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RESUMO 

 

 
O presente trabalho teve como objetivo avaliar quais subunidades de canais para sódio 

voltagem dependentes estão presentes em subpopulações neuronais da região póstero-ventral 

do núcleo coclear (PVCN). Reações de imunofluorescência de simples ou dupla marcação em 

fatias parassagitais do núcleo coclear revelaram a expressão do canal Nav1.6 no segmento 

inicial do axônio (AIS) tanto das células octopus quanto das multipolares. Células octopus, 

cuja área de silhueta somática média foi de 499 ± 9 µm2 apresentou uma extensão de 

marcação anti-Nav1.6 no AIS de 38,1 ± 2,6  µm, enquanto que nas células multipolares essas 

medidas foram 271 ± 11 µm2 e 16,3 ± 2,5 µm, respectivamente. A definição que a estrutura 

marcada com o anticorpo anti-Nav1.6 corresponde ao AIS, foi baseada na colocalização com a 

marcação anti-anquirina-G. A intensidade de marcação anti-Nav1.6 aumenta com a distância a 

partir do soma ao longo do AIS. Já a ausência da colocalização da marcação anti-Nav1.6 e 

anti-MAP-2 sugere a ausência da expressão do canal nos dendritos. Do mesmo modo, a 

marcação de terminais sinápticos com um anticorpo SV2 e análise de colocalização com esse 

canal, mostrou que o mesmo não está presente em terminais nervosos que fazem sinapse com 

neurônios do PVCN. Os resultados obtidos sugerem que o canal para sódio Nav1.6 está 

expresso nos neurônios já no oitavo dia pós-natal e que sua expressão acompanha o 

desenvolvimento neuronal permanecendo após sua maturação. Nossos experimentos também 

revelaram uma intensa marcação dos canais Nav1.6 em nodos de Ranvier e uma discreta 

marcação no citoplasma somático mas, que aparentemente não está presente na membrana 

somática. No AIS, as subunidades Nav1.1 e 1.2 não foram encontradas. A alta densidade de 

canais Nav1.6 no AIS sugere que esse canal é o responsável pela geração do potencial de ação 

nessas células. A marcação anti-Nav1.2 foi observada em fibras amielinizadas. De um modo 

geral, nossos dados sugerem que o canal Nav1.6 é a principal subunidade expressa pelas 

células multipolares e octopus do PVCN onde eles podem estar envolvidos com a geração de 

potenciais de ação rápidos e em altas freqüências que são característicos dessas células. 

 
Palavras-chave: Nav1.6, canais para sódio, segmento inicial do axônio, núcleo coclear, 
sistema auditivo, células multipolares, células octopus. 
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ABSTRACT 
 

 

The present work aimed to evaluate which voltage-dependent sodium channel subunits are 

expressed in different neuronal subpopulations of the posterior ventral cochlear nucleus 

(PVCN). Immunofluorescence reactions of the type simple or dual labelling in parasagital 

slices of cochlear nucleus revealed the expression of Nav1.6 channel at the axon initial 

segments (AIS) in octopus or multipolar cells. Octopus cells, whose average silhouette área 

were 499 ± 9 µm2 presented na extension of Nav1.6 labelling at the AIS of 38,1 ± 2,6  µm, 

whereas multipolar cell these measurements were 271 ± 11 µm2 and 16,3 ± 2,5 µm, 

respectivelly. The definition that the structure labelled with the anti-Nav1.6 antibody 

corresponds to the AIS was based in the colocalization with anti-ankyrin-G labelling. The 

intensity of anti-Nav1.6 labelling increases with the distance from the soma. The lack of 

colocalization of anti-Nav1.6 and anti-MAP-2 labelling suggests the absence of this sodium 

channel at the dendrites. Similarly, the labeling of synaptic terminals with synaptic vesicle 

protein 2 antibody (anti-SV2) and colocalization analysis, showed that this channel is not 

expressed at synaptic terminals on PVCN neurons. The results suggest that Nav1.6 is present 

in PVCN neurons at pos natal day eight and that its expression follows the neuronal 

development being maintained after maturation. Our experimental results also revealed an 

intense Nav1.6 labeling at nodes of Ranvier and a weak somatic staining that apparently does 

not included the somatic membrane. At the AIS, the Nav1.1 and 1.2 subunits were not 

detected. The high density of Nav1.6 channel at the AIS suggests that this channel is 

responsible for the action potential generation at these cells. Nav1.2 labeling was observed at 

unmyelinated fibers. Overall, our data suggest that Nav1.6 is the main subunit expressed at 

multipolar and octopus cells of PVCN where it may be involved with the generation of action 

potentials at high frequency that is a characteristic of these cells. 

 
Keywords: Nav1.6, sodium channels, axon initial segment, cochlear nucleus, auditory system, 
multipolar cells, octopus cells. 
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INTRODUÇÃO 
 

 

1.1- Anatomia e fisiologia da parte periférica do sistema auditivo 

O sistema auditivo é capaz de detectar e analisar sons de uma ampla faixa de frequência 

espectral e intensidades. Humanos podem ouvir sons de freqüência entre 20 e 20 kHz e outros 

mamíferos frequências até 100 kHz (Nobles E Ruggero, 2001). O ouvido externo de humanos 

é constituído pelo pavilhão auricular, concha e meato acústico externo. O pavilhão auricular é 

formado por um esqueleto de cartilagem elástica recoberto por pele, de forma afunilada, com 

saliências e depressões, sendo a maior depressão denominada de concha auricular. A sua parte 

inferior, denominada lóbulo é desprovida de cartilagem. Uma região saliente na parte anterior 

é denominada trágus e protege a entrada do meato acústico externo (Brodal, 1993). O 

pavilhão auricular e a concha são responsáveis por coletarem a energia sonora e afunilá-la em 

direção ao tímpano através do meato acústico externo. Além disso, filtram de maneira seletiva 

diferentes frequências sonoras a fim de fornecer informações sobre a localização da fonte 

sonora no plano vertical. A assimetria vertical das convoluções da orelha confere um formato 

que permite ao ouvido externo transmitir mais componentes de alta frequência a partir de uma 

fonte posicionada em altura maior do que uma que esteja no mesmo nível dela (Brodal, 1993). 

A membrana timpânica ou tímpano está localizado no ouvido médio e consiste em uma 

membrana delgada, côncava e levemente em forma de cone, cujo ápice está voltado para o 

interior do ouvido médio. A energia mecânica do som faz vibrar esta membrana levando a 

movimentação dos ossículos do ouvido médio (Dallas, 1992 ; Brownell, 1997). Há três 

ossículos no ouvido médio, o martelo, a bigorna e o estribo. O martelo adere-se à membrana 

timpânica pelo manúbrio e através da cabeça se articula com o corpo da bigorna, a bigorna 

articula-se com o estribo e a base deste adere-se à janela oval. Quando a pressão do ar no 

meato acústico externo e no ouvido médio está equilibrada, a membrana timpânica vibra à 

medida que as ondas sonoras a atingem (Dallas, 1992) 

A energia mecânica das ondas sonoras ao alcançarem a membrana timpânica é 

transmitida através dos ossículos do ouvido médio para fluídos do ouvido interno pela base do 

estribo. A ação tipo êmbolo do estribo transmite a energia das ondas sonoras para a perilinfa 

na escala vestibular através da janela oval. A área do tímpano é maior que a área da 

membrana da janela oval, o que leva a um aumento da pressão na membrana da janela oval, 

considerando que pressão igual a força dividida pela área. Os ossículos do ouvido médio 
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também atuam como alavancas, aumentando a pressão na entrada da cóclea e maximizando a 

energia do som que alcança os fluídos do ouvido interno (Brownell, 1997). 

A energia transmitida para a perilinfa produz ondas progressivas na membrana basilar, 

que se propagam da base da cóclea para o seu ápice. O deslocamento da membrana basilar 

atua como um analisador de frequência mecânica na distribuição do estímulo, provocando a 

inclinação das células ciliadas do órgão de Corti em contato com a membrana tectorial 

(Dallas, 1992). Quando a membrana basilar vibra, em conseqüência da energia mecânica, a 

membrana tectorial não vibra no mesmo intervalo de tempo, resultando numa deformação dos 

cílios a cada nova onda vibratória. Esse deslocamento periódico provoca alterações de 

permeabilidades iônicas que causam alterações na voltagem transmembrana da célula ciliar. 

Existem estudos que indicam que a abertura e o fechamento do fluxo iônico são regulados por 

um canal da família TRPA1 (Corey et al., 2004). O deslocamento dos estereocílios em uma 

direção (na direção do cílio maior) aumenta a tensão sobre as conexões nas pontas dos 

estereocílios, o que leva ao aumento no influxo de K+ e a geração de um potencial receptor. 

Por outro lado, o deslocamento dos estereocílios na direção oposta alivia a tensão sobre as 

conexões das pontas dos estereocílios permitindo o fechamento do canal e do influxo de K+. 

A entrada de K+ na célula ciliada provoca despolarização, que abre canais para cálcio e 

produz a liberação do transmissor na sinapse com os prolongamentos periféricos dos 

neurônios bipolares do gânglio espiral, desencadeando potenciais pós-sinápticos excitatórios.  

As células ciliadas localizadas no ápice da cóclea são estimuladas por sons de baixa 

frequência e as situadas na base por sons de alta freqüência, criando uma tonotopia ao longo 

da cóclea. As células ciliadas internas (cerca de 3500) são as principais células receptoras 

auditivas e formam a coluna mais interna ao longo do Órgão de Corti. As células ciliadas 

externas formam as três fileiras mais externas e são em número maior (12000 a 16000). A 

informação acústica, codificada na forma de potenciais de ação, é conduzida pelo nervo 

coclear, formado pelos prolongamentos centrais dos neurônios do gânglio espiral, para o 

tronco encefálico, mais especificamente, no núcleo coclear (Young, 2004; Hudspeth, 2000; 

Lent, 2004). 

O nervo auditivo possui entre 30000 a 50000 fibras que podem ser mielinizadas e 

amielinizadas. A maioria destas fibras é do tipo I mielinizadas, cerca de 90 a 95%. Uma única 

fibra do tipo I inerva uma ou duas células ciliadas internas e iniciam a análise da frequência e 

da intensidade do estímulo sonoro (Young, 2004). As fibras amielinizadas (tipo II) realizam 

sinapses com até 10 células ciliadas externas. As células ciliadas externas, observadas na 

cóclea, estão dispostas em três camadas e fazem sinapse com os neurônios do tipo II do 
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ganglio espiral (fibras eferentes auditivas amielinizadas). Essas células apresentam motilidade 

e participam no ajuste da micromecânica do Órgão de Corti (Nobili et al., 1998). As fibras 

aferentes auditivas (mielinizadas e amielinizadas) formam a divisão coclear do nervo 

vestíbulo-coclear (VIII par craniano) e terminam tanto na parte ventral quanto na dorsal do 

núcleo coclear do tronco encefálico (Smith & Spirou, 2002). 

 

1.2- Núcleo coclear: O primeiro centro de decodificação da informação acústica 

Os núcleos cocleares formam o primeiro centro de transmissão da via auditiva no 

sistema nervoso central, onde se encontram os neurônios chamados “secundários” e que 

recebem informações ascendentes das fibras do nervo coclear. A informação acústica que 

chega ao tronco encefálico dos mamíferos é carreada, na sua maior parte, por grandes fibras 

mielinizadas do nervo auditivo e que estão organizadas tonotopicamente (Brawer et al., 1974). 

Essas fibras auditivas atravessam o meato acústico interno do osso temporal atingindo os 

núcleos cocleares na região caudal da ponte, lateralmente às fibras do pedúnculo cerebelar 

inferior (Musiek & Baran, 1986). O desenvolvimento de técnicas de registro eletrofisiológico 

e de preenchimento de neurônios com marcadores celulares (e.g. peroxidase), permitiram 

traçar as projeções neuronais e monitorar a atividade elétrica em resposta a estímulos 

acústicos possibilitando a correlação direta entre a morfologia e fisiologia neuronal (Caspary 

et al., 1972). 

O núcleo coclear pode ser dividido numa parte dorsal (DCN) e ventral (VCN). Esse 

último é subdividido numa porção anterior (AVCN), posterior (PVCN) e uma região da raiz 

nervosa (NR) (Brawer et al., 1974), como indicado na Figura 1A. Os axônios do nervo coclear 

adentram pela raiz do nervo e dividem-se nos segmentos ascendente e descendente. A 

subdivisão do núcleo ventral em anterior e posterior leva em consideração o ponto de entrada 

do nervo ou seja, a raiz nervosa. Os ramos ascendentes projetam pelo AVCN e os ramos 

descendentes pelo PVCN, em direção ao DCN (Figura 1A). A organização das projeções das 

fibras do nervo coclear no núcleo coclear origina uma representação cocleotópica (tonotópica) 

e permite uma distribuição precisa de frequências dentro do núcleo. As fibras nervosas 

advindas dos neurônios em posição basal na cóclea (alta frequência) se dirigem para regiões 

mais dorsais dos NC, já as fibras de regiões apicais (baixa frequência) projetam para as 

posições ventrais (Brawer et al., 1972), como pode ser observado na figura 1A. 

