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RESUMO

O nuacleo ambiguo (NA) é uma colecdo de neurdnios motores distribuidos
ventrolateralmente na formacgdo reticular do bulbo que projetam fibras eferentes
viscerais especiais para faringe, laringe, esofago e via fibras eferentes viscerais gerais
para pulmdo e coracdo. O nucleo dorsal motor do vago (DMV) contém neurbnios
autondmicos situados dorsomedialmente no bulbo que enviam fibras viscerais gerais
principalmente para as visceras abdominais como estdmago, figado, péncreas e
intestino. O objetivo desse estudo foi avaliar a expressdo de canais para sodio
dependentes de voltagem (Nay) e sua localizacdo subcelular nos neurdnios das
diferentes formacdes do NA e no DMV. Ratos Wistar de 30 dias foram perfundidos
transcardiacamente e reacdes de imunofluorescéncia de dupla ou tripla marcagéo foram
realizadas em fatias coronais de 25 a 40 um do bulbo. A identificacdo do NA e suas
formagBes foi feita através de marcacdo anti-colina acetiltransferase (ChAT).
Experimentos com o tracador retrogrado toxina colérica conjugada ao Alexa Fluor 488
(CTb) injetado no parénquima pulmonar ou a expressao do marcador de lesdo neuronal
ATF-3, apos a resseccdo do nervo laringeo recorrente (RLN), foram também usados
para identificagdo de neurdnios no NA. Neurdnios da formagéo loose (NAI, n=8), semi-
compacta (NAsc, n=8) e compacta (NAc, n=168) apresentaram maior didmetro de 33 +
1,6;36+£0,4e22+0,3um,eASS (area de silhueta somatica) média de 462 + 39,6; 503
+ 28,7 e 248 = 7,3 um?, respectivamente. Na formacdo NAc foi observada ampla
heterogeneidade de neurdnios. O tragcador CTb identificou neurénios autondmicos da
NAc que apresentaram marcacdo anti-Nay1l.7 somatica e em provaveis segmentos
iniciais do axdnio (AIlS). Foi observada expressdo de Nayl.6 em AIS de neurbnios das
NAc, NAsc e NAI, e tanto na NAI quanto na NAc foi observada correlagcdo positiva
entre a ASS e a extensdo de marcagdo anti-Nay1.6 no AIS. Entre os neurdnios Nay1.6
positivos, estdo incluidos os motoneur6nios que inervam a laringe, visto que também
expressaram o fator ATF-3 apds a resseccdo do RLN. Foi observada também a
expressdo do canal Nay1.2 em provaveis dendritos de neurdnios situados na NAc. Nos
neuronios do DMV foi observada apenas a expressdao do canal Nayl.7 no soma e
possiveis AIS. Os resultados sugerem que neurénios motores do NA que inervam
musculos branquioméricos utilizam o canal Nay1.6 para geracdo do potencial de agéo,
enquanto neurdnios motores autonémicos parecem depender da atividade do canal
Nayl.7.



ABSTRACT

The nucleus ambiguus (NA) is a collection of neurons distributed ventrolaterally
in the reticular formation of medulla that projects through special visceral efferent fibers
to pharynx, larynx, esophagus or through general visceral efferent fibers to lung and
heart. Dorsal motor nucleus of the vagus (DMV) contains autonomic neurons located
dorsomedially in the medulla that send general visceral fibers mainly to abdominal
viscera such as the stomach, liver, pancreas and intestines. The aim of this study was to
evaluate the expression of voltage-gated sodium channels (Nay) and their subcellular
location in neurons of different formations of NA and DMV. Wistar rats of 30 days
were perfused transcardially and double or triple immunofluorescence staining was
performed in 25 to 40 um coronal section of medulla. The identification of the NA
formations was made through the analysis of immunofluorescence against choline
acetyltransferase (ChAT). Experiments with retrograde tracer cholera toxin conjugated
to Alexa Fluor 488 (CTb) applied to the lung parenchyma or the expression of neuronal
injury marker ATF-3, after recurrent laryngeal nerve resection (RLN), were also used to
identify neurons in the NA. Neurons in the loose formation (NAI, n=8), semi-compact
(NAsc, n=8) and compact (NAc, n=168) had major diameter of 33 + 1.6; 36 + 0.4 and
22 £ 0.3 um, and somatic silhouette area (SSA) average of 462 + 39.6; 503 + 28.7 and
248 + 7.3 um? respectively. Within NAc formation was observed extensive
heterogeneity of neurons. The retrograde tracer CTb identified autonomic neurons in the
NAc that showed anti-Nay1.7 staining at soma and presumed axon initial segments
(AIS). Nay1.6 expression was observed in AIS of neurons within NAc, NAsc and NAI,
and both NAL and NAc showed positive correlation between SSA and the extent of
anti-Nay1.6 labeling along the AIS. Among the Nay1.6 positive neurons those that
innervate the larynx are included, based on ATF-3 expression after resection of RLN.
We also observed Nayl1.2 staining in presumed dendrites of NAc neurons. At the
neurons of the DMV an anti-Nay1.7 staining was observed at the soma and AIS. The
results suggest that motoneurons of NA that innervate branchiomeric muscles use
Nay1.6 channel isoform to generate the action potential whereas autonomic

