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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar quais subunidades de canais para sodio
voltagem dependentes estdo presentes em subpopulagdes neuronais da regido pdstero-ventral
do nucleo coclear (PVCN). Reagdes de imunofluorescéncia de simples ou dupla marcagdo em
fatias parassagitais do nucleo coclear revelaram a expressdo do canal Nay1.6 no segmento
inicial do ax6nio (AIS) tanto das células octopus quanto das multipolares. Células octopus,
cuja area de silhueta somatica média foi de 499 + 9 umz apresentou uma extensdo de
marcagdo anti-Na,1.6 no AIS de 38,1 +£ 2,6 um, enquanto que nas células multipolares essas
medidas foram 271 + 11 um” e 16,3 + 2,5 um, respectivamente. A definigdo que a estrutura
marcada com o anticorpo anti-Na, 1.6 corresponde ao AIS, foi baseada na colocalizagdo com a
marcag¢do anti-anquirina-G. A intensidade de marcagdo anti-Na, 1.6 aumenta com a distancia a
partir do soma ao longo do AIS. Ja a auséncia da colocalizagdo da marcag@o anti-Na,1.6 e
anti-MAP-2 sugere a auséncia da expressdao do canal nos dendritos. Do mesmo modo, a
marcagdo de terminais sinapticos com um anticorpo SV2 e analise de colocalizacdo com esse
canal, mostrou que o mesmo ndo estd presente em terminais nervosos que fazem sinapse com
neurdénios do PVCN. Os resultados obtidos sugerem que o canal para sédio Na,l1.6 esta
expresso nos neurdnios ja no oitavo dia pos-natal e que sua expressdo acompanha o
desenvolvimento neuronal permanecendo apos sua maturagdo. Nossos experimentos também
revelaram uma intensa marcacdo dos canais Nay1.6 em nodos de Ranvier ¢ uma discreta
marcagdo no citoplasma somatico mas, que aparentemente ndo estd presente na membrana
somatica. No AIS, as subunidades Na,l.1 ¢ 1.2 ndo foram encontradas. A alta densidade de
canais Na,1.6 no AIS sugere que esse canal ¢ o responsavel pela geragdo do potencial de agdo
nessas células. A marca¢ao anti-Na,1.2 foi observada em fibras amielinizadas. De um modo
geral, nossos dados sugerem que o canal Na,l1.6 ¢ a principal subunidade expressa pelas
células multipolares e octopus do PVCN onde eles podem estar envolvidos com a geracdo de

potenciais de acdo rapidos e em altas freqii€ncias que sdo caracteristicos dessas células.

Palavras-chave: Na,1.6, canais para sodio, segmento inicial do axdnio, nucleo coclear,
sistema auditivo, células multipolares, células octopus.



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 Na,l1.6 channel at the axon initial
segments (AIS) in octopus or multipolar cells. Octopus cells, whose average silhouette area
were 499 £ 9 um2 presented na extension of Na,1.6 labelling at the AIS of 38,1 £ 2,6 pum,
whereas multipolar cell these measurements were 271 + 11 umz and 16,3 £ 2,5 um,
respectivelly. The definition that the structure labelled with the anti-Na,1.6 antibody
corresponds to the AIS was based in the colocalization with anti-ankyrin-G labelling. The
intensity of anti-Navl.6 labelling increases with the distance from the soma. The lack of
colocalization of anti-Na,1.6 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 Na, 1.6 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 Na,1.6 labeling at nodes of Ranvier and a weak somatic staining that apparently does
not included the somatic membrane. At the AIS, the Nayl.1 and 1.2 subunits were not
detected. The high density of Na,1.6 channel at the AIS suggests that this channel is
responsible for the action potential generation at these cells. Na,1.2 labeling was observed at
unmyelinated fibers. Overall, our data suggest that Na,1.6 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: Na,1.6, sodium channels, axon initial segment, cochlear nucleus, auditory system,
multipolar cells, octopus cells.
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INTRODUCAO

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 frequéncia
espectral e intensidades. Humanos podem ouvir sons de freqii€ncia entre 20 e 20 kHz e outros
mamiferos frequéncias até¢ 100 kHz (Nobles E Ruggero, 2001). O ouvido externo de humanos
¢ constituido pelo pavilhdo auricular, concha e meato actstico externo. O pavilhdo auricular ¢
formado por um esqueleto de cartilagem elastica recoberto por pele, de forma afunilada, com
saliéncias e depressoes, sendo a maior depressao denominada de concha auricular. A sua parte
inferior, denominada 16bulo ¢ desprovida de cartilagem. Uma regido saliente na parte anterior
¢ denominada tragus e protege a entrada do meato acustico externo (Brodal, 1993). O
pavilhdo auricular e a concha sdo responsaveis por coletarem a energia sonora e afunila-la em
direcdo ao timpano através do meato actstico externo. Além disso, filtram de maneira seletiva
diferentes frequéncias sonoras a fim de fornecer informacdes sobre a localizacdo da fonte
sonora no plano vertical. A assimetria vertical das convolugdes da orelha confere um formato
que permite ao ouvido externo transmitir mais componentes de alta frequéncia a partir de uma
fonte posicionada em altura maior do que uma que esteja no mesmo nivel dela (Brodal, 1993).

A membrana timpanica ou timpano esta localizado no ouvido médio e consiste em uma
membrana delgada, concava e levemente em forma de cone, cujo apice estd voltado para o
interior do ouvido médio. A energia mecanica do som faz vibrar esta membrana levando a
movimentagdo dos ossiculos do ouvido médio (Dallas, 1992 ; Brownell, 1997). Ha trés
ossiculos no ouvido médio, o martelo, a bigorna e o estribo. O martelo adere-se a membrana
timpanica pelo mantbrio e através da cabeca se articula com o corpo da bigorna, a bigorna
articula-se com o estribo e a base deste adere-se a janela oval. Quando a pressdo do ar no
meato acustico externo e no ouvido médio estd equilibrada, a membrana timpanica vibra a
medida que as ondas sonoras a atingem (Dallas, 1992)

A energia mecanica das ondas sonoras ao alcangarem a membrana timpanica ¢
transmitida através dos ossiculos do ouvido médio para fluidos do ouvido interno pela base do
estribo. A acdo tipo émbolo do estribo transmite a energia das ondas sonoras para a perilinfa
na escala vestibular através da janela oval. A area do timpano ¢ maior que a area da
membrana da janela oval, o que leva a um aumento da pressdo na membrana da janela oval,

considerando que pressdo igual a forca dividida pela area. Os ossiculos do ouvido médio
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também atuam como alavancas, aumentando a pressdao na entrada da coclea e maximizando a
energia do som que alcanga os fluidos do ouvido interno (Brownell, 1997).

A energia transmitida para a perilinfa produz ondas progressivas na membrana basilar,
que se propagam da base da coclea para o seu apice. O deslocamento da membrana basilar
atua como um analisador de frequéncia mecanica na distribuicdo do estimulo, provocando a
inclinacdo das células ciliadas do 6rgdo de Corti em contato com a membrana tectorial
(Dallas, 1992). Quando a membrana basilar vibra, em conseqiiéncia da energia mecéanica, a
membrana tectorial ndo vibra no mesmo intervalo de tempo, resultando numa deformagéo dos
cilios a cada nova onda vibratoria. Esse deslocamento periddico provoca alteragdes de
permeabilidades i0nicas que causam alteracdes na voltagem transmembrana da célula ciliar.
Existem estudos que indicam que a abertura e o fechamento do fluxo i6nico sdo regulados por
um canal da familia TRPA1 (Corey et al., 2004). O deslocamento dos estereocilios em uma
direcdo (na direcdo do cilio maior) aumenta a tensdo sobre as conexdes nas pontas dos
estereocilios, o que leva ao aumento no influxo de K' e a geracdo de um potencial receptor.
Por outro lado, o deslocamento dos estereocilios na direcdo oposta alivia a tensdo sobre as
conexdes das pontas dos estereocilios permitindo o fechamento do canal e do influxo de K.
A entrada de K" na célula ciliada provoca despolarizagio, que abre canais para calcio e
produz a liberacdo do transmissor na sinapse com os prolongamentos periféricos dos
neuronios bipolares do ganglio espiral, desencadeando potenciais pos-sinapticos excitatorios.

As células ciliadas localizadas no 4pice da coclea s@o estimuladas por sons de baixa
frequéncia e as situadas na base por sons de alta freqiiéncia, criando uma tonotopia ao longo
da coclea. As células ciliadas internas (cerca de 3500) sdo as principais células receptoras
auditivas e formam a coluna mais interna ao longo do Orgdo de Corti. As células ciliadas
externas formam as trés fileiras mais externas ¢ sao em numero maior (12000 a 16000). A
informagdo acustica, codificada na forma de potenciais de acdo, ¢ conduzida pelo nervo
coclear, formado pelos prolongamentos centrais dos neurdnios do ganglio espiral, para o
tronco encefalico, mais especificamente, no ntcleo 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 ¢ do tipo I mielinizadas, cerca de 90 a 95%. Uma tinica
fibra do tipo I inerva uma ou duas células ciliadas internas e iniciam a analise da frequéncia e
da intensidade do estimulo sonoro (Young, 2004). As fibras amielinizadas (tipo II) realizam
sinapses com até 10 células ciliadas externas. As células ciliadas externas, observadas na

coclea, estdo dispostas em trés camadas e fazem sinapse com os neurdnios do tipo II do
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ganglio espiral (fibras eferentes auditivas amielinizadas). Essas células apresentam motilidade
e participam no ajuste da micromecéanica do Orgdo de Corti (Nobili et al., 1998). As fibras
aferentes auditivas (mielinizadas e amielinizadas) formam a divisdo coclear do nervo
vestibulo-coclear (VIII par craniano) e terminam tanto na parte ventral quanto na dorsal do

ntcleo coclear do tronco encefalico (Smith & Spirou, 2002).

1.2- Nucleo coclear: O primeiro centro de decodificacio da informacao acustica

Os nucleos cocleares formam o primeiro centro de transmissdo da via auditiva no
sistema nervoso central, onde se encontram os neurdnios chamados “secundarios” e que
recebem informacdes ascendentes das fibras do nervo coclear. A informacdo actstica que
chega ao tronco encefalico dos mamiferos é carreada, na sua maior parte, por grandes fibras
mielinizadas do nervo auditivo e que estdo organizadas tonotopicamente (Brawer et al., 1974).
Essas fibras auditivas atravessam o meato acustico interno do osso temporal atingindo os
nticleos cocleares na regido caudal da ponte, lateralmente as fibras do pedunculo cerebelar
inferior (Musiek & Baran, 1986). O desenvolvimento de técnicas de registro eletrofisioldgico
e de preenchimento de neurdnios com marcadores celulares (e.g. peroxidase), permitiram
tracar as projecOes neuronais e monitorar a atividade elétrica em resposta a estimulos
acusticos possibilitando a correlagdo direta entre a morfologia e fisiologia neuronal (Caspary
et al., 1972).

O ntcleo coclear pode ser dividido numa parte dorsal (DCN) e ventral (VCN). Esse
ultimo ¢ subdividido numa por¢ao anterior (AVCN), posterior (PVCN) e uma regido da raiz
nervosa (NR) (Brawer et al., 1974), como indicado na Figura 1A. Os axénios do nervo coclear
adentram pela raiz do nervo e dividem-se nos segmentos ascendente e descendente. A
subdivisdo do nucleo ventral em anterior ¢ posterior leva em consideragdo o ponto de entrada
do nervo ou seja, a raiz nervosa. Os ramos ascendentes projetam pelo AVCN e os ramos
descendentes pelo PVCN, em direcao ao DCN (Figura 1A). A organizagdo das projecoes das
fibras do nervo coclear no nucleo coclear origina uma representagao cocleotdpica (tonotopica)
e permite uma distribuicdo precisa de frequéncias dentro do nucleo. As fibras nervosas
advindas dos neurdnios em posi¢do basal na coclea (alta frequéncia) se dirigem para regides
mais dorsais dos NC, ja as fibras de regides apicais (baixa frequéncia) projetam para as
posicdes ventrais (Brawer et al., 1972), como pode ser observado na figura 1A.