O núcleo coclear inicia a codificação e a integração de mensagens auditivas, não 

devendo ser considerado somente uma simples estação de passagem da informação acústica 
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(Osen et al., 1969). A organização tonotópica do núcleo coclear faz com que neurônios 

localizados na região dorsal respondam a freqüências mais agudas (altas) e os localizados 

mais ventralmente respondam a frequências mais graves (baixas) (Brodal, 1993, Ryugo e 

Parks, 2003) (ver figura 1A). 

 

 
Figura 1- Padrão de inervação do núcleo coclear pelas fibras auditivas primárias. A, Uma única 
fibra auditiva primária ao adentrar o núcleo se divide formando o ramo ascendente e o descendente. As 
células octopus do PVCN possuem dendritos que recebem a aferência de um grande número de fibras. 
As fibras de baixa frequência fazem sinapse próximo ao soma e continuam para inervar células de 
regiões mais ventrais do DCN. As fibras de alta frequência fazem sinapse nas pontas dos dendritos e 
terminam em regiões mais dorsais do DCN. No AVCN também é observado uma distribuição 
tonotópica, com sua parte mais dorsal recebendo a aferência de fibras auditivas que inervam a base da 
cóclea (alta frequência). B, Potencial de ação de uma célula octopus e sua sensibilidade à tetrodotoxina 
(TTX). 
 

Em 1969 desenvolveram-se critérios para a definição de tipos de células nos núcleos 

cocleares de ratos e gatos. Usando técnicas histológicas que permitem a visualização da 

morfologia neuronal, os estudos revelaram um grande número de diferentes tipos celulares 

que estão distribuídos diferencialmente no núcleo coclear ventral e dorsal. Na literatura atual 

as populações de células são distintas e geralmente nomeadas de acordo com Osen et al 1969 

(ratos), com modificações com base em Brawer et al., 1972 (gatos). 

Um dos tipos neuronais encontrados no PVCN é a célula octopus. Elas foram 

observadas, por exemplo, em gatos (Osen, 1969; Adams, 1997) humanos (Adams, 1997), 

ratos (Harrison & Irving, 1966) e camundongos (Webster & Trune, 1982; Oertel et al., 1990; 

Golding et al., 1995). Essas células possuem propriedades morfológicas e biofísicas 

particulares e ocupam a região caudal do PVCN. Seus dendritos estão orientados na direção 
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dos ramos descendentes das fibras auditivas (Figura 1A). Osen (1969) nomeou essas células 

de octopus devido aos dendritos de grossos e que emergem de um único lado do corpo celular, 

lembrando os tentáculos de um polvo. As células octopus representam um dos tipos celulares 

mais distintos do núcleo coclear e são encontradas em pequeno número (Willott & Bross, 

1990). Em camundongos observa-se cerca de 200 células octopus por núcleo coclear (Willot 

& Bross, 1990). Registros de sua atividade em resposta a estímulos sonoros in vivo, indicam 

que uma célula octopus recebe aferências de um grande número de fibras, que cobrem uma 

ampla área de frequências características (Godfrey et al., 1975; Rhode & Smith, 1986). 

Estudos anatômicos indicam que os dendritos das células octopus cruzam os feixes das fibras 

auditivas descendentes no PVCN (Osen, 1969; Golding et al., 1995). As fibras auditivas 

excitam as células octopus através de receptores glutamatérgicos do subtipo AMPA, de 

condutância alta e de cinética rápida (Gardner et al., 1999). A baixa resistência de input e a 

rápida constante de tempo dessas células permitem que as correntes sinápticas 

glutamatérgicas, quando supralimiares (devido à somação), produzam um rápido potencial de 

ação, geralmente de cerca de 1 ms de duração (Golding et al., 1999; Ferragano & Oertel, 

2002), como pode ser observado na Figura 1B. De acordo com Young (2004), os diferentes 

neurônios do núcleo coclear projetam para diferentes núcleos do sistema auditivo. As células 

octopus projetam contralateralmente para o núcleo ventral do lemenisco lateral (VNLL) 

(Smith et al., 1993, Adams 1997). A projeção das células octopus para o VNLL é via grandes 

terminais em cálix (Adams, 1997; Vater et al., 1997). O núcleo periolivar superior também é 

um dos alvos das células octopus (Schofield, 1995). 

Um outro tipo comum de células encontradas no núcleo coclear é as células 

multipolares. A terminologia multipolar foi originalmente usada para descrever células 

coradas pelo método de violeta de cresila, cujos múltiplos dendritos lhe davam a forma de um 

polígono (ou multipolar) (Osen, 1969). Em ratos, as células multipolares do núcleo coclear 

foram subdivididas em planares e radiais com base na área somática, morfologia e orientação 

dendrítica e projeção axonal (Cant, 1981; Cant & Gaston, 1982). Em camundongos foram 

chamadas de T-stellate ou D-stellate, respectivamente (Oertel et al., 1990) e em gatos, 

baseado no padrão de resposta a estímulos sonoros, foram denominadas sustained choppers 

(Cs; disparam tonicamente) e onset choppers (Oc, de resposta transiente), respectivamente 

(Smith & Rhode, 1989; Blackburn & Sachs, 1989). De uma maneira geral o corpo deste tipo 

celular tende a ser arredondado, com 2 ou 3 processos celulares visíveis. O núcleo celular, em 

geral, está localizado centralmente (Osen, 1969). 
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As células planares são mais numerosas, cerca de 90% da população de células 

multipolares, e estão espalhadas pelo PVCN e região da raiz nervosa medindo de 266 a 300 

µm2 em média. Essas células produzem neurotransmissor excitatório (glutamato) e possuem 

um número relativamente menor de terminais sinápticos envolvendo seus corpos celulares, 

quando comparado às células multipolares radiais. As células multipolares planares projetam 

através do corpo trapezoidal para o colículo inferior contralateral (Adams & Warr, 1976; 

Adams, 1979). Essas células também projetam para o DCN (Adams, 1979; Doucet & Ryugo, 

1997) do mesmo modo como as células T-stellate de camundongos (Oertel et al., 1990; 

Ferragano e Oertel, 1999; Fujino & Oertel, 2001), ou as células Cs de gatos (Smith & Rhode, 

1989). As células T-stellate também fazem contatos sináptico entre si (Ferragano & Oertel, 

1998). Além desses diferentes nomes descrevendo as células multipolares em diferentes 

espécies, Cant (1981), baseando-se na quantidade de inputs somáticos em estudos de 

microscopia eletrônica, nomeou os neurônios planares e radiais em tipo 1 e tipo 2, 

respectivamente. 

Os neurônios T-stellate formam a principal via ascendente excitatória para o colículo 

inferior contralateral, e também participam de circuitos de retroalimentação para a cóclea 

(Smith et al., 1993). A principal via de excitação para as células T-stellate é pelas fibras 

aferentes auditivas glutamatérgicas, mas neurônios do núcleo coclear ventral (VCN) são 

também inervados por neurônios eferentes do núcleo ventral do corpo trapezoidal (VNTB) 

(Sherriff & Henderson, 1994). O VNTB (um dos núcleos periolivares) é uma coleção 

heterogênea de tipos celulares embebida dentro de axônios do corpo trapezoidal, localizada 

ventral e medial ao MSO e abaixo do MNTB (Smith & Spirou, 2002). Neurônios colinérgicos 

nesse núcleo formam um importante componente eferente (sistema MOC) (Smith & Spirou, 

2002) para a cóclea e para o VCN (Winter et al., 1989). 

As células multipolares radiais são menos numerosas, em torno de 10% da população, 

podem medir em média de 400 a 500 µm2 e produzem o neurotransmissor inibitório (glicina), 

sendo ricas em terminais sinápticos envolvendo seus corpos celulares (Doucet & Ryugo, 

2008). As células multipolares radiais de ratos, projetam seus axônios via estria acústica 

intermediária para o DCN (Smith & Rhode, 1989, Oertel et al., 1990). Elas são a fonte 

inibitória para as células T-stellate do VCN (Ferragano et al., 1998). Muitas células D-stellate, 

mas provavelmente não todas, projetam para o núcleo coclear contralateral (Cant & Gaston, 

1982; Needham & Paolini, 2003).  
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Figura 2- Morfologia, orientação dendrítica e localização das células multipolares planares (T-
stellate) e radiais (D-stellate) do núcleo coclear ventral. A, Desenho utilizando câmera lúcida de 
duas células multipolares planares ilustrando a localização no PVCN e a orientação dos dendritos 
(próxima ao paralelismo com os ramos das fibras auditivas) em cortes parassagitais. B, dendritos de 
uma célula multipolar radial ocupando uma grande área no sentido rostro-caudal (perpendicular as 
fibras auditivas). 
 

1.3- Canais para sódio voltagem dependentes 

Diferentes tipos de canais para sódio foram identificados por métodos eletrofisiológicos, 

bioquímicos e de clonagem (Goldin, 2001). A expressão desses canais para sódio pode ser 

apreciada em nervos, músculos e algumas células neuroendócrinas (Catteral, 2005). Os canais 

para sódio são membros da superfamília de canais iônicos, que incluem canais para potássio e 

cálcio dependentes de voltagem (Yu & Catterall, 2004).  

Os canais para sódio são constituídos pelas subunidades α e β. A subunidade α é 

formada por quatro domínios de seis segmentos transmembrana cada, sendo que no quarto 

segmento de cada domínio existe a presença de cargas positivas funcionando como o sensor 

de voltagem do canal, os segmentos 5 e 6 de cada domínio contribuem para formar o filtro de 

seletividade do canal e a pequena alça intracelular, entre os domínios 3 e 4, atua como portão 

de inativação quando se dobra para o interior do canal e bloqueia a parte interna do poro 

durante uma despolarização prolongada da membrana (Catterall et al., 2005). As subunidades 

β são descritas como moduladoras da atividade da subunidade α (Goldin et al., 2000). 



  17 

Chandy e Gutman (1993) utilizaram um sistema numérico para definir as subfamílias e 

subtipos de canais para potássio baseado na homologia da sequência de aminoácidos dos 

canais. Golding et al. (2000) utlizaram esse sistema de nomenclatura para classificar os 

subtipos de canais para sódio. A nomeclatura utiliza o nome do íon que permeia o poro do 

canal (Na) junto com o principal regulador fisiológico (voltagem) indicado em subscrito 

(Nav). O primeiro número subescrito indica a subfamília do gene e o número que segue, após 

o ponto, indica o subtipo específico (e.g. Nav1.1). Existem nove isoformas distintas de canais 

para sódio identificadas em mamíferos e que exibem uma homologia da sequência de 

aminoácidos superior a 50%. Por esses critérios, todas as nove isoformas de canais para sódio 

são consideradas membros de uma única subfamília (Goldin et al., 2001). 

A distribuição dos nove subtipos de canais para sódio nos tecidos é variada. Na 

musculatura cardíaca é expressa principalmente a subunidade Nav1.5 e na musculatura 

esquelética a subunidade Nav1.4. As subunidades Nav1.8 e Nav 1.9 parecem estar restritas aos 

neurônios do gânglio da raiz dorsal da medula (Akopian et al., 1996). Em relação à 

farmacologia, as subunidades Nav 1.5, Nav 1.8 e Nav1.9 são resistentes à Tetrodotoxina (TTX), 

sendo as demais subunidades sensíveis a essa toxina (Narahashi, 1960, Waxman et al., 1999, 

Matsutomi et al., 2006). A TTX é uma ferramenta farmacológica muito utilizada em estudos 

neurofisiológicos, principalmente quando o objetivo é bloquear canais para sódio. Seu 

mecanismo de ação ocorre pelo bloqueio do filtro de seletividade do canal, bloqueando o 

influxo do íon Na+  com alta afinidade e seletividade, sem qualquer efeito em outros 

receptores ou canais iônicos (Narahashi, 2008, Catterall et al., 2005). 

Caldwell et al. (2000) descreveram que o canal Nav1.6 é o canal para sódio 

predominante em nodos de Ranvier de fibras mielinizadas do sistema nervos periférico e 

central. Em camundongos nocautes para essa subunidade é possível registrar potenciais de 

ação em axônios mielinizados do sistema nervoso periférico, sugerindo que outras isoformas 

compensam a ausência dessa subunidade, porém essa compensação parece não ocorrer de 

maneira adequada visto que esses animais morrem entre a terceira e quarta semana de vida.  

