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Resumo 

 

Examinamos os efeitos de receptores metabotrópicos de glutamato do Grupo I sobre a 

excitabilidade dos neurônios principais no núcleo medial do corpo trapezóide (MNTB) 

de camundongos. Estes efeitos foram avaliados através da sua ativação por agonista 

exógeno e através de seu bloqueio durante liberação endógena do glutamato. Em 

voltage-clamp o agonista seletivo, s‐3,5‐dihidroxyphenylglycine (DHPG) evocou uma 

corrente de entrada, referida como ImGlu-I, que foi estável durante o desenvolvimento 

desde pouco depois do nascimento (P8) até nove meses de idade. A ImGlu-I teve pouca 

dependência de temperatura na faixa de 25-34°C, consistente com um mecanismo de 

canal iônico. Em registros em current-clamp a ativação dos mGlu-I com DHPG causou 

despolarização da membrana com diminuição da condutância da membrana e aumento 

do sag despolarizante. O sag foi dependente dos canais HCN.  As medidas em voltage-

clamp da Ih indicaram um pequeno (6%) aumento da Gmax pelo DHPG sem alteração na 

dependência de voltagem, isso sugere que os canais de HCN contribuem parcialmente 

para o aumento da excitabilidade pelo Grupo I de receptores mGlu. A aplicação de 

antagonistas de receptores mGlu-I indicou que os receptores mGlu são tonicamente 

ativos e são sensíveis a elevações do glutamato pelo bloqueador da recaptação de 

glutamato threo-β-benzyloxyaspartic acid (DL-TBOA). Mesmo sem o uso de TBOA, 

durante a estimulação de alta frequência do cálice de Held a aplicação de inibidores de 

receptores mGlu-I causou hiperpolarização do neurônio pós-sináptico e aumentou a 

amplitude dos EPSP através de mecanismos relacionados à probabilidade de liberação 

das vesículas (Pr) e ao conteúdo quântico. Assim, a ativação de receptores mGlu do 

Grupo I altera a excitabilidade dos neurônios do MNTB e contribui para a fidelidade dos 

disparos em alta frequência neste núcleo relé auditivo através de mecanismos pré- e 

pós-sinápticos.  

 

Palavras-chave: Receptores mGlu-I. Núcleo Medial do Corpo Trapezóide. Estimulação 

em alta frequência. Canais HCN. Conteúdo quântico.  

  



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 ImGlu-I, 

which was developmentally stable from shortly after birth (P8) through nine months 

old. ImGlu-I 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 Ih 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-β-

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. INTRODUÇÃO 

Esta tese explora o papel de receptores metabotrópicos de Glutamato do Grupo I 

(mGlu-I) no controle da excitabilidade e da neurotransmissão no Núcleo Medial do 

Corpo Trapezóide (MNTB), um núcleo relé importante na via auditiva no tronco 

encefálico. Nossos achados podem ser divididos em duas partes. A primeira parte 

descreve a modulação de canais catiônicos ativados por hiperpolarização e nucleotídeos 

(canais HCN) e como essas alterações afetam a excitabilidade. A segunda parte investiga 

consequências funcionais de receptores mGlu-I durante a neurotransmissão em alta 

frequência. Os resultados da segunda parte mostram que i) glutamato endógeno pode 

ativar os receptores mGlu-I nas nossas condições experimentais in vitro ii) que os 

receptores são tonicamente ativados durante atividade em alta frequência e o bloqueio 

destes receptores hiperpolariza o neurônio e aumenta o conteúdo quântico dos EPSPs 

evocados. Estes resultados são discutidos no contexto de uma dupla função de 

receptores mGlu-I no MNTB que, por um lado reduz a liberação de neurotransmissor do 

cálice de Held e desta forma limita a depressão sináptica e, por outro lado, aumenta a 

excitabilidade pós-sináptica o que ajuda a garantir a fiabilidade da neurotransmissão 

pelo MNTB.  

1.1 Receptores ionotrópicos de glutamato 

Identificados como iGluR, os receptores ionotrópicos para glutamato medeiam 

respostas sinápticas rápidas e de duração curta pela abertura direta de canais para 

cátions (Na+, K+ e Ca2+) (Figura 1). Os receptores iGluR são representados por quatro 

famílias de receptores (denominados AMPA, NMDA, Kainato e Delta (δ)) definidas 

originalmente por sua afinidade farmacológica a determinados agonistas e 

subsequentemente por sua similaridade na estrutura e na sequência genética. Cada uma 

destas famílias apresenta na sua estrutura molecular subunidades diferentes que foram 

identificadas e que determinam as isoformas de cada família de iGluR (Meldrum, 2000; 

Purves et al., 2004; Collingridge, et al., 2009). Estes receptores são o fundamento da 

neurotransmissão no Sistema Nervoso Central e Periférico, sendo importantes na 

plasticidade neuronal, como base para o aprendizado e a memória, além de terem sido 

estudados como alvos de fármacos no tratamento de várias doenças 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 metabotrópicos de glutamato 

Identificados como receptores mGlu. Estes receptores são membros da 

superfamília de receptores com sete segmentos transmembrana e acoplados à proteína 

G, que no caso são ativados pelo neurotransmissor glutamato. A ativação de receptores 

mGlu e da proteína G associada desencadeia cascatas de segundos mensageiros e vias de 

sinalização intracelular. Por tanto, quando comparados com receptores ionotrópicos 

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

 

Figura 1. Ativação de receptores ionotrópicos e metabotrópicos de glutamato. Registro em 
voltage-clamp de um neurônio no Núcleo Medial do Corpo Trapezoide (Vhold = -60 mV). Alteração 
da corrente de membrana durante a aplicação de um agonista seletivo para receptores mGlu-I, 
DHPG (10 μM). No gráfico é possível apreciar os eventos rápidos causados pela ativação de 
receptores iGlu (tempo em ms, ver detalhe na parte superior). O efeito na corrente de membrana 
da ativação de receptores mGlu se instalou de forma lenta e duradoura.   

O processo de ativação e desativação de receptores mGlu segue o mesmo ciclo 

dos outros receptores desta superfamília. A proteína G associada ao receptor é formada 

pelo complexo de três subunidades denominadas α, β e γ. No estado inativo as 

subunidades α, β e γ formam um complexo no qual uma molécula de guanosina 

difosfato (GDP) está ligada à subunidade α. A ativação da proteína G muda a 

conformação das subunidades permitindo que o GDP seja trocado por guanosina 
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trifosfato (GTP). Em seguida, o complexo se separa em duas partes: a subunidade α 

ligada a GTP e o complexo das subunidades β e γ. Os dois complexos, α–GTP e β-γ, se 

deslocam da membrana para se difundir no citoplasma onde interagem e modulam a 

função de várias moléculas como enzimas, canais iônicos e fatores de transcrição 

(Wedegaertner et al., 1996; Saini et al., 2007). Evidência tem mostrado que a proteína G, 

constitutiva ou ativada pelos receptores metabotrópicos, pode se deslocar livremente 

dentro das células, não ficando restrita à membrana plasmática (Wedegaertner P. , 

2012). A subunidade α possui atividade GTPase e quando o GTP é hidrolisado para GPD 

ocorre a reassociação do complexo αβγ e o término das ações iniciadas pela proteína G 

(Cartmell & Schoepp, 2000; Niswender & Conn, 2010).  

A família de receptores metabotrópicos de glutamato é composta por oito 

isoformas, divididas em três grupos de acordo com a homologia entre as sequências, as 

semelhanças no mecanismo de transdução e suas propriedades farmacológicas, sendo 

eles Grupo I (mGlu1 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 está baseada no acordo NC/IUPHAR (Acher et al., 2019). Este trabalho foca 

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

 

Tabela 1: Características gerais de receptores metabotrópicos de Glutamato. 

 Isoformas Proteína G 
acoplada 

Mecanismo de 
transdução 

Localização 
na sinapse 

Agonistas Antagonistas 
Usados neste estudo 

mGlu-I mGlu1 
Gq/11 
Gi/o 
Gs 

↑ PLC 
↓ AC 
↑ AC 

Pós- 
Pre- ? 

(S)-DHPG 

LY367385 
JNJ16259685 

mGlu5 MPEP 
CTEP 

mGlu-II mGlu2 
Gi ↓ AC Pre- 

n.a n.a 
mGlu3 

mGlu-III mGlu4 

Gi ↓ AC Pre- 

n.a n.a 
mGlu6 
mGlu7 
mGlu8 

 PLC: Fosfolipase C; AC: Adenil ciclase; n.a: não aplica 
? (Peng at al., 2020) 

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

 

A estrutura dos receptores mGlu está dividida em três regiões: a região 

extracelular (dividida na região de ligação e região rica em cisteína), a região dos sete 

domínios transmembrana e a região intracelular. Os domínios de ligação extracelular 



15 
 

também são conhecidos como domínios “Venus flytrap” (VFDs) os quais ligam o 

glutamato ou outros ligantes ortostéricos. As regiões ricas em cisteína ligam os VFDs 

aos sete domínios transmembrana. A estrutura funcional destes receptores é dímera e 

até pouco tempo foram considerados como estritamente homodímeros (Romano et al., 

1996; Kunishima et al., 2000). Contudo, experimentos de imunoprecipitação, 

microscopia de super resolução e transferência de energia por ressonância de Förster 

(FRET) demonstraram que podem se formar heterodímeros funcionais entre as 

isoformas do Grupo I (Pandya, et al., 2016) e entre as isoformas dos Grupos II e III, tanto 

em células transfectadas (Doumazane et al., 2011; Yin et al., 2014) quanto em neurônios 

nativos (Sevastyanova et al., 2014; Moreno Delgado et al., 2017). A funcionalidade dos 

heterodímeros mGlu1/mGlu5 só é inibida por completo na presença de antagonistas 

das duas isoformas (Werthmann, et al., 2020). 

Estudos imunohistoquímicos têm permitido determinar a localização dos 

receptores mGlu do Grupo I principalmente como pós-sináptica, os receptores mGlu do 

Grupo III predominantemente expressos no terminal pré-sináptico, já os receptores 

mGlu do Grupo II estão expressos em terminais pré e pós-sinápticos (Elezgarai, et al., 

2001; Puente, et al., 2005). Receptores dos Grupos II e III funcionam como 

autoreceptores localizados na região pré-sináptica e estão envolvidos no controle 

retrógrado da liberação de neurotransmissores (Revisado por Cartmell et al., 2000 & 

Niswender & Conn, 2010). A função dos receptores do Grupo I é mais complexa, com 

ações pré- e pós-sinápticas. A ativação desses receptores na célula pós-sináptica evoca a 

liberação de endocanabinóides (Varma et al., 2001; Maejima et al., 2001) e a 

retroinibição da liberação de neurotransmissores (Kushmerick et al., 2004), além de 

provocar a geração de correntes pós-sinápticas 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 transdução preferencial dos receptores mGlu do Grupo I 

(mGlu-I), ao estarem acoplados a proteína Gq, inclui a ativação da fosfolipase C (PLC) e 

a hidrólise de fosfoinositídeos (4,5) bisfosfato gerando inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3) e 

diacilglicerol (DAG). Estes segundos mensageiros, por sua vez, causam a liberação de 
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Ca2+ do retículo endoplasmático e a ativação da proteína quinase C (PKC). No entanto, 

além desta via, tem sido reconhecido que receptores mGlu-I podem ativar também, 

ainda que com menor incidência, proteína Gi/o e Gs através das quais são acionados 

outros segundos mensageiros como cAMP, diferentes enzimas como GRK, PLD, PKA e 

ativadas outras vias de sinalização como MAPK/ERK e MTOR/p70/S6 (Hermans & 

Chaliss, 2001; Ferguson, 2001; Iacovelli et al., 2003; Dhami & Ferguson, 2006; 

Niswender & Conn, 2010; Bhattacharyya, 2016; Reiner & Levitz, 2018) 

Os receptores mGlu-I estão amplamente expressos tanto em neurônios quanto 

em células glia de diversas regiões do SNC. O mGlu1 tem sido identificado, nas células de 

Purkinje do cerebelo (Luján & Ciruela, 2001), no bulbo olfatório (Heinbockel et al., 

2004), na região CA3 do hipocampo e no tálamo (Lavreysen, et al., 2004), enquanto a 

isoforma mGlu5 está expressa nas regiões CA1 e CA3 do hipocampo, no córtex, no 

estriado e no bulbo olfatório (Romano, et al., 1995). Nas células de Purkinje do cerebelo 

foi identificado o mGlu5 em densidade menor respeito à isoforma mGlu1 (Bordi & 

Ugolini, 1999). Apesar de pertencer ao mesmo grupo e estarem co-localizados em 

algumas regiões do cérebro, a expressão dos receptores mGlu1 e mGlu5 é regulada de 

forma diferente durante o desenvolvimento, o que sugere diferenças funcionais das 

isoformas dependendo da região em que se encontra o neurônio (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 neurônios do SNC. Eles fazem isso através da modulação de correntes 

de membrana e condutâncias que afetam o potencial de membrana (revisado por 

Correa et al., 2017) (Figura 2). Foi observado que o aumento do cálcio intracelular 

estimula o trocador de Na+/Ca2+ (NCX) gerando uma corrente de entrada (em cada ciclo 

do trocador, 3 íons Na+ entram e 1 íon Ca2+ sai) (Lee e Boden, 1997; Keele et al., 1997), 

este fenômeno acontece pela ativação da via da proteína Gαq acionando a cascata da 

PLC-IP3-[Ca2+]i (Serikawa e Bonham, 2006; Jian et al., 2010). Hiperpolarização da 

membrana foi descrita como devida à modulação da condutância para o K+ (Jian et al., 

2010) e mais especificamente de canais para K+ dependentes de Ca (KCa2+) (Katayama et 

al., 2003). As condutâncias moduladas por receptores mGlu podem ser independentes 

ou dependentes de voltagem. Por exemplo, Ketunnen et al (2003) identificou que a 

inibição de condutâncias de vazamento causa a despolarização durante ativação de 

receptores mGlu-I pelo DHPG. Por outro lado, modulação de correntes de Na+, K+ e Ca2+ 
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dependentes de voltagem têm 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). 

