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Resumo

Examinamos os efeitos de receptores metabotrdpicos de glutamato do Grupo I sobre a
excitabilidade dos neuro6nios principais no nucleo medial do corpo trapezéide (MNTB)
de camundongos. Estes efeitos foram avaliados através da sua ativacdo por agonista
exdgeno e através de seu bloqueio durante liberacdo endégena do glutamato. Em
voltage-clamp o agonista seletivo, s-3,5-dihidroxyphenylglycine (DHPG) evocou uma
corrente de entrada, referida como Imci-1, que foi estavel durante o desenvolvimento
desde pouco depois do nascimento (P8) até nove meses de idade. A Imc-1 teve pouca
dependéncia de temperatura na faixa de 25-34°C, consistente com um mecanismo de
canal idnico. Em registros em current-clamp a ativacdo dos mGlu-I com DHPG causou
despolarizacdo da membrana com diminuicdo da condutdncia da membrana e aumento
do sag despolarizante. O sag foi dependente dos canais HCN. As medidas em voltage-
clamp da In indicaram um pequeno (6%) aumento da Gmax pelo DHPG sem altera¢do na
dependéncia de voltagem, isso sugere que os canais de HCN contribuem parcialmente
para o aumento da excitabilidade pelo Grupo I de receptores mGlu. A aplicagao de
antagonistas de receptores mGlu-I indicou que os receptores mGlu sdo tonicamente
ativos e sao sensiveis a elevacdes do glutamato pelo bloqueador da recaptacdo de
glutamato threo-f-benzyloxyaspartic acid (DL-TBOA). Mesmo sem o uso de TBOA,
durante a estimulacdo de alta frequéncia do calice de Held a aplicagdo de inibidores de
receptores mGlu-I causou hiperpolarizacao do neurdnio pds-sinaptico e aumentou a
amplitude dos EPSP através de mecanismos relacionados a probabilidade de liberagao
das vesiculas (Pr) e ao conteido quantico. Assim, a ativacao de receptores mGlu do
Grupo I altera a excitabilidade dos neurénios do MNTB e contribui para a fidelidade dos
disparos em alta frequéncia neste nucleo relé auditivo através de mecanismos pré- e

pOs-sinapticos.

Palavras-chave: Receptores mGlu-I. Nucleo Medial do Corpo Trapezéide. Estimulacao

em alta frequéncia. Canais HCN. Contetddo quantico.



Abstract

We examined effects of Group I metabotropic glutamate receptors on the excitability of
principal neurons in mouse medial nucleus of the trapezoid body (MNTB). These effects
were evaluated when the receptors were activated with an exogenous agonist or by
synaptically released endogenous glutamate. Under voltage-clamp the selective agonist,
S-3,5-dihydroxyphenylglycine (DHPG) evoked an inward current, referred to as ImGiu-,
which was developmentally stable from shortly after birth (P8) through nine months
old. Imci-1 had low temperature dependence in the range 25-34°C, consistent with a
channel mechanism. Under current-clamp recording mGlu-I receptors activation with
DHPG causes membrane depolarization with decrease in the membrane conductance
and increase in the depolarizing sag. The sag was dependent on HCN channels. Voltage-
clamp measurements of In indicated a small (6%) increase in Gmax by DHPG with no
change in the voltage dependence; this suggests that HCN channels contribute partially
to the increase in the excitability by Group I mGlu receptors. Application of mGlu-I
receptor antagonists indicated that mGlu receptors are tonically active and are sensitive
to elevations in ambient glutamate by the glutamate reuptake blocker threo-f3-
benzyloxyaspartic acid (DL-TBOA). Even without the use of TBOA, during high
frequency stimulation of the calyx of Held application of mGlu-I receptor inhibitors
caused postsynaptic membrane hyperpolarizes and increased the amplitude of EPSP
through mechanisms related to Pr and quantal content. Thus, activation of Group I mGlu
receptors modifies the excitability of MNTB neurons and contributes to the reliability of
high frequency firing in this auditory relay nucleus through both pre- and post- synaptic

mechanisms.

Keywords: mGlu-I receptors. Medial Nucleus of the trapezoid Body. High frequency

stimulation. HCN channels. Quantal content.
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1. INTRODUCAO

Esta tese explora o papel de receptores metabotropicos de Glutamato do Grupo I
(mGlu-I) no controle da excitabilidade e da neurotransmissdao no Nucleo Medial do
Corpo Trapezo6ide (MNTB), um nucleo relé importante na via auditiva no tronco
encefalico. Nossos achados podem ser divididos em duas partes. A primeira parte
descreve a modulacao de canais cationicos ativados por hiperpolarizagdo e nucleotideos
(canais HCN) e como essas alteragdes afetam a excitabilidade. A segunda parte investiga
consequéncias funcionais de receptores mGlu-I durante a neurotransmissdo em alta
frequéncia. Os resultados da segunda parte mostram que i) glutamato endégeno pode
ativar os receptores mGlu-I nas nossas condi¢gdes experimentais in vitro ii) que os
receptores sdo tonicamente ativados durante atividade em alta frequéncia e o bloqueio
destes receptores hiperpolariza o neuronio e aumenta o conteddo quantico dos EPSPs
evocados. Estes resultados sao discutidos no contexto de uma dupla funcdo de
receptores mGlu-I no MNTB que, por um lado reduz a liberagdo de neurotransmissor do
calice de Held e desta forma limita a depressdo sinaptica e, por outro lado, aumenta a
excitabilidade pés-sindptica o que ajuda a garantir a fiabilidade da neurotransmissao

pelo MNTB.
1.1 Receptores ionotrépicos de glutamato

Identificados como iGIuR, os receptores ionotrépicos para glutamato medeiam
respostas sinapticas rapidas e de dura¢do curta pela abertura direta de canais para
cations (Na*, K* e Ca?*) (Figura 1). Os receptores iGluR sao representados por quatro
familias de receptores (denominados AMPA, NMDA, Kainato e Delta (§)) definidas
originalmente por sua afinidade farmacolégica a determinados agonistas e
subsequentemente por sua similaridade na estrutura e na sequéncia genética. Cada uma
destas familias apresenta na sua estrutura molecular subunidades diferentes que foram
identificadas e que determinam as isoformas de cada familia de iGluR (Meldrum, 2000;
Purves et al., 2004; Collingridge, et al., 2009). Estes receptores sdo o fundamento da
neurotransmissdo no Sistema Nervoso Central e Periférico, sendo importantes na
plasticidade neuronal, como base para o aprendizado e a memoria, além de terem sido

estudados como alvos de farmacos no tratamento de varias doencas como epilepsia,
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esquizofrenia, diabetes e Alzheimer (Revisado por Barnes & Slevin, 2003; Balu, 2016;

Wang & Reddy, 2017; Hanada, 2020).
1.2 Receptores metabotrdpicos de glutamato

Identificados como receptores mGlu. Estes receptores siao membros da
superfamilia de receptores com sete segmentos transmembrana e acoplados a proteina
G, que no caso sao ativados pelo neurotransmissor glutamato. A ativacao de receptores
mGlu e da proteina G associada desencadeia cascatas de segundos mensageiros e vias de
sinaliza¢do intracelular. Por tanto, quando comparados com receptores ionotrépicos

suas respostas sao geralmente mais lentas e duradouras (Figura 1).

200 - 5 !
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Figura 1. Ativacdo de receptores ionotréopicos e metabotropicos de glutamato. Registro em
voltage-clamp de um neurdnio no Nicleo Medial do Corpo Trapezoide (Vioa = -60 mV). Alteracdo
da corrente de membrana durante a aplicacdo de um agonista seletivo para receptores mGlu-I,
DHPG (10 uM). No grdfico é possivel apreciar os eventos rdpidos causados pela ativagcdo de
receptores iGlu (tempo em ms, ver detalhe na parte superior). O efeito na corrente de membrana
da ativagdo de receptores mGlu se instalou de forma lenta e duradoura.

O processo de ativacao e desativacao de receptores mGlu segue o mesmo ciclo
dos outros receptores desta superfamilia. A proteina G associada ao receptor é formada
pelo complexo de trés subunidades denominadas a, f e y. No estado inativo as
subunidades «, B e y formam um complexo no qual uma molécula de guanosina
difosfato (GDP) esta ligada a subunidade a. A ativacdo da proteina G muda a

conformacdo das subunidades permitindo que o GDP seja trocado por guanosina



14

trifosfato (GTP). Em seguida, o complexo se separa em duas partes: a subunidade o
ligada a GTP e o complexo das subunidades 8 e y. Os dois complexos, a-GTP e -y, se
deslocam da membrana para se difundir no citoplasma onde interagem e modulam a
funcdo de varias moléculas como enzimas, canais i6nicos e fatores de transcricao
(Wedegaertner et al., 1996; Saini et al.,, 2007). Evidéncia tem mostrado que a proteina G,
constitutiva ou ativada pelos receptores metabotropicos, pode se deslocar livremente
dentro das células, ndo ficando restrita a membrana plasmatica (Wedegaertner P. ,
2012). A subunidade a possui atividade GTPase e quando o GTP é hidrolisado para GPD
ocorre a reassociacdo do complexo affy e o término das agdes iniciadas pela proteina G
(Cartmell & Schoepp, 2000; Niswender & Conn, 2010).

A familia de receptores metabotrdpicos de glutamato é composta por oito
isoformas, divididas em trés grupos de acordo com a homologia entre as sequéncias, as
semelhangas no mecanismo de transdugdo e suas propriedades farmacoldgicas, sendo
eles Grupo I (mGlul e mGlu5), Grupo II (mGlu2 e mGlu3) e Grupo III (mGlu4, mGlu6,
mGlu7 e mGlu8) (Nakanishi, 1992; Schoepp et al., 1999), a nomenclatura destes
receptores esta baseada no acordo NC/IUPHAR (Acher et al., 2019). Este trabalho foca

nos efeitos de receptores pertencentes ao Grupo I (Tabela 1).

Tabela 1: Caracteristicas gerais de receptores metabotrépicos de Glutamato.

Isoformas | Proteina G | Mecanismo de | Localizagdo | Agonistas | Antagonistas
acoplada | transdugdo na sinapse Usados neste estudo
mGlu-I mGlul LY367385
Gq/11 TPLC Pés- (5)-DHPG JNJ16259685
mGlus | Giro LAC Pre- 7 MPEP
mGlu-II mGlu2 G LAC Pre- n.a n.a
mGlu3
mGlu-III | mGlu4 n.a n.a
mGlu6
mGlu7 Gi L AC Pre-
mGlu8
PLC: Fosfolipase C; AC: Adenil ciclase; n.a: ndo aplica
? (Pengatal., 2020)

Adaptado de Schoepp et al., 1999; Hermans & Chaliss, 2001. Niswender & Conn, 2010

A estrutura dos receptores mGlu esta dividida em trés regides: a regido
extracelular (dividida na regido de ligacdo e regido rica em cisteina), a regidao dos sete

dominios transmembrana e a regido intracelular. Os dominios de ligagcdo extracelular
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também sao conhecidos como dominios “Venus flytrap” (VFDs) os quais ligam o
glutamato ou outros ligantes ortostéricos. As regides ricas em cisteina ligam os VFDs
aos sete dominios transmembrana. A estrutura funcional destes receptores é dimera e
até pouco tempo foram considerados como estritamente homodimeros (Romano et al,,
1996; Kunishima et al, 2000). Contudo, experimentos de imunoprecipitacao,
microscopia de super resolucdo e transferéncia de energia por ressonancia de Forster
(FRET) demonstraram que podem se formar heterodimeros funcionais entre as
isoformas do Grupo I (Pandya, et al., 2016) e entre as isoformas dos Grupos Il e III, tanto
em células transfectadas (Doumazane et al., 2011; Yin et al., 2014) quanto em neurdnios
nativos (Sevastyanova et al., 2014; Moreno Delgado et al.,, 2017). A funcionalidade dos
heterodimeros mGlul/mGlu5 sé é inibida por completo na presenca de antagonistas
das duas isoformas (Werthmann, et al., 2020).

Estudos imunohistoquimicos tém permitido determinar a localizacdo dos
receptores mGlu do Grupo I principalmente como pds-sinaptica, os receptores mGlu do
Grupo III predominantemente expressos no terminal pré-sinaptico, ja os receptores
mGlu do Grupo II estdo expressos em terminais pré e pds-sinapticos (Elezgarai, et al.,
2001; Puente, et al, 2005). Receptores dos Grupos Il e III funcionam como
autoreceptores localizados na regido pré-sinaptica e estdo envolvidos no controle
retrogrado da liberacao de neurotransmissores (Revisado por Cartmell et al., 2000 &
Niswender & Conn, 2010). A funcao dos receptores do Grupo I é mais complexa, com
acOes pré- e pos-sindpticas. A ativacao desses receptores na célula pés-sinaptica evoca a
liberacdo de endocanabindides (Varma et al, 2001; Maejima et al, 2001) e a
retroinibicdo da liberagcdo de neurotransmissores (Kushmerick et al,, 2004), além de
provocar a geragdo de correntes pds-sinapticas que afetam diretamente a excitabilidade
celular (Ireland & Abraham, 2002; Chanda & Xu-Friedman, 2011; Pan & Rutecki, 2014;
Alhadas et al., 2019).

1.2.1 Receptores mGlu do Grupo I

O mecanismo de transduc¢do preferencial dos receptores mGlu do Grupo I
(mGlu-I), ao estarem acoplados a proteina Gag, inclui a ativacao da fosfolipase C (PLC) e
a hidrolise de fosfoinositideos (4,5) bisfosfato gerando inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3) e

diacilglicerol (DAG). Estes segundos mensageiros, por sua vez, causam a liberacdo de
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Ca2+ do reticulo endoplasmatico e a ativacdo da proteina quinase C (PKC). No entanto,
além desta via, tem sido reconhecido que receptores mGlu-I podem ativar também,
ainda que com menor incidéncia, proteina Gi/o e Gs através das quais sdo acionados
outros segundos mensageiros como cAMP, diferentes enzimas como GRK, PLD, PKA e
ativadas outras vias de sinalizacdo como MAPK/ERK e MTOR/p70/S6 (Hermans &
Chaliss, 2001; Ferguson, 2001; lacovelli et al., 2003; Dhami & Ferguson, 2006;
Niswender & Conn, 2010; Bhattacharyya, 2016; Reiner & Levitz, 2018)

Os receptores mGlu-I estdo amplamente expressos tanto em neurdnios quanto
em células glia de diversas regides do SNC. O mGlu1 tem sido identificado, nas células de
Purkinje do cerebelo (Lujan & Ciruela, 2001), no bulbo olfatério (Heinbockel et al.,
2004), na regiao CA3 do hipocampo e no talamo (Lavreysen, et al., 2004), enquanto a
isoforma mGlu5 esta expressa nas regioes CA1 e CA3 do hipocampo, no coértex, no
estriado e no bulbo olfatério (Romano, et al., 1995). Nas células de Purkinje do cerebelo
foi identificado o mGlu5 em densidade menor respeito a isoforma mGlul (Bordi &
Ugolini, 1999). Apesar de pertencer ao mesmo grupo e estarem co-localizados em
algumas regides do cérebro, a expressdo dos receptores mGlul e mGlu5 é regulada de
forma diferente durante o desenvolvimento, o que sugere diferencas funcionais das
isoformas dependendo da regido em que se encontra o neuronio (Cataina et al., 1994;
Simonyi et al., 2005; Lein et al., 2007).

Numerosas pesquisas indicam que o Grupo I dos mGlu podem modular a
excitabilidade dos neurénios do SNC. Eles fazem isso através da modula¢do de correntes
de membrana e condutancias que afetam o potencial de membrana (revisado por
Correa et al.,, 2017) (Figura 2). Foi observado que o aumento do calcio intracelular
estimula o trocador de Na*/Ca2* (NCX) gerando uma corrente de entrada (em cada ciclo
do trocador, 3 ions Na* entram e 1 ion Ca2* sai) (Lee e Boden, 1997; Keele et al., 1997),
este fenOmeno acontece pela ativacdo da via da proteina Gaq acionando a cascata da
PLC-IP3-[Ca?*]i (Serikawa e Bonham, 2006; Jian et al, 2010). Hiperpolarizacao da
membrana foi descrita como devida a modulacao da condutancia para o K* (Jian et al,,
2010) e mais especificamente de canais para K* dependentes de Ca (Kca?+) (Katayama et
al., 2003). As condutancias moduladas por receptores mGlu podem ser independentes
ou dependentes de voltagem. Por exemplo, Ketunnen et al (2003) identificou que a
inibicdo de condutancias de vazamento causa a despolarizacdo durante ativacdo de

receptores mGlu-I pelo DHPG. Por outro lado, modula¢do de correntes de Na*, K* e Ca2*
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dependentes de voltagem tém sido descritas também como promotoras de correntes de
entrada (Guatteo et al,, 1999; Chuang et al., 2000; Heinbockel et al., 2004; Bonsi et al,,
2005; Dong e Ennis, 2013).
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Figura 2. Ativagdo de receptores mGlu-I modula caracteristicas da membrana. Ai. Registro
em current-clamp no MNTB de camundongos neonatos (P8), na condigdo controle (preto), durante
aplicagdo do DHPG (10 uM, vermelho), e apés a lavagem (azul). Observe-se que a agdo do DHPG
sobre os receptores mGlu-1 causa uma despolarizacdo da membrana (Aii), um aumento da
resisténcia de entrada (Aiii) e um aumento do sag (Aiv). (Alhadas E., 2014; Bernal-Correa, 2016).

A ativacdo dos receptores mGlul e mGlu5 induz diferentes respostas que tém
papéis importantes nos processos de plasticidade sinaptica (Long-term Potentiation -
LTP e Long-term Depression — LTD), que envolvem a aprendizagem, a memoria e o
comportamento; e ao mesmo tempo no desenvolvimento neuronal e na
neurodegeneracdo (Malenka R.C., 1994; Malenka & Bear, 2004; Citri & Malenka, 2008).

Devido as variadas fungdes destes receptores, eles tém sido estudados como
alvos terapéuticos para doencas neuroldgicas e neurodegenerativas graves, como a
sequela apos isquemia ou trauma cerebral (Cozzi et al., 2002), a dor cronica (Pereira et
al,, 2019), as epilepsias (Moldrich et al., 2003; Pan & Rutecki, 2014), a esclerose multipla
(Geurts, 2003), a esclerose lateral amiotroéfica (Giribaldi et al, 2013), doengas de
Huntington (Ribeiro et al., 2010), Parkinson (Kang, et al., 2018), sindrome do X fragil
(Dolen & Bear, 2008) e autismo (Modi, et al.,, 2018). Com isto, a criacdo e descoberta de
moduladores tanto positivos, quanto negativos para estes receptores é um amplo alvo
de estudo na atualidade (Bhattacharyya, 2016)

Tendo visto a relevancia destes receptores como alvos para tratamento de
doencas é importante conhecer os mecanismos basicos de funcionamento deles para

compreender melhor como os farmacos dos quais sdao alvo os modulam. N&s
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desenvolvemos os estudos sobre estes receptores em neurdonios do Nucleo Medial do

Corpo Trapezdide.

1.3 Canais HCN

Os canais HCN (do inglés, Hyperpolarization-Activated Cyclic Nucleotide-Gated
Channels) foram descobertos por primeira vez em bastonetes da retina e logo foram
identificados em motoneuro6nios e no né sinoatrial do coracdo (revisado por Clapham,
1998). Posteriormente foram identificados amplamente no SNC (Moosmang et al., 1999;
Monteggia et al., 2000). Sua principal caracteristica que os distingue de canais Nav ou Kv
é sua ativacdo durante hiperpolarizacio da membrana, motivo pelo qual é conhecida
como corrente h (In). Uma corrente semelhante no coragdo é conhecida como corrente
“funny” (If) (Pape, 1996). A corrente que flui por estes canais é mista (Na* e K*), com
potencial de reversao em torno de ~-30mV e nao sofre inativacdo, contribuindo para
regular o potencial de membrana, a resisténcia de entrada da membrana e a integragao
sindptica (Banks et al., 1993; Cuttle et al., 2001; Wahl-Schott & Biel, 2009; Ledo et al,,
2006; Khurana, et al,, 2012). O cAMP e cGMP modulam a atividade destes canais, por
tanto neurotransmissores que se ligam a receptores acoplados a proteina G modulam a
ativacdo destes canais (Santoro & Baram, 2003; Benarroch, 2013).

Quatro isoformas de canal HCN foram caracterizadas (HCN1 - HCN4), cada uma
das quais apresenta propriedades diferentes. A cinética de ativacdo dos HCN1 é rapida
tendo baixa modulacdo por cAMP, ja HCN3 e HCN4 apresentam cinética lenta. Os HCN2
tém cinética intermediaria e sao fortemente modulados por cAMP assim como os HCN4
(Clapham, 1998; Benarroch, 2013). O pH de meio intracelular (Zong et al., 2001) e o
PI(4,5)P2 (Pian et al., 2006) também tém sido identificados como moduladores dos HCN,
alterando a curva de ativagdo para potenciais mais negativos ou positivos,
respectivamente. Estas isoformas que sdao amplamente distribuidas pelo SNC podem
colocalizar num mesmo neurdnio (Ledo, et. al., 2006).

Disfun¢des destes canais no SNC tém sido relacionadas com altera¢des nos
processos inflamatérios, dor neuropatica, epilepsia, e hemorragia subaracnoéidea

(Santoro & Baram, 2003; Cao et al., 2016; Rivolta et al., 2020).
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1.4 Nucleo Medial do Corpo Trapezdide

O Nucleo Medial do Corpo Trapezdide (MNTB) esta localizado no tronco
encefalico, este nucleo faz parte do Complexo Olivar Superior (SOC) e da via auditiva.
Potenciais de acdo através da via auditiva codificam a frequéncia, intensidade e tempo
das informacdes sonoras. A membrana basilar localizada na céclea, no ouvido interno,
se caracteriza por apresentar regioes determinadas para sons de baixa e alta frequéncia,
esta distribuicdo tonotdpica é reproduzida espacialmente dentro dos nucleos auditivos,
assim cada neuronio responde melhor a uma determinada faixa de frequéncia (Sommer
et al., 1993; Kandler et al., 2009). Ja a intensidade dos sons é codificada pela taxa de
disparos, sendo que altas taxas representam sons altos. Diferencas de tempo ou de
intensidade da informagdo proveniente das duas cécleas sdo comparados no SOC para
determinar a localizacdo a fonte sonora (Trussell, 1999; revisado por Johnston et al,,
2010).

Neurdnios do nucleo ventral coclear (VCN) recebem aferéncias do VIII nervo
craniano, e enviam projecdes glutamatérgicas para as células principais do MNTB
contralateral (Morest, 1968) formando a sinapse conhecida como o Calice de Held
(CoH) (Held, 1893). Os neuronios do MNTB sao um relé sinaptico com func¢ao inversora
na qual transformam os sinais excitatérios que recebem em sinais inibitérios,
(glicinérgicas) que sdo dirigidos a regides ipsilaterais como a oliva lateral superior
(LSO) (Banks & Smith, 1992), a oliva medial superior (MSO) (Clause et al., 2014), o
nucleo paraolivar superior (SPN) (Kulesza et al., 2007), o nucleo do lemnisco lateral
(NLL) (revisado por Johnston et al, 2010) e os nucleos lateral e ventral do corpo
trapezoide (LNTB e VNTB) (Aoki et al. 1988; Borst et al, 2012) (Figura 3). Este
processamento dos sinais permite localizar a origem de sons no plano horizontal.

De forma geral, os circuitos de neurdnios auditivos envolvidos em
processamentos de informacdo sonora tém como caracteristica a capacidade de
sustentar a neurotransmissdo em alta frequéncia. Particularmente, o MNTB se
caracteriza por manter (in vivo) uma frequéncia de disparo espontanea relativamente
alta (em torno de 30 Hz) e na presenca de estimulos sonoros pode disparar potenciais
de acdo em frequéncias que chegam a ~300 Hz (Hermann et al., 2007; Kopp-Scheinpflug
et al, 2008). A manutencdo de disparos em alta frequéncia faz deste nucleo um

interessante modelo para estudar a modulacdo da excitabilidade. Ainda que a
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caracteristica de disparos espontaneos nao seja conservada em estudos in vitro, é

possivel estimular o CoH para mimetizar a atividade in vivo destes neurénios.

