluconato (70)

KCl (2.5) KCl (2.95) KCl (70)

NaH,PO, (1.25) NaH,PO, (1.25) HEPES (10)

NaHCO; (26) NaHCOs (26) EGTA (10)
Dextrosa (10) Dextrosa (10) MgCl, (2)
MgSO. (10) MgSO. (2) CaCl, (1)
CaCl, (0.5) CaCl, (2) ATP (2)

Los animales fueron decapitados rdpidamente y la cabeza se colocé en solucién de
corte helada y oxigenada. El cerebro fue rapidamente removido y cortado aislando la regién
del tallo cerebral, posteriormente fijada en un vibratomo equipado con una navaja de
cerdmica y sumergida en solucién de corte helada y oxigenada. Se cortaron rebanadas
horizontales de 200 um de grosor del tallo cerebral que contenian al LC, acto seguido fueron
colocadas en un vial contenedor con solucidn extracelular durante 1 hr a 37°C, después se

mantuvieron a temperatura ambiente y se transfirieron un a la vez a la cdmara de registro.
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La evaluacion electrofisioldgica se realizé colocando una rebanada en la cdmara de
registro y con perfusion continua de SEC a un flujo de 1 ml/min a 32°C. El locus coeruleus
fue identificado con ayuda de un objetivo 10x de baja potencia como una zona carente de
mielina, las neuronas del LC se visualizaron con un microscopio vertical Olympus B50
equipado con un objetivo de inmersién en agua 40x, con contraste de interferencia
diferencial y un filtro infrarrojo. Las pipetas de registro se crearon de tubos capilares de
vidrio de boro silicato (1.2 mm d.o., 0.69 mm d.i.; Warner Instruments) utilizando un
estirador de micropipetas Narishige PC-10. Las micropipetas fueron llenadas con solucién
interna de gluconato de potasio (Maguire et al., 2014) con 0.1 % de biocitina (pH 7.3) para

permitir la identificacién de las células posteriormente a su registro.

Una vez seleccionada una neurona, el electrodo fue aproximado a la célula
formando un parche de GQ fijando el potencial de membrana a -60 mV, acto seguido se
rompio la membrana para obtener la configuracidn de registro de célula completa, se utilizd
un amplificador Multiclamp 700B (Molecular Devices, United Satates). La resistencia de
entrada fue monitoreada a lo largo del experimento, si ésta era inestable o excedia cuatro
veces la resistencia del electrodo o0 20 MQ los datos electrofisiologicos de esa célula fueron
descartados. Durante las grabaciones se controld la temperatura de la solucion del baio;
las temperaturas oscilan entre 31 y 32.2°C. Las sefales se digitalizaron mediante el
convertidor analdgico digital de la serie 1320 de Digidata, se tomaron muestras a 10 Khz,
se filtraron a 10 Khz y se almacenaron digitalmente con el software pClamp 10 (Molecular

Devices).

Una vez adquirida la configuracién en whole-cell, antes de la adquisicion de datos,
las células se dejaron sin perturbacién como minimo 5 minutos, para permitir un equilibrio
electrolitico entre el citoplasma de la neurona y la solucién intracelular. El proceso
experimental para determinar la frecuencia de disparo (Hz), consistié en el registro de la
actividad espontanea de las neuronas durante 2-3 minutos, los criterios para aceptar estos
registros fue una amplitud del potencial de accién de 65-70 mV, la forma caracteristica de
los potenciales de accidon de las neuronas del LC y un potencial de membrana entre -50 vy -
60 mV, manteniendo una resistencia y linea base estable ademads de no presentar una

despolarizacion a lo largo del tiempo.
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Para la caracterizacién de las propiedades de la membrana antes y después de la
aplicacion de los farmacos, se utilizé un protocolo de inyeccidn de pasos de corriente (I/V)
de la siguiente manera: el potencial de membrana de la célula fue hiperpolarizado con la
inyeccién de corriente negativa hasta alcanzar los -80 mV para inhibir el disparo neuronal,
posteriormente se inyectaron pasos de corriente de 20 pA desde los -40 pA hasta 180 pA
con una duracién de 200 ms. Una vez establecida la caracterizacién de las neuronas, éstas
se expusieron a desmopresina y antagonistas especificos de los receptores para AVP que
fueron aplicadas por perfusion en la cdmara de registro por al menos 10 minutos,
posteriormente se midieron una vez mas las caracteristicas de las células. Se registré sélo
una neurona por rebanada y los datos fueron analizados con el software Clampfit

(Molecular Devices) Ver apéndice A.

Después del registro, la pipeta fue retirada cuidadosamente y la rebanada removida
de la cdmara de registro y sumergidas en un vial con fijador paraformaldehido al 1% durante
toda la noche. Al dia siguiente fueron lavadas en buffer TBS-Tx, después se incubaron con
suero normal de caballo al 20% a temperatura ambiente durante una hora. Transcurrido el
tiempo fueron incubadas con un anticuerpo contra TH durante la noche a 4°C.
Posteriormente a un proceso de lavado, las rebanadas fueron incubadas con un anticuerpo
secundario anti-estreptavidina acoplado a Alexa Fluor 488 (1:1000) (Molecular Probes,
United States), ademas de un anticuerpo secundario para visualizar TH, durante 2 horas a
temperatura ambiente. Las imagenes de las rebanadas fueron tomadas con un microscopio
confocal (Zeiss LMS 710) para confirmar que la neurona registrada se ubicaba dentro del LC

y era inmunopositiva a TH.
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6.3.1 Compuestos y farmacos

Todos los reactivos para las soluciones de registro se obtuvieron de Sigma. La Tabla 4
contiene la informacidn sobre el agonista y los antagonistas de los receptores de AVP.

Tabla 4. Farmacos utilizados en registro electrofisiolégico

Farmaco Funcion Concentracion
Desmopresina Agonista de recetores V1by V2 200 pM
[d(CH2)51, Tyr(Me)2, Arg8]-Vasopresina | Antagonista especifico del receptor V1, 30 nM
TASP0390325 Antagonista especifico del receptor V1, 20 nM

6.4 Estrés agudo por restriccion de movimiento

Para de establecer si el sistema vasopresinérgico se encuentra implicado en las vias de
respuesta al estrés dentro del LC, diez ratones machos, fueron utilizados en este
experimento. Cinco fueron separados como animales control y los cinco restantes fueron
sometidos a estrés agudo, colocandolos en un inmovilizador de roedores Plexiglas (Harvard
Apparatus) durante 60 minutos. Transcurrido el tiempo fueron colocados en sus jaulas
durante 60 minutos mas, para posteriormente ser sacrificados siguiendo el protocolo de
perfusion mencionado anteriormente y el tejido fue usado para inmunohistoquimica a

manera de determinar cambios en la inmunoreactividad de los receptores para AVP.
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/. Resultados



7.1 Determinacion de la expresion de los receptores de arginina vasopresina en LC.

La actividad de la arginina vasopresina, estd dada mediante la interaccion con sus
receptores, por tanto, establecer la presencia e identificacidon de alguno de los tres subtipos
de receptores de AVP conocidos hasta ahora, en las neuronas del LC es de suma
importancia. En las reacciones inmunohistoquimicas, la expresion de los receptores V1, se
observé cédmo agrupaciones individuales principalmente distribuidas en los somas y la
region dendritica de las neuronas identificadas como noradrenérgicas por la
inmunoreactividad positiva a la enzima tirosina hidroxilasa (TH) que forma parte de la ruta

de sintesis de la noradrenalina (Figura 7 A1l).

La especificidad del anticuerpo utilizado para la deteccidon del receptor V1, se
demostré mediante la inmunohistoquimica (IHC) en el tejido de los ratones knock out para
este receptor, donde no se identificd un patron especifico de marcaje, en la figura 7 panel
A2 se puede observar sélo una sefial difusa cercana al nucleo sin asociacién clara a algun

perfil celular.

Para el caso de la inmunoreactividad del receptor V1,, también mostré una
distribucion somatodendritica en neuronas noradrenérgicas, sin embargo, la sefial fue mas
generalizada siendo posible evidenciar de la presencia de este receptor en neuronas no
noradrenérgicas (Figura 5 B1). Igualmente, la especificidad del anticuerpo utilizado se
determind al no detectar una seial clara de expresién del receptor V1, en el tejido de

ratones knock out (Figura 7 B2).
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Figura 7. Identificacion de la expresidon de los receptores V1a y V1b y determinacion de la unién-
especificidad de los anticuerpos en el LC. (A1) Muestra la inmunodeteccion de la tirosina hidroxilasa
(TH) en azul y al receptor V1, en amarillo en el tejido de ratén WT. Se observa que la sefial de V1, se
encuentra asociada Unicamente al complejo somatodendritico de células TH positivas. A2 muestra la
inmunodeteccion de TH (azul)y el receptor V1, (amarillo) en el tejido de ratones Knock out para V1,,
marcaje difuso e inespecifico cercano a nucleos, confirmando especificidad del anticuerpo. (B1)
Inmunodeteccion de TH (azul) y receptor V1, (amarillo) en tejido de ratén WT, la sefial de V1, se
observa asociada tanto a células TH-inmunopositivas, asi como a zonas que no presentan
inmunoreactividad a TH. (B2) muestra la inmunodeteccion de par TH (azul) y receptor V1, (amarillo)
en el tejido del ratdn Knock out para este receptor, sdlo se detectan sefiales no especificas y muy
difusas confirmando la especificidad del anticuerpo anti-V1,. C1 Inmunodeteccion de TH en LC. (C2)
muestra el campo de visién correspondiente a (C1) sin seial detectable del anticuerpo anti-receptor
V2. (C3) El grafico muestra la expresion del ARNm del receptor V2 en tejido de LC y rifidn en donde la
expresion de receptor V2 es abundante. La cantidad de ARNm de V2 es despreciable a comparacion
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En la inmunodeteccidn realizada para la expresion del receptor V3, no fue posible
determinar un marcaje especifico para este receptor (Figura 7 C1 yC2), por lo tanto, se
decidioé verificar la ausencia de este receptor a nivel de ARN mensajero, comparando la
cantidad de mensajero que codifica para este receptor, con el tejido de rifién en donde la
expresion de este receptor es bien conocida. Los resultados que arrojaron las pruebas de
RT-PCR cuantitativo con el tejido de 5 animales, fueron una alta expresiéon del mensajero
para V2 en los rifiones, mientras que en el LC en comparacion las cantidades fueron
insignificantes (Figura 7 C3). Lo que nos llevé a concluir que los receptores V1, y V1, son los

principales subtipos que se expresan en el locus coeruleus.

39



7.2 Expresién de los receptores V1, y V1 por neuronas noradrenérgicas y no
noradrenérgicas del LC en proximidad a sinapsis excitatorias e inhibitorias

Para tener una idea mds clara de la distribucidon y la actividad que podrian estar
desempefiando los receptores para arginina vasopresina, se realizaron distintas reacciones
inmunohistoquimicas en conjunto con marcadores especificos de soma neuronal
(Huc)(Okano & Darnell, 1997), dendriticos (MAP2), asi como de las posibles interacciones
con sinapsis excitatorias (VGLUT2) e inhibitorias (VGAT y gefirina previamente reportadas

(Seifi et al., 2014, Corteen et al., 2011).

Se determind que los subtipos de receptores para vasopresina se distribuyen
diferencialmente en las entidades neuronales del LC, al parecer con una distribucidn mas
amplia por parte del subtipo V1, presente tanto en células noradrenérgicas como
posiblemente en no-noradrenérgicas, contrario a la distribucién del subtipo V1, fenédmeno

muy evidente al comparar las figuras 7 A1y B1.

La identificacién de las neuronas no noradrenérgicas se llevé a cabo con la
inmunodeteccion del marcador panneuronal HuC. En la Figura 8 Al Se puede observar la
superposicion de la inmunorreactividad de TH y HuC, en donde se observan entidades
neuronales sin presencia de noradrenalina. Para el caso del receptor V1,, se observa una
distribucion somato-dendritica de este receptor en aquellas neuronas inmunorreactivas a
TH (Figura 8 A2 y B2), no asi en el caso para aquellas neuronas carentes de esta enzima
(Figura 8 A3 y A4). Asimismo, fueron identificadas algunas agrupaciones del receptor V1,

en proximidad con punteados inmunorreactivos con VGLUT 2 (Figura 8C) y VGAT (Figura8D).
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Figura 8. El receptor Vla se expresa exclusivamente en neuronas noradrenérgicas en el LC. (A1) muestra
inmunodeteccién para TH (azul) y HuC (cian), las flechas resaltan a las neuronas no-noradrenérgicas del LC. (A2)
Muestra el mismo campo de vision, con inmunodeteccion de TH (azul) y receptor V1a (magenta), confirmando
la expresion de V1a exclusivamente en células noradrenérgicas. (A3) ausencia de receptores Vl1a en células no
noradrenérgicas (cabeza de flechas). (A4) es la superposicion de A1-A3. (B1) Muestra la inmunodeteccién de
TH (azul) MAp2 (cian) remarcando con flechas el perfil dendritico no-noradrenérgico. (B2) Muestra en el mismo
campo de vision TH (azul) y receptores V1a (magenta) confirmando la expresion de este receptor en células
noradrenérgicas, (B3) no asi en células no-noradrenérgicas (cabeza de flechas). (B4) Superposicién de B1-B3.
(C) muestra la asociacidon inmunoreactiva con de V1a con VGLUT2 y (D) con el marcaje para VGAT. Barras de
escala (A) 15 um; (B-D) 10 um.
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En cuanto a la distribucion del receptor V1, en este nucleo, se encontrd en células
noradrenérgicas y en zonas donde la inmunoreactividad de la TH no es observable. La
confirmacién de la presencia de estos receptores en neuronas no-noradrenérgicas se puede
observar en los paneles de la Figura 9, en dénde claramente observamos la colocalizacién
de estas células con la sefial de los receptores V1 en el soma (Figura 9A), asi como también
es evidente la presencia de este receptor en el perfil dendritico de las células no-
noradrenérgicas (Figura 9B). Ademas, estas imagenes de alta resolucién revelaron que la
distribucidn del receptor V1, se encuentra situado principalmente en la membrana
plasmatica de ambos tipos celulares, en comparacién con la presencia significativamente
menor en compartimentos citoplasmaticos, particularidad de los receptores

metabotropicos (Figura 9 A2).

La arginina vasopresina ha mostrado actividad en la modulacién en la transmisién sindptica
(Ostergaard et al., 2014), la identificacion de la identidad sinaptica con la que estan
relacionados los receptores para AVP presentes en el LC puede ayudar a entender el tipo

de interaccion que tiene el sistema vasopresinérgico con el nucleo en cuestion.