Boiko et al., 2003 estudaram a localização dos canais Nav 1.2 e Nav1.6 nas células 

ganglionares da retina. Neste estudo observou-se que os canais Nav1.2 estão agrupados nos 

segmentos iniciais do axônio (AISs) dessas células e em nodos de Ranvier, ao longo das 

fibras nervosas no inicio do desenvolvimento embrionário. Durante o desenvolvimento pós-

natal a subunidade Nav1.6 tem sua expressão aumentada (em P2 é observada em 2,6% dos 

AISs, em P9 40% e em P14 80%) enquanto a subunidade Nav1.2 se reduz, mas ainda 

permanece no AIS e nos nodos de Ranvier de animais adultos. Assim, a subunidade Nav1.2 
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persiste numa menor densidade no AIS mas, é a principal subunidade ao longo da parte não 

mielinizada do axônio, que segue ao AIS das células ganglionares adultas. Esse mesmo grupo 

de pesquisa em outro trabalho, demonstrou que a subunidade Nav 1.6 estaria segregada numa 

região mais distal do AIS, enquanto Nav 1.1 seria encontrado em uma região do AIS mais 

próxima do soma (Van Wart et al., 2007).  

A hipótese que o AIS é o sitio de geração do potencial de ação foi feita é de longa data 

conhecida na literatura. Palay et al. (1968) demonstraram por microscopia eletrônica que no 

AIS e, apenas nessa região do neurônio, os microtúbulos estão organizados em fascículos. 

Esses autores também demonstraram que abaixo da membrana plasmática do AIS existe uma 

modificação estrutural que consiste de uma camada de material granular denso. Segundo os 

autores, essa especialização poderia estar envolvida com a excitabilidade do neurônio. Mais 

recentemente, vários grupos de pesquisa têm estudado as proteínas que participam na 

organização do AIS e que, provavelmente, são a fonte de material granular denso descrita por 

Palay e colaboradores. O AIS parece funcionar como uma barreira difusional entre o 

soma/dendritos e o axônio, selecionando a passagem de determinadas substâncias para o 

próprio AIS e para partes mais distais do axônio (Winckler et al., 1999; Hedstrom et al., 2007, 

Rasband MN, 2008; Bréchet et al., 2008, Ogawa & Rasband, 2008). Zhou e colaboradores 

(1998) apontaram a anquirina-G (Ank-G) como a principal responsável pela ancoragem e 

manutenção dos canais para sódio nos subdomínios do axônio. Estudos atuais sugerem que 

essa proteína é responsável pela montagem estrutural do AIS (Hedstrom et al., 2007, Rasband, 

2008). Essa seria a primeira proteína a se acumular no AIS durante o desenvolvimento, sendo 

acompanhada pela βIV espectrina, e os canais para sódio (Jenkins & Bennett, 2001, Boiko et 

al.,2007), sendo fundamental na localização, ancoramento e recrutamento de canais voltagem 

dependentes (sódio e potássio). 

Neurônios do gânglio espiral da cóclea que formam as fibras tipo I (mielinizadas) do 

nervo auditivo exibem um corpo celular mielinizado. Nesses neurônios os canais Nav1.6 

foram localizados nos nodos de Ranvier próximos ao corpo celular e na parte distal 

amielinizada do processo periférico, dentro do órgão de Corti, no ponto onde os mesmos 

fazem sinapse com as células ciliadas internas tipo I (Houssain et al., 2005). Os neurônios do 

gânglio espiral que formam as fibras tipo II (amielinizadas), e que não exibem um soma 

mielinizado, expressam Nav1.6 nos segmentos iniciais do axônio dos processos centrais e 

periféricos e também na parte distal do processo periférico, no ponto onde os mesmos fazem 

sinapse com as células ciliadas externas. Sugerem os autores que o canal Nav1.2 está presente 

também ao longo do axônio das fibras tipo II. Os autores descrevem o canal Nav1.2 nas fibras 
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eferentes que projetam para a cóclea (e que também inervam alguns neurônios do núcleo 

coclear (Houssain et al., 2005a). 

Nos neurônios principais do núcleo medial do corpo trapezoidal (MNTB) do sistema 

auditivo, a subunidade Nav1.6 é expressa em camundongos em P7, mas não em camundongos 

em P14. Nos camundongos (P14), a subunidade Nav1.1 é expressa nesses neurônios enquanto 

Nav1.2 não foi detectada (Leão et al., 2006). Segundo esses autores, a subunidade Nav1.6 é 

expressa apenas em camundongos P14 surdos. Em outro trabalho esses autores descrevem a 

presença de canais de sódio nos dendritos das células principais do MNTB, embora não 

tenham identificado a subunidade presente nesses dendritos (Leão et al., 2008).  

No sistema auditivo, a expressão dos canais para sódio Nav1.6 foi também identificada 

no heminodo terminal do axônio das células globulares em arbusto da raiz nervosa do VCN 

que fazem a sinapse calix de Held com as células principais do MNTB (Leão et al. 2005). 

Diferentemente ao descrito acima para as células do MNTB, estes autores observaram que a 

expressão da subunidade Nav1.6 nesse heminodo terminal aumenta consideravelmente com o 

desenvolvimento dos ratos (entre P6 e P13); a subunidade Nav1.2 não foi detectada (em P6 ou 

P13). Esses autores discutem que a subunidade Nav1.6 possibilita frequências mais altas de 

disparos de potenciais de ação. De fato, Zhou & Goldin, (2004) demonstraram que a 

subunidade Nav1.6 exibe propriedades biofísicas adequadas para descarga repetitiva de alta 

frequência. 

Nas células octopus do núcleo coclear em resposta à injeção de corrente em 

experimentos de current-clamp, observa-se uma resposta transiente, ou seja, apenas um ou 

dois potenciais de ação no início do pulso despolarizante (Oertel et al., 2000; Bal & Oertel, 

2000). As células octopus do núcleo coclear apresentam um potencial de ação rápido (≈1 ms) 

e de baixa amplitude. Tal observação se refere aos registros de células octopus de 

camundongos de idade entre 15 a 18 dias (Bal & Oertel, 2000). Considerando que o início da 

audição em camundongos ocorre por volta do décimo segundo dia pós-natal, tal observação é 

referente às células octopus maduras. O potencial de ação nas células octopus é bloqueado por 

1.0 µM de TTX, o que indica ser gerado, pelo menos em grande parte, por canais para Na+ 

(Ferragano & Oertel, 2002), embora canais para Ca2+ dependentes de voltagem também 

estejam presentes nessa célula (Golding et al., 1999). Nas células T e D stellate, em resposta à 

injeção de corrente observa-se potenciais de ação repetidos (Rodrigues & Oertel, 2006), o que 

contrasta com o observado nas células octopus. Experimentos de imunomarcação de canais 

para sódio em neurônios da parte posterior do núcleo coclear ventral poderiam indicar quais 
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são as subunidades presentes nas células octopus e nas células multipolares e indicar a 

localização preferencial desses canais. 
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2- OBJETIVOS 

2.1- Objetivo geral 

Caracterizar a expressão dos canais para sódio dependentes de voltagem em neurônios 

maduros da parte posterior do núcleo coclear ventral (PVCN) do sistema auditivo. 

 

2.2- Objetivos específicos 

• Avaliar a expressão da subunidade Nav1.1, 1.2 e 1.6 nas células octopus e 

multipolares do PVCN em ratos de 30 dias; 

• Avaliar se o canal Nav1.6 está presente nos dendritos proximais e soma desses 

neurônios através da análise de colocalização com a proteína 2 associada a microtúbulos 

(MAP-2); 

• Determinar se o canal Nav1.6 está presente em terminais sinápticos do PVCN; 

• Determinar se o canal Nav1.6 está presente ao longo do AIS através da análise de 

colocalização com a proteína anquirina-G (ank-G), quantificar a extensão da marcação e se 

existe mudança aparente na expressão ao longo do AIS; 

• Determinar se o canal Nav1.6 está presente nesses neurônios no 15o e 8o dia do 

desenvolvimento pós-natal. 
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3- METODOLOGIA 

3.1- Animais utilizados  

Os procedimentos com animais e a coleta de material realizados neste estudo foram 

aprovados pelo comitê de ética no uso de animais (CEUA-UFTM) de acordo com o protocolo 

61 (vide anexo I). Foram utilizados ratos machos e fêmeas Wistar provenientes do biotério da 

Disciplina de Fisiologia da Universidade Federal do Triângulo Mineiro. Os animais eram 

mantidos em condições fixas de temperatura (24 ± 1 ºC) e luz (ciclo de doze horas) em caixas 

plásticas (40 x 34 x 17 cm) e com livre acesso à ração balanceada (Nuvilab) e água filtrada. 

As caixas eram limpas 3 vezes/semana com detergente e água e forradas com maravalha não 

autoclavada. Os animais utilizados foram mantidos junto com outros animais da ninhada até o 

seu uso. A data de nascimento dos mesmos foi sempre anotada. Todo esforço foi feito para 

reduzir ao máximo o número de animais utilizados.  

Os animais foram anestesiados com uma injeção intraperitoneal de tiopental (100 

mg/Kg) anteriormente aos procedimentos cirúrgicos descritos abaixo. A profundidade da 

anestesia foi avaliada pelo pinçamento da cauda e ausência do reflexo de retirada. Quando foi 

observado o reflexo uma dose adicional de anestésico correspondente a 30% da dose inicial 

foi suplementada. A suplementação raramente ocorreu visto que foi utilizada uma alta dose 

inicial. 

 

3.2- Preparação do tecido para imunofluorescência em lâminas 

 Ratos Wistar de 15 e 30 dias foram perfundidos transcardiacamente com uma solução 

salina (PBS) por cinco minutos da seguinte composição: 142 mM NaCl, 2,68 mM KCl, 1,47 

mM KH2PO4, 8,06 mM NaHPO4, pH 7.4, a 24 oC. Em seguida, foi feita a perfusão 

transcardíaca da solução fixadora que consistiu de: paraformaldeído a 1% (Sigma P6148) 

(peso/volume), 75 mM de lisina (L-lysine monohydrochloride; Sigma L5626) e 10 mM de 

metaperiodato de sódio (Sigma, S1878) em tampão fosfato de sódio 37 mM, sempre 

preparada à fresco e perfundida à baixa temperatura (≈ 4 oC). Em um pequeno grupo de 

experimentos essa solução consistiu de paraformaldeído a 4% (peso/volume) em PBS. A 

perfusão foi feita durante 30 minutos num fluxo aproximado de 8 mL/min. com uma bomba 

peristáltica (Incibrás BP-100). 

Após a decaptação, a calota craniana foi aberta rapidamente para obtenção do acesso à 

cavidade craniana, onde o nervo auditivo foi cuidadosamente seccionado, no ponto onde esse 

emerge do meato acústico interno do osso temporal, com auxílio de um estereomicroscópio 

(D.F. Vasconcellos M90). Em seguida, um bloco de tecido contendo o núcleo coclear foi 
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cortado, de forma parassagital, imerso em solução de sacarose 30% em PBS. Após a 

submersão do tecido (36 a 48 horas), o bloco do tecido foi acondicionado em cápsula plástica 

de remédio embebida em Tissue-Tek (Sakura Finetek, Japan) em uma cápsula de remédio e 

congelado pela imersão em metilbutano (isopentano, 99% P.A. Vetec) resfriado em nitrogênio 

líquido. O bloco congelado foi seccionado em criostato Leica (CM1850 UV), em fatias 

parassagitais de 30 ou 40 µm, montadas em lâminas tratadas com solução de poli-D-lisina 

0,1% (Sigma, P1274). Após uma hora de secagem (24° C) o experimento de imunomarcação 

foi iniciado. 

3.3- Preparação de fatias de 200 µµµµm no vibrátomo para imunofluorescência (ratos 8 

dias) 

Ratos Wistar de 8 dias foram rapidamente decapitados e a calota craniana removida. 

Sob o estereomicroscópio, o nervo auditivo foi cortado apenas de um lado e procedeu-se a 

remoção da parte do tronco encefálico contendo o núcleo coclear. Um bloco de tecido que 

possibilita seções parasagitais do núcleo coclear foi isolado. Durante essa etapa o tecido 

estava submerso em uma solução salina fisiológica gelada (4 oC) da seguinte composição 

(mM): 87 NaCl, 25 NaHCO3, 2,5 KCl, 1,25 NaH2PO4 x H2O, 7 MgCl2, 0,5 CaCl2, 25 glicose, 

75 sacarose equilibrado com 95% O2 e 5% de CO2. Após a obtenção do bloco de tecido este 

foi transferido com o auxílio de uma espátula para um vibrátomo (Vibratome 1000 Plus, 

Vibratome, EUA) onde fatias de aproximadamente 200 µm foram obtidas. As fatias foram em 

seguida fixadas overnight na solução fixadora de de PLP a 1%, descrita acima. 