Figura 3. Circuito auditivo no Complexo Olivar Superior. A. Representacdo de uma fatia
coronal contendo o SOC. O VCN recebe informagdes direto da coclea através do oitavo nervo
craniano. O VCN envia projecdes excitatorias para o MNTB contralateral (linha vermelha, +). O
MNTB emite projegées inibitdrias ipsilaterais (linha azul, -) para o MSO, LSO, SPN e NLL. Estes
quatro niicleos recebem entradas excitatérias do VCN ipsilateral (ndo mostrado). VCN, Niicleo
Ventral Coclear; MNTB, Nicleo Medial do Corpo Trapezdide; MSO, Oliva Superior Medial; LSO,
Oliva Superior Lateral; SPN, Nicleo Superior Paraolivar; NLL, Niicleo Lateral do Lemnisco
(Adaptado de Johnston et al, 2010). B. Fotografia de uma fatia durante o registro de um neurénio
principal do MNTB mostrando a regido indicada em A. A linha pontilhada amarela indica a linha
média e as linhas pontilhadas brancas a direita mostram a posigdo da pipeta de registro.; Stim,
Eletrodo de estimulagdo

1.4.1 Calice de Held

O calice de Held (CoH) corresponde a parte final dos ax6nios aferentes que se
projetam desde as Globular Bushy Cells (GBC) no AVNC e cada um destes terminais
forma uma sinapse glutamatérgica com o corpo de um unico neurdnio principal do

MNTB (Forsythe, 1994). Durante as duas primeiras semanas de vida a morfologia do
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calice de Held se altera, iniciando como um pequeno contato com o soma (P2),
posteriormente a drea de contato aumenta de forma expansiva (P5) e finalmente entre
os dias 13-14 o calice amadurece formando fenestracdes que recobrem o corpo de
neurénio (Kandler & Friauf, 1993; Borst & van Hoeve, 2012).

O desenvolvimento deste enorme terminal pré-sindptico implica a existéncia de
um grande ndmero zonas ativas para liberacdo do neurotransmissor, estimada de ser
entre 500-700 zonas ativas em calices de Held de ratos (Satzler et al, 2002Z;
Taschenberger et al, 2002) e 400-500 em camundongos (Oleskevich et al.,, 2004).
Nestes locais sdo recrutadas vesiculas que integram o pool prontamente liberavel (RRP),
que contém em camundongos ao redor de 1000 vesiculas (Oleskevich et al., 2004; Singh
et al.,, 2018). A liberacao das vesiculas por exocitose e a subsequente ativacdo dos iGluRs
no MNTB gera os EPSC/EPSP (Excitatory Postsynaptic Current/Potential), a amplitude

destes eventos p6s-sindpticos pode ser descrita pela seguinte equacgao:
Y=N - Pr-q Eq. 1

Onde Y representa a amplitude do EPSC/EPSP, N os locais de liberacdo do
neurotransmissor, Pr a probabilidade de liberacdo das vesiculas e g a amplitude da
corrente ou do potencial quantico (revisado por Schneggenburger & Forsythe, 2006;
revisado por Neher, 2017). A probabilidade de liberacdo depende de fatores pré-
sindpticos, como a concentragdo do Ca?* e a sensibilidade da maquinaria da exocitoses
para este ion, assim moduladores de corrente de CaZ* no calice, como receptores CB1
(Kushmerick, et al., 2004), GABAs (Takahashi et al., 1998) e mGlu II/III (ver abaixo)
entre outros, podem alterar o valor de Pr. O tamanho quantico (q) e um fator que
depende de fatores pds-sindpticos pois esta sujeito as caracteristicas dos receptores
(AMPA e NMDA) (Yamashita et al., 2003; Yamashita et al., 2009; Budisantoso, et al,,
2013). No MNTB foi visto que a amplitude das correntes AMPA aumenta durante o
desenvolvimento enquanto as NMDA diminuem consideravelmente em animais ~P16-
P18 (Taschenberger & von Gersdorff, 2000; Taschenberger et al., 2002; Joshi & Wang,
2002; Steinert, et al., 2010). A quantidade de vesiculas liberadas para gerar um EPSP

corresponde ao conteddo quantico (m), e pode ser calculado assim:

eEPSP
m= Eq. 2
mMEPSP
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Onde, eEPSP representa a amplitude dos eventos evocados por um potencial de
acdo pré-sinaptico e mEPSP a amplitude dos eventos miniatura (uni-quanticos). Como
consenso cientifico a amplitude dos mEPSP deve ser medida na presenca de
tetrodotoxina (TTX) para evitar a possibilidade de confundir eventos evocados por
potenciais de acao com os eventos que representam um mEPSP genuino. No MNTB foi
visto que a amplitude dos EPSC espontaneos (SEPSC) medidos sem TTX nao é diferente
da amplitude dos mEPSP (Ishikawa et al., 2002; Yamashita et al., 2003; Kushmerick et
al,, 2006).

1.4.2 Neuronios principais do MNTB

O MNTB agrupa um unico tipo de neurénio chamado de neur6nio principal ou
célula principal. Os neur6nios principais sao células ovais e compactas com um ou dois
dendritos (Ledo et al., 2008). Os neurdnios principais do MNTB maduros apresentam
especializacdes biofisicas que lhes permitem converter as entradas sindpticas que
recebem do Calice de Held em potenciais de acdo em notavel alta frequéncia e fidelidade
temporal. Curiosamente, neurénios do MNTB recém-nascidos ndo apresentam estas
especializacbes e como consequéncia apresentam falhas quando estimulados em alta
frequéncia (Taschenberger & von Gersdorff, 2000). As mudang¢as ocorrem
principalmente durante o desenvolvimento pds-natal até o inicio da audi¢do (P12). O
estudo da sinapse ao longo desta fase de desenvolvimento permite correlacionar
modificacdes nas propriedades biofisicas de canais e receptores com a fungao fisiolégica
(Taschenberger & von Gersdorff, 2000).

Entre as mudangas observadas ha alteragdes no tipo e nas propriedades dos
receptores de glutamato que sdo expressos. Neuronios imaturos do MNTB expressam,
receptores AMPA de cinética relativamente lenta, assim como alta densidade de
receptores NMDA com cinética lenta. Durante o desenvolvimento, mudangas nas
subunidades que compdem os receptores AMPA resulta em canais de cinética rapida e a
expressao de canais NMDA é reduzida a niveis muito baixos (Taschenberger & von
Gersdorff, 2000). Em animais jovens e adultos (a partir de P15) a dessensibilizacao de
receptores AMPA é menor e contribui pouco para a depressao sinaptica dentro de trens
de estimulos em alta frequéncia (Taschenberger et al., 2002). Estas modificacdes
permitem a célula pos-sindptica reproduzir as entradas sinapticas recebidas em alta

frequéncia do calice de Held.
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Outras especializagdes identificadas nos neurénios do MNTB sdo os canais para
Na* com rapida recuperacdo da inativacao (Ledo R. M., et al., 2005) ocasionando que os
periodos refratarios sejam curtos. Além disso, estas células expressam dois tipos de
correntes de K* com papéis diferentes, mas igualmente importantes para manter a
fidelidade de disparos em alta frequéncia (Brew & Forsythe, 1995; Revisado por
Johnston et al, 2010). A primeira é a condutdncia de K* de baixo limiar sensivel a
dendrodotoxina que ativa perto do potencial de repouso, limitando o numero de
potenciais de agcdo gerados por um unico estimulo. Esta corrente garante que cada
potencial de acdo pré-sindptico gere apenas um Unico potencial de acdo pds-sinaptico. A
outra corrente de K*, que ativa em potenciais mais despolarizados apresenta cinética de
ativacdo e inativacdo rapida sendo essencial para disparos em alta frequéncia. Juntas,
estas correntes de K* permitem que neurénios do MNTB executem sua funcdo como
neurdnio relé, seguindo fielmente as entradas sindpticas recebidas (Wang et al., 1998).
Adicionalmente, os neurénios do MNTB expressam canais para potassio retificadores de
entrada (Kir) e canais HCN, estes ultimos ativam em potenciais préximos ou
hiperpolarizados ao potencial de membrana, regulando a resisténcia de entrada e
podendo modular a excitabilidade (Lein et al.,, 2007; Ledao R.N. et al., 2005; Leao et al,,
2006; Kim & von Gersdorff, 2012; Kopp-Scheinpflug et al.,, 2015).

1.4.3 Receptores mGlu no MNTB

As isoformas dos receptores mGlu dos grupos II e III tém sido identificadas no
terminal do cdlice de Held (Barnes-Davies & Forsythe, 1995; Takahashi et al., 1996;
Elezgarai, et al., 1999; Elezgarai et al., 2001; Renden et al., 2005). Tanto em rato como
em camundongo foi visto que a expressao destas isoformas é regulada durante o
desenvolvimento sendo constatada uma maior expressdo até o dia ~9-10, nos dias
seguintes a expressdo dos receptores nos neuronios do MNTB diminui
consideravelmente (Elezgarai, et al., 1999) e sua contribuicdo na inibicdo dos EPSC
torna-se reduzida a 10% na idade adulta (Renden, et al., 2005). Devido a sua localizagdo
pré-sinaptica, estes receptores tém sido classificados como autoreceptores com sua
funcao ligada a inibicdo da liberacao de glutamato, principalmente ao reduzir correntes
de Ca?* pré-sinapticas (Takahashi et al., 1996). Renden et al. (2005) mostraram que a

reducdo na amplitude dos EPSC pela ativacao destes receptores cai de 73% na idade de
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P5-7, para 68% (p8-10), 36% (P12-14) e 16% (P16-18). Durante a idade adulta a
participacdo dos receptores do grupo IIl na depressdo sinadptica estd reduzida a 10%
(von Gersdorff et al., 1997), tendo uma importante funcdo na aceleracdo da recuperacgao

pré-sinaptica logo apds de estimulacdo em trens de alta frequéncia (Billups et al., 2005).
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Figura 4. Expressdo de receptores mGlu-I no MNTB muda ao longo do desenvolvimento.
GlyT2 é o marcador para transportador vesicular de glicina que serve como marcador para
neurénios do MNTB. Expressdo das isoformas mGlul e mGlu5 aos 4, 14, 28 e 56 dias em
camundongos (Fluorescéncia associada a marcagdo por hibridagdo in situ). Adaptado de Lein at
al, 2007.

Receptores do grupo I tém sido identificados nos neurdnios principais do MNTB
(Figura 4), onde foi mostrado que a ativacdo de ambas as isoformas (mGlul e mGlu5)
com o agonista seletivo (S)-3,5-Dihydroxyphenylglycine hydrate (DHPG) aumenta a
excitabilidade dos neurdnios ao despolarizar a membrana (Alhadas et al., 2019; Peng, et
al, 2020). Mais recentemente vimos que a despolarizacao gerada pelo DHPG (Figura
5A) é dependente da concentracdo do agonista (Figura 5B) e se deve a uma corrente de
entrada (Figura 6A). Esta corrente é sensivel a BaCl*2 e ZD7288, o que sugere o
envolvimento de canais Kir e HCN na geracao da corrente (Figura 6B) (Alhadas et al,,

2019).
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Figura 5. O efeito do DHPG é dependente da concentragdo. A. Registro representativo da
despolarizagdo da membrana evocada pelo DHPG (10 uM) (B) Curva de concentragdo-resposta
para a despolarizagdo evocada pelo DHPG em neurénios do MNTB (para cada concentragdo foram
registadas entre 4 — 6 células). A curva é o melhor ajuste da equagdo de Hill com EC50 em 0.8 uM e
efeito mdximo de 7.3 mV (Bernal-Correa, 2016).

Estes receptores do Grupo [ podem modular a liberacdo de neurotransmissores
de diversas maneiras. Kushmerick et al. (2004) mostraram que a ativagdo de receptores
mGlu-I causa uma retroinibicdo através da ativacao de receptores CB1 pré-sinapticos.
Evidéncia recente mostrou que o mGlu5 pode estar localizado no calice de Held, onde
modula a corrente persistente de soédio (INaP) resultando em um aumento da liberagao
espontanea de glutamato (Peng, et al, 2020). O MNTB também recebe entradas
sinapticas inibitorias que sdao igualmente reguladas pelos receptores mGlu-I (Curry et

al, 2018).
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Figura 6. DHPG evoca uma corrente de entrada sensivel a BaCl2 e ZD7288. A. Registro
representativo da corrente de entrada evocada pelo DHPG (10 uM) em neurénios do MNTB de
camundongos P8. Vm = -60 mV. B. A corrente é sensivel aos bloqueadores BaCl2 (Ba, 500 uM) e
ZD7288 (ZD, 100 uM) (Bernal-Correa, 2016).
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Adicionalmente, quando o CoH foi estimulado a 100 Hz usando aCSF com
concentracdo reduzida de Ca?* (1.2 mM) foram observadas falhas esporadicas na
geracdo de potenciais de acdo (Figura 7A). Nestas condic¢oes, a adigdo de DHPG aumenta
a probabilidade de que o EPSP desencadeie um potencial de agao (Figura 7B), indicando
que a ativacdo de receptores mGlu-I pode aumentar a excitabilidade intrinseca dos

neuronios e desta forma melhorar o desempenho da sinapse (Alhadas et al., 2019).
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Figura 7. Ativacdo de receptores mGlu-I aumenta a confiabilidade da neurotransmissdo. A.
EPSP e potenciais de agdo registrados em neurénios do MNTB (P18) durante estimulagdo a 100 Hz
em controle e na presenga do DHPG (10 uM). ACSF contendo 1.2 mM de Ca*? e 1.8 mM de Mg+2.
Detalhe: Parte do registro expandido na escala horizontal mostrando dois EPSP-AP e entre eles
uma falha pds-sindptica (indicada pela seta preta). B. Efeito do DHPG na frequéncia de falhas pds-
sindpticas ao longo de um experimento. DHPG (10 uM) foi adicionado no tempo indicado pela

barra preta C. Redugdo da frequéncia de falhas em 5 experimentos independentes. (Adaptado de
Alhadas et al, 2019)



27

2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Neurdnios do MNTB expressam receptores mGlu do Grupo I, mas os mecanismos
biofisicos que sdo ativados por estes receptores e o seu papel nas propriedades do
MNTB sdo apenas parcialmente compreendidos. A dependéncia de temperatura de
correntes de membrana pode elucidar mecanismos subjacentes, mas descri¢cdes prévias
dos efeitos de receptores mGlu-I no MNTB foram realizadas na temperatura ambiente.
Assim é importante saber como estes receptores funcionam em temperaturas mais
préximas das condicoes fisioldgicas. A sinapse formada entre o calice de Held e os
neurdénios do MNTB expressa muitos tipos de receptores ligados a proteina G, no
entanto a importancia de muitos destes receptores diminui durante o desenvolvimento
pos-natal e a reducdo na sua expressdo coincide com o inicio da audi¢do. Para
determinar se os efeitos dos receptores mGlu do Grupo I descritos em animais neonatos
persiste ao longo do desenvolvimento e na idade adulta, eles devem ser avaliados em
animais mais velhos. A ativacdo de receptores mGlu-I aumenta o sag despolarizante em
neurénios do MNTB, mas ainda falta uma demonstracdo direta do incremento da
condutancia da corrente h. Finalmente, é importante saber em quais condi¢des estes
receptores sdao ativados pelo glutamato enddégeno que é liberado durante a
neurotransmissdo em alta frequéncia nesta sinapse. Abordaremos estas questdes por
meio dos seguintes objetivos especificos.

1. Determinar a dependéncia de temperatura da corrente mGlu-I;

2. Medir a amplitude da corrente gerada pela ativacdo de receptores mGlu-I em
camundongos de diferentes idades (P8, P15, P30, P42, P56 dias e 9 meses);

3. Avaliar o sag despolarizante e a condutancia de membrana em animais juvenis
durante a despolarizacdo da membrana causada pela ativacao de receptores mGlu-I.

4. ldentificar se as mudancas no sag sao causadas por ativacdo de canais HCN;
Calcular o valor do potencial de reversado para a Ih em neuroénios do MNTB;

6. Caracterizar a modulacdo que os receptores mGlu-I efetuam sobre parametros da
condutancia da corrente h (Gmax, V1,2, K).

7. ldentificar alteragdes no potencial de repouso e no complexo EPSP/AP em neurdnios
do MNTB, ao inibir receptores mGlu-I durante estimulagao em alta frequéncia.

8. Apontar possiveis alteragdes pré-sindpticas causadas pela ativacdo enddgena de

receptores mGlu-I durante estimulacao em alta frequéncia.
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3. METODOLOGIA

3.1 Animais

Experimentos foram realizados em neurdonios do MNTB localizados em fatias do
tronco encefalico, obtidas de camundongos C57BL/6 ou de camundongos CBA/CaJ. Para
estudar possiveis mudancas ao longo do desenvolvimento, foram definidos grupos
experimentais em diferentes faixas etarias que variaram entre 8 e 60 dias (C57Bl/6) e
entre 5 e 9 meses (CBA/CaJ).

Os animais C57BL/6 de ambos os sexos foram fornecidos pelo Centro de
Bioterismo (CEBIO) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG), quando necessario os animais foram mantidos no biotério de
experimentacdo do Departamento de Fisiologia e Biofisica, acondicionados em mini-
isoladores, em ciclo claro/escuro de 12/12 horas em temperatura controlada (22-24°C)
e com livre acesso a racdo e agua. Os procedimentos experimentais foram aprovados
pelo Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA) da UFMG, no protocolo No. 159/2015.

Animais CBA/CaJ] de ambos os sexos foram fornecidos por The Jackson
Laboratory e foram mantidos no biotério ao cuidado de veterinarios do Departamento
de Medicina Comparada do Oregon Health and Science University (OHSU). Todos os
procedimentos feitos neste estudo foram aprovados pelo Comité Institucional de

Cuidado e Uso de Animais da OHSU, no protocolo No. TR01_IP00000637.
3.2 Obtencao de fatias

Os registros foram feitos em neurdnios principais do Nucleo Medial do Corpo
trapezoéide (MNTB) presentes em cortes coronais do tronco encefalico (170 - 200 um),
de camundongos (machos e fémeas). Os animais foram profundamente anestesiados
com isoflourano e em seguida decapitados, o cérebro foi removido rapidamente e
submerso em Fluido Cérebro Espinhal artificial (aCSF, do inglés artificial Cerebro Spinal
Fluid) gelado e borbulhado com mistura gasosa de “carbogénio” contendo
5%C02/95%02. O aCSF para corte continha (em mM): NaCl (125), KCl (2.5), CaClz (0.1),
MgCl2 (3), NaHCO3 (25), NaHzP04 (1.25), Glicose (25), Acido ascérbico (0.4), Piruvato de
sodio (2) e Myo-inositol (3). O bloco de cérebro contendo a regido de interesse foi

colado com adesivo a base de cianoacrilato, dentro da cAmara de fatiamento sobre o
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prato magnético do micrétomo de lamina vibratéria (VT1000S ou VT1200S; Leica). A
camara foi preenchida com aCSF para corte gelado. Fatias contendo o MNTB foram
obtidas e logo incubadas a 37°C durante 45 min em aCSF para registro. O aCSF para
registro foi idéntico ao aCSF para corte, exceto pelas concentragdes de CaClz e MgClz que
foram 2 mM e 1 mM, respectivamente. Excepcionalmente para os registros de
estimulacao das fibras aferentes a concentragdo do CaClz foi 1.2 mM. Ambos os tipos de
aCSF foram borbulhados com carbogénio. Nessas condi¢des apresentaram pH de 7.3 -
7.4. Depois as fatias foram mantidas na temperatura ambiente (25 * 1°C) por no
maximo 5 horas ou até serem usadas para os registros.

Para os experimentos as fatias foram transferidas para a camara de registro no
setup de eletrofisiologica e perfundidas com aCSF para registro num fluxo constante de
2.0 - 2.5 mL/min utilizando uma bomba peristaltica (Pharmacia Biotech Pump P-1). Os
registros foram feitos na temperatura fisiologica (33 - 34 °C) usando um aquecedor de
solucoes (modelo TC-324C, Warner Instruments). As fatias foram observadas usando
objetivas de 4x e 40x da Olympus, esta dltima de imersao, e iluminacdo de contraste
diferencial (DIC) infravermelho no microscépio Modular MRK100 (Siskiyou, Oregon,
USA); captadas através da camara acoplada IR-1000 (DAGE-MTI, Indiana, USA) e
visualizadas no PC usando o software ENLTV-FM3 (Encore Electronics, USA).

Os sais e farmacos utilizados foram obtidos das companhias Sigma Chemical

Company (St. Luis, MO, EUA) e Tocris (EUA).

3.3 Registros eletrofisioldgicos

Todos os registros no MNTB foram feitos na configuracdao Whole-cell, nas
modalidades voltage-clamp e current-clamp usando os amplificadores Axopatch 200,
Multiclamp 700B (ambos da Axon Instruments, Califérnia, USA) ou EPC-9 (HEKA
Elektronik, Lambrecht, Germany). Para os registros foram usados dois tipos de
capilares, capilares de vidro (Patch Clamp Glass, PG52151-4, World Precision
Instruments) transformados em micropipetas usando um estirador vertical de pipetas
de dois estagios (PP830 Narishige, Tokyo, Japan) ou capilares de vidro de borosilicato
padrao (WPI) transformados em micropipetas usando estirado de pipetas horizontal
P97 (Sutter Instruments). As pipetas foram cobertas com cera dental e preenchidas com

solugdo interna contendo (em mM): gluconato de potassio (125), KCI (20), fosfocreatina
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de Naz (10), EGTA (0.5), HEPES (10), MgATP (4) e Naz2GTP (0.3). Para os experimentos
de estimulacdo das fibras aferentes a solucdo interna continha (em mM): gluconato de
potassio (130), KCI (20), fosfocreatina de Naz (5), EGTA (5), HEPES (10), MgATP (4) e
GTP (0.5), com pH ajustado em 7.3 com KOH. Quando preenchidas com a solugado
interna e imersas no aCSF de registro as pipetas apresentavam resisténcia entre 2.0 e
4.0 MQ. O potencial de junc¢do liquido (-9 mV ou -15 mV, em registros de estimulagdo
das fibras aferentes) foi corrigido imediatamente antes que a ponta da pipeta tivesse
contato com a membrana celular. Unicamente registros com resisténcia em série < 20
MQ foram incluidos nas analises.

Para ativar os receptores metabotrépicos de glutamato do Grupo I foi usado o
agonista seletivo (S)-3,5-Dihydroxyphenylglycine hydrate (DHPG). Esta droga apresenta
afinidade similar para as duas isoformas do Grupo [, mGlul e mGlu5 (ECso: 6 uM e 2 puM,
respectivamente), enquanto nao tem efeito sobre outros receptores mGlu dos Grupos II
e III (Schoepp et al., 1999; Acher, 2011). Previamente, determinamos que o ECso deste
agonista para gerar despolarizacio em neurénios do MNTB é de 0.8 uM e que a
concentracdo de 10 uM é suficiente para gerar o efeito maximo (Bernal-Correa, 2016)
(Figura 5B) assim, a concentracdo padrdo usada para estes experimentos foi de 10 uM.

Foram usados antagonistas para as duas isoformas dos receptores mGlu-I. Para
mGlu5, 2-Methyl-6-(phenylethynyl) pyridine hydrochloride (MPEP, 10 uM) e 2-Chloro-4-
((2,5-dimethyl-1-(4-(trifluoromethoxy) phenyl)-1H-imidazol-4-yl)ethynyl)pyridine (CTEP,
30 uM). Para mGlul, (S)-(+)-a-Amino-4-carboxy-2-methylbenzeneacetic acid (LY367385,
100 pM) e 3,4-Dihydro-2H-pyrano(2,3-b]quinolin-7-yl)-(cis-4-methoxycyclohexyl)-
methanone (JNJ16259685, 500nM).