Se identificé la presencia de grupos inmunoreactivos para el transportador vesicular
de glutamato tipo 2 (VGLUT2) en contacto con las superficies somatodendriticas de
neuronas noradrenérgicas, determinando asi los sitios de liberacion de este
neurotransmisor (Figura 9 C1). Al evaluar la sefial conjunta del VGLUT2 y el receptor V1, se
observd una proporcion de grupos estrechamente unidos de ambas proteinas, lo que
sugiere que una proporcién de los receptores V1, funcionan en proximidad a sinapsis
glutamatérgicas (Figuras 9 C2, C3). No obstante, muchos de los grupos inmunoreactivos
para V1p, no se encontraron en contacto con VGLUT2. De tal forma, se identificaron los
dominios de aferencias postsindpticas con la inmunodeteccion del transportador vesicular
de GABA (VGAT), que al igual que el de glutamato, se encontré ampliamente distribuido en
la superficie somatodendritica del LC (Figura 9 D1). En cuanto a la colocalizacién de los
receptores V1b con VGAT, se encontraron algunos grupos adyacentes entre si, aunque,
particularmente aquellas sefiales de V1, localizadas en la superficie somatica no

presentaron ninguna asociacion con la inmunodeteccion de VGAT (Figura 9 D2-D4).
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Para establecer la relacion de los receptores V1, con la superficie postsinaptica se
utilizé6 como marcador a la gefirina, proteina de andamiaje para los receptores de GABA y
glicina en las sinapsis inhibitorias. La asociacion de estos dos elementos fue detectada, sin

embargo, fue escasa (Figura 9E).
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Figura 9. El receptor V1, se expresa en neuronas noradrenérgicas y no-noradrenérgicas en las neuronas del LC en proximidad con
sinapsis glutamatérgicas y GABAergicas. (A1) Inmunodeteccidn para TH (azul) y al marcador pan-neuronal HuC (cian), identificando
el soma de neuronas noradrenérgicas (cabeza de flecha) y neuronas no-noradrenérgicas (flecha) dentro del LC. (A2) Exhibe el
mismo campo de visidn, con inmunodeteccion para TH (azul) y al receptor V1, (magenta), la sefial del receptor V1, se observa
como grupos individuales en la membrana plasmatica somatodendritica, tipificando la expresion de un receptor metabotrépico.
(A3) muestra el mismo campo visual con inmunorreactividad de HuC (cian) confirmando la presencia de neuronas no-
noradrenérgicas (flecha) y la sefial de V1, (magenta). (A4) superposicionamiento y magnificacién del drea en A1-A3. (B1)
Inmunodeteccién de TH (azul) y la proteina asociada a microtubulos tipo 2 (MAP2) (cian), la cual se encuentra enriquecida en
dendritas. (B2) Sefial de TH (azul) e inmunoreactividad de V1, (magenta) confirmando la expresidn de V1, en el perfil dendritico de
las neuronas noradrenérgicas. En (B3) se puede observar el mismo campo visual con la asociacion de MAP2 (cian) y V1, (magenta)
confirmando la expresidn de este receptor en compartimentos dendriticos. (B4) corresponde a una magnificacion de las cajas
presentes en B1-B3. (C1) Inmunorreactividad de TH (azul) y la sefial de transportador vesicular de glutamato tipo 2 (GLUT2) (cian),
marcador de dominios presinapticos en sinapsis excitatorias. (C2) Muestra el mismo campo visual, con la inmunodeteccion de TH
(azul) y el receptor V1, (magenta). En (C3) se observa el mismo campo visual, con la asociacidn de la inmunorreactividad de V1,
(magenta) y VGLUT2 (cian), esta asociacidén apunta que el receptor V1b se expresa en sinapsis excitatorias. (C4) superposicion y
magnificacion de las cajas en C1-C3. (D1) Inmunorreactividad de TH (azul) y el transportador vesicular de GABA (VGAT) (cian),
proteina abundante en las terminales axonicos GABAérgicos y glicinérgicos y utilizadas para identificar las presinapsis inhibitorias.
(D2) Exhibe el mismo campo visual con la sefial de TH (azul) y el receptor V1, (magenta). (D3) Muestra en el mismo campo de
vision, la asociacion de inmunorreactividad del receptor V1, (magenta) con VGAT (cian), lo que sugiere la expresion de V1, en las
sinapsis inhibitorias dentro del LC. (D4) Superposicién y magnificacion del area representada por la caja en D1-D3. En (E1)
Asociacion de la inmunorreactividad del receptor V1, (magenta) con la proteina de anclaje para los receptores de GABA y glicina
en las sinapsis inhibitorias gefirina (cian), en especifico el dominio postsinaptico. (E2) exhibe el mismo campo de visién con la
inmunodeteccion de TH (azul) y el receptor V1, (magenta). (E3) mismo campo de visidn se muestra la sefial de V1, (magenta) con
gefirina (cian). Escasa colocalizacion de grupos inmunorreactivos para V1, y gefirina. sugiriendo una incorporacion limitada de V1,
en los dominios postsinapticos inhibidores, con estos receptores ubicados muy probablemente en los compartimentos
perisinapticos. (E4) Superposicidn y vista ampliada del area encuadrada en E1-E3. Barras de escala (A1 — A3) 20 um; (A4, B-D1-D3)
10 um; (B—D4) 5 um. 44



7.3 Evaluacion electrofisiologica de los efectos de AVP sobre las neuronas
noradrenérgicas del LC.

Una vez determinados los componentes del sistema vasopresinérgico dentro del
locus coeruleus, mas los antecedentes de que AVP modifica la excitabilidad de las neuronas
de otros nucleos (Lu et al., 1997; Raggenbass et al., 1988; Zhang et al., 2016) y dada la
cercania de los componentes inicialmente mencionados con las entradas sinapticas en el
LC, decidimos probar si la activacidon farmacoldgica de los receptores V1, y V1, alteraba la
excitabilidad espontdnea de las neuronas de este nucleo mediante el uso de la técnica
electrofisiolégica whole-cell patch clamp en rebanadas agudas de cerebro que contuvieran

el nucleo de interés.

La identificacion de las neuronas registradas se realizé mediante el uso de biocitina
contenida en la solucién interna, con la finalidad de verificar su localizacion dentro del LCy
su identidad neuroquimica. Sélo aquellas neuronas identificadas como inmunopositivas a

TH y dentro del nucleo fueron consideradas para el analisis (Figura 10). Se registré un total

de 50 células provenientes de 15 animales.

biocitina 4 - T v i . superposicion
N - by { \

Figura 10. Confirmaciéon microscopica de la identidad molecular y localizacién de neuronas registradas. (A)
Muestra la inmunoreactividad para biocitina, contenida originalmente en la solucién interna de registro
durante la configuracion whole-cell, lainmunoreactividad se presenta en una sola célula marcada con la flecha.
(B) llustra la inmunoreactividad para TH dentro del mismo campo de visidn de (A), confirmando la localizacién
de la neurona registrada dentro del LC. (C) corresponde a la magnificacion y superposicion del campo de vision
de la célula en (A, B) confirmando que la neurona registrada es inmunopositiva a TH y por tanto una neurona
LC-noradrenérgica.
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7.3.1 Actividad de las neuronas noradrenérgicas en presencia de desmopresina

Para evaluar la influencia de la AVP en la actividad eléctrica de las neuronas del LC,
se utilizé desmopresina (200 uM) un analogo sintético de vasopresina el cual ha sido
reportado como mas resistente a degradacién y ha mostrado alta efectividad como
agonista de los receptores V1, y V1p (Jurzak, Miiller, & Gerstberger, 1995; Saito, Tahara, &
Sugimoto, 1997; Sawyer, Acosta, & Manning, 1974). De un total de 20 neuronas registradas
bajo estas condiciones, se observaron dos grupos de neuronas, que mostraron un aumento

o una disminucion de su actividad en respuesta a este farmaco.

Se llevé a cabo el andlisis de las diferentes propiedades asociadas a la membrana
de células excitables comparando los registros antes de la aplicacién del farmaco (linea
base) y posterior a la aplicacién de la desmopresina. En la tabla 5 se resumen los valores de
las propiedades de membrana correspondientes a las neuronas que presentaron un
incremento en la actividad (N=9). Siendo el parametro de la frecuencia de disparo (FR) el
indicativo de este incremento en la actividad, cambiando significativamente de 1.7 £+ 0.1 Hz
a 2.9+ 0.3 Hz, con un valor de p= 0.01 en un andlisis de prueba de t de Student pareada. La
exposicion a este farmaco, también reflejé una disminucién significativa en los valores de
la constante de tiempo de la post-hiperpolarizacién (AHP tau) de 65+ 6 ms a 53 + 5 ms, con

un valor de p = 0.005 con el mismo andlisis estadistico (N=8).

Tabla 5. Resumen de las caracteristicas de membrana de las neuronas LC-noradrenérgicas que presentaron
un incremento en la frecuencia de disparo seguido a la aplicacién del agonista de V1, desmopresina. Los datos
se presentan como la media + EEM

Parametro,(N) = nimero de Linea base Desmopresina P (prueba de t de
células Student pareada)
Frecuencia de disparo 1.7+0.3 2.8+0.3 0.01
espontanea, Hz (9)
Potencial de membrana en -49.7+0.9 -50.2+2.3 0.83
reposo, mV (9)
Umbral del potencial de -36.0+ 1.7 -37.0+2.8 0.72
accion, mV (9)
Amplitud del potencial de 68.0+1.2 64.6 £ 3.0 0.20
accion, mV (9)
Porcentaje de células con 100 100 -

potenciales de accion
espontaneos (9)

Resistencia de entrada, MQ 0.30+0.02 0.31+0.01 0.71
(9)
Constante de tiempo de la 37.6+4.6 41.7 +3.7 0.10
membrana, ms (9)
Constante de tiempo de AHP, 65+6 53+5 0.005
ms (8)
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En la figura 11 se observa el incremento en la frecuencia de disparo de los
potenciales de accion espontaneos después del tratamiento con desmopresina (A1, A2), asi
como de manera grafica se puede ver la disminucidn de los valores de la constante de
tiempo de la post-hiperpolarizacion (A3). Asimismo, podemos observar los trazos
representativos del grupo de neuronas que presentaron una disminucién en la frecuencia
de disparo (B1, B2) y el incremento de los valores en AHP tau de este grupo. Posterior a la
aplicacién de la desmopresina, ninguna otra caracteristica celular mostré un cambio

significativo (Tabla 5).

A1

: A2 A3
Linea base Desmopresina .
)
< 5, *
=2 5 150 =
2 4 z
£, £ 100
25 3 F]
o & 3
| [ 8 2 & 5
| | S5 z
| | £ 4] E
i il AL AN A4 3, .
7| o 0 T T 0
i ! | el Linea base Des Linea base Des
B1 B2 B3
Linea base Desmopresina E 3 - 600 %
H ‘\ . 500
| e M
| s £ 400
| .t 3
s
1 i 1 ; :g /
i ‘ 8 < 100
| o
HL e < Pl e =
22l i = Es 0 T 0 T T
! un| Linea base Des Linea base Des

Figura 11. Efecto de la desmopresina en la modulacién de la actividad neuronal LC-noradrenérgica. (A1) Trazos
representativos del patrén de disparos espontaneos antes y después de la aplicacidn de la desmopresina 200
UM, de una cohorte de células que respondieron con un incremento significativo en la frecuencia de
potenciales de accion espontaneos. (A2) Cuantificacion de las frecuencias de disparo espontaneo (Hz) de
neuronas del LC antes y después de la aplicacién de la desmopresina (Simpson et al.) (A3) Grafica comparativa
de la constante de tiempo de la post-hiperpolarizacién (msec) de neuronas del LC antes y después de la
aplicacion de desmopresina (B1) Trazos representativos del patrén de disparos espontaneos antes y después
de la aplicacién de la desmopresina 200 uM, de un grupo de células que respondieron con una disminucion
significativa en la frecuencia de potenciales de accidén espontaneos. (B2) Cuantificacidn de las frecuencias de
disparo espontaneo (Hz) de neuronas del LC antes y después de la aplicacién de la desmopresina (Simpson et
al.). (B3) Cuantificacién de la constante de tiempo de la post-hiperpolarizacién (msec) de neuronas del LC
antes y después de la aplicaciéon de desmopresina. En las graficas, los puntos representan los valores
individuales de las células, las barras rojas largas representan la media de todas las células del grupo vy las
barras rojas cortas representan el EEM. *p < 0.05, de una prueba pareada de t de Student. Las barras de escala
en (A1, B1) la barra horizontal corresponde a 1s, la barra vertical 10 mV.
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En otro grupo de neuronas, las cuales fueron registradas bajo las mismas
condiciones, la aplicacion de la desmopresina disminuyé significativamente la frecuencia
de disparo de las neuronas del LC de 1.4 + 0.3 Hz a 00.9 + 0.2 Hz con un valor de p=0.02
(Figura 11. B1, B2). En esta cohorte de células también se registré un incremento en los
valores de la constante de tiempo de la post-hiperpolarizacion de 67 + 8 ms a 167 + 44 ms
(Figura 11 B1), con un valor de p= 0.03 (Figura B3), asi como una disminucidn significativa
en la amplitud de los potenciales de accion de 69 £1.8 mV a 45 £ 9.3 mV con un valor de p=
0.02. Todos los datos corresponden a la media + el error estandar de la media y valores de
“p” corresponden a pruebas pareadas de t de Student con una N=11. Las demas
caracteristicas celulares no presentaron cambios significativos para este grupo (Tabla 6).
Tabla 6. Resumen de las caracteristicas de membrana de las neuronas LC-noradrenérgicas que presentaron

una disminucion en la frecuencia de disparo seguido a la aplicacion del agonista de V1, desmopresina. Los
datos se presentan como la media £ EEM

Parametro, (N) = niimero de Linea base Desmopresina P (prueba de t de
células Student pareada)
Frecuencia de disparo
+ +
espontanea, Hz (11) 13103 0.9+0.23 0.02
Potencial de membrana en 50.440.8 52,0+ 0.8 012
reposo, mV (11)
Umbral del potencial de -35.3: 0.6 -26.9 % 536 0.10
accion, mV (11)
Amplitud del potencial de 69.0+ 1.8 45.5+9.3 0.02

accion, mvV (11)
Porcentaje de células con
potenciales de accién 100 100 -

espontaneos (11)
Resistencia de entrada, MQ

+ +
(11) 0.36 £0.02 0.37+£0.04 0.79
Constante de tiempo de la 421419 451432 0.46
membrana, ms (11)
Constante de tiempo de AHP, 67.0+8 167 + 44 0.03

ms (11)
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7.3.2 Efecto de antagonistas selectivos de los receptores V1ay V1b sobre
la modulacién local de AVP en locus coeruleus.

Dada la actividad que presenté la desmopresina, siendo un agonista del receptor
V1, modulando la excitabilidad de las neuronas del LC. El siguiente paso en este trabajo
fue determinar si la liberacidon de la AVP local contribuye en la frecuencia de disparo de
estas neuronas, mediante el registro de éstas en presencia de los antagonistas especificos

de los receptores de AVP presentes en el nlicleo de interés.

En el registro realizado con el bloqueo del receptor V1, con su antagonista especifico
[(d(CH2)51, Tyr (Me)2, Arg8)-Vasopresina, 30 nM] se obtuvieron efectos contrastantes en
la frecuencia de disparo del LC. Con un 62 % de las células registradas que presentaron un
incrementode FRde 1.6 +0.2 Hza 2.1 + 0.3 Hz (p= 0.0016), el bloque del receptor, también
tuvo un efecto sobre AHP tau con una disminucién en sus valores de 73 +9a 60 + 6 ms (p=
0.0185), el analisis se hizo mediante la obtencién de la media + EEM vy los valore de “p”
corresponden a una prueba pareada de t de Student (N= 8) (Figura 12 A). El resto de los

datos analizados se encuentran resumidos en la tabla 7
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Figura 12. Efecto del antagonista especifico del receptor V1, [(d(CH2)51, Tyr(Me)2, Arg8)-Vasopresina, 30
nM] (Antg.V1,) en la modulacién de la actividad neuronal LC-noradrenérgica. (A1) Trazos representativos
del patrén de disparos espontaneos antes y después de la aplicacidn de Antg.V1,, de una cohorte de células
gue respondieron con un incremento significativo en la frecuencia de potenciales de accidén espontaneos.
(A2) Cuantificacidon de las frecuencias de disparo espontaneo (Hz) de neuronas del LC antes y después de la
aplicacion de Antg.V1.. (A3) Cuantificacidn de la constante de tiempo de la post-hiperpolarizacidon (msec) de
neuronas del LC antes y después de la aplicacion de Antg.V1,. (B1) Trazos representativos del patréon de
disparos espontdneos antesy después de la aplicacién de Antg.V1,, de un grupo de células que respondieron
con una disminucion significativa en la frecuencia de potenciales de accién espontaneos.(B2) Cuantificacion
de las frecuencias de disparo espontaneo (Hz) de neuronas del LC antes y después de la aplicacién de
Antg.V1,.(B3) ) Cuantificacidén de la constante de tiempo de la post-hiperpolarizacién (msec) de neuronas
del LC antes y después de la aplicacion de Antg.V1.. En las graficas, los puntos representan los valores
individuales de las células, las barras rojas largas representan la media de todas las células del grupo y las
barras rojas cortas representan el EEM. *p < 0.05, de una prueba pareada de t de Student. Las barras de
escala en (A1, B1) la barra horizontal corresponde a 1 s, la barra vertical 10 mV.

Tabla 7. Resumen de las caracteristicas de membrana de las neuronas LC-noradrenérgicas que presentaron
un incremento en la frecuencia de disparo seguido a la aplicacion del antagonista del RV1,. Los datos se
presentan como la media + EEM

Parametro, (N) = nimero de Linea base Desmopresina P (prueba de t de
células Student pareada)
Frecuencia de disparo
+ +
espontanea, Hz (10) 1.6+0.23 2.1+0.2 0.001
Potencial de membrana en -50.0 + 1.2493 51+ 1.1 0.5411
reposo, mV (10)
Umbral del potencial de 323£3.7 376413 0.14
accion, mV (10)
Amplitud del potencial de 59.5 + 6.89 61.9+2.9 0.746

accion, mvV 10)
Porcentaje de células con
potenciales de accién 90 100 -

espontaneos (10)
Resistencia de entrada, MQ

+ +
(10) 0.4 +0.01 0.4 +0.01 0.114
Constante de tiempo de AHP, 48.57 + 6.1702 41.42 +2.7478 0.257
ms (10)
Constante de tiempo de AHP, 73.0+9 60.0+6 0.018
ms (10)
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El resto de las células registradas bajo estas condiciones, respondieron con una

disminucién en la frecuencia de disparo de 2.0 + 0.2 a 1.4 £ 0.2 Hz; p= 0.017 (Figura 12 B1,

B2), Sin embargo, no se observé una diferencia significativa entre los valores de AHP tau

(Figura12 B3) (64 + 4 a 69 +10 ms, p= 0.512, prueba pareada de t de Student, (N=6).