3.4- Imunomarcação 

 As secções nas lâminas ou as fatias foram lavadas com PBS (três lavagens de 15 min) 

sob agitação suave (BIOMIXER TS-2000A VDRL SHAKER) e incubadas em um tampão de 

bloqueio composto por 0.3% (vol/vol) de Triton X-100, 1,5% (vol/vol) soro de cabra normal 

(Invitrogen) em PBS por 30 minutos à temperatura ambiente (24oC). Em alguns 

experimentos, durante essa etapa de bloqueio de marcação inespecífica, a porcentagem de 

Triton X-100 foi aumentada para 1,5 %. Em seguida, as secções/fatias foram incubadas por 

aproximadamente 21-24 horas, em câmara úmida a 4 oC, com tampão de bloqueio contendo 

anticorpos primários, previamente centrifugados por 10 minutos na temperatura de 4 ºC 

(Rotanta 460R-Hettich Zentrifugen):  

- Anticorpo monoclonal de camundongo contra a subunidade Nav1.1 (clone K74/71, 

Neuromab, USA). 

- - Anticorpo monoclonal de camundongo contra a subunidade Nav1.2 (clone K69/3, 

Neuromab, USA). 
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- Anticorpo policlonal de coelho anti subunidade Nav1.6 de rato (1:100) da Alomone (Israel) 

que reconhece o epítope (CIANH TGVDI HRNGD FQKNG) correspondente aos resíduos de 

aminoácido 1042-1061 localizados na alça intracelular entre os domínios II-III da proteína 

Nav1.6. A concentração do anticorpo após a reconstituição foi de 0,8 mg/ml. 

- Anticorpo policlonal de coelho que reconhece todos canais para sódio (PAN) de rato (várias 

diluições) (Millipore, AB5210); 

- Anticorpo monoclonal de camundongo contra a proteína associada a microtúbulos (1:1000 a 

1:500) (MAP-2 Millipore, MAB378); 

- Anticorpo monoclonal de camundongo anti-anquirina-G de rato (1:400, Invitrogen, 33-

8800); 

- Anticorpo monoclonal de camundongo anti-proteína de vesícula sináptica de rato (SV2, 

1:1000) Developmental Studies, Hybridoma Bank, Department of Biological Sciences 

(University of Iowa, Iowa city, EUA). 

 No dia seguinte, após a incubação com um ou dois anticorpos primários, as 

secções/fatias foram lavadas com PBS (três vezes por 15 min) e incubadas por duas horas à 

temperatura ambiente no tampão de bloqueio contendo um ou ambos dos seguintes anticorpos 

secundários fluorescentes (Invitrogen - Molecular Probes, EUA), previamente centrifugados: 

- IgG de cabra anti-coelho conjugada a Alexa 568 (1:500) (Invitrogen, A11011) 

- IgG de cabra anti-camundongo conjugada a Alexa 488 (1:500) (Invitrogen, A11001) 

O excesso de anticorpo secundário não ligado foi lavado das seções/fatias com PBS 

(três vezes de 15 min). As secções foram montadas em meio protetor contra perda de emissão 

de fluorescência (Vectashield; Vector Laboratories, CA, EUA) ou (Fluoro-gel W/ Anti Fading 

Agent, Electron Microscopy Sciences) em seguida fotografadas utilizando microscopia de 

fluorescência confocal Zeiss LSM (Universidade Federal de Uberlândia). As figuras foram 

processadas e montadas usando o software ImageJ ou Fiji-Win32 e Adobe Illustrator (Adobe 

System, EUA). O controle da imunomarcação foi feito pela omissão do anticorpo primário e 

pelo uso do peptídeo antigênico. 

3.5- Coloração pelo método de Nissl 

 Lâminas gelatinizadas foram deixadas sobre uma placa quente (40°C) por 10 minutos 

para garantir a aderência dos cortes. Depois foram colocadas dentro do copo de Coplen (cuba) 

para passar por uma bateria de soluções para desengordurar e hidratar os cortes (Xilol, álcool 

absoluto 100%, álcool 100% e clorofórmio 1:1, álcool 95% e por último álcool 70%, cada 

uma delas por 3 minutos) dentro da capela. Depois o copo de coplen, com as lâminas, foi 

deixado em gotejamento com água corrente, para depois receber a solução de violeta de 
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cresila filtrada (0, 25% em água destilada) por até dois minuto. Após a retirada da coloração, 

o copo de coplen foi deixado sobre gotejamento em água corrente por dez minutos. Fora da 

capela, as lâminas passaram rapidamente (mergulho breve) por uma bateria de soluções para a 

desidratação dos cortes (álcool 70%, álcool 95%, álcool e clorofórmio 1:1 e álcool absoluto). 

Dentro da capela novamente, as lâminas passaram por uma solução de álcool e xilol 1:1 e 

depois por xilol puro para a montagem das lâminas com lamínulas de vidro (Kinittel Glaser) e 

ENTELLAN NEW (Rapid mounting for microscopy, Electron Microscopy Sciences). As 

lâminas foram fotografadas por microscopia comum para a análise anatômica e morfológica 

das subdivisões do núcleo coclear (Leica DM 6000 - software LAS). 
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4- Resultados 

 

 

A Figura 3B apresenta secções parasagitais do núcleo coclear do tronco encefálico 

localizado na parte caudal da ponte e rostral do bulbo (junção ponto-bulbar). Essas secções 

foram coradas pelo método de Nissl e fotografadas por microscopia comum. Nessa figura, 

pode-se observar a morfologia do núcleo e das estruturas anatômicas próximas do mesmo. O 

núcleo coclear ventral (VCN) pode ser subdividido em três regiões que são a região da raiz 

nervosa (NR, nerve root), a região anterior (AVCN) e a posterior (PVCN). A figura A é de 

uma seção mais lateral e a figura B uma seção mais medial do núcleo. Tanto em A como em 

B é possível observar o domínio (ou camada) das células granulares (GL) que divide o VCN 

do DCN e também recobre parte do AVCN e do PVCN. O cerebelo aparece na parte inferior 

dessas figuras, com a camada periférica (molecular) que apresenta poucos corpos celulares e 

uma camada mais profunda, notavelmente corada pelo método de Nissl, que representa a 

camada de células granulares. Pode ser também observado o plexo coróide do quarto 

ventrículo que está envolvido com a produção do líquido cefalorraquidiano. Nas figuras 

seguintes, serão ilustrados os resultados da imunofluorescência em cortes parassagitais do 

PVCN. 

 A figura 4 apresenta o resultado da marcação para MAP-2 em neurônios do PVCN 

que, além de ser observada nos dendritos, é também observada no soma desses neurônios. A 

morfologia dendrítica pode ser usada para a diferenciação dos neurônios do núcleo coclear, 

incluindo aqueles que são observados no PVCN (Osen, 1969). Dessa forma, no PVCN pode 

ser definida uma área mais ventral que contém principalmente neurônios chamados de 

multipolares. Na figura 4A, parte dessa área, que será chamada de área das células 

multipolares, está delimitada pela linha pontilhada e mostrada em maior resolução em 4B. Os 

neurônios multipolares apresentam um corpo celular mais ovóide e dendritos que projetam de 

diferentes partes do soma como pode ser observado em C (magnificação da área delimitada 

em 4B). No PVCN pode ser também definida uma região mais dorsal, indicada pelo retângulo 

de linha pontilhada em A e mostrada em maior resolução em D, e que contém as células 

octopus. Essas células apresentam um corpo celular mais alongado e que apresentam 

dendritos calibrosos e longos que emergem de um lado do soma, como pode ser observado na 

Figura 4E (magnificação da área delimitada em 4D).  
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Figura 3- Cortes parassagitais do núcleo coclear corado pelo método de Nissl. (A) Seção 

parassagital mais lateral mostra a subdivisão do núcleo coclear em parte dorsal (DCN), 

ântero-ventral (AVCN) e póstero-ventral (PVCN), assim como as estruturas anatômicas que o 

envolve: cerebelo (CE), plexo coróide (CP) e o pedúnculo cerebelar inferior ou corpo 

restiforme (RB). A raiz nervosa (NR) representa a porção coclear do nervo vestíbulo-coclear 

seccionada durante a cirurgia de dissecção do tronco. GL representa a camada das células 

granulares presente no AVCN, PVCN e formando uma camada que divide o VCN do DCN. 

 

Cortes parassagitais de 30 µm no criostato em 05/08/10, lâminas 1 e 3, animal de 30 dias. Coloração: 

05/08/10. Documentação: 03/09/10, microscopia comum (Leica DM 6000). Tecido fixado em PFA 4% 

em PBS. 
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Figura 4- Morfologia e localização das células multipolares e octopus da região póstero-

ventral do núcleo coclear (PVCN).  A, Visão panorâmica da marcação para a proteína 2 

associada a microtúbulos (MAP-2) em uma área de uma secção parassagital do núcleo coclear 

que inclui tanto o PVCN como a raiz nervosa (NR). B, representa a área delimitada por linha 

pontilhada em A. C, área correspondente aquela delimitada em B. D, Magnificação da área 

delimitada por linha contínua em A. E, área correspondente aquela delimitada em D. 

Lâmina 4 do experimento do dia 26/05/2011 (rato de 30 dias e perfusão com PLP) e 

aquisição no dia 10/06/11 (UFU). 
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A descrição dos resultados da expressão do canal de sódio Nav1.6 se inicia pelos 

resultados obtidos na área das células octopus em ratos de 30 dias e segue com os resultados 

em animais de 15 e 8 dias. Na sequência, serão apresentados os resultados da área das células 

multipolares nas mesmas idades. 

 A figura 5 apresenta o resultado da análise da expressão do canal Nav1.6 na parte 

dorsal do PVCN em um rato de 30 dias. A marcação anti-Map-2 na figura 5A permite a 

observação de neurônios de corpos celulares alongados e dendritos calibrosos e extensos que 

são característicos das células octopus. Na figura 5B a marcação anti-Nav1.6 pode ser 

observada no soma desses neurônios e em estruturas longas e finas próximas ao soma (setas) 

que provavelmente se tratam de segmentos iniciais do axônio (AISs). Nodos de Ranvier 

aparecem marcados intensamente pelo anticorpo anti-Nav1.6 (marcação puntiforme). A figura 

5C mostra que a marcação anti-Map-2 (verde) e anti-Nav1.6 (vermelha) colocaliza nos corpos 

celulares das células octopus (coloração amarela) mas, não nos dendritos que aparecem 

apenas marcados em verde. No painel inferior (D, E e F) a área delimitada em A (linhas 

pontilhadas) é mostrada em maior magnificação. Em D pode ser observado os dendritos 

calibrosos das células octopus. Em E as setas indicam prováveis AISs e também os 

respectivos corpos celulares dos quais tais AISs são derivados evidenciados durante a análise 

de múltiplas secções confocais no eixo Z. Em F, pode ser observado que a marcação anti-

Nav1.6 não está presente nos dendritos. A maior resolução também permite observar que os 

nodos de Ranvier são marcados apenas pelo anticorpo anti-Nav1.6. 

 A análise da imunofluorescência anti-Nav1.6 na área das células octopus do PVCN, 

avaliada em outro rato de 30 dias é apresentada na figura 6. A marcação anti-Map-2 (A, B e 

C) ilustra a morfologia típica das células octopus. Seus longos dendritos e a geometria do 

soma, aliado a uma localização neuroanatômica específica permite a identificação dessas 

células. Nos painéis centrais (D, E e F) a marcação anti-Nav1.6 é evidente nas mesmas 

estruturas longas mostradas na figura 3 que, como descrito, supõe-se tratar dos AISs. A 

sobreposição da marcação (G, H e I) permite verificar que os canais Nav1.6 não estão 

expressos nos dentritos (marcados pelo anti-Map-2) mas, estão presentes no soma e nos AISs 

neuronais e nodos de Ranvier de fibras mielizadas que passam pelo PVCN (provavelmente se 

tratam dos ramos descendentes das fibras auditivas em projeção para o PVCN e DCN). A 

análise da intensidade de fluorescência anti-Nav1.6 ao longo dos AIS é indicada pela seta em 

D, E e F, é mostrada nos gráficos em J, L e M. Nota-se um aumento da intensidade de 

fluorescência anti-Nav1.6 ao longo do AIS, sugerindo que a densidade desse canal de sódio é 

maior na parte final do AIS. 
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Figura 5- Expressão de canais para sódio do subtipo Nav1.6 nas células octopus do 

núcleo coclear póstero-ventral (PVCN) em um rato de 30 dias. Projeção do tipo máxima 

intensidade de fluorescência de secções confocais no eixo Z da marcação para Map-2 (Alexa 

488,) em A e para Nav1.6 (B) em células octopus do PVCN em um corte parassagital. C, 

Sobreposição da marcação anti-MAP-2 e anti-Nav1.6. A área delimitada em A pela linha 

pontilhada é apresentada em maior magnificação em D, E e F. 