Para observar a acdao enddgena do glutamato sobre os receptores mGlu-I foi
adicionada a perfusdao o inibidor de transportadores do glutamato DL-threo-f-
Benzyloxyaspartic acid (DL-TBOA, 200 uM). Nestes experimentos, receptores AMPA e
NMDA foram bloqueados usando, DL-2-Amino-5-phosphonopentanoic acid, (AP5 50 uM)
ou 5S,10R)-(+)-5-Methyl-10,11-dihydro-5H-dibenzo[a,d]cyclohepten-5,10-imine maleate
(MK801 20 uM) e 6-Cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione disodium salt hydrate (CNQX 20
uM) e 1,2,3,4-Tetrahydro-6-nitro-2,3-dioxo-benzo[f]quinoxaline-7-sulfonamide disodium
salt hydrate (NBQX 20 uM). Quando indicado nas figuras, bloqueadores para receptores
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ionotropicos glicinérgicos (estricnina, 0.5 uM) e GABAérgicos (SR95531, 10 pM) foram
adicionados no banho.

Para bloquear canais HCN foi usado o farmaco ZD7288 (4-Ethylphenylamino-1,2-
dimethyl-6-methylaminopyrimidinium chloride) (10 uM, incluido na solugdo de pipeta).
Todas as drogas foram mantidas sob refrigeracdo, até serem adicionadas a perfusdo do

aCSF de registro ou a solugdo interna.
3.4 Condutancia e sag da membrana

0 método para medir a condutancia e o sag despolarizante da membrana
consistiu em fazer registros em current-clamp aplicando um pulso hiperpolarizante
(duragdo de 200 - 400 ms) de amplitude variavel. A amplitude do pulso escolhida para
cada célula, em cada condicdo, foi aquela que gerou uma hiperpolarizagdo com pico
entre -110 e -120 mV, isto com o intuito de analisar a amplitude do sag (Figura 1Bi) em
voltagens semelhantes na mesma célula.

A condutancia corresponde com o inverso da resisténcia de entrada, assim:

AV

R, =
mn Al

Eq. 3

Gy = — Eq. 4

Rin
Onde, R;, é a resisténcia de entrada, AV a variacdo de voltagem gerada pela
amplitude do pulso de corrente aplicado (AI) e G;, é a condutancia.
Os valores do potencial de membrana durante injecdo de corrente foram
corrigidos pela resisténcia em série,
Vimeorr =Vm — (I -Ry) Eq. 5
Onde, Vm indica o valor de voltagem gravado no registro, I é a corrente aplicada
no pulso e R, a resisténcia em série.
0 sag foi medido como a diferenca entre a voltagem nos ultimos 20 ms do pulso e

a voltagem no pico da hiperpolarizacdo (Figura 2Bi).
3.5 Protocolo para corre¢ao do Vm durante a despolarizag¢ao por DHPG.

Para avaliar se a variacdo do sag dependia da despolarizacdo da membrana
durante a ativacdo de receptores mGlu-I com DHPG, utilizamos um protocolo para

corrigir o potencial de repouso e o pico da hiperpolarizacdo. Prévio a aplicacdo de
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DHPG, foi observado o valor do potencial de repouso e do pico da hiperpolarizacao.
Durante a aplicacdo de DHPG, aplicamos uma corrente negativa constante com
amplitude suficiente para restaurar o potencial de repouso ao valor registrado na
condicdo controle. Ao mesmo tempo, a amplitude do degrau de corrente
hiperpolarizante foi ajustado para garantir que o valor do pico da hiperpolariza¢iao na

presenca do DHPG aproximava-se ao valor observado em condigdes controle.
3.6 Estabelecimento do potencial de reversao da Ih no MNTB

0 potencial de reversao foi medido usando o método descrito por Bayliss et al.
(1994) e por Funahashi et al. (2003). Em registros em voltage-clamp (Vhoid = -60 mV) foi
aplicado um protocolo de ativa¢do, que consta de pulsos de voltagem entre -110 e -60
mV (1 s), seguido de um protocolo de desativacao que consta de um prepulso a -110 mV
com duracdo de 2 s e imediatamente depois pulsos a diferentes voltagens entre -110 e -
60 mV durante 1 s. Os dados da corrente na fase instantanea (lin) obtidos dos protocolos
de ativacdo e inativacao foram plotados num grafico I vs. V. Para cada célula os dados de
cada protocolo foram ajustados a uma reta e o ponto de intersecao entre as duas retas

foi considerado como o potencial de reversao para a In.
3.7 Condutancia dos canais HCN no MNTB

Para determinar a condutancia dos canais HCN em diferentes potenciais de

membrana foi usada a seguinte equacao:

1
G=—— Eq. 6
(Vcorr_Erev) 1

Onde, / corresponde a amplitude da corrente (A Inh = Iss - lin) em determinada
voltagem (Veorr) € Erev € 0 potencial de reversdo da Ih. Veorr representa o valor real da
voltagem aplicada ao ser corrigida pela resisténcia em série (Rs) (Eq.5)

Veorr = Vema — (I * RS) Eq.7

Os valores de condutancia em cada voltagem para cada célula foram ajustados a

equacdo de Boltzmann,

G
GHCN = m];lfvl/z Eq' 8
1+exp[T]
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Onde, Gpqx € a condutdncia maxima, Vi, a voltagem que ativa 50% da
condutancia maxima e K o fator que determina a inclinagdo da curva e esta relacionado

com a sensibilidade do canal a voltagem.
3.8 Estimulacao das fibras aferentes

Um eletrodo de estimulagdo de tungsténio foi colocado sobre as fibras aferentes
na regido contralateral da posicdo da pipeta de registro (Figura 3B). Estimulos de
voltagem (1-15 V) com duragdo de 70 ps foram aplicados através de um estimulador de
voltagem isolado (modelo DS2A; Digitimer) controlado diretamente pela interface
Patchmaster. Para identificar células responsivas, uma pipeta preenchida com aCSF de
registro foi pressionada sobre o neur6nio para obter um selo de ~10 M(). A presenca de
uma deflexao negativa apos o artefato de estimulacdo (intervalo entre 0.7 - 1.2 ms) era
considerado como indicativo de uma célula conectada e adequada para o registro. O
limiar foi medido para cada célula, e a intensidade do estimulo ajustado para 1.5 - 2.0
vezes o limiar. Apés identificar o neur6nio conectado, continuou-se com o procedimento
para fazer registro em whole-cell current-clamp. Os neurdnios foram estimulados com
cinco repeticoes de 50 pulsos em frequéncia de 10, 100 e 500 Hz nas condigdes
controle, durante inibicao de receptores mGlu-I e durante a lavagem. O intervalo entre
cada repeticdo foi de 20 - 25 segundos. Para registrar as mudancas do potencial
membrana ao longo de todo o experimento trens de 50 estimulos em 500Hz com
intervalo de 30 segundos foram aplicados durante a perfusdao dos bloqueadores e

posteriormente durante a lavagem.
3.9 Amplitude do EPSP e mEPSP

Devido a cinética rapida do potencial de agdo em temperaturas proximas aos
valores fisiologicos (33 - 34 °C) a separac¢do dos componentes do complexo EPSP/AP é
necessaria para determinar a amplitude de cada EPSP. Desta forma cada trem de 50
estimulos foi diferenciado e a sua primeira derivada (dVm/dt) foi plotada ao longo do
tempo. O EPSP’ correspondeu com o primeiro pico apds cada artefato de estimulacio
(Figura 8A e 8B) e assim a amplitude do EPSP’ correspondeu ao valor maximo do
dVm/dt. A amplitude do EPSP1’ e EPSPss’ (ultimos cinco eventos do trem 46-50)

corresponde aos valores medidos em cinco trens de estimulo. Este método ja tem sido
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implementado por outros grupos para separacao entre eEPSP e AP (Lorteije et al., 2009;
Geng-Lin et al., 2014). Para validar o método comparamos o eEPSP’ (V/s) com o eEPSP
(mV) durante falhas pés-sinapticas. As amplitudes dos eEPSP foram corrigidas pela
somacdo nao linear assumindo o potencial de reversdo para a corrente sinaptica em 0

mV, assim:

eEPSP.,,, = —rol__ Eq.9

()

Onde Vm,..; € o potencial de repouso da membrana. O eEPSP’ foi correlacionado
com os valores eEPSP corrigidos pela somacgdo linear (Figura 8Di). Da mesma forma o
mEPSP’ teve uma forte correlagio com mEPSP (Figura 8Dii). Prévio a esta andlise, o
ruido foi reduzido com 10 passos de um filtro binomial (Marchand & Marmet, 1983)
usando a fungdo “smooth” do programa Igor Pro.

Para calcular o contetido quantico pelo método direto (Eq. 2) utilizamos o valor
maximo de dVm/dt de mEPSPs identificados como descrito a seguir. Os eventos
identificados como sendo uni-quanticos e que utilizamos para medir o contetdo
quantico foram medidos sem o uso de tetrodotoxina ou outro tratamento para bloquear
potenciais de acdo. Por este motivo, seria mais correto chamar esses eventos de
espontaneos. Contudo, estudos prévios tém mostrado que em neuronios principais do
MNTB a amplitude dos sEPSC medidos sem TTX nao é diferente da amplitude dos
mEPSP medidos com TTX (Ishikawa et al., 2002; Yamashita et al., 2003). Estes eventos
miniaturas foram identificados nos registros usando uma rotina no programa Igor que
foi gentilmente cedida pelo Dr. Taro Ishikawa (Departamento de farmacologia,
Universidade Jikei de Medicina). De cada célula foram analisados 150 eventos
miniaturas em cada condicao (Ctrl e na presenca dos bloqueadores para receptores

mGlu-I). A amplitude dos mEPSP foi corrigida pelas diferencas no potencial de repouso,

mMEPSP.,,, = mEPSP - (M) Eq. 10

VMmmepsp

Onde, Vmg,; foi o valor do potencial de repouso da membrana prévio aplicacao
dos bloqueadores e Vm,,zpsp € 0 valor de potencial de membrana logo antes de cada

evento.
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Figura 8. Método para analisar a amplitude dos EPSPs'. Ai. Tracado superior, segmento de
registro do potencial de membrana de um neurénio do MNTB. A fibra aferente foi estimulada a
100 Hz gerando o complexo EPSP-AP logo apds do artefato do estimulo (seta azul). Tragado
inferior, derivada do potencial de membrana dVm/dt. O ponto mdximo de dVm/dt durante o EPSP
estd marcado com a ponta de seta vermelha. Detalhe: ampliacdo de dois mEPSP registrados no
intervalo entre os complexos EPSP-AP, mostrados como variacdo de Vm (superior) e dVm/dt
(inferior) Aii. Exemplo do complexo EPSP-AP em maior aumento. B. Amplitude média de 50 mEPSP
e seu correspondente valor mdximo do dVm/dt. C. Tragado representativo mostrando a resposta
do neurénio do MNTB a dois estimulos consecutivos em 500 Hz. O estimulo #24 causou falha pds-
sindptica (falha pos-s) sendo possivel avaliar a amplitude absoluta do eEPSP (mV) e correlaciond-
lo com o dVm/dt mdximo (V/s). O artefato de estimulagdo foi removido (seta azul) D. Correlagdo
dos valores absolutos da amplitude (mV) de eEPSP (Di) ou mEPSP (Dii) com os correspondentes
valores mdximos do dVm/dt (eEPSP’ ou mEPSP’). Em Di os valores de eEPSP foram corrigidos pela
somagdo no linear.
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3.10 Aquisicao de dados e analises

Registros em whole-cell current-clamp e voltage-clamp correspondentes as
Figuras 9 a 14 foram obtidos usando um amplificador Axopatch 200 e Figura 15 usando
o amplificador Multiclamp 700B (ambos da Axon Instruments, Califérnia, USA). Os
sinais foram filtrados a 5kHz usando o filtro interno do Axopatch, e digitalizados a 40
kHz usando um conversor analogo-digital (Digidata 1322A, Molecular Devices)
gerenciado pelo software WinWCP e WinEDR (Strathclyde Electrophysiology Software,
gentilmente fornecido pelo John Dempster, University of Strathclyde). Registros em
current e voltage-clamp correspondestes as Figuras 16 a 23 foram obtidos usando um
amplificador HEKA EPC-9 controlado pelo software Patchmaster software (HEKA) e os
sinais foram filtrados a 2.9 kHz. Todos os sinais foram digitalizados numa taxa minima
de 50 kHz. Os dados foram analisados com os programas Clampfit (Version 10) e Igor
Pro 7 (Wavemetrics, Lake Oswego, OR, USA).

Durante os registros em voltage-clamp, o potencial de membrana foi mantido em
-60 mV. A amplitude de corrente gerada pela ativacao de receptores mGlu-I (Imciu-1) foi
calculada como a diferenca entre a média da corrente na presenca de DHPG e antes da
sua aplicacao.

Uma fatia foi usada para apenas um experimento. As analises estatisticas foram
feitas no software GraphPad Prism versao 8 para Windows. Os graficos foram
construidos no Prism ou no Igor e os tracados representativos foram recriados no Igor.
Os resultados foram apresentados como valor da média = Erro padrao da média (S.E.M).
A analise foi baseada na comparagdo dos valores da média da corrente induzida por
DHPG em condigdes controle vs. a corrente induzida por DHPG apds tratamento com
bloqueadores. A normalidade dos dados foi avaliada com o teste ShapiroWilk (a < 0.05).
O nivel de significancia estatistica foi estabelecido em p < 0.05 e foi indicado nas figuras
pelos asteriscos (*p < 0.05, **p < 0.005, ***p < 0.001). A estatistica utilizada para avaliar
dois grupos foi o teste t de Student (pareado e nao pareado, dependendo dos grupos).
Para comparar trés ou mais grupos foi usado o ANOVA one-way seguido pelo teste de
compara¢des multiplas de Tukey. Os resultados foram apresentados como valor da

média para cada um dos experimentos.
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Tabela 2: Abordagem metodoldgica

I_ | ASID -

_— =

oW & [Nfno X1 dureo-ua.nmos J722-970
PO & &H&E & Ll

3

1

VO4.L durep-aseio

durep-juorm,)

t

ol

OAT)I[3S LJSTUOSY

acomovﬁﬁ > CUSOXT

SO OPUAUOD STEUOIO0D Sene]

r J[29-2[OU41 IS SOMSISoY
I 'l [FNOW sop




38

4. RESULTADOS

4.1 Impacto da temperatura na corrente mGlu-I

Como descrito na introducao, ativacao de receptores mGlu-I no MNTB gera uma
corrente de entrada (despolarizante) que é sensivel aos fons Ba2* e a ZD7288, sugerindo
a participacdo de canais para K* do tipo retificadores de entrada e canais HCN. Contudo,
os receptores mGlu-I podem gerar efeitos excitatérios através de outros diversos
mecanismos, incluindo a ativagdo de bombas trocadoras e transportadores (Correa et
al., 2017). Para identificar melhor esta corrente, nés caracterizamos a sua sensibilidade
as mudancas de temperatura. Estes experimentos foram desenvolvidos por dois
motivos. Primeiro, a sensibilidade de uma corrente a temperatura pode prover
informacdo sobre os mecanismos subjacentes, ja que o movimento de um fon por
eletrodifusio em um canal é um processo com sensibilidade a temperatura
relativamente pequena quando comparado com proteinas transportadoras ou bombas
trocadoras. Segundo, porque por motivos técnicos muitos experimentos prévios sobre
os receptores mGlu-I no MNTB foram feitos na temperatura ambiente (25 °C). Para
compreender o papel destes receptores nas condi¢des fisiologicas, nds consideramos
importante medir os efeitos numa temperatura préxima a temperatura corporal.

Quando DHPG foi aplicado aos neuronios do MNTB de camundongos P30 na
temperatura 33-34 °C, observamos uma corrente de entrada que foi completamente
revertida durante a lavagem da droga do banho (Figura 9A). A amplitude da corrente
evocada pelo DHPG nestas condi¢cdes foi similar aos valores registrados em 25 °C
(Figura 9B; RT, Imclu-1=-42.8 + 8.9 pA vs. PT, Imclu-1 =-54.6 + 8.7, p=0.38). Suportados
nestes dados, concluimos que i) a corrente evocada pela ativagdo de receptores mGlu-I
com DHPG estd presente na temperatura fisiolégica e ii) a baixa sensibilidade da
corrente a mudancas de temperatura favorece a hipétese de que os efeitos causados
pela aplicagdo do DHPG sdo mediados por canais idnicos mais que por trocadores ou

bombas i0nicas.



39

A B P30
DHPG P30 RT PT

N
o o
1 1

ImGIu-I (pA)
A
o
|

50 pA

[

200s

—

® o
o o
1 1

Figura 9. A Incu.r em neurénios do MNTB é pouco sensivel a temperatura. A. Tracado
representativo da corrente de entrada gerada pelo DHPG (10 uM) em neurdnios de camundongo
de 30 dias a 33-34°C. B. A magnitude da corrente evocada por DHPG é similar quando registrada
na temperatura de 25 - 26 °C (RT) ou em temperaturas préximas do valor fisiolégico (PT, 33 - 34
°C) (P = 0.38). Vmpoia: -60 mV. Teste t ndo pareado.

4.2 Corrente mGlu-I em diferentes estagios de desenvolvimento

A segunda questdo relacionada a importancia fisiolégica da corrente mGlu-I se
relaciona a sua expressdo em diferentes estagios de desenvolvimento. Outros tipos de
receptores metabotropicos sao fortemente expressos em neuronios do MNTB ou no
CoH no momento do nascimento ou logo depois. No entanto, para muitos desses tipos
de receptores, sua expressao diminui durante o desenvolvimento pds-natal. Estes
incluem os receptores mGlu dos grupos II e III (Barnes-Davies & Forsythe, 1995;
Takahashi et al., 1996; Elezgarai, et al., 1999; Elezgarai et al., 2001; Renden et al., 2005),
receptores a2 adrenérgicos (Ledo & von Gersdorff, 2002) e receptores serotoninérgicos
5-HT1 (Mizutani et al, 2006). Para determinar se os receptores mGlu-I sao
funcionalmente expressos em camundongos C57Bl/6, desenvolvemos experimentos
similares no MNTB de animais de diferentes idades, até P56. Ainda que houve algumas
variacoes em diferentes idades, o DHPG evoca de maneira consistente uma corrente em
todas as idades testadas (Figura 10D; Tabela 3). Assim, ao contrario do que foi
encontrado para o caso de receptores acoplados a proteina G mencionados acima, nés
nao observamos evidéncia de diminui¢do na funcionalidade de receptores mGlu-I em
camundongos C57Bl/6. Da mesma forma, fizemos experimentos em camundongos

CBA/Ca] entre 5-9 meses de idade obtendo resultados similares (estes serao descritos
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na secao 4.5.1). Deste modo, os efeitos de receptores mGlu-I em neuroénios principais do

MNTB apresentam estabilidade ao longo do desenvolvimento desde o periodo pés-natal

(P8) até a maturidade.
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Figura 10. A Inc-1 em neurénios do MNTB é estdvel durante o desenvolvimento pds-natal.
Tragados representativos da corrente de entrada (Inci-1) registrados na temperatura de 33 — 34 °C
em animais de 8 dias (A), 20 dias (B) ou 56 dias (C). D. A Corrente medida em neurdnios de
camundongos de 8, 15, 20, 30, 42 ou 56 dias ndo apresenta diferengas significativas (F(5,
28)=0.682; p=0.641). Vmpoia: -60 mV. Teste ANOVA.

Tabela 3 Efeitos do desenvolvimento na amplitude da Imgiu-1

Idade (dias) Imaiu-1 (PA) N células/animais
8 -53.3+8 4/2
15 -353+7.1 6/6
20 -46.8+9.5 8/3
30 -56.6 £+ 8.7 5/3
42 -46.8+7.4 5/2
56 -41.1+7.3 6/4
Todos os registros foram feitos na temperatura 33 -34 °C
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4.3 Ativacao de receptores mGlu-I afeta as propriedades passivas da membrana.

Em seguida, examinamos os efeitos da ativacdo de receptores mGlu-I com DHPG
no potencial de repouso e nas propriedades passivas da membrana de neurénios do
MNTB mantidos em current-clamp (1=0). Foram observados trés efeitos. Primeiramente,
DHPG causa uma despolarizagdo da membrana (Figura 11Ai, Detalhe). Este efeito, bem
como seu impacto na reobase para a geracao dos potenciais de a¢do tem sido descrito
no MNTB de animais P8 registrados a 25 °C (Alhadas et al., 2019). Aqui, verificamos que
estes efeitos persistem em camundongos P20, apés o desenvolvimento pds-natal
associado com o inicio da audi¢do durante registros a 33-34 °C.

O segundo efeito causado pela presenca do DHPG foi uma redug¢do da
condutdncia de membrana (Figura 11Aii; Ctrl: Gm=5.74 * 0.46 nS vs. DHPG: Gm=4.97 +
0.46 nS, p=0.0005), calculada como o inverso da resisténcia de entrada (1/Rm) medida
durante injecdo de corrente hiperpolarizante. Para medir a resisténcia de membrana,
consideramos a diferen¢a entre o pico da hiperpolarizagdo, antes do inicio do sag,
relativo ao potencial de repouso, em cada condicdo. O aumento na resisténcia de
entrada causado pelo DHPG pode ser observado na Figura 10Ai como uma maior
hiperpolariza¢do para uma mesma intensidade de corrente negativa injetada, bem como
um aumento da constante de tempo da membrana (t=Rm-Cm). Neste exemplo
especifico, o pico da hiperpolarizagao obtido na condi¢ao controle coincidiu com o valor
obtido na presenca do DHPG, sem precisar ajustar a intensidade do pulso de corrente
hiperpolarizante. Por tanto, a alteracdo da resisténcia de membrana nao foi causada por
uma diferenca no potencial de membrana no ponto em que foi medido o AVm. O
aumento da resisténcia de entrada pode estar relacionado a sensibilidade da corrente
mGlu-I aos fons Ba2* porque, como mencionado na introdugdo, Ba%* é conhecido por ser
um inibidor de canais para K* retificadores de entrada.

O terceiro efeito do DHPG foi o incremento da despolarizacao lenta que segue
uma hiperpolarizacdo da membrana, efeito conhecido como sag despolarizante (Figura
11Aiii; Ctrl: sag = 11.67 £ 2.30 mV vs. DHPG: sag = 14.54 + 2.62 mV, p=0.0062). A
amplitude do sag foi medida como a diferenca de voltagem entre o pico e o estado
estacionario durante a hiperpolarizacdo. O efeito da ativacdo de receptores mGlu-I no
sag pode ser visto no exemplo mostrado na Figura 10Ai como a diferenca no potencial

de membrana no estado estacionario comparando as condi¢des controle e DHPG.
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Estes trés efeitos da ativacao de receptores mGlu-I, despolarizacdo da membrana,
aumento da resisténcia de entrada e incremento no sag foram observados
essencialmente em todas as células testadas. Ainda que houve uma variacao
significativa nos valores controle de cada parametro assim como na magnitude da
alteracdo induzida pelo DHPG, as diferencas foram estatisticamente significativas
quando comparadas por meio do teste t de Student pareado.

Nés consideramos a possibilidade de que parte do efeito do DHPG na resisténcia
de entrada e no sag poderia ser uma consequéncia indireta da despolarizacdo da
membrana. Para abordar esta questao, nés registramos as respostas das células a pulsos
de corrente hiperpolarizante em trés condicdes: i) controle, ii) durante ativagdo de
receptores mGlu-l, e iii) injetando corrente negativa constante (*-40 pA) na presenca do
DHPG para restaurar o potencial de repouso para proximo dos valores na situacao
controle (Figura 11Bi). Na terceira fase destes experimentos, além da inje¢cdo negativa
de corrente, a amplitude do pulso hiperpolarizante foi reduzida para manter constante
o potencial do pico da hiperpolarizacdo. Nestas condic¢des, a resisténcia de membrana e
0 sag continuaram sendo maiores na presenca do DHPG comparados com o controle

(Figura 11Bii e Biii).
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Figura 11. Ativacdo de receptores mGlu-I aumenta a resisténcia de entrada e o sag
despolarizante. Ai. Registro da resposta da membrana a corrente hiperpolarizante (-100 pA) em
neurdnios de camundongos P20 a 33-34 °C, na condigdo controle (CTRL, tracado preto) e durante
ativagdo de receptores mGlu-I (DHPG (10 uM), tracado vermelho). Detalhe: potencial de repouso
do neurénio, DHPG foi aplicado no tempo indicado pela barra vermelha. Aii. Efeito do DHPG na
condutdncia de membrana. Aiii. Efeito do DHPG na amplitude do sag despolarizante. Bi. Registro
da resposta da membrana a corrente hiperpolarizante na condigdo controle (CTRL, tracado
preto), durante ativagdo de receptores mGlu-1 (DHPG (10 uM), tracado vermelho) e durante
injecdo adicional de corrente para restaurar o potencial de membrana a valores similares ao
controle (tracado azul). Detalhe: potencial de repouso do neurénio, DHPG foi aplicado no tempo
indicado pela barra vermelha. Na presenca do DHPG o potencial de membrana foi restaurado por
injecdo de corrente (I, = 40pA) (seta azul) e o pulso de corrente hiperpolarizante foi ajustado para
atingir valores semelhantes aqueles observados no pico da hiperpolarizagédo. Bii. O DHPG reduz a
condutdncia da membrana e esse efeito ndo foi revertido pela correcdo do potencial de membrana.
Biii. O sag despolarizante aumenta na presengca do DHPG e permanece aumentado durante a
restauragdo do Vm. ** p<0,01; *** p<0,001, test t de Student pareado.