O nucleo coclear inicia a codificacdo e a integracdo de mensagens auditivas, ndo

devendo ser considerado somente uma simples estagdo de passagem da informagdo acustica
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(Osen et al., 1969). A organizacdo tonotdpica do nucleo coclear faz com que neurdnios
localizados na regido dorsal respondam a freqiiéncias mais agudas (altas) e os localizados
mais ventralmente respondam a frequéncias mais graves (baixas) (Brodal, 1993, Ryugo e
Parks, 2003) (ver figura 1A).
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Figura 1- Padrio de inervagio do niucleo coclear pelas fibras auditivas primarias. A, Uma tnica
fibra auditiva primaria ao adentrar o niicleo se divide formando o ramo ascendente e o descendente. As
células octopus do PVCN possuem dendritos que recebem a aferéncia de um grande niimero de fibras.
As fibras de baixa frequéncia fazem sinapse proximo ao soma e continuam para inervar células de
regides mais ventrais do DCN. As fibras de alta frequéncia fazem sinapse nas pontas dos dendritos e
terminam em regides mais dorsais do DCN. No AVCN também ¢ observado uma distribuigdo
tonotopica, com sua parte mais dorsal recebendo a aferéncia de fibras auditivas que inervam a base da

coclea (alta frequéncia). B, Potencial de agdo de uma célula octopus e sua sensibilidade a tetrodotoxina
(TTX).

Em 1969 desenvolveram-se critérios para a definicdo de tipos de células nos nucleos
cocleares de ratos e gatos. Usando técnicas histologicas que permitem a visualizagdo da
morfologia neuronal, os estudos revelaram um grande numero de diferentes tipos celulares
que estdo distribuidos diferencialmente no nticleo coclear ventral e dorsal. Na literatura atual
as populacdes de células sdo distintas e geralmente nomeadas de acordo com Osen et al 1969
(ratos), com modifica¢des com base em Brawer et al., 1972 (gatos).

Um dos tipos neuronais encontrados no PVCN ¢ 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 morfologicas e biofisicas

particulares e ocupam a regido caudal do PVCN. Seus dendritos estdo orientados na direcao
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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 tnico lado do corpo celular,
lembrando os tentaculos de um polvo. As células octopus representam um dos tipos celulares
mais distintos do ntcleo coclear e sdo encontradas em pequeno numero (Willott & Bross,
1990). Em camundongos observa-se cerca de 200 células octopus por nticleo coclear (Willot
& Bross, 1990). Registros de sua atividade em resposta a estimulos sonoros in vivo, indicam
que uma célula octopus recebe aferéncias de um grande nimero de fibras, que cobrem uma
ampla area de frequéncias caracteristicas (Godfrey et al., 1975; Rhode & Smith, 1986).
Estudos anatomicos 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
condutancia alta e de cinética rapida (Gardner et al., 1999). A baixa resisténcia de input e a
rapida constante de tempo dessas células permitem que as correntes sinapticas
glutamatérgicas, quando supralimiares (devido a somacao), produzam um rapido potencial de
acdo, geralmente de cerca de 1 ms de duragdo (Golding et al., 1999; Ferragano & Oertel,
2002), como pode ser observado na Figura 1B. De acordo com Young (2004), os diferentes
neurdnios do nucleo coclear projetam para diferentes nucleos do sistema auditivo. As células
octopus projetam contralateralmente para o nucleo ventral do lemenisco lateral (VNLL)
(Smith et al., 1993, Adams 1997). A projecao das células octopus para o VNLL ¢ via grandes
terminais em calix (Adams, 1997; Vater et al., 1997). O nucleo periolivar superior também ¢
um dos alvos das células octopus (Schofield, 1995).

Um outro tipo comum de células encontradas no ntlcleo coclear ¢ as células
multipolares. A terminologia multipolar foi originalmente usada para descrever células
coradas pelo método de violeta de cresila, cujos multiplos dendritos lhe davam a forma de um
poligono (ou multipolar) (Osen, 1969). Em ratos, as células multipolares do nucleo coclear
foram subdivididas em planares e radiais com base na area somatica, morfologia e orientagdo
dendritica e projecdo axonal (Cant, 1981; Cant & Gaston, 1982). Em camundongos foram
chamadas de T7-stellate ou D-stellate, respectivamente (Oertel et al., 1990) e em gatos,
baseado no padrdo de resposta a estimulos 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 visiveis. O nucleo celular, em

geral, estd localizado centralmente (Osen, 1969).
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As células planares sdo mais numerosas, cerca de 90% da populagdo de células
multipolares, e estdo espalhadas pelo PVCN e regido da raiz nervosa medindo de 266 a 300
um? em média. Essas células produzem neurotransmissor excitatorio (glutamato) e possuem
um namero relativamente menor de terminais sinapticos envolvendo seus corpos celulares,
quando comparado as células multipolares radiais. As células multipolares planares projetam
através do corpo trapezoidal para o coliculo 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 sinaptico entre si (Ferragano & Oertel,
1998). Além desses diferentes nomes descrevendo as células multipolares em diferentes
espécies, Cant (1981), baseando-se na quantidade de inputs somaticos em estudos de
microscopia eletronica, nomeou os neurdénios planares e radiais em tipo 1 e tipo 2,
respectivamente.

Os neurodnios 7-stellate formam a principal via ascendente excitatdria para o coliculo
inferior contralateral, e também participam de circuitos de retroalimentacdo para a coclea
(Smith et al., 1993). A principal via de excitacdo para as células T-stellate ¢ pelas fibras
aferentes auditivas glutamatérgicas, mas neurdnios do nucleo coclear ventral (VCN) sao
também inervados por neurdnios eferentes do nucleo ventral do corpo trapezoidal (VNTB)
(Sherriff & Henderson, 1994). O VNTB (um dos ntcleos periolivares) ¢ uma colegéo
heterogénea de tipos celulares embebida dentro de axdnios do corpo trapezoidal, localizada
ventral e medial ao MSO e abaixo do MNTB (Smith & Spirou, 2002). Neur6onios colinérgicos
nesse nucleo formam um importante componente eferente (sistema MOC) (Smith & Spirou,
2002) para a coclea e para o VCN (Winter et al., 1989).

As células multipolares radiais sdo menos numerosas, em torno de 10% da populagao,
podem medir em média de 400 a 500 um? e produzem o neurotransmissor inibitério (glicina),
sendo ricas em terminais sindpticos envolvendo seus corpos celulares (Doucet & Ryugo,
2008). As células multipolares radiais de ratos, projetam seus axOnios via estria acustica
intermediaria para o DCN (Smith & Rhode, 1989, Oertel et al., 1990). Elas sdo a fonte
inibitoria para as células T-stellate do VCN (Ferragano et al., 1998). Muitas células D-stellate,
mas provavelmente ndo todas, projetam para o nucleo coclear contralateral (Cant & Gaston,

1982; Needham & Paolini, 2003).
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"\, dendrites
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(multipolar radial)

Modificado de Oertel et al., 1990 7 t

Figura 2- Morfologia, orientacdo dendritica e localizacdo das células multipolares planares (7-
stellate) e radiais (D-stellate) do nucleo coclear ventral. A, Desenho utilizando camera lucida de
duas células multipolares planares ilustrando a localizacdo no PVCN e a orientagdo dos dendritos
(préoxima ao paralelismo com os ramos das fibras auditivas) em cortes parassagitais. B, dendritos de
uma célula multipolar radial ocupando uma grande area no sentido rostro-caudal (perpendicular as
fibras auditivas).

1.3- Canais para sdédio voltagem dependentes

Diferentes tipos de canais para sodio foram identificados por métodos eletrofisiologicos,
bioquimicos e de clonagem (Goldin, 2001). A expressdo desses canais para s6dio pode ser
apreciada em nervos, musculos e algumas células neuroenddcrinas (Catteral, 2005). Os canais
para sodio sdo membros da superfamilia de canais i0nicos, que incluem canais para potéssio e
calcio dependentes de voltagem (Yu & Catterall, 2004).

Os canais para sodio sdo constituidos pelas subunidades o e B. A subunidade a ¢
formada por quatro dominios de seis segmentos transmembrana cada, sendo que no quarto
segmento de cada dominio existe a presenca de cargas positivas funcionando como o sensor
de voltagem do canal, os segmentos 5 e 6 de cada dominio contribuem para formar o filtro de
seletividade do canal e a pequena alga intracelular, entre os dominios 3 e 4, atua como portdo
de inativagdo quando se dobra para o interior do canal e bloqueia a parte interna do poro
durante uma despolarizacdo prolongada da membrana (Catterall et al., 2005). As subunidades

B sdao descritas como moduladoras da atividade da subunidade a (Goldin et al., 2000).
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Chandy e Gutman (1993) utilizaram um sistema numérico para definir as subfamilias e
subtipos de canais para potassio baseado na homologia da sequéncia de aminoacidos dos
canais. Golding et al. (2000) utlizaram esse sistema de nomenclatura para classificar os
subtipos de canais para s6dio. A nomeclatura utiliza o nome do ion que permeia o poro do
canal (Na) junto com o principal regulador fisioldgico (voltagem) indicado em subscrito
(Nay). O primeiro niimero subescrito indica a subfamilia do gene e o nimero que segue, apos
o ponto, indica o subtipo especifico (e.g. Nay1.1). Existem nove isoformas distintas de canais
para sodio identificadas em mamiferos e que exibem uma homologia da sequéncia de
aminodcidos superior a 50%. Por esses critérios, todas as nove isoformas de canais para sodio
sdo consideradas membros de uma tnica subfamilia (Goldin et al., 2001).

A distribui¢do dos nove subtipos de canais para sodio nos tecidos € variada. Na
musculatura cardiaca é expressa principalmente a subunidade Na,l1.5 ¢ na musculatura
esquelética a subunidade Na,1.4. As subunidades Na,1.8 e Na, 1.9 parecem estar restritas aos
neurénios do ganglio da raiz dorsal da medula (Akopian et al., 1996). Em relacdo a
farmacologia, as subunidades Na, 1.5, Na, 1.8 e Na, 1.9 sdo resistentes a Tetrodotoxina (TTX),
sendo as demais subunidades sensiveis a essa toxina (Narahashi, 1960, Waxman et al., 1999,
Matsutomi et al., 2006). A TTX ¢ uma ferramenta farmacologica muito utilizada em estudos
neurofisiologicos, principalmente quando o objetivo ¢ bloquear canais para sodio. Seu
mecanismo de agdo ocorre pelo bloqueio do filtro de seletividade do canal, bloqueando o
influxo do fon Na" com alta afinidade e seletividade, sem qualquer efeito em outros
receptores ou canais i6nicos (Narahashi, 2008, Catterall et al., 2005).

Caldwell et al. (2000) descreveram que o canal Na,l.6 ¢ o canal para sodio
predominante em nodos de Ranvier de fibras mielinizadas do sistema nervos periférico e
central. Em camundongos nocautes para essa subunidade ¢ possivel registrar potenciais de
acdo em axoOnios mielinizados do sistema nervoso periférico, sugerindo que outras isoformas
compensam a ausé€ncia dessa subunidade, porém essa compensagdo parece nao ocorrer de
maneira adequada visto que esses animais morrem entre a terceira e quarta semana de vida.

Boiko et al., 2003 estudaram a localizagao dos canais Na, 1.2 ¢ Na,1.6 nas células
ganglionares da retina. Neste estudo observou-se que os canais Nay1.2 estdo agrupados nos
segmentos iniciais do axénio (AISs) dessas células e em nodos de Ranvier, ao longo das
fibras nervosas no inicio do desenvolvimento embrionario. Durante o desenvolvimento pos-
natal a subunidade Na,1.6 tem sua expressdo aumentada (em P2 ¢ observada em 2,6% dos
AlSs, em P9 40% e em P14 80%) enquanto a subunidade Na,1.2 se reduz, mas ainda

permanece no AIS e nos nodos de Ranvier de animais adultos. Assim, a subunidade Na,1.2
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persiste numa menor densidade no AIS mas, ¢ a principal subunidade ao longo da parte ndo
mielinizada do ax6nio, que segue ao AIS das células ganglionares adultas. Esse mesmo grupo
de pesquisa em outro trabalho, demonstrou que a subunidade Na, 1.6 estaria segregada numa
regido mais distal do AIS, enquanto Na, 1.1 seria encontrado em uma regido do AIS mais
proxima do soma (Van Wart et al., 2007).