 

Figura 2. Ativação de receptores mGlu-I modula características da membrana. Ai. Registro 
em current-clamp no MNTB de camundongos neonatos (P8), na condição controle (preto), durante 
aplicação do DHPG (10 μM, vermelho), e após a lavagem (azul). Observe-se que a ação do DHPG 
sobre os receptores mGlu-I causa uma despolarização da membrana (Aii), um aumento da 
resistência de entrada (Aiii) e um aumento do sag (Aiv). (Alhadas E., 2014; Bernal-Correa, 2016). 

 

A ativação dos receptores mGlu1 e mGlu5 induz diferentes respostas que têm 

papéis importantes nos processos de plasticidade sináptica (Long-term Potentiation – 

LTP e Long-term Depression – LTD), que envolvem a aprendizagem, a memória e o 

comportamento; e ao mesmo tempo no desenvolvimento neuronal e na 

neurodegeneração (Malenka R.C., 1994; Malenka & Bear, 2004; Citri & Malenka, 2008). 

Devido às variadas funções destes receptores, eles têm sido estudados como 

alvos terapêuticos para doenças neurológicas e neurodegenerativas graves, como a 

sequela após isquemia ou trauma cerebral (Cozzi et al., 2002), a dor crônica (Pereira et 

al., 2019), as epilepsias (Moldrich et al., 2003; Pan & Rutecki, 2014), a esclerose múltipla 

(Geurts, 2003), a esclerose lateral amiotrófica (Giribaldi et al., 2013), doenças de 

Huntington (Ribeiro et al., 2010), Parkinson (Kang, et al., 2018), síndrome do X frágil 

(Dölen & Bear, 2008) e autismo (Modi, et al., 2018). Com isto, a criação e descoberta de 

moduladores tanto positivos, quanto negativos para estes receptores é um amplo alvo 

de estudo na atualidade (Bhattacharyya, 2016). 

Tendo visto a relevância destes receptores como alvos para tratamento de 

doenças é importante conhecer os mecanismos básicos de funcionamento deles para 

compreender melhor como os fármacos dos quais são alvo os modulam. Nós 
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desenvolvemos os estudos sobre estes receptores em neurônios do Núcleo Medial do 

Corpo Trapezóide. 

 

1.3 Canais HCN 

Os canais HCN (do inglês, Hyperpolarization-Activated Cyclic Nucleotide-Gated 

Channels) foram descobertos por primeira vez em bastonetes da retina e logo foram 

identificados em motoneurônios e no nó sinoatrial do coração (revisado por Clapham, 

1998). Posteriormente foram identificados amplamente no SNC (Moosmang et al., 1999; 

Monteggia et al., 2000). Sua principal característica que os distingue de canais NaV ou KV 

é sua ativação durante hiperpolarização da membrana, motivo pelo qual é conhecida 

como corrente h (Ih). Uma corrente semelhante no coração é conhecida como corrente 

“funny” (If) (Pape, 1996). A corrente que flui por estes canais é mista (Na+ e K+), com 

potencial de reversão em torno de ~-30mV e não sofre inativação, contribuindo para 

regular o potencial de membrana, a resistência de entrada da membrana e a integração 

sináptica (Banks et al., 1993; Cuttle et al., 2001; Wahl-Schott & Biel, 2009; Leão 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 à proteína G modulam a 

ativação 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 ativação dos HCN1 é rápida 

tendo baixa modulação por cAMP, já HCN3 e HCN4 apresentam cinética lenta. Os HCN2 

têm cinética intermediária e são 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 têm sido identificados como moduladores dos HCN, 

alterando a curva de ativação para potenciais mais negativos ou positivos, 

respectivamente. Estas isoformas que são amplamente distribuídas pelo SNC podem 

colocalizar num mesmo neurônio (Leão, et. al., 2006).  

Disfunções destes canais no SNC têm sido relacionadas com alterações nos 

processos inflamatórios, dor neuropática, epilepsia, e hemorragia subaracnóidea 

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

O Núcleo Medial do Corpo Trapezóide (MNTB) está localizado no tronco 

encefálico, este núcleo faz parte do Complexo Olivar Superior (SOC) e da via auditiva. 

Potenciais de ação através da via auditiva codificam a frequência, intensidade e tempo 

das informações sonoras.  A membrana basilar localizada na cóclea, no ouvido interno, 

se caracteriza por apresentar regiões determinadas para sons de baixa e alta frequência, 

esta distribuição tonotópica é reproduzida espacialmente dentro dos núcleos auditivos, 

assim cada neurônio responde melhor a uma determinada faixa de frequência (Sommer 

et al., 1993; Kandler et al., 2009). Já a intensidade dos sons é codificada pela taxa de 

disparos, sendo que altas taxas representam sons altos. Diferenças de tempo ou de 

intensidade da informação proveniente das duas cócleas são comparados no SOC para 

determinar a localização a fonte sonora (Trussell, 1999; revisado por Johnston et al., 

2010). 

Neurônios do núcleo ventral coclear (VCN) recebem aferências do VIII nervo 

craniano, e enviam projeções glutamatérgicas para as células principais do MNTB 

contralateral (Morest, 1968) formando a sinapse conhecida como o Cálice de Held 

(CoH) (Held, 1893). Os neurônios do MNTB são um relé sináptico com função inversora 

na qual transformam os sinais excitatórios que recebem em sinais inibitórios, 

(glicinérgicas) que são dirigidos a regiões ipsilaterais como a oliva lateral superior 

(LSO) (Banks & Smith, 1992), a oliva medial superior (MSO) (Clause et al., 2014), o 

núcleo paraolivar superior (SPN) (Kulesza et al., 2007), o núcleo do lemnisco lateral 

(NLL) (revisado por Johnston et al., 2010) e os núcleos lateral e ventral do corpo 

trapezóide (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 neurônios auditivos envolvidos em 

processamentos de informação sonora têm como característica a capacidade de 

sustentar a neurotransmissão em alta frequência. Particularmente, o MNTB se 

caracteriza por manter (in vivo) uma frequência de disparo espontânea relativamente 

alta (em torno de 30 Hz) e na presença de estímulos sonoros pode disparar potenciais 

de ação em frequências que chegam a ~300 Hz (Hermann et al., 2007; Kopp-Scheinpflug 

et al., 2008). A manutenção de disparos em alta frequência faz deste núcleo um 

interessante modelo para estudar a modulação da excitabilidade. Ainda que a 
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característica de disparos espontâneos não seja conservada em estudos in vitro, é 

possível estimular o CoH para mimetizar a atividade in vivo destes neurônios.  

 

Figura 3. Circuito auditivo no Complexo Olivar Superior. A. Representação de uma fatia 
coronal contendo o SOC. O VCN recebe informações direto da cóclea através do oitavo nervo 
craniano. O VCN envia projeções excitatórias para o MNTB contralateral (linha vermelha, +). O 
MNTB emite projeções inibitórias ipsilaterais (linha azul, -) para o MSO, LSO, SPN e NLL. Estes 
quatro núcleos recebem entradas excitatórias do VCN ipsilateral (não mostrado). VCN, Núcleo 
Ventral Coclear; MNTB, Núcleo Medial do Corpo Trapezóide; MSO, Oliva Superior Medial; LSO, 
Oliva Superior Lateral; SPN, Núcleo Superior Paraolivar; NLL, Núcleo Lateral do Lemnisco 
(Adaptado de Johnston et al., 2010). B. Fotografia de uma fatia durante o registro de um neurônio 
principal do MNTB mostrando a região indicada em A. A linha pontilhada amarela indica a linha 
média e as linhas pontilhadas brancas à direita mostram a posição da pipeta de registro.; Stim, 
Eletrodo de estimulação 

 

1.4.1 Cálice de Held  

O cálice de Held (CoH) corresponde à parte final dos axônios 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 único neurônio principal do 

MNTB (Forsythe, 1994). Durante as duas primeiras semanas de vida a morfologia do 
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cálice de Held se altera, iniciando como um pequeno contato com o soma (P2), 

posteriormente a área de contato aumenta de forma expansiva (P5) e finalmente entre 

os dias 13-14 o cálice amadurece formando fenestrações que recobrem o corpo de 

neurônio (Kandler & Friauf, 1993; Borst & van Hoeve, 2012).  

O desenvolvimento deste enorme terminal pré-sináptico implica a existência de 

um grande número zonas ativas para liberação do neurotransmissor, estimada de ser 

entre 500-700 zonas ativas em cálices de Held de ratos (Sätzler et al., 2002; 

Taschenberger et al., 2002) e 400-500 em camundongos (Oleskevich et al., 2004).  

Nestes locais são recrutadas vesículas que integram o pool prontamente liberável (RRP), 

que contêm em camundongos ao redor de 1000 vesículas (Oleskevich et al., 2004; Singh 

et al., 2018). A liberação das vesículas por exocitose e a subsequente ativação dos iGluRs 

no MNTB gera os EPSC/EPSP (Excitatory Postsynaptic Current/Potential), a amplitude 

destes eventos pós-sinápticos pode ser descrita pela seguinte equação: 

𝑌 = 𝑁 ∙ 𝑃𝑟 ∙ 𝑞      Eq. 1 

Onde Y representa a amplitude do EPSC/EPSP, N os locais de liberação do 

neurotransmissor, Pr a probabilidade de liberação das vesículas e q a amplitude da 

corrente ou do potencial quântico (revisado por Schneggenburger & Forsythe, 2006; 

revisado por Neher, 2017). A probabilidade de liberação depende de fatores pré-

sinápticos, como a concentração do Ca2+ e a sensibilidade da maquinaria da exocitoses 

para este íon, assim moduladores de corrente de Ca2+ no cálice, como receptores CB1 

(Kushmerick, et al., 2004), GABAB (Takahashi et al., 1998) e mGlu II/III (ver abaixo) 

entre outros, podem alterar o valor de Pr. O tamanho quântico (q) e um fator que 

depende de fatores pós-sinápticos pois está sujeito às características 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 vesículas liberadas para gerar um EPSP 

corresponde ao conteúdo quântico (m), e pode ser calculado assim:  

𝑚 =
𝑒𝐸𝑃𝑆𝑃

𝑚𝐸𝑃𝑆𝑃
      Eq. 2 
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Onde, eEPSP representa a amplitude dos eventos evocados por um potencial de 

ação pré-sináptico e mEPSP a amplitude dos eventos miniatura (uni-quânticos). Como 

consenso científico a amplitude dos mEPSP deve ser medida na presença de 

tetrodotoxina (TTX) para evitar a possibilidade de confundir eventos evocados por 

potenciais de ação com os eventos que representam um mEPSP genuíno. No MNTB foi 

visto que a amplitude dos EPSC espontâneos (sEPSC) medidos sem TTX não é diferente 

da amplitude dos mEPSP (Ishikawa et al., 2002; Yamashita et al., 2003; Kushmerick et 

al., 2006).  

1.4.2 Neurônios principais do MNTB 

O MNTB agrupa um único tipo de neurônio chamado de neurônio principal ou 

célula principal. Os neurônios principais são células ovais e compactas com um ou dois 

dendritos (Leão et al., 2008). Os neurônios principais do MNTB maduros apresentam 

especializações biofísicas que lhes permitem converter as entradas sinápticas que 

recebem do Cálice de Held em potenciais de ação em notável alta frequência e fidelidade 

temporal. Curiosamente, neurônios do MNTB recém-nascidos não apresentam estas 

especializações e como consequência apresentam falhas quando estimulados em alta 

frequência (Taschenberger & von Gersdorff, 2000).  As mudanças ocorrem 

principalmente durante o desenvolvimento pós-natal até o início da audição (P12). O 

estudo da sinapse ao longo desta fase de desenvolvimento permite correlacionar 

modificações nas propriedades biofísicas de canais e receptores com a função fisiológica 

(Taschenberger & von Gersdorff, 2000). 

Entre as mudanças observadas há alterações no tipo e nas propriedades dos 

receptores de glutamato que são expressos. Neurônios imaturos do MNTB expressam, 

receptores AMPA de cinética relativamente lenta, assim como alta densidade de 

receptores NMDA com cinética lenta. Durante o desenvolvimento, mudanças nas 

subunidades que compõem os receptores AMPA resulta em canais de cinética rápida e a 

expressão de canais NMDA é reduzida a níveis muito baixos (Taschenberger & von 

Gersdorff, 2000).  Em animais jovens e adultos (a partir de P15) a dessensibilização de 

receptores AMPA é menor e contribui pouco para a depressão sináptica dentro de trens 

de estímulos em alta frequência (Taschenberger et al., 2002). Estas modificações 

permitem à célula pós-sináptica reproduzir as entradas sinápticas recebidas em alta 

frequência do cálice de Held. 
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Outras especializações identificadas nos neurônios do MNTB são os canais para 

Na+ com rápida recuperação da inativação (Leão R. M., et al., 2005) ocasionando que os 

períodos refratários 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 frequência (Brew & Forsythe, 1995; Revisado por 

Johnston et al., 2010). A primeira é a condutância de K+ de baixo limiar sensível a 

dendrodotoxina que ativa perto do potencial de repouso, limitando o número de 

potenciais de ação gerados por um único estímulo. Esta corrente garante que cada 

potencial de ação pré-sináptico gere apenas um único potencial de ação pós-sináptico. A 

outra corrente de K+, que ativa em potenciais mais despolarizados apresenta cinética de 

ativação e inativação rápida sendo essencial para disparos em alta frequência. Juntas, 

estas correntes de K+ permitem que neurônios do MNTB executem sua função como 

neurônio relé, seguindo fielmente as entradas sinápticas recebidas (Wang et al., 1998). 