44

4.4 Receptores mGlu-I modulam a condutancia In.

O sag despolarizante é atribuido a ativacao de canais HCN de cinética lenta que
sdo sensiveis ao ZD7288 (Mayer & Westbrook, 1983; Harris & Constanti, 1995; Ledo et
al., 2006). Previamente, n6s demonstramos que parte da corrente evocada pelo DHPG
podia ser inibida por ZD7288 (ver se¢do 1.4.3 introdugao). Estas evidéncias sugerem
que o DHPG pode afetar a amplitude do sag pelo aumento na atividade dos canais HCN.
Para avaliar esta hipotese, primeiro verificamos que o sag medido nos neuronios é, de
fato, dependente de canais HCN. Os neurénios foram perfundidos intracelularmente
com ZD7288 e observamos que nestas condi¢des, o sag é completamente abolido
durante a hiperpolarizacdo da membrana (Figura 12A e C). Estes resultados indicam
que, como esperado, o sag nos neurénios do MNTB depende de canais HCN. Também
observamos que durante o bloqueio dos canais HCN, o potencial de repouso (Vm) de
células tratadas com ZD7288 nao foi significativamente diferente de células controle
(Figura 12B; Ctrl: Vm = 69.8 + 1.8 mV vs. ZD: Vm = 67.4 + 3 mV, p=0.7). ZD7288 também
ndo alterou o efeito do DHPG na condutancia da membrana (Figura 12Dii; sem ZD7288,
AGm = -0.76 £ 0.16 nS vs. na presenca do ZD7288, AGm = -0.92 % 0.48 nS, p=0.5) e nao
alterou o tamanho da despolarizacdo de membrana causada pelo DHPG (Figura 12Diii;
DHPG sem ZD7288, AVm = 5.8 + 0.9 mV vs. DHPG na presenca do ZD7288 AV = 5.4 + 1.3
mV, p=0.8). Assim, fica evidente que existem multiplos mecanismos contribuindo para
os efeitos da ativacdo de receptores mGlu-I, alguns deles sensiveis e outros insensiveis
ao ZD7288.

Para estudar os efeitos do DHPG nos canais HCN, realizamos registros na
modalidade voltage-clamp medindo a amplitude e a dependéncia de voltagem da In
(Figuras 13-14). Para medir In, usamos protocolos em voltage-clamp como mostrado na
Figura 13Ai. As células foram mantidas em -60 mV e estimuladas com pulsos de
voltagem entre -70 a -110 mV, iremos chamar a esta primeira parte do protocolo como
as curvas de ativagdo (Figura 13Aii). Na segunda parte do protocolo, o potencial da
membrana foi mantido em -110 mV durante 2 s para garantir a completa ativa¢do dos
canais HCN, logo a membrana foi restituida para potenciais entre -110 a 60 mV. Esta

parte do protocolo sera denominada como curvas de desativacdo (Figura 13Aiii).
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Figura 12. O inibidor de canais HCN elimina o sag despolarizante. A. Resposta da membrana
ao pulso de corrente hiperpolarizante registrado na presenga do ZD7288 (ZD, 10 uM incluido na
solugdo pipeta) na condi¢cdo controle (tracado preto) ou durante o tratamento com DHPG
(tragado vermelho). Detalhe: Potencial de repouso do neurdnio. O DHPG foi aplicado no tempo
indicado pela barra. B. Efeito do inibidor ZD no potencial de repouso dos neurénios do MNTB. C.
Efeito do ZD no sag despolarizante. O bloqueador ZD7288 inibe o aumento do sag (Di) mas ndo
afeta a diminuigdo da condutdncia da membrana (Dii) ou a despolarizagdo do potencial de
repouso causados pelo DHPG (Diii). * p<0,05; ** p<0,01, teste t de Student ndo pareado.

As curvas de ativacdo foram medidas em dois pontos: i) no comego do tragado
logo depois dos transientes capacitivos, e ii) no final do tragado, onde a corrente se
encontra na fase estaciondria. A primeira medida nos permite medir o vazamento
passivo da membrana, e a diferenca da corrente medida na fase estacionaria e no
primeiro ponto corresponde com a amplitude da In ativada pelo protocolo. As curvas de
desativacao foram medidas nos mesmos pontos e foram usadas para medir a corrente
de cauda In. Isso permitiu estabelecer duas curvas I-V, uma para corrente de vazamento

da membrana e outra para a soma da corrente de vazamento e a Ih. O ponto de
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interseccdo, entre estas duas relagdes, foi considerado como o potencial de reversao
para a In (Figura 13B). O valor médio foi de -36 mV (Figura 13C), similar a outras
estimativas (Banks et al.,, 1993; Cuttle et al,, 2001; Ledo et al., 2006; Khurana, et al.,,
2012).
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Figura 13. Determinacdo do potencial de reversdo da I, em neurénios no MNTB. Ai. Corrente
de membrana registrada durante protocolos de ativagdo e de desativacdo da I,. Para a ativagdo,
foram aplicados pulsos quadrados de voltagem entre -110 e 60 mV com duragdo de 1 s. Em
seguida, foi aplicado um pulso de -110 mV (durante 2 s) seguido por variagées de voltagem entre -
110 e -60 mV (1 s). Aii Detalhe das correntes obtidas durante a fase de ativacdo. Aiii, Detalhe das
correntes obtidas na fase de desativacdo. B. Para determinar o potencial de reversdo da e Iy,
ajustamos uma reta aos valores da corrente instantdnea registrada em cada potencial durante a
fase de ativagdo e de desativagdo. O ponto de intersecgdo entre as linhas determina o potencial de
reversdo da corrente 1h, que, para esta célula, foi E,., = -35 mV. C. Valores do E.. da I, em
neuronios do MNTB (n = 14), o valor médio (-36+1.2 mV) estd indicadoa pela linha preta. Registros
feitos em neurdnios de animais de 20 - 30 dias na temperatura de 33-34 °C

Usando as correntes medidas com os protocolos de voltage-clamp descritos
acima junto com os dados do potencial de reversao, calculamos a condutdncia dos

canais HCN e sua dependéncia de voltagem. Na situacdo controle e na presengca do DHPG



47

a voltagem na qual foi ativada 50% da corrente (V1/2) ocorre em -89.1 + 1.8 mV e -88.2
1.7 mV (p=0.13) respectivamente (Figura 14B), com um fator de inclinacdo (k) de 5.9
0.5 mV no controle e 6.1 * 0.7 mV com DHPG (p=0.53; Figura 14C). Portanto, o
tratamento com DHPG ndo altera o ponto de ativacdo médio ou o fator de inclinacdo da
curva de condutancia da In. No entanto, DHPG causou um aumento significativo no valor
de Gmax de 6 = 1.6 % (Ctrl, Gmax = 6.47 + 0.89 nS vs. DHPG, Gmax = 6.80 £ 0.90 nS, p=0.023;
Figura 14D).
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Figura 14. Ativagdo de receptores mGlu-I aumenta a condutdncia da I, em neurénios do
MNTB. A. Exemplo representativo da curva de ativagdo dependente de voltagem da Iy. Os valores
de Vi, e K foram determinados pelo ajuste da Equagdo de Boltzmann (Eq. 8). Os valores de AV,
(B), AK (C) e AGmax (D) foram calculados como a diferenga entre o valor na presenca do DHPG e o
valor na condigdo controle. 0 DHPG causa um aumento significativo na Gmax da In. Registros feitos
em neurdnios de animais de 20 - 30 dias na temperatura de 33-34 °C. * p<0,05, teste t de Student
pareado.

Os dados descritos acima sugerem que o aumento do sag despolarizante esta
associado a ativacao de receptores mGlu-I que causam um aumento da condutdncia

maxima dos canais HCN. No entanto, o tamanho do efeito na condutincia maxima foi
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modesto quando comparado com o tamanho do aumento do sag (35%) observado
durante o tratamento com DHPG nos registros em current-clamp. Na discussdo, sera
considerado como as alteracdes simultaneas na resisténcia de entrada podem
amplificar o efeito da mudanca de uma determinada condutincia nas respostas

observadas em current-clamp.

4.5 Ativacao endogena de receptores mGlu-I

Resultados mostrados acima demonstram que a ativa¢do de receptores mGlu do
Grupo I tém varios efeitos nos neurénios do MNTB que podem ser observados em
registros de current-clamp ou de voltage-clamp. Estes resultados foram obtidos pela
aplicacdo do agonista exdgeno DHPG. Assim, a seguinte questdo foi se os receptores
poderiam ser ativados pelo glutamato endégeno. Uma opg¢do para responder esta
questao é pela elevacao da concentragdo basal de glutamato na fatia usando um inibidor
do transportador de glutamato. Para estes experimentos, foram bloqueados os
receptores AMPA e NMDA pela adicdo de CNQX ou NBQX (20 uM) e MK801 (20 uM) ou
AP5 (50 pM) na solugdo extracelular e as células foram registradas em current-clamp
(I=0) para medir o potencial de repouso. Nessas condi¢des aplicamos TBOA (200 uM),
um inibidor competitivo e nao seletivo de transportadores de glutamato da familia dos
EAAT (Shimamoto, et al., 1998). TBOA causou uma despolarizagdo reversivel nos
neurénios do MNTB (Figura 15Bi). A amplitude da despolarizacao causada pelo TBOA
foi bastante similar a despolarizacdo evocada pelo DHPG em condi¢des similares, e foi
inibido significativamente pela combinacdao de LY367385 (180 pM) e CTEP (30 uM)
(Figura 15Bii), bloqueadores dos receptores mGlul e mGlu5 (AVmtgoa = 4.5 + 0.5 mV vs.
com bloqueadores mGlu-I, AVmtsoa = 0.87 + 0.7 mV, p=0.014; Figura 15C). Juntos estes
resultados indicam que quando os transportadores de glutamato sao bloqueados, o
glutamato endodgeno ativa os receptores mGlu-I no MNTB e que a despolarizacao
causada pela ativacao por glutamato é muito parecida com a despolarizacao observada

com o uso de DHPG.
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Figura 15. Glutamato enddgeno ativa os receptores mGlu-I despolarizando os neurénios do
MNTB. A. Abordagem experimental: foram feitos registros em whole-cell na modalidade current-
clamp dos neurénios do MNTB. Receptores AMPA e NMDA foram bloqueados com CNQX (20 uM) e
MK801 (20 uM). B. A inibi¢do do transportador de glutamato com DL-TBOA (200 uM) causa
despolarizagdo dos neurénios do MNTB (Bi) que foi reduzido na presenca conjunta de
bloqueadores dos mGlul e mGlu5 (LY 180uM, CTEP 30 uM) (Bii). C. O bloqueio de receptores mGlu
do grupo I reduz significativamente a despolarizagcdo causada pelo TBOA. * ps<0.05 teste t de
Student ndo pareado.

4.5.1 Papel de receptores mGlu-I durante estimulacdo em alta frequéncia.

Para estudar a ativacdo de receptores mGlu-I pelo glutamato endégeno em
condi¢des mais fisioldgicas, sem o uso do TBOA, avaliamos os efeitos de antagonistas
seletivos de receptores mGlu-I durante a estimulagao das fibras aferentes que levam aos
terminais do calice de Held (Figura 3A). Trens de potenciais de a¢do pré-sinapticos (100
Hz) foram gerados resultando na geracao de eEPSP e potenciais de acao pds-sinapticos
(complexo EPSP-AP, Figura 16B e C). Durante esta atividade evocada, os antagonistas de
receptores mGlu-I foram aplicados, e observamos dois efeitos principais. Primeiro, os
antagonistas causaram uma hiperpolarizagdo da membrana, que foi reversivel (Figura
16D). Isto sugere que o glutamato liberado do calice de Held ativa receptores mGlu do
Grupo I em neurénios do MNTB. Foram testadas quatro condi¢cdes de inibicao:
LY367385 (100 puM), MPEP (10 uM), LY367385 + MPEP, e JNJ16259685 (500 nM). Em
todas as condicdes testadas foi observada uma significativa hiperpolarizacdo da

membrana dos neurénios do MNTB (Figura 16E; AVm = 2.8 + 0.6 mV, p=0.00089). O
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segundo efeito observado foi uma mudan¢a no complexo EPSP-AP mostrando um
incremento do valor maximo de dVm/dt durante o EPSP (Figura 17C, Detalhe). Este

efeito sera detalhado a seguir.
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Figura 16. Inibi¢do da ativacdo ténica de receptores mGlu-1 hiperpolariza neurénios do
MNTB. A. Abordagem experimental: as fibras aferentes (AF) que formam o cdlice de Held foram
estimulados e potenciais pds-sindpticos e potenciais de agdo pos-sindpticos registrados. B e C
Resposta dos neurdnios a estimulagdo em alta frequéncia (100 Hz) na situagdo controle (preto) e
na presenga do MPEP (10 uM) (Bi) ou do LY367385 (100uM) (Ci). No lado direito de cada tragado,
o primeiro PA de cada trem de estimulos estd mostrado em detalhe no controle (preto) e na
presenca de DHPG (10 uM, vermelho). A seta azul em Bii e Cii indica o artefato do estimulo. D.
Curso temporal da despolarizagdo do neurénio do MNTB quando tratado com inibidores de mGIlu5
(MPEP) ou mGlul (LY367385). E. Em animais C57 o bloqueio de receptores mGlu-I com os diversos
antagonistas mGlu causa uma hiperpolarizagdo do potencial da membrana. Cada circulo
representa o registro de um neurénio na presenga de antagonistas segundo a cor indicada. ***,
p<0,001, test t de Student pareado
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Para estudar estas alteragdes no complexo EPSP-AP usamos graficos de fase nos
quais foram plotados o dVm/dt versus Vm (Figura 17B). Como mostrado, ambos o
LY367385 e o MPEP aumentam de forma significativa o dV/dt na parte da curva que
corresponde ao EPSP. Para avaliar este aumento de forma mais precisa plotamos o
dVm/dt versus o tempo para assim identificar o valor maximo para cada EPSP (Figura
17C). No restante do texto nos referiremos a amplitude deste pico, medido em unidades
de V/s, como EPSP’. Como mostrado na figura 17D, o EPSP’ aumentou nas quatro
condi¢oes de inibicdo de receptores mGlu-I, tanto para o primeiro EPSP’ do trem (Ctrl
265.7 + 24 V/s vs. mGlu-Ibloq 326.8 + 30.9 V/s, p=0.00053) como para os ultimos 5 EPSP’
(Ctrl 179.4 £ 31.4 V/s vs. mGlu-Ibloqg 198 + 33.7 V/s, p=0.033), quando a depressao
sindptica ja tinha alcangado seu platd (Figura 17E). Nés avaliamos a depressao sindptica
durante o trem de estimulacio e a razio do pulso pareado (EPSP’2/EPSP’1). Ainda que
houve uma tendéncia para aumentar a depressao (Figura 17F; Ctrl 34.6 + 9.1 % vs.
mGlu-Ibloqg 42.2 * 6.2 %, p=0.076) e reduzir a razdo do pulso pareado na presenca dos
inibidores (Figura 17G; Ctrl, PPR = 1.00 * 0.04 vs. mGlu-Ibloq, PPR = 0.91 * 0.03, p=0.10),
esta diferenca ndo foi estatisticamente significativa.

Nés consideramos que o incremento do EPSP’ poderia ser causado por um
aumento na exocitose (maior conteido quantico) ou aumento do tamanho quantico.
Medimos entdo varios parametros dos mEPSPs registrados nas condi¢des controle e na
presenca dos inibidores (Figura 18A). Observamos que a amplitude (Figura 18B;
Amplitude, Ctrl = 1.18 * 0.08 mV vs. mGlu-Ibiog = 1.24 * 0.13, p=0.31), o tempo de
decaimento (Figura 18C; tempo de decaimento, Ctrl = 2.75 + 0.48 mV vs. mGlu-Ibioq =
2.97 £ 0.62, p=0.19) e o tempo de subida (Figura 18D; tempo de subida 20-80%, Ctrl =
101.9 # 8.6 pus vs. mGlu-Ibloq = 112.4 + 12.4, p=0.09) dos mEPSP nao foram alterados pela
inibicdo dos receptores mGlu-I, da mesma forma a frequéncia dos mEPSP ndo variou
durante o tratamento (Figura 18E; Frequéncia, Ctrl = 65.93 + 11.1 Hz vs. mGlu-Ibloq =
65.92 * 16.8, p=0.99). Assim, concluimos que mudancas na sensibilidade pds-sinaptica
ndo podem explicar o aumento no EPSP’ causado pela inibicdo de receptores mGlu do

Grupo L.
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Figura 17. Inibi¢do de receptores mGlu-I aumenta o EPSP’ em neurénios do MNTB. A.
Abordagem experimental em camundongos C57Bl/6 P20 durante registros em whole-cell. B.
Diagramas de fase do primeiro (AP1) e o tltimo potencial de agcdo (APsg) durante estimulagdo em
alta frequéncia (100Hz), nas condi¢bes controle e na presenca do antagonista do mGlul
(LY367385) ou mGlu5 (MPEP). Nota-se o aumento da amplitude do EPSP na presenga dos
antagonistas. C. Tracado do dV/dt do trem de estimulos em 100 Hz mostrando o primeiro EPSP-
AP nas condigées controle, na presenca do antagonista do receptor mGlu5 e durante a lavagem.
Detalhe: mostrando a variacdo na amplitude do EPSP’ nas trés condicdes, barra de escala: 100V/s
e 50us. D. Variacdo na amplitude do EPSP’ causada pelo bloqueio de receptores mGlu-I. A
esquerda, o primeiro EPSP e a direita no estado estaciondrio (EPSPss', tltimos cinco EPSPs do
trem). E. Curso de variagcdo na amplitude do EPSP" ao longo de 50 estimulos em 100Hz. As setas
azuis indicam a variagdo entre o primeiro e o segundo EPSP’ do trem. F. Depressdo sindptica é
medida como a diferenca entre EPSPs.50" e EPSP;’, expressado como % EPSP1’, na condigdo
controle e na presenca de trés diferentes antagonistas de receptores mGlu-1. G. Alteracdo na razdo
do pulso pareado (EPSP,'/EPSP;’) causado pelo bloqueio de receptores mGlu-1. * p<0.05; ***,
p<0.001, teste t de Student pareado.
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Figura 18. Inibicdo de receptores mGlu-I ndo altera o tamanho qudntico. A. Tragado
representativo dos mEPSP registrados na condigcdo controle e na presenga do antagonista mGlul,
LY367385 (100 uM). B-E. Propriedades dos mEPSP registrados na presenca de antagonistas de
receptores mGlu-1, B amplitude; C tempo de decaimento; D tempo de subida (20-80%); E
frequéncia dos minis. ¥, p<0.05, teste t de Student pareado.
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Em seguida, avaliamos se as a¢des de receptores mGlu na fungdo sinaptica dos
neurdonios do MNTB estaria presente em camundongos adultos totalmente maduros.
Neste grupo de experimentos, trocamos a linhagem C57B1/6 pela CBA/CaJ. O motivo da
mudanca do modelo animal foi pelo fato que os camundongos C57Bl/6 apresentam
perda auditiva a partir do terceiro més de vida (Mikaelian, 1979), e como o MNTB faz
parte da via auditiva, esta perda de audicao poderia mascarar altera¢des na funcdo do
MNTB. Por outro lado, camundongos CBA/CaJ apresentam audicdo normal durante toda
a etapa adulta (Erway et al.,, 1993; Willot et al., 1994).

Primeiro, verificamos se animais adultos da linhagem CBA/CaJ sao sensiveis a
aplicagcdo do agonista exdgeno de receptores mGlu-I (DHPG, 50 uM). As células foram
mantidas em voltage-clamp e DHPG aplicado no banho (Figura 19B). Assim como ja foi
mostrado para animais C57Bl/6 o DHPG causou uma corrente de entrada em neuronios
do MNTB de animais CBA/CaJ (Figura 19C). A amplitude da corrente (Almpnpc = -45.5 *

17.2) foi similar aos valores obtidos nos camundongos C57Bl/6.
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Figura 19. Ativacdo exdgena de receptores mGlu-I gera uma corrente de entrada em
animais adultos. A. Abordagem experimental: registros em whole-cell voltage clamp (VMmpoia= -
60mV) de neurénios do MNTB de camundongos CBA/Caj de 5 e 9 meses de idade. B. Corrente de
entrada causada pela aplicagdo do agonista de receptores mGlu-I (DHPG, 50uM). C. Ativagdo de
receptores mGlu-I com agonista exégeno causa uma corrente de entrada com valor médio de -45
pPA.
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O seguinte passo foi estimular as fibras aferentes para gerar potenciais de a¢do
pré-sindpticos e observar as alteracdes quando os receptores mGlu-I foram inibidos
com MPEP + JNJ16259685 (Figura 20). Nestes experimentos, incluimos estricnina (0.5
uM) e SR95531 (gabazina, 10 pM) (Gynther & Curtis, 1986; Ueno et al,, 1997) para
bloquear sinapses glicinérgicas e GABAérgicas e assim conseguir examinar eventos de
natureza glutamatérgica unicamente. Como mostrado anteriormente em animais
C57BIl/6, a inibicdo de receptores mGlu-I causou uma hiperpolarizagdo da membrana
(Figura 20B; AVmpnupc -2.15 = 0.8 mV, p=0.076). Embora o tamanho deste efeito foi
muito parecido com os dados apresentados acima, ndo foi estatisticamente significativa
por causa de uma das células que apresentou uma hiperpolarizacdo maior, causando um
aumento consideravel na variancia dos dados.

Posteriormente avaliamos o complexo EPSP-AP (Figura 20C) e observamos uma
forte tendéncia para aumentar a amplitude do EPSP’ (Figura 20D; EPSP1": Ctrl 217.1 +
20.6 V/s vs. mGlu-Ibloq 258 = 16.7 V/s, p=0.063; EPSPss": Ctrl 129 + 13.4 V/s vs.
mGlu-Iblog 136 + 9.1 V/s, p=0.24). Houve também uma tendéncia para incrementar a
depressio sindptica dos EPSP’ (Figura 20F; Ctrl 34.4 + 15.4 % vs. mGlu-Ibloq 45.2 + 7.3
%, p=0.35) e diminuir a razao do pulso pareado (Figura 20G; Ctrl 1.07 * 0.16 vs.
mGlu-Ibloq 0.862 = 0.05 %, p=0.23), mas estas diferencas ndao foram estatisticamente
significativas.

