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RESUMO

Alhadas, Everton dos Santos e. Modulac&o excitatoria das células principais do ntcleo
medial do corpo trapezoide por receptores metabotropicos glutamatérgicos do Grupo
I. Tese (Doutorado em Fisiologia) — Instituto de Ciéncias Biologicas — Departamento
de Fisiologia e Biofisica — Belo Horizonte, Universidade Federal de Minas Gerais -
20109.

Receptores metabotropicos para glutamato (mGIuR) sdo receptores acoplados a
proteina G amplamente distribuidos no sistema nervoso central. Em trabalho anterior,
utilizando registros intracelulares, mostrei que a ativacdo de receptores mGIluR do
Grupo | altera, de forma rapida e reversivel, a excitabilidade de neurénios do nucleo
medial do corpo trapezoide (MNTB). Especificamente, o tratamento com o agonista
seletivo, S-3,5 dihidroxyfenylglycerol (DHPG, 100 uM), despolariza os neurdnios,
aumenta a resisténcia de membrana, reduz a reobase e aumenta o numero de
potencias de agcdo por uma dada intensidade de corrente injetada. No presente
trabalho, procuramos avaliar os mecanismos responsaveis por esses efeitos e as
consequéncias funcionais para o desempenho da sinapse. Para tal, realizamos
registros de potencial de membrana e da corrente de membrana utilizando a técnica
de patch clamp na modalidade whole cell. Assim como foi observado utilizando
registros intracelulares, utilizando a técnica de whole-cell o DHPG (10-100 pM)
despolarizou os neurénios do MNTB, por 7.2+1 mV (N=10). Sob voltage clamp (Vm =
-60 mV), DHPG gerou uma corrente de entrada de -70 £ 8 pA (N=10), e a0 mesmo
tempo aumentou a resisténcia da membrana. A corrente gerada pelo DHPG foi
significativamente reduzida quando medida na presenca de MPEP, um antagonista
da isoforma mGlus. Porém, cerca de 60% da corrente gerada pela DHPG foi insensivel
ao MPEP, sugerindo a patrticipacdo do receptor mGlui. O pré-tratamento conjunto com
MPEP e LY367685 (antagonista mGlui) aboliu o efeito de DHPG (N=4), demonstrando
acao clara do agonista, DHPG, agindo sobre receptores mGIuR-I em neurdnios do
MNTB. O uso de outros antagonistas seletivos permitiu descartar a participacéo de
receptores iGluRs (NMDA, AMPA e Cainato) e canais NaV no efeito promovido pela
ativacado dos receptores metabotropicos do Grupo I. Para melhor explorar a natureza
da corrente gerada pelo DHPG, aplicamos protocolos de voltage clamp em formato
de rampas que se estendiam de -120 mV a -30 mV e permitiam medir a relacéo
corrente-voltagem (I-V) nesse faixa de potencial. Pela subtragéo digital das curvas
medidas na presenca de DHPG e das curvas medidas em controle, a dependéncia de
voltagem da corrente ativada por DHPG foi calculada. Tal analise revelou uma
corrente negativa, que tende para zero em potenciais perto do potencial de equilibrio
de K*. Juntos, esses dados sugerem que a corrente gerada pelo DHPG, que se
manifesta como uma corrente de entrada, na realidade se da pela inibicdo de uma
corrente de saida por um canal para K*. O presente estudo indica, ainda, que a injecéo
de corrente positiva mimetiza o efeito da aplicagédo de DHPG levando a concluséo de
que o principal efeito da ativagdo dos receptores mGIuR-I nos potenciais de agéo €



mediado pela despolarizacdo da membrana. Para avaliarmos as consequéncias
funcionais da ativacéo de receptores mGIuR-I, estimulamos a fibra aferente que forma
a sinapse glutamatérgica célice de Held e medimos os EPSPs e APs gerados no
neurénio do MNTB. Quando estimulado na taxa de 100 Hz (duracdo do estimulo 1 s),
houve depressdo do tamanho do EPSP e falhas pés-sinapticas (i.e., a geracdo de
EPSPs cujas amplitudes foram insuficientes para gerar um PA). A andlise dos
resultados revelou uma nitida reducdo das falhas pés-sinapticas na presenca de
DHPG quando comparado com a condi¢do controle, medida na mesma célula. Essa
diferenca néo foi por alteracdes na plasticidade sinaptica porque nem a facilitagcdo nem
a depressao foram significantemente alteradas. Os achados sugerem que a ativacéo
dos mGIuR do Grupo | aumenta a probabilidade de EPSPs de mesma amplitude
desencadearem potenciais de acdo. Concluimos que as altera¢des na excitabilidade
intrinseca, ocasionada pela ativacao de receptores mGIluR-I, resultam em importantes
consequéncias para a robustez da neurotransmissao em alta frequéncia no MNTB,
que é uma caracteristica dessa sinapse.

Palavras-chave: MNTB, Whole-cell Patch clamp, Receptor Metabotropico
Glutamatérgico, DHPG, ImGIuR-I, Potencial de acao.



ABSTRACT

Alhadas, Everton dos Santos e. Excitatory modulation of the main cells in the medial
nucleus of the trapezoidal body through Group | glutamatergic metabotropic receptors.
Thesis (PhD in Physiology) - Institute of Biological Sciences - Department of
Physiology and Biophysics - Belo Horizonte, Federal University of Minas Gerais - 2019.

Metabotropic glutamate receptors (mGIuR) are G protein-coupled receptors widely
distributed in the central nervous system. In previous work, using intracellular registers,
| showed that the activation of mGIuR receptors rapidly and reversibly alters the
excitability of neurons in the medial nucleus of the trapezoid body (MNTB). Specifically,
treatment with the selective agonist, DHPG (100 pM), depolarizes the neurons,
increases membrane resistance, reduces reobase, and increases the number of action
potentials by a given intensity of injected current. In the present work, we try to evaluate
the mechanisms responsible for these effects and the functional consequences for the
synapse performance. For this, we performed membrane and membrane current
potential records using the patch clamp technique in the whole cell mode. As observed
using intracellular registries, using the whole-cell technique DHPG (10-100 uM)
depolarized the MNTB neurons by 7.2 + 1 mV (N = 10). Under voltage clamp (Vm = -
60 mV), DHPG generated an input current of -70 £ 8 pA (N = 10), and at the same time
increased membrane resistance. The current generated by DHPG was significantly
reduced when measured in the presence of MPEP. However, about 60% of the current
generated by DHPG was insensitive to MPEP (mGlu5), suggesting the participation of
the mGlui receptor. Pre-treatment with MPEP and LY367685 (mGlul) abolished the
effect of DHPG (N=4), demonstrating clear agonist action, DHPG, acting on mGIuR-|
receptors on MNTB neurons. The use of antagonists allowed to discard the
participation of iGIuRs receptors (NMDA, AMPA and Kainate) and NaV channels in the
effect promoted by the activation of Group | metabotropic receptors. To better explore
the nature of the current generated by DHPG, we applied voltage clamp protocols in
the form of ramps that extended from -120 mV to -30 mV and allowed to measure the
current-voltage (IV) relation in this potential range. By the digital subtraction of the
curves measured in the presence of DHPG and the curves measured in control, the
voltage dependence of the DHPG activated current was calculated. Such analysis
revealed a negative current, which tends to zero at potentials near the equilibrium
potential of K*. Together, these data suggest that the current generated by DHPG,
which manifests itself as an input current, actually occurs by inhibiting an output current
through a channel for K*. The present study also indicates that positive current injection
mimics the effect of DHPG application leading to the conclusion that the main effect of
the activation of mGIuR-I receptors on action potentials is mediated by membrane
depolarization. To evaluate the functional consequences of the activation of mGIluR-I
receptor, we stimulated the afferent fiber forming the glutamatergic synapse Calyx of
Held and measured the EPSPs and APs generated in the MNTB neuron. When



stimulated at the rate of 100 Hz (duration of the stimulus 1 s), there was depression of
the EPSP size and post-synaptic failures (i.e., generation of EPSPs whose amplitudes
were insufficient to generate a PA). Analysis of the results revealed a clear reduction
of postsynaptic failures in the presence of DHPG when compared to the control
condition, measured in the same cell. This difference was not due to changes in
synaptic plasticity because neither facilitation nor depression were significantly altered.
The findings suggest that the activation of Group | mGIuR increases the chance of
EPSPs of the same amplitude triggering post-synaptic action potentials. We conclude
that the changes in intrinsic excitability caused by the activation of mGIuR-I receptors
result in important consequences for the robustness of high-frequency
neurotransmission, which is a characteristic of this synapse.

Keywords: MNTB, Whole-cell Patch clamp, Metabotropic glutamate receptors, DHPG,
ImGIuR-I, Action potential.
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1. INTRODUCAO

1.1.Consideracdes gerais

Os receptores glutamatérgicos metabotrépicos, ou mGIuRs, sdo altamente
expressos em todo SNC, e participam amplamente da neurotransmissdo (CONN E
PIN, 1997). Essa classe de receptores de glutamato esta acoplada a proteina G que
sabidamente modifica a excitabilidade neuronal e glial para mais ou para menos
agindo sobre proteinas de membrana ou em uma variada quantidade de vias
intracelulares acopladas a segundo mensageiros intracelulares (MELDRUM, 2000,
RIBEIRO et al., 2017).

A localizacdo anatdmica dos receptores metabotrépicos glutamatérgicos,
associada as suas caracteristicas bioquimicas, fisioldgicas e farmacologicas tém sido
intensamente investigadas. Envolvidos na regulacdo da excitabilidade neuronal,
plasticidade sinaptica e liberacdo de neurotransmissores, essa classe de receptores
metabotropicos € importante para o desenvolvimento neuronal e para 0s mecanismos
de aprendizagem e neuroprotecdo (FERRAGUTI et al., 2008).

Receptores metabotrépicos glutamatérgicos também tem sido associados a
respostas patoldgicas. A ativacdo de mGluRs do Grupo | pelo agonista seletivo DHPG,
por exemplo, foi considerada responsavel pela geracéo de atividade epileptiforme em
CA3 e alterou respostas epiléticas induzidas experimentalmente no neocoértex
(ANWYL, 1999; MANNAIONI, 2001). Diversos estudos ligam os mGIluR-I a lesbes pés
isquémicas (PELLEGRINI-GIAMPIETRO et al., 1999).

Os mGIuRs constituem, dessa forma, alvos terapéuticos em potencial para o
desenvolvimento de procedimentos que atuem na transmissdo glutamatérgica,
fazendo com que disfungcbes como epilepsia, amnésia, ansiedade e doencas

neurodegenerativas possam responder a futuros tratamentos (FERRAGUTI et al.,



2008; MELDRUM, 2000). Contudo, os mecanismos pelos quais a ativacdo de
receptores mGIuR altera a funcdo neuronal ainda néo estd completamente
esclarecido.

No presente documento vamos discutir os mecanismos envolvidos com a
neurotransmissdo nas sinapses glutamatérgicas, em geral e especificamente na
sinapse formada entre o calice de Held e os neurénios do MNTB, dando énfase ao
aumento da excitabilidade pos-sinaptica promovida pela ativacdo dos receptores

glutamatérgicos metabotropicos do Grupo |.

1.2.Receptores

Receptores sinapticos sdo proteinas de membrana que, quando ativadas,
podem, a partir de seu caracteristico mecanismo de acdo, promover efeitos no
neurdnio pos-sinaptico, modulando para mais ou para menos a atividade celular via
canais de membrana ou acdo via sinalizagdo intracelular, permitindo um extenso
controle sobre a propagacao do sinal e as a¢des neurais (JACOBSON and MARCUS,
2008).

Diversas sao as proteinas de membrana encontradas no sistema nervoso
central, em especial e de nosso interesse estéo os receptores para glutamato que sao
proteinas de membrana que medeiam, em sua maioria, grande parte da
neurotransmissao excitatoria no sistema nervoso central (NAKANISHI, 1992).
Importantes na aquisicdo de memoria, aprendizado, plasticidade neuronal, a
superestimulacéo destes receptores de glutamato também pode, em contraposi¢cao
aos efeitos listados anteriormente, desencadear eventos bioquimicos no meio
intracelular, resultando em lesbes do SNC de animais em desenvolvimento e em

adultos, resultando em processos de morte celular em situacbes de disturbios



neurodegenerativos crénicos, como esclerose lateral amiotréfica, doenca de
Huntington, doenca de Parkinson e doenca de Alzheimer (OLNEY et al., 1973;
SCHWARCZ et al., 1984; STEWART et al., 1986; MAYER and WESTBROOK, 1987;
CHOI, 1988; DINGLEDINE et al., 1988; MCDONALD et al., 1988; MONAGHAN et al.,
1989; MCDONALD, 1989; ROTHMAN and OLNEY, 1995; MELDRUM et al., 1999;
MELDRUM, 2000; LEE et al., 2004).

Os receptores para glutamato podem ser divididos em dois grandes grupos, de
acordo com seu mecanismo de acao, os ionotropicos e 0os metabotropicos. Estudos
moleculares e farmacoldgicos reiteram a existéncia de subtipos de receptores e
demonstram heterogeneidade nos padrdes de expressdo e funcdo (NAKANISHI,

1992).