A hipdtese que o AIS ¢ o sitio de geragdo do potencial de acdo foi feita ¢ de longa data
conhecida na literatura. Palay et al. (1968) demonstraram por microscopia eletronica que no
AIS e, apenas nessa regido do neurdnio, os microtubulos estdo organizados em fasciculos.
Esses autores também demonstraram que abaixo da membrana plasmatica do AIS existe uma
modificacdo estrutural que consiste de uma camada de material granular denso. Segundo os
autores, essa especializagdo poderia estar envolvida com a excitabilidade do neur6nio. Mais
recentemente, varios grupos de pesquisa tém estudado as proteinas que participam na
organizacdo do AIS e que, provavelmente, sdo 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 axonio, selecionando a passagem de determinadas substancias para o
proprio AIS e para partes mais distais do axonio (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 responsavel pela ancoragem e
manuten¢do dos canais para sodio nos subdominios do axonio. Estudos atuais sugerem que
essa proteina é responsavel pela montagem estrutural do AIS (Hedstrom et al., 2007, Rasband,
2008). Essa seria a primeira proteina a se acumular no AIS durante o desenvolvimento, sendo
acompanhada pela BIV espectrina, e os canais para sodio (Jenkins & Bennett, 2001, Boiko et
al.,2007), sendo fundamental na localizagdo, ancoramento e recrutamento de canais voltagem
dependentes (sodio e potassio).

Neuronios do ganglio espiral da coclea que formam as fibras tipo I (mielinizadas) do
nervo auditivo exibem um corpo celular mielinizado. Nesses neurdnios os canais Nay1.6
foram localizados nos nodos de Ranvier proximos ao corpo celular e na parte distal
amielinizada do processo periférico, dentro do 6rgdo de Corti, no ponto onde os mesmos
fazem sinapse com as células ciliadas internas tipo I (Houssain et al., 2005). Os neurénios do
ganglio espiral que formam as fibras tipo II (amielinizadas), e que ndo exibem um soma
mielinizado, expressam Na,1.6 nos segmentos iniciais do axdnio dos processos centrais e
periféricos e também na parte distal do processo periférico, no ponto onde os mesmos fazem
sinapse com as cé¢lulas ciliadas externas. Sugerem os autores que o canal Na,1.2 esta presente

também ao longo do axonio das fibras tipo II. Os autores descrevem o canal Na,1.2 nas fibras
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eferentes que projetam para a coclea (e que também inervam alguns neurdnios do ntcleo
coclear (Houssain et al., 2005a).

Nos neurdnios principais do nucleo medial do corpo trapezoidal (MNTB) do sistema
auditivo, a subunidade Na,1.6 ¢ expressa em camundongos em P7, mas ndo em camundongos
em P14. Nos camundongos (P14), a subunidade Na,1.1 é expressa nesses neurdénios enquanto
Navl.2 ndo foi detectada (Ledo et al., 2006). Segundo esses autores, a subunidade Na,1.6 ¢
expressa apenas em camundongos P14 surdos. Em outro trabalho esses autores descrevem a
presenca de canais de sodio nos dendritos das células principais do MNTB, embora nao
tenham identificado a subunidade presente nesses dendritos (Ledo et al., 2008).

No sistema auditivo, a expressao dos canais para sodio Na,1.6 foi também identificada
no heminodo terminal do axonio das células globulares em arbusto da raiz nervosa do VCN
que fazem a sinapse calix de Held com as células principais do MNTB (Ledo et al. 2005).
Diferentemente ao descrito acima para as cé¢lulas do MNTB, estes autores observaram que a
expressdo da subunidade Na,1.6 nesse heminodo terminal aumenta consideravelmente com o
desenvolvimento dos ratos (entre P6 ¢ P13); a subunidade Na,1.2 ndo foi detectada (em P6 ou
P13). Esses autores discutem que a subunidade Na,1.6 possibilita frequéncias mais altas de
disparos de potenciais de acdo. De fato, Zhou & Goldin, (2004) demonstraram que a
subunidade Na,1.6 exibe propriedades biofisicas adequadas para descarga repetitiva de alta
frequéncia.

Nas células octopus do nacleo coclear em resposta a injecdo de corrente em
experimentos de current-clamp, observa-se uma resposta transiente, ou seja, apenas um ou
dois potenciais de agdo no inicio do pulso despolarizante (Oertel et al., 2000; Bal & Oertel,
2000). As células octopus do ntcleo coclear apresentam um potencial de ag¢do rapido (=1 ms)
e de baixa amplitude. Tal observacdo se refere aos registros de células octopus de
camundongos de idade entre 15 a 18 dias (Bal & Oertel, 2000). Considerando que o inicio da
audi¢cdo em camundongos ocorre por volta do décimo segundo dia pds-natal, tal observagdo ¢
referente as células ocfopus maduras. O potencial de acdo nas células octopus ¢ bloqueado por
1.0 uM de TTX, o que indica ser gerado, pelo menos em grande parte, por canais para Na"
(Ferragano & Oertel, 2002), embora canais para Ca®" dependentes de voltagem também
estejam presentes nessa célula (Golding et al., 1999). Nas células T e D stellate, em resposta a
injecdo de corrente observa-se potenciais de acao repetidos (Rodrigues & Oertel, 2006), o que
contrasta com o observado nas células octopus. Experimentos de imunomarcagdo de canais

para so6dio em neurdnios da parte posterior do nucleo coclear ventral poderiam indicar quais
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sdo as subunidades presentes nas células octopus e nas células multipolares e indicar a

localizagdo preferencial desses canais.
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2- OBJETIVOS
2.1- Objetivo geral
Caracterizar a expressdo dos canais para sodio dependentes de voltagem em neurdnios

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

2.2- Objetivos especificos

e Avaliar a expressio da subunidade Navl.l, 1.2 e 1.6 nas células octopus e
multipolares do PVCN em ratos de 30 dias;

e Avaliar se o canal Navl.6 estd presente nos dendritos proximais e soma desses
neuronios através da analise de colocalizagdo com a proteina 2 associada a microtibulos
(MAP-2);

e Determinar se o canal Nav1.6 esta presente em terminais sinapticos do PVCN;

e Determinar se o canal Nav1.6 estd presente ao longo do AIS através da analise de
colocalizacdo com a proteina anquirina-G (ank-G), quantificar a extensdo da marcagdo e se
existe mudanga aparente na expressdo ao longo do AIS;

e Determinar se o canal Na,l.6 estd presente nesses neurdnios no 15° e 8° dia do

desenvolvimento pos-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 comité de ética no uso de animais (CEUA-UFTM) de acordo com o protocolo
61 (vide anexo I). Foram utilizados ratos machos e fémeas Wistar provenientes do biotério da
Disciplina de Fisiologia da Universidade Federal do Triangulo Mineiro. Os animais eram
mantidos em condicdes fixas de temperatura (24 = 1 °C) e luz (ciclo de doze horas) em caixas
plasticas (40 x 34 x 17 cm) e com livre acesso a ragdo balanceada (Nuvilab) e agua filtrada.
As caixas eram limpas 3 vezes/semana com detergente e agua e forradas com maravalha ndo
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 esfor¢o foi feito para
reduzir a0 maximo o nimero de animais utilizados.

Os animais foram anestesiados com uma injecdo intraperitoneal de tiopental (100
mg/Kg) anteriormente aos procedimentos cirirgicos descritos abaixo. A profundidade da
anestesia foi avaliada pelo pincamento da cauda e auséncia do reflexo de retirada. Quando foi
observado o reflexo uma dose adicional de anestésico correspondente a 30% da dose inicial
foi suplementada. A suplementagdo raramente ocorreu visto que foi utilizada uma alta dose

inicial.

3.2- Preparacio do tecido para imunofluorescéncia em liminas

Ratos Wistar de 15 e 30 dias foram perfundidos transcardiacamente com uma solugdo
salina (PBS) por cinco minutos da seguinte composi¢ao: 142 mM NaCl, 2,68 mM KCl, 1,47
mM KH,PO4, 8,06 mM NaHPO,, pH 7.4, a 24 °C. Em seguida, foi feita a perfusdo
transcardiaca da solug¢do fixadora que consistiu de: paraformaldeido a 1% (Sigma P6148)
(peso/volume), 75 mM de lisina (L-lysine monohydrochloride; Sigma L5626) ¢ 10 mM de
metaperiodato de sdédio (Sigma, S1878) em tampao fosfato de sodio 37 mM, sempre
preparada a fresco e perfundida & baixa temperatura (~ 4 °C). Em um pequeno grupo de
experimentos essa solu¢do consistiu de paraformaldeido a 4% (peso/volume) em PBS. A
perfusdo foi feita durante 30 minutos num fluxo aproximado de 8 mL/min. com uma bomba
peristaltica (Incibras BP-100).

Ap0s a decaptagdo, a calota craniana foi aberta rapidamente para obten¢do do acesso a
cavidade craniana, onde o nervo auditivo foi cuidadosamente seccionado, no ponto onde esse
emerge do meato acustico interno do osso temporal, com auxilio de um estereomicroscopio
(D.F. Vasconcellos M90). Em seguida, um bloco de tecido contendo o nucleo coclear foi
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cortado, de forma parassagital, imerso em solucdo de sacarose 30% em PBS. Apos a
submersao do tecido (36 a 48 horas), o bloco do tecido foi acondicionado em capsula plastica
de remédio embebida em Tissue-Tek (Sakura Finetek, Japan) em uma capsula de remédio e
congelado pela imers@o em metilbutano (isopentano, 99% P.A. Vetec) resfriado em nitrogénio
liquido. O bloco congelado foi seccionado em criostato Leica (CM1850 UV), em fatias
parassagitais de 30 ou 40 pm, montadas em laminas tratadas com solu¢do de poli-D-lisina
0,1% (Sigma, P1274). Ap6s uma hora de secagem (24° C) o experimento de imunomarcagio
foi iniciado.
3.3- Preparacido de fatias de 200 um no vibratomo para imunofluorescéncia (ratos 8
dias)

Ratos Wistar de 8 dias foram rapidamente decapitados e a calota craniana removida.
Sob o estereomicroscopio, o nervo auditivo foi cortado apenas de um lado e procedeu-se a
remocdo da parte do tronco encefélico contendo o ntcleo coclear. Um bloco de tecido que
possibilita se¢des parasagitais do nucleo coclear foi isolado. Durante essa etapa o tecido
estava submerso em uma solugdo salina fisiolégica gelada (4 °C) da seguinte composi¢do
(mM): 87 NaCl, 25 NaHCOs, 2,5 KCl, 1,25 NaH,PO4 x H,0, 7 MgCl,, 0,5 CaCl,, 25 glicose,
75 sacarose equilibrado com 95% O, e 5% de CO,. Apds a obtencdo do bloco de tecido este
foi transferido com o auxilio de uma espatula para um vibratomo (Vibratome 1000 Plus,
Vibratome, EUA) onde fatias de aproximadamente 200 um foram obtidas. As fatias foram em
seguida fixadas overnight na solugdo fixadora de de PLP a 1%, descrita acima.
3.4- Imunomarcacio

As secgOes nas laminas ou as fatias foram lavadas com PBS (trés lavagens de 15 min)
sob agitacdo suave (BIOMIXER TS-2000A VDRL SHAKER) e incubadas em um tampao 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 a temperatura ambiente (24°C). Em alguns
experimentos, durante essa etapa de bloqueio de marcacdo inespecifica, a porcentagem de
Triton X-100 foi aumentada para 1,5 %. Em seguida, as secgoes/fatias foram incubadas por
aproximadamente 21-24 horas, em cAmara imida a 4 °C, com tampdo de bloqueio contendo
anticorpos primarios, previamente centrifugados por 10 minutos na temperatura de 4 °C
(Rotanta 460R-Hettich Zentrifugen):
- Anticorpo monoclonal de camundongo contra a subunidade Navl.l (clone K74/71,
Neuromab, USA).
- - Anticorpo monoclonal de camundongo contra a subunidade Navl.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 epitope (CIANH TGVDI HRNGD FQKNG) correspondente aos residuos de
aminodcido 1042-1061 localizados na alca intracelular entre os dominios II-III da proteina
Navl.6. A concentragdo do anticorpo apos a reconstitui¢cdo foi de 0,8 mg/ml.