Las demas caracteristicas de las células registradas bajo estas condiciones no

mostraron ningun cambio significativo bajo el andlisis estadistico (valor de p). los valores de

la media £ EEM vy los resultados del analisis estadistico de todos los parametros analizados

para este grupo de neuronas se resumen en la tabla 8.

Tabla 8. Resumen de las caracteristicas de membrana de las neuronas LC-noradrenérgicas que presentaron
una disminucién en la frecuencia de disparo seguido a la aplicacion del antagonista del RV1,. Los datos se

presentan como la media + EEM

Parametro, (N) = nimero Linea base Desmopresina P (prueba de t de
de células Student pareada)
Frecuencia de disparo 20403 1.4+0.2 0.017
espontanea, Hz (6)
Potencial de membranaen 44,07 48+ 1.1 0.0.0143
reposo, mV (6)
Umbral del potencialde ' 3; 35136061 = -37.55+1.308 0.14
accion, mV (6)
Amplitud del potencial de 65.5+ 2.0 58.3+2.7 0.28
accion, mV (6)
Porcentaje de células con
potenciales de accion 100 100
espontaneos (9)
Resistencia de entrada,
+ + -
MQ (6) 0.4+0.02 04+0.0 0.16
Constante de tiempo de la 39.2£3.0 44.7£5.6 0.2425
membrana, ms (6)
Constante de tiempo de 61.0+4 69.0 + 10 0.5117

AHP, ms (6)
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Los resultados de los registros electrofisioldgicos realizados con la aplicacién del
antagonista selectivo para el receptor V1, TASP 0390325 (lijima et al., 2014), mostraron un
comportamiento similar al de los dos farmacos anteriores, con una cohorte de células que
manifestaron un incremento significativo en la frecuencia de disparo (2.2 + 0.1 Hza 3.2 +
0.3 Hz, p=0.01 de prueba pareada de t de Student, N=8, Figura 13 A1, A2) o una disminucidn
del mismo parametro (1.7 + 0.2 Hza 1.3+ 0.3 Hz, p=0.03 de prueba pareada de t de Student,
N=6, Figura 13 B1, B2), no obstante, en contraste con el efecto de la desmopresina, TASP
0390325 no alterd significativamente los valores de la constante de tiempo post-
hiperpolarizacion tanto en las neuronas que presentaron un incremento en FR (656 ms a
58 + 4 ms, p= 0.3442, N=8, Fig. 11 A3) o las que presentaron una disminucién de su FR (78
+13 msa 72+ 10 ms, p= 0.3442, N=6, Fig. 13 B3), los valores de “p” corresponden a una
prueba pareada de t de Student y los valores de los parametros obtenidos se expresan como
la media + EEM, el resumen se presenta en la tabla 9 para las células con incremento en FR
y la tabla 10 aquellas con diminucién de FR.

Tabla 9. Resumen de las caracteristicas de membrana de las neuronas LC-noradrenérgicas que presentaron
un incremento en la frecuencia de disparo seguido a la aplicacién del antagonista del RV1,. Los datos se
presentan como la media + EEM

Parametro,(N) = nimero de Linea base Desmopresina P (prueba de t de

células Student pareada)
Frecuencia de disparo

espontanea, Hz (8) 22+0.1 3.2+0.3 0.01
Potencial de membrana en 496+ 1.0 496+ 1.2 0.87
reposo, mV (8)
Umbral del potencial de 35211 362+ 1.0 0.06
accion, mV (8)
Amplitud del potencial de 60.9 3.1 58.8+ 1.0 0.63
accion, mV (8)
Porcentaje de células con
potenciales de accidn 100 100 -
espontaneos (8)
Resistencia ‘1;)9""""”""" Ma 0.334 £ 0.03 0.33+0.03 0.43
Constante de tiempo de la 531 +105 42+38 0.88
membrana, ms (8)
Constante de tiempo de AHP, 65+ 6 58+ 4 0.34

ms(8)
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Figura 13. Efecto del antagonista especifico del receptor V1, TASP 039325, 20 nM (Antg.V1ly) en la
modulacién de la actividad neuronal LC-noradrenérgica. (A1) Trazos representativos del patrén de disparos
espontdneos antes y después de la aplicacion de Antg.V1y, de una cohorte de células que respondieron con
un incremento significativo en la frecuencia de potenciales de accién espontaneos. (A2) Cuantificacion de
las frecuencias de disparo espontaneo (Hz) de neuronas del LC antes y después de la aplicacién de Antg.V1..
(A3) Cuantificacion de la constante de tiempo de la post-hiperpolarizacion (msec) de neuronas del LC antes
y después de la aplicacion de Antg.V1,. (B1) Trazos representativos del patrén de disparos espontaneos
antes y después de la aplicacién de Antg.V1, de un grupo de células que respondieron con una disminucion
significativa en la frecuencia de potenciales de accién espontaneos.(B2) Cuantificacidn de las frecuencias de
disparo espontaneo (Hz) de neuronas del LC antes y después de la aplicacion de Antg.V1,.(B3) )
Cuantificacion de la constante de tiempo de la post-hiperpolarizacion (msec) de neuronas del LC antes y
después de la aplicacién de Antg.V1,. En las graficas, los puntos representan los valores individuales de las
células, las barras rojas largas representan la media de todas las células del grupo y las barras rojas cortas
representan el EEM. *p < 0.05, de una prueba pareada de t de Student. Las barras de escala en (A1, B1) la
barra horizontal corresponde a 1 s, la barra vertical 10 mV.

Tabla 10. Resumen de las caracteristicas de membrana de las neuronas LC-noradrenérgicas que presentaron
una disminucion en la frecuencia de disparo seguido a la aplicacion del antagonista del RV1,. Los datos se
presentan como la media + EEM

Parametro,(N) = nimero de Linea base Desmopresina P (prueba de t de
células Student pareada)
Frecuencia de disparo 17402 1.34+0.23 0.03
espontanea, Hz (6)
Potencial de membrana en 503+08 514+08 0.10
reposo, mV (6)
Umbral del potencial de 34206 35106 0.07
accion, mV (6)
Amplitud del potencial de 67.2+1.4 60.9 3.0 0.08

accion, mV (6)
Porcentaje de células con
potenciales de acciéon 100 100 -

espontaneos (6)
Resistencia de entrada, MQ

(6) 0.34 £ 0.03 0.33+0.03 0.39

Constante de tiempo de la 53.1+10.5 48.1+5.1 0.35
membrana, ms (6)

Constante de tiempo de AHP, 78 + 13 72+ 10 0.40

ms (6)
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7.4 Determinacion de la presencia de axones vasopresinérgicos en contacto con
neuronas noradrenérgicas y no-noradrenérgicas del LC en proximidad a sinapsis
excitatorias e inhibitorias

Los resultados obtenidos de los registros electrofisiolégicos con la exposicion a los
antagonistas de los receptores de vasopresina V1, y V1p, son un indicio de la actividad
moduladora de AVP y sus receptores en los niveles basales de la actividad del locus

coeruleus. Para que esto suceda, la presencia y distribucion de aferentes con este

neuromodulador a través de este nucleo debe ser extensa.

Para dilucidar un patrén de marcaje especifico de AVP dentro del LC, se utilizaron
dos anticuerpos anti-AVP (AC39363, 1S20069) y la regién cerebral de PVN como control
positivo. Ambos anticuerpos proporcionaron un patron de inmunoreactividad en el nucleo
paraventricular consistente con trabajos anteriormente publicados (Zhang & Hernandez,
2013), sin embargo, el anticuerpo que desplegd una relacidon sefial/ruido superior fue el

anticuerpo AC39363 (Figura. 12A), por lo tanto, fue seleccionado para el resto del trabajo.

Como se puede observar en la figura 6 By C, la inmunoreactividad del AVP dentro
del LC se manifiesta como plexos varicosos y como grupos individuales, ademas se puede
recalcar que la sefial se encuentra distribuida a través de todo el nucleo, tanto en el centro
del mismo, asi como en la region dendritica también llamada pericoeruleus. No obstante,

no se detectaron neuronas inmunoreactivas a AVP dentro de este nucleo.
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Figura 12. Confirmacién de inmunoreactividad de AVP en el hipotidlamoy LC. (A1, A2) Exhiben la comparacién de
la inmunoreactividad de dos diferentes anticuerpos, en el nlcleo paraventricular del hipotdlamo. AC39363 es el
anticuerpo obtenido de Abcam y 1S20069 s obtuvo de ImmunoStar. Ambos anticuerpos reprodujeron el patron
de expresion de la AVP esperado en esta region del cerebro (Zhang & Hernandez, 2013). (B, C) Muestran
comparativamente los patrones de marcaje de estos anticuerpos anti-AVP en el LC, utilizando las mismas
condiciones que las usadas para el tejido hipotalamico. (B3, C3) Muestran que dentro del LC, la
inmunoreactividad presentada por AVP es una combinacién de plexos varicosos y grupos individuales en contacto
con la superficie somatodendritica. Las barras de escala en (A) 100 um; (B1, B2, C1, C2) 50 um; (B3, C3) 10 um.
1l, tercer ventriculo.
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Cuando se realizé la inmunodeteccion detallada del contacto de las varicosidades
de AVP, se determind que éstas contactan tanto con células noradrenérgicas (Figura 13 A1l,
A2) como no-noradrenérgicas (Figura 13 A3, A4). Asimismo, fue identificado el contacto de
esta varicosidades con perfiles dendriticos muy semejantes a la distribucién de los
receptores V1,y V1pen esta regién (Figura 13 B), por lo cual se evalué la inmunoreactividad
de AVP junto con los marcadores neuronales y sindpticos utilizados con los dos subtipos de

receptores V1.

El resultado fue una gran asociacion con los grupos inmunoreactivos
correspondientes a los transportadores de glutamato (Figura 13C) y con el perfil dendritico
(Figura 13B) dentro del locus coeruleus, y con una asociacién menor con la sefal

correspondiente a los grupos inmunoreactivos de VGAT (Figura 13 D) y gefirina (Figura 13E).
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Figura 13 Perfiles axonales vasopresinérgicos nativos en contacto con células noradrenérgicas y no-noradrenérgicas dentro del LC en
proximidad a sinapsis glutamatérgicas y GABAérgicas. (A1) Inmunoreactividad para TH (azul) y HuC (amarillo), indicando la distribucion de
las neuronas noradrenérgicas y no-noradrenérgicas (flechas gruesas). (A2) Muestra el mismo campo de vision, con inmunoreactividad para
TH (azul), AVP (magenta) con perfiles inmunoreactivos en contacto con células noradrenérgicas (cabeza de flecha). (A3) Mismo campo de
visén, AVP (magenta) y HuC (amarillo), confirmando la asociacién de AVP con células no-noradrenérgicas (flechas). (A4) superposicion de
(A1-A3). (B1) Inmunoreactividad para TH (azul) y MAP2 (cian). (B2) Mismo campo de visidon con inmunoreactividad para TH (azul), AVP
(magenta). (B3) Muestra mismo campo de visidn, con la asociacidon de la inmunoreactividad de AVP (magenta) y MAP2 (cian). (B4)
Superposicion de (B1-B3) con una clara cercania de las varicosidades de AVP con el perfil dendritico (cabezas de flechas). (C1)
Inmunoreactividad para TH (azul) y VGLUT (cian). (C2) Mismo campo de vision con inmunoreactividad para TH (azul), AVP (magenta). (C3)
Mismo campo de visidn, con una gran asociacion entre la inmunoreactividad de AVP (magenta) y VGLUT (cian) (cabezas de flecha). (C4)
Superposicidn de (C1-C3). (D1) Inmunoreactividad para TH (azul) y VGAT (cian). (D2) Mismo campo de visidn, con inmunoreactividad para
TH (azul), AVP (magenta). (D3) muestra la inmunoreactividad de AVP (magenta) en asociacidon con pocos grupos inmunopositivos para
VGAT (cian). (D4) Superposicion de (D1-D3). (E1) Inmunoreactividad para TH (azul) y gefirina (cian). (E2) Mismo campo de vision, con
inmunoreactividad para TH (azul), AVP (magenta). (E3) Mismo campo de visidn con una asociacidn dispersa de la inmunoreactividad de
AVP (magenta) y gefirina (cian). (E4) Superposicion de (E1-E3). Barras de escala (A) 15 uM; (B-E) 10 um. 57



7.5 Interaccidn de perfiles inmunoreactivos de AVP en asociacidon con otras vias
neuromoduladoras aferentes dentro del LC

Como se habia mencionado con anterioridad, el LC es un nucleo que presenta una amplia
variedad de péptidos moduladores (Schwarz et al., 2015; Sutin & Jacobowitz, 1991), no
obstante, hasta la fecha no hay un reporte claro de la posible asociacidn de fibras
inmunopositivas para AVP con fibras que contengan algun otro de los neuropéptidos
moduladores reportados dentro del LC. Por tanto, se llevaron a cabo los ensayos
inmunohistoquimicos pertinentes para determinar la posible colocalizacién de las fibras
vasopresinérgicas con algun neuropéptido de los que se tiene reporte, contactan con las
neuronas del LC, alterando su excitabilidad. Estos son, la sustancia P (Guyenet &
Aghajanian, 1979; Pickel et al., 1979), encefalina (Van Bockstaele et al., 1995), orexina A
(Hagan et al., 1999; Horvath et al., 1999) y CRH (Valentino et al., 1983).

En la inmunodeteccion sélo fue posible observar pequefios subconjuntos de
substancia P en colocalizacién con escasas varicosidades de AVP, la gran mayoria son
mutuamente excluyentes (Figura 14A). La asociacion de vasopresina con encefalina, orexina
y CRH no fue detectable en ninguno de los casos, como puede observarse en las figuras 14

B, Cy D respectivamente.
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Figura 14. Asociacion de AVP con sistemas aferentes neuromoduladores en LC. (A1) Inmunoreactividad para
TH (azul) y sustancia p (Sub P) (cyan). (A2) Mismo campo de vision, inmunoreactividad de TH (azul) y AVP
(magenta). (A3) Superposicién de (A1, A2) mostrando colocalizacién aislada de la inmunoreactividad de Sub
P y AVP (cabezas de flecha). (B1) Inmunoreactividad para TH (azul) y encefalina (ENK) (cian). (B2)
Inmunoreactividad para TH (azul) y AVP (magenta) varicosidades (flechas). (B3) Superposicion de (B1, B2) con
ausencia de colocalizacién de AVP (flechas) y ENK (cabezas de flecha). (C1) Inmunoreactividad para TH (azul)
y orexina (ORX) (cian). (C2) inmunoreactividad par a TH (azul), AVP (magenta) (flechas). (C3) Superposicién
de (C1, C2) mostrando ausencia de colocalizacién entre AVP y ORX. (D1) Inmunoreactividad para TH (azul) y
la hormona liberadora de corticotropina (CRH) (cian). (D2) Inmunodeteccién de TH (azul) y varicosidades de
AVP (magenta) (flechas). (D3) Superposicion de (D1, D2) mostrando la ausencia de colocalizacion de AVP
(flechas) con CRH (cabezas de flecha). Barras de escala 10 um.
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7.6 Efecto del estrés agudo sobre la interaccidon de los sistemas LC-AVP

El locus coeruleus se encuentra intimamente relacionado con procesos de estrés,
manifestando un incremento extracelular de noradrenalina en las regiones terminales del
LC, como resultado de la activacidén de éste nlcleo en respuesta tanto a estresores fisicos
como sociales (Abercrombie et al., 1988; Chan & Sawchenko, 1995; Kollack-Walker,
Watson, & Akil, 1997; Rusndk et al., 2001; Smagin, Swiergiel, & Dunn, 1994). También se
sabe que hay una activacion de las vias vasopresinérgicas reguladas por PVN,
especificamente hablando de las neuronas parvicelulares liberando AVP sinérgicamente
con CRH resultando en la secrecidon de ACTH en procesos de estrés (Engelmann, Landgraf,
& Wotjak, 2004; Rivier & Vale, 1983, O'Connor, O'Halloran, & Shanahan, 2000). Por ello, se
decidié explorar la posible modificacion del sistema LC-AVP por efecto de exposicion a

estrés agudo durante 1 hora (Buynitsky & Mostofsky, 2009).