1.2.1. Receptores glutamatérgicos ionotropicos

Os iGIuRs medeiam as respostas sinapticas rapidas, através do controle direto
do fluxo iGnico (WATKINS et al., 1990). Os receptores ionotropicos podem ser
classificados por critérios moleculares, farmacologicos e eletrofisiol6gicos, e séo
denominados segundo o agonista com o qual eles sao seletivamente ativados. Sao
divididos em trés subtipos principais de canais de ions regulados pelo glutamato,
classificados farmacologicamente de acordo com o0 agonista seletivo que os ativa: N-
metil-D-aspartato (NMDA), permeavel a Na*, K*, e Ca?*, acido-amino-3-hidroxi-5-
metil-isoxazol-4-propidnico (AMPA), permeavel ao Na* e K*, e ao Ca?*, dependendo
da composicéo das subunidades (NISWENDER and CONN, 2010) e cainato (KA),

permedavel ao Na+, K+ e Ca?* (OLIVE, 2009).



1.2.2. Receptores glutamatérgicos metabotropicos

Os receptores glutamatérgicos metabotrépicos, ou mGIluRs, sdo amplamente
expressos no SNC, e participam amplamente da neurotransmissdo através de
mecanismos ainda ndo completamente compreendidos (CONN and PIN, 1997). Sao
proteinas que apresentam sete dominios transmembrana (7TM), que além do seu
papel estrutural detém sitios de ligac&o para os moduladores alostéricos (DOREE et
al., 2014; WU et al., 2014) e para a proteina G (PIN et al.,, 1994 ), um dominio
extracelular N-terminal hidrofilico, que detém uma grande estrutura chamada de
dominio “Venus flytrap” (planta carnivora), descrita pela primeira vez para o0s
receptores GABA B (GALVEZ et al., 1999 ) e que contém o sitio de ligacdo ortostérico
(KUNISHIMA et al., 2000 ; MUTO et al., 2007 ; TSUCHIYA et al., 2002). Apés o sétimo
segmento transmembranar, o0 dominio 7TM da lugar a um grande dominio C-terminal
intracelular de acordo com o subtipo (Figura 1) (NAKANISHI, 1992).

Open-open conformation Closed-open conformation

LB1

LBR

CR

7™

CcT

Resting Active

Figura 1. Estrutura de receptores metabotropicos para glutamato. Esses receptores sao
caracterizados por um grande dominio extracelular, dividido em sitio de ligacédo (LBR) e uma
regido rica em cisteina (CR). Estado “inativo” a esquerda e estado “ativo” a direita (ligacdo do
glutamato). (Adaptado de Kunishima et al. 2000).



Os receptores mGIUR sao ativados por glutamato e promovem acles
intracelulares através de seu acoplamento com uma proteina G, sendo denominados,
dessa forma, GPCRs (G protein-coupled receptor). Diferente dos receptores
ionotropicos, os receptores metabotropicos glutamatérgicos ndo sao eletrogénicos
(i.e., ndo sdo canais idbnicos [canais para ions]). Contudo, as vias de sinalizacdo que
eles ativam podem modular a atividade de canais idnicos e, assim, produzir efeitos
sobre o potencial de membrana e a excitabilidade (ANWYL, 1999; revisador por
Correia et al., 2017) como pode ser observado em situacdes onde a ativacao de
receptores mGIlu5 promove a elevacgao dos niveis da PKC estimulando os receptores
NMDA e desencadeando um aumento na probabilidade de abertura deste canal (LU
et al., 1999; RIBEIRO et al., 2017).

Mecanismos de geracdo de corrente pela proteina G também podem ser
observados pela ativacdo da PLC pela Gaq /11 e a hidrélise do PI (4,5) P2 que libera
Ca?* no meio intracelular advindo dos estoques do reticulo endoplasmatico. Esse
aumento de Ca?* pode estimular as correntes do trocador eletrogénico Na* / Ca?*
(BLAUSTEIN and LEDERER, 1999) e dessa forma, fornecer um mecanismo
eletrogénico (revisado por CORREA et al., 2017).

Atualmente, oito isoformas de receptores mGIuR foram descritas, denominadas
MGlui-mGlus (CONN and PIN, 1997). Essas isoformas podem ser divididas em trés
grupos com base na sua via de sinalizacao, localizagc&o celular, homologia quanto a
suas sequéncias de aminoacidos e farmacologia (OZAWA et al., 1998). Os receptores
do Grupo Il, ao qual fazem parte os mGlu2 e mGlu3, e os do Grupo lll, do qual fazem
parte os receptores mGlu4, mGlu6, mGlu7 e mGlu8 (MOURA, 2010) sé&o localizados
predominantemente nos terminais nervosos pré-sinapticos e atuam como auto

receptores de glutamato (FORSYTHE and CLEMENTS, 1990; Von GERDORFF et al.,



1997). Esses receptores estdo acoplados a proteina Gi/o envolvida com a inibicdo da
adenilato ciclase, inibicdo de canais de Ca?* voltagem-dependentes e a ativagdo de
canais de GIRK (TAKAHASHI et al., 1996; CONN E PIN, 1997; Von GERSDORFF et
al., 1997; OZAWA et al., 1998; MELDRUM, 2000; SCHOEPP, 2001).

Ja os receptores mGIuR do Grupo |, de nosso interesse, compreendem as
isoformas mGlul e mGlu5 e se encontram predominantemente localizados no terminal
pos-sinaptico, como observado no MNTB (KUSHMERICK et al., 2004, CARTMELL E
SCHOEPP, 2000; ELEZGARAI et al., 2003, NISWENDER and CONN, 2010). Os
receptores metabotrépicos do Grupo | sdo descritos em diversos nucleos no sistema
nervoso central. Altos niveis de expressao de mGlul podem ser encontrados nos
neurdnios do cértex cerebelar, bulbo olfatério, tAlamo, septo lateral, nacleo pré-optico,
globus pallidus, magnocelular (MARTIN, 1992; RIBEIRO et al., 2017). Por sua vez, a
expressdo de mGlu5 é vastamente observada no cértex cerebral, no telencéfalo,
hipocampo, bulbo olfatério, corpo estriado, nticleo accumbens e também corno dorsal
da medula espinhal e em células gliais (SHIGEMOTO et al., 1993; BIBER et al., 1999;
RIBEIRO et al., 2017).

Com tudo que foi descrito até o momento, fica evidente que os mGIluRs podem
vir a constituir importantes alvos terapéuticos em diversos processos patoldgicos pelo

sistema nervoso central.

1.2.2.1. Receptores mGIluR-I e proteina Gq
Os receptores do Grupo | sdo acoplados a proteina Gq (Figura 2), que, de
forma resumida, apds sua ativacao, ativa o fosfolipase C que catalisa a hidrolise
fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2), gerando diacilglicerol (DAG) e 1,4,5-trisfosfato

de inositol (IP3). O IP3, devido a sua estrutura hidrossoluvel, migra pelo citosol e se



liga a receptores especificos no reticulo endoplasméatico promovendo a liberacdo de
Ca?* de estoques intracelulares, enquanto que, paralelamente, o DAG, ativa a proteina

quinase C (PKC) (NAKANISHI, 1992; ABE et al., 1992).
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Figura 2. Vias de sinalizag&o intracelulares iniciadas pela ligagdo do agonista glutamato ao
sitio ativo do mGIuR (Stuart A. Forman, Eng H. Lo).

O aumento do Ca?* intracelular, seja pela abertura de canais para Ca?* ou pela
acdo de IPs, agindo sobre IP3Rs no reticulo sarcoplasmatico inicia uma série de
eventos citoplasmaticos e nucleares, dentre as quais, a sintese de 2-AG a partir de
diacilglicerol (DAG) na membrana, pela via envolvendo fosfatidil-inositol-fosfolipase C
(PI-PLC) (NELSON and COX, 2006; MOURA, 2011). O composto 2-AG, visto como
principal endocanabinoide no hipocampo e neocértex, uma vez sintetizado, pode obter
acesso ao exterior da célula (ALGER, 2002).

Em algumas regiées, como no hipocampo, cerebelo, e também no ndcleo
medial do corpo trapezoide (objeto de nosso estudo), estudos prévios demonstraram
que a ativagdo de receptores metabotropicos glutamatérgicos do Grupo | pos-
singpticos resulta na liberacdo de endocanabinoide que culmina em uma
retroalimentacé@o negativa de liberagdo de neurotransmissor, via receptores CB1 pré-
sinapticos (OHNO-SHOSAKU, 2001, ALGER, 2002, KUSHMERICK et al., 2004). A

esses eventos de sinalizagdo retrograda foram dados os nomes DSl e DSE,



Supressdo da Inibicdo por Despolarizagdo e Supressdo da Excitacdo por
Despolarizacéo, respectivamente.

Mediante o acima exposto, fica evidente que as vias de transducdo de sinais
mediadas pela proteina Gq apresentam importantes fungdes no cérebro. Envolvidas
na neurotransmissao e plasticidade sinaptica, pesquisas também demonstraram que
a deficiéncia da proteina Gqg pode contribuir em processos de neurodegeneracao,
como aqueles observados na doenca de Alzheimer (MOURA, 2011).

O estudos dos GPCRs e das vias que envolvem a proteina Gq podem vir a
permitir o desenvolvimento de procedimentos farmacologicos empregados na

terapéutica de diversas patologias.

1.3.Neurotransmisséao

1.3.1. Neurotransmisséao glutamatérgica

Neurotransmissores sdo substancias que atuam interagindo com receptores
especificos nos neurdnios poés-sinapticos (ou classes especificas de células-alvo),
alterando as suas propriedades elétricas e, promovendo dessa forma, uma enorme
variedade de efeitos (JACOBSON and MARCUS, 2008; NAKANISHI, 1992).

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatério do SNC de vertebrados
e exerce, sabidamente, um papel importante no desenvolvimento neuronal,
aprendizado, memoria e na plasticidade neuronal (MAYER and WESTBROOK, 1987;
NAKANISHI, 1992; MELDRUM, 2000, CAR, 2002; RIBEIRO et al., 2017). Suas acbes
no cérebro e na medula espinhal de mamiferos sado conhecidas desde os anos 1950
(HAYASHI, 1952).

Evidéncias também mostram que o glutamato participa de processos

fisiopatolégicos como epilepsia e esquizofrenia, e que a superestimulacdo de



determinadas vias glutamatérgicas em situa¢cdes como isquemia, trauma cerebral e
epilepsia, esta envolvida com a morte neuronal (NICOLETTI, 2008; RIBEIRO et al.,
2017).

Observado em diferentes células do SNC o glutamato, assim como outros
neurotransmissores, € liberado de vesiculas sinapticas em zonas ativas localizadas
nos terminais pré-sinapticos através de mecanismos dependentes de Ca?*
envolvendo canais de Ca?* voltagem dependentes do tipo N e P/ Q (BIRNBAUMER et
al., 1994).

Os efeitos do glutamato sdo muito diversos ja que sua acao se da sobre uma
ampla gama de tipos de receptores ionotropicos dos tipos AMPA, Cainato, NMDA e
receptores metabotropicos (MGIuR), acoplados a proteina G, que ativam uma enorme
variedade de vias acopladas a proteina G ou agem através de sinalizacdes que ativam

vias de sinalizacéao intracelulares (WISNIEWSKI E CAR, 2002; RIBEIRO et al., 2017).

1.3.2. Plasticidade sinaptica

Ao nivel celular, os processos que resultam em modificacdes da forca sinaptica,
como adaptacdoes de curta ou longa duracdo, sdo considerados mecanismos
fundamentais para o correto funcionamento das sinapses e transmissdo da
informac&o, no momento em que permitem a alteracdo das respostas celulares por
mecanismos nao-lineares de modo dependente do grau da atividade sinaptica (WU
and KELLY, 1992).

Essa capacidade de adaptacéo, caracteristica das sinapses, € comumente
descrita como como plasticidade sinaptica, descreve, pelo menos em parte, as
mudancas adaptativas que ocorrem nos circuitos neuronais. Acredita-se que essas

mudancas adaptativas sejam responsaveis por mecanismos de memoria,
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armazenadas por mudancas de curta ou longa duracdo na forca das conexdes
sinapticas entre os neurdnios (CITRI and MALENKA, 2008, BOCCHIO et al., 2017).

Indmeros estudos tem investigado a plasticidade sinaptica em diversas
sinapses diferentes pelo sistema nervoso. Varios mecanismos tém sido propostos
para explicarem a plasticidade sinaptica a curto prazo, porém, o pequeno tamanho
dos terminais sinapticos do cérebro de mamiferos impedia o avanco dos achados (Von
GERSDORFF and BORST, 2002).

N&o interessante por acaso, o calice da Held dispbe de caracteristicas
morfologicas, fisiolégicas e biofisicas importantes que permitem o estudo
eletrofisiolégico da neurotransmissdo e logicamente permite o estudo dos
mecanismos que geram e modulam a plasticidade sinaptica a curto prazo (Von

GERSDORFF and BORST, 2002).