Lâmina 4 do experimento do dia 26/05/2011 (rato de 30 dias e perfusão com PLP) e aquisição no dia 

10/06/11 (UFU). Tecido fixado em PLP 1% (Paraformaldeído, lisina e periodato). 
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Figura 6- Expressão de canais para sódio do subtipo Nav1.6 nas células octopus da 

região póstero-ventral do núcleo coclear (PVCN) em um rato de 30 dias. Projeção do tipo 

máxima intensidade de fluorescência de secções confocais no eixo Z da marcação para Map-2 

(Alexa 488,) em A, B e C e para Nav1.6 em D, E e F (Alexa 568) em células octopus do 

PVCN em um corte parassagital. G, H e I mostram a sobreposição da marcação anti-MAP-2 e 

anti-Nav1.6. J, L e M apresentam a relação entre as intensidades de fluorescência para Nav1.6, 

normalizada pela máxima fluorescência, versus a distância ao longo do AIS. 

Cortes de 40 µm no criostato no dia: 26/05/2011 Lâmina 3 corte 2. Documentação: 

10/06/2011 (A e C) e 06/06/11 (B). Tecido fixado em PLP 1% (Paraformaldeído, lisina e 

periodato). 
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 Experimentos de marcação para o Nav1.6 foram também realizados em ratos de 15 

dias e o resultado da marcação é ilustrado pela figura 7. De modo semelhante ao observado 

em ratos de 30 dias, a marcação para o Nav1.6 esta expressa em prováveis AISs das células 

octopus (Fig 7 B e E). Uma marcação puntiforme sugere a marcação de nodos de Ranvier. A 

análise da colocalização com a marcação anti-MAP-2 (Fig 7 C e F) indica que o canal não 

está presente nos dendritos.  

A figura 8 ilustra o resultado de experimentos da marcação para a proteína anquirina-

G e anti-Nav1.6 em um rato de 15 dias. Essa proteína tem sido usada como um marcador do 

segmento inicial do axônio (AIS) (Bréchet et al., 2008; Hedstrom et al., 2007). Como pode ser 

observado na figura 8 A, D e G a marcação anti-ank-G se restringe a segmentos de fibras 

nervosas de passagem (possivelmente ramos descendentes das fibras auditivas). Praticamente 

não é observada a marcação somática e nos dendritos, de forma que a identificação do tipo 

celular marcado torna-se difícil. Assim, é mais apropriado apenas indicar a área em estudo 

que, na figura 6 é o PVCN. Na figura 6 B, E e H é apresentada a marcação anti-Nav1.6 na 

mesma área. Em ratos de 15 dias, do mesmo modo como em ratos de 30 dias, também se 

observa segmentos intensamente marcados para esse canal (setas). Como pode ser visto na 

figura 8 C, F e I a análise da colocalização da marcação anti-ank-G e anti-Nav1.6 mostra que 

os segmentos indicados por setas apresentam-se marcados para ank-G, sugerindo que se 

tratam dos AISs de neurônios do PVCN. A marcação puntiforme anti-Nav1.6 (B, E e H) 

provavelmente oriunda de nodos de Ranvier não colocaliza com a marcação anti-ank-G, como 

pode ser observado na figura 8 C, F e I. Experimentos em animais de 30 dias, demonstraram 

um padrão de colocalização similar ao observado em animais de 15 dias (resultados não 

apresentados). 

A figura 9 ilustra a marcação anti-Nav1.6 e anti-ank-G em um rato de 8 dias. Esse 

experimento foi feito em cortes a fresco de 200 µm preparados no vibrátomo e fixados 

posteriormente ao corte. Do mesmo modo que em animais de 30 e 15 dias, neurônios do 

PVCN apresentam AISs marcados pelo anticorpo anti-Nav1.6 (Fig 7 B e E, setas). A análise 

da colocalização com a marcação anti-ank-G (Fig. C e F) revela que tais segmentos que 

expressam Nav1.6 apresentam-se marcados para ank-G, indicando que se tratam realmente de 

AISs (setas). 
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Figura 7- Expressão de canais para sódio do subtipo Nav1.6 nas células octopus da 

região póstero-ventral do núcleo coclear (PVCN) em um rato de 15 dias. Projeção do tipo 

máxima intensidade de fluorescência de secções confocais no eixo Z da marcação para Map-2 

(Alexa 488,) em A e D e para Nav1.6 em B e E (Alexa 568) em células octopus do PVCN de 

um corte parassagital. C e F mostra a sobreposição da marcação anti-MAP-2 e anti-Nav1.6. 

Cortes de 40 µm no criostato no dia:26/05/2011 Lâmina 2 corte1 Documentação: 03/06/2011 (A, B e 

C). 

Cortes de 40 µm no criostato no dia:22/11/2010 Lâmina 2 corte1 Documentação: 26/11/2010 (D, E e 

F). 

Tecido fixado em PLP 1% (Paraformaldeído, lisina e periodato). 
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Figura 8- Colocalização de Anquirina-G e o canal Nav1.6 no segmento inicial do axônio 

(AIS) de neurônios do PVCN de ratos de 15 dias. Padrão de marcação para anquirina-G na 

região do PVCN mostrando os ramos descendentes das fibras auditivas intensamente 

marcados (A, D e G) e para Nav 1.6 (B, E e H). C, F e I ilustra a sobreposição das duas 

marcações e a colocalização da expressão de anquirina-G e Nav1.6 nos AISs (indicados pelas 

setas). 

Cortes de 20 µm no criostato no dia: 22/11/2010 Lâmina 3 corte único. Documentação: 26/11/2010 

Tecido fixado em PLP 1% (Paraformaldeído, lisina e periodato). 
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Figura 9- Colocalização de Anquirina-G e o canal Nav1.6 em segmentos iniciais de 

axônios (AISs) de neurônios do PVCN de ratos de 8 dias. A e D, Marcação anti-anquirina-

G no PVCN observada principalmente nos ramos descendentes das fibras auditivas. B e E, 

Marcação anti-Nav1.6 em AISs (setas) e nodos de Ranvier (marcação puntiforme). C e F, 

Sobreposição das imagens que mostra a colocalização da marcação anti-anquirina-G e anti-

Nav1.6 nos AISs (setas). 

Cortes parassagitais de 200 µm (vibrátomo) de rato de 8 dias de 16/12/2010 Corte 1; Documentação: 

29/12/2010. 
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A figura 10 apresenta o resultado da análise da extensão da marcação anti-Nav1.6 ao 

longo dos AISs das células octopus do PVCN. Os painéis A, B e C indicam como essas 

medidas foram feitas. A delimitação da área somática das células octopus foi realizada 

utilizando a marcação anti-MAP-2 (A). A extensão da marcação anti-Nav1.6 foi documentada 

em imagens adquiridas apenas no canal que detectou tal marcação (B). A sobreposição das 

duas marcações (C) possibilitou determinar o início do AIS (barra vertical à direita em B). O 

término do AIS, indicado pela barra vertical à esquerda (B) foi estabelecido pelo término da 

marcação anti-Nav1.6. A análise descrita acima foi realizada em sete células octopus 

claramente identificadas morfologicamente e cujos AIS apresentavam bem marcados e 

podiam ser correlacionados a corpos celulares específicos. Os resultados indicaram uma área 

somática média de 499 ± 9 µm2 e uma extensão da marcação anti-Nav1.6 média de 38,1 ± 2,6 

µm. 

Os cortes parassagitais do tronco encefálico utilizados nos experimentos de 

imunomarcação, continham além do núcleo coclear, uma grande extensão do cerebelo. A 

expressão do canal Nav1.6 nas células de Purkinje foi demonstrada em experimentos 

eletrofisiológicos (Khaliq et al., 2003) e de imunohistoquímica (Jenkins et al., 2001). Desse 

modo, utilizamos a marcação anti-Nav1.6 nessas células como controle positivo endógeno das 

reações de imunofluorescência. A figura 11A e D ilustra o padrão de marcação anti-MAP-2 

nas células de Purkinje. Os dendritos da célula de Purkinje, exibindo uma proeminente 

marcação anti-MAP-2, projetam para a camada molecular (ML) e o axônio dessa célula para a 

camada granular (GL). Em B e E é apresentado a marcação anti-Nav1.6 que se mostrou 

bastante evidente nos AISs (setas) e, em menor extensão, também no soma dessas células. As 

sobreposições das imagens A e B (C) e D e E (F) indicam que as marcações colacalizam 

apenas no soma dessas células, enquanto os dendritos são marcados apenas pelo anticorpo 

anti-MAP-2 e os AISs apenas pelo anti-Nav1.6. Esse padrão de marcação é coincidente com o 

descrito na literatura. Em nossos resultados, tanto em animais de 30 (P30, em A B e C) como 

de 15 dias (P15 em D, E e F) foi encontrado o mesmo padrão de marcação para ambos 

anticorpos. Do mesmo modo como ilustrado nas figuras 8 e 9 para os neurônios do PVCN, as 

células de Purkinje também exibem uma marcação intensa para anquirina-G no AIS (Figura 

12 A) e, que também colocaliza com a marcação anti-Nav1.6 (Fig. 12 B e C). Na emergência 

dendrítica também foi observada uma marcação anti-anquirina-G (setas em 12A) mas, que 

não será discutido no presente trabalho. 
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Figura 10- Análise da extensão da marcação anti-Nav1.6 ao longo dos segmentos iniciais 

de axônios (AISs) das células octopus do PVCN. A, Uma única seção confocal no eixo z da 

marcação anti-Map-2 em células octopus do PVCN. Sobreposição do tipo máxima 

intensidade de fluorescência de 4 seções confocais consecutivas no eixo z da marcação anti-

Nav 1.6 no AIS de uma célula octopus. As barras verticais indicam o início do AIS (direita) e 

término do AIS (esquerda). C, sobreposição das imagens A e B. D, gráfico que demonstra a 

relação entre a extensão da marcação anti-Nav1.6 no AIS e a área somática das células 

octopus (círculos vazios, n=7). A média da extensão da marcação anti-Nav1.6 no AIS foi de 

38,1 ± 2,6 µm e a média da área somática foi de 499 ± 9 µm2 (círculo cheio). 
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Figura 11- Expressão do canal Nav1.6 nas células de Purkinje do cerebelo em ratos de 15 

dias. A e D, projeção do tipo máxima intensidade de fluorescência de seções confocais no 

eixo z de cortes parassagitais marcados com anticorpo anti-MAP-2. Em D as diferentes 

camadas do córtex cerebelar são indicadas (GL, camada das células granulares; PL, camada 

das células de Purkinje; ML, camada molecular. B e B, máxima intensidade de fluorescência 

de múltiplas seções confocais no eixo z da marcação anti-Nav1.6. As setas indicam os AISs 

das células de Purkinje. C e F, Sobreposição das imagens A e B e D e F, respectivamente, 

indicando uma localização restrita da marcação anti-Nav1.6 nos AIS das células de Purkinje. 

Cortes parassagitais de 40 µm (criostato) de: A, B e C: 26/05/2011 (rato de 30 dias) Lâmina 3 corte 

1, Documentação: 10/06/201; D, E e F: 19/11/2010  (15 dias) Lâmina 3 corte único. Documentação: 

03/12/2010. Tecido fixado em PLP 1% (Paraformaldeído, lisina e periodato). 
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Figura 12- Colocalização do canal Nav1.6 e anquirina-G nas células de Purkinje. A, 

Projeção de múltiplas seções confocais no eixo Z da marcação anti-anquirina-G. B, Projeção 

de múltiplas seções confocais no eixo Z (mesmas que em A) da marcação anti-Nav1.6. As 

setas indicam segmentos inicials de axônios (AISs) das células de purkinje marcados pelo 

anticorpo anti-anquirina-G (A) e anti-Nav1.6 (B). C, Sobreposição das imagens A e B que 

ilustra a colocalização de ambas marcações no AISs. 