- Anticorpo policlonal de coelho que reconhece todos canais para sodio (PAN) de rato (varias
diluigdes) (Millipore, AB5210);

- Anticorpo monoclonal de camundongo contra a proteina associada a microtiibulos (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-proteina de vesicula sinaptica de rato (SV2,
1:1000) Developmental Studies, Hybridoma Bank, Department of Biological Sciences
(University of lowa, lowa city, EUA).

No dia seguinte, apos a incubacdo com um ou dois anticorpos primarios, as
seccOes/fatias foram lavadas com PBS (trés vezes por 15 min) e incubadas por duas horas a
temperatura ambiente no tampao de bloqueio contendo um ou ambos dos seguintes anticorpos
secundarios 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 secundario ndo ligado foi lavado das secoes/fatias com PBS
(trés vezes de 15 min). As secgdes foram montadas em meio protetor contra perda de emissao
de fluorescéncia (Vectashield; Vector Laboratories, CA, EUA) ou (Fluoro-gel W/ Anti Fading
Agent, Electron Microscopy Sciences) em seguida fotografadas utilizando microscopia de
fluorescéncia confocal Zeiss LSM (Universidade Federal de Uberlandia). As figuras foram
processadas ¢ montadas usando o software ImagelJ ou Fiji-Win32 e Adobe Illustrator (Adobe
System, EUA). O controle da imunomarcagao foi feito pela omissdo do anticorpo primdrio e
pelo uso do peptideo antigénico.

3.5- Coloracao pelo método de Nissl

Laminas gelatinizadas foram deixadas sobre uma placa quente (40°C) por 10 minutos
para garantir a aderéncia dos cortes. Depois foram colocadas dentro do copo de Coplen (cuba)
para passar por uma bateria de solugdes para desengordurar e hidratar os cortes (Xilol, alcool
absoluto 100%, alcool 100% e cloroformio 1:1, alcool 95% e por ltimo alcool 70%, cada
uma delas por 3 minutos) dentro da capela. Depois o copo de coplen, com as laminas, foi

deixado em gotejamento com agua corrente, para depois receber a solucdo de violeta de

24



cresila filtrada (0, 25% em agua destilada) por até dois minuto. Apoés a retirada da coloracdo,
o copo de coplen foi deixado sobre gotejamento em agua corrente por dez minutos. Fora da
capela, as laminas passaram rapidamente (mergulho breve) por uma bateria de solu¢des para a
desidratagdo dos cortes (alcool 70%, alcool 95%, alcool e cloroformio 1:1 e alcool absoluto).
Dentro da capela novamente, as 1dminas passaram por uma solugdo de alcool e xilol 1:1 e
depois por xilol puro para a montagem das laminas com laminulas de vidro (Kinittel Glaser) e
ENTELLAN NEW (Rapid mounting for microscopy, Electron Microscopy Sciences). As
laminas foram fotografadas por microscopia comum para a andlise anatdmica e morfologica

das subdivisdes do nucleo coclear (Leica DM 6000 - software LAS).
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4- Resultados

A Figura 3B apresenta secgdes parasagitais do nucleo coclear do tronco encefalico
localizado na parte caudal da ponte e rostral do bulbo (jungc@o ponto-bulbar). Essas seccoes
foram coradas pelo método de Nissl e fotografadas por microscopia comum. Nessa figura,
pode-se observar a morfologia do nucleo e das estruturas anatomicas proximas do mesmo. O
nucleo coclear ventral (VCN) pode ser subdividido em trés regides que sdo a regido da raiz
nervosa (NR, nerve roof), a regido anterior (AVCN) e a posterior (PVCN). A figura A ¢ de
uma secdo mais lateral e a figura B uma se¢@o mais medial do nucleo. Tanto em A como em
B ¢ possivel observar o dominio (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 cordide do quarto
ventriculo que estad envolvido com a produgdo do liquido cefalorraquidiano. Nas figuras
seguintes, serdo ilustrados os resultados da imunofluorescéncia em cortes parassagitais do
PVCN.

A figura 4 apresenta o resultado da marcagdo para MAP-2 em neurénios do PVCN
que, além de ser observada nos dendritos, € também observada no soma desses neurdnios. A
morfologia dendritica pode ser usada para a diferenciagdo dos neurénios do nucleo coclear,
incluindo aqueles que s@o observados no PVCN (Osen, 1969). Dessa forma, no PVCN pode
ser definida uma 4rea mais ventral que contém principalmente neurdnios chamados de
multipolares. Na figura 4A, parte dessa area, que sera chamada de area das células
multipolares, estd delimitada pela linha pontilhada e mostrada em maior resolu¢cao em 4B. Os
neurdnios multipolares apresentam um corpo celular mais ovoide e dendritos que projetam de
diferentes partes do soma como pode ser observado em C (magnificagdo da area delimitada
em 4B). No PVCN pode ser também definida uma regido mais dorsal, indicada pelo retangulo
de linha pontilhada em A e mostrada em maior resolucdo 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 (magnificacdo da area delimitada em 4D).
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Figura 3- Cortes parassagitais do nucleo coclear corado pelo método de Nissl. (A) Secao
parassagital mais lateral mostra a subdivisdo do nucleo coclear em parte dorsal (DCN),
antero-ventral (AVCN) e postero-ventral (PVCN), assim como as estruturas anatomicas que o
envolve: cerebelo (CE), plexo cordide (CP) e o pedunculo cerebelar inferior ou corpo
restiforme (RB). A raiz nervosa (NR) representa a porcao coclear do nervo vestibulo-coclear
seccionada durante a cirurgia de disseccdo 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 um no criostato em 05/08/10, laminas 1 e 3, animal de 30 dias. Coloragdo:

05/08/10. Documentagado: 03/09/10, microscopia comum (Leica DM 6000). Tecido fixado em PFA 4%
em PBS.
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Figura 4- Morfologia e localizacao das células multipolares e octopus da regiao postero-
ventral do niticleo coclear (PVCN). A, Visdo panoramica da marcagdo para a proteina 2
associada a microtubulos (MAP-2) em uma area de uma seccao parassagital do ntcleo coclear
que inclui tanto 0 PVCN como a raiz nervosa (NR). B, representa a area delimitada por linha
pontilhada em A. C, area correspondente aquela delimitada em B. D, Magnificacdo da area
delimitada por linha continua em A. E, area correspondente aquela delimitada em D.

Ldamina 4 do experimento do dia 26/05/2011 (rato de 30 dias e perfusdo com PLP) e
aquisi¢do no dia 10/06/11 (UFU).
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A descri¢do dos resultados da expressdao do canal de sodio Navl.6 se inicia pelos
resultados obtidos na area das células octopus em ratos de 30 dias e segue com os resultados
em animais de 15 e 8 dias. Na sequéncia, serdo apresentados os resultados da area das células
multipolares nas mesmas idades.

A figura 5 apresenta o resultado da analise da expressdo do canal Na,1.6 na parte
dorsal do PVCN em um rato de 30 dias. A marcagdo anti-Map-2 na figura 5A permite a
observagdo de neurdnios de corpos celulares alongados e dendritos calibrosos e extensos que
sdo caracteristicos das células octopus. Na figura 5B a marcagdo anti-Navl.6 pode ser
observada no soma desses neurdnios e em estruturas longas e finas préximas ao soma (setas)
que provavelmente se tratam de segmentos iniciais do axdénio (AISs). Nodos de Ranvier
aparecem marcados intensamente pelo anticorpo anti-Na, 1.6 (marcagdo puntiforme). A figura
5C mostra que a marcagao anti-Map-2 (verde) e anti-Na,1.6 (vermelha) colocaliza nos corpos
celulares das células octopus (coloragdo amarela) mas, ndo nos dendritos que aparecem
apenas marcados em verde. No painel inferior (D, E e F) a 4rea delimitada em A (linhas
pontilhadas) ¢ mostrada em maior magnificacdo. Em D pode ser observado os dendritos
calibrosos das células octopus. Em E as setas indicam provaveis AISs e também os
respectivos corpos celulares dos quais tais AISs sdo derivados evidenciados durante a analise
de multiplas sec¢des confocais no eixo Z. Em F, pode ser observado que a marcagdo anti-
Na, 1.6 ndo esta presente nos dendritos. A maior resolu¢do também permite observar que os
nodos de Ranvier sdo marcados apenas pelo anticorpo anti-Na,1.6.

A andlise da imunofluorescéncia anti-Na,1.6 na area das células octopus do PVCN,
avaliada em outro rato de 30 dias ¢ apresentada na figura 6. A marcacdo anti-Map-2 (A, B e
C) ilustra a morfologia tipica das células octopus. Seus longos dendritos e a geometria do
soma, aliado a uma localizacdo neuroanatdomica especifica permite a identificacdo dessas
células. Nos painéis centrais (D, E ¢ F) a marcagdo anti-Na,1.6 ¢ evidente nas mesmas
estruturas longas mostradas na figura 3 que, como descrito, supde-se tratar dos AlSs. A
sobreposi¢do da marcacdo (G, H e I) permite verificar que os canais Na,l.6 nio estdo
expressos nos dentritos (marcados pelo anti-Map-2) mas, estdo presentes no soma e nos AlSs
neuronais ¢ nodos de Ranvier de fibras mielizadas que passam pelo PVCN (provavelmente se
tratam dos ramos descendentes das fibras auditivas em proje¢do para o PVCN e DCN). A
analise da intensidade de fluorescéncia anti-Na, 1.6 ao longo dos AIS ¢ indicada pela seta em
D, E e F, ¢ mostrada nos graficos em J, L e M. Nota-se um aumento da intensidade de
fluorescéncia anti-Nay1.6 ao longo do AIS, sugerindo que a densidade desse canal de sodio €

maior na parte final do AIS.

29



Figura 5- Expressio de canais para sédio do subtipo Na,1.6 nas células octopus do
nucleo coclear postero-ventral (PVCN) em um rato de 30 dias. Projecdo do tipo maxima
intensidade de fluorescéncia de secgdes confocais no eixo Z da marcacdo para Map-2 (Alexa
488,) em A e para Na,1.6 (B) em células octopus do PVCN em um corte parassagital. C,
Sobreposicdo da marcacdo anti-MAP-2 e anti-Na,1.6. A area delimitada em A pela linha
pontilhada ¢ apresentada em maior magnificacdo em D, E e F.

Lamina 4 do experimento do dia 26/05/2011 (rato de 30 dias e perfusdo com PLP) e aquisi¢do no dia
10/06/11 (UFU). Tecido fixado em PLP 1% (Paraformaldeido, lisina e periodato).
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Figura 6- Expressio de canais para sédio do subtipo Na,1.6 nas células octopus da
regiio postero-ventral do nucleo coclear (PVCN) em um rato de 30 dias. Projecdo do tipo
maxima intensidade de fluorescéncia de sec¢des confocais no eixo Z da marcagdo para Map-2
(Alexa 488,) em A, B e C e para Na,1.6 em D, E e F (Alexa 568) em células octopus do
PVCN em um corte parassagital. G, H e I mostram a sobreposi¢do da marcagdo anti-MAP-2 e
anti-Na,1.6. J, L e M apresentam a relacdo entre as intensidades de fluorescéncia para Na,1.6,
normalizada pela maxima fluorescéncia, versus a distdncia ao longo do AIS.