Los tejidos cerebrales correspondientes a la region del LC de 5 ratones controly 5
sometidos a estrés agudo, fueron examinados mediante inmunohistoquimica para la
deteccidn de los posibles cambios en la inmunodeteccion de los receptores V1, y V1. En la
inmunoreactividad del receptor V1,en tejido de animales control versus estrés (Figura 15A)
no fue detectado cambio alguno. No obstante, se observd un incremento de los grupos
inmunoreactivos correspondientes al receptor V1, principalmente aquellos localizados en

la superficie somatica y el citoplasma de neuronas noradrenérgicas (Figura 15B).
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Figura 15. El estrés agudo modifica los patrones de expresién de expresidon de los receptores de AVP. (A1)
Muestra la inmunodeteccion de TH de un ratén control. (A2) Muestra el mismo campo visual, con la
inmunoreactividad de V1,. (A3) Superposicién de (A1, A2). (A4) Inmunodeteccion de TH en el tejido de un
ratén expuesto a restriccion de movimiento 1 h, sacrificado 1 h después. El procesamiento del tejido y la
obtencién de las imagenes se realizé bajo las mismas condiciones que el animal control. (A5) Mismo campo
visual con la inmunoreactividad para V1,, con ninguna diferencia evidente en el patréon o intensidad entre
las muestras control y estrés. (A6) Superposicion de (A4, A5). (B1) Muestra la inmunoreactividad de TH en
tejido control. (B2) Mismo campo visual con la inmunodeteccion de V1, de. un ratén control. (B3)
Superposicién de (B1, B2). (B4) Inmunoreactividad de TH en el tejido de un ratén expuesto a estrés por
restriccion de movimiento durante 1 h. (B5) Mismo campo visual con la inmunoreactividad para V1, con un
notable incremento en la intensidad de la sefial, tanto en la superficie como en el citoplasma de neuronas
noradrenérgicas. (B6) Superposicion de (B4, B5). Barras de escala 10 um.
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8. Discusion
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El locus coeruleus es un nucleo pequefio, sin embargo, es la fuente principal de
noradrenalina del prosencéfalo y la Unica fuente de este neurotransmisor de la corteza y el
hipocampo que son centros controladores de la cognicidn, la memoria y comportamientos
complejos, asimismo es un centro de control homeostatico, que aseguran funciones vitales
de muchos animales incluyendo al ser humano (Valentino & Van Bockstaele, 2008).
Asimismo, es considerado un nucleo altamente heterogéneo molecularmente hablando
debido a la gran cantidad de receptores, péptidos moduladores intrinsecos y fordneos que
llegan a él mediante fibras aferentes de una gran diversidad de otros nucleos de sistema

nervioso (Guyenet & Aghajanian, 1979; Hagan et al., 1999; Valentino et al., 1983).

Si bien la presencia de arginina vasopresina dentro de este nucleo se conoce desde
la década de los 70’s (Buijs et al., 1978), no era claro el papel que este neuromodulador
desempefiaba dentro del LC y la presencia y distribucion de sus receptores, hasta el

momento eran desconocidos.

En cuanto a la anatomia del LC relacionada con el sistema vasopresinérgico,
nuestros resultados determinaron la presencia de los receptores V1, y V1 en diferentes
tipos neuronales dentro de éste nucleo. Localizado en la superficie somatodendritica tanto
de neuronas noradrenérgicas como no noradrenérgicas, la sefial detectada mediante
inmunohistoquimica del receptor V1, fue mayor, contrario a lo que podia esperarse, ya que
el receptor mas ampliamente distribuido en el CNS es el V1,R (Huber, Veinante, & Stoop,
2005; Ostrowski et al., 1994), lo que sugiere al LC como otra de las zonas de distribucion del
receptor V1, junto con el septo lateral, amigdala, BNST, la region CA2 del hipocampo y
algunas zonas corticales (Hernando et al., 2001; Salome et al., 2006; Stemmelin et al., 2005).

Este es el primer reporte de la distribucién de ambos receptores en este nucleo.
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La distribucion de las fibras vasopresinérgicas en contacto con neuronas
noradrenérgica y no-noradrenérgicas, también resulté novedoso, ademas de la correlacién
con otros péptidos moduladores, en donde los axones que contienen a la vasopresina, solo
mostraron una escasa asociacién con la sustancia P, proveniente de otro sistema aferente
que inerva al LC (Pickel et al., 1979). Lo que sugiere que la via aferente de AVP es

independiente a otros péptidos neuromoduladores.

Determinar la interaccion del sistema vasopresinérgico con las entidades sinapticas
del LC fue importante para entender el papel neuromodulador de la AVP dentro de este
nucleo. La distribucion de las fibras vasopresinérgicas y los receptores V1, y V1, mostraron
un patron de distribucién muy semejante con respecto a la inmunodeteccién del VGLUT2,
en donde se observd una proporcidon importante de fibras vasopresinérgicas vy
principalmente del receptor V1, en cercania con este transportador, sugiriendo una funcién
en proximidad a sinapsis glutamatérgicas, asi como la cercania del sistema vasopresinérgico
con sinapsis inhibitorias, la cual se detectd en menor proporcién dada la sefalizacion
conjunta del sistema vasopresinérgico con VGAT y gefirina. Estos resultados pueden ser un
indicador de la posible participacidon de la AVP en la regulacién de la excitabilidad neuronal
dentro del LC, la cual ya ha sido reportada en otras regiones del sistema nervioso como la
amigdala central, el septo lateral y dorsal, PVN, SON el tronco cerebral y motoneuronas del
hipogloso (Bailey et al., 2006; Hermes et al., 2000; Kombian et al. 2000; Ramanathan et al.,
2012; Reymond-Marron, Raggenbass, & Zaninetti, 2005; Van Den Hooff & Urban, 1990).
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Respecto a la modulacidon por parte de la AVP en las neuronas del LC. La
determinacién de la identidad neuronal posterior al registro electrofisioldgico, sefialé que

todas correspondian a neuronas noradrenérgicas.

El registro con los antagonistas de los receptores de vasopresina arrojé efectos
contrastantes sobre la excitabilidad neuronal. Los receptores V1,y V1, ambos
pertenecientes a la familia de los receptores acoplados a proteinas G (GPCR’s),
especificamente a las Gog/11 que activan las vias acopladas a la fosfolipasa C (Koshimizu et
al., 2012). Sin embargo, estos efectos contrastantes por este tipo de receptores no son
desconocidos. Existen reporte de que un mismo receptor GPCR es capaz de activar
diferentes cascadas de segundos mensajeros, esto gracias a los diferentes estados
conformacionales que adoptan una vez unido su ligando, que pueden ir de la activacién a
la inactivacion (Kenakin, 2003), asi como la capacidad de formar homo- y heterodimeros,
gue deriva en variaciones de las propiedades farmacoldgicas de estos receptores (Park &
Palczewski, 2005) o bien la localizaciéon de los mismos en microdominios de la membrana
plasmatica como las balsas lipidicas o caveolas (Guzzi et al., 2002). El receptor V1 es el
ejemplo perfecto de esta variabilidad en la transduccion de sefiales, ya que es capaz de
activar simultdaneamente la via de Gq/-fosfato inositol y Gs-cAMP (Jard et al., 1986;
Sabatier, Richard, & Dayanithi, 1998) o bien cada una por separado (Orcel et al., 2009). Sin
embargo, a partir de nuestros datos, no es posible determinar si alguna de estas variables

es la responsable de los efectos obtenidos con los antagonistas o bien con la desmopresina.

Sibien podemos atribuir la dualidad del efecto de estos farmacos sobre las neuronas
a un estado metabdlico determinado de las mismas, también es importante recordar que
aun dentro de la poblacion de las neuronas noradrenérgicas existen subpoblaciones
genéticamente diversas (Plummer et al., 2017; Robertson et al., 2013). Para determinar
esto, aunado a los registros electrofisioldgicos y la identificacion de la identidad neuronal,
seria necesario determinar la identidad del receptor para AVP directamente responsable
de los cambios en los patrones de disparo neuronales, asi como la interacciéon de estos

receptores con los componentes sinapticos cercanos en estas células.

Especificamente hablando los perfiles de distribucién del receptor V1, nuestros

datos los ubican también en neuronas no-noradrenérgicas del LC, las cuales tienen
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caracteristicas neuroquimicas de las interneuronas inhibitorias (Aston-Jones, Zhu, & Card,
2004; Corteen et al., 2011) En relacién con lo anterior, el cambio en la frecuencia de disparo
también podria ser atribuido a la modulacién de los neurotransmisores candnicos locales,
dada la cercania de estos receptores con las entidades sinapticas glutamatérgicas y
GABAergicas que observamos en este trabajo y que ha sido reportado en otras regiones

cerebrales (Raggenbass, 2008; Rood & Beck, 2014)

Uno de los cambios en las propiedades de membrana inducidos por la
desmopresina, fue el cambio en la constante de tiempo de la post-hiperpolarizacion,
caracteristica que se encuentra directamente relacionada con la repolarizaciéon de la
membrana y la capacidad de la célula para disparar el siguiente potencial de accion. Un
efecto similar ha sido observado en la aplicacion de otras neurohormonas como la CRH,
siendo modulado por las conductancias de potasio (Jedema & Grace, 2004). También
mostrando un acoplamiento diferencial con diversas proteinas G, el receptor para CRH
activa cascadas de diversos segundos mensajeros resultando en la activacion o inactivacion
de canales idnicos especificos (Aldenhoff et al., 1983; Grammatopoulos et al., 2001;
Rainnie, Fernhout, & Shinnick-Gallagher, 1992) Sin embargo, la aplicacién de antagonistas
de CRH, no tiene ningun efecto sobre la frecuencia de disparo de las neuronas del LC (Page
& Abercrombie, 1999), lo que descarta a la CRH como responsable de este parametro de la
fisiologia del LC. Por el contrario, en este trabajo, el efecto de la aplicacion de los
antagonistas de los receptores V1, y V1p por si mismos afectaron significativamente la
frecuencia de disparo del LC, lo que puede ser un indicativo de que el sistema
vasopresinérgico tiene una influencia directa sobre la actividad eléctrica de las neuronas
del LC. Otra diferencia que presentan nuestros datos, es la capacidad del sistema
vasopresinérgico de modular al LC de manera bidireccional, los cual no sélo marca una
diferencia con CRH sino con otros péptidos neuromoduladores que provocan

selectivamente un incremento o una disminucion en la frecuencia de disparo (Zitnik, 2016)
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Con la disminucién en la amplitud de los potenciales de accién de las células que
mostraron una disminucién de la FR, es tentador asegurar que estos efectos se encuentran
relacionados al cambio en la conductancia de iones especificos, no obstante, dada la
ausencia de un cambio significativo en la resistencia de entrada de las células, cuestiona

cualquier atribucién a los mecanismos de compuerta de los canales de membrana.

No obstante, el efecto de la vasopresina mediado por sus receptores, en el cambio
significativo de la frecuencia de disparo en las neuronas noradrenérgicas del LC, representa
un impacto sobre la liberacién de noradrenalina en el sistema nervioso central, dada la

correlacién que existe entre estos dos factores (Abercrombie et al., 1988; Korf et al., 1973).

Tras los experimentos de exposicidn a estrés agudo por restriccion de movimiento,
aun cuando no hubo un cambio en la inmunoreactividad para el receptor V1,, los cambios
en los patrones de inmunodeteccion para el receptor V1, fueron drasticos. Estos cambios
parecen indicar la internalizacion de estos receptores dada la amplia sefial correspondiente
en compartimentos citoplasmaticos, siendo la internalizacion de los receptores acoplados
a proteinas G un indicador de activacién metabdlica (Dale, Babwah, & Ferguson, 2002; Kelly,
Bailey, & Henderson, 2008), este fendmeno puede ser un indicador de que esta via se
encuentra implicada en la respuesta al estrés en el LC, lo cual no es del todo impensable,
ya que en otro estudio se demuestra que la administracion de antagonistas selectivos del
receptor V1p, bloquea los efectos inducidos por estrés tanto en el eje hipotalamico

hipofisario, asi como en procesos de recuperacién de la memoria (Barsegyan et al., 2015).

Las neuronas del locus coeruleus son altamente sensibles a factores estresantes
tanto fisico como emocionales, respondiendo con un incremento en la frecuencia cardiaca,
siendo el CRF responsable de este incremento (Valentino & Van Bockstaele, 2008), por ello,
no seria sorprendente que la liberaciéon coordinada de la AVP y CRF del hipotdlamo en
procesos de estrés (Kormos & Gaszner, 2013) ambas vias de manera independiente estén

participando en la modulacién de la respuesta al estrés en el LC.
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9. Conclusiones
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El locus coeruleus se encuentra inervado por fibras vasopresinérgicas, las cuales presentan una

distribucién muy semejante a la distribucién de los receptores V1ay V1b.

La administracién del andlogo de AVP, desmopresina, presenta un efecto tanto excitatorio como

inhibitorio en la actividad eléctrica de las neuronas del LC.

La aplicacidon de los antagonistas para los receptores de AVP presentan un efecto semejante al de

desmopresina.

La exposicion a estrés agudo incrementa la inmunoreactividad del receptor V1, en los

compartimientos citoplasmaticos de las células noradrenérgicas del LC.

En resumen, este trabajo sugiere que la modulacién de los patrones de disparo del LC, se
encuentran intimamente relacionados con los componentes del sistema vasopresinérgico presentes
en este nucleo. Nuestros resultados sugieren una via cooperativa de AVP con CRF en las respuestas

adaptativas homeostaticas y de comportamiento a procesos de estrés modulados por el LC.
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The locus coerulsus (LC) is a brainsten nuckeus distinguishec oy its suppy of
noradrenaling throughout the cantral nervous system. Apart from meculating a range
of brain functione, such as arcussl, cogrition and the strese respones, LC neurcnal
excitabilty aleo comresponds to the sciinity of vadous peripheral systems, such a=
pewvic viscera and the cardiovascular system. Meurcchemically civerse nputs set the
lone [or LG newonal aclivily. which in lum modulales Less adaplive physiclogical
&nd behavioral resporses essential for survival One such LC afferent system which
ie poorly understood containe the neuronormone arginine-vasoprassn (/WP Hera we
prov e tha first demorstratinn of the molectlar and fuinctonal charactzhstics of the | C-
AVF systam, by characterizing its receptor-spedctic modulation ot identitied L2 neurons
and plasticily in response Lo slress, High resolulion confoca microscopy revealed Lhal
immunorcactivity for the AVP rcecotor 1B (W1k) was locetcd on plesma membrancs
of noracrensrgic anc non-noradrenergic LT neurons. In contrast, immuroreactivity for
the V1a receptor was exclusively locsted on LC noredrenergic neurons. No specific
signal, either at the mRMNA cr proein level, was detected for the V2 receptor ir Te LC.
Clusters immunoreactive for W1a-o were locatec in proximity to profies immunoreactive
for GABMergic and glutamatergic synaptic merker proteins. AVF  mmunopositive
varicnsities were also lonated adjanent 1o labelng for such syraptc markers. Whole-
cel patch clamp electrophysiology revealed that the phammacological activation of V1o
receplors significantly incieased he sponlanzous acbvily of 453% (8720 ol recorded
noradrcnergic neurcns, with the remaining 55% (11/20) of cells ahibitng a significant
decrzass in their bazal fiing patterns. Blockade of Va and Vib receptors on their
own significanty altered LC neuronal excitakility in a similar heterogensous manner,
demonstrating that endogenous AVP sets the basal LC neuronal finng rates. Finally,
exposing animals to acute shess increased Vib, but not Via receptor expression,
whilst decreasing AVP immurorcactivity. This study reveals the AVP Ve b 3ysicm as
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a corsiderable component of the LC molecular architscture and reguletor of LT activity.
Since AVP primarily functiors as a regulator of homeostasis, the data suggest a novel
pathway by moduating the functioning of a brain region that is ntegral to meciating

adeplive respur ses.