Adicionalmente, os neurônios do MNTB expressam canais para potássio retificadores de 

entrada (Kir) e canais HCN, estes últimos ativam em potenciais próximos ou 

hiperpolarizados ao potencial de membrana, regulando a resistência de entrada e 

podendo modular a excitabilidade (Lein et al., 2007; Leão R.N. et al., 2005; Leão 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 têm sido identificadas no 

terminal do cálice 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 expressão destas isoformas é regulada durante o 

desenvolvimento sendo constatada uma maior expressão até o dia ~9-10, nos dias 

seguintes a expressão dos receptores nos neurônios do MNTB diminui 

consideravelmente (Elezgarai, et al., 1999) e sua contribuição na inibição dos EPSC 

torna-se reduzida a 10% na idade adulta (Renden, et al., 2005). Devido a sua localização 

pré-sináptica, estes receptores têm sido classificados como autoreceptores com sua 

função ligada a inibição da liberação de glutamato, principalmente ao reduzir correntes 

de Ca2+ pré-sinápticas (Takahashi et al., 1996). Renden et al. (2005) mostraram que a 

redução na amplitude dos EPSC pela ativação 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 

participação dos receptores do grupo III na depressão sináptica está reduzida a 10% 

(von Gersdorff et al., 1997), tendo uma importante função na aceleração da recuperação 

pré-sináptica logo apôs de estimulação em trens de alta frequência (Billups et al., 2005). 

 

Figura 4. Expressão 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 
neurônios do MNTB. Expressão das isoformas mGlu1 e mGlu5 aos 4, 14, 28 e 56 dias em 
camundongos (Fluorescência associada à marcação por hibridação in situ). Adaptado de Lein at 
al., 2007. 

 

Receptores do grupo I têm sido identificados nos neurônios principais do MNTB 

(Figura 4), onde foi mostrado que a ativação de ambas as isoformas (mGlu1 e mGlu5) 

com o agonista seletivo (S)-3,5-Dihydroxyphenylglycine hydrate (DHPG) aumenta a 

excitabilidade dos neurônios ao despolarizar a membrana (Alhadas et al., 2019; Peng, et 

al., 2020). Mais recentemente vimos que a despolarização gerada pelo DHPG (Figura 

5A) é dependente da concentração do agonista (Figura 5B) e se deve a uma corrente de 

entrada (Figura 6A). Esta corrente é sensível a BaCl+2 e ZD7288, o que sugere o 

envolvimento de canais Kir e HCN na geração da corrente (Figura 6B) (Alhadas et al., 

2019). 
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Figura 5. O efeito do DHPG é dependente da concentração. A. Registro representativo da 
despolarização da membrana evocada pelo DHPG (10 µM) (B) Curva de concentração-resposta 
para a despolarização evocada pelo DHPG em neurônios do MNTB (para cada concentração foram 
registadas entre 4 – 6 células). A curva é o melhor ajuste da equação de Hill com EC50 em 0.8 µM e 
efeito máximo de 7.3 mV (Bernal-Correa, 2016). 

 

Estes receptores do Grupo I podem modular a liberação de neurotransmissores 

de diversas maneiras. Kushmerick et al. (2004) mostraram que a ativação de receptores 

mGlu-I causa uma retroinibição através da ativação de receptores CB1 pré-sinápticos. 

Evidência recente mostrou que o mGlu5 pode estar localizado no cálice de Held, onde 

modula a corrente persistente de sódio (INaP) resultando em um aumento da liberação 

espontânea de glutamato (Peng, et al., 2020). O MNTB também recebe entradas 

sinápticas inibitórias que são igualmente reguladas pelos receptores mGlu-I (Curry et 

al., 2018).  

 

Figura 6. DHPG evoca uma corrente de entrada sensível a BaCl2 e ZD7288. A. Registro 
representativo da corrente de entrada evocada pelo DHPG (10 µM) em neurônios do MNTB de 
camundongos P8. Vm = -60 mV. B. A corrente é sensível aos bloqueadores BaCl2 (Ba, 500 µM) e 
ZD7288 (ZD, 100 µM) (Bernal-Correa, 2016). 
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Adicionalmente, quando o CoH foi estimulado a 100 Hz usando aCSF com 

concentração reduzida de Ca2+ (1.2 mM) foram observadas falhas esporádicas na 

geração de potenciais de ação (Figura 7A). Nestas condições, a adição de DHPG aumenta 

a probabilidade de que o EPSP desencadeie um potencial de ação (Figura 7B), indicando 

que a ativação de receptores mGlu-I pode aumentar a excitabilidade intrínseca dos 

neurônios e desta forma melhorar o desempenho da sinapse (Alhadas et al., 2019). 

 

 

Figura 7. Ativação de receptores mGlu-I aumenta a confiabilidade da neurotransmissão. A. 
EPSP e potenciais de ação registrados em neurônios do MNTB (P18) durante estimulação a 100 Hz 
em controle e na presença do DHPG (10 µM).  ACSF contendo 1.2 mM de Ca+2 e 1.8 mM de Mg+2. 
Detalhe: Parte do registro expandido na escala horizontal mostrando dois EPSP-AP e entre eles 
uma falha pós-sináptica (indicada pela seta preta). B. Efeito do DHPG na frequência de falhas pós-
sinápticas ao longo de um experimento. DHPG (10 µM) foi adicionado no tempo indicado pela 
barra preta C. Redução da frequência de falhas em 5 experimentos independentes. (Adaptado de 
Alhadas et al, 2019) 
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS 

Neurônios do MNTB expressam receptores mGlu do Grupo I, mas os mecanismos 

biofísicos que são ativados por estes receptores e o seu papel nas propriedades do 

MNTB são apenas parcialmente compreendidos. A dependência de temperatura de 

correntes de membrana pode elucidar mecanismos subjacentes, mas descrições 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 

próximas das condições fisiológicas. A sinapse formada entre o cálice de Held e os 

neurônios do MNTB expressa muitos tipos de receptores ligados à proteína G, no 

entanto a importância de muitos destes receptores diminui durante o desenvolvimento 

pós-natal e a redução na sua expressão coincide com o início da audição. 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 ativação de receptores mGlu-I aumenta o sag despolarizante em 

neurônios do MNTB, mas ainda falta uma demonstração direta do incremento da 

condutância da corrente h. Finalmente, é importante saber em quais condições estes 

receptores são ativados pelo glutamato endógeno que é liberado durante a 

neurotransmissão em alta frequência nesta sinapse. Abordaremos estas questões por 

meio dos seguintes objetivos específicos.   

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

2. Medir a amplitude da corrente gerada pela ativação 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 condutância de membrana em animais juvenis 

durante a despolarização da membrana causada pela ativação de receptores mGlu-I. 

4. Identificar se as mudanças no sag são causadas por ativação de canais HCN; 

5. Calcular o valor do potencial de reversão para a Ih em neurônios do MNTB;  

6. Caracterizar a modulação que os receptores mGlu-I efetuam sobre parâmetros da 

condutância da corrente h (Gmax, V1/2, K). 

7. Identificar alterações no potencial de repouso e no complexo EPSP/AP em neurônios 

do MNTB, ao inibir receptores mGlu-I durante estimulação em alta frequência. 

8. Apontar possíveis alterações pré-sinápticas causadas pela ativação endógena de 

receptores mGlu-I durante estimulação em alta frequência.  
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3. METODOLOGIA 

3.1 Animais 

Experimentos foram realizados em neurônios do MNTB localizados em fatias do 

tronco encefálico, obtidas de camundongos C57BL/6 ou de camundongos CBA/CaJ. Para 

estudar possíveis mudanças ao longo do desenvolvimento, foram definidos grupos 

experimentais em diferentes faixas etárias 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 Ciências Biológicas (ICB) da Universidade Federal de 

Minas Gerais (UFMG), quando necessário os animais foram mantidos no biotério de 

experimentação do Departamento de Fisiologia e Biofísica, acondicionados em mini-

isoladores, em ciclo claro/escuro de 12/12 horas em temperatura controlada (22-24°C) 

e com livre acesso a ração e água. Os procedimentos experimentais foram aprovados 

pelo Comitê de Ética 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 veterinários do Departamento 

de Medicina Comparada do Oregon Health and Science University (OHSU). Todos os 

procedimentos feitos neste estudo foram aprovados pelo Comitê Institucional de 

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

3.2 Obtenção de fatias 

Os registros foram feitos em neurônios principais do Núcleo Medial do Corpo 

trapezóide (MNTB) presentes em cortes coronais do tronco encefálico (170 – 200 m), 

de camundongos (machos e fêmeas). 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 inglês artificial Cerebro Spinal 

Fluid) gelado e borbulhado com mistura gasosa de “carbogênio” contendo 

5%CO2/95%O2. O aCSF para corte continha (em mM): NaCl (125), KCl (2.5), CaCl2 (0.1), 

MgCl2 (3), NaHCO3 (25), NaH2PO4 (1.25), Glicose (25), Ácido ascórbico (0.4), Piruvato de 

sódio (2) e Myo-inositol (3). O bloco de cérebro contendo a região de interesse foi 

colado com adesivo à base de cianoacrilato, dentro da câmara de fatiamento sobre o 
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prato magnético do micrótomo de lâmina vibratória (VT1000S ou VT1200S; Leica). A 

câmara 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 idêntico ao aCSF para corte, exceto pelas concentrações de CaCl2 e MgCl2 que 

foram 2 mM e 1 mM, respectivamente. Excepcionalmente para os registros de 

estimulação das fibras aferentes a concentração do CaCl2 foi 1.2 mM. Ambos os tipos de 

aCSF foram borbulhados com carbogênio. Nessas condições apresentaram pH de 7.3 – 

7.4. Depois as fatias foram mantidas na temperatura ambiente (25 ± 1°C) por no 

máximo 5 horas ou até serem usadas para os registros.  

Para os experimentos as fatias foram transferidas para a câmara de registro no 

setup de eletrofisiológica e perfundidas com aCSF para registro num fluxo constante de 

2.0 – 2.5 mL/min utilizando uma bomba peristáltica (Pharmacia Biotech Pump P-1). Os 

registros foram feitos na temperatura fisiológica (33 – 34 °C) usando um aquecedor de 

soluções (modelo TC-324C, Warner Instruments). As fatias foram observadas usando 

objetivas de 4x e 40x da Olympus, esta última de imersão, e iluminação de contraste 

diferencial (DIC) infravermelho no microscópio Modular MRK100 (Siskiyou, Oregon, 

USA); captadas através da câmara acoplada IR-1000 (DAGE-MTI, Indiana, USA) e 

visualizadas no PC usando o software ENLTV-FM3 (Encore Electronics, USA). 

Os sais e fármacos utilizados foram obtidos das companhias Sigma Chemical 

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

 

3.3 Registros eletrofisiológicos 

Todos os registros no MNTB foram feitos na configuração Whole-cell, nas 

modalidades voltage-clamp e current-clamp usando os amplificadores Axopatch 200, 

Multiclamp 700B (ambos da Axon Instruments, Califórnia, 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 estágios (PP830 Narishige, Tokyo, Japan) ou capilares de vidro de borosilicato 

padrão (WPI) transformados em micropipetas usando estirado de pipetas horizontal 

P97 (Sutter Instruments). As pipetas foram cobertas com cera dental e preenchidas com 

solução interna contendo (em mM): gluconato de potássio (125), KCl (20), fosfocreatina 
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de Na2 (10), EGTA (0.5), HEPES (10), MgATP (4) e Na2GTP (0.3). Para os experimentos 

de estimulação das fibras aferentes a solução interna continha (em mM): gluconato de 

potássio (130), KCl (20), fosfocreatina de Na2 (5), EGTA (5), HEPES (10), MgATP (4) e 

GTP (0.5), com pH ajustado em 7.3 com KOH. Quando preenchidas com a solução 

interna e imersas no aCSF de registro as pipetas apresentavam resistência entre 2.0 e 

4.0 MΩ. O potencial de junção líquido (-9 mV ou -15 mV, em registros de estimulação 

das fibras aferentes) foi corrigido imediatamente antes que a ponta da pipeta tivesse 

contato com a membrana celular. Unicamente registros com resistência em série < 20 

MΩ foram incluídos nas análises.  

Para ativar os receptores metabotrópicos 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 I, mGlu1 e mGlu5 (EC50: 6 M e 2 , 

respectivamente), enquanto não tem efeito sobre outros receptores mGlu dos Grupos II 

e III (Schoepp et al., 1999; Acher, 2011). Previamente, determinamos que o EC50 deste 

agonista para gerar despolarização em neurônios do MNTB é de 0.8 M e que a 

concentração de 10 M é suficiente para gerar o efeito máximo (Bernal-Correa, 2016) 

(Figura 5B) assim, a concentração padrão usada para estes experimentos foi de 10 M.  

Foram usados antagonistas para as duas isoformas dos receptores mGlu-I. Para 

mGlu5, 2-Methyl-6-(phenylethynyl) pyridine hydrochloride (MPEP, 10 M) e 2-Chloro-4-

((2,5-dimethyl-1-(4-(trifluoromethoxy) phenyl)-1H-imidazol-4-yl)ethynyl)pyridine (CTEP, 

30 M). Para mGlu1, (S)-(+)-α-Amino-4-carboxy-2-methylbenzeneacetic acid (LY367385, 

100 M) e 3,4-Dihydro-2H-pyrano[2,3-b]quinolin-7-yl)-(cis-4-methoxycyclohexyl)-

methanone (JNJ16259685, 500nM). 