Cortes de 40 pum no criostato no dia: 26/05/2011 Lamina 3 corte 2. Documentagdo:
10/06/2011 (A e C) e 06/06/11 (B). Tecido fixado em PLP 1% (Paraformaldeido, lisina e

periodato).
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Experimentos de marcagdo para o Na,l.6 foram também realizados em ratos de 15
dias e o resultado da marcagdo ¢ ilustrado pela figura 7. De modo semelhante ao observado
em ratos de 30 dias, a marcacdo para o Na,1.6 esta expressa em provaveis AlISs das células
octopus (Fig 7 B e E). Uma marcagdo puntiforme sugere a marcacdo de nodos de Ranvier. A
analise da colocalizacdo com a marcagdo anti-MAP-2 (Fig 7 C e F) indica que o canal ndo
esta presente nos dendritos.

A figura 8 ilustra o resultado de experimentos da marcacgdo para a proteina anquirina-
G e anti-Na, 1.6 em um rato de 15 dias. Essa proteina tem sido usada como um marcador do
segmento inicial do axonio (AIS) (Bréchet et al., 2008; Hedstrom et al., 2007). Como pode ser
observado na figura 8 A, D e G a marcagdo anti-ank-G se restringe a segmentos de fibras
nervosas de passagem (possivelmente ramos descendentes das fibras auditivas). Praticamente
ndo € observada a marcacdo somatica e nos dendritos, de forma que a identificagdo do tipo
celular marcado torna-se dificil. Assim, ¢ mais apropriado apenas indicar a area em estudo
que, na figura 6 ¢ o PVCN. Na figura 6 B, E e H ¢ apresentada a marcagdo anti-Na,1.6 na
mesma area. 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 analise da colocalizacdo da marcagdo anti-ank-G e anti-Na, 1.6 mostra que
os segmentos indicados por setas apresentam-se marcados para ank-G, sugerindo que se
tratam dos AISs de neurbnios do PVCN. A marcacdo puntiforme anti-Na,1.6 (B, E e H)
provavelmente oriunda de nodos de Ranvier ndo colocaliza com a marcagdo anti-ank-G, como
pode ser observado na figura 8 C, F e I. Experimentos em animais de 30 dias, demonstraram
um padrdo de colocalizacdo similar ao observado em animais de 15 dias (resultados ndo
apresentados).

A figura 9 ilustra a marcagdo anti-Na,1.6 e anti-ank-G em um rato de 8 dias. Esse
experimento foi feito em cortes a fresco de 200 um preparados no vibratomo e fixados
posteriormente ao corte. Do mesmo modo que em animais de 30 e 15 dias, neurénios do
PVCN apresentam AISs marcados pelo anticorpo anti-Na,1.6 (Fig 7 B e E, setas). A analise
da colocalizagdo com a marcagdo anti-ank-G (Fig. C e F) revela que tais segmentos que
expressam Nay1.6 apresentam-se marcados para ank-G, indicando que se tratam realmente de

AlSs (setas).
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Figura 7- Expressio de canais para sédio do subtipo Na,1.6 nas células octopus da

regiio postero-ventral do nucleo coclear (PVCN) em um rato de 15 dias. Projecdo do tipo
maxima intensidade de fluorescéncia de sec¢des confocais no eixo Z da marcagdo para Map-2
(Alexa 488,) em A e D e para Na,1.6 em B ¢ E (Alexa 568) em células octopus do PVCN de
um corte parassagital. C e F mostra a sobreposicdo da marcagdo anti-MAP-2 e anti-Na,1.6.
Cortes de 40 pm no criostato no dia:26/05/2011 Lamina 2 cortel Documentagdo: 03/06/2011 (A, B e
C).

Cortes de 40 pm no criostato no dia:22/11/2010 Lamina 2 cortel Documentagdo: 26/11/2010 (D, E e
F).

Tecido fixado em PLP 1% (Paraformaldeido, lisina e periodato).
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Figura 8- Colocalizacdo de Anquirina-G e o canal Na,1.6 no segmento inicial do axonio
(AIS) de neuronios do PVCN de ratos de 15 dias. Padrdo de marcagdo para anquirina-G na
regido do PVCN mostrando os ramos descendentes das fibras auditivas intensamente
marcados (A, D e G) e para Na, 1.6 (B, E e H). C, F e I ilustra a sobreposi¢do das duas
marcagdes e a colocalizagdo da expressdo de anquirina-G e Na, 1.6 nos AISs (indicados pelas
setas).

Cortes de 20 pm no criostato no dia: 22/11/2010 Lamina 3 corte unico. Documentagdo: 26/11/2010
Tecido fixado em PLP 1% (Paraformaldeido, lisina e periodato).
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Figura 9- Colocalizacio de Anquirina-G e o canal Na,1.6 em segmentos iniciais de
axonios (AISs) de neuronios do PVCN de ratos de 8 dias. A e D, Marcagéo anti-anquirina-
G no PVCN observada principalmente nos ramos descendentes das fibras auditivas. B e E,
Marcagdo anti-Navl.6 em AISs (setas) e nodos de Ranvier (marcacdo puntiforme). C e F,
Sobreposicdo das imagens que mostra a colocalizagdo da marcagdo anti-anquirina-G e anti-
Nay1.6 nos AISs (setas).

Cortes parassagitais de 200 pm (vibrdatomo) de rato de 8 dias de 16/12/2010 Corte 1, Documentagdo:
29/12/2010.
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A figura 10 apresenta o resultado da analise da extensdo da marcagdo anti-Na,1.6 ao
longo dos AISs das células octopus do PVCN. Os painéis A, B e C indicam como essas
medidas foram feitas. A delimitagdo da area somatica das células octopus foi realizada
utilizando a marcacgdo anti-MAP-2 (A). A extensao da marcag@o anti-Na, 1.6 foi documentada
em imagens adquiridas apenas no canal que detectou tal marcagdo (B). A sobreposi¢do das
duas marcagdes (C) possibilitou determinar o inicio do AIS (barra vertical a direita em B). O
término do AIS, indicado pela barra vertical a esquerda (B) foi estabelecido pelo término da
marcagdo anti-Na,1.6. A analise descrita acima foi realizada em sete células octopus
claramente identificadas morfologicamente e cujos AIS apresentavam bem marcados e
podiam ser correlacionados a corpos celulares especificos. Os resultados indicaram uma area
somatica média de 499 + 9 umz ¢ uma extensdo da marcacdo anti-Na,1.6 média de 38,1 £ 2,6
pm.

Os cortes parassagitais do tronco encefalico utilizados nos experimentos de
imunomarcagdo, continham além do nucleo coclear, uma grande extensdo do cerebelo. A
expressdo do canal Na,l1.6 nas células de Purkinje foi demonstrada em experimentos
eletrofisiologicos (Khaliq et al., 2003) e de imunohistoquimica (Jenkins et al., 2001). Desse
modo, utilizamos a marcag@o anti-Na, 1.6 nessas células como controle positivo endogeno das
reacdes de imunofluorescéncia. A figura 11A e D ilustra o padrdo de marcagdo anti-MAP-2
nas células de Purkinje. Os dendritos da célula de Purkinje, exibindo uma proeminente
marcagdo anti-MAP-2, projetam para a camada molecular (ML) e o ax6nio dessa célula para a
camada granular (GL). Em B e E ¢ apresentado a marcacdo anti-Na,1.6 que se mostrou
bastante evidente nos AISs (setas) e, em menor extensdao, também no soma dessas células. As
sobreposi¢des das imagens A ¢ B (C) e D ¢ E (F) indicam que as marcagdes colacalizam
apenas no soma dessas células, enquanto os dendritos sdo marcados apenas pelo anticorpo
anti-MAP-2 e os AISs apenas pelo anti-Na,1.6. Esse padrdo de marcacdo ¢ 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 padrdo de marcacdo para ambos
anticorpos. Do mesmo modo como ilustrado nas figuras 8 ¢ 9 para os neurdnios do PVCN, as
células de Purkinje também exibem uma marcagdo intensa para anquirina-G no AIS (Figura
12 A) e, que também colocaliza com a marcagdo anti-Na, 1.6 (Fig. 12 B e C). Na emergéncia
dendritica também foi observada uma marcagdo anti-anquirina-G (setas em 12A) mas, que

ndo sera discutido no presente trabalho.
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Figura 10- Analise da extensdo da marcacio anti-Na,1.6 ao longo dos segmentos iniciais
de axonios (AISs) das células octopus do PVCN. A, Uma tnica secio confocal no eixo z da
marcacdo anti-Map-2 em células octopus do PVCN. Sobreposicdo do tipo maxima
intensidade de fluorescéncia de 4 se¢es confocais consecutivas no eixo z da marcagdo anti-
Na, 1.6 no AIS de uma célula octopus. As barras verticais indicam o inicio do AIS (direita) e
término do AIS (esquerda). C, sobreposicao das imagens A e B. D, grafico que demonstra a
relagdo entre a extensdo da marcacdo anti-Na,1.6 no AIS e a area somatica das células
octopus (circulos vazios, n=7). A média da extensdo da marcagdo anti-Na,1.6 no AIS foi de

38,1 £2,6 um e a média da 4area somatica foi de 499 + 9 pum? (circulo cheio).
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Figura 11- Expressao do canal Na,1.6 nas células de Purkinje do cerebelo em ratos de 15
dias. A e D, projecdo do tipo maxima intensidade de fluorescéncia de secdes confocais no
eixo z de cortes parassagitais marcados com anticorpo anti-MAP-2. Em D as diferentes
camadas do cortex cerebelar sdo indicadas (GL, camada das células granulares; PL, camada
das células de Purkinje; ML, camada molecular. B e B, maxima intensidade de fluorescéncia
de multiplas se¢des confocais no eixo z da marcacao anti-Na,1.6. As setas indicam os AISs
das células de Purkinje. C e F, Sobreposicdo das imagens A ¢ B ¢ D e F, respectivamente,
indicando uma localizacdo restrita da marcacdo anti-Na, 1.6 nos AIS das células de Purkinje.

Cortes parassagitais de 40 um (criostato) de: A, B e C: 26/05/2011 (rato de 30 dias) Lamina 3 corte
1, Documentagdo: 10/06/201; D, E e F: 19/11/2010 (15 dias) Lamina 3 corte unico. Documenta¢do:
03/12/2010. Tecido fixado em PLP 1% (Paraformaldeido, lisina e periodato).
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Figura 12- Colocalizacdo do canal Na,1.6 e anquirina-G nas células de Purkinje. A,
Projecdo de multiplas se¢des confocais no eixo Z da marcacdo anti-anquirina-G. B, Projecao
de multiplas se¢des confocais no eixo Z (mesmas que em A) da marcagdo anti-Na,1.6. As
setas indicam segmentos inicials de axonios (AISs) das células de purkinje marcados pelo
anticorpo anti-anquirina-G (A) e anti-Na,1.6 (B). C, Sobreposicdo das imagens A e B que
ilustra a colocalizacdo de ambas marcagdes no AlSs.

Cortes de 20 um no criostato no dia: 22/11/2010 lamina 3 corte unico. Documentagdo: 19/08/2011
Tecido fixado em PLP 1% (Paraformaldeido, lisina e periodato).
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A Figura 13 ilustra o resultado de experimentos feitos com o intuito de verificar a
especificidade da reacdo de imunofluorescéncia do anticorpo anti-Na,1.6. Experimentos nos
quais o anticorpo foi omitido durante a etapa de incubacdo com o anticorpo primdrio, mas
preservando o anticorpo secundario, deixaram de apresentar a imunomarcagdo anti-Na,1.6
caracteristica tanto em neuronios do PVCN quanto em células de Purkinje do cerebelo
(resultados ndo apresentados). Além disso, foram feitos experimentos nos quais o anticorpo
anti-Na, 1.6 foi pré-incubado com excesso de peptideo antigénico previamente a sua aplicagdo
no corte durante a etapa de incubagdo (Figura 13). Em sec¢des adjacentes montadas na mesma
lamina, o anticorpo anti-Na,1.6 exibiu seu padrdo caracteristico de marca¢do coincidente com
nossos resultados e aos descritos na literatura (Figura 13 B), entretanto sua marcagdo foi
abolida quando pré-incubado com o peptideo imunogénico fornecido pelo fabricante (Figura
13D).