Medimos também a amplitude e caracteristicas dos mEPSPs nestas sinapses, na
presenca de gabazina e estricnina (Figura 21A). Nao observamos mudang¢as na
amplitude (Figura 21B; Amplitude, Ctrl = 1.07 = 0.13 mV vs. mGlu-Ibioqg = 1.05 * 0.09 mV,
p=0.60), no tempo de decaimento (Figura 21C; Tempo de decaimento, Ctrl = 1.37 + 0.58
ms vs. mGlu-Ibloq = 1.62 + 0.48 ms, p=0.41), no tempo de subida (Figura 21D; tempo de
subida 20-s0%, Ctrl = 72.2 + 9.5 ps vs. mGlu-Ibloq = 83.6 * 4.0 ps, p=0.40) nem na
frequéncia dos mEPSP (Figura 21E; Frequéncia, Ctrl = 68.82 * 40.1 Hz vs. mGlu-Ibloq =
51.24 = 27.7 Hz, p=0.29. Assim como observado em camundongos C57Bl/6 a falta de
alteracdo na amplitude dos mEPSP indica pouco ou nenhuma alteracao pdés-sinaptica

que possa explicar o incremento no EPSP’.
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Figura 20. Hiperpolarizagdo e aumento na amplitude dos EPSPs’ causada pelo bloqueio de
receptores mGlu-I em camundongos adultos. A. Abordagem experimental em camundongos
CBA/Ca] (5 e 9 meses), foram feitos registros em whole-cell current-clamp em neurénios do MNTB
que respondiam a estimulagdo das fibras aferentes. Os registros foram feitos na presenga de
gabazina (10 uM) e estricnina (0.5 uM). B. Em camundongos CBA o bloqueio de receptores mGlu-1
com os antagonistas para mGlu5 (MPEP, 10uM) e mGlul (JNJ, 500nM) causa uma
hiperpolarizagdo do potencial da membrana. C. Tragcado do dVm/dt do trem de estimulos a 100
Hz mostrando o primeiro EPSP-AP nas condigdes controle e na presenga dos bloqueadores de
receptores mGlu-1. Detalhe: Variacdo na amplitude do EPSP’ nas duas condi¢des. Barra de escala:
100V/s e 50us. D. Variagdo na amplitude do EPSP’ causada pelo bloqueio de receptores mGlu-I.
Esquerda, o primeiro EPSP’ e a direita variacdo no estado estaciondrio (tltimos cinco EPSPs’ do
trem). E. Curso de variagdo na amplitude do EPSP’ ao longo dos 50 estimulos do trem em 100Hz. F.
Depressdo sindptica expressada pela taxa de diminuicdo entre a amplitude dos EPSPs’ no estado
estaciondrio comparados com o primeiro EPSP’ na condi¢do controle e na presenca de
bloqueadores de receptores mGlu-1. G. Alteracdo na relagdo do pulso pareado causado pelo
bloqueio de receptores mGlu-I.



57

A Ctrl

* . MPEP+JNJ *

1
né
|

1.5+ -au 3 -
£
= 2]
S °\. £
E = b
ry [e—ss E 24
LRLE ! .- [ T
S e . —r
E o
< =] 1 - 1 L1
g -
0.5 I 1 ﬁ I [ 1
Ctrl MPEP+JNJ Ctrl MPEP+JNJ

O
m

200 —

-

[=]

=
J

==
o
|

[.#7/4 o
[P -

Ctrl MPEP+JNJ Ctrl | MPEP+JNJ

"

Frequéncia instantanea (Hz)

Tempo de subida ,;.5¢, (HS)

1

Figura 21. Bloqueio de receptores mGlu-I em neurénios do MNTB de camundongos adultos
ndo altera a cinética dos mEPSP. A. Tracado representativo dos mEPSP registrados durante
perfusdo com bloqueadores ionotrépicos (Gabazina e Estricnina) na condigdo controle e na
presenca de bloqueadores de receptores mGlu-I em animais CBA, (*) indicam os mEPSP
selecionados para avaliar o contetdo qudntico (Fig. 23). Comparagdo das caracteristicas dos
mEPSP observados nas duas condigdes, em B amplitude, em C tempo de decaimento, em D tempo
de subida (20-80%) e em E frequéncia dos minis. * p<0,05, teste t de Student pareado.
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4.5.2 Efeitos pré-sinapticos de receptores mGlu-I

Experimentos classicos utilizando alteragdes na concentracdo de Ca?* tém
mostrado uma relagdo entre a probabilidade de liberacao de vesiculas, razao do pulso
pareado e o grau de depressdo sinaptica (Katz & Miledi, 1968; Hubbard, et al.,, 1968;
Charlton, et al., 1982; Dittman, et al., 2000; Revisado por Regehr, 2012). De forma geral,
sinapses com baixa probabilidade de liberacdo apresentam menor depressao sinaptica e
valores maiores da razdo do pulso pareado, e vice-versa (Zucker & Regehr, 2002). Nés
estudamos esta relagio plotando os valores pareados de PPR versus o EPSP1’ para todos
os dados obtidos combinando registros de camundongos C57B1/6 e CBA/Ca], tanto na
condi¢do controle como na presenc¢a dos inibidores. Esses dados caem numa curva
hiperbdlica, formando o que parecem ser dois grupos separados de pontos (Figura 22).
Estes dados sugerem que o aumento observado no EPSP’ na presenca dos bloqueadores

de receptores mGlu-I pode ser causado por mudancas no conteddo quantico dos EPSP.
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Figura 22. Possivel aumento na Pr das vesiculas causado pelo bloqueio de receptores mGlu-
L Neste grdfico estdo contemplados todos os registros tanto em animais C57 como CBA (n = 10).
Razdo de pulso pareado em fungdo da amplitude o EPSP;". O simbolo cinza representa a condigdo
controle e tridngulos vermelhos representam os EPSPs’ registrados na presenga dos bloqueadores
de receptores mGlu-l. As alteracées no PPR e no EPSP’ causadas pelos bloqueadores sdo
significativamente diferentes, p<0.0001 e p<0.05, respectivamente. Teste t de Student ndo pareado.
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A seguir calculamos o contetido quantico pelo método direto, dividindo o EPSP’
pelo mEPSP’ de cada célula na condi¢io controle e na presenca dos bloqueadores de
receptores mGlu-I. Para esta andlise, s6 foram incluidos os dados de animais CBA/Ca]
porque estes foram coletados na presencga de estricnina e gabazina, assim temos certeza
de que os mEPSP correspondem com eventos glutamatérgicos (provavelmente
originados no calice). Estes dados mostraram uma clara tendéncia em incrementar o

conteudo quéantico na presenca dos bloqueadores de receptores mGlu-I (Figura 23).
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Figura 23. O bloqueio de receptores mGlu-I indica uma tendéncia para o aumento do
contetido qudntico do EPSP:’ A. Estimativa da amplitude dos mEPSP (dV/dt) em animais CBA na
condigdo controle e durante o bloqueio de receptores mGlu-1. B. Comparagdo do contetido qudntico
do primeiro EPSP durante o controle e durante o bloqueio de receptores mGlu-I nos registros em
animais CBA.
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5. DISCUSSAO

Este estudo descreve efeitos tanto pré-sinapticos como pds-sinapticos da
ativacdo por via exdgena e endogena de receptores mGlu-I em neurdnios principais do
MNTB. Durante a ativagdao exdgena de receptores mGlu-I, com o agonista seletivo DHPG
(Ito, et al., 1992), observamos um aumento da condutancia dos canais HCN. Ao inibir os
receptores mGlu-I durante liberacao endégena do glutamato, no calice de Held,
mostramos que estes receptores desenvolvem um papel importante na manutencdo do
potencial de repouso e ao mesmo tempo modulam a liberagdo de vesiculas
influenciando o conteddo quantico. Estes achados demonstram alguns dos mecanismos
por meio dos quais os receptores mGlu-I contribuem para modular a excitabilidade dos

neurénios do MNTB (dos Santos e Alhadas, 2019).
5.1 Corrente mGlu-I no MNTB e sua dependéncia de temperatura.

Em estudos anteriores, demonstramos que a ativacao de receptores mGlu-I com
DHPG modula a excitabilidade dos neur6nios do MNTB gerando uma corrente de
entrada despolarizante (dos Santos e Alhadas, 2019). Por motivos técnicos estes dados
foram coletados em animais neonatos, além de terem sido registrados na temperatura
ambiente.

A atividade no calice de Held é fortemente afetada pela temperatura. Comparada
com medidas feitas na temperatura ambiente, em temperaturas mais préximas do
fisiolégico a reciclagem das vesiculas é mais eficiente reduzindo a depressdo sinaptica
(Kushmerick et al, 2006). Por outro lado, a atividade de canais e receptores pos-
sinapticos é também aumentada em temperatura fisioldgica (Postlethwaite et al., 2007;
Kim & von Gersdorff, 2012). Estes fatos enfatizam a importancia de corroborar nossos
achados sobre modulacdo da excitabilidade neuronal no MNTB em condi¢des de
temperatura mais fisiologicas.

Ao comparar a amplitude da corrente mGlu-I nas condi¢gdes RT (25 °C) e PT
(~33.5 °C) nao foi observada diferenca significativa, sugerindo que o mecanismo
através do qual surge esta corrente é pouco susceptivel as variacdes de temperatura. A
leve tendéncia de aumento da corrente com aumento da temperatura sustenta nossa
hipdtese de que este fendmeno nao estaria sendo causado por proteinas trocadoras (i.e.

bomba Na*-Ca?*) (Blaustein & Lederer, 1999). Este resultado é consistente com nossos
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achados prévios mostrando que canais Kir e HCN sdo responsaveis por esta corrente

(Bernal-Correa, 2016).

5.2 Persisténcia da corrente mGlu-I durante o desenvolvimento.

A corrente de entrada e o aumento na excitabilidade que resultam da ativa¢do de
receptores mGlu do Grupo I no MNTB foram inicialmente descritos em animais
neonatos (Alhadas E. D., 2014; Bernal-Correa, 2016). No entanto, devido as grandes
altera¢cdes morfolégicas e funcionais que a sinapse do MNTB sofre durante as duas
primeiras semanas p6s-natais (Kandler & Friauf, 1993; Taschenberger & von Gersdorff,
2000; Borst & van Hoeve, 2012) foi necessario avaliar o efeito da ativaciao de receptores
mGlu-I em animais maduros e na temperatura fisiolégica para descobrir se a corrente
esta presente nos animais adultos com audi¢ao normal.

Para resolver esta questdo medimos a amplitude da corrente evocada pela
ativacdo de receptores mGlu-I com o agonista DHPG em temperatura préxima ao valor
fisiologico (33 - 34 °C). Ao comparar a corrente medida em animais C57Bl/6 adultos
com a corrente registrada em camundongos P8, encontramos valores semelhantes em
todas as idades testadas. Assim, ao contrario de outros receptores como mGlu-II/III
(von Gersdorff et al., 1997; Elezgarai, et al., 1999; Elezgarai I., et al.,, 2001; Renden, et al,,
2005), a-adrenérgicos (Ledo & von Gersdorff, 2002) e serotoninérgicos (Mizutani et al.,
2006), ndo observamos sinais de regulacao negativa de receptores mGlu-I durante os
primeiros dois meses de vida.

Também avaliamos a funcao de receptores mGlu-I em animais totalmente
maduros. Para isto alteramos a linhagem de camundongos C57Bl/6, toda vez que estes
sdo conhecidos por apresentarem perda auditiva a partir do terceiro més de vida
(Mikaelian, 1979), isto devido a fatores genéticos que causam perda de fibrdcitos e
degeneracdo precoce do ligamento espiral da céclea que consequentemente leva a
perda de células ciliadas (Erway et al., 1993; Johnson, et al., 1997; Hequembourg &
Liberman, 2001). Escolhemos a linhagem CBA/CaJ porque estes camundongos
preservam uma boa audicao durante toda a vida adulta (Erway et al., 1993; Willot et al.,,
1994; Hequembourg & Liberman, 2001). Assim, ao avaliar a corrente mGlu-I em animais
CBA/CaJ de até 9 meses demonstramos que esta corrente persiste ao longo da vida

adulta.
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Dados sobre a funcionalidade dos receptores mGlu-II/III no calice de Held
indicam que como autoreceptores contribuem de forma importante para inibicdo dos
eEPSC durante as duas primeiras semanas de vida, enquanto sao ajustados mecanismos
de controle da liberagdo e captacdo de glutamato. Posteriormente na vida adulta a sua
expressao (Renden et al., 2005) e funcionalidade sao reduzidas (von Gersdorff et al,,
1997) quando comparados com a etapa neonatal. Em conjunto, nossos resultados
mostram que a fung¢do de receptores mGlu-I é preservada durante todos os estagios de
desenvolvimento dos camundongos, diferente do que acontece com receptores mGlu
dos grupos Il e I1L

Ainda que nossos dados mostrem a funcionalidade consistente de receptores
mGlu do Grupo I, é plausivel que a expressdo das suas duas isoformas (mGlul e mGlu5)
sejam reguladas de forma diferente ao longo do desenvolvimento. Dados obtidos do
Allen Brain Maps (Lein et al., 2007) indicam que a expressdo do mGlu5 é continua desde
o nascimento até o dia ~15 pés-natal, diminuindo de forma significativa com o inicio do
aparecimento do mGlul (dia ~10) o qual permanece até a idade adulta. Este tipo de
regulacdo, onde o mGlul tem uma agdo supressora na expressao do mGlu5 ja foi

descrita no cerebelo de camundongos (Notartomaso, et al,, 2018).

5.3 Papel dos canais HCN durante ativacao de receptores mGlu-I.

Canais HCN contribuem para modular a excitabilidade dos neurdnios e estao
amplamente distribuidos em varios nucleos do SOC (Banks et al., 1993; Ledo, et al,,
2006; Hassfurth, et al.,, 2009; Khurana, et al., 2012; Kopp-Scheinpflug et al., 2015). As
isoformas HCN2 e HCN4 sdo expressas no MNTB e caracterizam-se por serem de
ativacdo lenta, quando comparada com a isoforma HCN1 (Leao, et al.,, 2006; Kopp-
Scheinpflug et al., 2015). O balanco entre canais HCN e canais para potassio de baixo
limiar regula a integracdo sinaptica sublimiar e por tanto o disparo unitario ou multiplo
de potenciais de a¢ao no terminal pos-sinaptico do MNTB (Ledo R.N. et al., 2005).

Registros na modalidade current-clamp apresentam a vantagem de mostrar o
comportamento biofisico do neurdénio em condi¢bes mais proximas a situacdo
fisiologica ao permitir flutuagdes normais do potencial de membrana. Usando este tipo
de registro demonstramos que a ativacdo de receptores mGlu-I causa trés efeitos no

neurénio do MNTB: i) despolarizacdo do potencial de repouso, ii) diminuicdo
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significativa da condutancia e iii) aumento do sag despolarizante, sendo este ultimo um
forte indicativo da atividade dos canais HCN (Banks et al., 1993).

No6s consideramos possiveis cendrios nos quais um ou vdarios destes efeitos
poderiam estar vinculados. Por exemplo, a despolarizagdo do potencial de membrana
tenderia a desativar a pequena fracao dos canais HCN abertos no potencial de repouso.
[sto por si s6 poderia incrementar o sag despolarizante observado durante os pulsos de
corrente hiperpolarizante. Nao obstante, quando ajustamos o protocolo para restaurar
o potencial de repouso durante a despolarizagdo vimos que o0 sag permanece
aumentado em essa condicao (Figura 11Biii) e o bloqueio total deste fendmeno pelo
inibidor ZD7288 confirmou que este fendmeno é causado pelos canais HCN,
provavelmente sendo ativados por vias de sinalizagdo de receptores mGlu-I.

Em alguns nucleos do complexo olivar superior como o AVCN, MSO e LSO a
inibicao dos canais HCN despolariza o potencial de repouso dos neurénios (Khurana, et
al., 2012; Ledo et al,, 2006). N6s ndo detectamos diferenga significativa no potencial de
repouso quando ZD7288 foi incluido na solugdo pipeta, sugerindo que nos neurdnios do
MNTB os canais HCN tém pouca participacdo no estabelecimento do potencial de
repouso. Similarmente, estidios prévios em camundongos CBA (P14) tém mostrado que
a contribuicdao dos canais HCN no potencial de repouso e na resisténcia de entrada é
minima (Ledo R.N. et al., 2005; Ledo et al., 2006).

Canais HCN contribuem para modular a excitabilidade de neur6nios em nucleos
das vias auditivas (Shaikh & Finlayson, 2003; Ruszndk, et al., 2013; Tang & Trussell,
2015) e especificamente em neur6nios principais do MNTB (Cuttle et al., 2001; Ledo
R.N. et al,, 2005; Ledo et al., 2006; Hassfurth et al., 2009; Kim & von Gersdorff, 2012).
Estes canais podem ser modulados pelas vias de sinalizacdo da proteina G, tipicamente
Gs e Gi (Bobker & Williams, 1989; Banks et al.,, 1993; Wainger, et al., 2001; Tang &
Trussell, 2015). Segundos menssageiros como cAMP, cGMP (Banks et al.,, 1993; Wainger,
et al, 2001) ou fosfoiniositideos como o PIP2 (Pian et al, 2006) e inclusive o oxido
nitrico (Kopp-Scheinpflug et al., 2015) modulam canais HCNZ, sendo o principal efeito o
deslocamento da curva de ativacdo. Ainda que as vias de sinalizacdo de receptores
mGlu-I, através da proteina G, possam envolver o PIP2 ou cAMP, nés ndo observamos
alteracoes no valor médio de ativacao ou na inclinacdo da curva de condutancia. Os
valores que noés reportamos (V1/2=-89.1 mV e k=5.8 mV) coincidem com as faixas de

valores previamente descritos por outros grupos sendo o Vi/2 entre -75 e -96 mV e k
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entre 5 e 8 mV (Banks et al, 1993; Leao R.N. et al., 2005; Leao et al., 2006; Kopp-
Scheinpflug et al.,, 2015).

A curva de ativacdo mostrou que durante o potencial de repouso dos neurdnios
do MNTB (-60 a -70 mV) s6 ha uma pequena contribuicdo de canais HCN que
corresponde, em média, a menos do 14% da condutancia maxima destes canais. Este
dado é semelhante ao reportado por Banks et al. (1993) mostrando que ha pouca
contribuicao da In durante o potencial de repouso. Estes achados justificam o fato que o
inibidor ZD nao tenha alterado o potencial de repouso destas células.

Nés observamos que o efeito do DHPG sobre a In, obedece a um incremento da
condutdncia maxima dos canais HCN. Este aumento corresponde a 6%, um valor que é
pequeno quando comparado com o aumento de 35% que foi observado no sag
despolarizante. A Gmax entre as células registradas variou entre 2 e 13 nS, semelhantes a
valores descritos em outros nucleos do complexo olivar superior (Kopp-Scheinpflug et
al., 2015; Ceballos et al.,, 2016). Esta dispersdao pode estar associada a distribuicao
tonotdpica interna dos nucleos envolvidos no processamento auditivo (Revisado por
Kandler et al., 2009) como foi demonstrado no MSO (Baumann et al., 2013). Assim as
alteracdes da Gmax durante ativacdao de receptores mGlu-I poderia ser ainda maior na
regido medial no MNTB, que estd associada com processamento de sons de alta
frequéncia.

Ainda que 6% de aumento da Gmax seja um valor reduzido, o impacto desta
variacdo na amplitude sag despolarizante dependerd da resisténcia da membrana. O
aumento na resisténcia da membrana causada pelo DHPG, que é independente de canais
HCN, da lugar a que correntes pequenas possam ter um efeito amplificado. Um efeito
similar foi descrito em neuro6nios fusiformes do ntcleo dorsal coclear onde o impacto da
Gn no potencial de repouso mostrou uma relagdo inversa com a condutancia dos canais
Kir (Ceballos et al., 2016). De forma geral, o efeito da variagdo de uma condutincia na
resisténcia de membrana depende da sua amplitude relativa a outras condutancias
presentes e o impacto no potencial de membrana é descrito pela equacdo de
condutancia de Millman (equacao de corda). Assim, quanto menor a condutancia total
da membrana, maior serd o impacto do aumento de uma determinada condutancia no
potencial de membrana. Previamente vimos que em camundongos P8, o bloqueio de
canais Kir é responsavel por parte da corrente de entrada evocada pela ativacao de

receptores mGlu-I (Bernal-Correa, 2016). Nossa hipotese é que o bloqueio dos canais
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Kir causa um aumento significativo da resisténcia de membrana que por si sé contribui
para amplificar o aumento da Gmax dos canais HCN e assim incrementa o sag

despolarizante.
5.4 Atividade tonica de receptores mGlu-I na sinapse do MNTB.

Experimentos bloqueando os transportadores de glutamato com TBOA
mostraram que os receptores mGlu-I dos neur6nios do MNTB sdo sensiveis as
alteragcdes de glutamato endégeno. Dados similares foram obtidos nas células
globulares do AVCN onde a despolariza¢dao causada pelo TBOA foi abolida na presenca
de bloqueadores ionotropicos e metabotropicos para o glutamato (Chanda & Xu-
Friedman, 2011). Contudo, caberia a possibilidade que a ativagdo destes fosse causado
pelo transbordamento do glutamato, fora da sinapse, implicando que a localizacdao dos
receptores poderia ser extra sinaptica. Esta possibilidade foi avaliada pelo uso de
inibidores de receptores mGlu-I durante estimulacdo do calice de Held em alta
frequéncia, sem o uso de TBOA. Os resultados mostraram que os receptores devem
estar localizados na regido sindptica onde apresentam uma atividade tonica que
contribui para manter o potencial de repouso dos neurénios do MNTB. Este mesmo
fend6meno acontece nos neurdnios do AVCN (Chanda & Xu-Friedman, 2011) e em outras
regides do SNC como no hipocampo (Chuang et al,, 2000) e no cerebelo (Kelly et al,,
2009).

5.5 Receptores mGlu-I modulam parametros pré-sinapticos no Calice de Held.

De forma geral, para avaliar as caracteristicas sinapticas sao registradas
EPSC/IPSC. No entanto, sabendo que a corrente da membrana, Im, estd relacionada com

alteracdes do potencial de membrana, Vi, e da capacitancia da membrana, Cnm, de acordo
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partir da andlise da primeira derivada, %, de registros do EPSP em current-clamp.

Através desta abordagem observamos que houve incremento na amplitude dos EPSP’ ao
inibir os receptores mGlu-I durante a estimulacao em alta frequéncia.

O calice de Held proporciona a maior parte das entradas sinapticas
glutamatérgicas aos neurénios do MNTB (Barnes-Davies & Forsythe, 1995; Takahashi,

et al., 1996). Durante as primeiras semanas de vida a amplitude das correntes AMPA
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aumenta enquanto as NMDA diminuem consideravelmente no final da segunda semana
de vida (Joshi & Wang, 2002; Steinert, et al., 2010). Desta forma os eventos excitatdrios
no MNTB em animais adultos sao considerados AMPAérgicos.

Considerando que o potencial de reversdao das correntes AMPA seja
aproximadamente 0 mV e lembrando que o DHPG causa uma hiperpolarizacdo dos
neurdénios do MNTB, o aumento da forga eletromotriz para Iampa poderia explicar, pelo
menos em parte, o aumento do EPSP’ pela ativacdo de receptores mGlu-I. Sendo que a
relacdo I-V da corrente AMPA é linear (Joshi & Wang, 2002) esperariamos que o
impacto na diferenca de potencial e no aumento dos EPSP’ fosse similar. No entanto, o
aumento do tamanho do EPSP’ foi em torno de 20%, enquanto o aumento da for¢a
eletromotriz para Iavea foi apenas de 3-4%. Assim vemos que ndo ha uma
correspondéncia destes dois parametros e por tanto a contribuicao do aumento da forca
eletromotriz da corrente AMPA ndo deveria ser a principal causa responsavel pelo
aumento dos EPSP'.

A origem do aumento na amplitude do EPSP’ poderia derivar de alteracdes pre-
ou pdés-sinapticas. Ao nivel p6s-sindptico poderiam surgir como resultado de mudancas
na cinética dos canais AMPA (Ishikawa et al., 2002; Postlethwaite, et al., 2007). Contudo,
nao observamos nenhuma alteracao significativa na cinética dos mEPSP que poderia
explicar o aumento do EPSP’. Estes dados sdo coerentes com recentes achados
revelando que a ativagdo exdgena de receptores mGlu-I ndo altera a cinética dos sEPSC,
mais precisamente o tempo de subida e o tempo de decaimento (Peng, et al., 2020).

Entre os mecanismos de regulacdo pré-sinapticos, podemos citar a agdo da Inap,
que é ativada pela despolarizacdo pré-sinaptica gerada pelos receptores mGlu-I no
calice, resultando em um aumento da frequéncia e amplitude dos sEPSP e sEPSC, sem
alterar os eEPSC (Peng, et al.,, 2020). Nos animais C57BL/6 ha uma tendencia para a
reducdo na frequéncia dos mEPSP, no entanto em animais CBA/] ndo observamos este
mesmo efeito. Assim € necessario aumentar o numero de observacionais para
corroborar se ha uma diminui¢do na frequéncia dos mEPSP que estaria sendo mediada
por receptores mGlu-I localizados no terminal pré-sindptico. Como a amplitude dos
mEPSP ndo foi alterada, isto sugere que o tamanho quéintico se mantém constante
durante inibicdo de receptores mGlu-I.