Cortes de 20 µm no criostato no dia: 22/11/2010 lâmina 3 corte único. Documentação: 19/08/2011 

Tecido fixado em PLP 1% (Paraformaldeído, lisina e periodato). 
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 A Figura 13 ilustra o resultado de experimentos feitos com o intuito de verificar a 

especificidade da reação de imunofluorescência do anticorpo anti-Nav1.6. Experimentos nos 

quais o anticorpo foi omitido durante a etapa de incubação com o anticorpo primário, mas 

preservando o anticorpo secundário, deixaram de apresentar a imunomarcação anti-Nav1.6 

característica tanto em neurônios do PVCN quanto em células de Purkinje do cerebelo 

(resultados não apresentados). Além disso, foram feitos experimentos nos quais o anticorpo 

anti-Nav1.6 foi pré-incubado com excesso de peptídeo antigênico previamente à sua aplicação 

no corte durante a etapa de incubação (Figura 13). Em secções adjacentes montadas na mesma 

lâmina, o anticorpo anti-Nav1.6 exibiu seu padrão característico de marcação coincidente com 

nossos resultados e aos descritos na literatura (Figura 13 B), entretanto sua marcação foi 

abolida quando pré-incubado com o peptídeo imunogênico fornecido pelo fabricante (Figura 

13D). 

 A figura 14 apresenta a análise da expressão de canais para sódio do subtipo Nav1.6 

em prováveis células multipolares do núcleo coclear póstero-ventral (PVCN) em cortes 

parassagitais de um rato de 30 dias. As células denominadas multipolares formam um grupo 

celular heterogêneo em termos de tamanho do corpo celular, projeção axonal e principal 

neurotransmissor utilizado mas, que possuem dendritos que emergem de diferentes pólos do 

soma (Olsen, 1969; Oertel et al., 1990; Doucet e Ryugo, 1997). A parte ventral do PVCN é 

definida como área das células multipolares (Olsen, 1969). A marcação anti-Map-2 (A, D e 

G) ilustra a morfologia de prováveis células multipolares, observadas na parte ventral do 

PVCN. B, E e H pode ser observado a expressão do canal Nav1.6 nesses neurônios, presente 

nos AISs (setas), corpos celulares e nodos de Ranvier dos ramos descendentes das fibras 

auditivas (marcação puntiforme). Em C, F e I observamos a sobreposição das imagens. O 

anticorpo anti-Nav1.6 não marca os dentritos (marcados apenas pelo anti-Map-2) mas, a 

colocalização é observada no soma desses neurônios.  

A figura 15 apresenta o resultado da análise da extensão da marcação anti-Nav1.6 ao 

longo dos AIS das células do PVCN ventral definidas como multipolares. Os painéis A, B e C 

ilustram como essas medidas foram feitas. A delimitação da área somática das células 

multipolares foi realizada utilizando a marcação anti-map-2 (A). A extensão da marcação 

anti-Nav1.6 foi analizada em imagens adquiridas apenas onde o canal fora detectado em (B). 

A sobreposição das duas marcações (C) possibilita determinar o início e término do AIS 

(barras horizontais em B). Os resultados indicaram uma área somática média de 271 ± 11 µm2 

e uma extensão da marcação anti-Nav1.6 média no AIS de 16,3 ± 2,5 µm. 
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Figura 13- Bloqueio da reação de imunofluorescência para Nav1.6 pela pré-incubação do 

anticorpo com o peptídeo antigênico em secções parassagitais adjacentes do cerebelo. 

Projeções do tipo máxima intensidade de fluorescência de seções confocais no eixo z de 

cortes marcados com anticorpo anti-MAP-2 (A e C) ou anti-Nav1.6 (B). As setas em B 

indicam segmentos inicials de axônios (AISs) das células de purkinje marcados pelo anti-

Nav1.6. C, Projeção do tipo máxima intensidade de fluorescência de seções confocais no eixo 

z (mesmo número que em C) onde o anticorpo anti-Nav1.6 foi pré-incubado com excesso de 

peptídeo antigênico previamente à sua aplicação no corte durante a etapa de incubação.  

Cortes de 40 µm no criostato no dia: 25/07/2011 lâmina 5 corte 1. documentação: 19/08/2011 

Tecido fixado em PLP 1% (Paraformaldeído, lisina e periodato). 

 

 



  42 

 

 

Figura 14- Expressão do canal para sódio Nav1.6 em prováveis células multipolares do 

núcleo coclear póstero-ventral (PVCN) em cortes parassagitais em um rato de 30 dias. 

Projeção do tipo máxima intensidade de fluorescência de secções confocais no eixo Z da 

marcação anti-Map-2 (A, D e G) e anti-Nav1.6 (B, E e H). Nos painéis centrais, as setas 

indicam segmentos iniciais de axônios intensamente marcados pelo anticorpo anti-Nav1.6. A 

marcação pode ser também observada em nodos de Ranvier (puntiforme) e no soma. C, F e I a 

Sobreposição da marcação anti-MAP-2 e anti-Nav1.6 que indica uma colocalização apenas no 

soma. Dendritos aparecem marcados apenas pelo anti-Map-2. 

(A à F) Cortes de 40 µm no criostato no dia: 25/07/2011 lâmina 5 corte 2 documentação: 19/08/2011. 

(G à I) Cortes de 40 µm no criostato no dia: 25/07/2011 lâmina 4 corte 2 documentação: 19/08/2011. 

Tecido fixado em PLP 1% (Paraformaldeído, lisina e periodato). 
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Figura 15- Análise da extensão da marcação anti-Nav1.6 ao longo dos segmentos iniciais 

de axônios (AISs) de prováveis células multipolares do PVCN. Sobreposição do tipo 

máxima intensidade de fluorescência de 3 seções confocais no eixo z da marcação anti-Map-2 

(A) ou anti-Nav1.6 (B) em uma única célula do PVCN. As barras horizontais em B indicam o 

início do AIS e término do AIS. C, sobreposição das imagens A e B. D, relação entre a 

extensão da marcação anti-Nav1.6 no AIS e a área somática de diferentes células multipolares 

(círculos vazios, n=7). A média da extensão da marcação anti-Nav1.6 no AIS foi de 16,3 ± 2,5 

µm e da área somática de 271 ± 11 µm2 (círculo cheio). 

Cortes de 40 µm no criostato no dia: 25/07/2011 lâmina 5 corte 2 documentação: 19/08/2011. 
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A figura 16 ilustra o resultado dos experimentos de dupla-marcação utilizando o 

anticorpo contra proteína 2 de vesículas sinápticas (SV2; synaptic vesicle protein 2) e anti-Nav 

1.6. Terminais sinápticos foram observados em todo o soma dos neurônios do PVCN (A) de 

um rato de 30 dias. Em B (menor) e em D (maior magnificação) pode ser observado uma 

marcação somática anti-Nav1.6 e também nos AISs (setas). A sobreposição das imagens (C e 

E) demonstra que nesses terminais sinápticos (verde) não é observado a expressão do canal 

para sódio Nav1.6 (vermelho) visto que não ocorre a colocalização das duas marcações. 

Experimentos essencialmente idênticos foram feitos em ratos de 15 dias. A figura 17A 

mostra, numa visão panorâmica, o resultado da marcação anti-SV2. Em praticamente todos os 

neurônios do PVCN foram observados terminais sinápticos somáticos. A área delimitada na 

figura 17 A demarca o local no qual foram registradas as células mostradas em BCD e em 

EFG.  

A figura B e E apresenta a marcação anti-SV2 de subtipos celulares do PVCN, onde a 

marcação do anticorpo pode ser observada em torno do corpo celular. As Figuras em C e F 

apresentam a marcação do canal para sódio que pode ser vista no soma e nos AIS dos subtipos 

celulares. Em D e G apreciamos a sobreposição das imagens, onde não há expressão de Nav 

1.6 nos terminais sinápticos de animais de 15 dias.  

A figura 18 apresenta em (A) uma vista panorâmica de um corte parasagital do núcleo 

coclear onde podemos ver o retangulo ao centro delimitando a região do PVCN. As figuras a 

seguir B e C apresentam a marcação da proteína de terminais sinápticos synaptic vesicle 2 

(SV2) que contorna todo o corpo celular de 2 subtipos neuronais do PVCN. Em D e E 

apreciamos o canal para sódio expresso fracamente no soma celular e altamente concentrado 

nos AIS (Já presente em animais de 8 dias) dos subtipos célulares. Em F e G foi feita a 

sobreposição das imagens, onde é possível observar que não há expressão de Nav 1.6 nos 

terminais sinápticos, de animais de 8 dias.  
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Figura 16- Ausência da expressão do canal Nav1.6 em terminais que fazem sinapse com 

neurônios do PVCN (área das células multipolares, rato de 30 dias). Projeção do tipo 

máxima intensidade de múltiplas seções confocais no eixo Z de um corte parassagital do 

PVCN, marcado com anticorpo anti-SV2 (A) e anti-Nav1.6 (B). Em B (menor) e em D (maior 

magnificação) pode ser observada a marcação para Nav 1.6 nos corpos celulares, nodos de 

Ranvier (marcação puntiforme) e em segmentos iniciais do axônios (setas). A sobreposição 

das imagens ilustra a ausência da expressão de Nav1.6 nos terminais sinápticos do PVCN, que 

pode ser observada em menor (C) ou maior magnificação (E). 

Cortes de 40 µm no criostato no dia: 07/02/2011 Lâmina 4 corte 1. Documentação: 15/02/2011 

Tecido fixado em PLP 1% (Paraformaldeído, lisina e periodato). 
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Figura 17- Ausência da expressão do canal Nav1.6 em terminais que fazem sinapse com 

neurônios do PVCN (área das células multipolares, corte parassagital, rato de 15 dias). 

A, Visão panorâmica da marcação anti-SV-2 no PVCN. As áreas mostradas em BCD e EFG 

estão delimitadas pelo retângulo em A. Projeção do tipo máxima intensidade de fluorescência 

de múltiplas seções confocais no eixo Z da marcação anti-SV2 (B e E) e anti-Nav1.6 (C e F). 

Em C e F pode ser observada a marcação anti-Nav1.6 nos corpos celulares, nodos de Ranvier 

(marcação puntiforme) e em segmentos iniciais do axônios (setas). A sobreposição das 

imagens ilustra a ausência da expressão de Nav1.6 nos terminais sinápticos do PVCN (D e G). 

Cortes de 40 µm no criostato no dia: 14/02/2011 Lâmina 4 corte 1. Documentação: 16/02/2011 

Tecido fixado em PLP 1% (Paraformaldeído, lisina e periodato). 
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Figura 18- Ausência da expressão do canal Nav1.6 em terminais que fazem sinapse com 

neurônios do PVCN (área das células multipolares, corte parassagital, rato de 8 dias). A, 

Visão panorâmica da marcação anti-SV-2 no PVCN. As células mostradas em BDF e CEG 

em maior magnificação estão compreendidas na área delimitada pelo retângulo em A. 

Projeção do tipo máxima intensidade de fluorescência de múltiplas seções confocais no eixo Z 

da marcação anti-SV2 (B e C) e anti-Nav1.6 (D e E). Em D e E pode ser observada a 

marcação anti-Nav1.6 nos corpos celulares, nodos de Ranvier (marcação puntiforme) e em 

segmentos iniciais do axônios (setas). A sobreposição das imagens ilustra a ausência da 

expressão de Nav1.6 nos terminais sinápticos do PVCN (D e G). 

Cortes de 40 µm no criostato no dia: 16/03/2011 Lâmina 4 corte 1. Documentação: 25/03/2011 

Tecido fixado em PLP 1% (Paraformaldeído, lisina e periodato). 
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A subunidade Nav1.2 foi detectada em axônios amielinizados que projetam para a 

cóclea mas, não foi observada no corpo celular, no segmento inicial do axônio ou no axônio 

dos neurônios tipo I (fibras mielinizadas) (Houssain et al., 2005). Nos neurônios do núcleo 

magnocelular de aves, estrutura análoga ao AVCN de mamíferos, a subunidade Nav1.2 

também não foi detectada (Kuba et al., 2010). No MNTB de camundongos a subunidade 

Nav1.2 também não foi expressa (Leão et al., 2006; Leão et al., 2005). Entretanto, em 

diferentes neurônios do sistema nervoso central, incluindo o cerebelo, essa subunidade está 

presente e desempenha papel fundamental na geração do potencial de ação (Schaller et al., 

2003). Os resultados obtidos no presente trabalho quanto a expressão da subunidade Nav1.2 

estão ilustrados pela figura 19 e 20. A figura 19 (A) indica a expressão do canal no corpo 

celular de neurônios do PVCN ventral (área das células multipolares) e uma fraca expressão 

do mesmo ao longo do AIS que pode ser observado em maior magnificação na figura 19B. 