A figura 14 apresenta a analise da expressdo de canais para so6dio do subtipo Na,1.6
em provaveis células multipolares do nucleo coclear pdstero-ventral (PVCN) em cortes
parassagitais de um rato de 30 dias. As células denominadas multipolares formam um grupo
celular heterogéneo em termos de tamanho do corpo celular, projecdo axonal e principal
neurotransmissor utilizado mas, que possuem dendritos que emergem de diferentes polos do
soma (Olsen, 1969; Oertel et al., 1990; Doucet ¢ Ryugo, 1997). A parte ventral do PVCN ¢
definida como area das células multipolares (Olsen, 1969). A marcacdo anti-Map-2 (A, D e
G) ilustra a morfologia de provaveis células multipolares, observadas na parte ventral do
PVCN. B, E ¢ H pode ser observado a expressdo do canal Na,1.6 nesses neurdnios, presente
nos AISs (setas), corpos celulares e nodos de Ranvier dos ramos descendentes das fibras
auditivas (marcagdo puntiforme). Em C, F e I observamos a sobreposi¢do das imagens. O
anticorpo anti-Na,1.6 ndo marca os dentritos (marcados apenas pelo anti-Map-2) mas, a
colocalizacdo € observada no soma desses neuronios.

A figura 15 apresenta o resultado da andlise da extensdo da marcacdo anti-Nav1.6 ao
longo dos AIS das células do PVCN ventral definidas como multipolares. Os painéis A, Be C
ilustram como essas medidas foram feitas. A delimitacdo da area somatica das células
multipolares foi realizada utilizando a marcagdo anti-map-2 (A). A extensdo da marcacio
anti-Na, 1.6 foi analizada em imagens adquiridas apenas onde o canal fora detectado em (B).
A sobreposicdo das duas marcagdes (C) possibilita determinar o inicio e término do AIS
(barras horizontais em B). Os resultados indicaram uma area somatica média de 271 £ 11 umz

e uma extensdo da marcagdo anti-Na, 1.6 média no AIS de 16,3 + 2,5 um.
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Figura 13- Bloqueio da reacido de imunofluorescéncia para Na,1.6 pela pré-incubacgio do
anticorpo com o peptideo antigénico em seccdes parassagitais adjacentes do cerebelo.
Projecdes do tipo méaxima intensidade de fluorescéncia de secdes confocais no eixo z de
cortes marcados com anticorpo anti-MAP-2 (A e C) ou anti-Na,1.6 (B). As setas em B
indicam segmentos inicials de axonios (AISs) das células de purkinje marcados pelo anti-
Na,1.6. C, Projecao do tipo méaxima intensidade de fluorescéncia de se¢des confocais no eixo
z (mesmo numero que em C) onde o anticorpo anti-Nay 1.6 foi pré-incubado com excesso de
peptideo antigénico previamente a sua aplicagdo no corte durante a etapa de incubacao.

Cortes de 40 um no criostato no dia: 25/07/2011 ladmina 5 corte 1. documentagdo: 19/08/2011

Tecido fixado em PLP 1% (Paraformaldeido, lisina e periodato).
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Figura 14- Expressao do canal para sédio Na,1.6 em provaveis células multipolares do
nucleo coclear poéstero-ventral (PVCN) em cortes parassagitais em um rato de 30 dias.
Projecdo do tipo méxima intensidade de fluorescéncia de sec¢des confocais no eixo Z da
marcagdo anti-Map-2 (A, D e G) e anti-Navl.6 (B, E e H). Nos painéis centrais, as setas
indicam segmentos iniciais de axdnios intensamente marcados pelo anticorpo anti-Na,1.6. A
marcagdo pode ser também observada em nodos de Ranvier (puntiforme) e no soma. C,Fela
Sobreposicdo da marcacdo anti-MAP-2 e anti-Na, 1.6 que indica uma colocalizacdo apenas no
soma. Dendritos aparecem marcados apenas pelo anti-Map-2.

(A a F) Cortes de 40 um no criostato no dia: 25/07/2011 lamina 5 corte 2 documentagdo: 19/08/2011.

(G a I) Cortes de 40 um no criostato no dia: 25/07/2011 lamina 4 corte 2 documentagdo: 19/08/2011.
Tecido fixado em PLP 1% (Paraformaldeido, lisina e periodato).
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Figura 15- Analise da extensdo da marcacio anti-Na,1.6 ao longo dos segmentos iniciais
de axonios (AISs) de provaveis células multipolares do PVCN. Sobreposi¢cdo do tipo
maxima intensidade de fluorescéncia de 3 se¢des confocais no eixo z da marcacdo anti-Map-2
(A) ou anti-Na,1.6 (B) em uma unica célula do PVCN. As barras horizontais em B indicam o
inicio do AIS e término do AIS. C, sobreposicdo das imagens A e B. D, relacdo entre a
extensdo da marcagdo anti-Na, 1.6 no AIS e a area somatica de diferentes células multipolares
(circulos vazios, n=7). A média da extensdo da marcagdo anti-Na, 1.6 no AIS foi de 16,3 + 2,5
um e da 4rea somatica de 271 + 11 um? (circulo cheio).

Cortes de 40 um no criostato no dia: 25/07/2011 ldmina 5 corte 2 documentagdo: 19/08/2011.
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A figura 16 ilustra o resultado dos experimentos de dupla-marcagdo utilizando o
anticorpo contra proteina 2 de vesiculas sinapticas (SV2; synaptic vesicle protein 2) e anti-Na,
1.6. Terminais sinapticos foram observados em todo o soma dos neurénios do PVCN (A) de
um rato de 30 dias. Em B (menor) e em D (maior magnifica¢do) pode ser observado uma
marcagdo somatica anti-Na, 1.6 e também nos AISs (setas). A sobreposicao das imagens (C e
E) demonstra que nesses terminais sinapticos (verde) ndo ¢ observado a expressdo do canal
para sodio Na,1.6 (vermelho) visto que ndo ocorre a colocalizagdo das duas marcagdes.

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

mostra, numa visdo panoramica, o resultado da marcacdo anti-SV2. Em praticamente todos os
neuroénios do PVCN foram observados terminais sindpticos somaticos. A area 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 marcacdo anti-SV2 de subtipos celulares do PVCN, onde a
marcagdo do anticorpo pode ser observada em torno do corpo celular. As Figuras em C e F
apresentam a marcac¢ao do canal para s6dio que pode ser vista no soma e nos AIS dos subtipos
celulares. Em D e G apreciamos a sobreposi¢do das imagens, onde ndo ha expressdo de Na,
1.6 nos terminais sinapticos de animais de 15 dias.

A figura 18 apresenta em (A) uma vista panordmica de um corte parasagital do nucleo
coclear onde podemos ver o retangulo ao centro delimitando a regido do PVCN. As figuras a
seguir B e C apresentam a marcagdo da proteina de terminais sinapticos synaptic vesicle 2
(SV2) que contorna todo o corpo celular de 2 subtipos neuronais do PVCN. Em D ¢ E
apreciamos o canal para sodio expresso fracamente no soma celular e altamente concentrado
nos AIS (J& presente em animais de 8 dias) dos subtipos célulares. Em F e G foi feita a
sobreposi¢do das imagens, onde € possivel observar que ndo hd expressdao de Na, 1.6 nos

terminais sindpticos, de animais de 8 dias.
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Figura 16- Auséncia da expressiao do canal Na,1.6 em terminais que fazem sinapse com

neurdonios do PVCN (area das células multipolares, rato de 30 dias). Projecdo do tipo
maxima intensidade de multiplas se¢des 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
magnificagdo) pode ser observada a marcacdo para Nav 1.6 nos corpos celulares, nodos de
Ranvier (marcagdo puntiforme) e em segmentos iniciais do axdnios (setas). A sobreposi¢do
das imagens ilustra a auséncia da expressao de Na,1.6 nos terminais sinapticos do PVCN, que
pode ser observada em menor (C) ou maior magnificagao (E).

Cortes de 40 pm no criostato no dia: 07/02/2011 Lamina 4 corte 1. Documentagdo: 15/02/2011
Tecido fixado em PLP 1% (Paraformaldeido, lisina e periodato).
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Figura 17- Auséncia da expressio do canal Na,1.6 em terminais que fazem sinapse com
neurdnios do PVCN (area das células multipolares, corte parassagital, rato de 15 dias).
A, Visdo panoramica da marcagdo anti-SV-2 no PVCN. As areas mostradas em BCD e EFG
estdo delimitadas pelo retangulo em A. Projecdo do tipo maxima intensidade de fluorescéncia
de multiplas se¢oes confocais no eixo Z da marcacdo anti-SV2 (B e E) e anti-Nav1.6 (C e F).
Em C e F pode ser observada a marcagdo anti-Na, 1.6 nos corpos celulares, nodos de Ranvier
(marcacdo puntiforme) e em segmentos iniciais do axdnios (setas). A sobreposi¢do das
imagens ilustra a auséncia da expressdo de Na,1.6 nos terminais sinapticos do PVCN (D e G).
Cortes de 40 um no criostato no dia: 14/02/2011 Lamina 4 corte 1. Documenta¢do: 16/02/2011
Tecido fixado em PLP 1% (Paraformaldeido, lisina e periodato).

46



Figura 18- Auséncia da expressao do canal Na,1.6 em terminais que fazem sinapse com
neurdnios do PVCN (area das células multipolares, corte parassagital, rato de 8 dias). A,
Visdo panoramica da marcagdo anti-SV-2 no PVCN. As células mostradas em BDF e CEG
em maior magnificagdo estdo compreendidas na area delimitada pelo retingulo em A.
Projecao do tipo méaxima intensidade de fluorescéncia de multiplas se¢des confocais no eixo Z
da marcacdo anti-SV2 (B e C) e anti-Na,1.6 (D ¢ E). Em D e E pode ser observada a
marcagdo anti-Na,1.6 nos corpos celulares, nodos de Ranvier (marcacdo puntiforme) e em
segmentos iniciais do axonios (setas). A sobreposi¢do das imagens ilustra a auséncia da
expressdo de Na,1.6 nos terminais sinapticos do PVCN (D e G).

Cortes de 40 um no criostato no dia: 16/03/2011 Lamina 4 corte 1. Documentag¢do: 25/03/2011
Tecido fixado em PLP 1% (Paraformaldeido, lisina e periodato).
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A subunidade Na,1.2 foi detectada em axonios amielinizados que projetam para a
coclea mas, ndo foi observada no corpo celular, no segmento inicial do axoénio ou no axonio
dos neuronios tipo I (fibras mielinizadas) (Houssain et al., 2005). Nos neurdnios do nucleo
magnocelular de aves, estrutura andloga ao AVCN de mamiferos, a subunidade Na,l1.2
também ndo foi detectada (Kuba et al., 2010). No MNTB de camundongos a subunidade
Na,1.2 também ndo foi expressa (Ledo et al., 2006; Ledo et al., 2005). Entretanto, em
diferentes neurdnios do sistema nervoso central, incluindo o cerebelo, essa subunidade esta
presente e desempenha papel fundamental na geracdo do potencial de acdo (Schaller et al.,
2003). Os resultados obtidos no presente trabalho quanto a expressdo da subunidade Na,1.2
estdo ilustrados pela figura 19 e 20. A figura 19 (A) indica a expressdo do canal no corpo
celular de neurénios do PVCN ventral (area das células multipolares) e uma fraca expressao
do mesmo ao longo do AIS que pode ser observado em maior magnificacdo na figura 19B.
Fibras finas amielinizadas também aparecem marcadas. O painel em C apresenta o controle
positivo endégeno da reacdo de imunofluorescéncia para o Na,1.2 pela sua demonstragdo nas
fibras paralelas que emergem das células granulares do cerebelo, conforme descrito na
literatura (Schaller et al., 2003).

O nticleo coclear dorsal (DCN) é descrito como uma estrutura analoga ao cerebelo
tanto em aspectos anatdmicos como fisiologicos (Oertel & Young, 2004). A figura 20 A
mostra que, a semelhanga ao que foi observado na camada molecular do cerebelo (20 C), a
camada molecular do DCN, que também apresenta uma marcagdo anti-Na,1.2. Essa marcagéo
parece derivar dos axonios das células granulares. Neuronios do PVCN dorsal, na area das
células octopus, apresentaram uma marcagdo somatica para o Nay1.2 (Figura 20 B e C).