Keywords: V1b, desmopressn, paich clamg, TASP 1330325, resirsin: siress

INTRODUCTION

The LC is a cluster of neuroas located within the pans
distinguished from surrounding call groups 5y their procuction
of the nourotransmitter noradrenaline (NA) (Dahlstroem and
Fuse, 1964). Despite he compact siee of this pudews, the
principal neurons projects to almest all regions of the brain
and spinal cord, thereby serving as the primary source of
NA for the ceatral mervous system (Schwarz and Luo, 2015),
The result iz a TO-NA system that modnlates some of the
mos: salient aspects of brain function such as arousal (Carer
ot al,, 2010), attention [Usher et al., 1999, and memary (Sara,
2015). These neural processes ere combined to mediate a core
responsibility of the LC-NA system, that belng the modulation
nf adaptive mespenses tn emotional and physialogical stressors,
which is a proces: essential for survival in an ever dynamic
world (Valentino and Van Bockstaele, 2008), This Is accomplished
by a highly dynamic excitability profile of LC neurons, which
results in the release of NA In precise spatiotemporal and brain-
state specific patterns. However, this cortribution of the LC-NA
system to homeostesis extends beyond the CNE, Indeed. changes
n the activity of LC neurons have been associated with diverse
peripheral physiological states, such as intestinal cortractility
Lechoer el al. 1997), Jsanges in Dlowd pressure (Curtis e al,
1993), bladder contract:lity (Rickenbacher et al, 2008) and fluid
balance (Godiro ot al., 2005). Therefore. the foctors that govern
LC meuronal excitability have the potential 10 impact on a vas:
armar of physiological processes hoth witkir the CNS and in 2
aumber of major peripheral organs in health and disease.

The principal nocadrensrzic neurons of the LC have the
abilicy to fire action potentials spontancously and independently
of synaptic inputs (Willlems e al, 1991). However, their
firing frequancy is strongly madulited by oronventonal
neurotransmitters (Cherubini e al, 1988; Singewald anc
Prilippu, 1998). Oftea co-axpressed with GABAergic and
glutamatergic inputs are an assortment of neuropeptides which
either exent direct eTects on LC neuronal excitability or modunlate
the effects of the co-released neurotransmitters. and are thus
considersd as nevromodulators (Zitnik, 2016). In contrast,
the role of another LC afferert system, distnguished by the
axpression of the neurochormona AV? (Rood and De Vries, 2011
s refatively puorly understood in tenns of its contribution w LC
function.

The primary signature of AVP is that of a hommone thar
acts on a range of physiological systems and is integral for
tha maintenance of homenstasis Primarily produced by the
hypothalamus, its multitude of furctions include contributing to
the regulation of fluid balance | Bankir et al., 2017), blood pressure
(Lozic ot al, 2018), thermoreguletion (Daikoku et cl., 2007),

stress, (Calhwell of al, 2017) as well as emotionzl and social
behavior (Wu et al, 2015). Although many of these functions
mirror those of the LC-NA system defailed sbova, evidence for
the cooperativity of these two homeostatic systems & rather
limitzd. This is due 1o the dearth of information on the molzcular,
cellular and behavioral correlates of the AVP system within brain
pathways such as ths LC.

In the mouse, AVF-immunoreactve axonal profiles have
been demcnstratad in the region of the pons occupied by
the LC (Rood and De Vries, 2001). However, this single
labeling study failed to demonstrate the association of such
fibers with identified LC neurons or other LC neuromodulatory
etferent systems. L'kis is important becavse the LU 15 composed
of mormphalogically diverse noradrenergic (Schwarz and Tan,
20150 wnd neurodierically diverse non-norsdsenergiv neurons
{Coreen et al, 2011). Furthermore. the specific receptors.
through which AVP might communicate with LC neurons
remain v be identified. Three AVP receptor subtypes have
heen identified, namely AVP receptar 1a (V1a), Th (Vik) and 2
(V2) (Thibonmier el «l., 2002). Expression of the Vb reveplor
gt the mRNA level has been reported in the pons, but not
on identified LC ncurons (Young ot al, 2006). Evidence for
the association of AVP with LC s more developed at the
fonctionzl bval Recordings from nenmns in the 10 shawed an
excitatory effect of AVD in gerbil (Olpe =t al, 1987) and mt
(Berecek et al, 1987), whilst the injection of AVP into the 1C
complex, not on identified LC reurons, of cats, altersd posture
end vestibulospinal reflexes (Andr et al,, 1992). However, such
effects on LC excitzbility have yet to be demoastrited in other
species. which is an important caveat given the demonstrated
species differerces of the CNS AVP system (Inbollet et al.,
1008). Finally, althougk the contribution of AVD in the stress
sspunse b Devn daposstraled o specilic stress diults
(Hzrman and Tasker. 2016), the activation of the LC AVP system.
during stress, has yet to be demonstreted. Here we provide
the drst demonstration of the moleculzr and physiological
characteristics of AVP-receptor system within nenrochemically
defimd cellular setworks of Ui mwuse LC, We also show
that exposing mice to a single episode of stress dramatically
elters the cxpression of the LC AVP receptor system, providing
evidence for the direct interaction of two major homeosatic
syslems.

MATERIALS AND METHODS

All procedures involving animal experiments were approved by
the Animal Welfare and Fthical Review Body of the University
of Portsmouth and were performed by a personal liconse holder,
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under ¢ Home Office-issued project license, in accordance with
the Animals (Scientific Proceduras) Act, 1086 (United Kingdom)
and assodated procedures.

Tissue Preparation for

Immunohistochemistry

Adult male C57BL/6), as wall as Via and V1b receptor specific
gene-deleted [Tanoue et al., 2004; Koshimizu et al., 2006) mice,
2 months of age, were used to determine ths native AVF
and AVF recepior subtype expression patterns, sccording tc
a previnusly pmblished protocol [Cortean of al, 2011} Rriefly,
under avesilesia, avimals were perflused  anscardially with
09% saline solution for 2 min. followed by 12 min fixation
witlt a Jmative consisting of 1% paafonddelyde amd 15% /v
saturated picric acid iz 0.1 M phosphate buffer (PB), pH 74
The brains were post-fixed over night at room temperature in
the same pertusion hxative, sectionad with a vibratome and
stored in 0.1 M PE and 0.05% sodium azide until further
Processing.

Immunohistochemistry

Non-spedific bincing of the secondary antbodies was m:nimized
by incubating the sections in TBS-Tx containing 20% normal
horse serum {S-2000, Vector Laboratories Inc.) for 2 h. Sections
were incohatad in a cocktail of primary antihodies overnight
dl 4°C (Supplementary Table 51). The vext day, the seclions
were washed with TBS-Tx for 30 min after which they were
incabated at room temperzture in a cecktail of an appropriate
mixture of secondary antibodies, conjugated with Alexa Fluor
43§, indccarbocyanine (Cy3) 2nd indocarbocyanine (Cy5), all
provided by Jackson lmmunoZesearch, for 2 h. ['he sections
were washed in TBS Tx for 30 min after which they werc
mounted on glass slides, air cried and coverslipped using
Vectzshield mounting medium (H-1000, Vactor Laboratories
Inc.).

Image Acquisition

Sedtions  were  examined with a  wonlodal  laser-scanning
microscope (LSM710 or LSM 880; Zeiss, Oberkochen, Germany]
using a Plan Apochromatic 63 x DIC oil chjective (NA 1.4, pixel
size 0.13 wm). Z-stacks were used tor routine evaluation o: the
labeling. All images presented represent a single optical secticn.
‘These images were acquired using sequential acquisition of the
different channels to avoid cross talk bebween fluorophorzs,
with the pinholes adjusted to one Airy unit. Images were
processed with the software Zen 2000 Light Edition (Zeics,
Chberkochen, Germany) and exported intc Adobe Fhotoshop.
Coly brightress and contrest were adjusted for the whele
(rame, and oo parl of & frame was enhanced or modifed o any
way.

Quantitative Real-Time Polymerase
Chain Reaction (qPCR) Detection of V2
mRNA

For complete methods, please see Supplementary Information.

Whole Cell Patch Clamp
Electrophysiology Recordings in Acute
Brain Slices of the LC

Recordings wore performad in juvenile (pestnatal day 75-
30) mice according to previously published protocels (Swinny
et al. 2010). Briefly, animals were rapidly decapitatec and the
head placed in ice-cold oxygenated sucrose-cuttirg soluton
containing (mM): sucrase (234). KCl (2.5). NaH:POy (1.25),
NaHCO; (2¢), dextrose (10), Mg50y4 (10}, CaCl; (0.5). The brain
was rapidly removed and blocked to isolate the brainstem region.
The trimmed brain was affixed to a Vibratome equipped with
& ceramic dlade and submerged in ice cold oxygenated sucrose
cutting solution. Horizontal 200 pm slices of the breinstem
containing the LC were cot end placed in a holding viel
coataining extracellular soluben (ECS) containing (mM): NaCl
(126}, KC1(2.95), NaH, POy (1.25), NaHCO; (26], dextrose (10),
Mg50y (2), CaCly (Sigma) for 1 b at 37° C, after which they were
kept at room temperature, and transferred one at a time to the
recording chamber.

A single slice was placed in the recording chamber &nd
continucusly superfuzed with CCS at 1 ml/min at 32°C.
LC neurons were visnalized using an Ulympus B0 aprizht
microscope fitted with a 40x water immersion  objective,
differential interference contrzst and infrared filter. Recording
pipettes were fachioned from borosilicate glass capillary tubing
(12 mm od, 069 mm iLd; Warner Insruments) using
¢ MNarishige PC-10 micropipstie puller. Pipeties wore filled
willh potassivin gloconale intracellular solution containing: &-
Glocomate (700, KC1(70), HEPES (10), FGTA (100, Mga(ly (2],
CaCl; (1), ATP (2) (Maguire et al., 2014) and 0.1 % biocytin (pH
7.3) o allow post-hoc identification of the cell

A visualized cell was approached with the electrode. & G2
seal established and the cell membrane ruptured to obtain
¢ whale call recording uwsing a Multiclimp TODE amplifier
(Molecular Devices, United btates). beries resistance was
monitored throughout the experiment. If the sares resistance
of the electrcde was unstable or exceeded four times the
elactrode resistance, slectrophysiological datz from the cell were
discarded. The main criteria for accepting a recording were
sn action patential amplimde of 65-70 mV, action potentiz]
shape lraracteristic of an LC neuron avd membrane potentizl
berween —50 and —60 mV. If the cell retainad a stable baseline
end resistence and did nct depolarize over time, the cell was
retained tor analysis. Signals were cdigitized by Digidata 1320-
series enalog-to-digital converter and storzd online using pClamp
Y software (Molecular Devices). Only one czll per slice was
recorded. The experimental protecel invelved recording baseline
cell characteristics in current clamp, including FR (Hz), input
resistance [derived from the linear portion of a voltage—currant
plot of hyperpolarizing current steps (ML1), resting membrane
potential (mV), membrane time constant {1, ms), action potentizl
arplitude {1V} and duration (ms) aod AHP awplilude (mV7,
zand AHP 73 doration {measured frem the peak of the AHP
to half the amplitude of the AHF, in ms]]. After determining
baseline characteristics, the drugs were bath-applied for at
least 10 min after which the cell cheracteristics were measured
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again. Dhata were analyzed with Clampfit software (Molecular
Devices).

Fallowing the recording, the pipetie was gently retracted,
the slice semaved from the recording chamber and submerged
in a vial coutaining 1% parafonoaldelyde (nalive overnight
Following washing in TBS-Tx buifer. the sactions were then
incobated with 20% normal horse serum for 1 h at rocm
temperature, followed by incubation with an antibody zgainst
TIT avernight et 4°C. Following further washing with TBE-Tx,
the sections were incubated with a streptavidin conjugated to
Alexa Fluor 488 sccondary antibody (1:1000) {Molecular Frobes,
United Stat2s), in addition to ar appropriate secondary antibody
to visuzlize TH, for 2 h at room temperature. Sections were then
imaged on a confocal microscope (Zeiss LSM 710) in order tc
corfirm that the recorded cell was located within the 1C and was

immunoposilive for TH.

Drugs

All chemicals for the recording solutions ware obtained from
Sigma. Desmopressin, [d(CH2)51, TyriMe)2, Argd]-Vasopressin
and TASP (1300375 were ahtained fram Tocris, United Kingdom,
and dissolved in ECS.

Acute Restraint Stress

A total of 10 (5 eontral and § stress) male mice, aged ? months
were used in Lhis parl of U study. The aonimalbs were placed in
a rodent Plexiglas restrainer (Harvard Apparatus) for 60 min.
The animals were then returned to their home cages for a
turther 60 min, atter which they were killed, using the pertusion-
fication protocol above and the tissue used for quantitative
immunchistochemistry

Quantification of AVP and Via-b

Receptor Immunoreactivity in the LC of
Tissue From Restraint Stress and

Control Mice

Cne hour after the cessation of the strzss period, animals
ware killec by perfusion fixation and the tissue prepared
for semi-quantitative analyses of AVP and Viz-b receptor
immunoreactivity zs above. The guantitative method has been
previously described (Guon el al, 2013) and is detailed in
Supplementary Method.

Statistical Analysis

All quantitative data are presented as the mean = SEM. Staristical
differences betwesn means were assossed nsing GraphPed Prism
sofiware, with the names of statistical tests used indicated in
the Resnlts section. A p-valne lass than .05 was coasiderad

stalislically signilicenl.

RESULTS

The vverall aims of the project were W identily die AVP receplor
snbtvpes expressed by LC neurons. the location of these receptors
within the cellular networks of the LC, their contribution tc

LC penronal exc:tability and whether they are engaged by acute

strass.

Verification of the Specificity of AVP

Receptor Immunoreactivity

A key determinant of a direct AV influence en LC function
would be the presznce, and subbype, of AVP receptors in this
brain region. Since there is evidence for the expression of all
AV receptor subtypes in the brain, from the outset, we scught
to idantify whether specinic AVP receptor subtypes ars exprassed
on identifiad L'C neurons. In tissue from wild type (WT) mice,
Vla raceptor immunoreactivity presented as individoal dusters
enriched on the somata and dendrites of LC roradrenergic
nenrans, identified hy immunareactivity for the NA synthesizng
enzyine Lyrosine hydroxylase (TH) (Figure 1A1). Tu lissue (rom
V1a receptor knockout mice, no such specific V1a receptor
labeling pattern was detectable, with most of the signal enriched
in nuclei or scattered diffusely showing no clear association with
eny cellular profiles, thus confirming the specificity of the V1a
entbody used (Figure 1A2). In WL tissue, immunoreactivity
for the Vibk receptor clso presentad as clustered signal on
somatodendritic compartments of LC noradrenergic neurons.
However, in contrast to Vla, signzal for Vib appeared mora
widespread end was likely contalned on LT non-noradrenergic
neuarons as well (Figure 1B1). This labeling pattern was ahsont
in tissue from Vib receplor koockout mice, thos confioning
the specificity of the Vih antibody nsed (Fignre 1R2) No
specific labeling for the V2 recepior was detectable in the LC
(Figures 1C1,C2). We further verifisd the lack of V2 receptor
expression in the LC, at the mRMA level, by performing
gquantitative RT-PCR on tissue trom the LT and another tissus
site knowr to express this receptor, namely the kidney [N = 5
mice). Whilst robust ¥ 2 receptor mENA expression was detecied
in lodney samples, only negligible amounts were evident in
LC samples (Fignre 1C3), We therefore concludz that Via-b
receptors are the major subtypes expressed in the mouse LC.