Fibras finas amielinizadas também aparecem marcadas. O painel em C apresenta o controle 

positivo endógeno da reação de imunofluorescência para o Nav1.2 pela sua demonstração nas 

fibras paralelas que emergem das células granulares do cerebelo, conforme descrito na 

literatura (Schaller et al., 2003).  

O núcleo coclear dorsal (DCN) é descrito como uma estrutura análoga ao cerebelo 

tanto em aspectos anatômicos como fisiológicos (Oertel & Young, 2004). A figura 20 A 

mostra que, à semelhança ao que foi observado na camada molecular do cerebelo (20 C), a 

camada molecular do DCN, que também apresenta uma marcação anti-Nav1.2. Essa marcação 

parece derivar dos axônios das células granulares. Neurônios do PVCN dorsal, na área das 

células octopus, apresentaram uma marcação somática para o Nav1.2 (Figura 20 B e C). 

Experimentos de imunofluorescência foram também realizados com um anticorpo 

monoclonal específico para a subunidade Nav1.1 (Neuromab). Os resultados sugerem uma 

ausência da expressão dessa subunidade (resultados não apresentados) no núcleo coclear. 

Experimentos utilizando um anticorpo policlonal Pan que reconhece todas as subunidades 

formadoras de canais para sódio (Millipore) não foram efetivos em marcar canais para sódio 

como seria esperado frente aos resultados encontrados com o anti-Nav1.6. A figura 21 ilustra 

o melhor resultado obtido com esse anticorpo. Em A observa-se uma marcação em alguns 

AIS (setas) e nodos de Ranvier na região do PVCN. Em maior magnificação (B) nota-se 

também a marcação ao longo de prováveis axônios amielinizados. 
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Figura 19- Marcação do anticorpo anti-Nav 1.2 no PVCN de ratos de 30 dias. A, 

microscopia de fluorescência comum mostrando uma visão panorâmica da marcação anti-

Nav1.2 no PVCN próximo à raiz nervosa e no local onde ocorre a bifurcação das fibras 

auditivas. Em (B) podemos observar a marcação somática do anti Nav 1.2 em neurônios do 

PVCN. C, Marcação anti-Nav1.2 no cerebelo em prováveis axônios das células granulares (gl) 

projetando para a camada molecular (ml) usado como controle positivo endógeno da reação. 

Cortes parassagitais de 30 µm de rato de 30 dias no criostato no dia:12/05/2010 corte 1; 

documentação: 

Tecido fixado em PFA 4 % (Paraformaldeído). 
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Figura 20- Expressão do canal Nav1.2 em neurônios do PVCN do núcleo coclear de ratos 

de 15 dias. A, Fotografia panorâmica que ilustra a marcação para o Nav1.2 tanto na região do 

PVCN quanto no DCN (setas). Nessa figura o quadrado delimita uma área que é mostrada em 

maior magnificação em B que, também apresenta um quadrado que delimita uma área exibida 

em maior magnificação em C. Em C observa-se prováveis células octopus marcadas pelo anti-

Nav1.2 (expressão somática). 

Cortes parassagitais de 40 µm no criostato no dia 22/11/2010 Lâmina 2; Documentação: 23/12/2010. 

Tecido fixado em PFA 4 % (Paraformaldeído). 
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Figura 21- Análise da expressão de canais para sódio no PVCN utilizando um anticorpo 

que reconhece diferentes subunidades formadoras de canais para sódio (PAN). A, alguns 

AISs e diversos nodos de Ranvier do PVCN marcados pelo anticorpo anti-PAN. B, em maior 

magnificação também se observa no PVCN axônios amielinizados marcados pelo anticorpo. 

Cortes parassagitais de 40 µm no criostato no dia 27/09/2010 Lâmina 2; Documentação: 29/11/2010. 

Tecido fixado em PFA 4 % (Paraformaldeído). 
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5- Discussão 

Os canais para sódio voltagem dependentes iniciam a fase de despolarização do 

potencial de ação na maioria das células excitáveis bem como participam, em alguns 

neurônios, de respostas subliminares que podem levar ao início do potencial de ação. Existem 

nove subunidades de canais para sódio identificadas em mamíferos (Goldin et al., 2000) e 

destas, três são encontradas predominantemente no sistema nervoso central (Nav1.1, 1.2 e 1.6) 

(Gong et al., 1999). Em nosso trabalho, essas três subunidades foram estudadas através de 

experimentos de imunofluorescência em neurônios do núcleo coclear do sistema auditivo. 

Esse núcleo pode ser subdividido em 4 regiões anatômicas (região da raiz nervosa, região 

anteroventral (AVCN), região posteroventral (PVCN) e região dorsal (DCN). O presente 

trabalho teve como foco o estudo desses canais nas células do PVCN, mais especificamente 

nas células octopus e multipolares. 

Golding et al. (1995) utilizando registros eletrofisiológicos na presença de 

Tetrodotoxina (TTX), demonstraram a sensibilidade da corrente de sódio das células octopus 

do PVCN a esse bloqueador, o que traz a sugestão que os mesmos sejam compostos pelas 

subunidades Nav 1.1, Nav 1.2 ou Nav 1.6, baseado nas evidências que essas são as principais 

subunidades presentes no SNC (Gong et al., 1999) e as que apresentam sensibilidade a essa 

toxina (Blair e Bean, 2002). Nas células multipolares do PVCN, a corrente de sódio também é 

sensível à TTX (Rodrigues et al., 2006).  

Nas células octopus, nossos dados sugerem que a subunidade Nav1.6 é a principal 

subunidade presente e que se encontra localizada no segmento inicial do axônio (AIS) (Figura 

5). Nessas células, cuja área de silhueta somática foi de 499 µm2, a extensão média da 

marcação anti-Nav1.6 no AIS foi de 38 µm e a intensidade aumenta com a distância ao longo 

do AIS (Figura 6). A maior densidade de canais Nav1.6 num sítio relativamente distante do 

soma pode ser responsável pelo potencial de ação característico dessas células descrito na 

literatura. Golding et al. (1999) demonstraram que o potencial de ação registrado no soma 

dessas células é de baixa amplitude e de rápida duração. Essa forma do potencial de ação pode 

ser explicada não apenas pela ativação de uma corrente de potássio de baixo limiar (IKL) 

(Oertel et al., 2000) mas, também pela localização do sítio onde ocorre o potencial de ação. O 

decaimento do pico do potencial de ação, da parte distal do AIS até o soma onde é registrado, 

seria proporcional à resistência de input dessa célula que é descrita na literatura como sendo 

de um valor muito baixo (2,4 MΩ)(Golding et al., 1999). Dessa forma, nossos dados 

permitem a sugestão que o maior influxo de Na+ durante a fase de despolarização nas células 
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octopus ocorre num ponto distante do soma, o que está de acordo com a forma do potencial de 

ação dessas células descrita na literatura.  

As células octopus estão localizadas em uma região anatomicamente definida como 

área das células octopus (Osen et al., 1969), uma discreta fronteira entre a região mais caudal 

e mais dorsal do PVCN de mamíferos (Oertel et al., 1990.) As fibras do nervo auditivo 

excitam as células octopus via receptores glutamatérgicos do subtipo AMPA de cinética 

rápida (Gardner et al., 2001). Existem poucas células octopus no núcleo coclear, cerca de 200 

em camundongos. Morfologicamente estas células podem ser identificadas por seus longos e 

calibrosos dendritos primários que saem de um único lado do corpo celular (Figura 5) e que 

projetam todos na direção dos ramos descendentes das fibras auditivas (Osen et al., 1969). 

Seus axônios projetam através da estria acústica intermediária para terminar 

contralateralmente no núcleo periolivar dorsomedial e no núcleo ventral do leminisco lateral 

(Adams & Warr, 1976; Smith et al., 1993; Oertel et al., 1999).  

O arranjo tonotópico das fibras nervosas auditivas leva para o núcleo coclear uma 

representação espectral do som. As células octopus detectam características do som que são 

fundamentais para o reconhecimento de sons naturais incluindo a fala Oertel et al., 2000). Os 

dendritos das células octopus atravessam os ramos descendentes das fibras auditivas e são 

acessíveis à entrada de muitas fibras. É necessário a somação do estímulo de inúmeras fibras 

nervosas auditivas para levar uma célula octopus a atingir seu limiar de disparo. Essas células 

detectam a entrada de pulsos coincidentes ou sincrônicos pelas fibras do nervo auditivo, 

podendo disparar em taxas próximas a 800 Hz (Golding et al. 1995). 

As células multipolares apresentam ao contrário dos outros tipos celulares, 

consideráveis variações quanto ao número, ramificações, comprimento e espessura dos 

dendritos. Elas também apresentam variações no tamanho do soma (Osen, 1969; Doucet & 

Ryugo, 2008). Essas células, em ratos, podem ser subdivididas em duas populações distintas: 

Neurônios multipolares planares e radiais (Cant, 1981; Cant & Gaston, 1982). No presente 

trabalho, não foi possível fazer a distinção entre os dois subtipos de células multipolares. 

Entretanto, devido à localização na qual focamos nossa avaliação das células multipolares 

(PVCN ventral) e do fato que maior porcentagem da população de células multipolares é do 

tipo planar, pode ser sugerido que a maioria delas correspondam às planares. Além disso, as 

células multipolares do presente estudo apresentaram uma área somática média de 271 µm2, 

próxima aquela descrita para as células planares, enquanto as radiais apresentam uma área 

somática maior (400-500 µm2) (Doucet & Ryugo, 2008). Em experimentos futuros, a injeção 

de marcadores celulares transportados retrogradamente no núcleo coclear contralateral 
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poderia propiciar uma marcação exclusiva das células multipolares radiais, enquanto a injeção 

do mesmo no colículo inferior marcaria as células multipolares planares. 

De acordo com Smith & Rhode (1989) uma característica marcante das células 

multipolares radiais, por eles chamadas de OC (Onset-chopper) é o grande número de 

terminais sinápticos no soma, enquanto as células multipolares planares (CS, Sustained 

chopper) recebem pouco contato sináptico no soma. Esses dados foram obtidos em 

microscopia eletrônica. Em nossos experimentos, utilizamos o marcador anti-SV2, que marca 

os terminais sinápticos, com o intuito de separar essas duas populações de células. Esse 

anticorpo produziu uma intensa marcação no contorno somático da maioria das células do 

PVCN (figuras 16, 17 e 18). Enquanto tal marcação foi bastante útil para podermos observar 

que não ocorre a expressão de canais para sódio nos terminais somáticos, visto que não 

observamos a colocalização da marcação anti-SV2 e anti-Nav1.6, a marcação anti-SV2 não 

permitiu uma separação desses dois subtipos neuronais. 

O anticorpo utilizado para a marcação do canal Nav 1.6 é proveniente da Alomone 

Labs. (Israel). Esse anticorpo não produziu uma marcação quando o tecido foi fixado com 

PFA a 4%, porém produziu uma marcação intensa quando foi utilizado o fixador PLP a 1% 

(Paraformaldeído, Lisina e Periodato de sódio). A metodologia de fixação do tecido com PLP 

foi descrita por Mclean e Nakane (1974) como um fixador que estabiliza estruturas de 

carboidratos em proteínas preservando a antigenicidade. Os canais para sódio são proteínas 

conhecidas por apresentarem sítios de glicosilação (Marban et al., 1998). Uma importante 

modificação experimental realizada foi o aumento da concentração de detergente (Triton) de 

0,3 para 1,5 % durante a etapa de bloqueio da marcação inespecífica. Sem esse aumento, os 

AISs das células octopus não são marcados pelo anticorpo anti-Nav1.6. Anatomicamente as 

células octopus estão localizadas entre os ramos descendentes mielinizados das fibras 

auditivas e a ação detergente parece fundamental para a penetração do anticorpo.  

O anticorpo anti-Nav1.6 da Alomone foi utilizado anteriormente para estudar a 

contribuição do canal Nav1.6 na geração do potencial de ação em neurônios corticais 

piramidais (Hu et al., 2009), em células granulares do cerebelo (Osorio et al., 2010), em nodos 

de Ranvier do nervo ótico (Jenkins & Bennett, 2002), em axônios da coluna dorsal da medula 

(Black, Waxman, Smith, 2006) e outras preparações. Em nossos resultados, esse anticorpo 

apresentou sempre o mesmo padrão de marcação. Essa marcação para o canal Nav1.6 ficou 

evidente em uma estrutura neuronal que acreditamos se tratar do segmento inicial do axônio 

(AIS), tanto em células octopus de 30 dias (Fig. 5 e 6) e 15 dias (Fig. 7), quanto em células 

multipolares de 30 dias (Fig. 14 e 16) e 15 dias (Fig. 17). Essa subunidade do canal para sódio 
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foi detectada também no AIS de neurônios do PVCN de ratos de 8 dias, como pode ser 

observado nas figuras 9 e 18.  