Experimentos de imunofluorescéncia foram também realizados com um anticorpo
monoclonal especifico para a subunidade Na,1.1 (Neuromab). Os resultados sugerem uma
auséncia da expressdo dessa subunidade (resultados ndo apresentados) no nicleo coclear.
Experimentos utilizando um anticorpo policlonal Pan que reconhece todas as subunidades
formadoras de canais para sédio (Millipore) ndo foram efetivos em marcar canais para sodio
como seria esperado frente aos resultados encontrados com o anti-Na,1.6. A figura 21 ilustra
o melhor resultado obtido com esse anticorpo. Em A observa-se uma marcacdo em alguns
AIS (setas) e nodos de Ranvier na regido do PVCN. Em maior magnificagdo (B) nota-se

também a marcacao ao longo de provaveis axonios amielinizados.

48



FWCN

cerebalium

PVCMN (mca)

Figura 19- Marcacdo do anticorpo anti-Na, 1.2 no PVCN de ratos de 30 dias. A,
microscopia de fluorescéncia comum mostrando uma visdo panoramica da marcacdo anti-
Nay1.2 no PVCN préximo a raiz nervosa e no local onde ocorre a bifurcagdo das fibras
auditivas. Em (B) podemos observar a marcacdo somatica do anti Na, 1.2 em neurdnios do
PVCN. C, Marcacao anti-Nay 1.2 no cerebelo em provaveis axonios das células granulares (gl)
projetando para a camada molecular (ml) usado como controle positivo endégeno da reacao.

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

Tecido fixado em PFA 4 % (Paraformaldeido).
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Figura 20- Expressiao do canal Na,1.2 em neurénios do PVCN do niicleo coclear de ratos
de 15 dias. A, Fotografia panordmica que ilustra a marcacdo para o Na,1.2 tanto na regido do
PVCN quanto no DCN (setas). Nessa figura o quadrado delimita uma area que ¢ mostrada em
maior magnificacdo em B que, também apresenta um quadrado que delimita uma area exibida
em maior magnificacdo em C. Em C observa-se provaveis células octopus marcadas pelo anti-
Na, 1.2 (expressdo somatica).

Cortes parassagitais de 40 um no criostato no dia 22/11/2010 Lamina 2; Documentag¢do: 23/12/2010.
Tecido fixado em PFA 4 % (Paraformaldeido).
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Figura 21- Analise da expressio de canais para sédio no PVCN utilizando um anticorpo

que reconhece diferentes subunidades formadoras de canais para sédio (PAN). A, alguns
AlSs e diversos nodos de Ranvier do PVCN marcados pelo anticorpo anti-PAN. B, em maior
magnificagdo também se observa no PVCN axonios amielinizados marcados pelo anticorpo.

Cortes parassagitais de 40 pm no criostato no dia 27/09/2010 Lamina 2; Documentagdo: 29/11/2010.
Tecido fixado em PFA 4 % (Paraformaldeido).
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5- Discussao

Os canais para sodio voltagem dependentes iniciam a fase de despolarizacdo do
potencial de acdo na maioria das células excitaveis bem como participam, em alguns
neurdnios, de respostas subliminares que podem levar ao inicio do potencial de agdo. Existem
nove subunidades de canais para sodio identificadas em mamiferos (Goldin et al., 2000) e
destas, trés sdo encontradas predominantemente no sistema nervoso central (Nay1.1, 1.2 e 1.6)
(Gong et al., 1999). Em nosso trabalho, essas tr€s subunidades foram estudadas através de
experimentos de imunofluorescéncia em neurdnios do nucleo coclear do sistema auditivo.
Esse nucleo pode ser subdividido em 4 regides anatomicas (regido da raiz nervosa, regido
anteroventral (AVCN), regido posteroventral (PVCN) e regido 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 eletrofisiologicos na presenca de
Tetrodotoxina (TTX), demonstraram a sensibilidade da corrente de sédio das células octopus
do PVCN a esse bloqueador, o que traz a sugestdo que os mesmos sejam compostos pelas
subunidades Na, 1.1, Na, 1.2 ou Na, 1.6, baseado nas evidéncias que essas sdo 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 s6dio também ¢
sensivel a TTX (Rodrigues et al., 2006).

Nas células octopus, nossos dados sugerem que a subunidade Na,1.6 € a principal
subunidade presente e que se encontra localizada no segmento inicial do axonio (AIS) (Figura
5). Nessas células, cuja area de silhueta somatica foi de 499 umz, a extensdo média da
marcagdo anti-Na, 1.6 no AIS foi de 38 um ¢ a intensidade aumenta com a distancia ao longo
do AIS (Figura 6). A maior densidade de canais Na,1.6 num sitio relativamente distante do
soma pode ser responsavel pelo potencial de acdo caracteristico dessas células descrito na
literatura. Golding et al. (1999) demonstraram que o potencial de agdo registrado no soma
dessas células é de baixa amplitude e de rapida duragdo. Essa forma do potencial de agdo pode
ser explicada ndo apenas pela ativacdo de uma corrente de potdssio de baixo limiar (Ixp)
(Oertel et al., 2000) mas, também pela localizacdo do sitio onde ocorre o potencial de a¢do. O
decaimento do pico do potencial de agdo, da parte distal do AIS até o soma onde ¢é registrado,
seria proporcional a resisténcia de input dessa célula que ¢ descrita na literatura como sendo
de um valor muito baixo (2,4 MQ)(Golding et al., 1999). Dessa forma, nossos dados

. ~ . . “+ . ~ I3
permitem a sugestdo que o maior influxo de Na' durante a fase de despolarizacdo nas células
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octopus ocorre num ponto distante do soma, o que esta de acordo com a forma do potencial de
acao dessas células descrita na literatura.

As células octopus estdo localizadas em uma regido anatomicamente definida como
area das células octopus (Osen et al., 1969), uma discreta fronteira entre a regido mais caudal
¢ mais dorsal do PVCN de mamiferos (Oertel et al., 1990.) As fibras do nervo auditivo
excitam as células octopus via receptores glutamatérgicos do subtipo AMPA de cinética
rapida (Gardner et al., 2001). Existem poucas células octopus no nucleo coclear, cerca de 200
em camundongos. Morfologicamente estas células podem ser identificadas por seus longos ¢
calibrosos dendritos primarios que saem de um tnico lado do corpo celular (Figura 5) e que
projetam todos na direcdo dos ramos descendentes das fibras auditivas (Osen et al., 1969).
Seus axOnios projetam através da estria acustica intermediaria para terminar
contralateralmente no nucleo periolivar dorsomedial ¢ no nicleo ventral do leminisco lateral
(Adams & Warr, 1976; Smith et al., 1993; Oertel et al., 1999).

O arranjo tonotépico das fibras nervosas auditivas leva para o nticleo coclear uma
representacdo espectral do som. As células octopus detectam caracteristicas do som que sdo
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 sdo
acessiveis & entrada de muitas fibras. E necessario a somagdo do estimulo de inimeras fibras
nervosas auditivas para levar uma célula octopus a atingir seu limiar de disparo. Essas células
detectam a entrada de pulsos coincidentes ou sincrénicos pelas fibras do nervo auditivo,
podendo disparar em taxas proximas a 800 Hz (Golding et al. 1995).

As células multipolares apresentam ao contrario dos outros tipos celulares,
consideraveis variacdes quanto ao numero, ramificagdes, comprimento e espessura dos
dendritos. Elas também apresentam varia¢des no tamanho do soma (Osen, 1969; Doucet &
Ryugo, 2008). Essas células, em ratos, podem ser subdivididas em duas populagdes distintas:
Neuronios multipolares planares e radiais (Cant, 1981; Cant & Gaston, 1982). No presente
trabalho, ndo foi possivel fazer a distingdo entre os dois subtipos de células multipolares.
Entretanto, devido a localizagdo na qual focamos nossa avaliacdo das células multipolares
(PVCN ventral) e do fato que maior porcentagem da populagdo de células multipolares ¢ do
tipo planar, pode ser sugerido que a maioria delas correspondam as planares. Além disso, as
células multipolares do presente estudo apresentaram uma 4rea somatica média de 271 pm?,
proxima aquela descrita para as células planares, enquanto as radiais apresentam uma area
somatica maior (400-500 pm?) (Doucet & Ryugo, 2008). Em experimentos futuros, a inje¢io
de marcadores celulares transportados retrogradamente no nucleo coclear contralateral

53



poderia propiciar uma marcagdo exclusiva das células multipolares radiais, enquanto a injecao
do mesmo no coliculo inferior marcaria as células multipolares planares.

De acordo com Smith & Rhode (1989) uma caracteristica marcante das células
multipolares radiais, por eles chamadas de O¢ (Onset-chopper) é o grande numero de
terminais sinapticos no soma, enquanto as células multipolares planares (Cs, Sustained
chopper) recebem pouco contato sindptico no soma. Esses dados foram obtidos em
microscopia eletronica. Em nossos experimentos, utilizamos o marcador anti-SV2, que marca
os terminais sinapticos, com o intuito de separar essas duas populagdes de células. Esse
anticorpo produziu uma intensa marca¢do no contorno somatico da maioria das células do
PVCN (figuras 16, 17 e 18). Enquanto tal marcacdo foi bastante 1til para podermos observar
que ndo ocorre a expressdo de canais para s6dio nos terminais somaticos, visto que nao
observamos a colocalizagdo da marcagdo anti-SV2 e anti-Na,1.6, a marcagdo anti-SV2 néo
permitiu uma separagdo desses dois subtipos neuronais.

O anticorpo utilizado para a marcacdo do canal Na, 1.6 é proveniente da Alomone
Labs. (Israel). Esse anticorpo ndo produziu uma marcagdo quando o tecido foi fixado com
PFA a 4%, porém produziu uma marcagdo intensa quando foi utilizado o fixador PLP a 1%
(Paraformaldeido, Lisina e Periodato de sddio). A metodologia de fixa¢do do tecido com PLP
foi descrita por Mclean e Nakane (1974) como um fixador que estabiliza estruturas de
carboidratos em proteinas preservando a antigenicidade. Os canais para sédio sdo proteinas
conhecidas por apresentarem sitios de glicosilacdo (Marban et al., 1998). Uma importante
modificacdo experimental realizada foi o aumento da concentragdo de detergente (Triton) de
0,3 para 1,5 % durante a etapa de bloqueio da marcacdo inespecifica. Sem esse aumento, os
AlSs das células octopus ndo sdo marcados pelo anticorpo anti-Na,1.6. Anatomicamente as
células octopus estdo localizadas entre os ramos descendentes mielinizados das fibras
auditivas e a agdo detergente parece fundamental para a penetragdo do anticorpo.

O anticorpo anti-Na,1.6 da Alomone foi utilizado anteriormente para estudar a
contribuicdo do canal Na,1.6 na geracdo do potencial de agdo em neurdnios corticais
piramidais (Hu et al., 2009), em células granulares do cerebelo (Osorio et al., 2010), em nodos
de Ranvier do nervo 6tico (Jenkins & Bennett, 2002), em axonios da coluna dorsal da medula
(Black, Waxman, Smith, 2006) e outras preparacdes. Em nossos resultados, esse anticorpo
apresentou sempre o mesmo padrao de marcacdo. Essa marcacdo para o canal Na,1.6 ficou
evidente em uma estrutura neuronal que acreditamos se tratar do segmento inicial do axonio
(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 sédio
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foi detectada também no AIS de neurdnios do PVCN de ratos de 8 dias, como pode ser
observado nas figuras 9 e 18.