The Vib Receptor Is Expressed by
Noradrenergic and Non-noradrenergic
Neurons of the LC in Close Proximity to
Excitatory and Inhibitory Synapses

We first examined the expression profile of the V1b receptor as
it appeared to bz more widely distributed thronghout the LG,
compared to the Vla receptor, and is possiblv associated with
both noradrenergic and non-noradrenergic profiles (compare
Figures 1A1,B1). We have shown that the LC is composed cf not
only noradrenergic neurens, but also a range of neurochemecally
diverse non-noradrenergic neurons (Figure 2A1) (Corteen et al,
2001). In order to gain an integrative perspective of the mla
of the AVP system within the cellular networks of the LG,
we sought to characterize the location of the Vi1b receptor
throughout LC circuitry. High resolurien imaging revealed
thet V1h receptor immunnreactivity was entiched on the
plasie  wembranes of LC ogurons with significandy lower
levels of signal located in ther cytoplasmic compartments,
characteristic of a metabotropic receptor [Figure 2A2). Signal
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was also located on the somata of non-noradrenergic LC This dustered distribution of V1b recepior immunoreactivity
neurons (Figure 2A43), identified by immunoreactivity for across the surfaces of LC neurons overlappec with tha locations
the pen-neuronal marker protein HuC {Okano and Darnzll,  of previcusly demcnstrated GABAergic (Coreen et al., 2011)
1997) (Figmres 2A3,A4). In addition to somatic labeling, V1h  and ghitamatergic (Seifi et al, 2014) inpes. Forthermore,
receptor was also located or dendritic profiles, delineated by  since AVI® has been shown to modulate synaptic transmission
immunoreactivity for microtubule assodated protein 2 (MAP2) (Ostergaard et al, 2014), we investipated the proximity
(Fignre 2B). of Vib receptor-immunorsactive clusters tc excitatory and
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inhibitory synaptic marker proteins. Clusters immunorcactive
for the vesicular glutamate transporter 2 (VGLUT2) contacted
the somatic and dendritic surface: of TH-immunopositive
neurons, thereby identifying glutamate release sites on these
neurons (Figure 3C1). Evaluation of immunoreactvity for
VGLUT2 alungside Uwe VIb receplor revedled a proporlion
of closely apposed closters for sither melecule, suggesting
that a proportion of Vib receptors function ir proximity to
glutamatergic synapses (Figures 2C2,C3). However, there was
also a notable proportion of Vb receptor-immunorzactive
clusters located on cell surtaces which were devoid of VGLUT2-
immunoreactive contacts (Figures 2C3,C4). Immunoreactivity
for the wvesicular GABA transporter (VGAT) was used to
identify the domazins of irhibitory synaptic inputs. VGAT
signal was widely distributed across the somatodendritic
surfaces of LC neurons (Figure ?D1). In a simlar manner,
a proportion of V1b receptor immuncreactive clustars were
adjacent to clusters immnnoreactive for VGAT, althonigh snme,
particulaly those o somtic membranes were nol associaled
with VGAT signal (Figures 2D2-D4). Since VGAT and
VCGLUT2 identify presynaptic compartments, we used gephytin,
a protein that anchors GABA, and glvcine receptors in the
postsynaptic compartments of inhibitory synapses, in order to
assess any ennchment of the VI1b receptor in postsynaptic
junctions. A rcatively sparse association of VIb and gephyrin
immunorezctivity was evident (Figure 2E). However, at the
light microscopical level, it is not possible to determine the
precise location of these receptors, or other proteins, in proximity
to presynzptic, postsynmaptic, perisymaptic or exirzsynaptic
comparbents. Therefure, lurtber uliastiruclural aoalyses, using
immunnohistochemistry and transmission slectron microscapy
is required to unequivocaly determire the locaton of these
receptors in proxmity to synaptic junctions.

Vib Receptor Activation Has Contrasting
Effects on the Spontaneous Firing of LC

Noradrenergic Neurons

Given the close proximity of Vb receptor signal to synaptic
inputs, we nexi investipated whether the pharmacological
activation of V1b receptors alters the spontaneous excitability
of identified LC neurons by using whole coll patch clamp
electrophysiology in zcute brain slices containing the LC. In light
of the 1.0 consisting of noradrenergic and nen-nomadrenergic
neurons, all cells were loaded with bivcytin during the reconding

in crder to verify their location within the ILC and their
neurochemical identity. Only cells positively identified as TH-
immunopositive and locatad within the LC core, were included
in the analyses (Fignre 34). The spontaneous firing rates
(FR) of the recorded neurons were indistinguishable from
previously published studies, with the mean = SEM FR of
1.7 4+ 0.1 Hz, ranging from 02 Hz tn 32 Hy, N = &0
cells from 15 animals (Supplementary Tables 51-57). The
associated membrane properties of the neurcns are also detailed
in Supplementary Tables £2-57. It was noticeable from the
outszt that Vb receptor activaticn, by applying the synthetic
vasopressin analog desmopressin (200 wM), which acts as an
agonist at V1b and V2 receptors, either increased, or decrzased
tha spontaneous FRs of LC neurons We therefore categorized the
recorded neurons [nto groups which exhibited either an increase
or decease in their activity in responsa to the drug. Desmaopressin
significantly increzsed the FR of LC neurons from 1.7 + 0.3 Hz
tn 20 4+ 0.3 Hr, p = 0N, pairad Student’s t-test; N = @ cells
(Figures 3B1,B2). Desmopressin alse significantly Jdecreased Uw
afterhyperpolarization (AHP) time constant from 65 = 6 ms
to 53 = 5 ms, p — 0.005, parred Student’s #-test; N — 8 cells
(Figare 3BE3). There were ne signiticant difterences in any other
cell characteristics following the application of desmapressin
iSapplementary lable 52) In a separate cohort of cells, recorded
under idertical conditions, desmopressir significartly decrzased
the FR of LC reurons from 1.4 4+ 0.3 Hz to 09 £ 0.2 Hz,
p— 002, paired Student’s r-test; N — 11 cells (Figures 3C1,C2).
In this group of cells, desmopressin also significantly decrzased
the action potential amplitude (60 &£ 1.8 mV to 455 £ 0.3 my,
p =002, paired Students (-lest; N = 11 cells, Figure 3C1) and
increased the AHP tima constant from /7 + S msto 167 + 44 ms,
p— 0.03, paired Student’s ¢-test; N — 11 cell: (Figure 3C3). Ia this
group of czlls, there were no significant diferences in any other
cell characteristics following the application of desmaopressin
(Supplementary Table 52). Thus, the activatior. of V1b receptors
bi directionally medulates the excitability of LC neurens.

We then explored whether locally released AVP contributes
io the basal FR of LT neurons by recording the FR of LC
neurons following the blockade of Vb receptors in the presence
of the V1b receptor selective antagonist TASP 0300325 (lijima
etal, 2014). In & similar trend to desmopressin, TASP 0390325,
M nM, either increased (224 01 He ta 3.2 4+ 0.3 He, p =001,
paired Students [-lesl, N = 8 cells, Figures 3D1,D2] or decrzasedl
(1.7 £ 0.2 Hz to 1.3 &+ 0.3 Hz. p = 0.03, paired Stocent’s i-test,
N — 6 cells, Figures 3E1,E2) the spoatareous FE of neurons.
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However, in confrast to desmopressin, TASF 03920325 did not
significantly alter the AEP time constant cither in those cells
that showed an increased (65 + 6 ms to S8 + 4, p = L3442,
paired Student’s f-test; N — 3 cells, Figure 3D3) or decreased FR
(78 = 13 ms to 72 &+ 10 ms, p = 0.3442, pairad Student’s I-test;
N = & cells, Figure 3E3). This provides evidence that endogenous

AVP and V1 b receptor activation contributes to the basal lavel of
1. activity

The V1a Receptor Is Expressed
Exclusively by Noradrenergic Neurons of
the LC

In contrast to the V1b receptor, V1a receptor immunereactivity
was restricted 10 LC TH-immunopositive neurons, both
on somatic (Figure d44) and derdritic (Figure 4B)
compartments, with TH immunonegative cell, Identifiec by
HUIC immunoreactivity devoid of ary TH signal. Tn commaon
wills e V1D receptor, dusters immunoreactive or Via were also
located, on nocssinn, in protimity to poncta immunareactive for
WGLUT2 (Figure 4C) and VGAT (Figure 4D),

V1a Receptor Blockade Has Contrasting
Effects on the Spontaneous Firing of LC
Noradrenergic Neurons

In a similar trend 1w the VIb receptor, blockade of the Via
recoptor with the antagorist [(d(CH2)51, TyriMe]2, Argf)-
Vasupressin, 30 nM] (n = 16) absu bad conlrasting effects on LC
FR. Tndead, 62% of the cdls responded with an increase in thair
FR {16+ 0.2 Hz to 2.1 £ 0.3 Hz, p — 00015, paired Student’s
i-test, N = 8 cells, Figures 5A1.A2), However, in contrast to
the effects of the V1b antagonist, ¥1a blockade did result in a
significant decrease in AHP of the neurons (73 +£ 9 msto €0 £ 6,
p = L0185, pared Student’s f-test; N = 8§ cells, Tigure 5A3).
‘Ihe remaining cells responded with a decrease in their FR
(2.0 £ 02 Hz to 1.4 + 0.2 He p = 0.0172, paired Student’s
t-test, W = 6 cells, Figures 5B1,B2). However, in these subset
of cells, there were no significant differerces batween the AHP
(61 & 4 ms to 69 £+ 10, p = 0.5117, paired Student’s r-test; N = 6
cells, Figure SB3). This provides evidence tha: endogenons AVP
and V1a-b receplors conlribules W e basal Tevel of LC activity.
These data are snmmarized in Supplementary Tahles 56, §7

AVP-Containing Axons Contact
Noradrenergic and Non-noradrenergic
Neurons of the LC in Close Proximity to

Excitatory and Inhibitory Synapses

The Via-b antagonist deta above provide evidence tha: AVP
within the LC regulates the basal levels of neuronal activity.
This could identity a novel pathway that modulates behavioral
states associated with changes in both AVP preduoction (Caldwell
et al.. 2017), and LC neuronal activity [(McCall et al, 2015),
such as psychosocial stress. For native AVP to exert a significant
control over LC-mediated brain functions, there would nead
to be a coasiderable distribution of afferents containing this
neurchormone throughcut the LC Since previous reports

rrovide only low resolution images ot AVP-immunoreactive
profiles within the region of the pons occupied by the LC
(Hood and De Vnes, 2011), we undertook a high rzsolution
characterization of the native associatior of AVP-contaning
profiles with identified LC neurons.

The specificity of the ZC AVP labeling pattern was replicated
using two different AV? antibodies, and the paraventricular
niclens (PVN) as a positive contrnl hrain region. Raoth
antibodies provided a patiern ol nounoreactivity within Qe
PVM that was consistent with previously published reports
(Zhang and Hernandez, 2013) (Figure 6A). However, antibody
AC3II362 procuced a superior signal to noise ratio and was
therefore used for remainder of the study. Within the LC, AVD
immunoreactivity preserted as a mixture of varicose plexuses
and individual clusters contacting LC neurons (Figures 6B,C).
Importantly, AVP immunoreactivity was distributed thiough the
entire extent of the LC, both within the nuclear core, as well as in
the pericoeruleur dendritic region (Flgures 6B,C). We fourd no
evidence of specific AVP-immunaereactive naurons within the LC.

Upon close nspection, AVP immunoreactive varicosities
contacted both noradrenoryic (Figures 7A1,A42) and non-
woradrevergic  (Figures 7TA3A4) peurvn of e LC In
addition to this association with snmatic compartments, AVP-
immunoreaciive varicos:ities also contacted dendritic profiles
(Figure 7E). thus closely mirroring the distribution of V1a-b
receptors in this brain region. Unfortunately, both antibodies for
AVP and V1a-b receptors were raised in the same species, thus
precluding co association studies. Novertheless, we evaluated
the associalion of AV immunoreactivity alongside the symaptic
marker proteirs used for the V1a-b receptors receptor analyses,
in an attempt to extrapolate the degree of coherence for their
respective locations within these neurons. AVP.immunoreactiva
profiles were sirongly associated with VGLUT2 immunopositive
clusters (Fignre 7C). Howaver, AVP immunorezctivity showed
relatively less association willh the inlibitery syaaplic markers
proteins VGAT [(Figure 7D} znd gephyrin (Figure 7E). Thus,
AVP-immunoreactive axonal profiles are distributed throughout
the LC, suggesting & pool of this nsurchormore tha: has the
potential to impact oa LC neurons.

AVP-Immunoreactive Profiles Show

Sparse Associalion With Other LC
Neuromodulatory Afferent Pathways

It is currently unclear whethor LC AVP-immunopositive fibers
contain olher pewropeplides kauwn o provide modulatory
inpunt to this anclens. We therefore assessed the degres
of colocalizatior between AVP-immunoreactive profiles and
varicosities immunopositive for the predominant nevropeptides
that have been shown tc directly conmtact LC neurcns and
alter their excitability, namely substance P (Guyenet and
Aghgjanian, 1979 Pickel ot al,, 1979), enkephalin (Valentino
and Wehby, 1Y8Y; Van Hockstaele =t zl, [Y94), orexin A
(Hagan et al, 1998; Horvath et al.. 1999}, and CRH (Valentino
et al, 1983; Van PBockstaele et al, 1996). Only subseis of
AVP-immunoreactive varicesities showed colocalization with
subsiance P-immunoposicve puncia with the vast majority
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appearing mutually exclusive (Figure 8A). There was ac
datzctable association between profiles immunoreactive for AVE
and enkephalin (Figure 8B}, orexin A (Figure 8C), and CEH
(Flgure D). An obvious caveat is that whilst AVP and these
other neuropeptides may bz contained in the same axcns, they
may ol necessarily be located witlin the sae regioes of e
avon, thus pracluding the confirmation of their co-expressinn
using colocalization analysis. Mevertheless, the data suggests

thet AVP containing afferents could represent a distinct axonc]
pathway within the LC

Acule Stress Engages the LC-AVP
System

A key contribution of the T.C ta brain function is the madnlation
of Delmvior lal ellows for adaplation w psydwosodal stress

10
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Valentino aad Van Dockstaele, 2008). The neurchormone
corticotrophin releasing hormone (CRH) (Vale et al, 1981},
released from afferents orginating from the amygdala (Van
Bockstzele et al., 2001}, is the primary driver of the increased
activity of LC ncurons that anderlies this behavioral response
Valentino et al., 1983; MoCall et al, 2015). However, AVP is
alse released, together with CRH, from the hvpothalamus, as
pam of the hypothalamic-pituitary-adrenal stress axis (O'connor
ot ol 1000). Given the evidence that both AVP and CEH zre
corlained in alerents Ul el LC peurons zad both lave
nnw been shown tn alter 1.0 nenrnnal sctivity (this study for
AVP), we explorad whether acute stress engages the LC-AVE
system following exposure ta 1 b of restraint stress (Buynuitsky
and Mostofsky, 2009).

The intensity and pattern of Via receptor immunoreactivity
was indistingunishable in tissue from control and stress animals,
processed and imaged undzr identical conditions (Figure YA ).
Semi-quantitative analysis of the dendty (number of clusters
per area) of V1a receplor immuncreactive clusters revealed
no significant differences between control and stress subjects
(control: 5782 — 409 clusiers per 100 pm’ versus siress:
4344 -+ 753 clusters per 100 pm?; p = 03054, unpaired Student’s
i-lest, N = 5 aniials).

In contrast. we detected a siznificant increase in the number
of Vib receptor mmmunoreactive clusters, especially within
cvtoplasmic domains (Figure 9B). Semi-quantitative analysis
of the density (number of dusters per area) of V1b receptor

Al AZ A3
haseline V13 antaganist s
cis . 1 .
e -
gad £ 3 5
| 533 2 B Ry
| | | E 3 . =
. LRI £2 25 EB=
| e il | | | 55 = —
. | | 11 | E= i F’ﬁ T
| | { ||_'_i B NN _|_ B 58 N I o R e <
| il | | - i | I B " hasriine via hagaline Via
' R S anac antag
B1 E2 B3
baseline V1a artagonist =
23 % 00 e
| i wle
| w & & 4 E 8 L
o =2 7
ol 58 | T e
1] | o= I
| 1 | W 1 :k"%
|| | i ‘ | e £ L2
LAAAAAAAAAAA A~ == Sy Py I A e 1 e (7 1 — :
\ 1] dlligdaiy | } - & paseine via paselire yia
antag anag
FIGURE 5 | V12 recapror modJdation directty alters LC noradrenercic neuronal activity. (A1) Fepresentative traces of the spontanecus Sring patterns of an LG nearon
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immunoreactive clusters revealed z significant increase in tissue
in stress subjacts (controk 545 £ 173 clusters per 100 Lm? versus
stress: 4462 1L 307 dusters per 100 wm; p < 0.0001 unpaired
Student’s #-test, N = 5 animals). L'his dramatic stress-incuced
dlteration i Vb receptor immunoreactivity was accompanicd
by a change in the AVP immunorsactivity pattern. In tissue
from control animals, AVP immunoreactivity presented as a
mixmre of varicose plexunses and individual clusters throughout
the LC (Figares 9C1-C3). However, in tissue from stress
subjects, processed and fmaged vider conditions identical w
control, thars was a noticeable decrease in the irtensity of AVP
immunoreactivity within the LC, with a relative lack of varicose
plexuses (Figures 9C4-C6). Fecause AVP signal presented as
¢ mixture of varicose plexuses and individual clusters, we
pertormed the semi-quartitative analysis using tuorescence
intensity which will incorporate both patterns of signal. Stress
induced a moderate, though statistically significant decrease in
the AVP fluorescence intensity [control: 35 £ 2 arbitrary units
(ALT) versns stress: 27 + 2 AU, p = 004, unpaired Students
i-test, N = 5 animals]. This suggests that stress engages the LC
AVP-receplor system.