Um controle positivo intrínseco das reações anti-Nav1.6 nas seções parassagitais do 

núcleo coclear foi a marcação nas células de purkinje do cerebelo que também estava presente 

nas seções. Foi possível visualizar uma exuberante marcação pelo anti-Nav 1.6 nos AIS dessa 

célula (ver figuras 11B e 11E). Jenkins & Bennett (2001) relataram a presença desse canal nas 

células de purkinje do cerebelo. A marcação anti-Nav 1.6 com esse anticorpo foi também 

observada em células granulares do cerebelo (Osorio et al., 2010) e em neurônios do córtex 

piramidal (Hu et al., 2009). Para testar a especificidade do anticorpo anti-Nav 1.6, realizamos 

experimentos de pré-incubação com o peptídeo antigênico fornecido pelo fabricante (Fig. 

13D). O resultado indicou que o anticorpo reconhece um epítopo específico que está presente 

nos canais para sódio Nav1.6 dos neurônios do núcleo coclear. A omissão desse anticorpo 

durante a etapa de incubação também resultou na ausência de marcação (dados não 

apresentados), sugerindo que a marcação é devida à ligação do anticorpo primário ao canal e 

não por ligação inespecífica do anticorpo secundário fluorescente. Experimentos de western-

blot realizados pelo produtor desse anticorpo indicaram que o mesmo reconhece uma banda 

única de aproximadamente 250 kDa de membrana neuronal purificada 

(www.alomone.com/system/ uploadfiles/ dgallery/docs/ asc-009.pdf). 

Devido ao fato que na literatura científica a anquirina-G (ank-G) é descrita como um 

marcador do AIS, foram realizados experimentos onde se buscou demonstrar a colocalização 

desse marcador com o canal Nav 1.6 na região do AIS nas células objeto de nosso estudo. 

Zhou e colaboradores (1998) apontaram a Ank-G como a principal responsável pela 

ancoragem e manutenção dos canais para sódio nos subdomínios do axônio. Estudos atuais 

sugerem que essa proteína é responsável pela montagem estrutural do AIS (Hedstrom et al., 

2007, Rasband, 2008). Essa seria a primeira proteína a se acumular no AIS durante o 

desenvolvimento, sendo acompanhada pela βIV espectrina, e os canais para sódio (Jenkins & 

Bennett, 2001, Boiko et al.,2007), sendo fundamental na localização, ancoramento e 

recrutamento de canais voltagem dependentes (sódio e potássio). Bréchet et al. (2008) 

demonstrou que a afinidade do canal de sódio Nav1.2 pela Ank-G é dependente de resíduos de 

glutamato (E1111) e de serina (1112, 1124 e 1126). A fosforilação desses resíduos de serina 

pela proteína quinase CK2 regula a afinidade com que o canal interage com a ank-G. A 

presença de CK2 no AIS e nos nodos de Ranvier é um mecanismo importante para regular a 

segregação dos canais para Na+ nesses compartimentos neuronais. 
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Hedstrom e colaboradores (2008) realizaram um estudo através da técnica de RNA de 

interferência, onde procuraram observar os fenômenos ocorridos após o silenciamento de 

determinadas proteínas encontradas no AIS de neurônios hipocampais em cultura como 

neurofascina-186, canais para sódio, βIV espectrina e ank-G. Nestes experimentos foi 

observado que somente a perda da ank-G foi capaz de interferir na montagem molecular do 

AIS, levando ao bloqueio de toda a aglomeração de outras proteínas como βIV espectrina, 

neurofascina e canais para sódio. A perda da ank-G gerou uma desestruturação do AIS e fez 

com que proteínas normalmente distribuídas no compartimento somatodendrítico, como 

MAP-2, redistribuíssem para o axônio e este assumisse características de dendritos (espinhos 

dendríticos e regiões de densidade pós-sináptica). Estes experimentos sugerem que a ank-G é 

a principal proteína necessária a formação do AIS e essencial na manutenção da polaridade 

neuronal. 

Schafer et al. (2009) realizaram experimentos para avaliar os efeitos de uma lesão 

neuronal sobre o AIS e suas prováveis consequências. Utilizando um modelo de hipóxia in 

vivo (supressão do fluxo sanguíneo, por oclusão da artéria cerebral média) e in vitro (redução 

da oferta de O2 e glicose para neurônios corticais de cultura). Os testes foram avaliados por 

experimentos de imunohistoquímica e immunoblots onde foi observado uma grande redução 

da expressão de βIVespectrina, ank-G e do canal para sódio voltagem-dependente em 

neurônios corticais, ou seja, uma perda da organização molecular do AIS. Tal efeito não foi 

observado nos nodos de Ranvier. Os autores relataram ainda que a compressão do nervo 

óptico também levou a perda de AIS das células ganglionares. Os autores utilizaram 

inibidores de calpaína, uma cisteína protease dependente de cálcio e observaram uma redução 

da proteólise de ank-G e de βIVespectrina que foi dependente da concentração do inibidor. Os 

autores sugeriram que a perda de proteínas do citoesqueleto (scaffolding proteins linkers) 

como a βIVespectrina e ankG e também do canal de sódio no AIS de neurônios lesados é 

mediada pela calpaína ativada pelo influxo de cálcio leva a perda da polaridade neuronal e é 

um importante fator para a disfunção neuronal. Tais achados devem ser considerados quando 

se busca avaliar a expressão de canais de sódio (ou outras proteínas do AIS) visto que o 

mesmo pode “desaparecer” do AIS devido à falta de cuidado experimental (e.g. hipóxia 

prolongada).  

Os nossos resultados com dupla marcação anti-Nav1.6 e anti-Ank-G, evidenciaram 

vários segmentos intensamente marcados por ambos anticorpos. Diante desse resultado, 

acreditamos que estas estruturas sejam os segmentos iniciais do axônio (AISs). Diversos 

trabalhos demonstraramam a colocalização de canais para sódio dependentes de voltagem 
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com a AnkG no segmento inicial do axônio (Boiko et al., 2003; Van Wart, Trimmer, 

Matthews, 2007; Lorincz, Nusser, 2008;; Hu et al., 2009; Osorio et al., 2010). Nesse sentido, 

a marcação do canal Nav1.6 no AIS dos neurônios do PVCN contrasta com a localização dos 

mesmos em heminodos terminais no MNTB (Leão et al., 2005). Além disso, a dupla-

marcação anti-MAP-2 e anti-Nav1.6 de neurônios do PVCN permitiu observar uma 

continuidade do cone de implantação (região anti-MAP-2 positiva) e a estrutura marcada pelo 

Nav1.6, como pode visto mais claramente na figura 6 A, D e G. Esse resultado também sugere 

que a estrutura marcada é o AIS.  

Diversos estudos indicam haver outras subunidades de canal para sódio ao longo do 

AIS. Boiko e colaboradores (2003) realizaram um estudo da ontogênese nos neurônios 

ganglionares da retina, onde puderam observar que nos estágios iniciais do desenvolvimento a 

subunidade Nav1.2 é a predominante, sendo que após um período de maturação a subunidade 

Nav1.6 é a mais encontrada. Van Wart et al., (2007) mostraram que o Nav1.1 pode ser também 

encontrado na parte proximal do AIS dessas células e decai ao longo do AIS de um modo 

oposto à expressão de Nav1.6. Nas células piramidais da camada 5 do córtex o Nav1.2 é 

encontrado na parte inicial do AIS e sua expressão decai com a distância enquanto a 

expressão do Nav1.6 aumenta com a distância ao longo do AIS (Hu et al., 2009). Estudos 

realizados por Lorincz & Nusser, (2008) sugerem que existe uma variação na composição 

molecular do AIS dependente do tipo celular.  

Em nossos trabalhos foram realizados experimentos com os anticorpos anti-Nav 1.1 

(Neuromab, USA). A subunidade Nav 1.1 não foi detectada, mesmo frente a diversas 

mudanças nos protocolos. A subunidade Nav1.2 foi detectada em axônios amielinizados que 

projetam para a cóclea mas, não foi observada no corpo celular, no segmento inicial do axônio 

ou no axônio dos dos neurônios do gânglio espiral que possuem fibras mielinizadas (Houssain 

et al., 2005). Nos neurônios do núcleo magnocelular de aves, estrutura análoga ao AVCN de 

mamíferos, a subunidade Nav1.2 também não foi detectada (Kuba et al., 2010). No MNTB de 

camundongos a subunidade Nav1.2 também não é expressa (Leão et al., 2006; Leão et al., 

2005). Entretanto, em diferentes neurônios do sistema nervoso central, incluindo o cerebelo, 

essa subunidade está presente e desempenha papel fundamental na geração do potencial de 

ação (Schaller et al., 2003). Nas células ganglionares da retina, ocorre uma mudança da 

subunidade prevalente durante o desenvolvimento pós-natal, passando a Nav1.6 ser mais 

abundante em estágios finais enquanto a Nav1.2 é mais abundante em estágios iniciais do 

desenvolvimento pós-natal (Boiko et al., 2003). Em nossos resultados a marcação anti-Nav1.2 

(Neuromab) revelou corpos celulares no PVCN intensamente marcados e uma marcação fraca 
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no AIS (Figura 19). Fibras finas aparentemente amielinizadas apresentando marcação ao 

longo de sua extensão foram marcadas (Figura 19). No DCN, embora não sendo o foco do 

estudo, processos na camada molecular são marcados também marcados (Figura 20). 

Considerando que a literatura aponta várias semelhanças entre o DCN e o cerebelo e que o 

canal Nav1.2 é descrito na camada molecular do cerebelo (Osorio et al., 2010), tal achado 

deverá ser reavaliados em experimentos futuros com a utilização de um outro anticorpo anti-

Nav1.2. 

Experimentos foram feitos com um anticorpo anti-Pan com o intuito de revelar se a 

extensão da marcação anti-Nav1.6 coincide com a marcação anti-Pan. Se não for coincidente 

e, por exemplo, o anticorpo Pan marcar uma extensão maior do AIS, tal resultado sugeriria 

que existe uma outra subunidade ao longo do AIS de neurônios do PVCN. A figura 21 ilustra 

o melhor resultado obtido, mostrando a expressão de canais de sódio no AIS, nos nodos de 

Ranvier (marcação puntiforme) e em longas fibras amielinizadas. Tais fibras amielinizadas 

aparentemente são também marcadas pelo anti-Nav1.2 (Figura 19). Entretanto, de um modo 

geral, os resultados obtidos com o anticorpo anti-Pan (Millipore) não foram satisfatórios, no 

sentido que AIS longos e em grande número, como normalmente encontrados marcados pelo 

Nav1.6, não foram encontrados com consistência. Ajustes experimentais para obter uma 

marcação que se aproxima aquela obtida com o anticorpo anti-Nav1.6 são necessários. Desta 

forma, até o presente momento, nossos dados sugerem que o canal Nav1.6 é a única 

subunidade presente no AIS de neurônios do PVCN.  



  59 

6- CONCLUSÃO 

 
Os resultados de nossos experimentos de imunofluorescência de simples ou dupla-

marcação, possibilitam sugerir que o canal para sódio Nav1.6 está expresso nos neurônios do 

PVCN (núcleo coclear póstero ventral) desde estágios iniciais do desenvolvimento pós natal 

(P8) até a sua maturidade (P30). As subpopulações neuronais foco de nosso estudo, células 

octopus e multipolares, apresentaram marcação de segmentos os quais acreditamos ser os 

segmentos iniciais do axônio (AISs) devido a colocalização da marcação anti-Nav1.6 e anti-

anquirina-G. A densidade da marcação anti-Nav1.6 aumenta com a distância do soma, 

apresentando um pico de fluorescência na região distal desse domínio axonal. Células 

octopus, cuja área de silhueta somática foi de 499 µm2 apresentou uma extensão de marcação 

anti-Nav1.6 no AIS de 38 µm, enquanto nas células multipolares essas medidas foram 271 

µm2 e 16 µm, respectivamente. A alta concentração desse canal para sódio no segmento 

inicial do axônio é um indício de que o Nav1.6 é o responsável pela geração do potencial de 

ação nesses neurônios. Não observamos a expressão do canal em terminais sinápticos do 

PVCN. Experimentos adicionais poderão elucidar se existem outras subunidades envolvidas 

no disparo do potencial de ação desses neurônios ou se a subunidade Nav 1.6 desempenha este 

papel de maneira isolada como nossos dados sugerem. 
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