Para observar a ação endógena do glutamato sobre os receptores mGlu-I foi 

adicionada à perfusão o inibidor de transportadores do glutamato DL-threo-β-

Benzyloxyaspartic acid (DL-TBOA, 200 M). Nestes experimentos, receptores AMPA e 

NMDA foram bloqueados usando, DL-2-Amino-5-phosphonopentanoic acid, (AP5 50 M) 

ou 5S,10R)-(+)-5-Methyl-10,11-dihydro-5H-dibenzo[a,d]cyclohepten-5,10-imine maleate 

(MK801 20 M) e 6-Cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione disodium salt hydrate (CNQX 20 

M) e 1,2,3,4-Tetrahydro-6-nitro-2,3-dioxo-benzo[f]quinoxaline-7-sulfonamide disodium 

salt hydrate (NBQX 20 M). Quando indicado nas figuras, bloqueadores para receptores 
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ionotrópicos glicinérgicos (estricnina, 0.5 µM) e GABAérgicos (SR95531, 10 µM) foram 

adicionados no banho.  

Para bloquear canais HCN foi usado o fármaco ZD7288 (4-Ethylphenylamino-1,2-

dimethyl-6-methylaminopyrimidinium chloride) (10 M, incluído na solução de pipeta). 

Todas as drogas foram mantidas sob refrigeração, até serem adicionadas à perfusão do 

aCSF de registro ou à solução interna.  

3.4 Condutância e sag da membrana 

O método para medir a condutância e o sag despolarizante da membrana 

consistiu em fazer registros em current-clamp aplicando um pulso hiperpolarizante 

(duração de 200 - 400 ms) de amplitude variável. A amplitude do pulso escolhida para 

cada célula, em cada condição, foi aquela que gerou uma hiperpolarização 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 condutância corresponde com o inverso da resistência de entrada, assim: 

𝑅𝑖𝑛 =
∆𝑉

∆𝐼
        Eq. 3 

 

𝐺𝑖𝑛 =
1

𝑅𝑖𝑛
        Eq. 4 

Onde, 𝑅𝑖𝑛 é a resistência de entrada, ∆𝑉 a variação de voltagem gerada pela 

amplitude do pulso de corrente aplicado (∆𝐼) e 𝐺𝑖𝑛 é a condutância.  

Os valores do potencial de membrana durante injeção de corrente foram 

corrigidos pela resistência em série, 

𝑉𝑚𝑐𝑜𝑟𝑟 = 𝑉𝑚 −  (𝐼 ∙ 𝑅𝑠)      Eq. 5 

Onde, 𝑉𝑚 indica o valor de voltagem gravado no registro, 𝐼 é a corrente aplicada 

no pulso e 𝑅𝑠 a resistência em série.  

O sag foi medido como a diferença entre a voltagem nos últimos 20 ms do pulso e 

a voltagem no pico da hiperpolarização (Figura 2Bi). 

3.5 Protocolo para correção do Vm durante a despolarização por DHPG. 

Para avaliar se a variação do sag dependia da despolarização da membrana 

durante a ativação de receptores mGlu-I com DHPG, utilizamos um protocolo para 

corrigir o potencial de repouso e o pico da hiperpolarização. Prévio à aplicação de 
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DHPG, foi observado o valor do potencial de repouso e do pico da hiperpolarização. 

Durante a aplicação de DHPG, aplicamos uma corrente negativa constante com 

amplitude suficiente para restaurar o potencial de repouso ao valor registrado na 

condição controle. Ao mesmo tempo, a amplitude do degrau de corrente 

hiperpolarizante foi ajustado para garantir que o valor do pico da hiperpolarização na 

presença do DHPG aproximava-se ao valor observado em condições controle. 

3.6 Estabelecimento do potencial de reversão da Ih no MNTB 

O potencial de reversão foi medido usando o método descrito por Bayliss et al. 

(1994) e por Funahashi et al. (2003). Em registros em voltage-clamp (Vhold = -60 mV) foi 

aplicado um protocolo de ativação, que consta de pulsos de voltagem entre -110 e -60 

mV (1 s), seguido de um protocolo de desativação que consta de um prepulso a -110 mV 

com duração de 2 s e imediatamente depois pulsos a diferentes voltagens entre -110 e -

60 mV durante 1 s. Os dados da corrente na fase instantânea (Iin) obtidos dos protocolos 

de ativação e inativação foram plotados num gráfico I vs. V. Para cada célula os dados de 

cada protocolo foram ajustados a uma reta e o ponto de interseção entre as duas retas 

foi considerado como o potencial de reversão para a Ih. 

3.7 Condutância dos canais HCN no MNTB 

Para determinar a condutância dos canais HCN em diferentes potenciais de 

membrana foi usada a seguinte equação: 

𝐺 =
𝐼

(𝑉𝑐𝑜𝑟𝑟−𝐸𝑟𝑒𝑣)
     Eq. 6 

Onde, I corresponde à amplitude da corrente (Δ Ih = Iss - Iin) em determinada 

voltagem (Vcorr) e Erev é o potencial de reversão da Ih. Vcorr representa o valor real da 

voltagem aplicada ao ser corrigida pela resistência em série (Rs) (Eq.5) 

𝑉𝑐𝑜𝑟𝑟 = 𝑉𝑐𝑚𝑑 −  (𝐼 ∙ 𝑅𝑠)    Eq. 7 

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

equação de Boltzmann, 

𝑮𝑯𝑪𝑵 =
𝑮𝒎𝒂𝒙

𝟏+𝒆𝒙𝒑[
𝑽−𝑽𝟏/𝟐

𝑲
]
     Eq. 8 
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Onde, 𝑮𝒎𝒂𝒙 é a condutância máxima, 𝑽𝟏/𝟐 a voltagem que ativa 50% da 

condutância máxima e 𝑲 o fator que determina a inclinação da curva e está relacionado 

com a sensibilidade do canal à voltagem. 

3.8 Estimulação das fibras aferentes 

Um eletrodo de estimulação de tungstênio foi colocado sobre as fibras aferentes 

na região contralateral da posição da pipeta de registro (Figura 3B). Estímulos de 

voltagem (1-15 V) com duração de 70 μs 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 neurônio para obter um selo de ~10 MΩ. A presença de 

uma deflexão negativa após o artefato de estimulação (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 estímulo ajustado para 1.5 - 2.0 

vezes o limiar. Após identificar o neurônio conectado, continuou-se com o procedimento 

para fazer registro em whole-cell current-clamp. Os neurônios foram estimulados com 

cinco repetições de 50 pulsos em frequência de 10, 100 e 500 Hz nas condições 

controle, durante inibição de receptores mGlu-I e durante a lavagem. O intervalo entre 

cada repetição foi de 20 - 25 segundos. Para registrar as mudanças do potencial 

membrana ao longo de todo o experimento trens de 50 estímulos em 500Hz com 

intervalo de 30 segundos foram aplicados durante a perfusão dos bloqueadores e 

posteriormente durante a lavagem.  

3.9 Amplitude do EPSP e mEPSP 

Devido a cinética rápida do potencial de ação em temperaturas próximas aos 

valores fisiológicos (33 – 34 °C) a separação dos componentes do complexo EPSP/AP é 

necessária para determinar a amplitude de cada EPSP. Desta forma cada trem de 50 

estímulos foi diferenciado e a sua primeira derivada (dVm/dt) foi plotada ao longo do 

tempo. O EPSP′ correspondeu com o primeiro pico após cada artefato de estimulação 

(Figura 8A e 8B) e assim a amplitude do EPSP′ correspondeu ao valor máximo do 

dVm/dt. A amplitude do EPSP1′ e EPSPSS′ (últimos cinco eventos do trem 46-50) 

corresponde aos valores medidos em cinco trens de estímulo.   Este método já tem sido 
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implementado por outros grupos para separação 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 pós-sinápticas. As amplitudes dos eEPSP foram corrigidas pela 

somação não linear assumindo o potencial de reversão para a corrente sináptica em 0 

mV, assim: 

𝑒𝐸𝑃𝑆𝑃𝑐𝑜𝑟𝑟 =
𝑒𝐸𝑃𝑆𝑃

1−(
𝑒𝐸𝑃𝑆𝑃

𝑉𝑚𝑟𝑒𝑠𝑡
)
     Eq. 9 

Onde 𝑉𝑚𝑟𝑒𝑠𝑡 é o potencial de repouso da membrana. O eEPSP′ foi correlacionado 

com os valores eEPSP corrigidos pela somação linear (Figura 8Di). Da mesma forma o 

mEPSP′ teve uma forte correlação com mEPSP (Figura 8Dii). Prévio a esta análise, o 

ruído foi reduzido com 10 passos de um filtro binomial (Marchand & Marmet, 1983) 

usando a função “smooth” do programa Igor Pro.  

Para calcular o conteúdo quântico pelo método direto (Eq. 2) utilizamos o valor 

máximo de dVm/dt de mEPSPs identificados como descrito a seguir. Os eventos 

identificados como sendo uni-quânticos e que utilizamos para medir o conteúdo 

quântico foram medidos sem o uso de tetrodotoxina ou outro tratamento para bloquear 

potenciais de ação. Por este motivo, seria mais correto chamar esses eventos de 

espontâneos. Contudo, estudos prévios têm mostrado que em neurônios principais do 

MNTB a amplitude dos sEPSC medidos sem TTX não 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 condição (Ctrl e na presença dos bloqueadores para receptores 

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

𝑚𝐸𝑃𝑆𝑃𝑐𝑜𝑟𝑟 = 𝑚𝐸𝑃𝑆𝑃 ∙ (
𝑉𝑚𝐶𝑡𝑟𝑙

𝑉𝑚𝑚𝐸𝑃𝑆𝑃
)     Eq. 10 

Onde, 𝑉𝑚𝐶𝑡𝑟𝑙 foi o valor do potencial de repouso da membrana prévio aplicação 

dos bloqueadores e 𝑉𝑚𝑚𝐸𝑃𝑆𝑃 é o valor de potencial de membrana logo antes de cada 

evento. 
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Figura 8. Método para analisar a amplitude dos EPSPsˈ.  Ai. Traçado superior, segmento de 
registro do potencial de membrana de um neurônio do MNTB. A fibra aferente foi estimulada a 
100 Hz gerando o complexo EPSP-AP logo após do artefato do estímulo (seta azul). Traçado 
inferior, derivada do potencial de membrana dVm/dt. O ponto máximo de dVm/dt durante o EPSP 
está marcado com a ponta de seta vermelha. Detalhe: ampliação de dois mEPSP registrados no 
intervalo entre os complexos EPSP-AP, mostrados como variação 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 máximo do dVm/dt. C. Traçado representativo mostrando a resposta 
do neurônio do MNTB a dois estímulos consecutivos em 500 Hz. O estímulo #24 causou falha pós-
sináptica (falha pós-s) sendo possível avaliar a amplitude absoluta do eEPSP (mV) e correlacioná-
lo com o dVm/dt máximo (V/s). O artefato de estimulação foi removido (seta azul) D. Correlação 
dos valores absolutos da amplitude (mV) de eEPSP (Di) ou mEPSP (Dii) com os correspondentes 
valores máximos do dVm/dt (eEPSP′ ou mEPSP′). Em Di os valores de eEPSP foram corrigidos pela 
somação no linear.  
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3.10 Aquisição de dados e análises 

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, Califórnia, USA). Os 

sinais foram filtrados a 5kHz usando o filtro interno do Axopatch, e digitalizados a 40 

kHz usando um conversor análogo-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 mínima 

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 ativação de receptores mGlu-I (ImGlu-I) foi 

calculada como a diferença entre a média da corrente na presença de DHPG e antes da 

sua aplicação.  

Uma fatia foi usada para apenas um experimento.  As análises estatísticas foram 

feitas no software GraphPad Prism versão 8 para Windows. Os gráficos foram 

construídos no Prism ou no Igor e os traçados representativos foram recriados no Igor. 

Os resultados foram apresentados como valor da média ± Erro padrão da média (S.E.M). 

A análise foi baseada na comparação dos valores da média da corrente induzida por 

DHPG em condições controle vs. a corrente induzida por DHPG após tratamento com 

bloqueadores. A normalidade dos dados foi avaliada com o teste ShapiroWilk (α < 0.05). 

O nível de significância estatística foi estabelecido em p < 0.05 e foi indicado nas figuras 

pelos asteriscos (*p < 0.05, **p < 0.005, ***p < 0.001). A estatística utilizada para avaliar 

dois grupos foi o teste t de Student (pareado e não pareado, dependendo dos grupos). 

Para comparar três ou mais grupos foi usado o ANOVA one-way seguido pelo teste de 

comparações múltiplas de Tukey. Os resultados foram apresentados como valor da 

média para cada um dos experimentos.  
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Tabela 2: Abordagem metodológica 
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4. RESULTADOS 

4.1 Impacto da temperatura na corrente mGlu-I 

Como descrito na introdução, ativação de receptores mGlu-I no MNTB gera uma 

corrente de entrada (despolarizante) que é sensível aos íons Ba2+ e a ZD7288, sugerindo 

a participação de canais para K+ do tipo retificadores de entrada e canais HCN. Contudo, 

os receptores mGlu-I podem gerar efeitos excitatórios através de outros diversos 

mecanismos, incluindo a ativação de bombas trocadoras e transportadores (Correa et 

al., 2017). Para identificar melhor esta corrente, nós caracterizamos a sua sensibilidade 

às mudanças de temperatura. Estes experimentos foram desenvolvidos por dois 

motivos. Primeiro, a sensibilidade de uma corrente a temperatura pode prover 

informação sobre os mecanismos subjacentes, já que o movimento de um íon por 

eletrodifusão em um canal é um processo com sensibilidade à temperatura 

relativamente pequena quando comparado com proteínas 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 condições fisiológicas, nós consideramos 

importante medir os efeitos numa temperatura próxima à temperatura corporal.  