1.3.3. Nucleo medial do corpo trapezoide como modelo para o estudo da
neurotransmissao

O Célice de Held, localizado no tronco encefélico, mais precisamente, no

Nucleo Medial do Corpo Trapezoide (Figura 3), faz parte do Complexo Olivar Superior

(COS), composto pelos nucleos Medial Superior da Oliva (MSO) e Lateral Superior da

Oliva (LSO) e pelos nucleos Medial e Ventral do Corpo Trapezoide (NMTB e NVTB,

respectivamente), além de grupos celulares periolivares (PAXINOS & WATSON,

1998).
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Figura 3. Figura esquemética do calice de Held adulto. (Superior) Observar o axénio de
grande calibre oriundo dos nudcleos cocleares anteroventrais que forma o terminal pré-
sinptico, denominado célice de Held (Amarelo). A célula pés-sinaptica (azul), que compde
essa sinapse glutamatérgica em conjunto com o célice de Held, faz parte do ndcleo medial do
corpo trapezoide (MNTB) e projeta seus axbnios para a oliva superior lateral ipsilateral em
uma sinapse glicinérgica (GERSDORFF and BORST, 2002 adaptado de MOREST, D. K.,
1968). (Inferior) A Figura demonstra a maturacdo do célice de Held, aumento da estrutura
altamente ramificada e com fenestracdes. Esse arranjo aparentemente facilita a difusdo do
glutamato na fenda sinptica e aumenta a eficiéncia da neurotransmissdo. (Adaptado de
TASCHENBERGER et al., 2002).
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Esta sinapse, primeiramente descrita por Hans Held no fim do século XIX (P.
CONGAR and TRUDEAU, 2002; Von GERSDORFF and BORST, 2002), faz parte dos
circuitos do sistema auditivo envolvidos na determinagéo da posi¢cdo de uma fonte de
som no espaco (BARNES-DAVIES and FORSYTHE, 1995; HACKNEY and
FURNESS, 2013; HELFERT et al.,, 1991, WEBSTER 1995). Potencias de acdo,
gerados no ganglio espiral da coclea, sédo transmitidos através do 8° nervo craniano
para o nucleo coclear anteroventral ipsilateral (aVCN), formado pelas células esféricas
espessas (SBCs) e pelas células globulares espessas (GBCs). Os ax6nios das GBCs,
entdo, cruzam a linha mediana do tronco encefélico e fazem sinapse com as células
principais do nticleo medial do corpo trapezoide (MNTB) contralateral. A essa sinapse
formada pelas fibras oriundas do aVCN e as células principais do MNTB foi dado o
nome de Calice de Held, um terminal sinaptico axo-somatico glutamatérgico. Os
neurénios glicinérgicos do MNTB projetam seus axdnios para a oliva superior lateral
(LSO) ipsilateral onde formam sinapses inibitorias.

A titulo de compreensao, trens de estimulos evocados pelos sons nas duas
cOcleas, portanto, convergem para o0s neurbnios do LSO (conexdo excitatoria
ipsilateral, através das SBCs, aVCN e inibicdo contralateral, através do MNTB) e as
diferencas de intensidade interaurais, na chegada dos sons sao usadas na
determinacao da localizacdo da origem sonora.

Para que potenciais de acao pré-sinapticos desencadeiem potenciais de acao
no terminal pés-sinaptico, mesmo em altas frequéncias de transmisséo, os neurénios
oriundos do nucleo coclear apresentam caracteristicas estruturais, fisiologicas e
sobretudo, biofisicas importantes. Essas fibras se comunicam através sinapses unicas
com as células principais do nucleo medial do corpo trapezoide (WANG et al., 2013),

obedecendo a uma organizacdo tonotopica, através de regibes contendo alta
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densidade de mitocOndrias e zonas ativas, quando comparada as sinapses
convencionais (Von GERSDORFF and BORST, 2002). Além disso, expressam
isoformas de canais para Na* e receptores para glutamato do tipo AMPA, além de
receptores metabotropicos para glutamato e adaptacbes morfolégicas como o
extraordinario e caracteristico tamanho de seu terminal pré-sinaptico que permite,
inclusive, o0 acesso eletrofisiolégico simultdneo nos terminais pré-sinapticos e pos-
sinapticos (Von GERSDORFF and BORST, 2002; KOPP-SCHEINPFLUG et al., 2003;
SCHNEGGENBURGER & FORSYTHE, 2006; LEAO et al., 2005, TASCHENBERGER
and Von GERSDORFF, 2000; BORST and Van HOEVE; GROTHE et al., 2010).
Recentemente, essa sinapse tem sido extensamente usada para elucidar os
mecanismos que geram e modulam a plasticidade a curto prazo.

Dessa forma, fascinante ndo por acaso, o Calice de Held se predispbe como
um modelo cientifico interessante no momento em que fornece condicfes adequadas
para o estudo da neurotransmissao e sua modulacéo por compostos farmacologicos

(Von GERSDORFF and BORST, 2002).

1.4.Agonista e antagonistas seletivos
O agonista adotado em nossos experimentos foi o s-3,5-dihidroxifenilglicina
(DHPG), analogo da glicina que age sobre mGlul e mGIu5 se ligando ao sitio
ortostérico destes receptores (ITO et al., 1992, SCHOEPP et al., 2001). Seletivo para
os receptores do Grupo | (OZAWA et al., 1998), o DHPG apresenta afinidades
similares tanto para mGIlu5 como para mGlul (WISNIEWSKI E CAR, 2002). O DHPG
€ um agonista potente para ambas as isoformas (WISNIEWSKI and CAR, 2002;

OZAWA et al., 1998), com uma fraca ou mesmo nenhuma afinidade pelos receptores
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MGIUR dos Grupos Il e 1l (Y. TANABE AND NAKANISHI, 1992), ou receptores
ionotropicos para glutamato (ITO et al., 1992).

Aliado ao agonista, DHPG, o uso de antagonistas seletivos para os receptores
MGIuR do Grupo | permite a separacéo farmacologica dos efeitos mediados por esses
receptores e se apresenta como uma ferramenta Util para a caracterizacdo das
funcdes dos receptores metabotropicos glutamatérgicos do Grupo |. Dessa forma,
foram uteis no presente estudo, o antagonista competitivo LY367385, para mGlu:
(CLARK et al., 1997) e o inibidor seletivo ndo competitivo (modulador alostérico
negativo) MPEP, para mGlus (GASPARINI et al., 1999; WISNIEWSKI and CAR, 2002).

O desenvolvimento e a caracterizacdo de agonistas e antagonistas seletivos
para receptores mGlu permite o estudo das funcdes dessa classe de receptores nas
respostas fisiologicas e patoldgicas (NISWENDER and CONN 2010; NICOLETTI et

al., 2011; HOVELS et al., 2012).

1.5.Estudos prévios

Em meu estudo de mestrado, explorei algumas das consequéncias funcionais
do efeito eletrogénico da ativacdo de receptores mGIuR do Grupo | no tronco
encefalico de camundongos usando, para tal, registros intracelulares do potencial de
membrana com microelétrodos pontiagudos. Medimos o impacto dos receptores
MGIuR-I sobre o potencial de repouso da membrana, limiar de corrente para a geracao
de um potencial de acdo, e excitabilidade intrinseca dos neurénios do corpo
trapezoide. A aplicacdo do agonista seletivo para mGIuR-I, DHPG (0,1 mM), causou
uma despolarizagdo rapida e reversivel do neuronio pos-sinaptico. Esta
despolarizacdo foi significativamente inibida quando o DHPG fora aplicado na

presenca de antagonistas seletivos para receptores mGluR-lI, MPEP (mGIuR-5) e
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LY367385 (mGIuR-1). Para estudar o impacto desta despolarizacdo no limiar de
disparo dos potenciais de acdo, estimulamos as células principais do nucleo medial
do corpo trapezoide com injecdes de corrente de diferentes intensidades e
registramos o0 numero de potenciais de acéo gerados. O tratamento agudo com DHPG
causou uma diminuicdo significativa no limiar de excitabilidade e aumentou o nimero
de potenciais de acédo gerados por um determinado valor de corrente injetada. Essa
diminuicdo do limiar de excitabilidade poderia ser explicada pela despolarizacdo no
potencial de membrana nas células principais do MNTB, promovidas pela ativacao
dos mGIuR-l. Porém, utilizando protocolos de injecdo de correntes positivas e
negativas, observamos que despolarizacdes equivalentes da membrana nao
mimetizaram, completamente, os efeitos de DHPG, induzindo-nos ao raciocinio que a
Imciur-1 promove efeitos que vao além de uma simples despolarizagdo da membrana
das células do MNTB.

Os resultados experimentais descritos acima nos levaram a desenvolver um
modelo de dupla modulagédo da atividade sinaptica via receptores mGIuR-l. Neste
modelo, a retroalimentacdo negativa da liberacdo de glutamato reduz a depressao
sinjptica e a liberacdo excessiva de glutamato. Ao mesmo tempo, as acdes
eletrogénicas dos receptores mGIuR do Grupo | fornecem um impulso adicional de
excitacdo para 0 neurdnio pés-sinaptico que garante a retransmissédo confiavel e

precisa do potencial de acéo.
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2. Justificativa

A expressao generalizada dos receptores mGIuR no sistema nervoso central,
bem como as diferentes vias de sinalizacao que estes receptores podem ativar, aliado
a uma crescente disponibilidade de agonistas e antagonistas seletivos para as oito
isoformas de mGIuR, fazem com que esses receptores sejam vistos como alvos
farmacoldgicos altamente promissores para o estudo ou tratamento de diversas
doencas, incluindo epilepsias (OZAWA et, al., 1998), doencas neurodegenerativas
como Alzheimer e Huntington (MAYER and WESTBROOK, 1987; MELDRUM, 2000),
disturbios de movimento e dor crénica (OZAWA et al., 1998) (ver LEE, 1996 para
revisdo). Contudo, apesar de muito estudo, os mecanismos especificos pelos quais
0s receptores metabotrépicos regulam a atividade neural e a funcédo sinéptica ainda
estdo pouco esclarecidos. Em algumas regifées, como no hipocampo, cerebelo, e
também no MNTB (objeto de nosso estudo), estudos prévios demonstraram que a
ativacao de receptores mGIuR resulta na liberacdo de endocanabinoide que culmina
em uma retroalimentac&o negativa de liberacdo de neurotransmissor (KUSHMERICK
et al., 2004). Além dessa via mediada por receptores CB1, no MNTB, a ativacao de
receptores mGIuR-l gerou uma corrente de entrada no neurbnio pds-sinaptico
(KUSHMERICK et al,. 2004). Efeitos semelhantes foram observados em neurénios do
nucleo coclear (CHANDA and XU-FREEMAN, 2011). O ion e o canal responsavel para
essa corrente ainda estdo desconhecidos, e por esse motivo iremos nos referir a essa
corrente como “ImGIuR-I”, ou seja, a corrente ativada pela agao de receptores mGIuR.
No meu mestrado (ALHADAS, 2014), demonstramos que a ativacdo desses
receptores despolariza o neurbnio poés-sinaptico e, além disso, aumenta a sua

excitabilidade intrinseca, sugerindo que esses receptores podem ter um importante
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papel no alto desempenho dessa sinapse. Para testar essa hipotese , no presente
estudo iremos explorar melhor o papel desses receptores por meio de objetivos
especificos que visam uma melhor caracterizacdo do canal responsavel pelos efeitos
eletrogénicos da ativacdo desses receptores, via Imcur1, bem como gerar
conhecimento sobre as suas consequéncias funcionais, contribuindo para o
entendimento da neurotransmissdo ndo somente nas vias auditivas, mas em todos 0s

sistemas onde os mGIuR agem.
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3. Objetivos

3.1.0Objetivo geral

Determinar os mecanismos e o impacto funcional do aumento da excitabilidade
pos-sinaptica na neurotransmissdo, promovida por receptores metabotrépicos
glutamatérgicos do Grupo | nas células principais do nucleo medial do corpo

trapezoide de camundongos.

3.2.0bjetivos especificos

1. Determinar a participacdo de cada subtipo de receptor mGIluR-I na geracdo da
corrente ImGlur-1.

2. Determinar se o aumento da excitabilidade advém tdo somente da alteracdo do
potencial de membrana
2.1.Injecdes de corrente positiva mimetizam os efeito de DHPG em sua auséncia?
2.2.InjecOes de corrente negativa anulam o efeito de DHPG em sua presenca?

3. Identificar o ion responsavel pela Imclur-1 de acordo com:
3.1. O perfil farmacoldgico da corrente dependente de receptores mGIluR-I.
3.2. A dependéncia de voltagem
3.3. A alteracao da resisténcia de membrana.