Um controle positivo intrinseco das reagdes anti-Na, 1.6 nas se¢des parassagitais do
nucleo coclear foi a marcagao nas células de purkinje do cerebelo que também estava presente
nas segdes. Foi possivel visualizar uma exuberante marcacao pelo anti-Na, 1.6 nos AIS dessa
célula (ver figuras 11B e 11E). Jenkins & Bennett (2001) relataram a presenga desse canal nas
células de purkinje do cerebelo. A marcagdo anti-Na, 1.6 com esse anticorpo foi também
observada em células granulares do cerebelo (Osorio et al., 2010) e em neurdnios do cortex
piramidal (Hu et al., 2009). Para testar a especificidade do anticorpo anti-Na, 1.6, realizamos
experimentos de pré-incubacdo com o peptideo antigénico fornecido pelo fabricante (Fig.
13D). O resultado indicou que o anticorpo reconhece um epitopo especifico que esta presente
nos canais para sodio Na,1.6 dos neuronios do nucleo coclear. A omissdo desse anticorpo
durante a etapa de incubagdo também resultou na auséncia de marcacdo (dados ndo
apresentados), sugerindo que a marcacao ¢ devida a ligagdo do anticorpo primario ao canal e
ndo por ligacdo inespecifica do anticorpo secundario fluorescente. Experimentos de western-
blot realizados pelo produtor desse anticorpo indicaram que o mesmo reconhece uma banda
unica de aproximadamente 250 kDa de membrana neuronal purificada
(www.alomone.com/system/ uploadfiles/ dgallery/docs/ asc-009.pdf).

Devido ao fato que na literatura cientifica a anquirina-G (ank-G) ¢ descrita como um
marcador do AIS, foram realizados experimentos onde se buscou demonstrar a colocalizacdo
desse marcador com o canal Na, 1.6 na regido do AIS nas células objeto de nosso estudo.
Zhou e colaboradores (1998) apontaram a Ank-G como a principal responsavel pela
ancoragem e manutencdo dos canais para sédio nos subdominios do axonio. Estudos atuais
sugerem que essa proteina € responsavel pela montagem estrutural do AIS (Hedstrom et al.,
2007, Rasband, 2008). Essa seria a primeira proteina a se acumular no AIS durante o
desenvolvimento, sendo acompanhada pela BIV espectrina, e os canais para sodio (Jenkins &
Bennett, 2001, Boiko et al.,2007), sendo fundamental na localiza¢do, ancoramento ¢
recrutamento de canais voltagem dependentes (sodio e potéssio). Bréchet et al. (2008)
demonstrou que a afinidade do canal de sddio Na,1.2 pela Ank-G ¢ dependente de residuos de
glutamato (E1111) e de serina (1112, 1124 ¢ 1126). A fosforilagdao desses residuos de serina
pela proteina quinase CK2 regula a afinidade com que o canal interage com a ank-G. A
presenca de CK2 no AIS e nos nodos de Ranvier ¢ um mecanismo importante para regular a

~ . + . .
segregacdo dos canais para Na' nesses compartimentos neuronais.
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Hedstrom e colaboradores (2008) realizaram um estudo através da técnica de RNA de
interferéncia, onde procuraram observar os fendmenos ocorridos apos o silenciamento de
determinadas proteinas encontradas no AIS de neurdnios hipocampais em cultura como
neurofascina-186, canais para sodio, BIV 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 aglomeragdo de outras proteinas como PIV espectrina,
neurofascina e canais para sodio. A perda da ank-G gerou uma desestruturacdo do AIS e fez
com que proteinas normalmente distribuidas no compartimento somatodendritico, como
MAP-2, redistribuissem para o axdnio e este assumisse caracteristicas de dendritos (espinhos
dendriticos e regides de densidade pds-sinaptica). Estes experimentos sugerem que a ank-G ¢
a principal proteina necessaria a formagdo do AIS e essencial na manutencdo da polaridade
neuronal.

Schafer et al. (2009) realizaram experimentos para avaliar os efeitos de uma lesdo
neuronal sobre o AIS e suas provaveis consequéncias. Utilizando um modelo de hipdxia in
vivo (supressdo do fluxo sanguineo, por oclusdo da artéria cerebral média) e in vitro (redugdo
da oferta de O, e glicose para neurdnios corticais de cultura). Os testes foram avaliados por
experimentos de imunohistoquimica e immunoblots onde foi observado uma grande redugéo
da expressdo de PIVespectrina, ank-G e do canal para sodio voltagem-dependente em
neurdnios corticais, ou seja, uma perda da organiza¢do molecular do AIS. Tal efeito nao foi
observado nos nodos de Ranvier. Os autores relataram ainda que a compressdo do nervo
optico também levou a perda de AIS das células ganglionares. Os autores utilizaram
inibidores de calpaina, uma cisteina protease dependente de calcio e observaram uma redugdo
da proteolise de ank-G e de BIVespectrina que foi dependente da concentragdo do inibidor. Os
autores sugeriram que a perda de proteinas do citoesqueleto (scaffolding proteins linkers)
como a BIVespectrina e ankG e também do canal de s6dio no AIS de neurénios lesados €
mediada pela calpaina ativada pelo influxo de célcio leva a perda da polaridade neuronal e ¢
um importante fator para a disfun¢do neuronal. Tais achados devem ser considerados quando
se busca avaliar a expressdo de canais de sddio (ou outras proteinas do AIS) visto que o
mesmo pode “desaparecer” do AIS devido a falta de cuidado experimental (e.g. hipoxia
prolongada).

Os nossos resultados com dupla marcagdo anti-Na,1.6 e anti-Ank-G, evidenciaram
varios segmentos intensamente marcados por ambos anticorpos. Diante desse resultado,
acreditamos que estas estruturas sejam os segmentos iniciais do axonio (AISs). Diversos

trabalhos demonstraramam a colocalizagdo de canais para sodio dependentes de voltagem
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com a AnkG no segmento inicial do axoénio (Boiko et al., 2003; Van Wart, Trimmer,
Matthews, 2007; Lorincz, Nusser, 2008;; Hu et al., 2009; Osorio et al., 2010). Nesse sentido,
a marcagdo do canal Na,1.6 no AIS dos neurénios do PVCN contrasta com a localiza¢do dos
mesmos em heminodos terminais no MNTB (Ledo et al., 2005). Além disso, a dupla-
marcagcdo anti-MAP-2 e anti-Na,1.6 de neurbnios do PVCN permitiu observar uma
continuidade do cone de implantagdo (regido anti-MAP-2 positiva) e a estrutura marcada pelo
Na, 1.6, como pode visto mais claramente na figura 6 A, D e G. Esse resultado também sugere
que a estrutura marcada ¢ o AIS.

Diversos estudos indicam haver outras subunidades de canal para s6dio ao longo do
AIS. Boiko e colaboradores (2003) realizaram um estudo da ontogénese nos neurdonios
ganglionares da retina, onde puderam observar que nos estagios iniciais do desenvolvimento a
subunidade Na,1.2 é a predominante, sendo que apds um periodo de maturacdo a subunidade
Na, 1.6 ¢ a mais encontrada. Van Wart et al., (2007) mostraram que o Na,1.1 pode ser também
encontrado na parte proximal do AIS dessas células e decai ao longo do AIS de um modo
oposto a expressdao de Na,1.6. Nas células piramidais da camada 5 do cortex o Na,l.2 ¢é
encontrado na parte inicial do AIS e sua expressdo decai com a distdncia enquanto a
expressdo do Na,1.6 aumenta com a distancia ao longo do AIS (Hu et al., 2009). Estudos
realizados por Lorincz & Nusser, (2008) sugerem que existe uma variacdo na composicao
molecular do AIS dependente do tipo celular.

Em nossos trabalhos foram realizados experimentos com os anticorpos anti-Na, 1.1
(Neuromab, USA). A subunidade Na, 1.1 n3o foi detectada, mesmo frente a diversas
mudangas nos protocolos. A subunidade Na,1.2 foi detectada em axonios amielinizados que
projetam para a coclea mas, ndo foi observada no corpo celular, no segmento inicial do axénio
ou no axonio dos dos neurdnios do ganglio espiral que possuem fibras mielinizadas (Houssain
et al., 2005). Nos neurénios do niicleo magnocelular de aves, estrutura analoga ao AVCN de
mamiferos, a subunidade Na, 1.2 também nao foi detectada (Kuba et al., 2010). No MNTB de
camundongos a subunidade Na,1.2 também ndo € expressa (Ledo et al., 2006; Ledo et al.,
2005). Entretanto, em diferentes neurdnios do sistema nervoso central, incluindo o cerebelo,
essa subunidade esta presente e desempenha papel fundamental na gera¢do do potencial de
acao (Schaller et al., 2003). Nas células ganglionares da retina, ocorre uma mudanga da
subunidade prevalente durante o desenvolvimento pos-natal, passando a Na,l.6 ser mais
abundante em estagios finais enquanto a Na,l.2 ¢ mais abundante em estagios iniciais do
desenvolvimento pos-natal (Boiko et al., 2003). Em nossos resultados a marca¢do anti-Na, 1.2

(Neuromab) revelou corpos celulares no PVCN intensamente marcados e uma marcagao fraca
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no AIS (Figura 19). Fibras finas aparentemente amielinizadas apresentando marcagdo ao
longo de sua extensdo foram marcadas (Figura 19). No DCN, embora ndo sendo o foco do
estudo, processos na camada molecular sdo marcados também marcados (Figura 20).
Considerando que a literatura aponta varias semelhancas entre 0 DCN e o cerebelo e que o
canal Nayl1.2 ¢ descrito na camada molecular do cerebelo (Osorio et al., 2010), tal achado
devera ser reavaliados em experimentos futuros com a utilizagdo de um outro anticorpo anti-
Navl.2.

Experimentos foram feitos com um anticorpo anti-Pan com o intuito de revelar se a
extensdo da marcacao anti-Nav1.6 coincide com a marcagdo anti-Pan. Se nao for coincidente
e, por exemplo, o anticorpo Pan marcar uma extensdo maior do AIS, tal resultado sugeriria
que existe uma outra subunidade ao longo do AIS de neurdnios do PVCN. A figura 21 ilustra
o melhor resultado obtido, mostrando a expressdo de canais de sédio no AIS, nos nodos de
Ranvier (marcag@o puntiforme) e em longas fibras amielinizadas. Tais fibras amielinizadas
aparentemente sdo também marcadas pelo anti-Nav1.2 (Figura 19). Entretanto, de um modo
geral, os resultados obtidos com o anticorpo anti-Pan (Millipore) ndo foram satisfatorios, no
sentido que AIS longos e em grande nimero, como normalmente encontrados marcados pelo
Navl.6, ndo foram encontrados com consisténcia. Ajustes experimentais para obter uma
marcagdo que se aproxima aquela obtida com o anticorpo anti-Nav1.6 sdo necessarios. Desta
forma, até o presente momento, nossos dados sugerem que o canal Na,1.6 ¢ a tUnica

subunidade presente no AIS de neurénios do PVCN.
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6- CONCLUSAO

Os resultados de nossos experimentos de imunofluorescéncia de simples ou dupla-
marcac¢do, possibilitam sugerir que o canal para sodio Na,1.6 estd expresso nos neurdnios do
PVCN (nucleo coclear pdstero ventral) desde estagios iniciais do desenvolvimento pos natal
(P8) até a sua maturidade (P30). As subpopulagdes neuronais foco de nosso estudo, células
octopus e multipolares, apresentaram marcacdo de segmentos os quais acreditamos ser os
segmentos iniciais do axonio (AISs) devido a colocalizacdo da marcacdo anti-Nav1.6 e anti-
anquirina-G. A densidade da marcacdo anti-Na,1.6 aumenta com a distdncia do soma,
apresentando um pico de fluorescéncia na regido distal desse dominio axonal. Células
octopus, cuja area de silhueta somatica foi de 499 pm? apresentou uma extensdo de marcagio
anti-Nav1.6 no AIS de 38 um, enquanto nas células multipolares essas medidas foram 271
um? e 16 pm, respectivamente. A alta concentragio desse canal para sodio no segmento
inicial do ax6nio ¢ um indicio de que o Na,1.6 é o responsavel pela geracao do potencial de
acdo nesses neuronios. Nao observamos a expressdao do canal em terminais sinapticos do
PVCN. Experimentos adicionais poderdo elucidar se existem outras subunidades envolvidas
no disparo do potencial de acdo desses neurdnios ou se a subunidade Na, 1.6 desempenha este

papel de maneira isolada como nossos dados sugerem.
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