Quando DHPG foi aplicado aos neurônios 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 condições foi similar aos valores registrados em 25 °C 

(Figura 9B; RT, ImGlu-I=-42.8 ± 8.9 pA vs. PT, ImGlu-I =-54.6 ± 8.7, p=0.38). Suportados 

nestes dados, concluímos que i) a corrente evocada pela ativação de receptores mGlu-I 

com DHPG está presente na temperatura fisiológica e ii) a baixa sensibilidade da 

corrente a mudanças de temperatura favorece a hipótese de que os efeitos causados 

pela aplicação do DHPG são mediados por canais iônicos mais que por trocadores ou 

bombas iônicas.  
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Figura 9. A ImGlu-I em neurônios do MNTB é pouco sensível à temperatura. A. Traçado 
representativo da corrente de entrada gerada pelo DHPG (10 µM) em neurônios 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 próximas do valor fisiológico (PT, 33 – 34 
°C) (P = 0.38). Vmhold: -60 mV. Teste t não pareado. 

 

4.2 Corrente mGlu-I em diferentes estágios de desenvolvimento 

A segunda questão relacionada à importância fisiológica da corrente mGlu-I se 

relaciona a sua expressão em diferentes estágios de desenvolvimento. Outros tipos de 

receptores metabotrópicos são fortemente expressos em neurônios do MNTB ou no 

CoH no momento do nascimento ou logo depois.  No entanto, para muitos desses tipos 

de receptores, sua expressão diminui durante o desenvolvimento pós-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 α2 adrenérgicos (Leão & von Gersdorff, 2002) e receptores serotoninérgicos 

5-HT1 (Mizutani et al., 2006). Para determinar se os receptores mGlu-I são 

funcionalmente expressos em camundongos C57Bl/6, desenvolvemos experimentos 

similares no MNTB de animais de diferentes idades, até P56. Ainda que houve algumas 

variações em diferentes idades, o DHPG evoca de maneira consistente uma corrente em 

todas as idades testadas (Figura 10D; Tabela 3). Assim, ao contrário do que foi 

encontrado para o caso de receptores acoplados à proteína G mencionados acima, nós 

não observamos evidência de diminuição na funcionalidade de receptores mGlu-I em 

camundongos C57Bl/6. Da mesma forma, fizemos experimentos em camundongos 

CBA/CaJ entre 5-9 meses de idade obtendo resultados similares (estes serão descritos 
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na seção 4.5.1). Deste modo, os efeitos de receptores mGlu-I em neurônios principais do 

MNTB apresentam estabilidade ao longo do desenvolvimento desde o período pós-natal 

(P8) até a maturidade.  

 

Figura 10. A ImGlu-I em neurônios do MNTB é estável durante o desenvolvimento pós-natal. 
Traçados representativos da corrente de entrada (ImGlu-I) 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 neurônios de 
camundongos de 8, 15, 20, 30, 42 ou 56 dias não apresenta diferenças significativas (F(5, 
28)=0.682; p=0.641). Vmhold: -60 mV. Teste ANOVA. 

 

Tabela 3 Efeitos do desenvolvimento na amplitude da ImGlu-I 

Idade (dias) ImGlu-I (pA) N células/animais 

8 -53.3 ± 8 4/2 

15 -35.3 ± 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 Ativação de receptores mGlu-I afeta as propriedades passivas da membrana. 

Em seguida, examinamos os efeitos da ativação de receptores mGlu-I com DHPG 

no potencial de repouso e nas propriedades passivas da membrana de neurônios do 

MNTB mantidos em current-clamp (I=0). Foram observados três efeitos. Primeiramente, 

DHPG causa uma despolarização da membrana (Figura 11Ai, Detalhe). Este efeito, bem 

como seu impacto na reobase para a geração dos potenciais de ação 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, após o desenvolvimento pós-natal 

associado com o início da audição durante registros a 33-34 °C. 

O segundo efeito causado pela presença do DHPG foi uma redução da 

condutância 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 resistência de entrada (1/Rm) medida 

durante injeção de corrente hiperpolarizante. Para medir a resistência de membrana, 

consideramos a diferença entre o pico da hiperpolarização, antes do início do sag, 

relativo ao potencial de repouso, em cada condição. O aumento na resistência de 

entrada causado pelo DHPG pode ser observado na Figura 10Ai como uma maior 

hiperpolarização para uma mesma intensidade de corrente negativa injetada, bem como 

um aumento da constante de tempo da membrana (τ=Rm∙Cm). Neste exemplo 

específico, o pico da hiperpolarização obtido na condição controle coincidiu com o valor 

obtido na presença do DHPG, sem precisar ajustar a intensidade do pulso de corrente 

hiperpolarizante. Por tanto, a alteração da resistência de membrana não foi causada por 

uma diferença no potencial de membrana no ponto em que foi medido o ∆Vm. O 

aumento da resistência de entrada pode estar relacionado à sensibilidade da corrente 

mGlu-I aos íons Ba2+ porque, como mencionado na introdução, Ba2+ é conhecido por ser 

um inibidor de canais para K+ retificadores de entrada.  

O terceiro efeito do DHPG foi o incremento da despolarização lenta que segue 

uma hiperpolarização 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 diferença de voltagem entre o pico e o estado 

estacionário durante a hiperpolarização. O efeito da ativação de receptores mGlu-I no 

sag pode ser visto no exemplo mostrado na Figura 10Ai como a diferença no potencial 

de membrana no estado estacionário comparando as condições controle e DHPG. 
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Estes três efeitos da ativação de receptores mGlu-I, despolarização da membrana, 

aumento da resistência de entrada e incremento no sag foram observados 

essencialmente em todas as células testadas. Ainda que houve uma variação 

significativa nos valores controle de cada parâmetro assim como na magnitude da 

alteração induzida pelo DHPG, as diferenças foram estatisticamente significativas 

quando comparadas por meio do teste t de Student pareado. 

Nós consideramos a possibilidade de que parte do efeito do DHPG na resistência 

de entrada e no sag poderia ser uma consequência indireta da despolarização da 

membrana. Para abordar esta questão, nós registramos as respostas das células a pulsos 

de corrente hiperpolarizante em três condições: i) controle, ii) durante ativação de 

receptores mGlu-I, e iii) injetando corrente negativa constante (≈-40 pA) na presença do 

DHPG para restaurar o potencial de repouso para próximo dos valores na situação 

controle (Figura 11Bi). Na terceira fase destes experimentos, além da injeção negativa 

de corrente, a amplitude do pulso hiperpolarizante foi reduzida para manter constante 

o potencial do pico da hiperpolarização. Nestas condições, a resistência de membrana e 

o sag continuaram sendo maiores na presença do DHPG comparados com o controle 

(Figura 11Bii e Biii). 
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Figura 11. Ativação de receptores mGlu-I aumenta a resistência de entrada e o sag 
despolarizante. Ai. Registro da resposta da membrana à corrente hiperpolarizante (-100 pA) em 
neurônios de camundongos P20 a 33-34 °C, na condição controle (CTRL, traçado preto) e durante 
ativação de receptores mGlu-I (DHPG (10 μM), traçado vermelho). Detalhe: potencial de repouso 
do neurônio, DHPG foi aplicado no tempo indicado pela barra vermelha. Aii. Efeito do DHPG na 
condutância de membrana. Aiii. Efeito do DHPG na amplitude do sag despolarizante. Bi. Registro 
da resposta da membrana a corrente hiperpolarizante na condição controle (CTRL, traçado 
preto), durante ativação de receptores mGlu-I (DHPG (10 μM), traçado vermelho) e durante 
injeção adicional de corrente para restaurar o potencial de membrana a valores similares ao 
controle (traçado azul). Detalhe: potencial de repouso do neurônio, DHPG foi aplicado no tempo 
indicado pela barra vermelha. Na presença do DHPG o potencial de membrana foi restaurado por 
injeção de corrente (Im = 40pA) (seta azul) e o pulso de corrente hiperpolarizante foi ajustado para 
atingir valores semelhantes àqueles observados no pico da hiperpolarização. Bii. O DHPG reduz a 
condutância da membrana e esse efeito não foi revertido pela correção do potencial de membrana. 
Biii. O sag despolarizante aumenta na presença do DHPG e permanece aumentado durante a 
restauração do Vm. **, p≤0,01; ***, p≤0,001, test t de Student pareado. 
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4.4 Receptores mGlu-I modulam a condutância Ih. 

O sag despolarizante é atribuído à ativação de canais HCN de cinética lenta que 

são sensíveis ao ZD7288 (Mayer & Westbrook, 1983; Harris & Constanti, 1995; Leão et 

al., 2006). Previamente, nós demonstramos que parte da corrente evocada pelo DHPG 

podia ser inibida por ZD7288 (ver seção 1.4.3 introdução). Estas evidências sugerem 

que o DHPG pode afetar a amplitude do sag pelo aumento na atividade dos canais HCN. 

Para avaliar esta hipótese, primeiro verificamos que o sag medido nos neurônios é, de 

fato, dependente de canais HCN. Os neurônios foram perfundidos intracelularmente 

com ZD7288 e observamos que nestas condições, o sag é completamente abolido 

durante a hiperpolarização da membrana (Figura 12A e C). Estes resultados indicam 

que, como esperado, o sag nos neurônios 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 não 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 

não alterou o efeito do DHPG na condutância da membrana (Figura 12Dii; sem ZD7288, 

∆Gm = -0.76 ± 0.16 nS vs. na presença do ZD7288, ∆Gm = -0.92 ± 0.48 nS, p=0.5) e não 

alterou o tamanho da despolarização de membrana causada pelo DHPG (Figura 12Diii; 

DHPG sem ZD7288, ∆Vm = 5.8 ± 0.9 mV vs. DHPG na presença do ZD7288 ∆Vm = 5.4 ± 1.3 

mV, p=0.8). Assim, fica evidente que existem múltiplos mecanismos contribuindo para 

os efeitos da ativação de receptores mGlu-I, alguns deles sensíveis e outros insensíveis 

ao ZD7288. 

Para estudar os efeitos do DHPG nos canais HCN, realizamos registros na 

modalidade voltage-clamp medindo a amplitude e a dependência de voltagem da Ih 

(Figuras 13-14). Para medir Ih, 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 ativação (Figura 13Aii). Na segunda parte do protocolo, o potencial da 

membrana foi mantido em -110 mV durante 2 s para garantir a completa ativação dos 

canais HCN, logo a membrana foi restituída para potenciais entre -110 a 60 mV. Esta 

parte do protocolo será denominada como curvas de desativação (Figura 13Aiii). 

 

  



45 
 

 

Figura 12. O inibidor de canais HCN elimina o sag despolarizante. A. Resposta da membrana 
ao pulso de corrente hiperpolarizante registrado na presença do ZD7288 (ZD, 10 µM incluído na 
solução pipeta) na condição controle (traçado preto) ou durante o tratamento com DHPG 
(traçado vermelho). Detalhe: Potencial de repouso do neurônio. O DHPG foi aplicado no tempo 
indicado pela barra. B. Efeito do inibidor ZD no potencial de repouso dos neurônios do MNTB. C.  
Efeito do ZD no sag despolarizante. O bloqueador ZD7288 inibe o aumento do sag (Di) mas não 
afeta a diminuição da condutância da membrana (Dii) ou a despolarização do potencial de 
repouso causados pelo DHPG (Diii). *, p≤0,05; **, p≤0,01, teste t de Student não pareado. 

 

As curvas de ativação foram medidas em dois pontos: i) no começo do traçado 

logo depois dos transientes capacitivos, e ii) no final do traçado, onde a corrente se 

encontra na fase estacionária. A primeira medida nos permite medir o vazamento 

passivo da membrana, e a diferença da corrente medida na fase estacionaria e no 

primeiro ponto corresponde com a amplitude da Ih ativada pelo protocolo. As curvas de 

desativação foram medidas nos mesmos pontos e foram usadas para medir a corrente 

de cauda Ih. 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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intersecção, entre estas duas relações, foi considerado como o potencial de reversão 

para a Ih (Figura 13B). O valor médio foi de -36 mV (Figura 13C), similar a outras 

estimativas (Banks et al., 1993; Cuttle et al., 2001; Leão et al., 2006; Khurana, et al., 

2012). 

 

 

Figura 13. Determinação do potencial de reversão da Ih em neurônios no MNTB. Ai. Corrente 
de membrana registrada durante protocolos de ativação e de desativação da Ih. Para a ativação, 
foram aplicados pulsos quadrados de voltagem entre -110 e 60 mV com duração de 1 s. Em 
seguida, foi aplicado um pulso de -110 mV (durante 2 s) seguido por variações de voltagem entre -
110 e -60 mV (1 s). Aii Detalhe das correntes obtidas durante a fase de ativação. Aiii, Detalhe das 
correntes obtidas na fase de desativação. B. Para determinar o potencial de reversão da e Ih, 
ajustamos uma reta aos valores da corrente instantânea registrada em cada potencial durante a 
fase de ativação e de desativação. O ponto de intersecção entre as linhas determina o potencial de 
reversão da corrente Ih, que, para esta célula, foi Erev = -35 mV. C. Valores do Erev da Ih em 
neurônios do MNTB (n = 14), o valor médio (-36±1.2 mV) está indicadoa pela linha preta. Registros 
feitos em neurônios 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 reversão, calculamos a condutância dos 

canais HCN e sua dependência de voltagem. Na situação controle e na presença 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 inclinação (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 não altera o ponto de ativação médio ou o fator de inclinação da 

curva de condutância da Ih. 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).  

 

Figura 14. Ativação de receptores mGlu-I aumenta a condutância da Ih em neurônios do 
MNTB. A. Exemplo representativo da curva de ativação dependente de voltagem da Ih.  Os valores 
de V1/2 e K foram determinados pelo ajuste da Equação de Boltzmann (Eq. 8). Os valores de ΔV1/2 
(B), ΔK (C) e ΔGmax (D) foram calculados como a diferença entre o valor na presença do DHPG e o 
valor na condição controle. O DHPG causa um aumento significativo na Gmax da Ih. Registros feitos 
em neurônios 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 está 

associado à ativação de receptores mGlu-I que causam um aumento da condutância 

máxima dos canais HCN. No entanto, o tamanho do efeito na condutância máxima 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 discussão, será 

considerado como as alterações simultâneas na resistência de entrada podem 

amplificar o efeito da mudança de uma determinada condutância nas respostas 

observadas em current-clamp.  