4. Determinar o impacto da Imcir-1na neurotransmissao do MNTB, medindo seu efeito
na:
4.1. Robustez da neurotransmissdo quando a sinapse € estimulada em alta

frequéncia

4.2.Plasticidade sinaptica de curta duracao

4.3. Amplitude dos EPSPs
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4. Material e métodos

4.1.Animais
Foram utilizados camundongos C57b neonatos, de 8 dias ou 18 dias pds-natal,
sem distincdo entre macho ou fémea, mantidos em microisoladores sob ar filtrado,
temperatura controlada de 23°C e ciclo vigilia de claro escuro 12h/12h, fornecidos pelo
CEBIO —-Universidade Federal de Minas Gerais. Todos os procedimentos foram
aprovados pelo Comissdo de Etica no Uso de Animais, CEUA-UFMG (protocolo

namero 159/2015).

4.2.Farmacos, reagentes e solucdes

Onde indicado no texto, os seguintes farmacos foram aplicados: Tetrodotoxina
(TTX, 1 uM), 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione (CNQX, 1 uM), Dizocilpine (MK801,
10 pM), (S)-3,5-Dihydroxyphenylglycine (DHPG, 10-100 uM), (S)-(+)-a-Amino-4-
carboxy-2-methylbenzeneacetic acid (LY367385 ; 100 uM), cloridrato de 2-metil-6-
(feniletinil) piridina (MPEP, 10 uM). TTX, CNQX, MK801, LY367385, MPEP e DHPG
eram da Tocris (Bristol, UK).

Todos os sais utilizados foram de pureza analitica obtidos de Sigma Chemical

Company (St. Louis, MO, EUA).

4.3.Preparacéao das fatias contendo o MNTB
Os animais foram sacrificados por decapitacdo, o cérebro removido e
imediatamente imerso em solug¢do aCSF resfriado contendo (em mM): NaCl (125), KCI
(2.5), CaCl2 (0.1), MgCl2 (2.0), NaCOs (25), NaH2PO4 (1.25), Glicose (25) acido

ascorbico (0.4), piruvato de Na+ (2) e myo-inositol (3), pH=7.4 quando saturado com
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a mistura gasosa carbogénio (5% CO2 / 95% 0O2). Em seguida, o tronco encefalico
isolado era fixado com cola a base de éster de cianoacrilato na plataforma do
micrétomo de lamina vibratério (“vibratomo”, modelo Leica VT1000S). O tecido era
entdo, cortado em espessura de 0,19 mm e as fatias contendo o nucleo medial do
corpo trapezoide eram transferidas para uma camara contendo solucdo aCSF para
registro condicionado em temperatura fisioldgica. A solucdo aCSF de registro dispde
da mesma composi¢cdo do aCSF para corte exceto pelas concentracdes de Ca?* (2
mM) e Mg?* (1 mM). As fatias obtidas foram incubadas em aCSF a 37°C em banho-
Maria por 60 minutos visando a recuperacdo do trauma mecanico sofrido durante o
fatiamento. Apds esse tempo, as fatias eram mantidas em temperatura ambiente (x

25°C) até o término do dia experimental.

4.4.Estratégia experimental
Em todos os experimentos desse estudo foi utilizada apenas uma célula por
fatia, garantindo maior confiabilidade nas respostas da amostra experimental.
Durante os experimentos, as fatias eram perfundidas com aCSF para registro.
Nos experimentos com estimulacéo das fibras aferentes, a solucdo externa continha
concentracdes de 1,2 mM de Ca?* e 1,8 mM de Mg?*, com o intuido de aproximar a
concentracdo de Ca?* dos niveis fisioldgicos. Importante salientar que as falhas que
aparecem em noOSSOS registros em fatias também sdo vistas em registros in vivo

(LORTEIJE et al, 2009).

4.4.1. Eletrofisiologia
Registros de Whole-cell voltage e current clamp foram feitas nos neurénios

principais do nucleo medial do corpo através de um amplificador Axon Axopatch 200B
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(Molecular Devices, EUA). Os sinais foram filtrados em 5 kHz antes de serem
digitalizados com intervalos de amostragem de 10 ps através de um conversor A/D
Digidata 1320A de 16 bits (MDS Analytical Technologies) controlado pelo programa
da Strathclyde Electrophysiological Software, gentilmente fornecido pelo John
Dempster, University of Strathclyde. Os neurénios principais do nucleo medial do
corpo trapezoide foram identificados visualmente por microscopia através de uma
objetiva de imersdo de 40x e uma camera CCD. As fatias foram continuamente
perfundidas com aCSF oxigenado (1,5-2 ml/min) utilizando uma bomba peristaltica e
mantido em 25 °C através do uso de um aquecedor de perfusao.

As pipetas de patch foram fabricadas de vidro de borosilicato (WPI, Sarasota,
FL) num estirador vertical Narishige (PP-830; Téquio, Japao). As resisténcias das
pipetas, tanto para voltage quanto para current clamp, variaram entre 2.5 e 3.5 MQ
guando preenchidas com a solucao de pipeta que continha (em mM): 125 K-gluconato,
20 KCI, 10 Naz-fosfocreatina, 10 HEPES, 0,5 EGTA, 4 ATP-Mg, 0,3 GTP, pH 7,2 com
KOH. O potencial de juncéo liquida entre a solucéo da pipeta e o0 aCSF do banho,
criado principalmente pela difuséo lenta do anion gluconato quando comparado com
0os demais tipos de ions, foi calculado em -9 mV utilizando a ferramenta prépria do
pClamp (MDC). Para corrigir esse erro, o potencial registrado pelo amplificador,
guando a pipeta era submersa na solucdo de banho, foi ajustado, utilizando o controle
“pipette offset”, em -9 mV logo antes do contato da ponta da pipeta com a célula. As
pipetas foram revestidas com cera dental para reduzir o ruido elétrico e a capacitancia
da pipeta. A resisténcia de acesso nos registros foi sempre <20 MQ e os erros
causados por essa resisténcia, corrigidos, quando necessario, durante a analise.
Quando utilizada, a correcao foi feita no valor do potencial de membrana usando a

relacdo Vcorr = Vemd — Im Ra, onde Vcorr € 0 potencial corrigido, Vemd € 0 potencial
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nominal do amplificador de voltage clamp, Im € o valor da corrente medida e Ra € 0
valor da resisténcia de acesso.

Os trens de estimulo foram gerados pela saida digital da Digidata 1320A ,
acionada por protocolos do Strathclyde Eletrophysiology Software. Esse sinal foi
utilizando para controlar um eletroestimulador Grass SD?9.

A obtencdo dos dados vindos da resposta passiva dos neurdnios foi feito
através da aplicacdo de pulsos hiperpolarizantes de 50 pA e duracédo de 200 ms. Ja
as respostas evocadas eram obtidas pela realizacdo de protocolos de injecdo de
corrente em degraus que se acresciam de 50 pA com duragéo de 400 ms.

As células do nucleo medial do corpo trapezoide, escolhidas para o registro
com estimulacdo apresentavam, em registros extracelulares, indicativo do potencial
de acéo pos-sinaptico (AP) em resposta a estimulacéo aferente, como ja bem descrito
(BORST et al., 1995; LORTEIJE et al., 2009).

A solucao de pipeta usada nos registros extracelulares foi a mesma descrita na
solugcéao externa (em mM): NaCl (125), KCI (2.5), CaCl2 (1.0), MgCI2 (2.0), NaCO3
(25), Na2H2P0O4 (1.25), Glicose (25) acido ascorbico (0.4), piruvato de Na+ (2) e myo-
inositol (3).

Nos experimentos com estimulacdo das vias aferentes do nucleo medial do
corpo trapezoide, um eletrodo de estimulo, confeccionado com terminais de prata,
cloretado, foi posicionado sobre a linha média junto a borda ventral da fatia de modo
a estimular as aferéncias oriundas do nucleo coclear anteroventral, como exibido na
Figura 4. O protocolo de estimulos compreendeu trens de estimulos supralimiares
(1.5V a 3V, ajustada para ser 50% acima do valor de limiar encontrado em cada célula)
em alta frequéncia (100 Hz) e duracéo de 0.1 ms, aplicados por um estimulador Grass

SD9 (EUA).
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Figura 4. Processamento de informag&o auditiva no tronco encefélico. O diagrama mostra o
circuito do Complexo Olivar Superior auditivo onde sinais auditivos, advindos das cdAcleas, sdo
transmitidos para o nucleo coclear ventral anterior ipsilateral (aVCN) por sinapses excitatérias
das células globulares (GBC) e esféricas (SBC). A oliva superior lateral (LSO) também recebe
conexdes excitatérias das SBCs do aVCN ipsilateral. Por fim, é possivel observar que trens
de descarga evocados pelo som nas duas coécleas, convergem para 0os neurdnios do LSO
promovendo excitacdo ipsilateral (através do aVCN) e inibicdo contralateral (através do
MNTB). (adaptado de Von GERSDORFF and BORST, 2002).

Alguns registros experimentais foram obtidos por meio de protocolos de voltage
clamp com protocolos de rampa visando determinar a relacéo corrente-voltagem (I-V)
da Imcr-1. Neste protocolo, o potencial era deslocado repentinamente para -120 mV e
alterado linearmente (80 mV/s) até -30 mV, resultando em uma curva |-V que permitiu
identificar regifes de alta e baixa condutancia. A subtracdo das curvas |-V obtidas em
controle das curvas obtidas durante a aplicacdo de DGPH (104 M) foi usada para

avaliar o potencial de reversao da ImGIluR-I.

4.4.2. Anélise
As analises foram feitas nas diferencas dos valores de potencial de membrana

ou corrente de membrana, medidas em trechos estaveis especificos padronizados,
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situados proximos a adicdo da droga testada, em linhas de base estaveis e igualmente
realizada em todos 0s registros em cada um dos grupos experimentais.

Exceto aonde descrito no texto, a analise estatistica experimental ndo foi
fundamentada em um estudo de populacdo e sim em grupos de registros onde todas
as fases do experimento (aCSF / aCSF + antagonistas / aCSF + antagonistas +
agonistas / aCSF) foram executadas em uma mesma célula de forma a permitir que a
analise fosse padronizada e, dessa forma, igualmente realizada em todos o0s registros
em cada um dos grupos experimentais.

Os dados eletrofisiologicos foram analisados pelo software “IgorPro 7”7
(Wavemetrics, Lake Oswego, OR). Os dados sao reportados como média = SEM. As
diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando os valores de p,

calculado pelo teste t de Student, foram < 0,05.
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5. Resultados

5.1Efeito de DHPG no potencial de membrana e corrente de membrana em

neurdnios do MNTB

Como descrito na Introducédo, experimentos prévios, realizados utilizando
registros intracelulares com microelétrodos de alta resisténcia, mostraram que a
ativacdo de receptores mGIluR do Grupo | via DHPG despolariza os neurdnios do
MNTB. Repetimos esse experimento utilizando agora registros de Whole-cell patch
clamp, modalidade current clamp, e observamos efeitos semelhantes ao que foi
observado com registro intracelular (Figura 5A). Em média, o DHPG despolarizou a
membrana em 7.2+1 mV (N=10) com recuperacao significativa apds a lavagem da
droga. Para fins comparativos, o efeito de DHPG observado em registros com
microelétrodos de alta resisténcia, foi de 5.7+0.5 mV (N=16; ALHADAS, 2014).
Concluimos que o uso da técnica de whole-cell, com a consequente dialise
intracelular, ndo prejudica o estudo dos efeitos da ativacéo de receptores mGIuR nesta
preparacao.

Em seguida, testamos o efeito de DHPG sob voltage clamp, com o potencial de
membrana mantido em -60 mV (Figura 5B). Coerente com o efeito despolarizante da
droga descrito acima, na condicéo de voltage clamp a aplicacdo de DHPG gerou uma
deslocamento negativo (i.e., de entrada) da corrente de manutencdo. Em meédia, a

corrente ativada pelo DHPG foi de -70+8 pA (N=10).
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Figura 5 — Resposta de duas células representativas a aplicacdo de DHPG. Al. Registro em
patch clamp whole cell, current clamp exibindo a resposta de uma célula representativa a
aplicacdo de DHPG. A2. Efeito médio promovido pelo DHPG sobre o potencial de membrana
das células do MNTB. Média + SEM = 7.2+1 mV (N=10). B1. Registro em patch clamp whole
cell, voltage clamp exibindo o deslocamento negativo da corrente em detrimento da aplicacéo
de DHPG em uma célula representativa com potencial de membrana fixado em -60mV. B2.
Efeito médio promovido pelo DHPG na corrente de membrana das células do MNTB Média +
SEM = -7048 pA (N=10).
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5.2Qual subtipo de receptor medeia a corrente ImGIuR-I?