DISCUSSION

The cormrent study provides the first demonstration of the
essoclation of AVP-immunopositive axons with dentified
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ncradrenergic and non-noradrenergic nenrors of the LC
These AVP-wonleiving axons showed oaly a sparse associalion
with another neuropeptide afferent system within this brain
region, namely substance P. This suggests that AVP input
1o the LC represents a pathway distinct to the myriad
of nenropaptide systems that modnolate information transfer
to this nucleus. Furthermore, we identify the spacific AVP
receptors within the LC, by lecalizing the Via and V1b
recoptors to the somatodendritic surfaces of these different
LC cell tvpes. The modulation of both receptor subtypes
nduced heterngensity in the excitability of 1O noradrenarpic

neurons, manifesting as either an increase or dacrease in
their spuntaneous FR. Given the strong association belween
LC FR and the levd of NA release. this suggests that this
individual neurchormone is copable of both increasing and
diminishing CN5 MNA levels Finelly, we provide evidence
that expnsing mice tn a foom of sress which penerally
incuces adaptive behavioral and physiological responses, results
in molecular plasticity in the AVP-receptor system. This
potentially identifies AVP as an integral component of the
mclecular machinery utilized in LC-mediated homensiatic
TESPONLes
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Cne of tha most intrigning findings of the dudy iz thet Via-  confirmed that all recorded nenrnns were located within the
b receptor ligands had contrastirg effects cn the spoatanecu: LC and were noradrenergic. There could be a number of
firing actvity of LU neurons. Fost fhoc nearochemical analyses  reasons why, presumakbly, the activation of a single receptor
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type, an a spacfic cell type, induces contrasting effects nn
cellular excitability. Cirstly, contrasting downstream receptor
signaling cascades could be induced in different populations
of LC noradrenergic neurons, following their activation. As
receptors ccupled to G protein (GPCRs), Via and Vib
receptors conventionally couple to the Gg and phospholipase
C (PLC) pathway with the V2 receptor engaging the Gs and
adenylate cyclase ({ss-cAMP) pathway (<oshimiru et al., 2012},
Howaever, individual AVP receptors engaging differing secondary
mwessenger wascades Is nol wnprecedeated. Dndeed, wultiple
mechanisms heve been identified which result in the differential
activation of sccondary messenger pathways by individeal
GPCRs. These include receptors adopting different active and
nactive confarmational states when hoond ta ligands (Kenakin,
2003}, Daviug the abilily w homo- or heterodimerise, keading
t0 variations in their pharmacolozical properties (Park and
Palczewsd, 2005) and the locaticn of receplors within specialized
microdomains of the plasma membrare such as rafis or caveolae
(Cuzzi et al, 7002 Soch versatility in signal transductinn has
been exemplified by the Vib receptar which has been shown
to activate either the IP or cAMP pathways (Jard et al., 1986
Thibonnier et al., 1997. Sabatier ot al, 1998). Furthermare, the
V1b receptor is capable of simultaneously activating both the
Gq/11-irositol phosphate ([F) and Gs-cAMP pathways (Orcel
et al, 2009). We are unable to distingnish from our data which
of the above variables could contribute 1o the diferences in the
affects of desmopressin on the recorded neurons. A fundamental
guestion is whelier the direclionality of the AVP response
depends on the activity or metabolic state of the neuron, or it
15 a central feature of specific sub populatiors of LT neurons, If
the former, this could identify a rcle for AVP driving LC activity
toward basal levals following warinus triggers which elevate
excitability, such as stress (discussed below), or those which
decrzase LC activity, such the release ot opioids, thus in keeping
with its universal role of a homeostatic regulator. If the latier
applies, this could be a mechanism for magnifying the diversity
of 1.0 noradrenergic nenran seh-popnlations Tndead, tha 1.0 has
been shown to be composed of genetically diverse noradrenergic
nenrons which are considered to represent different cell types
‘Robertsor et al, 2013; Plummer ot al. 2017). Foture high
resolution molecular, physiological and behavioral correlative
studies are required to address these questions. Irrespective, and
ziven the correlation between LC Tl end NA release, these data
identify the AVP-V |a-b receptor system as possibly being capable
of both enhancing or diminishing NA release within the brain.
Precisely how AVP receptors change the spontaneous FR of
LC neurons is unclear. This could be an indirect resporse to the
moadulation of local neurotransmitters, given the close association
of these receptors with GABA and glutamate synaptic molecular
machinery demaonstrated in this sady, and mnctonal evidence
in other brain regions (Raggenbass, 2008 Rood aad Deck, 2014).
Although we recorded from only noradreaergic neurons ol the
LC, our immunohistochemical cata confirm the presence of V1b
receptors in non-neradrenergic LC nearons. These neurons bear
tha nenrnchemical hallmarks of inhibitory internenrons (Aston-
lones et el., 2004; Corteen =t al, 2011). If so, applied desmopressin
could induce the release of their neurotransmitter content

lacally, therehy impacting on the excitahility of the recorded
noradrenerzic neuron. [aired reccrdings between identfied
interneuaron-principal cell pairs would be essential to understand
thiz dynamuc of the AVP-LC system.

However, based on the changes in membrane properties
incuced by desmopressin, AVP could also directly alter LC
nenronal excitability. In addition to changes in sportaneous
action potential frequency, desmopressin also altered the
membrane time constant for the AHP thos impacting on the
Lme leken for the veuron worepolarise amd s be capable
of initiating the next action potential. This effect on the LC
inter spilie interval by cther neurohormones such as CRH,
has been shown to be modulated by potassium conductances
(Tedema and Grace. HW4). Furthermare, CRH, in diferent call
lypes, has been shown W engage different secondary messengzr
pathways (Grammetopoulos 2t al, 2001), resulting in either
the actvation or inhibition of specific ion channels {Aldenhoff
et al, 1983; Rainnie et al., 1992; Yu and Shinnick-Gallagher,
1998). Finally, desmopressin alsn significantly altered the action
potential amplitude, but only in those cells which exhibited
a decreased FE. It is therefore reasonable to speculate that
AVP directly alters LC activity via the downstream modulation
of ien channels associated with spcnianeous FR. However,
desmopressin did not alter the input resistance of the entire cell,
thus arguing against any potentiel impact on membrane channel
gating. Fature studies investdgating LC neuronal excitability in
AVP recepror subtype-specific knock out mice will hopefully
voulirm Uk receplor subilype sigoaling cascaded in individual TC
neurons.

A novel discovery was the changes in the patterns of
AVF and Vib receptor immunoreactivity following exposure
tn acute stress Tmporiantly, Via receptor immunorsactivity
remained uncharged. An indicator of metabotropic receptor
activation is receptor interralization from plasma membranes
and incorporation within cytoplasmic compartments. Thus,
the dramatic stress-induced internalization of V1b localization
anggests angagement nf stress signals with this receptor system
and a potential pathway mediating the LC stress response. Future
tunctionzl and behavioral studies are essential to identity the
underlying mechanisms We deliborataly chose an acute stress
protocol that is likelv to engage adaptive or homeostatic pathways
throughout the body including the LC. This has been widely
demonstrated with the acute exposure to restrant stress nsed
in this study (Buyniisky and Mostofsky, 2009]. LC neurons
are exquisitely sensitve 1o both emaotional and physiological
stressors, responding with an increased FR (Valentino and Van
Bockstaele, 2008). The princdpal mediator of this stress-induced
LC excitability is CRH, originating from a variety of brain
centers (Valentino et al., 1992). Although AVP release from the
hypothalamns enincides with that of CRH and the stress responsze
(Kormos and Gaszner, 2012}, its involvement in the LC stress
pathways has yet to be documented. However, this would not
be surprizsing, givan the overlap of the LC, and AV?2 in genaral,
in mediating adaptive or homeosiatic responses 1o various
psycholngical and physinlogical challenges (Valeating and Van
Bockstaele, 2008; Koshimizu et al., 2012). If so, this could signal
a novel partmership with CEH in regulating LC acivity during
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times of stress. Precisely how these systame might cooperate is
anclear. An imporiant distinction would be their contribution
to resting LC FR. CEH antagonists do not alter resting LC ZR
thns indicating that this aspect of LC physiology is not mediated
by the CRH system. In contrast, this study demonstrated that
zelective Via-h recepior antagonists, on their own, significantly
altered basal LC FR, indicating that endcgenous AVP sets the
tone of LC activity. Another difference would be the ability ot
tha AVP-V1a-b receptor system tc bi-directionally modulata LC
activity. This distinguishes AVP-V1a-b system not only from the
RH hut other nenropeptide systems that inflnence 1.0 activity
by either selectively increasing or decreasing activity, but never
bath (Ainik, 2016, 1t would be intripuing to explore whether
AVP would increase, or decrease, the activity of LC neurons,
n a behavioral or physiclogical state-dependent manner. CEH
1s called upon during the stress response to elevate LC activity
and enhance NA release. 1lowever central to an sdaptive or
healthy stress system is the sppropriate cessation of the stress
response once the organism has effectively contended with
the challenge. If AVP did work in tandem with CRH in this
process, it could provide a counter measure by reversing any
increase ir LC activity, thereby ensuring effectve resetiing of
basal LC acovity. This could provide unique oppormunities for
Via-h receptor ligands in psychiztric disorders associated with
an impaired stress response and LC dysregulation, sach as
anxiety and depression (ltor and Sugimoto, 2010). Indeed, 1n
humans, the dysregulation of brain and CSF AVP lavel: are
associzted with a number of amcety disorders (Weumann and
Landgraf, 2012). Furthermore, the pharmacological blockade
of either the Vla or V1b receptors showed amcolytic and
antidepressant actions [Koshimuza et al, 201%; Caldwell et al.,
1017). The artions of these roceptors on such emotional states
liave been altiboted w changes in e lundions of a oge
of brain regions such as the hypothalamus, the bed nuclens of
the stria terminallis and emygdale, with the LC largely ignored.
The current data suggest that the LC shculd be considered as
a sile of action for such agents in aliering snch peychiatric
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Conorfamides {CNFs) are toxins initially characterized from the venom duct of the venomous marine
siail Ciergnes speries Moo L Gull of Mestioo; at Chetr Coten i, these tonins ere anidaizd and have high
sequence simularity with the molluskan cardinexctatony etrapeptide Phe-mMet-Arg-Fhe-MH; (FMKFa-
mide or FMRFa) ard other FMEFa-related peptides (FaRPs| found in the five molluskzn clzsses, and in
other invertebrate and verebrate phyla. These peptides were the first FaRPs found to be present in any
vznam, znd they zre biolegically active in mice, limpets, and/or freshweter snails, However the ma-
3 - lecular targats of the known CMFs (CNF-5r1 and CNF-Sr2 from C spunius. and CNF-Viel from C. victariae)
Ky words: p : . s

Gt sosntiss remain nnidentified Very recently, three FakPs from © tevfile have ae=n fiomd o patenciare the cirments
Pl fem of acd-censing ion dhannels. In this work, we characterizad a novel conodamide, MF-S03
(ATSCPMCWIPVEYRF-MH;), comprised of 15 amino acid residues, and with a specific blocking activity
for the Shaker subtype of the voltage-gated potassiom channels, wathout significant effect on the Shab,
Snaw, shal and Eaqg channels. This pepdde 1s the third type of disulidz-free conotoxins that has been
dismovared to target K ' channels,

Covsui Farrnide

oy cleameel ok
Prtass ium chanme s
Shoker

© 2017 Published by Elsevier Ltd

1. Introduction conophans, contulakins, and conorfamides, among others, and

thaose that contain multiple disulfide bonds, which represents the

It has bern more than 40 years since the first biochemical
characterization of a pepride toxin &nlated from rhe venom of the
marinz snails belonging to the genus Conus (Cruz et al. 1972), Since
then, a plethora of these toxins (better known as conotoxins ) has
been systematically classified into two broad types of calegories
based on the molzcular target they bind to { pharmacological fam-
ilies) anid the similarity nf the signal sequence of their precorsors
{gene superfamilies) (Cruz et al, 1978; Terlau and Olivera, 2004;
Robinson and Norton, 2014), Alse, conotoxins can be simply clas-
sified info those that are dsulfide-poor peptdes, which include

* Corressonding auther
*r Corressonding auther,
E-mail addresees: frovlsagliahoocom (R Comer-Lagunas }, vers@cmar wn am,
o (E Lodper-Vera)

hitp:fdedoiarg 101016 Ltaxicon. 201707024
001 D107 /& 2077 Puslished by Elssviar Lid

majority of the venom peptides (Akondi et al, 2014; Lebbe and
Tygar, NG Independently of these clascificarions, conntoxing
have become highly valuable molecular probes to distinguish
different subtypes of G-protein-coupled receptors as well as ligand-
and voltage-gated jon channels, Une of them (w-conctaxin MYIA )
has been approved for the treatment of chronic pain (Bingham
er al 2010°, while few nther ronntoxing have meacrhed human
clinical trials for the treatment of neuropathic pain and other dis
orders (Olivera and Teicher, 2007, lewis @ al, 2012; Veller and
Lewis, AU12]),

Each Conus species (approximately 700) presumablv expresses
in its venom system more than 100 distinct conotoxing, with no
molecular overlap between them [Rackel et al, 1995; Puillandre
el al, 2013 ) thus, the probability of finding new conulozins spe-
cific for a particular ion channel or receptor in any Ziven non-
studied or understudied species is high.
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Thus far, K™ channel-blocking conotoxins belong to the A- (<A-
conotoxing), - (k-2-conotoxins), [- [k #-J-conotoxing), M- (kM-
conotoxins and conopeptides Y), O1- (k-conotoxins), and 02-
(conrryphans) gene superfamilies, and o the conkunitzin class.
Except for conopeptides Y and peptide Mo1659, which are Cys-free
peptides the other K™ channel blocker conotaxins contain 1-4 di-
sulfide bonds,

Here, we report on the purification and biochemical character-
1zation of a noval Lys-free conopeptide, conorfamide-5rd that
blocks Shaker K™ channels, but not Shab, Shaw, Shal, and Eog
rhannals,

2. Experimental procedures
2.1, Snuil wiledtion

Live marine snails Conus spurnus were collected off the Culf of
Maéxico and immediately bept at —207C until used. Dissection of
the venom duds was carried out on a cold block, and the ducts
werz placed In microcentrifuge ubes and stored at —-70 “C untll
peptide exraction.

2.2, Venom duct extract

The venom duct sxtract wasobtainzd by homogenization of the
ducts in 40% aguesus acetonitrile conlaining 2% LriflluoroaceLic acid.

2.3, Purficanon of CNF-5r3

HPIC was perinmmad on an Agilent Technologies 1200 Infinity
series (G1311C Quaternary Pump, S1365D Multilength Detector,
5067-4141 Manual Injector; Hewletti-Fadkard, Waldbronn, Ger-
many . [he venom exiract was fracoonatad with a vvdac [ Hespena,
CA ) C18 analytical reversed-phase column (218TP54, 5 pm particle
size AR « 750 mm) equipped with a Vydae C18 guard colimnn
(218CK54, 5 um particle size, 4.6 = 10 mm ). Peptides werz eluted
with alinear gradient of 3—100% solution B over 95 min ata flow of
1 mi/min, where solution A 1500 (v/v) aqueous fnfluoroacatic acid
and solution B &5 0.09% [v/v) rifluorcacetic acid in 90% (vjv)
aremrnitrile. The same calimn was employed to repurify the
component of the venom eluting at -49 min, using alinear gradient
of 35—55% of solution B over G0 min after an isocratic step at 35%
sclution B for 5 min,ata flowrate of 1 mljmin; afinal purficaton of
the most abundant component from the previous step was per-
formed wirh a gradient of 25—50% of salurion R aver 75 afrer an
isocratic step al 25% solution B for 5 min, at a flow rate of 1 ml/min.

2.4. Amino acic sequence

An aliquot of the purified component was adsorbed onto a
polybrene-treated (Biobrene Plus: Applied Biosystems. Foster City.
CA) glass fiber filter, and the amino acid sequence was datermined
by automated Cdman degradation using a Prodse 491 Profein
Sequencing System (Applied Biosystems) with the Puked-liguid
me

2.5. Mass spectrometry analvsis

Matrix-assisted laser desorption ionization (MALDI) mass
spectra were obmined, In the reflector mode, using a Vayager
System 4271 (Appliad Biosystems) at the University of Utah Mass
Spectrometry Corz Facility.