A relagdo do pulso pareado (PPR) é uma medida de plasticidade de curto prazo

que aponta varia¢des na Pr de vesiculas sindpticas (Oleskevich, et al., 2000). Juntos, os
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dados de camundongos CBA/CaJ e C57Bl/6 mostraram reducdao no PPR e aumento no
EPSP1’ quando os receptores mGlu-I foram bloqueados. Esta variagdo é um indicativo de
que o aumento do EPSP’ durante a inibicdo de receptores mGlu-I foi causada por um
aumento da Pr (Zucker & Regehr, 2002). Em neurénios do MNTB a ativacdo de
receptores mGlu-I causa retroinibicao no calice de Held por meio da ativacao de
receptores CB1 (Kushmerick et al, 2004). Ativacdo de receptores CB1 resulta em
inibicao de correntes de calcio (Sullivan, 1999; Brown et al., 2003; Brown et al., 2004)
que por sua vez reduzem a probabilidade de liberacao de vesiculas e o conteddo
quantico dos EPSP (revisado por Schneggenburger & Forsythe, 2006; revisado por
Neher, 2017). Assim, o efeito que observamos na Pr quando inibimos os receptores
mGlu pode ser consequéncia da falta de ativacdo dos CB1R, resultando em desinibicao
de canais Cav e um aumento do nimero de vesiculas liberadas.

As nossas observacées de EPSP’ maiores, Pr aumentada e tamanho quintico
constante poderiam indicar que o conteido quantico teria mudado durante o
tratamento. Desta forma avaliamos pelo método direto a possibilidade de varia¢des no
conteudo quantico (ver Eq. 2).

Em registros in vitro em current-clamp de camundongos C57Bl/6] P30, foi
reportado um valor de m de 22; ja em registros in vivo este valor foi de 17 (Lorteije, et
al, 2009). Na linhagem CBA, em camundongos jovens (P15) foi reportado m = 120
(Oleskevich et al, 2004), porém estes registros foram feitos em concentragdo
extracelular de Ca%* de 2 mM, enquanto nossos dados e os reportados por Lorteije et al.
(2009) foram registrados em concentragdo de Ca%* 1.2 mM. Nossas analises em
camundongos CBA/CaJ entre 5 e 9 meses de idade revelaram que o m variou entre 15 e
18. A divergéncia deste valor com reportes anteriores pode estar relacionada com dois
fatores: i) como mostrado na figura 8D apesar das amplitudes dos mEPSP e eEPSP
estarem fortemente correlacionados com o mEPSP’ e eEPSP’, ao estimar o m (Eq. 2) era
de esperar valores ~25% menores, e ii) em nossas condi¢cdes experimentais houve
liberacao multiquantica, caracterizada pela sobreposicdo de eventos miniaturas (Figura
21A), contribuindo para que a amplitude dos mEPSP’ fosse superestimada. Desta forma
nossa analise subestima o valor de m, sendo preciso realizar esses experimentos
inibindo parcialmente a Ica (aumentando o Mg?* extracelular ou adicionando Cd?*) para
obter uma melhor estimativa do m. Apesar destes fatores que dificultam uma estimativa

precisa do valor absoluto de m, em experimentos pareados observamos um aumento do
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conteido quantico durante a inibicdo de receptores mGlu-I, suportando a evidéncia
prévia de que a Pr das vesiculas poderia estar aumentada.

Na figura 22 é possivel observar heterogeneidade das sinapses ao avaliar o PPR,
sendo que na situagdo controle 50% delas apresentaram potenciacdo e o restante
depressdo. Durante o tratamento com os inibidores de receptores mGlu-I a variedade
desta resposta é abolida e todas as sinapses apresentaram depressao no pulso pareado.
Ao comparar as amplitudes dos EPSPss’ na condi¢cdo controle e durante o tratamento
ndo houve alteracdo significativa (P=0.6). Resultados semelhantes foram obtidos por
Taschenberger et al. (2016) ao aplicar um analogo do DAG, PdBu, enquanto a sinapse foi
estimulada em 100 e 200 Hz. O PdBu, ao agir como analogo do DAG, desencadeia dois
efeitos, i) se ligar em diversos sitios da proteina Munc13 alterando sua conformagdo
(Rhee, et al.,, 2002) ou ii) ativar PKC que por sua vez fosforila Munc18 (Geng et al,,
2014). Em ambos os casos, o tratamento com PdBu acaba ativando a maquinaria da
exocitose. Estes dados sugerem que a inibicdo de receptores mGlu-1 poderia estar
ativando a via de sinalizagao PLC-DAG e este mecanismo contribuiria com o aumento do
numero de vesiculas “superprimed” as quais sdo liberadas no inicio da resposta a trens
de estimulos em alta frequéncia (Taschenberger et al., 2016).

Ainda que o aumento dos EPSP que observamos durante inibi¢do de receptores
mGlu-I seja consideravelmente semelhante ao descrito por Taschenberger et al. (2016)
o bloqueio de receptores mGlu-I implica inibi¢do da sinalizagdo pela proteina Gq, o que
estaria em contradicdo com o mecanismo de acdo do PdBu. Uma hipdtese menos
provavel poderia ser que outro receptor também acoplado a proteina G, por exemplo, o
CB1R que pode ativar diversos tipos de proteina G (revisado por Turu & Hunyady,
2010), tivesse sua conformacdo alterada sendo mais propicia a ativacdo de proteina
Gagq.

Considerando que a ativacao de receptores mGlu-I pode ativar a via da proteina
Gaqg produzindo PLC e DAG e a partir deste o 2AG, isto implica que os receptores CB1
teriam uma atividade basal inibindo a liberacdo de vesiculas no calice de Held. Ao
bloquear os receptores mGlu-I a fungao inibitéria dos CB1 estaria comprometida, assim
o influxo de Ca?* através dos canais P/Q (Iwasaki & Takahashi, 1998; Forsythe et al,,
1998), seria maior e consequentemente a probabilidade de liberacdo das vesiculas

aumentaria, como foi visto nossos experimentos (Figura 24).
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A funcdo do MNTB como relé sindptico inibitério é crucial para localizacdo da
origem dos sons. Para manter a precisdo na transmissao dos sinais o potencial de
repouso destes neurdnios deve ser cuidadosamente controlado. Os receptores mGlu-I
contribuem de forma importante na funcdo do MNTB ajustando de forma tonica o
potencial de membrana, adicionalmente a condutancia de canais HCN é aumentada
contribuindo para elevar a excitabilidade dos neurdnios (Figura 24). Estes efeitos sao
complementados com mudangas pré-sinapticas, dado que através da ativacao e inibicao
de receptores CB1 a amplitude dos EPSP é diminuida ou elevada garantindo fiabilidade

na transmissao de sinais em alta frequéncia.

Estimulacao fibras aferentes
+ Inibicdo dos mGlu-I

Ativacao exogena
dos mGlu-I

Hiperpolarizagao DAE_)ZAG

Despolarizagao

® Glutamato Bloqueio I‘ Canal Ca, & mGlu-I
® DHPG 4 |libicso X canalHCN &
Vesiculas Fluxo dos onsf) CanalKir ~ U& CBIR

Estimulo — Ativacio ' AMPAR

Figura 24. Mecanismos pré- e pés-sindpticos modulados por receptores mGlu-I no MNTB. A
esquerda, a ativagdo de receptores mGlu-I com DHPG apontou que estes receptores aumentam a
condutdncia dos canais HCN e ao mesmo tempo inibem, provavelmente, canais kir causando
aumento da resisténcia da membrana e a despolarizacio do neurénio do MNTB. A direita, o
bloqueio da ativagdo tonica de receptores mGlu-I poderia desinibir canais Kir hiperpolarizando o
neurdnio pds-sindptico. Paralelamente a redugdo na liberagdo de endocanabiniodes resulta na
desativagéo de receptores CB1 pré-sindpticos (Kushmerick et al, 2004), desinibindo canais Ca, do
tipo P/Q (Iwasaki & Takahashi, 1998) e aumentando a Pr das vesiculas sindpticas, gerando assim
um maior eEPSP.
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The MNTB is a group of glycinergic neurons localized in the auditory brainstem. Its principal neurons receive excitatory inputs from the

contralateral cochlear nucleus and make inhibitory projections to several auditory nuclei in the superior olivary complex and lateral lemnis-
cus (reviewed by Borst & Soria van Hoeve, 2012). MNTB neurons receive a strong excitatory input from a giant nerve terminal called the
calyx of Held, as well as anatomically conventional excitatory and inhibitory afferents (Albrecht, Dondzillo, Mayer, Thompson, & Klug, 2014;
Awatramani, Turecek, & Trussell, 2004, 2005; Dondzillo, Thompson, & Klug, 2016; Guinan & Li, 1990; Kuwabara & Zook, 1991; Smith, Joris,
& Yin, 1998). Although synaptic inputs are required to generate post-synaptic action potentials, an equally important factor is the state of
intrinsic excitability of the principal neuron, which directly affects the safety factor for neurotransmission and which, as we show in this study,
is subject to modulation by Group | mGlu receptors.

mGlu receptors are expressed in both the MNTB principal neuron and in its major synaptic input, the calyx of Held (Barnes-Davies &
Forsythe, 1995; Billups, Graham, Wong, & Forsythe, 2005; von Gersdorff, Schneggenburger, Weis, & Neher, 1997; Kushmerick et al., 2004;
Renden et al., 2005; Takahashi, Forsythe, Tsujimoto, Barnes-Davies, & Onodera, 1996). In the calyx, Group IlI/lll mGlu autoreceptors are neg-
atively coupled to neurotransmitter release providing short loop negative feedback (Billups et al., 2005; von Gersdorff et al., 1997). The calyx
also expresses CB1 receptors that are functionally coupled to inhibition of glutamate release (Kushmerick et al., 2004). Activation of presyn-
aptic CB1R by endocannabinoids released from the principal neuron during Group | mGlu receptor activation provides an additional possibility
for negative feedback. Together, these mechanisms may fine tune glutamate release from the calyx of Held during high frequency activity.

In addition to its role in endocannabinoid-mediated feedback inhibition, Group | mGlu receptors have excitatory effects in many types
of neurons. Although primarily associated with the Gaq,"j_]_ G protein subunit, Group | mGlu receptors can also couple through pertussis toxin
sensitive (presumably Ga,,) G proteins (Bertaso et al., 2010; Holohean, Hackman, & Davidoff, 1999; Kreibich, Chalasani, & Raper, 2004; Linn,
2000). Furthermore, some actions of Group | mGlu receptor activation appear to be independent of G protein (Guérineau, Bossu, Gihwiler,
& Gerber, 1995). Thus, in any given cell type, there are multiple possible signaling pathways involved with a correspondly large number of
possible effector molecules responsible for changes to membrane excitability, including ion channels and electrogenic transport proteins (see
Correa, Guimarées, e Alhadas, & Kushmerick, 2017, for review). Understanding Group | mGlu changes to excitability requires the identification

of the effector proteins, which, as just described, may be highly variable across different cells types.

2 | METHODS
2.1 | Material

Salts and drugs were from Sigma.

2.2 | Animals

C57BI/6 mice of either sex were provided by the CEBIO facility of Universidade Federal de Minas Gerais. All animal procedures followed were
approved by the local animal care commission (protocol CEUA-UFMG 159/2015), following institutional guidelines. Age of animals varied from

post-natal day P8 to P90, depending on the experimental group (see Section 3).

2.3 | Preparation of brain slices

On the day of the experiment, animals were removed from their home cage, anesthetized with isoflurane and decapitated. The brainstem was
removed and mounted with cyanoacrylate glue onto the tray of a vibrating microtome (Leica VT1000S). The tray was immersed in ice-cold
low CaZ* artificial CSF (aCSF) containing (in mM): 125 NaCl, 2.5 KCI, 3 MgCIQ, 01 CaC\z, 25 glucose, 25 NaHCOS, 1.25 NaH2P04, 0.4 ascor-
bic acid, 3 myo-inositol, 2 Na-pyruvate, pH 7.4, when bubbled with carbogen (95% 02, 5% COZ)' Coronal slices (170-200 pm) containing the
MNTB were obtained and incubated in standard aCSF (as described above except with 2 mM Ca?" and 1 mM Mg2+) at 37°C for 45 min, and

subsequently maintained at room temperature (~24°C) for no more than an additional é hr.

2.4 | Electrophysiology

Slices were transferred to chamber on the stage of a Modular MRK100 microscope (Siskiyou, Oregon, USA) and kept in place with a platinum
harp strung with nylon thread where they were continuously perfused with standard aCSF at a rate of 2.1 ml/min. In some experiments,
recordings used aCSF with 1.2 mM CaZ". In these cases, Mg2+ was increased to 1.8 mM to maintain constant the concentration of diva-
lent cations. Recordings were made at 25 £ 0.5°C or 34 = 0.5°C as indicated in the text using an inline heater (Warner Instruments model
TC-324C). Cells were visualized with a 40x objective using infrared illumination through a video camera (IR-1000, DAGE-MTI, Indiana, USA)

and video frame grabber and software (ENLTV-FM3, Encore Electronics, USA) in a PC. Drugs were included in the perfusing solution at the
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final concentrations listed. S-3,5-dihydroxyphenylglycine (DHPG) was maintained as 10 mM stock in water. When DMSO was used as a drug

vehicle, its concentration never exceeded 0.1%, and the same concentration of DMSO was always included in the control phase of the experi-
ment. Each slice was used for only a single recording.

Whole-cell current-clamp and voltage-clamp recordings were obtained using an Axopatch 200 amplifier (Axon Instruments, California,
USA). The signals were filtered (low pass, 5 kHz) before being sampled every 24 us by an A/D converter (Digidata 1322A, Axon Instruments,
California, USA), managed by Strathclyde Eletrophysiology Software (kindly provided by John Dempster, University of Strathclyde). Pipettes
were fabricated from glass capillaries (Patch Clamp Glass, PG52151-4 Word Precision Instruments) using a vertical two-stage pipette puller
(PP830 Narishige, Tokyo, Japan). Open tip resistance was 2-3 MQ. Pipettes were coated with dental wax to reduce noise and pipette capac-
itance. The internal solution contained (in mM): potassium gluconate 125, KCI 20, Na, phosphocreatine 10, EGTA 0.5, HEPES 10, Mg, ATP 4,
Na, GTP 0.3, pH 7.2 (adjusted with KOH). The calculated liquid junction potential of -9 mV was corrected on-line. Series resistance was < 20
MOhm (6.6 £ 0.4 MOhm). Series resistance was not compensated during recording. However, membrane potential was corrected off-line for
series resistance errors as V, = V| -IR_where V_is the corrected membrane potential, Vis the nominal potential, either V. in voltage
clamp experiments or electrode potential in current clamp experiments, [ is pipette current and R, is the series resistance. In voltage clamp
recordings, holding current in control conditions at V, = -60 mV was +43 + 10 pA.

To record calyx EPSPs and APs, a bipolar stimulating electrode was placed at the midline and constant voltage pulses were applied (<5 V,
duration of 200 ps) at 50% above threshold, determined individually for each synapse tested. High frequency stimulation consisted of trains
of 101 stimuli applied at 100 Hz. The interval between stimulus trains was 60 s.

2.5 | Electrophysiological protocols, analysis and statistics

Input resistance was measured based on the peak hyperpolarization achieved during a hyperpolarizing current injection. Depolarizing sag was
the difference between the final membrane potential, at the end of a hyperpolarizing pulse, and the peak. Rheobase was measured during
depolarizing current injections at a resolution of 10 pA. Voltage threshold was the voltage at which dV /dt passed 10 V/s at the base of the
action potential when the neuron was stimulated at rheobase.

Iy and its voltage dependence were measured and analyzed based on methods described previously (Bayliss, Viana, Bellingham, & Berger,
1994; Funahashi, Mitoh, Kohjitani, & Matsuo, 2003). To determine reversal potential, voltage steps from -110 to -40 mV were applied from a

holding potential of =60 mV (activation curves) and then after a pre-pulse hyperpolarization to =110 mV (deactivation curves). In both cases,
current was measured immediately after the capacitive transient had settled. The intersection of these curves gives the reversal potential. I, at
different test potentials was the difference between the final and initial current obtained from the activation curves. I}, conductance was cal-
culated by dividing current amplitude by driving force, where driving force was calculated using the reversal potential determined as described
above. A Boltzmann function was adjusted to the G-V curves for each cellindividually, vielding the midpoint of activation (V4 ;). the steepness
of the voltage dependence (K) and the maximum HCN conductance of each cell in control and during treatment with DHPG.

Differences in mean values were evaluated using either paired or unpaired Student’s t test. Proportion of cells with rebound action poten-

tials was evaluated using the Chi-squared test. Variations in Iy ps in MNTB from animals of different ages was evaluated by One-way ANOVA.

3 | RESULTS

3.1 | Activation of Group | mGluR depolarizes MNTB principal neurons

To determine the effects of Group | mGlu receptor activation on the electrical excitability of MNTB principal neurons, we first measured
changes to resting potential using whole-cell current clamp (Figure 1). In MNTB from P20 animals at 34°C, under control conditions, resting po-
tential was —69 = 2 mV (N = 11 cells from 9 animals). Activation of Group | mGlu receptors with §-3,5-dihydroxyphenylglycine (DHPG, 10 pM)
caused arapid and reversible depolarization of the membrane, by 5.9 + 1 mV (Figure 1a,b1, N = 11 cells from 9 animals, p < 10'3). Similar results
were obtained in MNTB from P8 mice measured at 25°C, for which the membrane resting potential was -72 + 1 mV and DHPG provoked a
depolarization of AV, = 7.5+ 0.6 mV (Figure 1b2, N = 24 cells from 15 animals, p < 10_6). The effect of DHPG was dose-dependent in the range
10 nM to 100 pM (Figure 1c), with an IC50 of ~ 0.8 pM and was strongly attenuated by 5 min pretreatment with a combination of the selective
mGlul and mGlu5 antagonists LY367385 (240 pM) and MPEP (10 pM) (Figure 1c, round symbal).

3.2 | Depolarization by DHPG is accompanied by an increase in membrane resistance

The depolarization that DHPG causes could be generated by the activation of a depolarizing conductance or, alternatively, by inhibition of a
standing hyperpolarizing conductance, or both. To test these possibilities, we measured membrane conductance using hyperpolarizing cur-

rent injections in control and in the presence of DHPG (10 pM, Figure 2). We observed that the depolarization caused by DHPG (Figure 2a,
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FIGURE 1 Activation of Group | mGlu receptors causes a dose-dependent membrane depolarization in MNTB neurons. (a) Time course
of changes to membrane resting potential in a representative P20 MNTB neuron at 34°C in response to the selective Group | mGlu agonist
DHPG (10 pM, indicated by the bar). During the brief gap in the recording from 114-153 s, current injection protocols were applied which
prevented measurement of resting potential. (b1) All-cell plot and summary of effect of DHPG on membrane resting potential in MNTB from
P20 animals recorded at 34°C. (b2) As for b1, except that recordings were made in MNTB from P8 animals at 25°C RT. (c) Dose-response
curve for the effect of DHPG on membrane potential. Calculated EC50 was 0.8 pM

inset) was accompanied by an increase in input resistance, evidenced by greater peak hyperpolarization evoked by the same intensity current
injection. In cells from P20 MNTB at 34°C, membrane resistance was 188 + 14 MQ in control conditions and increased to 225 £ 22 MQ in the
presence of DHPG (Figure 2d1, N = 11 cells from 9 animals, p < 10_2], a reduction in membrane conductance of AG_ = -0.8 £ 0.18 nS. Similar
results were obtained in MNTB from P8 mice measured at 25°C, for which membrane resistance rose from 345 = 27 MQ to 427 £ 40 MQ
(Figure 2d2, N = 14 cells from 10 animals, p < .02), a decrease in membrane conductance of AG_ = -0.52 £ 0.12 nS. This result suggests that

DHPG causes membrane depolarization, at least in part, by inhibiting a hyperpolarizing conductance active at rest.
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FIGURE 2 Activation of Group | mGlu receptors increases membrane resistance, increases the amount of depolarizing sag, and promotes
the generation of rebound action potentials. (a) Response to hyperpolarizing current injection (<100 pA) in a representative P20 MNTB
neuron recorded at 34°C in control conditions (black trace) and in the presence of DHPG (10 pM, red trace). Inset: time course of change

to membrane potential evoked by DHPG, indicated by black bar. Black arrowhead indicates increase in depolarizing sag during treatment
with DHPG. Red arrowhead indicates rebound action potential generated in the presence of DHPG. (b) Examples of cells for which DHPG

produced an increase in depolarizing sag without an increase in peak hyperpolarization. (b1) Cell from P8 MNTB recorded at 25°C. (b2) Cell
from P20 MNTB recorded at 34°C. (c) Example of experiment in which current injection protocol was changed during treatment with DHPG
to restore resting potential and equalize the peak hyperpolarization (blue trace). P20, 34°C. (d) All cell plot and mean effect size for DHPG on
input resistance in P8 MNTB at 25°C (d1) and P20 MNTB at 34°C (d2). (e) Effect of DHPG on the depolarizing sag in P8 MNTB at 25°C (e1)
and P20 MNTB at 34°C (e2). (f) Effect of DHPG on the percent of cells firing rebound action potential

3.3 | DHPG increase sag depolarization during hyperpolarizing current injection

In addition to increasing membrane resistance, DHPG also increased the depolarizing sag, normally attributable to activation of HCN chan-
nels (Figure 2). In cells from P20 MNTB at 34°C, the change in sag (Vsag_ DHPG’Vsag. ctr) Was 3 £0.8 mV (Figure 2el1, N = 11 cells from 9 animals,
p < 10’2). Similar results were observed in MNTB from P8 animals at 25°C (Figure 2e2, vsag,DHPG_Vsag.Ctrl =4+ 1.4 mV,N =14 cells from 10
animals, p <.02). For the example shown in Figure 2a, the peak hyperpolarization was more negative in DHPG than in control. Evidently, for this
cell the increase in input resistance more than compensated the membrane depolarization leading to greater hyperpolarization for the same
current injection. However, we also observed several examples of cells for which the peak hyperpolarization in DHPG was less than or equal
to control. For these cells, DHPG still increased the sag (Figure 2b). Could membrane depolarization explain the increased sag? To answer this

question we maodified our current injection protocol, adding a negative DC offset current to restore resting potential during treatment with
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DHPG back to control values. We also reduced the amplitude of the current injection, to guarantee the same peak hyperpolarization in control

and DHPG. Under these conditions, we still observed an increase in sag with DHPG (Figure 2¢). Therefore, neither membrane depolarization

nor greater peak hyperpolarization can explain the increase in depolarizing sag caused by DHPG.

3.4 | DHPG promotes generation of rebound action potentials

Activation of Group | mGlu receptors also promoted rebound firing after hyperpolarizing (Figure 2, red arrows). In 18 cells (from 11 animals) from
MNTB from younger mice (P8), 3 cells (16%, from 3 animals) exhibited rebound action potentials under control conditions. Of the remaining
15 cells (from 11 animals) , 8 cells (53%, from 7 animals) started firing rebound action potentials in the presence of DHPG (p = .03). Similar results
were obtained in more mature mice (P20). In 12 cells from 8 animals tested in this group, none exhibited rebound firing in control conditions and

33% started to fire rebound action potentials in the presence of DHPG (Figure 2f, p = .03).

3.5 | Inward current activated by DHPG

Under voltage clamp (V,, = -60 mV), DHPG (10 pM) activated an inward current, herein denominated I,,p (Figure 3; Table 1). Like the depolariza-
tion induced by DHPG, Ip showed little sign of desensitization during 5 min of DHPG application, and was completely reversible upon washout.

We applied slow ramp protocols (-110 to -30 mV, 45 mV/s) to determine the I-V relationship of Iyps. Ramps were applied in control aCSF,
during treatment with DHPG and after washout of DHPG from the bath (vertical lines in Figure 3al). The resulting I-V relationship thus obtained
from five cells from 5 animals are shown in Figure 3a2. DHPG reversibly shifted the zero-current potential by +8.1 £ 1.5 mV. To calculate the -V
curve for Iy pg, we subtracted the |-V measurements during treatment with DHPG from control. The resulting difference current exhibited an
inverted U shaped |-V curve as shown in Figure 3a3. The current amplitude reached a minimum near —80 mV, and did not reverse at the Nernst

potential for K* (=104 mV) or CI” (-49 mV), suggesting that multiple ions types contribute to lpupe @nd that the mix is voltage dependent.