Como descrito na Introducdo, o DHPG € um agonista para ambas as isoformas
dos receptores mGIUR do Grupo I, mGlu1 e mGlus. Infelizmente, ndo existem
agonistas disponiveis que sao seletivos para um ou outro desses receptores. Contudo,
0 LY367685 e o MPEP séo descritos como antagonistas seletivos para mGlui e mGlus,
respectivamente. Para determinar o tipo de receptor envolvido nos efeitos de DHPG
descritos acima, medimos o efeito de DHPG quando aplicado em condi¢des controle,
ou apos o pré-tratamento com MPEP (10 uM) (Figura 6). Observamos que a corrente
gerada pelo DHPG foi significativamente menor quando medida na presenca de
MPEP [-70+£8 pA, N=6 (Controle) vs -44+9 pA, N=6 (MPEP)] (p<0,05). Porém, cerca
de 60% da corrente gerada pela DHPG foi insensivel a MPEP, sugerindo a
participacdo do receptor mGlul. Para testar isso, aplicamos o DHPG ap6s o pré -
tratamento conjunto de MPEP e LY367685 e observamos que o efeito de DHPG foi
abolido (N=4). Com base neste resultado, concluimos que a corrente gerada pela
DHPG observada em nossos experimentos é mediada por receptores mGIuR do
Grupo I, nos permitindo denomina-la Imcr-1. Além disso, a inibicdo apenas parcial do
efeito pelo MPEP indica que que ambas as isoformas, mGluir e mGlus, contribuem

para a geracao desta corrente.
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Figura 6 — Respostas de células representativas a aplicagdo de DHPG isolado ou
concomitante a aplicacdo dos antagonista seletivos para mGIluR-I, LY367385 e MPEP. Al.
Resposta observada em whole cell patch clamp, voltage clamp em uma célula representativa
nas condi¢cbes de controle, pré tratamento com o antagonista mGlus, MPEP e pré tratamento
com ambos os antagonistas mGIluR-I, MPEP e LY367385. A2. Resumo das correntes geradas
por DHPG (n=14), inibic&do parcial de MPEP e a inibig&o total por MPEP + LY367385 (n=4).

5.3Qual é a base ibnica da ImGIuR-1?

Apo6s concluirmos que a corrente elicitada pelo DHPG (Imciur-1) advinha dos
receptores mGIuR do Grupo I, o préximo passo foi determinarmos a base i6nica desta
corrente. Para tanto, propusemos um conjunto de quatro grupos de experimentos. Os
dois primeiros consistiram no bloqueio farmacoldgico de certos canais candidatos a
serem 0s responsaveis a mediar esta corrente, os dois subsequentes permitiram a
afericdo do potencial de reversdo e dos valores de resisténcia de membrana,
permitindo, a nds, determinar quais canais e ions estariam sendo responsaveis pela

ImGIuR-I.
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Dessa forma, a primeira série de experimentos foi projetada com o intuito de
testarmos a hipotese de que a corrente fosse mediada por canais de Na* voltagem
dependentes. Sendo assim, foi organizado um conjunto de registros com o seguinte
desenho experimental: Controle (aCSF) / antagonista NaV (TTX (1 uM)) / antagonista
+ agonista (TTX (1 uM) + DHPG (10 uM)) / Lavagem (aCSF). A medida da corrente
de membrana foi feita em trechos estaveis proximos as trocas de solucéo, na presenca
de TTX, durante a aplicacdo do DHPG concomitante a presenca de TTX e ap0s a

lavagem do DHPG.

A analise dos dados obtidos no experimento nos permitiu afirmar que o bloqueio
de canais NaV néo produziu efeito algum sobre a corrente Imciur-1, COMO Mostrado na

Figura 7A.

Na mesma linha de raciocinio, consideramos a hipétese de que o efeito
observado mediante ativacdo dos mGIuR-l pudesse estar sendo mediado ou
modulado por receptores ionotropicos para glutamato (NMDA, AMPA e Cainato). Para
testarmos essa hipotese, de forma semelhante ao protocolo usado nos experimentos
com TTX, organizamos um conjunto de registros com o seguinte desenho
experimental: Controle (aCSF) / antagonistas (CNQX (10 uM) + MK801 (10 uMm)) /
antagonistas + agonista (CNQX (10 uM) + MK801 (10 uM) + DHPG (10 uMm)) /

Lavagem (aCSF).

Esse conjunto de experimentos nos permitiu concluir que o bloqueio dos
receptores iGIuR (AMPA/ Cainato e NMDA) também néo alterou de forma significativa

a corrente Imaiur-1 quando comparado ao controle (Figure 7A).

Em sequéncia, ainda para elucidarmos a base i6nica da corrente elicitada pela

ativacdo dos mGIuR do Grupo I, propusemos um conjunto de experimentos baseados
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em protocolos de rampa, produzindo uma variagao lenta (duracéo de 2 s) do potencial
de membrana de -120 mV para -30 mV, nas situa¢cdes de controle, durante a aplicacéo
do agonista metabotrépico glutamatérgico (DHPG) e apos lavagem. Esse protocolo
nos permitiu medir o valor da corrente em funcdo do potencial de membrana e
identificar o potencial de reverséo da Imciur-1 pela subtragéo de curvas I-V obtidas antes

e durante a aplicacdo de DHPG (10 uM).

Para tanto, a Figura 7B exibe os dados brutos de um registro representativo
da corrente de membrana (Vm = -60 mV) ao longo do tempo, mediante execucéo de
protocolos de rampa (linhas verticais cinzas) nas situacfes de controle, durante

aplicacao do agonista mGIuR-l (DHPG) e ap0s a lavagem.

As andlises realizadas com os dados obtidos pelo experimento acima, deram
origem a duas curvas de relacao corrente-voltagem (I-V), mostradas na Figura 7C. A
curva azul exibe a relagdo I-V na condicao de controle e a curva verde exibe a média
dos valores obtidos pelas rampas registradas na presenca de DHPG. A parte inferior
da mesma figura exibe o resultado da subtracdo das curvas mencionadas acima. O
gue podemos perceber € que a corrente gerada pela ativacéo de receptores mGIuR-|
apresenta uma relacao |-V que tende a zero a medida que o potencial de membrana

aproxima-se do potencial de equilibrio de K* (-101 mV).
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Figura 7 — Identificagdo da corrente ativada por DHPG A. A administracdo de antagonistas
seletivos para NaV e iGIuRs concomitante a DHPG, nédo altera o efeito da ImGIuR-I na
corrente de membrana. B. Mudanca na corrente de membrana mediante a aplicacdo de DHPG
(10 uM), durante a barra preta. O potencial de holding foi de -60 mV. As linhas cinzas verticais
sdo correntes evocadas por protocolos de rampa. C. Corrente de membrana durante os
protocolos de rampa no controle (Azul) e durante o tratamento com DHPG (10 uM) (Verde). A
parte inferior mostra a subtracdo das duas curvas. Observar que a curva tende a zero em
potenciais bem negativos.
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Ainda na tentativa de elucidarmos a base i6nica da Imcir-, pulsos de corrente
hiperpolarizantes, com amplitudes de -50 pA e duracdo de 200 ms foram aplicados na
parte inicial durante todos os experimentos acima em periodos que se repetiam a cada
dois segundos. O resultado disso € o deslocamento do potencial de membrana para
valores mais negativos. A andlise do tamanho desse deslocamento, quando
comparado nas situacOes de controle, aplicacdo do agonista mGIuR-I (DHPG) e
lavagem nos permitiu calcular a resisténcia da membrana. E o que podemos perceber,
como mostrado na Figura 8, € que durante a aplicacdo do agonista houve um
aumento da resisténcia de membrana, consequente a reducdo da condutancia da
membrana, nos sugerindo que os efeitos observados até o momento podem advir do

bloqueio de um canal para K*.
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Figura 8 — A ativacéo dos receptores metabotrépicos para glutamato do Grupo | nos neurénios
principais do MNTB aumenta a resisténcia da membrana. A. Hiperpolarizagdo da membrana
dos neurdnios principais do MNTB induzida por injecdo de corrente (-50 pA) no controle aCSF
(preto), durante a aplicagdo de DHPG (vermelho) e apds lavagem de DHPG do banho (azul).
B, Resumo da diminui¢do da condutancia da membrana mediante ativacdo dos mGIuR-I. B.
Efeitos do DHPG, na resisténcia de membrana do neurénio MNTB, quando aplicado isolado
ou concomitante aos antagonistas para NaV, TTx (1 pM) e iGluRs, CNQX (1 pM) e MK801
(10 uM). C. Resumo da diminuicdo da condutancia da membrana mediante ativacdo dos
MGIuR-1.
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5.4Alteracbes de excitabilidade

Seria razoavel esperar que a despolarizacdo do potencial de membrana e o
aumento da resisténcia da membrana, conjuntamente, aumentassem a excitabilidade
da célula, tornando mais facil gerar um potencial de a¢do. Contudo, é notéria a
capacidade de uma despolarizagdo prolongada produzir um aumento na inativagéo
de canais para Na+ dependentes de voltagem. Portanto, é dificil prever o que seria o
efeito resultante de todos esses fatores na excitabilidade dos neurbnios. Para
determinar tais efeitos, medimos a reobase (corrente minima necesséria para gerar
um potencial de a¢do) na mesma célula em situagao controle e na presenca de DHPG.

A Figura 9 mostra um exemplo tipico, representativo de 6 experimentos semelhantes.

Chamamos a atenc¢éo para reducao da reobase durante a aplicacédo de DHPG.
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Figura 9 — Diminuicdo da reobase mediante ativacdo dos mGIuR-l. (Esquerda) Célula
representativa demonstrando a diminuicdo da reobase na presenca de DHPG. (Direita)
Comportamento de 6 experimentos semelhantes ao da direita, mostrando os efeitos de DHPG
na reobase nas condi¢cdes de controle, presenca de DHPG e lavagem.
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Dessa forma, a Figura 10 exibe os dados do grupo experimental (N=6) onde
protocolos de injecdo de corrente positiva ou negativa intracelular modificam os
valores de membrana das células do MNTB com o objetivo de reproduzirem o efeito
da ativacdo dos mGIluR-I pelo DHPG e protocolos de degraus de injecdo de corrente
positiva (steps) medem os valores da reobase. Fica evidente que se na auséncia do
DHPG, as modificacbes no potencial de membrana reproduzirem os achados da
ativacdo dos mGIuR-l, os efeitos observados podem ser tdo somente devidos a
despolarizacao.

Sabendo que as alteragcbes promovidas no potencial de membrana, pelo
DHPG, foram da ordem de 7.2 + 1 mV (N=10), propusemos uma sequéncia de seis
protocolos, administrados na mesma célula, num conjunto de seis células, com o
intuito de alterarmos o potencial de membrana nas mesmas proporcdes daquelas
alteracdes observadas pela adicdo do agonista glutamatérgico metabotropico e
verificarmos os valores da reobase. Em S1, observamos a situagcéo de controle, S2
denota a situacédo de injecdo de corrente positiva capaz de alterar o potencial de
membrana em +5mV, S3 denota a situacao de injecdo de corrente positiva capaz de
alterar o potencial de membrana em +10mV, S4 mostra a modificacdo no potencial de
membrana obtido pela administracdo de DHPG (10 uM) no banho, S5 evidencia a
injecdo de corrente negativa, ainda na presenca de DHPG, capaz de restaurar o valor
do potencial de membrana para aqueles valores anotados momentos antes da
aplicacao do agonista DHPG, S6 denota a lavagem da droga do banho. Em todas as
situacOes, aliadas as injecbes de corrente, que produziram as modificacbes no
potencial de membrana das células principais do MNTB, foram realizados protocolos

de steps contendo 15 degraus de 10 pA em 10 pA e duracéo de 400 ms.
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Figura 10 — InjecGes de correntes positivas e negativas em comparagdo com efeito da
ativacdo dos mGIuR-I no MNTB. (Parte superior) Média dos valores da reobase obtidos
durante o experimento com injecdo de correntes positivas e negativas, demonstrando os
efeitos da presenca de DHPG (S4) em comparagdo com as situacbes de controle (S1),
despolarizagdo em 5 mV (S2), despolarizagdo em 10 mV (S3), presenca de DHPG +
hiperpolarizagédo (S5), Lavagem (S6). (n=6). (Parte inferior) Esquema ilustrando o protocolo
de injecéo de corrente (linha azul — potencial de membrana na auséncia de injecéo de corrente
(I=0) na situacdo controle ou durante tratamento com DHPG. Linha preta — Alteracdo do
potencial de membrana para mais ou para menos mediante injecdo de corrente positiva ou
negativa intracelular). Apesar da tendéncia de diminuigdo da reobase mediante ativacdo dos
mGIuR-Il, mostrada no grafico de barras, ndo houve diferenca estatistica entre as injecoes de
corrente e a ativagdo promovida pelo DHPG.

Os achados indicam que apesar de termos obtidos valores de reobase menores
em S4 mediante a aplicacdo do agonista glutamatérgico DHPG, como mostrado pelo

grafico de barras da Figura 10, os testes estatisticos ndo comprovaram a diferenca
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entre a aplicacdo do agonista (S4) e uma depolarizacéo via injecdo de corrente capaz
de alterar o potencial de membrana das células do MNTB em cinco (S2) ou dez
milivolts (S3), sugerindo que a principal causa da reducdo do reobase é a
despolarizacdo. Coerente com essa ideia, a reducédo do valor da reobase, causada
pelo DHPG, pode ser quase completamente revertido pela aplicacdo de uma corrente
hiperpolarizante que restaurou o potencial de membrana para o valor de controle.
medido na presenca de DHPG.

Os resultados, portanto, indicam que o principal efeito da ativacdo dos

receptores mGIuR-I na reobase sdo mediados pela despolarizacao.