 

4.5 Ativação endógena de receptores mGlu-I 

Resultados mostrados acima demonstram que a ativação de receptores mGlu do 

Grupo I têm vários efeitos nos neurônios do MNTB que podem ser observados em 

registros de current-clamp ou de voltage-clamp. Estes resultados foram obtidos pela 

aplicação do agonista exógeno DHPG. Assim, a seguinte questão foi se os receptores 

poderiam ser ativados pelo glutamato endógeno. Uma opção para responder esta 

questão é pela elevação da concentração basal de glutamato na fatia usando um inibidor 

do transportador de glutamato. Para estes experimentos, foram bloqueados os 

receptores AMPA e NMDA pela adição de CNQX ou NBQX (20 µM) e MK801 (20 µM) ou 

AP5 (50 µM) na solução extracelular e as células foram registradas em current-clamp 

(I=0) para medir o potencial de repouso. Nessas condições aplicamos TBOA (200 µM), 

um inibidor competitivo e não seletivo de transportadores de glutamato da família dos 

EAAT (Shimamoto, et al., 1998). TBOA causou uma despolarização reversível nos 

neurônios do MNTB (Figura 15Bi). A amplitude da despolarização causada pelo TBOA 

foi bastante similar à despolarização evocada pelo DHPG em condições similares, e foi 

inibido significativamente pela combinação de LY367385 (180 μM) e CTEP (30 μM) 

(Figura 15Bii), bloqueadores dos receptores mGlu1 e mGlu5 (∆VmTBOA = 4.5 ± 0.5 mV vs. 

com bloqueadores mGlu-I, ∆VmTBOA = 0.87 ± 0.7 mV, p=0.014; Figura 15C). Juntos estes 

resultados indicam que quando os transportadores de glutamato são bloqueados, o 

glutamato endógeno ativa os receptores mGlu-I no MNTB e que a despolarização 

causada pela ativação por glutamato é muito parecida com a despolarização observada 

com o uso de DHPG.  
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Figura 15. Glutamato endógeno ativa os receptores mGlu-I despolarizando os neurônios do 
MNTB. A. Abordagem experimental: foram feitos registros em whole-cell na modalidade current-
clamp dos neurônios do MNTB. Receptores AMPA e NMDA foram bloqueados com CNQX (20 μM) e 
MK801 (20 μM). B. A inibição do transportador de glutamato com DL-TBOA (200 µM) causa 
despolarização dos neurônios do MNTB (Bi) que foi reduzido na presença conjunta de 
bloqueadores dos mGlu1 e mGlu5 (LY 180µM, CTEP 30 µM) (Bii). C. O bloqueio de receptores mGlu 
do grupo I reduz significativamente a despolarização causada pelo TBOA. *, p≤0.05 teste t de 
Student não pareado. 

 

4.5.1 Papel de receptores mGlu-I durante estimulação em alta frequência.  

Para estudar a ativação de receptores mGlu-I pelo glutamato endógeno em 

condições mais fisiológicas, sem o uso do TBOA, avaliamos os efeitos de antagonistas 

seletivos de receptores mGlu-I durante a estimulação das fibras aferentes que levam aos 

terminais do cálice de Held (Figura 3A). Trens de potenciais de ação pré-sinápticos (100 

Hz) foram gerados resultando na geração de eEPSP e potenciais de ação pós-sinápticos 

(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 hiperpolarização da membrana, que foi reversível (Figura 

16D). Isto sugere que o glutamato liberado do cálice de Held ativa receptores mGlu do 

Grupo I em neurônios do MNTB. Foram testadas quatro condições de inibição: 

LY367385 (100 μM), MPEP (10 μM), LY367385 + MPEP, e JNJ16259685 (500 nM). Em 

todas as condições testadas foi observada uma significativa hiperpolarização da 

membrana dos neurônios do MNTB (Figura 16E; ∆Vm = 2.8 ± 0.6 mV, p=0.00089). O 
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segundo efeito observado foi uma mudança no complexo EPSP-AP mostrando um 

incremento do valor máximo de dVm/dt durante o EPSP (Figura 17C, Detalhe). Este 

efeito será detalhado a seguir.  

 

 

Figura 16. Inibição da ativação tônica de receptores mGlu-I hiperpolariza neurônios do 
MNTB. A. Abordagem experimental: as fibras aferentes (AF) que formam o cálice de Held foram 
estimulados e potenciais pós-sinápticos e potenciais de ação pós-sinápticos registrados. B e C 
Resposta dos neurônios à estimulação em alta frequência (100 Hz) na situação controle (preto) e 
na presença do MPEP (10 µM) (Bi) ou do LY367385 (100µM) (Ci). No lado direito de cada traçado, 
o primeiro PA de cada trem de estímulos está mostrado em detalhe no controle (preto) e na 
presença de DHPG (10 μM, vermelho). A seta azul em Bii e Cii indica o artefato do estímulo. D. 
Curso temporal da despolarização do neurônio do MNTB quando tratado com inibidores de mGlu5 
(MPEP) ou mGlu1 (LY367385). E. Em animais C57 o bloqueio de receptores mGlu-I com os diversos 
antagonistas mGlu causa uma hiperpolarização do potencial da membrana. Cada círculo 
representa o registro de um neurônio na presença de antagonistas segundo a cor indicada. ***, 
p≤0,001, test t de Student pareado 
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Para estudar estas alterações no complexo EPSP-AP usamos gráficos 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 máximo para cada EPSP (Figura 

17C). No restante do texto nos referiremos à amplitude deste pico, medido em unidades 

de V/s, como EPSP′. Como mostrado na figura 17D, o EPSP′ aumentou nas quatro 

condições de inibição 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 últimos 5 EPSP′ 

(Ctrl 179.4 ± 31.4 V/s vs. mGlu-Ibloq 198 ± 33.7 V/s, p=0.033), quando a depressão 

sináptica já tinha alcançado seu platô (Figura 17E). Nós avaliamos a depressão sináptica 

durante o trem de estimulação e a razão do pulso pareado (EPSP′2/EPSP′1). Ainda que 

houve uma tendência para aumentar a depressão (Figura 17F; Ctrl 34.6 ± 9.1 % vs. 

mGlu-Ibloq 42.2 ± 6.2 %, p=0.076) e reduzir a razão do pulso pareado na presença dos 

inibidores (Figura 17G; Ctrl, PPR = 1.00 ± 0.04 vs. mGlu-Ibloq, PPR = 0.91 ± 0.03, p=0.10), 

esta diferença não foi estatisticamente significativa.  

Nós consideramos que o incremento do EPSP′ poderia ser causado por um 

aumento na exocitose (maior conteúdo quântico) ou aumento do tamanho quântico. 

Medimos então vários parâmetros dos mEPSPs registrados nas condições controle e na 

presença dos inibidores (Figura 18A). Observamos que a amplitude (Figura 18B; 

Amplitude, Ctrl = 1.18 ± 0.08 mV vs. mGlu-Ibloq = 1.24 ± 0.13, p=0.31), o tempo de 

decaimento (Figura 18C; tempo de decaimento, Ctrl = 2.75 ± 0.48 mV vs. mGlu-Ibloq = 

2.97 ± 0.62, p=0.19) e o tempo de subida (Figura 18D; tempo de subida 20-80%, Ctrl = 

101.9 ± 8.6 µs vs. mGlu-Ibloq = 112.4 ± 12.4, p=0.09) dos mEPSP não foram alterados pela 

inibição dos receptores mGlu-I, da mesma forma a frequência dos mEPSP não variou 

durante o tratamento (Figura 18E; Frequência, Ctrl = 65.93 ± 11.1 Hz vs. mGlu-Ibloq = 

65.92 ± 16.8, p=0.99). Assim, concluímos que mudanças na sensibilidade pós-sináptica 

não podem explicar o aumento no EPSP′ causado pela inibição de receptores mGlu do 

Grupo I.  
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Figura 17. Inibição de receptores mGlu-I aumenta o EPSP’ em neurônios do MNTB.  A. 
Abordagem experimental em camundongos C57Bl/6 P20 durante registros em whole-cell. B. 
Diagramas de fase do primeiro (AP1) e o último potencial de ação (AP50) durante estimulação em 
alta frequência (100Hz), nas condições controle e na presença do antagonista do mGlu1 
(LY367385) ou mGlu5 (MPEP). Nota-se o aumento da amplitude do EPSP na presença dos 
antagonistas.  C. Traçado do dV/dt do trem de estímulos em 100 Hz mostrando o primeiro EPSP-
AP nas condições controle, na presença do antagonista do receptor mGlu5 e durante a lavagem. 
Detalhe: mostrando a variação na amplitude do EPSP′ nas três condições, barra de escala: 100V/s 
e 50µs. D. Variação na amplitude do EPSP′ causada pelo bloqueio de receptores mGlu-I. À 
esquerda, o primeiro EPSP e à direita no estado estacionário (EPSPss′, últimos cinco EPSPs do 
trem). E. Curso de variação na amplitude do EPSP′ ao longo de 50 estímulos em 100Hz. As setas 
azuis indicam a variação entre o primeiro e o segundo EPSP′ do trem. F. Depressão sináptica é 
medida como a diferença entre EPSP46-50′ e EPSP1′, expressado como % EPSP1′, na condição 
controle e na presença de três diferentes antagonistas de receptores mGlu-I. G. Alteração na razão 
do pulso pareado (EPSP2′/EPSP1′) causado pelo bloqueio de receptores mGlu-I. *, p≤0.05; ***, 
p≤0.001, teste t de Student pareado. 
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Figura 18. Inibição de receptores mGlu-I não altera o tamanho quântico. A. Traçado 
representativo dos mEPSP registrados na condição controle e na presença do antagonista mGlu1, 
LY367385 (100 µM). B-E. Propriedades dos mEPSP registrados na presença de antagonistas de 
receptores mGlu-I, B amplitude; C tempo de decaimento; D tempo de subida (20-80%); E 
frequência dos minis. *, p≤0.05, teste t de Student pareado. 
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Em seguida, avaliamos se as ações de receptores mGlu na função sináptica dos 

neurônios do MNTB estaria presente em camundongos adultos totalmente maduros. 

Neste grupo de experimentos, trocamos a linhagem C57Bl/6 pela CBA/CaJ. O motivo da 

mudança do modelo animal foi pelo fato que os camundongos C57Bl/6 apresentam 

perda auditiva a partir do terceiro mês de vida (Mikaelian, 1979), e como o MNTB faz 

parte da via auditiva, esta perda de audição poderia mascarar alterações na função do 

MNTB. Por outro lado, camundongos CBA/CaJ apresentam audição normal durante toda 

a etapa adulta (Erway et al., 1993; Willot et al., 1994).  

Primeiro, verificamos se animais adultos da linhagem CBA/CaJ são sensíveis a 

aplicação do agonista exógeno de receptores mGlu-I (DHPG, 50 µM). As células foram 

mantidas em voltage-clamp e DHPG aplicado no banho (Figura 19B). Assim como já foi 

mostrado para animais C57Bl/6 o DHPG causou uma corrente de entrada em neurônios 

do MNTB de animais CBA/CaJ (Figura 19C). A amplitude da corrente (∆ImDHPG = -45.5 ± 

17.2) foi similar aos valores obtidos nos camundongos C57Bl/6. 

 

 

Figura 19. Ativação exógena de receptores mGlu-I gera uma corrente de entrada em 
animais adultos. A. Abordagem experimental: registros em whole-cell voltage clamp (Vmhold= -
60mV) de neurônios do MNTB de camundongos CBA/CaJ de 5 e 9 meses de idade. B. Corrente de 
entrada causada pela aplicação do agonista de receptores mGlu-I (DHPG, 50µM). C. Ativação de 
receptores mGlu-I com agonista exógeno causa uma corrente de entrada com valor médio de -45 
pA. 
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O seguinte passo foi estimular as fibras aferentes para gerar potenciais de ação 

pré-sinápticos e observar as alterações quando os receptores mGlu-I foram inibidos 

com MPEP + JNJ16259685 (Figura 20). Nestes experimentos, incluímos estricnina (0.5 

µM) e SR95531 (gabazina, 10 µM) (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 

C57Bl/6, a inibição de receptores mGlu-I causou uma hiperpolarização da membrana 

(Figura 20B; ∆VmDHPG -2.15 ± 0.8 mV, p=0.076). Embora o tamanho deste efeito foi 

muito parecido com os dados apresentados acima, não foi estatisticamente significativa 

por causa de uma das células que apresentou uma hiperpolarização maior, causando um 

aumento considerável na variância dos dados. 

 Posteriormente avaliamos o complexo EPSP-AP (Figura 20C) e observamos uma 

forte tendência 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-Ibloq 136 ± 9.1 V/s, p=0.24). Houve também uma tendência para incrementar a 

depressão sináptica dos EPSP′ (Figura 20F; Ctrl 34.4 ± 15.4 % vs. mGlu-Ibloq 45.2 ± 7.3 

%, p=0.35) e diminuir a razão do pulso pareado (Figura 20G; Ctrl 1.07 ± 0.16 vs. 

mGlu-Ibloq 0.862 ± 0.05 %, p=0.23), mas estas diferenças não foram estatisticamente 

significativas.  