3.6 | Developmental stability of [ ,, .

In recordings from P8 MNTB at 25°C, the amplitude of Ipyp; was -38 = 3 pA (N = 54 cells from 37 animals). To test for developmental changes
to Ipypg at more physiological temperature, we measured the current at 34°C in MNTB neurons from animals of different ages, P8, P15, P20,
P30, P42, P56, and at 25°C up to P90. There was no statistically significant difference in the intensity of Iypg over the age range studied (F(5.
22)=1.385, p = .26). These experiments indicate that [y pg is developmentally stable from pre-hearing neonatal mice up to adult (Figure 3b,
Table 1).

3.7 | Ba*"-sensitive and ZD7288-sensitve components of I,

Ipupg Was not significantly altered by pretreatment with tetrodotoxin (TTX, 1 uM), CNQX (10 pM), MK801 (10 uM) or amiloride (100 pM),
indicating that NaV channels, AMPA and NMDA iGlu receptors, and Acid Sensing lon Channels are not required to generate I p- (Figure 3¢).
In contrast, Ba2* (500 pM) inhibited Inpe by 30%, ZD7288 (100 pM) inhibited Iyp; by 60% and when applied together, Ba®* and ZD7288
inhibited Ippg by 73% (Figure 3c). Taken together, these data suggest that Ba2*-sensitive K channels and ZD7288-sensitive HCN channels
contribute to the current activated by DHPG.

To test directly the involvement of HCN current to the effects described above, we measured changes to I, when Group | mGlu receptors were
activated with DHPG (10 pM, Figure 4). The reversal potential of I, was measured (-36 £ 1.2 mV, N = 14 cells from 4 animals, Figure 4a,b) and used
to convert I current values to conductance and to generate G-V curves (Figure 4c). To visualize the effect of DHPG on the midpoint of activation
(Vy,,) and the steepness of voltage dependence (K), data were plotted as G/G__, (Figure 4c1). DHPG did not cause a significant change to the
midpoint of G, activation (Control, Vy,, = -91.6 £ 1.9 mV vs. DHPG, V, ,, = -90.8 £ 1.3 mV, p = .3, N = 8 cells from 7 animals) or the steepness of
the G-V curve (Control, K= 6.5 £ 0.6 mV vs. DHPG, K = 6.6 £ 1.0 mV, p = .8, N = 8 cells from 7 animals). However, DHPG did cause a small but
by 6 = 2% (Figure 4c2, N = 16 cells from 11 animals; p = .02).

statistically significant increase in the maximal conductance, Gy, ..

3.8 | DHPG reduces action potential rheobase but not threshold

We next measured the impact of mGIuR-1 activation on action potential current threshold (Figure 5). In control conditions, rheobase was
101 £ 9 pA. In the presence of DHPG, rheobase fell to 56 + 8 pA (N = 14 cells from 9 animals, p < 107), and recovered to 79 + 7.7 pA upon
washout (p < 1074 compared to DHPG). In contrast, DHPG did not alter the voltage threshold for AP generation, which was -45.1 + 1.8 mV in
control and -45.0 £ 1.7 mV during treatment with DHPG (N = 13 cells from 9 animals, p = .9).
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FIGURE 3 Properties of the inward current generated by Group | mGlu receptors in MNTB. (a) Time course of current and [-V
relationship. (21) Membrane current was recorded under voltage clamp (V, = -60 mV) before, during, and after application of DHPG (10 pM,
gray band). Black vertical lines are currents generated by ramp protocols (-110 mV to =30 mV, 45 mV/s) and used to determine the |-V
relationship. (a2) Averaged ramp currents obtained in control (black) during DHPG (red) and after recovery (blue). (a3) Inverted U-shaped
1=V relationship of the DHPG sensitive current, determined by subtraction of the ramp current obtained during treatment with DHPG from
control. Black line, data averaged from 5 cells. Gray lines, average + SEM. (b) Summary of DHPG current recorded at 34°C in MNTB from
animals ranging in age from P8 to P56. See also Table 1. (c) Igyp amplitude, relative to respective controls, when recorded in the presence
of amiloride (100 pM), tetrodotoxin (TTX, 1 pM), CNQX (10 pM) + MK801 (10 pM), Ba?* (500 pM), ZD7288 (100 pM) and Ba®* + ZD7288 (P8,
25°C)

TABLE 1 Effects of temperature and developmental stage on Ipg

Age (day) Temperature Inype (PA) N cells/animals
8 RT -38x26 54/37
PT -53+8 4/2
45 RT -45+12 5/3
PT -35%7 6/6
20 RT -46+16 2/1
PT -47 £ 10 8/6
30 RT -49+9 9/4
PT -55+9 5/3
42 RT NT
PT -47 7 5/2
56 RT NT
PT -34+14 3/2
20 RT -41 1/1
PT NT

Note: RT: 25°C; PT: 34°C; NT: Not tested.
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FIGURE 4 Effect of Group I mGlu receptor activation on I, in MNTB neurons. (a) Voltage clamp protocol used to measure I, Voltage
steps ranging from =110 mV to =40 mV and 1 s duration were applied from a holding potential of —-60 mV (refered to herein as activation
curves) or after 2 s prepulse conditioning at -110 mV (deactivation curves). (b) Determination of reversal potential for I,,. The instantaneous
current, recorded immediately after the capacitive transient had settled, for the activation curves (black circles) or deactivation curves (white
circles) were plotted versus membrane potential. (b1) Data from one representative experiment. (b2) Mean reversal potential, obtained

from the projected intersection of the |-V curves as shown in b1, across N = 14 experiments. (c) Conductance-voltage relationship for I, in
MNTB neurons. (c1) G/G,,,-voltage relationship in MNTB neurons in control (white circles) or in the presence of DHPG (10 pM, black circles)
indicates no significant change to the voltage dependence of activation. (c2) Maximum HCN conductance was increased during treatment
with DHPG (P20, 34°C)

3.9 | DHPG increases the reliability of neurotransmission in the MNTB

To test the functional impact of Group | mGIuR activation on neurotransmission in the MNTB, whole-cell recordings were made from P18
MNTB neurons at 25°C while the afferent fibers were stimulated at the midline. The Ca2* concentration in the aCSF was reduced to 1.2 mM
to lower release probability (divalent cation concentration was maintained by increasing the concentration of I\-"Ig2+ to 1.8 mM). Neurons were
stimulated with trains of 100 Hz lasting 1 s, with 60 s intervals between successive trains (Figure 6). The first few stimuli of each train always
generated a post-synaptic action potential, with transmission failures appearing for later stimuli. Application of DHPG (10 pM) reduced the

number of failures during the train. Under control conditions, failure rate was 32 + 8% and in the presence of DHPG (10 pM), failure rate fell
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FIGURE 5 Activation of Group | mGlu receptors reduces the current threshold to generate action potentials in MNTB neurons. (a)
Membrane potential response to current injection in control (rheobase = 90 pA) in the presence of DHPG (10 pM, rheobase = 50 pA) and
after recovery (rheobase = 90 pA). Inset: time course of membrane depolarization induced by DHPG (10 uM). Red arrowhead indicates
rebound action potential following hyperpolarizing current injection. (b) All-cell plot and mean effect size of DHPG on rheobase (N = 14, P8,
25°C)

to15+9%(p < 1072 N = 5 cells from 5 animals). Thus activation of Group | mGlu receptors can improve the safety margin for high frequency
firing in the MNTB.

4 | DISCUSSION

We demonstrate that mouse MNTB neurons express mGIuR receptors that are functionally coupled to the regulation of cellular excitability.
Previous studies of Group | mGlu receptors in the MNTB have focused on the regulation of neurotransmitter release by the nerve terminals
that form synapses onto MNTB principal neurons, namely the calyx of Held giant nerve terminal as well as conventional glycinergic, and
GABAergic nerve terminals. Activation of Group | mGlu receptors modulates release from these terminals, an effect mediated by endocannab-

inoids (Curry, Peng, & Lu, 2018; Kushmerick et al., 2004). Here, we focus on changes to post-synaptic excitability when Group | mGlu receptors
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FIGURE 6 Activation of Group | mGlu receptors increases the reliability of neurotransmission during 100 Hz afferent fiber stimulation.
(a) EPSP and action potential recorded in representative P18 MNTB neuron during 100 Hz afferent fiber stimulation in control (black) and
in the presence of DHPG (10 pM, red). Inset: detail of recording showing two EPSP-APs flanking an isolated EPSP (post-synaptic AP failure,
black arrowhead). Small downward deflections are the stimulation artefacts. (b) Raster plot from a representative experiment. Cell was
treated with DHPG during the times indicated by the gray shading. Black symbols represent stimuli that were followed by an EPSP/AP

and red lines indicate events that contained an EPSP but no AP (i.e., post-synaptic failures). (c) Time course of the effect of DHPG on the
proportion of AP Failures. (d) In 5 cells tested, DHPG significantly reduced the rate of AP failures (P18, 25°C)
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are activated by the agonist DHPG. The effects observed, which include membrane depolarization, increase in input resistance, reduction of

rheobase, and increased depolarizing sag likely contribute to the observed increased reliability of high-frequency neurotransmission.

4.1 | Nature of the conductance changes

Activation of Group | mGlu receptors caused depolarization of the MNTB neuron and generated an inward shift in membrane current under
voltage clamp while reducing membrane conductance. These effects indicate that activation of these receptors inhibits a standing hyperpolar-
izing conductance. This hypothesis is supported by the observation that Ba2* ions, which block inward rectifier channels, partially occluded the
effects of DHPG in the MNTB, and by the fact that mRNA for KIR3.1 has been detected in mouse MNTB principal neurons (Lein et al., 2007).
This KIR isoform plays an important role in the regulation of cellular excitability by GPCRs (reviewed by (Lischer & Slesinger, 2010)) including
Group I mGlu receptors (Kramer & Williams, 2016; Sharon, Vorobiov, & Dascal, 1997).

In addition to the effects just described, DHPG also increased the depolarizing sag, generally considered to be a hallmark of activation
of HCN channels. Previous studies have shown that HCN channels contribute to the excitability of auditory brain stem neurons (Shaikh &
Finlayson, 2003), including in the MNTB (Kim & von Gersdorff, 2012; Kim, Sizov, Dobretsov, & von Gersdorff, 2007; Leao, Svahn, Berntson, &
Walmsley, 2005). Moreover, these channels can be regulated by Guqfcoupled receptors (reviewed by He, Chen, Li, & Hu, 2014; Wahl-Schott
& Biel, 2009). The increase in sag during treatment with DHPG suggested an increase in HCN conductance. Our measurements of [, indicate

anincreasein G of 6%, which was much smaller than the observed 40% increase in sag. The likely explanation for this discrepancy is that

H-max
the increase of membrane resistance caused by DHPG amplifies the impact of HCN conductance on membrane potential. A similar effect of
background membrane conductance was described in fusiform neurons of the dorsal cochlear nucleus, for which the impact of G, on mem-
brane potential was inversely related to the background KIR conductance (Ceballos, Li, Roque, Tzounopoulos, & Ledo, 2016). In general, the
impact of a given change in conductance on membrane resistance depends on its amplitude relative to all other conductances present, and its
impact on membrane potential is described by the chord conductance equation. In this context, our working model is that activation of Group
| mGIuR by DHPG inhibits a standing Ba?*-sensitive hyperpolarizing conductance, likely mediated by KIR channels. This causes membrane
depolarization and increased membrane resistance. Increased membrane resistance, by itself, will increase the sag produced for a given HCN
conductance, and will amplify the impact of the observed increase in HCN G _ .

When applied together, antagonists of KIR channels and HCN channels (Ba2+ ion and ZD7288, respectively) inhibited I,p; by 70%. Thus,
other mechanisms are probably also involved. Group | mGlu receptors can change membrane conductance and excitability by many different
mechanisms that include channels and electrogenic transport mechanisms (see Correa et al., 201/, for review). The relatively weak tempera-
ture sensitivity of I p is suggestive of a channel mechanism, rather than a transporter, however its [-V relationship does not show a reversal
potential in the range studied that allows the determination of its ionic basis. Regardless of the specific mechanisms, the actions of Group |

mGluR on excitability are predicted to promote firing in MNTB neurons, as observed during afferent fiber stimulation.

4.2 | Impact on neurotransmission

The MNTB is a relay synapse in the ascending auditory pathway between the bushy cells of the contralateral cochlear nucleus and its sev-
eral projections to ipsilateral auditory nuclei (Guinan & Li, 1990, reviewed by Borst & Soria van Hoeve, 2012). When studied under standard
brain slice conditions, stimulation of the calyx of Held excitatory input generates strong synaptic currents that generate EPSPs with a large
safety factor for neurotransmission. However, at higher frequency, the calyx input exhibits marked short term depression (for review, see
von Gersdorff & Borst, 2002; Neher & Sakaba, 2008), suggesting that the MNTB may function principally as a phasic synapse. In contrast, in
vivo recordings indicate a lower release probability for the calyx, resulting in calyx EPSPs that are, on average, only modestly above threshold
(Lorteije, Rusu, Kushmerick, & Borst, 2009). One consequence of this is lower synaptic depression allowing the MNTB to function as a tonic
synapse. A second consequence are neurotransmission failures due to stochastic variability of the quantal content of EPSPs, among other
causes. In this context, it is clear that changes to post-synaptic excitability that promote AP generation are likely to have significant impact on
the reliability of neurotransmission in the MNTB and therefore to auditory processing which requires high fidelity information transfer across
multiple brainstem nuclei.

Qur results indicate that activation of Group | mGIuR increases the reliability of neurotransmission in the MNTB, seen as a decrease in the
frequency of post-synaptic failures during 100 Hz stimulation. The aCSF used for these recordings contained 1.2 mM Ca?* to reduce release
probability. The rate of failures we observed are higher than previously reported by Lujan, Dagostin, and von Gersdorff (2019). One possible
explanation for this difference is that we used 1.8 mM Mg2+‘ higher than the standard 1 mM, in order to counteract the reduction in Ca® and
maintain the concentration of divalent cations constant. Increased Mg;2+ concentration will reduce release probability further through inhibi-
tion of Ca®* current. A second possible explanation for the difference is that we maintained the current clamp command at | = 0 and did not use

pipette current to maintain the membrane potential at a predetermined value. This may have added extra variability to our data set, because of
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differences in resting potential from cell to cell. However, since we measured relative effects in which each neuron served as its own control,

it is unlikely that such cell to cell variability will affect our conclusions.

We have previously reported that activation of Group | mGlu receptors in MNTB principal neurons inhibits glutamate release from the rat
Calyx of Held nerve terminal through liberation of endocannabinoids, activation of presynaptic CB1 receptors, inhibition of pre-synaptic Ca®
channels and culminating in a reduction in vesicle release probability (Kushmerick et al., 2004). It is unknown if the same mechanisms operate
in the mouse MNTB. However, our present results indicate the possibility of a dual mode of action of Group | receptors in the control of this
synapse whereby presynaptic inhibition of transmitter release is compensated by changes to post-synaptic excitability.

Unlike the Group Il and Il mGIuR and a,-adrenergic receptors, which undergo developmental downregulation in the MNTB (Ledo & Von
Gersdorff, 2002; Renden et al., 2005; Takahashi et al., 1996), the present study demonstrates that IDHPG is present in the MNTB in adult
animals. This result, together with a recent study of Group | mGlu receptor modulation of inhibitory inputs to the MNTB (Curry et al., 2018).
indicate that these receptors modulate neurotransmission in the MNTB from around the onset of hearing up to and including developmentally
mature animals.
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Abstract Metabotropic glutamate (mGlu) receptors couple
through G proteins to regulate a large number of cell func-
tions. Eight mGlu receptor isoforms have been cloned and
classified into three Groups based on sequence, signal trans-
duction mechanisms and pharmacology. This review will fo-
cus on Group I mGlu receptors, comprising the isoforms
mGlu; and mGlus. Activation of these receptors initiates both
G protein-dependent and -independent signal transduction
pathways. The G-protein-dependent pathway involves mainly
Gotg. which can activate PLC{3, leading initially to the forma-
tion of IP3 and diacylglycerol. IPy can release Ca®* from
cellular stores resulting in activation of C‘a2+—dc11011d011t ion
channels. Intracellular Ca®*, together with diacylglycerol, ac-
tivates PKC, which has many protein targets, including ion
channels. Thus, activation of the G-protein-dependent path-
way affects cellular excitability though several different effec-
tors. In parallel, G protein-independent pathways lead to acti-
vation of non-selective cationic currents and metabotropic
synaptic currents and potentials. Here, we provide a survey
of the membrane transport proteins responsible for these elec-
trical effects of Group I metabotropic glutamate receptors.
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Introduction

This article reviews actions of Group I metabotropic gluta-
mate receptors (mGlu) on neuronal excitability. This group
of receptors, comprising mGlu; and mGlus, share sequence
homology, coupling through protein Gaq1, pharmacology,
and post-synaptic localization that distinguish them from the
other six mGlu isoforms found in the mammalian genome
(Cartmell and Schoepp 2000; Foord et al. 2005; Nakanishi
1992). Our focus 1s on short-term changes in membrane cur-
rent that directly result from Group I mGlu receptor activation
and the subsequent mobilization of second messenger sys-
tems. The goal 1s an understanding of how these currents
affect neuronal excitability and of their physiological roles.
In addition to direct modulation of post-synaptic membrane
currents and excitability described here, Group I mGlu recep-
tors have many other important roles in the nervous system.
Their activation can trigger release of endocannabinoides that
feed back onto the nerve terminal, inhibiting the presynaptic
Ca’* transient and neurotransmitter release, a form of presyn-
aptic short-term plasticity (Kreitzer and Regehr 2001;
Kushmerick et al. 2004; Maejima et al. 2001: Morishita
et al. 1998: Ohno-Shosaku et al. 2002; Varma et al. 2001;
Yoshida et al. 2002). Group I mGlu receptors are also involved
in the generation of long-term synaptic plasticity, often in
partnership with pre-synaptic CB1 receptors (Chevaleyre
and Castillo 2004; Edwards et al. 2006; Gladding et al.
2009; Kano and Wantanabe 2017, Olmo et al. 2016).
Finally, Group I mGlu receptors also play a trophic role in
development and maintenance of the nervous system and are
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mvolved in disease processes (Kano and Watanabe 2017;
Ribeiro et al. 2017; Uesaka et al. 2015).

Structure of mGlu receptors

Metabotropic glutamate receptors are the prototypic members
of Class 3 (now Class C) GPCR (Alexanderetal. 2015; Foord
et al. 2005), sharing little amino acid similarity with
rhodopsin-like receptors or the secretin family. Altemnative
splicing produces several variants of mGlu; and mGlus with
long (mGluy,, mGlus, ) or short (mGlugp g, mGlusg) carboxyl
terminals with differences in cellular localization, and G-
protein signaling efficacy and desensitization (Grandes et al.
1994; Malherbe et al. 2002; Mary et al. 1998). Although no
complete crystal structure exists for any mGlu receptor, stan-
dard biochemical analysis of the primary structure, together
with high-resolution structures determined separately for key
parts of the protein, allow a plausible overall structural model
to be pieced together.

Like all known GPCR, the mGlu receptors contain seven
transmembrane o-helices that form the 7TM domain
(Nakanish1 1992). Besides its obvious structural role to anchor
the receptor in the membrane, the 7TM domain contains bind-
ing sites for allosteric modulators (Dorce et al. 2014; Wu et al.
2014) and for the G-protein (Pin etal. 1994). The extracellular
N terminal contains a large structure called the “Venus flytrap
domain”, first described for GABApg receptors (Galvez et al.
1999) ,which contains the orthosteric ligand binding site
(Kunishima et al. 2000; Muto et al. 2007; Tsuchiya et al.
2002). The Venus flytrap domain is connected to the 7TM
domain by a rigid cysteine-rich linker that communicates
orthosteric ligand binding to receptor activation (Muto et al.
2007). After the seventh transmembrane segment, the 7TM
domain gives way to a large intracellular C-terminal domain.
As mentioned above, splice variants have either long or short
C-terminal domains. These domains contain binding sites for
many binding partners. Unfortunately, there are no crystal
structures for either the long or short forms of the intracellular
C-terminal, possibly because these domains are more flexible
and unstructured in the absence of specific binding partners
(Enz 2012). Nonetheless, magnetic resonance and molecular
dynamics simulations provide models of its interactions with
other proteins including Homer (Enz 2012).

Like the other Class C GPCR, mGlu receptors are
functional dimers (Jingami et al. 2003; Kunishima et al.
2000). When extracted from plasma membranes, mGlu,
and mGlus purify as homodimers linked through cyste-
ine—cysteine bridges in the N-terminal extracellular do-
main (Romano et al. 1996). In these experiments, cova-
lently linked heterodimers were not observed. Later,
FRET experiments demonstrated that some mGlu subunits
(including mGlu; and mGlus), when coexpressed, come
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close enough together that they may form a functional
heterodimer (Doumazane et al. 2011). In addition, the
1solated extracellular N-terminal domain from mGlu, ap-
pears to bind to the N-terminal of mGlus (and vice versa)
(Begollari and Kammermeier 2010). These two findings
open the possibility that co-expressed mGlu; and mGlus
may form functional heterodimers.

Pharmacology

The development and characterization of selective agonists
and antagonists for mGlu receptors has greatly facilitated the
study of'their role in physiological and pathological responses
(Hovelso et al. 2012; Maksymetz et al. 2017; Nicoletti et al.
2011: Niswender and Conn 2010; Zou et al. 2017).
Metabotropic glutamate receptors have binding sites for two
classes of ligands. The orthosteric binding site for glutamate
and competitive ligands is located on the large extracellular N-
terminal Venus flytrap domain (O Hara et al. 1993; Takahashi
et al. 1993; Costantino et al. 1999). Conformational changes
to this domain that occur when an orthosteric agonist binds
communicate through the rigid cysteine-rich linker to the
7TM domain. This process results in receptor activation
(Costantino et al. 1999; Rondard and Pin 2015; Takahashi
et al. 1993). The other binding site, for positive and negative
allosteric modulators, is located within the 7TM domain
(Carroll et al. 2001; Gregory and Conn 2015; Litschig et al.
1999). Binding of a negative allosteric modulator to this site
results in non-competitive inhibition of the receptor. Positive
allosteric modulators do not activate the receptor, but can
change the EC50 for an orthosteric agonist or increase its
maximum effect (Ellaithy et al. 2015; Kinney et al. 2005;
Knoflach et al. 2001; Layton 2005; Sengmany et al. 2017).
The history of mGlu receptor pharmacology and drug devel-
opment, as well as comprehensive lists of disclosed com-
pounds with orthosteric or allosteric activity, i1s well docu-
mented (Alexander et al. 2011; Ferraguti et al. 2008; Pin
et al. 1999; Schoepp et al. 1999). Here, we will review the
pharmacology of mGlu receptors only as it pertains to the
electrophysiological results that follow.

Orthosteric agonists used to study Group [ mGlu receptors
include ACPD, quisqualate, and DHPG. ACPD is selective
for mGlu over ionotropic (1Glu) receptors, but does not dis-
criminate between mGlu isoforms (Aramori and Nakanishi
1992; Schoepp and Conn 1993). Quisqualate 1s selective for
Group I among the mGlu receptors, but it also potently acti-
vates AMPA receptors (Home and Simmonds 1989), a fact
that limits its usefulness for studying the role of mGlu recep-
tors in the nervous system. The lead Group I orthosteric ago-
nist is (s)-3,5-dihydroxyphenylglycine (DHPG) (see review in
Wisniewski and Car 2002). DHPG activates mGlu; and
mGlus with ECsg = 10 uM (Chen et al. 2016; Gao et al.
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2015; Li et al. 2016; Sekizawa and Bonham 2006), with no
significant effect on any other mGlu isoforms (lto et al.
1992; Schoepp et al. 1994). Within Group [, isoform-
selective agonists are very limited. CHPG is selective for
mGlus over mGluy, but it has a very low potency (Doherty
et al. 1997), and has been reported to inhibit mGlu; recep-
tors overexpressed in sympathetic neurons (Kammermeier
2012). Selective mGlu, agonists are still lacking.