5.5Qual é o significado da ImGluR-I na neurotransmissdo do MNTB?

Os dados apresentados até o momento descrevem um efeito direto e
significativo da Imclur-1 Na excitabilidade das células principais do MNTB. Interessados
no significado da Imciur-1 N@ Neurotransmissao, n0s abordamos, a partir de agora, as
consequéncias funcionais da ativacdo de mGIluR-I nas células principais do nucleo
medial do corpo trapezoide (MNTB).

Para que tivéssemos condi¢cdes experimentais que reproduzissem com mais
exatiddo as condigdes fisiologicas, as concentracdes de célcio no meio extracelular
foram modificadas para valores na ordem de 1,2 mM em contraste com os 2.0 mM
usados em todos os demais experimentos descritos anteriormente.

Sendo assim, em um primeiro conjunto de experimentos, investigamos as
alteracdes funcionais que ocorrem na sinapse do calice de Held em resposta as
alteracdes promovidas pelo agonista glutamatérgico metabotrépico do Grupo |,
DHPG, mediante a estimulag&o das aferéncias dos nucleos cocleares anteroventrais

concomitante a gravacfes em Whole-cell patch clamp, current clamp, nas células
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principais do nucleo medial do corpo trapezoide, em animais de dezoito dias, nas
situacdes de controle, DHPG e lavagem,

Um eletrodo com terminais de prata posicionado na linha média, proximo a
borda ventral da fatia, gerou trens de 100 estimulos com frequéncia de 100 Hz,
repetidos a cada sessenta segundos, em tensbes que variavam entre 1,5 a 3V
definidas em 50% acima do valor do limiar de disparo encontrado para cada célula,
aplicados nas fibras aferentes oriundas dos nulcleos cocleares anteroventrais
desencadeando potenciais de acao pré-sinapticos que elicitaram potenciais pos-
sinapticos (EPSP) sub ou supralimiares nas células principais do MNTB. A Figura
11A, entdo, exibe um trecho de um registro bruto do potencial de membrana durante
a estimulacao do terminal pré-sinaptico nas situacdes de controle (parte superior) e
aplicacdo do agonista DHPG (10 pM) (parte inferior). E possivel perceber o artefato
dos estimulos elétricos, apresentados como pequenas inflexdes rapidas, seguidas,
em maior propor¢cdo, por potenciais poés-sinapticos supralimiares (grandes linhas
verticais), tanto nos registros de controle quanto na aplicagéo do agonista, DHPG.

Deve ser notado que alguns potenciais de acao pré-sinapticos ndo déo origem
a potenciais poOs-sindpticos supralimiares, mas sim resultam em potenciais poés-
sinapticos sublimiares, desenhados como pequenas ondulagdes positivas que
preenchem o0s espacos entre os estimulos elétricos (Figura 12A) que serdo
denominados “falhas”.

Ao compararmos, na Figura 11, os potenciais de acédo das por¢des superior e
inferior, fica evidente a notavel diminuicéo da frequéncia de falhas dos potenciais de
acao supralimiares pos-sinapticos promovida pela aplicacdo do agonista, DHPG,

ativando receptores mGIuR-I. Deixando claro que a ativacdo dos receptores
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metabotropicos do Grupo | melhora as propriedades de respostas evocadas dessa
sinapse.

A analise dos dados apresentados acima permitiu identificar e quantificar as
falhas (potenciais pdés-sinapticos sublimiares) e o0s sucessos (potenciais pos-
sinapticos supralimiares) e deu origem ao raster apresentado na Figura 11B, que
permite a completa analise visual de um Unico experimento, como o descrito acima,
consistindo, na regido de interesse, de 50 sweeps de 100 estimulos aplicados a
frequéncia de 100 Hz com intervalos de 60 s. Os potenciais de acdo pos-sinapticos
elicitados com sucesso, apds o protocolo supracitado, sdo plotados como pontos
pretos e a falhas estdo indicadas em vermelho. A banda cinza, no intervalo entre as
gravacfes 20 — 30, indica a presenca do agonista glutamatérgico metabotropico,
DHPG, no banho. Nessa regido € possivel identificar visualmente uma reducéo do
namero de falhas (i.e., um maior nimero de potenciais de ac&o) devido a ativacdo dos
receptores mGIuR-I.

Na Figura 11C, plotamos os dados obtidos no registro descrito acima em uma
curva que exibe o percentual de falhas em funcdo do tempo, exibido na forma de
protocolos de estimulo aplicados a cada 60 s (a barra preta indica aplicagdo do
agonista DHPG). A curva exibe a reducéo das falhas nos potenciais de acdo pos-
sinapticos, elicitados pela estimulacéo aferente, em resposta a ativacdo dos mGIluR-I
pelo agonista DHPG (N=5).

Dessa forma, em conjunto, os resultados descridos acima indicam uma reducao
das falhas, o que denota melhora da capacidade de resposta dessa sinapse mediante
ativacdo dos receptores metabotropicos do Grupo I. Fato que se repete nas cinco

células do grupo experimental, como demonstrado pela Figura 11D.
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Figura 11 — A ativacdo dos mGIuR-lI aumenta o nimero de potenciais de acdo mediante
estimulacéo em alta frequéncia nos neurdnios do nucleo medial do Corpo trapezoide.

A. Resposta EPSP/ AP em neurbénios do MNTB durante a estimulag¢ao prolongada em
alta frequéncia (100 estimulos a 100 Hz). Superior: Controle, parte inferior: durante a aplicacdo
do DHPG.

B. A ativacdo dos mGIuR-I reduz o nimero de falhas dos potenciais de acao. O raster
acima resume um experimento onde os pontos vermelhos representam falhas nos potenciais
de acdo pds-sinapticos apds estimulacdo a 100Hz. A zona cinza denota a aplicacao de DHPG.
E possivel perceber um aumento do nimero de potenciais de agdo pOs-sinapticos
supralimiares durante a ativagcao dos receptores glutamatérgicos do Grupo |.

C. DHPG (10 uM) reduz o percentual de falhas de potenciais de agdo nos neurdnios
do MNTB. Tempo de evolugéo dos protocolos de estimulo e a porcentagem de falhas (ou seja,
EPSPs que ndo geraram um AP) antes, durante (barra cinza) e apds a aplicacdo do DHPG.

D. Resumo da diminuicdo do numero de falhas pela ativagdo dos mGIuR-I.

A andlise dos dados acima foi feita como demonstrado na Figura 12A que exibe
na parte superior um pequeno trecho de um Unico registro bruto contendo os eventos
obtidos no terminal pds-sinaptico das células do MNTB mediante estimulacdo das
aferéncias como descrito para a Figura 11. A andlise da derivada dos dados brutos
(porcéo inferior da Figura 12A) permite a identificagdo, com maior precisdo, dos
eventos elétricos medidos na célula pos-sinaptica. E possivel identificar os potenciais
pés-sinapticos sub e supralimiares, elicitados pelo estimulo do terminal pré-sinaptico.

Sendo assim, num proximo passo, buscamos avaliar o efeito de DHPG no
tamanho dos EPSPs e a quantidade de falhas em funcéo do tempo. Inicialmente, na
Figura 12B, plotamos os valores do EPSP’, obtidos no registro acima, expressos em
termos da primeira derivada temporal do potencial de membrana, em funcéo do tempo
nas condicdes de controle (simbolos pretos) e aplicacdo de DHPG (simbolos
vermelhos). A sobreposicdo dos pontos pretos e vermelhos demonstrada na Figura
12B permite concluir que a aplicagcdo de DHPG nao promove efeito sobre o tamanho
dos EPSPs quando comparado a situagao controle, tampouco diferencas na extenséo
da facilitacdo ou depressao sinaptica observadas no inicio e no final do registro,

respetivamente.
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Na Figura 12C, plotamos separadamente os EPSP” em funcédo do tempo nas
situacdes de controle (superior) e na presenca de DHPG (inferior), identificando os
EPSPs que geraram falhas em vermelho. Identificamos, neste grafico, uma menor
densidade de pontos vermelhos (que significam falhas) na presenca do DHPG quando
comparado com a situacéo de controle. A Figura 12C ainda nos permite observar a
consequéncia, em termos de probabilidade de falhas, causada pela depressao
sinaptica nessa sinapse, pelas falhas (pontos vermelhos) que surgem somente apos
0 5° ou 6° estimulo, na maioria dos casos.

Para quantificar esse resultado, a probabilidade de sucesso (i.e., ndo falha) foi
plotada em funcdo do tamanho do EPSP. Como exibido na Figura 12D, esses
achados indicam que a ativacdo dos mGIluR-I, pelo DHPG, aumenta a chance de um
potencial pos-sinaptico de determinada amplitude gerar um potencial de acédo pos-

sinaptico.
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Figura 12 — EPSPs que originaram potenciais de acao.

A. Parte superior, trecho de um registro bruto exibindo a resposta EPSP/ AP em
neurbnios do MNTB durante estimulacdo prolongada em alta frequéncia. Observar as
inflexdes maiores que denotam potenciais de acdo pds-sinapticos elicitados por estimulacéo
do terminal pré-sinaptico e a auséncia de uma grande inflexdo demonstrando uma falha na
geracédo de um potencial de acéo . Parte inferior, exibe a derivada do registro superior e indica
0S potencias pds-sinapticos que geraram potenciais de acdo (preto) ou falhas (vermelho).

B. Depressao sinaptica nas células principais do MNTB. Registro representativo da
amplitude dos EPSP em funcédo do tempo. Eventos gerados por protocolo de 100 estimulos
pré-sinapticos a 100Hz. Pontos pretos representando a amplitude dos EPSPs nas condi¢des
de controle. Pontos vermelhos representando a amplitude dos EPSPs na condi¢cdo de
presenca do DHPG. Observar a auséncia de efeito de DHPG na amplitude dos EPSPs e na
depressao dessa sinapse mediante estimulos prolongados em alta frequéncia.

C. A ativacdo dos mGIluR-lI aumenta a probabilidade de sucesso de um EPSP de
mesma amplitude desencadear um potencial de acdo. Pontos pretos denotam EPSPs que
deram origem a potenciais de agdo pos-sinapticos supralimiares e pontos vermelhos
representam EPSPs que deram origem a potenciais de acdo sublimiares (falhas). Observar a
menor porcentagem de falhas representada pela menor densidade de pontos vermelhos
durante a aplicagdo de DHPG (Parte inferior) quando comparado ao controle (Parte superior).
Observar que ndo houve mudanca na amplitude dos EPSPs quando comparados nas
situacdes de controle e aplicagdo do DHPG.

D. Probabilidade de gerar um potencial de acdo pds-sinaptico em funcao do tamanho
do EPSP. Curva preta representando o controle (aCSF) e a curva vermelha denota a aplicacdo
de DHPG. Apesar da invariabilidade na amplitude dos EPSPs, para um mesmo valor de
amplitude a administracdo de DHPG, ativando os receptores mGIluR do Grupo I, oferece maior
chance de sucesso de um EPSP deflagrar um potencial de agdo pos-sinaptico supralimiar.
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6 Discusséo
6.1Efeito de DHPG no potencial de membrana e corrente de membrana em

neurdénios do MNTB

Em vias auditivas, os efeitos dos mGIuRs do Grupo | tem sido observados em
estudos que demonstram sua contribuicdo no aumento do célcio intracelular, na
liberacdo de endocanabinoide, plasticidade sinaptica e maturacdo (ZIRPEL and
RUBEL, 1996; KUSHMERICK et al., 2004, ANWYL, 1999 ; Von GERSDORFF and
BORST, 2002). No entanto, os efeitos da ativacdo dos mGIuRs no potencial de
membrana ainda néo estéo claros. Para tanto, estudamos os efeitos dos mGluRs do
Grupo | no potencial de membrana nas células principais do nucleo medial do corpo
trapezoide (MNTB).

Nossos achados foram consistentes e semelhantes aos dados ja demonstrados
por n6s no meu mestrado (ALHADAS, 2014) ao observar que assim como nos
registros intracelulares, o DHPG promove uma despolarizagcdo em registros feitos em
whole cell patch clamp, current clamp. Media + SEM = 7.2+1 mV (n=10). Também foi
possivel, em registros whole cell patch clamp, voltage clamp, clampear a célula em
potenciais de membrana de -60 mV e observar a corrente gerada pelo DHPG. Nesse
caso, a aplicacdo de DHPG ocasionou um deslocamento negativo da corrente, com
valor meédio de -70 + 8 pA (n=10).

Dessa forma, em todos os experimentos, nas células principais do nucleo
medial do corpo trapezoide, a administracdo de DHPG ativou mGIluRs do Grupo |

provocando a alteracéo do potencial de membrana para valores menos negativos.
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6.20 Subtipo de receptor que medeia a corrente INGIuR-I

NOs mostramos previamente que o antagonista seletivo de amplo espectro,
LY341495, bloqueia a Imciur- (KUSHMERICK et al., 2004). O Grupo | dos receptores
MGIuR compreende as isoformas, mGIuR-1 e mGIuR-5, e apesar da crescente
disponibilidade de drogas que séo seletivas para determinado subtipo e permite o
estudo mais seletivo de cada subunidade, o papel dos receptores metabotropicos
glutamatérgicos (mGIuRs) ainda é controverso, na medida em que diferentes autores
defendem que a ativacdo das isoformas dos mGIuR do Grupo 1 parece produzir
consequéncias distintas a depender da ativacdo de ambas ou de somente uma das

isoformas mGIuR-1 ou mGIluR-5.