Medimos também a amplitude e características dos mEPSPs nestas sinapses, na 

presença de gabazina e estricnina (Figura 21A). Não observamos mudanças na 

amplitude (Figura 21B; Amplitude, Ctrl = 1.07 ± 0.13 mV vs. mGlu-Ibloq = 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 20-80%, Ctrl = 72.2 ± 9.5 µs vs. mGlu-Ibloq = 83.6 ± 4.0 µs, p=0.40) nem na 

frequência dos mEPSP (Figura 21E; Frequência,  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 

alteração na amplitude dos mEPSP indica pouco ou nenhuma alteração pós-sináptica 

que possa explicar o incremento no EPSP′.  
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Figura 20. Hiperpolarização e aumento na amplitude dos EPSPs′ causada pelo bloqueio de 
receptores mGlu-I em camundongos adultos.  A. Abordagem experimental em camundongos 
CBA/CaJ (5 e 9 meses), foram feitos registros em whole-cell current-clamp em neurônios do MNTB 
que respondiam à estimulação das fibras aferentes. Os registros foram feitos na presença de 
gabazina (10 µM) e estricnina (0.5 µM). B. Em camundongos CBA o bloqueio de receptores mGlu-I 
com os antagonistas para mGlu5 (MPEP, 10µM) e mGlu1 (JNJ, 500nM) causa uma 
hiperpolarização do potencial da membrana. C.  Traçado do dVm/dt do trem de estímulos a 100 
Hz mostrando o primeiro EPSP-AP nas condições controle e na presença dos bloqueadores de 
receptores mGlu-I. Detalhe: Variação na amplitude do EPSP′ nas duas condições. Barra de escala: 
100V/s e 50µs. D. Variação na amplitude do EPSP′ causada pelo bloqueio de receptores mGlu-I. 
Esquerda, o primeiro EPSP′ e à direita variação no estado estacionário (últimos cinco EPSPs′ do 
trem). E. Curso de variação na amplitude do EPSP′ ao longo dos 50 estímulos do trem em 100Hz. F. 
Depressão sináptica expressada pela taxa de diminuição entre a amplitude dos EPSPs′ no estado 
estacionário comparados com o primeiro EPSP′ na condição controle e na presença de 
bloqueadores de receptores mGlu-I. G. Alteração na relação do pulso pareado causado pelo 
bloqueio de receptores mGlu-I. 
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Figura 21. Bloqueio de receptores mGlu-I em neurônios do MNTB de camundongos adultos 
não altera a cinética dos mEPSP.  A. Traçado representativo dos mEPSP registrados durante 
perfusão com bloqueadores ionotrópicos (Gabazina e Estricnina) na condição controle e na 
presença de bloqueadores de receptores mGlu-I em animais CBA, (*) indicam os mEPSP 
selecionados para avaliar o conteúdo quântico (Fig. 23). Comparação das características dos 
mEPSP observados nas duas condições, em B amplitude, em C tempo de decaimento, em D tempo 
de subida (20-80%) e em E frequência dos minis. *, p≤0,05, teste t de Student pareado. 
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4.5.2 Efeitos pré-sinápticos de receptores mGlu-I  

Experimentos clássicos utilizando alterações na concentração de Ca2+ têm 

mostrado uma relação entre a probabilidade de liberação de vesículas, razão do pulso 

pareado e o grau de depressão sináptica (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 liberação apresentam menor depressão sináptica e 

valores maiores da razão do pulso pareado, e vice-versa (Zucker & Regehr, 2002). Nós 

estudamos esta relação plotando os valores pareados de PPR versus o EPSP1′ para todos 

os dados obtidos combinando registros de camundongos C57Bl/6 e CBA/CaJ, tanto na 

condição controle como na presença dos inibidores. Esses dados caem numa curva 

hiperbólica, formando o que parecem ser dois grupos separados de pontos (Figura 22). 

Estes dados sugerem que o aumento observado no EPSP′ na presença dos bloqueadores 

de receptores mGlu-I pode ser causado por mudanças no conteúdo quântico dos EPSP.  

 

Figura 22. Possível aumento na Pr das vesículas causado pelo bloqueio de receptores mGlu-
I. Neste gráfico estão contemplados todos os registros tanto em animais C57 como CBA (n = 10). 
Razão de pulso pareado em função da amplitude o EPSP1′. O símbolo cinza representa a condição 
controle e triângulos vermelhos representam os EPSPs′ registrados na presença dos bloqueadores 
de receptores mGlu-I. As alterações no PPR e no EPSP′ causadas pelos bloqueadores são 
significativamente diferentes, p≤0.0001 e p≤0.05, respectivamente. Teste t de Student não pareado. 
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A seguir calculamos o conteúdo quântico pelo método direto, dividindo o EPSP′ 

pelo mEPSP′ de cada célula na condição controle e na presença dos bloqueadores de 

receptores  mGlu-I. Para esta análise, só foram incluídos os dados de animais CBA/CaJ 

porque estes foram coletados na presença de estricnina e gabazina, assim temos certeza 

de que os mEPSP correspondem com eventos glutamatérgicos (provavelmente 

originados no cálice). Estes dados mostraram uma clara tendência em incrementar o 

conteúdo quântico na presença dos bloqueadores de receptores mGlu-I (Figura 23). 

 

 

Figura 23. O bloqueio de receptores mGlu-I indica uma tendência para o aumento do 
conteúdo quântico do EPSP1′ A. Estimativa da amplitude dos mEPSP (dV/dt) em animais CBA na 
condição controle e durante o bloqueio de receptores mGlu-I. B. Comparação do conteúdo quântico 
do primeiro EPSP durante o controle e durante o bloqueio de receptores mGlu-I nos registros em 
animais CBA. 
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5. DISCUSSÃO 

Este estudo descreve efeitos tanto pré-sinápticos como pós-sinápticos da 

ativação por via exógena e endógena de receptores mGlu-I em neurônios principais do 

MNTB. Durante a ativação exógena de receptores mGlu-I, com o agonista seletivo DHPG 

(Ito, et al., 1992), observamos um aumento da condutância dos canais HCN. Ao inibir os 

receptores mGlu-I durante liberação endógena do glutamato, no cálice de Held, 

mostramos que estes receptores desenvolvem um papel importante na manutenção do 

potencial de repouso e ao mesmo tempo modulam a liberação de vesículas 

influenciando o conteúdo quântico. Estes achados demonstram alguns dos mecanismos 

por meio dos quais os receptores mGlu-I contribuem para modular a excitabilidade dos 

neurônios do MNTB (dos Santos e Alhadas, 2019). 

5.1 Corrente mGlu-I no MNTB e sua dependência de temperatura.  

Em estudos anteriores, demonstramos que a ativação de receptores mGlu-I com 

DHPG modula a excitabilidade dos neurônios 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 cálice de Held é fortemente afetada pela temperatura. Comparada 

com medidas feitas na temperatura ambiente, em temperaturas mais próximas do 

fisiológico a reciclagem das vesículas é mais eficiente reduzindo a depressão sináptica 

(Kushmerick et al., 2006). Por outro lado, a atividade de canais e receptores pós-

sinápticos é também aumentada em temperatura fisiológica (Postlethwaite et al., 2007; 

Kim & von Gersdorff, 2012). Estes fatos enfatizam a importância de corroborar nossos 

achados sobre modulação da excitabilidade neuronal no MNTB em condições de 

temperatura mais fisiológicas.  

Ao comparar a amplitude da corrente mGlu-I nas condições RT (25 °C) e PT 

(~33.5 °C) não foi observada diferença significativa, sugerindo que o mecanismo 

através do qual surge esta corrente é pouco susceptível às variações de temperatura. A 

leve tendência de aumento da corrente com aumento da temperatura sustenta nossa 

hipótese de que este fenômeno não estaria sendo causado por proteínas trocadoras (i.e. 

bomba Na+-Ca2+) (Blaustein & Lederer, 1999). Este resultado é consistente com nossos 
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achados prévios mostrando que canais Kir e HCN são responsáveis por esta corrente 

(Bernal-Correa, 2016). 

 

5.2 Persistência da corrente mGlu-I durante o desenvolvimento. 

A corrente de entrada e o aumento na excitabilidade que resultam da ativação de 

receptores mGlu do Grupo I no MNTB foram inicialmente descritos em animais 

neonatos (Alhadas E. D., 2014; Bernal-Correa, 2016). No entanto, devido às grandes 

alterações morfológicas e funcionais que a sinapse do MNTB sofre durante as duas 

primeiras semanas pós-natais (Kandler & Friauf, 1993; Taschenberger & von Gersdorff, 

2000; Borst & van Hoeve, 2012) foi necessário avaliar o efeito da ativação de receptores 

mGlu-I em animais maduros e na temperatura fisiológica para descobrir se a corrente 

está presente nos animais adultos com audição normal. 

Para resolver esta questão medimos a amplitude da corrente evocada pela 

ativação de receptores mGlu-I com o agonista DHPG em temperatura próxima ao valor 

fisiológico (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 contrário 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), α-adrenérgicos (Leão & von Gersdorff, 2002) e serotoninérgicos (Mizutani et al., 

2006), não observamos sinais de regulação negativa de receptores mGlu-I durante os 

primeiros dois meses de vida.  

Também avaliamos a função de receptores mGlu-I em animais totalmente 

maduros. Para isto alteramos a linhagem de camundongos C57Bl/6, toda vez que estes 

são conhecidos por apresentarem perda auditiva a partir do terceiro mês de vida 

(Mikaelian, 1979),  isto devido a fatores genéticos que causam perda de fibrócitos e 

degeneração precoce do ligamento espiral da cóclea 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 audição 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 cálice de Held 

indicam que como autoreceptores contribuem de forma importante para inibição dos 

eEPSC durante as duas primeiras semanas de vida, enquanto são ajustados mecanismos 

de controle da liberação e captação de glutamato. Posteriormente na vida adulta a sua 

expressão (Renden et al., 2005) e funcionalidade são reduzidas (von Gersdorff et al., 

1997) quando comparados com a etapa neonatal. Em conjunto, nossos resultados 

mostram que a função de receptores mGlu-I é preservada durante todos os estágios de 

desenvolvimento dos camundongos, diferente do que acontece com receptores mGlu 

dos grupos II e III.  

Ainda que nossos dados mostrem a funcionalidade consistente de receptores 

mGlu do Grupo I, é plausível que a expressão das suas duas isoformas (mGlu1 e mGlu5) 

sejam reguladas de forma diferente ao longo do desenvolvimento. Dados obtidos do 

Allen Brain Maps (Lein et al., 2007) indicam que a expressão do mGlu5 é contínua desde 

o nascimento até o dia ~15 pós-natal, diminuindo de forma significativa com o início do 

aparecimento do mGlu1 (dia ~10) o qual permanece até a idade adulta. Este tipo de 

regulação, onde o mGlu1 tem uma ação supressora na expressão do mGlu5 já foi 

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

 

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

Canais HCN contribuem para modular a excitabilidade dos neurônios e estão 

amplamente distribuídos em vários núcleos do SOC (Banks et al., 1993; Leão, et al., 

2006; Hassfurth, et al., 2009; Khurana, et al., 2012; Kopp-Scheinpflug et al., 2015). As 

isoformas HCN2 e HCN4 são expressas no MNTB e caracterizam-se por serem de 

ativação lenta, quando comparada com a isoforma HCN1 (Leão, et al., 2006; Kopp-

Scheinpflug et al., 2015). O balanço entre canais HCN e canais para potássio de baixo 

limiar regula a integração sináptica sublimiar e por tanto o disparo unitário ou múltiplo 

de potenciais de ação no terminal pós-sináptico do MNTB (Leão R.N. et al., 2005).  

Registros na modalidade current-clamp apresentam a vantagem de mostrar o 

comportamento biofísico do neurônio em condições mais próximas à situação 

fisiológica ao permitir flutuações normais do potencial de membrana. Usando este tipo 

de registro demonstramos que a ativação de receptores mGlu-I causa três efeitos no 

neurônio do MNTB: i) despolarização do potencial de repouso, ii) diminuição 
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significativa da condutância e iii) aumento do sag despolarizante, sendo este último um 

forte indicativo da atividade dos canais HCN (Banks et al., 1993). 

Nós consideramos possíveis cenários nos quais um ou vários destes efeitos 

poderiam estar vinculados. Por exemplo, a despolarização do potencial de membrana 

tenderia a desativar a pequena fração dos canais HCN abertos no potencial de repouso. 

Isto por si só poderia incrementar o sag despolarizante observado durante os pulsos de 

corrente hiperpolarizante. Não obstante, quando ajustamos o protocolo para restaurar 

o potencial de repouso durante a despolarização vimos que o sag permanece 

aumentado em essa condição (Figura 11Biii) e o bloqueio total deste fenômeno pelo 

inibidor ZD7288 confirmou que este fenômeno é causado pelos canais HCN, 

provavelmente sendo ativados por vias de sinalização de receptores mGlu-I.  

Em alguns núcleos do complexo olivar superior como o AVCN, MSO e LSO a 

inibição dos canais HCN despolariza o potencial de repouso dos neurônios (Khurana, et 

al., 2012; Leão et al., 2006). Nós não detectamos diferença significativa no potencial de 

repouso quando ZD7288 foi incluído na solução pipeta, sugerindo que nos neurônios do 

MNTB os canais HCN têm pouca participação no estabelecimento do potencial de 

repouso. Similarmente, estúdios prévios em camundongos CBA (P14) têm mostrado que 

a contribuição dos canais HCN no potencial de repouso e na resistência de entrada é 

mínima (Leão R.N. et al., 2005; Leão et al., 2006). 

Canais HCN contribuem para modular a excitabilidade de neurônios em núcleos 

das vias auditivas (Shaikh & Finlayson, 2003; Rusznák, et al., 2013; Tang & Trussell, 

2015) e especificamente em neurônios principais do MNTB (Cuttle et al., 2001; Leão 

R.N. et al., 2005; Leão et al., 2006; Hassfurth et al., 2009; Kim & von Gersdorff, 2012). 

Estes canais podem ser modulados pelas vias de sinalização da proteína 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 fosfoiniositídeos como o PIP2 (Pian et al., 2006) e inclusive o oxido 

nítrico (Kopp-Scheinpflug et al., 2015) modulam canais HCN2, sendo o principal efeito o 

deslocamento da curva de ativação. Ainda que as vias de sinalização de receptores 

mGlu-I, através da proteína G, possam envolver o PIP2 ou cAMP, nós não observamos 

alterações no valor médio de ativação ou na inclinação da curva de condutância. Os 

valores que nós reportamos (V1/2=-89.1 mV e k=5.8 mV) coincidem com as faixas de 

valores previamente descritos por outros grupos sendo o V1/2 entre -75 e -96 mV e k 
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entre 5 e 8 mV (Banks et al., 1993; Leão R.N. et al., 2005; Leão et al., 2006; Kopp-

Scheinpflug et al., 2015). 