26. Peptide synthesis by Fnoc chemistry

CNF-5r3 was synthesized using an Apex 396 automated peptide
synehesizer (AAPPTec; Lowlsville, KY) applying standard solid-phase
Fnoc { 9-flusrendme thyloxy-carbomd | protocols, Peptide was con-
structed on preloaded Fmoc-Phe-RinkAmide MBAH resin (substite-
ton: 028 mmol/g) (Peptides International, Louiville, KY). All
standard amino adds were purchased firom AAPFTec. Side-chain
protecton for the amino ackds was as follows: Itp, fert-
butylaxvcarbonyl (Boc); Ser, The and Tyr, teri-buty ether (tBu) and
Arg 224 87-pentamethyl-dibydmbenzofiran-5-sulfonyl  (Phf)
Tenfold excess of amino acids was used and the coupling activation
was achieved with one eguivalent of 0.4 M benzotriazcl-1-yl-oxy-
mpyrrolidinephosphonium  hexafAuorophosphate {PyBOP) and two
equivalents of 2 M NN-diisopropylethy| amine (DIPEA ) in N-methyl-2
pyrrolichne [(NMP) as the solvent. Fach roopling reaction was ron-
ducted for&0 min Fmoc deprotection was camried out for 20 min with
20% piperidine in dimethy Formamide [DMVF).

27. Peptide cleavage and purificaticn

The peptide was deaved from 35 mg resin by a 3-h geatment
with 1 mL of Reagent K (TFA/water/phenolfthivanisole 1,2-
ethanedithiol H25/5)5/5/25 by volume]l The cleavage mixture
was filtered and precipitated with 10 mlL of cold methyl-tert- butyl
ether (MTRE). The srade peptide was then precipitated hy reatri-
fugation at 7000g for 6 min and washed once with 10 ml cold
MTBE. The crude peptide was purifisd by reversed-phase ( RP) EPLC
LSINg & Preparacive L18 vydac column (Z151PS10, 250 « 10 mm, 5-
pm particle siz2) eluted with a linear gradient ranging from 25% to
55% galvent B in 30 min ar a flowe rate 4 milfmin, The HPIC solvants
were 01% (wiv) TEA in water (solvent A) and 01% TFEA (viv) in90%
aquecus acetonitrile (vfv) | solvent B). The =luent was monitored by
measuring absorbance at 220 and 280 nm. Purity of the peptide
was assessed by analydcal C18 Vydac RP-HPLC (218TP34,
250 » 4R mm. S-jim particle size) nsing a linear gradient ranging
from 25% to 55% of sclvent B in 30 min with a flow rate 1 ml/min,
The peplide was guantified by UV absorbance al 280 nm, using 4n
extinction coefficient (£) value of GY40 /M cm.,

28 el rulmire

309 cells grown in Grace's medinm (Giboo; Waltham MA) were
infected, with a multiplicity of infection of ~1U, with 3 baculovrus
containing Shab (dShab 11) or Shaker (Shaker-B ) K -channel cDMNA,
& reported (Comez-Lagunas, 1997, 2007 ),

Human embryonic kidney 293 cells (HEK 293) were grown in
DMEM/F12 media (Gibco) supplemented with 10% FBS, penicillin G
{100 units/ml) and streptomydn (0.1 mg/ml). The cells were tran-
siently transfected. The cDNA coding for the Shal and Show chan-
nel: were subcloned into pIRES-hrCPF-1a vector {Stratagene; San
Diego, CA] (Sandoval etal, 2004; Gandini et al., 2014).

Stably transfected HEK293 cells constilutively expressing Lhe
Eag channel (Kv10.1) were k2pt in culture at 37 =C, in a humidified
atmosphere of 95% air and 5% CO-. in DMEM/F12 media supple-
manted with 10% FBS and zeocin (300 pg/ml).

Cxperiments were conducted 48 h after infzction of the cells.

29, Electrophysiological recordings

Macroscopic currents were recorded under whole-cell patch-
cdamp with an Axcpatch 1D amplifier [Axon Instruments; Unicn
dry, CA). Currents were Aitered on line with the filcer of the
amplifier and sampled with a Digidata 1322A interface (Axon In-
struments; Silicon Valley, CA) at frequencies fulfilling the Nyvguist
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criteria. Flecteodes were made of homsilicate glass (KIMAX 51)
having resistances in the range of 1-1.5 MLQ. 30% serizs-resistance
compensation was alwavs applied. Experiments were carried out
ar mom remperatire, as reported

2901 ESolurions

The internal solution contained {in mM ) 90 KE 30 KCL 10 EGTA-
K, 10 Hepes-K, pH 7.2. The external solution contained /in mM): 5
KICL, 10 CaCly, 145 MaCl 10 Hepes-Na, pH 7.1, Conorfamide-Sr3 was
dissolved in external solution. External solution was applied at a
flow rate of =8 mL'min with a gravitv-driven perfusion syst2m.

292 Dato analysis

Unless otherwize specified, measurements are reported ac the
miean + SEM of al least 4 inde pendent experiments. Kd = laction of
channzls blocked (fb) as a function of [CNF-5r3 ], at 0V fh =1 - (|
CMF-Sr3/IC), where I CNF-5r3 is the currant in the presence of [CMF-
5r3] in log nb. IC is the control 1K, measured from al lkeast 4
SXPErimanis,

3. Results
3.1. Purificarion of native CNF-5r3
Conorfamide Sr3 was purified as the major peak in the HPLC

profile of e exwract of five venom ducts from C spurius [FiZ. 1A
Two more steps of HPLC purification were required to purify it to

Table 1

Prirmary stoucture of conotfamide-5c3 and companson with conofamde-Srl
snd mnnifamideVel The pneclerter ooede o mmplogsd Ine thee staneard
aming aoes: ®, arvdated C-termines; _ sussttution of L foe Vin CHEF-5e3 wity
respect o CHE-5rl.

—- PM WA P_VFYR
ATEC-PMOW L- P-VFYRF
HECFLLAWE CPRM 2PV RE

Comavefam ide-Sr1
Conotfamide-5c2
Conotfamide Vel

tomogeneity (Fig. 1B and C).

32 Determinotion of seguence wnd muss

The sequence of the purified peak was determined to be
ATSGPMGWILPYVFYRF by Edman degradation. The calculated mon-
oisotopic mass is 1727.83 Da, which differs from the experimental
monoisotopic mass, 1726.77 Da (mjz signal of 1727.78),obtained by
MALDI-TOF by +1.06 Da. This difference indicates that Lhis peptide
has an amidated C-terminus (calculated monoisotopic mass,
172685 Da). The name CNF-5r3 was given to the purfied peptide
snce il presents 73.3% of dmilarity with C9F-5r1 from the same
species (Maillo et al.. 2002 }(Table 1).

33 Chemical synthesis of OVF-5r3

CWNF-5r3 was chemically synchesized using the standard sclid-
phase Fmoc protocol. Qut of 35 mg of the cleaved resin 26 mg of

A — 1 CNF-$r3 ff foae
~ s |
ral 80
1200 L m
- c
= A 61 .2
i S
e 5
41 U
~ o
- 5=
400 ,/ / &
i%s
|
Ul] 20 40 a0 fiu] 0
B Time (min) C
160 CNF-Sr3 i o -
- -
-~ //'
1200 o m 300 CMF-Sr3 o
/‘f’ E f'/ = E
- = »3  § T |#3
L 5 & < 200 e &
L b =
am| [_7./_’;/ N
a 15 an 45 60 ] —an 50 80
Time {min) Time {min)

Fig. 1 Purification of conorfamide-5e3 by HALC. A} Fradicnaticn of the crude venon ectract by 2n analytical BP C18 colamn asing a dnear gradient of 5-100% soutor B over
95 min, at 2 Oow rateof 1 mlmin, Sractonindicated n (A} as CNF-Sr2 was resusified udng a gradien: of 35 55% of soluten B over G0 min after ar soeratic step at 353% soutor B
for 5 mia ot a Now rae of 1 ml/min. C) Peae indicaled in (B) was repurified to the final produd; thegradent ueed wasol 25 508 of schution B over 75 min after aniscoratic step at

25% wlution 3 for 5 min, &t & Aow rate of 1 mljmn.
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the desired product was preparad with 9% purity. 1he mass of the
peptide was confirmed by MALDI MS (cakulated monoisotopic
MET!: 1727.87, determined monoisotopic MH™': 1727.70) at the
Salk Institute for Biological Studies. The mass of the synthetic CHF-
Sr3 (1726.78) was confirmad to be identical to that of the native
OMF-5r3 (1726.77 Da).

J4. Hdentification of a molecular target of CNF-5r3

Considering that CNF-Si1 elicits hyperactivity in mouse ( Maillo
et al.,2002), a behaviorconsistentwith the possibleinhibition of KT
channels (Papazian et al, 1988, Garetzky etal, 1999), we dexided
o examine the effect of CIVF-513 on the complete shaker family of
wltage-dependent K™ channels (Wei et al, 1996).

Fig. 2 presenis repracentative KT currents recorded before (laft
races of each panel, filled circles ) and upon the additon of CNF-5r3
|5 pM | {right traces of each panel, emptycircles) o the extracelluar
solutinn as indicated (see Methndz), Note that [NF-5r3 nnfahly
affects the activity of Shaker (Fig. 2A) but, in contrast, it does not
significantly affect Shab (Fig. 2B), Shaw (Fiz. 2C), and Skal (Fig. 2D)
channels. Additionally, we also found that CNF-Sr3 up to 10 pM
concenfration does not affect the distant hfag K™ channel {Fig JE)

CHF-513 inhibition of Shakeris characterized in Mg 2. nhibition
15 fully reversible as illustrated by the currents in Fiz. 3A and the
corresponding IV curve in Fiz. 3B, Fraction inhibition is basically
the same at all potentials, similar to the inhibition exerted by
scorpion toacins (Fig 3C) The fit of the fraction inhibited as a
function of CNF-5r3 concentration © a Hill equation yielded a
n = 0.9 that indicates that CNF-5r3 inhibits the channel with one-
to-onc soichiometry and with a Kd = 2.7 1 035 M
(mean = SEM; n =4 (Fig. 3D). Despile a relatively low alfinity, our
observations demonstrate that CNF-5r3 block of Shaker i quite

A Shaker

C  Shaw i
s A T e ]
E an . i
20 ms
24

specific within the Kv family of K channel proteins.

4. Discussion

In this work, we diaracierized a new member of the wn-
arfamide family trom the venom of the vermivorous C spurius,
from rhe Solf of Mexien. Rased on the aminn acid similariny with
the two cono rfamides characterized from the venom of this spedes
(Maillo et al, 2002; Agullar et al,, 2008), we decided © name it
conorfamide-5r3 {ONF-513 | The sequence identity of CNF-Sr3 with
CNF-Sr2 is 31%, but CMF-5r3 has 73 3% sequence identity with CNF-
5r1; they sharz the same amino acid saquence with the addition of
threeamino acid residues at the amino-i2rminus and Leu instead of
Val at position 8 in CONF-5r3 (Table 1)

The members of the FMRFamide-related peptides family
participale in a variety of physivlogical processes in molluskans,
including badc life functions. reproduction and development,
amang nthers (lhpez-Vera er al, 2008). All rhe conarfamides re-
ported so far have biological activity in mice ONF Sr1 and CMF-Sr2
from C spurfus elidt hyperacivity when Injected Intracranially
(Maillo et al., 2002; Aguilar et al., 2008 ). In contrast, ONF-Vc1 from
Corus victoriae completely incapacitates the animals for any
movement (except for l2g and head twitches) after intracranial
imjection of 2.5—20 nmol, however, atthe lowestdose, this pepode
also causes hyperactivity (Robinson et al, 2015), RPRFa from
C rexstile coinjected with pH 6.5 caline selution in the mouse
gastrocnemius muscle induces mechanical hyperalgesia (Feimears
et al., 2017),

Mo mclecular farget for any conorfamide had been identified
until recently, For CMF-Sr1 HT gated ENaC channelswerz suggested
as possible angets (Maille et al, 2002), whenas G-prowin-wupled
receptors, FMRFamide-activated channels, aor acid-sensing ion

B Shab
' . ims (-\'I
e _|1 [ S
— ==
e I
D Shal

. 10ms {:3

IDEI‘IA

Fig. 2 Block of potassium chenrels by CRF-Sc3. (A) Sheker carens, _ef: traces, control K (@ . Rght traces, [K rewmrded after acding an extersal solution containing 5 M CHF-5c3
{711 (B) Shab curvents. Left traces, cortrel 1K, Rigat traces, K recosded with 5wl CNF-5:3. {C' Skaw currents. (D) 5hal curqerts. ( E) Egg cumrents. Symbols for B, C D, and E asin A
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channels ware propesed for ONF-5r2 (Aguilar et al,, 2008), CNF-Vel
causes an increase in cylosolic caldum in a specific subsel (lange-
diametar| of DKL nedrons and in non-neuaronal cells (presumably
glia), wher=as CNF-S11 has no apparent activity on these czlls
{Rebinson et 2l.,2015), but no molecular target of CNF-Vc1 could ba
defined. The diference between CNFVEl and CNF-5r1 suggests
that they affect different targets; this is not unexpected du2 to the
lwe sequience idenfity between (NF-Viel and TNF-Sr1 (33 3% the
same could be suggested for ONF-Sr3, given its also low sequence
identicy with CNF-VC1 (37.8%). However, EPRFa has been shown
potentiate the currents of the rat acid-sensing ion channe! ASIC3,
although with moderate affinity (ECsp — 43 = 0.44 pM) (Reimers
et al., 2017, This finding is the first direct evid=nce of a molecu-
lar farget for any conorfamide,

In this work, we have shown that CNF-513 blocks the Shaker
woltaze-dependant KT channel, but it does net blod: the Skak,
Shaw, 5hal and hEeg channzls, Thus, our reselts provide the second
direa evidenee of a molacular target for a conorfamida, Given the
rather moderate affinity of ONF-Sr3 for the Shaker channel, we can
not rule out the possibility that this toxin affects other target type

with higher affinity.

Thus [ar, the Cormes venom peptides nopressirs and con-
mlakins, homologous to the neuropeptides vasopressin/axyrocin
and neurotensin, respectively, have been shown to be azonists of
the respective receptors of these endogenous peptides, CMF-5r3 is
the first honmobgue of endogenous peplides, the FMRFa-related
peptides, that has an antagonistic effect over a possible molecular
target distiner of the known recepiors of these nenmpeptides (G-
pretein coupled receptors, AVIRFa gated MNa™ channels, and acid
sensing lon channels) (Robinson et al, 2015; Relmers et al, 2017}

A key role of CMF-V:1 in the envenomation strategy of
C victorioe has been proposed based on its high expression level its
presence in the injected venom, and its strong bicactivity
(Kobinson €t al., 2013). Although UINEF-513 has a relatively moderatz
affinity for the Shoker channel (Kd = 2.7 + 035 pM), it 5 one of the
mast abundant components of the venom duct extract of C spuriue
and thus it might have an important role in prey capture, defensz
andfor competition.

Conus venom peptides targeting distina types of K™ channels
{i-conotoxins, in general) have been found to be Cys containing
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peptides(1—4 disulfide bonds }{Lewis 2t al,, 2012), except tor thre2
peptides from vermivorous species from the Indo-Pacific. Thesz
exceptions are peptide Mo1569 from C menile (Sudarslal et al,
2004) and two Tyrrich peptides {conopeptides ¥, ("Y-Tel and
CPY-PIL ) from C ferrugineus and C planorbis (Imperial ecal, 2008).
Peptide Mo1569 blocks non-imnactivating K™ channzls in rat CRG
neurons (Sudarslal =t al. 2004), whereas conopeptides Y prefer-
entially block the humanKv16 subtype ( but also, toa lesserdegree,
the Kv1.2 subtype). Now, we have discovered a third type of Cys-
free conopeprides that block K™ channels, from a vermivarous
species of the Western Atlantic (Gulf of Mexico). Although tha
specific non-inadivatng subtypes blodked by Mo1659 in rat CRG
neurons were not identified { possibly, Kvl.1, Kv1.2, and Kv72 K73
{Moldovan et al, 2013)). Itis interesting that the subtypes affected
by conopepddes ¥ (Kv 1.6 and Kv1.2) ar2 homologs of the Shaker
channel specifically blodked by CNF-S13.

The O-conotoxin k-PYIA (Terlau et al.. 1996) and the kA-con-
ooxinSIVA (Craig et al, 1998} have been cshown to block the Shaker
K~ channel, but no vertebrate homologs blocked by these soe-Cys-
coniaining wxins have been identified; k-PVIA did not block tha
rat Kvl.1 and Kv14 subtvp=s at 1 pM.

Therefore, given the specificity of CNF-5r2 for the Shaker chan-
nel and its easy synthesis, this toxin could be a useful molecular
tool to elucidate the role of its homolog chanmels in the mammalian
NErvous sysem. Experiments are in progress o assess the action of
CNEF-5r3 over the distinct human Kv1 subtypes
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