Evidéncias indicam, como exemplo, que a diminui¢cdo da atividade da isoforma
MGIuUR-5 promove efeitos protetores em modelos murinos de doenca de Alzheimer
(RIBEIRO et al., 2017). Na mesma linha de raciocinio, alguns estudos demonstraram
que o antagonismo do receptor mGIlu5 melhora o déficit motor em modelos animais
de doenca de Parkinson, se dispondo como alvo em potencial para a elaboracéo de
terapias. Em contrapartida, o uso de moduladores alostéricos negativos para mGIluR-
1 ndo sugeriu uma boa estratégia no tratamento de sintomas motores na doenca de
Parkinson (RIBEIRO et al., 2017). Ja a atividade protetora promovida pelo antagonista
seletivo para mGIuR-1, LY367385, em estudos envolvendo dano neuronal induzido
em modelos de isquemia, (BRUNO et al., 1999) deu a entender que o subtipo mGIuR-
1 e ndo o receptor mGIuR-5 facilita a toxicidade neuronal (NICOLETTI et al., 1999).
No hipocampo, estudos sugerem que a ativacao prolongada de ambos os receptores
MGIuRs do Grupo | produz efeito neuroprotetor na célula nervosa a leséo citotoxica

(ADAMCHIK and BASKYS, 2000; BASKYS et al., 2005).
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Dessa forma, o entendimento da participacdo dos mGIuR-1 e mGIuR-5,
pertencentes aos mGIuRs do Grupo I, na Imclur-, respaldado pelas evidéncias acima,

é fundamental para o entendimento da neurotransmissao no MNTB.

Sendo assim, nés mostramos no mestrado, através de procedimentos
farmacoldgicos, que ambas as subunidades parecem ser as responsaveis por
gerarem a Imciur- N0 MNTB (ALHADAS, 2014). Porém, ao observarmos atentamente
as respostas obtidas durante a aplicacdo concomitante de ambos os antagonistas
para mGIuR-1 (LY367385 e MPEP), percebemos a existéncia de um pequeno efeito
remanescente do agonista glutamatérgico DHPG (ALHADAS, 2014), deixando aberta
a guestdo que argumenta a participacdo de ambos os receptores mGIuR-1 e mGIuR-
5 pertencentes ao Grupo | dos mGIuRs na geracao da Imclur-1 OU @ainda a existéncia de
um possivel envolvimento de outros receptores nas respostas observadas de aumento

da excitabilidade dessas células principais do MNTB.

Com base na curva de dose resposta promovida pelo DHPG em neurénios do
nacleo medial do corpo trapezoide (CORREA, 2016), que exibiu valores de respostas
maximos préximos a concentracdo de 10 pM, a concentracdo do agonista
glutamatérgico metabotropico do Grupo | foi reajustada em detrimento as
concentracfes usadas previamente (100 uM) nos experimentos que buscavam a
identificacdo da isoforma responséavel pela Imcur1. Tal procedimento permitiu a
administracao de contracdes mais adequadas do antagonista competitivo e altamente
seletivo para mGIuR-1, LY367385 (100 uM) e também do antagonista ndo competitivo
e altamente seletivo para mGIuR-5, MPEP (10 uM) (GASPARINI et al., 1999) em

relacdo as concentragfes administradas do agonista DHPG (10 uM).

Ao aplicarmos ambos os antagonistas seletivos para os mGIluRs do Grupo |,

MPEP e LY367385, percebemos que o resquicio de resposta supracitado, até entao,
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nao abolido, foi agora, nesse experimento, eliminado (Figura 6). A fim de
identificarmos a participacdo de um ou ambos os subtipos de mGIuR-I, medimos o
efeito de DHPG aplicado na condic&o de controle e apds o pré-tratamento com MPEP
(10 uM). Observamos que a corrente gerada pelo DHPG na presenca do antagonista
foi significativamente reduzida mas ndo abolida. Dessa forma, as evidéncias sugerem,
gue ambos os receptores mGIluR-1 e mGIuR-5 participam da ImGIuR-1 em neurénios

do MNTB.

6.3Caracterizacdo farmacoldgica da ImGluR-I

A primeira série de experimentos objetivou responder qual a base i6nica da
corrente Imcur- € também constituiu uma caracterizagdo farmacologica dessa
corrente. Como descrito previamente, o nucleo medial do corpo trapezoide expressa
ndo so6 receptores mGIuRs como também iGluRs e canais para Na*, Ca?* e K*. Fica
evidente que o uso de métodos farmacologicos € essencial para entendermos a Imciur-
1. Seguindo o raciocinio, fizemos uso da Tetrodotoxina (1 pM), um conhecido
antagonista, potente e seletivo para canais de Na*, que permitiu avaliar a participacéo
de canais para Na* na Imcur-1 do MNTB, j& que sabidamente esse ndcleo expressa
uma corrente persistente de Na* (LEAO et al., 2005). Em outros tipos de células
neuronais essa corrente pode ser potencializada pelos receptores metabotrépicos do
Grupo | (D'ASCENZO et al., 2009). A aplicagdao de Tetrodotoxina causou uma
mudanca positiva na corrente de holding (N= 7), porém, depois de estabilizado, o
efeito de DHPG, na presenca de TTx, ndo foi significativamente diferente, como
mostrado na Figura 7A. Evidenciando assim, de forma clara, a n&o participacdo de

canais de Na2* na corrente ImGIuR-I.
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6.4 Participacéo de IGIURS na ImGiur-I

Em sequéncia, seguindo a justificativa do experimento anterior, resolvemos
averiguar o possivel envolvimento de iGIURs na Imcr-1. Como descrito na introducéo,
0s mMGIuRs do Grupo | podem produzir intera¢des funcionais com receptores ou canais
de membrana. A ativacdo de mGIuR potencializa a corrente NMDA pela interagcdo com
as subunidades NR2 desses receptores em neurdnios do corno dorsal da medula
espinhal de rato (CERNE and RANDIC, 1992) e em células piramidais, CA3
(BENQUET et al., 2002).Dessa forma, especulamos se os iGluRs poderiam estar
sendo estimulados diretamente pelo agonista DHPG ou, como supracitado, poderiam
estar produzindo algum efeito secundario a ativacao dos mGIuR-l.

Como bem demonstrado nos resultados, o bloqueio dos receptores
ionotrépicos para glutamato, pelos antagonistas CNQX (10 uM), um potente e seletivo
antagonista para receptores AMPA/ Cainato e MK801 (10 pM), um antagonista ndo
competitivo para receptores NMDA, néo alterou o efeito observado na resposta obtida
pela ativacéo dos receptores mGIluR do Grupo | quando aplicados concomitantemente
ao agonista DHPG. Evidenciando a n&o participagao de receptores iGIUR na Imciur-,
como mostrado na Figura 7A.

E valido ressaltar que o uso dos bloqueadores citados acima, apesar de n&o
produzir efeito na Imcwr-, facilitou inUmeras medidas relativas ao potencial de
membrana por inibirem canais permeaveis ao Na*, modulando a frequéncia dos
potenciais de acao pos-sinapticos e consequentemente diminuindo as oscila¢des da

linha de base.
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6.5lon responsavel pela ImGIuR-|

Ainda com relacdo a base ibnica da Imclur-, 0 USO dos protocolos de rampa
(Figura 7B), nas situacoes de controle e aplicacdo do agonista DHPG, permitiu,
mediante a subtracdo das curvas geradas, averiguar picos de corrente e potenciais
de reversao ibnica que sugeriram a participacdo do ion K* na Imcur-, haja vista, a
observacéo de que o zero da curva se d4 em potencias de membrana muito negativos
(Figura 7C). Correlacionando esses achados com os dados obtidos mediante a
injecdo de corrente negativa realizada no quarto grupo de experimentos dessa série,
aonde uma reducdo da condutancia foi observada, concluimos que os efeitos
observados até o momento podem advir do bloqueio de canais de saida de ions K*.
Em regides do hipocampo, como em CA3, o DHPG despolariza os neurdnios atraves
da inibicdo de uma conduténcia de potéssio para fora da célula (GUERINEAU et al.,
1994), o mesmo parece acontecer em CAl, onde aparentemente a ativacido de
receptores mGIuR-1 despolariza as células piramidais via inibicdo de uma condutancia
de saida de potassio (MANNAIONI, 2001).

Sabendo disso, e sabendo que os neurdnios do MNTB s&o conhecidos por
expressarem Kir3.1 canais de potassio retificadores de entrada (LEIN et al., 2007),
gue desempenham um papel importante na regulacdo da excitabilidade celular via
GPCR (LUSCHER & SLESINGER, 2010) e que canais HCN contribuem para a
excitabilidade dos neurdnios auditivos do tronco encefalico (SHAIKH & FINLAYSON,
2003), inclusive no MNTB (LEAO et al., 2006), experimentos posteriores em paralelo
(CORREA, 2016) demonstraram que quando aplicados em conjunto, ZD7288 (100
MM) e Ba2 + (500 pM) bloqueiam a Imciur-1em 73 = 3% (N =4, p = 0,02). Tais achados,
guando concatenados, nos permitem concluir que uma combinacdo de canais KIR

suprimidos por Ba2+ e canais HCN sensiveis a ZD7288 sao responsaveis pela maior
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parte da Imcur-1 gerada pela ativagcdo dos receptores metabotropicos glutamatérgicos

do Grupo | no MNTB.

6.6 AlteracOes de excitabilidade

Ao observarmos os efeitos promovidos pela ativagdo dos mGIuR-I, em todos
0S experimentos, até 0 momento, nds NOS perguntamos se isso seria consequéncia
tdo somente da despolarizacéo induzida pela Imcur-, OU poderia ser um reflexo de
uma alteracdo na excitabilidade intrinseca dos neurdnios. Fica claro que as alteracdes
no potencial de membrana para valores mais proximos do limiar de disparo, como
aquelas observadas durante a aplicacdo de DHPG, por si s6, poderiam explicar o
aumento da excitabilidade observado até o momento e também descrito por nés no
meu mestrado (ALHADAS, 2014).

Para distinguir essas possibilidades, nos realizamos experimentos em whole
cell patch clamp, current clamp e utilizamos protocolos que conjugaram injecéo de
corrente despolarizante e hiperpolarizante com a aplicacado do agonista seletivo para
MGIuR-l1 e nos permitiram comparar os efeitos de ambos na mesma célula. A
magnitude das correntes despolarizantes foi a necesséria para promover a
despolarizacdo da membrana, inicialmente em 5mV e posteriormente em 10mV,
definida para cada célula. A magnitude da corrente negativa injetada, na presenca de
DHPG, foi a necessaria para permitir o retorno do potencial de membrana para os
valores registrados na condi¢céao de controle. Em cada uma das situagdes, as injecoes
de corrente despolarizantes em degraus de 10 em 10pA permitiu a identificacdo da
reobase para cada célula.

A média dos efeitos obtidos pela aplicacdo do DHPG foi de 7,2+1 mV (N=10),

como demonstrado pela Figura 5. Era de se esperar que os efeitos observados
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mediante despolarizacdo de 5mV fossem menores quando comparados com a
administracdo de DHPG e que, talvez, as despolarizacbes de 10mV mimetizassem o
efeito de DHPG pela magnitude do deslocamento do potencial de membrana para
valores muito positivos. No entanto, as respostas obtidas tanto pelas despolarizacdes
de 5mV quanto as obtidas pela variacdo de 10mV néo se distinguem estatisticamente
entre si e também nédo diferem daqueles efeitos observados pela ativacdo dos mGIuR-
| pelo DHPG. As respostas obtidas durante as hiperpolarizacbes também nao
produziram efeitos estatisticamente diferentes daqueles observados na presenca de
DHPG.

Com base nessas informacdes, assim como descrito por Chanda and Xu-
Friedman em 2011, para experimentos realizados em nucleos cocleares, 0S n0Ss0s
achados, para esse grupo experimental, indicam que os principais efeitos da ativacao
dos mGIluRs do Grupo | sdo mediados pela despolarizacdo nas células principais do

ndcleo medial do corpo trapezoide em camundongos neonatos.

6.7 Significado da ImGluR-I na neurotransmissdo do MNTB

Em todos os experimentos realizados até o momento, avaliamos as
propriedades funcionais das células principais do nucleo medial do corpo trapezoide
via registros usando a técnica de patch clamp, whole cell, modalidade voltage ou
current clamp, mediante estimulos diretos no terminal pds-sinaptico pelo proprio
eletrodo de registro.