A curva de ativação mostrou que durante o potencial de repouso dos neurônios 

do MNTB (-60 a -70 mV) só há uma pequena contribuição de canais HCN que 

corresponde, em média, a menos do 14% da condutância máxima destes canais. Este 

dado é semelhante ao reportado por Banks et al. (1993) mostrando que há pouca 

contribuição da Ih durante o potencial de repouso. Estes achados justificam o fato que o 

inibidor ZD não tenha alterado o potencial de repouso destas células.  

Nós observamos que o efeito do DHPG sobre a Ih, obedece a um incremento da 

condutância máxima 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 núcleos do complexo olivar superior (Kopp-Scheinpflug et 

al., 2015; Ceballos et al., 2016). Esta dispersão pode estar associada à distribuição 

tonotópica interna dos núcleos envolvidos no processamento auditivo (Revisado por 

Kandler et al., 2009) como foi demonstrado no MSO (Baumann et al., 2013). Assim as 

alterações da Gmax durante ativação de receptores mGlu-I poderia ser ainda maior na 

região medial no MNTB, que está associada com processamento de sons de alta 

frequência.   

Ainda que 6% de aumento da Gmax seja um valor reduzido, o impacto desta 

variação na amplitude sag despolarizante dependerá da resistência da membrana. O 

aumento na resistência da membrana causada pelo DHPG, que é independente de canais 

HCN, dá lugar a que correntes pequenas possam ter um efeito amplificado. Um efeito 

similar foi descrito em neurônios fusiformes do núcleo dorsal coclear onde o impacto da 

Gh no potencial de repouso mostrou uma relação inversa com a condutância dos canais 

Kir (Ceballos et al., 2016). De forma geral, o efeito da variação de uma condutância na 

resistência de membrana depende da sua amplitude relativa a outras condutâncias 

presentes e o impacto no potencial de membrana é descrito pela equação de 

condutância de Millman (equação de corda). Assim, quanto menor a condutância total 

da membrana, maior será o impacto do aumento de uma determinada condutância no 

potencial de membrana. Previamente vimos que em camundongos P8, o bloqueio de 

canais Kir é responsável por parte da corrente de entrada evocada pela ativação de 

receptores mGlu-I (Bernal-Correa, 2016). Nossa hipótese é que o bloqueio dos canais 
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Kir causa um aumento significativo da resistência de membrana que por si só contribui 

para amplificar o aumento da Gmax dos canais HCN e assim incrementa o sag 

despolarizante.  

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

Experimentos bloqueando os transportadores de glutamato com TBOA 

mostraram que os receptores mGlu-I dos neurônios do MNTB são sensíveis às 

alterações de glutamato endógeno. Dados similares foram obtidos nas células 

globulares do AVCN onde a despolarização causada pelo TBOA foi abolida na presença 

de bloqueadores ionotrópicos e metabotrópicos para o glutamato (Chanda & Xu-

Friedman, 2011). Contudo, caberia a possibilidade que a ativação destes fosse causado 

pelo transbordamento do glutamato, fora da sinapse, implicando que a localização dos 

receptores poderia ser extra sináptica. Esta possibilidade foi avaliada pelo uso de 

inibidores de receptores mGlu-I durante estimulação do cálice de Held em alta 

frequência, sem o uso de TBOA. Os resultados mostraram que os receptores devem 

estar localizados na região sináptica onde apresentam uma atividade tônica que 

contribui para manter o potencial de repouso dos neurônios do MNTB. Este mesmo 

fenômeno acontece nos neurônios do AVCN (Chanda & Xu-Friedman, 2011) e em outras 

regiões do SNC como no hipocampo (Chuang et al., 2000) e no cerebelo (Kelly et al., 

2009). 

5.5 Receptores mGlu-I modulam parâmetros pré-sinápticos no Cálice de Held. 

De forma geral, para avaliar as características sinápticas são registradas 

EPSC/IPSC. No entanto, sabendo que a corrente da membrana, Im, está relacionada com 

alterações do potencial de membrana, Vm, e da capacitância da membrana, Cm, de acordo 

com 𝐼𝑚 = 𝐶𝑚
𝑑𝑉𝑚

𝑑𝑡
 , podemos obter informações proporcionais à corrente sináptica a 

partir da análise da primeira derivada, 
𝑑𝑉𝑚

𝑑𝑡
, 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 estimulação em alta frequência.  

O cálice de Held proporciona a maior parte das entradas sinápticas 

glutamatérgicas aos neurônios do MNTB (Barnes-Davies & Forsythe, 1995; Takahashi, 

et al., 1996). Durante as primeiras semanas de vida a amplitude das correntes AMPA 



66 
 

aumenta enquanto as NMDA diminuem consideravelmente no final da segunda semana 

de vida (Joshi & Wang, 2002; Steinert, et al., 2010). Desta forma os eventos excitatórios 

no MNTB em animais adultos são considerados AMPAérgicos.   

Considerando que o potencial de reversão das correntes AMPA seja 

aproximadamente 0 mV e lembrando que o DHPG causa uma hiperpolarização dos 

neurônios do MNTB, o aumento da força eletromotriz para IAMPA poderia explicar, pelo 

menos em parte, o aumento do EPSP′ pela ativação de receptores mGlu-I.  Sendo que a 

relação I-V da corrente AMPA é linear (Joshi & Wang, 2002) esperaríamos que o 

impacto na diferença 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 força 

eletromotriz para IAMPA foi apenas de 3-4%. Assim vemos que não há uma 

correspondência destes dois parâmetros e por tanto a contribuição do aumento da força 

eletromotriz da corrente AMPA não deveria ser a principal causa responsável pelo 

aumento dos EPSP′.   

A origem do aumento na amplitude do EPSP′ poderia derivar de alterações pre- 

ou pós-sinápticas. Ao nível pós-sináptico poderiam surgir como resultado de mudanças 

na cinética dos canais AMPA (Ishikawa et al., 2002; Postlethwaite, et al., 2007). Contudo, 

não observamos nenhuma alteração significativa na cinética dos mEPSP que poderia 

explicar o aumento do EPSP′. Estes dados são coerentes com recentes achados 

revelando que a ativação exógena de receptores mGlu-I não altera a cinética dos sEPSC, 

mais precisamente o tempo de subida e o tempo de decaimento (Peng, et al., 2020).  

Entre os mecanismos de regulação pré-sinápticos, podemos citar a ação da INaP, 

que é ativada pela despolarização pré-sináptica gerada pelos receptores mGlu-I no 

cálice, resultando em um aumento da frequência e amplitude dos sEPSP e sEPSC, sem 

alterar os eEPSC (Peng, et al., 2020). Nos animais C57BL/6 há uma tendencia para a 

redução na frequência dos mEPSP, no entanto em animais CBA/J não observamos este 

mesmo efeito. Assim é necessário aumentar o número de observacionais para 

corroborar se há uma diminuição na frequência dos mEPSP que estaria sendo mediada 

por receptores mGlu-I localizados no terminal pré-sináptico. Como a amplitude dos 

mEPSP não foi alterada, isto sugere que o tamanho quântico se mantém constante 

durante inibição de receptores mGlu-I. 

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

que aponta variações na Pr de vesículas sinápticas (Oleskevich, et al., 2000). Juntos, os 
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dados de camundongos CBA/CaJ e C57Bl/6 mostraram redução no PPR e aumento no 

EPSP1′ quando os receptores mGlu-I foram bloqueados. Esta variação é um indicativo de 

que o aumento do EPSP′ durante a inibição de receptores mGlu-I foi causada por um 

aumento da Pr (Zucker & Regehr, 2002). Em neurônios do MNTB a ativação de 

receptores mGlu-I causa retroinibição no cálice de Held por meio da ativação de 

receptores CB1 (Kushmerick et al., 2004). Ativação de receptores CB1 resulta em 

inibição de correntes de cálcio (Sullivan, 1999; Brown et al., 2003; Brown et al., 2004) 

que por sua vez reduzem a probabilidade de liberação de vesículas e o conteúdo 

quântico 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 consequência da falta de ativação dos CB1R, resultando em desinibição 

de canais Cav e um aumento do número de vesículas liberadas.  

As nossas observações de EPSP′ maiores, Pr aumentada e tamanho quântico 

constante poderiam indicar que o conteúdo quântico teria mudado durante o 

tratamento. Desta forma avaliamos pelo método direto a possibilidade de variações no 

conteúdo quântico (ver Eq. 2).  

Em registros in vitro em current-clamp de camundongos C57Bl/6J P30, foi 

reportado um valor de m de 22; já 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 concentração 

extracelular de Ca2+ de 2 mM, enquanto nossos dados e os reportados por Lorteije et al. 

(2009) foram registrados em concentração de Ca2+ 1.2 mM. Nossas análises em 

camundongos CBA/CaJ entre 5 e 9 meses de idade revelaram que o 𝑚 variou entre 15 e 

18. A divergência 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 condições experimentais houve 

liberação multiquântica, caracterizada pela sobreposição de eventos miniaturas (Figura 

21A), contribuindo para que a amplitude dos mEPSP′ fosse superestimada. Desta forma 

nossa análise subestima o valor de m, sendo preciso realizar esses experimentos 

inibindo parcialmente a ICa (aumentando o Mg2+ extracelular ou adicionando Cd2+) 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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conteúdo quântico durante a inibição de receptores mGlu-I, suportando a evidência 

prévia de que a Pr das vesículas poderia estar aumentada.  

Na figura 22 é possível observar heterogeneidade das sinapses ao avaliar o PPR, 

sendo que na situação controle 50% delas apresentaram potenciação e o restante 

depressão. Durante o tratamento com os inibidores de receptores mGlu-I a variedade 

desta resposta é abolida e todas as sinapses apresentaram depressão no pulso pareado. 

Ao comparar as amplitudes dos EPSPSS′ na condição controle e durante o tratamento 

não houve alteração significativa (P=0.6). Resultados semelhantes foram obtidos por 

Taschenberger et al. (2016) ao aplicar um análogo do DAG, PdBu, enquanto a sinapse foi 

estimulada em 100 e 200 Hz. O PdBu, ao agir como análogo do DAG, desencadeia dois 

efeitos, i) se ligar em diversos sítios da proteína Munc13 alterando sua conformação 

(Rhee, et al., 2002) ou ii) ativar PKC que por sua vez fosforila Munc18 (Genç et al., 

2014). Em ambos os casos, o tratamento com PdBu acaba ativando a maquinaria da 

exocitose. Estes dados sugerem que a inibição de receptores mGlu-I poderia estar 

ativando a via de sinalização PLC-DAG e este mecanismo contribuiria com o aumento do 

número de vesículas “superprimed” as quais são liberadas no início da resposta a trens 

de estímulos em alta frequência (Taschenberger et al., 2016).  

Ainda que o aumento dos EPSP que observamos durante inibição de receptores 

mGlu-I seja consideravelmente semelhante ao descrito por Taschenberger et al. (2016) 

o bloqueio de receptores mGlu-I implica inibição da sinalização pela proteína Gq, o que 

estaria em contradição com o mecanismo de ação do PdBu. Uma hipótese menos 

provável poderia ser que outro receptor também acoplado a proteína G, por exemplo, o 

CB1R que pode ativar diversos tipos de proteína G (revisado por Turu & Hunyady, 

2010), tivesse sua conformação alterada sendo mais propícia a ativação de proteína 

Gαq. 

Considerando que a ativação de receptores mGlu-I pode ativar a via da proteína 

Gαq produzindo PLC e DAG e a partir deste o 2AG, isto implica que os receptores CB1 

teriam uma atividade basal inibindo a liberação de vesículas no cálice de Held. Ao 

bloquear os receptores mGlu-I a função inibitória dos CB1 estaria comprometida, assim 

o influxo de Ca2+ através dos canais P/Q (Iwasaki & Takahashi, 1998; Forsythe et al., 

1998), seria maior e consequentemente a probabilidade de liberação das vesículas 

aumentaria, como foi visto nossos experimentos (Figura 24).  
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A função do MNTB como relé sináptico inibitório é crucial para localização da 

origem dos sons. Para manter a precisão na transmissão dos sinais o potencial de 

repouso destes neurônios deve ser cuidadosamente controlado. Os receptores mGlu-I 

contribuem de forma importante na função do MNTB ajustando de forma tônica o 

potencial de membrana, adicionalmente a condutância de canais HCN é aumentada 

contribuindo para elevar a excitabilidade dos neurônios (Figura 24). Estes efeitos são 

complementados com mudanças pré-sinápticas, dado que através da ativação e inibição 

de receptores CB1 a amplitude dos EPSP é diminuída ou elevada garantindo fiabilidade 

na transmissão de sinais em alta frequência.  

 

Figura 24. Mecanismos pré- e pós-sinápticos modulados por receptores mGlu-I no MNTB. À 
esquerda, a ativação de receptores mGlu-I com DHPG apontou que estes receptores aumentam a 
condutância dos canais HCN e ao mesmo tempo inibem, provavelmente, canais kir causando 
aumento da resistência da membrana e a despolarização do neurônio do MNTB. À direita, o 
bloqueio da ativação tônica de receptores mGlu-I poderia desinibir canais Kir hiperpolarizando o 
neurônio pós-sináptico. Paralelamente a redução na liberação de endocanabiniodes resulta na 
desativação de receptores CB1 pré-sinápticos (Kushmerick et al, 2004), desinibindo canais Cav do 
tipo P/Q (Iwasaki & Takahashi, 1998) e aumentando a Pr das vesículas sinápticas, gerando assim 
um maior eEPSP. 
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