Several competitive or non-competitive (i.c. orthosteric or
allosteric) antagonists have been used to study Group I mGlu
receptors. MCPG, AIDA, and LY367385 are competitive
mGlu receptor antagonists. MCPG is non-selective (Hayashi
ctal. 1994), AIDA 1s selective for mGlu; over mGlus (Moromni
ctal. 1997), and LY 367385 1s selective for mGlu, (Clark et al.
1997). Selective non-competitive inhibitors (negative alloste-
ric modulators) include CPCCOEt for mGlu; (Litschig et al.
1999) and MPEP and MTEP for mGlus (Brodkin et al. 2002;
Gasparini et al. 1999; Lea and Faden 2006).

In addition to the agonists and antagonists listed above,
several other drugs that are commonly used to study spe-
cific signaling pathways and downstream cffectors are
useful tools to characterize mGlu receptor functions. The
involvement of G protems can be tested with GDP3S or
GTPyS. These non-hydrolysable GTP analogs non-
selectively inactivate or hyperactivate, respectively, G-
protein-mediated pathways (Heuss et al. 1999). Selective

mhibition of Gey or Gag can be achieved with pertussis
toxin (PTX) and UBO-QIC, respectively (Schrage et al.
2015), although these two drugs will also affect Gy
functions (Gao and Jacobson 2016). The involvement of
Gayg can be probed with cholera toxin, which leads to its
constitutive activation. Downstream of the G-protein, sev-
eral drugs are available to inhibit specific signaling path-
ways. For example, U73122 inhibits the phospholipase C
and there are selective inhibitors for protein kinases PKA,
PKC, and PKG, among others (Brager and Jonston 2007
Jietal 2012; Lietal 2016; Nugent et al. 2009; Sckizawa
et al. 2006; Shen and Johnson 2013; Shim et al. 2016).
Finally, Ca**-dependent signaling can be blocked by in-
tracellular application of strong Ca® buffering, such as
millimolar BAPTA (Kushmerick et al. 2004; Li et al.
2016; Sekizawa and Bonham et al. 2006). The use of
these drugs has permitted the characterization of Group [
signaling pathways (see below).

Signal transduction pathways

Activation of the Group | metabotropic glutamate recep-
tors triggers an increase in the production of IP5, a hall-
mark of coupling through the Geoyqy G-protein subunit
(Berridge and Irving 1984; Sladeczek et al. 1985).
Despite this apparent preference for protein Gy,

pertussis toxin, a highly selective inhibitor of Gy, n-
hibits responses of Group | mGlu receptors overexpressed
in Xenopus oocytes (Houamed et al. 1991; Masu et al.
1991; Sugiyama et al. 1987) and natively expressed in
neurons (Bertaso et al. 2010; Holohean et al. 1999;
Kreibich et al. 2004: Linn 2000). Morcover, some effects
mediated by Group I mGlu receptors persist even after
disabling G-protein function with GDP@S (e.g.,
Guérineau et al. 1995). It is thus clear that activated
Group I mGlu receptors can engage multiple parallel G-
protein-dependent and -independent signaling pathways.

The canonical pathway begins with the binding of an
orthosteric agonist to mGlu; or mGlus receptors that acti-
vates the Gogyy G-protein subunit. A major target of acti-
vated Gogy is PLC3. which catalyzes the hydrolysis of
the membrane phospholipid PI(4,5)P,, forming soluble 1P5
and membrane-bound DAG (Abdul-Ghani et al. 1996;
Krueger et al. 2010). Activation of PLC and hydrolysis
of PI(4,5)P> has two major consequences. The first in-
volves mobilization of Ca’*, as released 1Py can open
ligand-gated Ca®* channels (IP3R) in the endoplasmic re-
ticulum, releasing Ca®* to the cytoplasm. Ca®* released
from the reticulum can interact with many different cellular
Ca®* sensors, potentially causing a large number of com-
plex effects (Berridge and Irving 1984). The second con-
sequence of PLC[ activation is depletion of PI(4,5)P;
from the plasma membrane which will affect channels that
require PI(4,5)P,. Native cells express several types of
well-characterized ion channels that are gated by cytoplas-
mic Ca®* (Faber 2009; Latorre et al. 2016), and ion chan-
nels that require PI1(4,5)P; in the plasma membrane to open
(Suh and Hille 2008). Thus, both the rise in free Ca®* and
the depletion of PI(4,5)P; from the plasma membrane can
change the membrane conductance. In addition to these
two mechanisms, a third pathway for changes in membrane
conductance is through the actions of the Gy dimer re-
leased during G protein activation that can modulate ion
channels (Logothetis et al. 1987). Finally, an increase in
cytoplasmic Ca®* may stimulate electrogenic Na*/Ca®* ex-
changer currents (Blaustein and Lederer 1999), providing
yet another mechanism for current generation through the
canonical pathway.

Activated GPCR are targets for phosphorylation by G-
protein-coupled receptor kinases and binding by f3-
arrestin (Wisler et al. 2014), which can lead to desensiti-
zation through receptor endocytosis. In addition to its
well-known role in promoting clatherin-mediated desensi-
tization, B-arrestin can also promote interactions with oth-
er signaling molecules, notably Src, which can lead to G
protein-independent actions of Group I mGlu receptors
(Heuss et al. 1999). Activation of Group | mGlu receptors
can also lead to G-protein-independent pathways, leading
to changes in membrane excitability, notably activation of
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TRPC channels. This subject will be addressed below in
the context of the cerebellar Purkinje cell.

Direct excitatory effects of mGlu receptors

Acute activation of Group I mGlu receptors have electro-
physiological effects in a number of cell types. These ac-
tions, which can be excitatory or inhibitory, express them-
selves in several different ways, mcluding depolarization
or hyperpolarization of the resting potential, changes in the
frequency of action potentials, and changes to the resting
membrane resistance. To quantify these effects, measure-
ments of membrane current under voltage clamp provide a
direct measurement of underling conductance changes. On
the other hand, judging the impact of such conductance
changes on cellular function usually requires the recording
of membrane potentials under current clamp. When possi-
ble, we will compare results obtained using these two re-
cording configurations.

A second set of important variables are species and age.
The studies reviewed here were carried out in rat or mouse.
For technical reasons, experiments on brain slices are often
carried out in younger animals. During the post-natal peri-
od, expression patterns of mGlu receptors changes in sev-
eral brain arcas (von Gersdorff and Borst 2002; Lopez-
Bendito et al. 2002). Eletrophysiological effects described
below may relate either to a role of mGlu receptors in
developmental changes of synaptic structure or play a
physiological role in the adult animal (or both) depending
on the age ranges in which they are expressed.

A third important question relates to the physiological
or pathophysiological role of mGlu receptors in neuronal
and synaptic function. Many of the effects of mGlu recep-
tors described below were provoked with synthetic ago-
nists. This raises two questions. The first is pharmacolog-
ical: are the drugs full and unbiased agonists when com-
pared to the natural endogenous ligand L-glutamate? The
second relates to physiological function: under what con-
ditions can these receptors be activated by endogenous
glutamate, either at ambient levels or released synaptical-
ly? Observing effects of synaptically released glutamate on
mGlu receptors is difficult because the maximal amplitude
of mGlu currents are usually < 10% of iGlu currents at the
same synapse (often < 1%). Thus, measurement of mGlu
currents requires the use of high concentrations of 1Glu
receptor blockers, and interpretation of results often de-
pends on the assumption that 1Glu receptor responses are
completely blocked. Another concern is that synaptic activa-
tion of mGlu receptor is sometimes only apparent when
evoked in the presence of glutamate reuptake inhibitors such
as TBOA or DHK (Gueler et al. 2007). One explanation is
that, in brain slice experiments in which surface cells are
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preferentially studied, bath perfusion prevents the build-up
of ambient glutamate to the extent that may occur in an intact
brain. Although plausible, this idea is difficult to test.

. + 2+
Eletrogenic Na'/Ca”" exchanger

The Na*/Ca®* exchanger is a ubiquitous plasma membrane
protein important for control of cytoplasmic Ca®* (Blaustein
and Lederer 1999). This protein mediates secondary active
transport of Ca?* using the Na* gradient for energy, with a
stoichiometry of 3 Na* ions for each Ca®* ion transported.
Thus, transport of Ca®* out of the cell by Na*/Ca** exchange
generates inward current. The mammalian nervous system
amply expresses three NCX isoforms (Nicoll et al. 1990,
1996; Li et al. 1994), and therefore Na*/Ca®* exchange cur-
rents are expected whenever cytoplasmic Ca®* is clevated,
mcluding in response to activation of Group I mGlu receptors.

Despite this simple logic, there are some reasons to ques-
tion the relevance of Na*/Ca®* exchange as an explanation for
Group | mGlu receptor-dependent membrane current. In gen-
eral, active transporters like the Na*/Ca™ exchanger generate
fluxes that are orders of magnitude lower than open ion chan-
nels. Therefore, the relative contribution of Na*/Ca®* ex-
change to Group I mGlu receptor currents will depend on
the level of exchanger expression and the Ca®* concentrations
achieved. A second concem is with regard to specificity. In
cells that express more than one type of Gg-coupled receptor
(not to mention the numerous other mechanisms that may
generate Ca** transients), it is difficult to understand how
Na*/Ca* exchange could generate a specific response.
Finally, the limited number of pharmacological tools to study
Na*/Ca®* exchange has hindered conclusive testing.
Substitution of Na* by Li* or choline inhibits Na*/Ca®* ex-
change, but will also inhibit other Na*-dependent transporters.
Selective block of Na*/Ca®* exchange can be obtained with
the 20-aa peptide XIP (Li et al. 1991), although its use in live
cells is made difficult by the fact that it binds to an intracellular
site on the exchanger with only moderate affinity (kd = 5 uM;
Hale et al. 1997). Another drug used to block the exchanger,
KB-R7943, is much more potent for reverse mode transport
(Iwamoto et al. 1996). To block normal mode transport re-
quires concentrations that may generate non-selective effects
(Santo-Domingo et al. 2007).

Despite these caveats and difficulties, convincing evidence
for a role of Na*/Ca®* exchange in mediating Group I mGlu
receptor currents has been reported for neurons of the basal
lateral amygdala. These cells have complex regulation by
mGlu receptors. The non-selective agonist trans-ACPD
causes a biphasic response consisting of an initial hyperpolar-
ization followed by a later depolarization (Rainnie et al. 1994).
The initial hyperpolarization is caused by activation of a Ca®*-
activated K* conductance and is mediated by Group II mGlu
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receptors (Holmes et al. 1996; Rainnie et al. 1994). Selective
Group [ agonists (i.e. quisqualate or DHPG) provoke only the
secondary depolarization (Holmes et al. 1996). The current
activated by selective Group I mGlu receptor agonists in
BLA neurons is not associated with a change in membrane
resistance, shows little voltage dependence, and can be
blocked by (1) intracellular BAPTA, (2) substitution of extra-
cellular Na* by Li* or choline, and (3) intracellular XIP pep-
tide (Keele ct al. 1997). Together, these results implicate Na*/
Ca** exchange as the mechanism for Group I mGlhu receptor
current in BLA neurons. Low mM concentrations of CHPG
also evoked this current, suggesting that activation of mGlus is
responsible for these effects (Keele et al. 2000).

In olfactory bulb dopamingeric neurons, DHPG generates
an inward current and membrane depolarization without a
change in membrane conductance. These excitatory effects
of DHPG are blocked by intracellular BAPTA, U73122 and,
critically, KB-R7943, which, taken together, implicate
cletrogenic Na*/Ca®* current as the effector (Jian et al.
2010). Interestingly, although these cells express both mGluy
and mGlus, activation of Na*/Ca?* exchange current by
DHPG was specifically associated with mGlu,. Selective ac-
tivation of mGlus, achieved by using either DHPG in the
presence of the selective mGlu; antagonist CPCCOEt or the
selective mGluS agonist CHPG, resulted in inhibition rather
than excitation of the neuron.

TRPC channels

Transient receptor potential (TRP) channels are a superfamily
of cation channels. Gating of TRP channels is controlled by a
broad range of physical and chemical stimuli that vary be-
tween and within TRP families. Common elements among
TRP channels are their Ca®* permeability and potentiation
by receptors coupled to Gy (reviewed by Wu et al. 2010).
Members of the TRPC family (C for “classic”™ or “canonical ™)
are expressed in the brain where they participate in synaptic
functions mediated by mGlu receptors (reviewed by
Hartmann and Konnerth 2015). As described below, Group [
mGlu receptors activate TRPC channels in several brain re-
gions including the hippocampus (CA3 and oriens/alveus in-
terneurons), cerebellum (Purkinje cells and molecular layer
interneurons) and striatal cholinergic interneurons.

In the hippocampus, synaptic glutamate and selective
Group I mGlu receptor agonists activate a non-selective cation
current. Surprisingly, activation of this current was not
blocked by GDP[3S or GTPyS, indicating that G-proteins
were not required to couple activation of the mGlu receptor
to its effector (Guérineau ct al. 1995). Rather, activation of this
Group [ mGlu receptor current depends on Sre family protein
tyrosine Kinases (Heuss et al. 1999). Using the selective ago-
nist DHPG, Gee et al. (2003) showed that activation of Group

I'mGlu receptors in CA3 can also activate cation currents in a
G-protein and Ca®*-dependent manner. Interestingly, in this
case, activation of both mGlu; and mGlus receptors was re-
quired for full activation of the current; when applied sepa-
rately, both LY 367385 (mGlu, antagonist) and MPEP (mGlu5
antagonist) significantly reduced the Group I mGlu receptor
current. DHPG has been reported to be a biased toward the
canonical G-protein/PCL/IP5 pathway compared to glutamate
(Emery et al. 2012; Hathaway et al. 2015). This may explain
some of the differences observed when receptors are stimulat-
ed with DHPG versus synaptic glutamate. Identification of the
cation conductance in CA3 neurons as a TRPC channel was
made based on the shape of the -V curve as well as its sen-
sitivity to (non-selective) TRPC antagonists (La‘“,
MDL12.330A and 2APB).

The co-existence of G-protein-dependent and -independent
pathways linked to cationic current was also observed in hip-
pocampal oriens/alveus interneurons. In this case, G-protein-
independent and Src/ERK-dependent activation of TRPC
channels contributes a distinct fast component to responses
generated by mGlu; but not by mGlus (Topolnik et al. 2006).

In the cerebellum, glutamate released from parallel fiber
synapses onto Purkinje cells causes a slow EPSC mediated
by mGlu receptors and G proteins (Hirono et al. 1998, 2001;
Tempia et al. 1998). This current can be mimicked by ACPD
or DHPG (Hartmann et al. 2008), but unlike other Group I-
mediated responses is resistant or partially resistant to strong
intracellular Ca* buffering (BAPTA), inhibition of PLC
(U-73122), and inhibition of PKC. Kimetal. (2003) presented
convincing evidence that mGlu; can regulate TRPCI1 both in
heterologous expression systems and in Purkinje cells.
However, later studies showed that the Group [ mGlu receptor
current is reduced by the selective TRPC3 antagonist Pry3
(Ady et al. 2014), is absent in TRPC3 KO mice and present
in TRPC1 KO mice (Hartmann et al. 2008). Together, these
data indicate that TRPC3 channels are responsible, at least
partially, for the Group I mGlu receptor current at the cerebel-
lar parallel fiber to the Purkinje cell synapse.

In addition to Purkinje cells, Group | mGlu receptors gen-
crate slow inward currents in other cerebellar cell types.
DHPG increases the firing rate of cerebellar molecular layer
GABAergic interneurons (basket cells and stellate cells), and
synaptically released glutamate generates a slow inward cur-
rent sensitive to mGlu; inhibitors (Karakossian and Otis
2004). The biophysical and pharmacological properties of this
current implicate TRPC1 channels in this response. Just as for
Purkinje cells, Group I mGlu receptor current in cerebellar
molecular layer interneurons is resistant to inhibition of PLC
(Kubota etal. 2014). It is also partially resistant to blocking of
G protein signaling with GDP3S, and sensitive to Src and
ERK protein kinase inhibitors (Kubota et al. 2014), similar
to that observed in hippocampal CA3 (see above). Thus, like
in CA3, Group I mGlu receptors in cerebellar molecular layer
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mterneurons activate both Gg-dependent and -independent
pathways that converge to activate TRPC channels.

Similar results were observed in striatal cholinergic inter-
neurons. In these cells, DHPG generates a TRPC current
(based on its I-V relationship and sensitivity to FFA) (Berg
et al. 2007). Thus, expression of mGlu receptors-mediated
activation of TRPC cationic current occurs in a representative
cell type of at least three neurochemical cell types: glutamater-
gic (hippocampal CA3, cerebellar Purkinje cells), GABAergic
(hippocampal oriens/alveus interneurons, cercbellar molecu-
lar layer interneurons) and cholinergic (striatal interneurons).

The coupling mechanism whereby activation of Group |
mGlu receptors activates TRPC channels is only partially un-
derstood (Hartmann and Konnerth 2015). TRPCI1 channels
can be activated by diacylglycerol (DAG), but at least in the
cerebellum PLC does not appear to be necessary for TRPC3
activation (Glitsch 2009; Hirono et al. 1998). Another source
for DAG is PLD, which can activate TRPC channels. Group [
mGlu receptors can activate PLD through the Rho protein
(Kanumilli et al. 2002), and, unlike PLC, inhibition of PLD
blocks the slow EPSC in cerebellar Purkinje cells (Glitsch
2009). In cerebellar Purkinje cells from stromal interaction
molecule 1 KO animals, Group I mGlu receptor-mediated
calcium transients and TRPC3-mediated slow EPSCs are ab-
sent, indicating an essential role for this ER calcium sensor in
Group I mGlu receptor signaling (Hartmann et al. 2014).

HCN channels

Hyperpolarization and cyclic nucleotide (HCN)-activated ion
channels mediate I cation currents in excitable cells (Biel
2009). These channels activate in response to hyperpolariza-
tion, and this voltage dependence gives rise to a characteristic
“sag” during long depolarizations (i.e. a slow partial return
toward resting membrane potential). HCN currents can be
identified based on their slow activation by hyperpolarizing
voltage steps and selective blockade by ZD7288. Sensitivity
to cAMP makes I}, currents susceptible to modulation by
GPCRs, perhaps most famously exemplified by the effect of
adrenaline acting though B-adrenergic receptors and cardiac
HCN channels to accelerate the heart rate (Brown et al. 1979).
HCN isoforms are expressed in the brain (Ludwig et al. 1998;
Santoro et al. 1998) where they modulate excitability and
action potential firing patterns (reviewed by Shah 2014). In
addition to modulation by cAMP, HCN channels are inhibited
by PKC-dependent pathways (Brager and Johnston 2007;
Cathala and Paupardin-Tritsch 1997; Williams et al. 2015).
The ability of Group I mGlu receptors to activate PKC and
protein tyrosine kinase, provides opportunity for modulation
of HCN channels by Group I mGlu receptors in cells that
coexpress these proteins.

@ Springer

Two examples of acute modulation of HCN channels by
mGlu; activation are found in retinal ganglion cells (Li et al.
2016) and cingular cortex pyramidal neurons (Gao et al.
2016). Both cell types coexpress HCN channels and mGlu,.
Activation of Group I mGlu receptors with DHPG causes
inhibition of I}, and an increase in excitability in these cells
via a pathway that depends on PKC. Retinal ganglion cells
appear to be under tonic inhibition by Group I mGlu receptors
because application of antagonists increased firing in the ab-
sence of exogenous agonist (L1 et al. 2016). A third example
of modulation of HCN channels and I, by Group I mGlu
receptor modulation is found in cerebellar Purkinje cells. In
these cells, increased levels of mGlu, caused an increase of I,
and hypoexcitability via a pathway dependent on PKA.
Interestingly, this effect of mGlu, on Purkinje cells was due
to 1ts basal (i.e. agonist-independent) activity because it was
blocked by an inverse agonist (Bay 36-7620) but not by the
non-competitive antagonist CPCCOE( (Shim etal. 2016). The
mechanism by which mGlu, activates PKA was not deter-
mined, but may be by direct activation of G Protein.

SK channels

Small-conductance Ca”*-activated potassium channels are
widely expressed in the nervous system (Faber 2009). They
underlie part of the after-hyperpolarization in CA1 pyramidal
neurons (Bond et al. 2004) and are modulated by Group 1
mGlu receptor agonists (Anwyl 1999). In dopaminergic neu-
rons of the ventral tegmental arca and substantia nigra, synap-
tic glutamate acts through mGluy receptors to release stored
Ca** thatactivates SK channels resulting in a slow glutamater-
gic IPSP (Fiorillo and Williams 1998). A similar result has
been observed in primary culture of cerebellar Purkinje cells
(Netzeband and Gruol 2008).

Kir channels

Inwardly-rectifying K channels (Kir) produce currents that
activate at voltages near or more negative to the resting poten-
tial, and deactivate with depolarization. As such, they stabilize
the resting potential and oppose subthreshold depolarizations.
However, unlike a pure leak K* conductance, inward rectifi-
cation by KIR results in progressive decline of repolarization
force for larger depolarizations, and eventual release by deac-
tivation. Inhibition of Kir channels may therefore lead to de-
polarization as well as a generalized increase of excitability.
Kir channels lack the voltage-sensing domains of KV chan-
nels. Their apparent voltage dependence arises from involves
voltage-dependent block by intracellular 1ons. They can also
be blocked from the extracellular side by low concentrations
of the ions Ba?* and Cs* (Hibino et al. 2010).
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Cloned Kir channels have been classified into seven fami-
lies numbered Kirl.x—Kir7.x (Hibino et al. 2010). The Kir3.x
family are also known as GIRK channels because they require
the binding of Gj,, beta-gamma subunits to activate.
Activation of Kir3 channels by binding Gy, beta gamma sub-
units is perhaps the best-characterized mechanism of action of
neurotransmitter action through a GPCR. In contrast to acti-
vation by Gy, beta gamma, G, coupled receptors inhibit Kir
channels (Sharon et al. 1997), apparently through multiple
mechanisms. KIR channels require PI(3,4)P, for activation
(Hille et al. 2014). Activation of PLC downstream of a G,
protein-coupled receptor can therefore inhibit these channels
by depleting PI(3,4)P, from the plasma membrane
(Kammermeier 2012; Kobrinsky et al. 2000) in addition to
activating PKC (Keselman etal. 2007). Besides these G-pro-
tein-dependent mechanisms, Group I mGlu receptors can also
mhibit Kir3 channels through a G-protein-independent mech-
anism that appears to require only an increase in intracellular
Ca®* (Kramer and Williams 2016).

Retinal ganglion cells coexpress KIR2 channels and mGlu,
(L1 et al. 2016). As mentioned i “HCN channels™ above,
Group 1 mGlu receptor agonists depolarize these cells and
increase the firing rate. Voltage clamp experiments demon-
strate that activation of Group | mGlu receptors inhibits two
components of current activated by hyperpolarization, one
sensitive to ZD7288 (i.c., HCN current) and the other sensi-
tive to Baz*', (i.e., a putative KIR current). Retinal Muller cells
also coexpress Group | mGlu receptors and KIR channels. In
these cells, Kird.1 current is inhibited by DHPG acting
through mGlus (Ji et al. 2012). In both retinal cell types, the
response to DHPG appears to be Ca>*-dependent because it
can be blocked by intracellular BAPTA. In ganglion cells,
pharmacological inhibition of PLC, PKC, and CaMKII
inhibited the response, whereas in Muller cells, CaMKII was
not required.

Conclusions

We have attempted to provide a survey of the membrane
transport proteins (mostly channels) that are modulated by
Group I mGlu receptors and account for their effects on mem-
brane potential and excitability. Many questions remain. For
example, despite much progress, the pathway that links mGlu,
to activation of TRPC3 in cerebellar Purkinje cells is still
unclear. Also unclear are the desensitization mechanisms that
can generate opposite responses when short synaptic-like
pulses of agonist versus long steady-state applications are
employed to activate receptors. What is clear is the wide range
of cell types in which activation of Group | mGlu receptors
leads to rapid changes in membrane excitability. Surely, other
examples remain to be discovered.
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