A partir de agora, interessados nas implicacdes fisioldgicas que a Imciur-1 tem
sobre a neurotransmissao, ja que compreender os mecanismos celulares e
moleculares gue modulam a neurotransmisséao € crucial para um melhor entendimento

da rede neural ndo somente em areas auditivas, mas também em todo organismo,
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fez-se necessario considerar todo o processo de maturacdo que ocorre nessa
sinapse. Essa maturacéo, especialmente no periodo entre o décimo e o décimo quarto
dia, quando o animal comeca a detectar o som (MIKAELIAN and RUBEN, 1964),
confere ao célice sua morfologia da forma como € observada no adulto, de modo que
0 mapa tonotépico do MNTB atinge propriedades adultas em animais P14 (FRIAUF,
1992), ocorre aumento nos niveis de expressédo dos canais pré-sinapticos de Ca?*
(IWASAKI and TAKAHASHI, 1998), aumento nos niveis de expressao de receptores
metabotropicos e ionotropicos para glutamato (ELEZGARAI et al., 1999; CAICEDO
and EYBALIN, 1999; TASCHENBERGER and Von GERSDORFF, 2000).

Dessa forma, o uso de animais pl8 em detrimento aos animais p8 foi
necessario, considerando que alteracfes importantes promovidas pela maturacéao,
tanto no terminal pré-sindptico quanto no terminal pds-sinaptico ocorreram, estao
concluidas e que suas respostas sdo fortemente influenciadas pelo estagio de
desenvolvimento (LORTEIJE et. al., 2009; TASCHENBERGER e Von GERSDORFF,
2000; FUTAI et al., 2001; JOSHI and WANG, 2002).

Os experimentos descritos até o momento demonstram que a ativacdo dos
receptores mGIUR do Grupo | no MNTB causam tanto uma despolarizacdo do
potencial de repouso quanto uma reducédo do limiar de corrente. Nesse ponto do
trabalho noés nos perguntamos qual seriam os efeitos dessas mudancas na
neurotransmissao nessa sinapse. Para abordar essa questéo, registramos EPSPs e
APs pos-sinapticos em resposta a estimulacéo de alta frequéncia das fibras aferentes
pré-sinapticas que formam o célice da sinapse de Held. Colocamos um eletrodo de
estimulacdo bipolar na linha média e utilizamos uma intensidade de estimulo 50%
acima do limiar, determinada individualmente para cada célula, que variou de 1,5-3,0

V. Trens de 100 estimulos a 100 Hz foram aplicados uma vez a cada 60 s e respostas
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foram medidas em condic¢des de controle e durante a ativacdo de mGIuR-I por DHPG
(10-20 uM). Nestas experiéncias, o Ca?* foi reduzido para 1,2 mM para melhor
reproduzir a concentragédo fisiolégica de Ca?* in vivo (HANSEN, 1985, LORTEIJE,
2009).

Os registros mostrados na Figura 11 ilustram um exemplo de registro tipico
deste grupo experimental. Sob nossas condi¢ces de gravacéo, cada estimulacao pré-
sinaptica foi seguida por um EPSP pds-sinaptico. A maioria (> 70%) desses EPSPs
foi grande o suficiente para gerar um potencial de acdo pds-sinaptico, no entanto,
falhas no potencial de acédo pos-sinaptico também foram observadas. A ativacdo dos
MGIuR-I com DHPG reduziu o niamero de falhas pds-sinapticas (compare os tracos
superior e inferior da Figura 11A). Para quantificar esses resultados, geramos graficos
rasterizados (Figura 11B) nos quais as falhas pés-sinapticas séo indicadas por linhas
vermelhas. Neste experimento, o DHPG foi aplicado durante os ensaios de nimero
20-30 (area sombreada), e reduziu significativamente o niumero de falhas. Este efeito
do DHPG pode ser claramente visto na Figura 11C, que mostra o numero de falhas
por avaliagdo. Note que neste experimento representativo houve uma diminuicao
constante no numero de falhas, mesmo no controle com aCSF. Isso pode ser devido
a alterac6es no neurdnio pés-sinaptico, causadas pelo clamp do patch em whole cell
ou pelos protocolos de estimulacdo. NOs nado investigamos essas mudancas
espontaneas ainda mais. No entanto, quando o DHPG foi aplicado (indicado pela linha
preta) houve uma diminuicdo acentuada no numero de falhas, que reverteu apos a
lavagem do farmaco do banho. E importante notar que mesmo apds a lavagem do
DHPG, a taxa de falhas continuou seu declinio lento e constante como descrito acima.

Efeitos similares foram observados em outras 4 células (Figura 11D).
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Os achados acima indicam que a ativacdo dos mGIuR-I reduz o namero de
falhas e dessa forma melhora o disparo em alta frequéncia dos neurdnios do nucleo
medial do Corpo trapezoide.

Esses dados séo consistentes com todos 0s nossos achados até o momento
gue apontam para o aumento da excitabilidade provocado pela ImGluR-I e corroboram
também com os meus dados de mestrado (ALHADAS, 2014).

Para explorar ainda mais os efeitos da ativacdo dos mGIuR-lI na
neurotransmissédo no MNTB, quantificamos seus efeitos no tamanho dos EPSPs e no
limiar dos EPSPs necessario para gerar um potencial pés-sinaptico supralimiar. Para
medir o tamanho dos EPSPs, analisamos a primeira derivada Vm, que permite a
separacao clara entre o EPSP e potencial de acdo (Figura 12A). Nessa figura, o
potencial de acdo é indicado por setas pretas no traco superior e o tamanho do EPSP
(primeira derivada) € indicado no traco inferior por setas pretas (para o caso de um
par EPSP/ AP) ou setas vermelhas quando uma falha p6s-sinaptica é detectada.

Usando este método de analise, medimos o tamanho do EPSP para cada
estimulo durante cada tentativa. O EPSP médio em condi¢des de controle e durante
a ativacao de mGIuR-lI com DHPG é mostrado na Figura 12B. Estes dados mostram
uma facilitacdo pequena mas significativa da amplitude do EPSP (em 27%) durante
0S primeiros 2 ou trés estimulos, seguida por uma depressao maior das amplitudes
de EPSPs que atingiram um estado estacionario de 37% (relativo ao primeiro EPSP)
ou 51% (relativo a facilitacdo maxima). Nao houve diferenca significativa no tamanho
dos EPSPs ou no grau de facilitacdo ou depresséo ao comparar tracos registrados em
condicbes de controle e na presenca de DHPG. Resultados semelhantes foram

obtidos em todos o0s outros registros do grupo experimental (N=5). Portanto,
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mudancas no tamanho do EPSP ndo podem explicar a diminuicdo no nimero de
falhas observadas quando os receptores mGIluR-I foram ativados pelo DHPG.

A auséncia de alteracdes no tamanho do EPSP durante o tratamento com
DHPG levou-nos a considerar mudancas no limiar como uma explicacdo para o
aumento da confiabilidade da neurotransmissao durante a ativacdo do mGIuR-I. Por
isso, examinamos a relacéo entre o tamanho do EPSP e a probabilidade de gerar um
potencial de acdo. A Figura 12C mostra as amplitudes de EPSPs que geraram um AP
(preto) ou ndo geraram um AP (vermelho) registrado sob condi¢cdes de controle ou
apos a ativacdo de mGIuR com DHPG. A interface entre os simbolos vermelho e preto
permite estimar o tamanho limite do EPSP para disparar um potencial de acéo.
Embora haja muita dispersdo nos dados, a interface entre os simbolos pretos e
vermelhos parece ocorrer com valores menores de EPSPs na presenca de DHPG em
comparacao ao controle. Assim, a ativacdo do Grupo | dos mGIuR reduz o limiar de
disparo dos potenciais de acdo. Para quantificar ainda mais esse resultado,
calculamos a probabilidade de um EPSP, de determinado tamanho, disparar um
potencial pds-sinaptico supralimiar (Figura 12D). Como esperado, a probabilidade de
um EPSP, de determinada amplitude, gerar um potencial de acao pds-sinaptico
supralimiar aumentou significativamente na presenca de DHPG (Figura 12D).
Resultados semelhantes foram obtidos em todos os outros registros do grupo
experimental (N=5).

Apesar da necessidade de transmissfes de sinal estavel, como descrito na
introducédo, todas as sinapses exibem alteracdes importantes, principalmente
temporarias, mediante o uso repetitivo. Os dados exibidos na Figura 12B nos
permitem identificar uma forte depresséo sinaptica nas ceélulas do nacleo medial do

corpo trapezoide mediante estimulacao prolongada (100 estimulos) em alta frequéncia
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(100Hz), descritas na forma de uma diminuicdo da amplitude dos EPSPs em funcgéo
do tempo. Resultados semelhantes foram obtidos em todos os outros registros do
grupo experimental (N=5).

Diversos estudos apontam para uma importante e conhecida depresséo a curto
prazo nas ceélulas principais do MNTB (Von GERSDORFF and BORST, 2002; NEHER
and SAKABA, 2008). Embora a recuperacdo do pool vesicular, disponivel para a
liberacdo do neurotransmissor na fenda sinaptica apds estimulacdo em alta frequéncia
do calice de Held, seja eficazmente rapida, devido a mecanismos dependentes de
calcio (WANG and KACZMAREK, 1998; HOSOI et al.,, 2007), a recuperacdo da
depresséao sinaptica acontece apos alguns segundos (LORTEIJE et al., 2009).

Devido a questbes técnicas, todos 0s nossos experimentos foram feitos em
temperatura ambiente controlada no banho (25 °C). Isso certamente favoreceu o
surgimento de falhas (Figura 11A) e uma depresséo sinaptica mais pronunciada
(Figura 12B e 12C). Ja que é bem definido que a transmissédo sinaptica € fortemente
dependente da temperatura (LORTEIJE et. al., 2009; TASCHENBERGER and Von
GERSDORFF, 2000; FUTAI et al., 2001; JOSHI and WANG, 2002)

Alguns dos possiveis mecanismos pré-sinapticos do calice de Held que
poderiam levar a depressédo sinaptica incluem inativacdo das correntes de calcio e
esgotamento do pool vesicular (Von GERSDORFF and BORST, 2002).

Mediante protocolos de estimulacdo prolongada e em alta frequéncia, as
evidéncias sugerem que esgotamento do pool de vesiculas parece ser o0 mecanismo
mais critico. No entanto, prolongadas estimulacbes em alta frequéncia (como
exemplificado por Von Gersdorff and Borst, 2002, para protocolos de 100 Hz, 10 s)
conduzem a uma forma de depressdo que € predominantemente devido a uma

inativacédo de correntes de Ca?* (Von GERSDORFF and BORST, 2002).
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Ambas as ideias sao defendidas por Von Gersdorff and Borst em experimentos

semelhantes nesta sinapse e poderiam também explicar nossos achados.
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7 Conclusao

O uso da técnica de whole-cell, com a consequente dialise intracelular, ndo
prejudica o estudo dos efeitos da ativacdo de receptores mGIuR nesta preparacéo ja
gue os achados s&do coerentes com aqueles observados via eletrodo de alta
resisténcia.

O DHPG despolarizou a membrana em 7.2+1 mV (N=10) com recuperacao
significativa apés a lavagem da droga. Em registros de voltage clamp a aplicacao de
DHPG gerou uma corrente de entrada de -70+8 pA (N=10).

Acéo clara do agonista, DHPG, agindo sobre receptores mGIluR-1 e mGIuR-5
em neurdnios do MNTB. A corrente gerada pelo DHPG foi significativamente reduzida
quando medida na presenca de MPEP. Porém, cerca de 60% da corrente gerada pela
DHPG foi insensivel ao MPEP, sugerindo a participacdo do receptor mGlul. O pré-
tratamento conjunto com MPEP e LY367685 aboliu o efeito de DHPG (N=4).

Nosso estudo descartou a participacéo de receptores iGluRs (NMDA, AMPA e
Cainato) no efeito promovido pela ativacdo dos receptores metabotrépicos do Grupo
|. Descartou também a dependéncia de canais de sédio voltagem dependentes.

Nossos achados sugeriram fortemente a participacdo de ions de potassio no
efeito observado pela ativacdo dos mGIluR-I e forneceram base para experimentos
paralelos que ratificaram o achado, esclarecendo a participacao de canais Kir e dos
canais HCN no efeito da ImGIuR-I.

O presente estudo indica, ainda, que o principal efeito da ativagcdo dos
receptores mGIuR-I nos potenciais de acdo sdo mediados pela despolarizacdo da

membrana.
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Sobre o significado da ImGIuR-I na neurotransmissédo no MNTB, podemos dizer
que os dados obtidos, sugerem que a Imciur-1 melhora as capacidades de resposta do
terminal pos-sinaptico dessas células mesmo durante estimulacao prolongada em alta
frequéncia reduzindo o percentual de falhas pds-sinapticas. Podemos dizer, também,
gue os achados sugerem que a ativacdo dos mGIuR do Grupo | aumenta a chance de
EPSPs de mesma amplitude desencadearem potenciais de agdo pos-sinapticos
supralimiares.

Os protocolos de estimulagdo permitiram, também, observar a existéncia de
uma forte depressao na sinapse do calice de Held, desencadeada pela estimulacao

prolongada em alta frequéncia das via aferentes.
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