motoneurons seems to depend on the activity of Nav1.7 channels.
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1 INTRODUCAO
1.1 NUCLEO AMBIGUO

Neurdnios que formam a eferéncia vagal sdo encontrados em trés locais no
sistema nervoso central, no nacleo ambiguo, no nucleo dorsal motor do vago e na regido
do bulbo entre eles, chamada zona intermediaria. Esses neur6nios distinguem-se de
tantos outros encontrados também na formacdo reticular pela presenca de acetilcolina
no soma neuronal (Geis & Wurster, 1980; Kalia, 1981; Kalia e Mesulam, 1980; Kalia &
Sullivan, 1982; McAllen & Spyer, 1975; 1976; Nosaka et al., 1979; Ruggiero et al.,
1990; Lee et al., 1992).

O ndcleo ambiguo (NA) é uma colecdo de neurdnios localizados na formacéao
reticular do bulbo (Figura 1), comecando no nivel do primeiro segmento espinhal
cervical e tendo o nucleo facial (FN) como limite rostral. Esse nlcleo possui duas
colunas longitudinais de neurdnios ao longo do eixo rostrocaudal do bulbo que em ratos
adultos possui quase trés milimetros de extensdo. As duas colunas mencionadas
compreendem as divisdes ventral, ou formacdo externa (NAe), e a dorsal. Essa ultima
possui ainda trés subdivisGes, chamadas de formacdes loose (NAI), semi-compacta
(NAsc) e compacta (NAC).

Figura 1- Colunas longitudinais do ntcleo ambiguo (NA) ao longo do eixo rostrocaudal do
bulbo de ratos. NA, ilustrado em um corte sagital, com suas formac6es e seu limite rostral, o
nucleo facial (VII). A formacdo externa (NAex) localizada ventralmente e as formagdes loose
(NAL), semi-compacta (NAsc) e compacta (NAc), localizadas dorsalmente (Lee et al., 1992).



Em seccbes coronais do bulbo, como mostra a figura 2, o NA esta localizado
ventrolateralmente e possui neurénios distribuidos nas formagdes mencionadas, que sao
observadas de acordo com o nivel do corte coronal ao longo do bulbo. A formagdo NAI
observada em c da figura 2 é a mais caudal, encontrando-se dorsal ao nucleo reticular
lateral (LRN) e proxima do calamus scriptorius, marco anatdmico encontrado no limite
rostral da &rea postrema (AP) e caudal do quarto ventriculo (4V) em ratos. Na figura 2E,
a formacdo NAsc é vista dorsal ao bulbo rostral ventrolateral (RVL ou RVLM). Mais
rostral, é observada a formacdo NAc, também dorsal ao RVL juntamente a NAe, que
apesar de aparecer somente nesta seccao da figura 2 acompanha toda a divisao dorsal do
nacleo e localizada ventrolateral a esta (Bieger & Hopkins, 1987; Paxinos & Watson,
2005; Ruggiero et al., 1990).

O NA possui uma grande diversidade de neurénios que projetam para diferentes
alvos e utilizando diferentes tipos de fibras. Existem, nesse nucleo, neurdnios que
inervam musculatura branquiomérica (faringe, laringe e esbéfago) através de fibras
eferentes viscerais especiais e neur6nios que participam do controle autondmico de
traquéia, pulmédo e coracdo atraves de fibras eferentes viscerais gerais (Bieger &
Hopkins, 1987; Lee et al., 1992; McAllen & Spyer, 1975; 1976; Nosaka et al., 1979;
Paxinos & Watson, 2005; Ruggiero et al., 1990).

A divisdo ventral ou formacdo externa (NAe) é constituida de neurdnios que
participam do sistema nervoso autondmico parassimpatico e, portanto, enviam fibras
eferentes viscerais gerais que inervam o coracdo (Figuras 1, 2f) (Bieger & Hopkins,
1987; Lee et al., 1992). Estudos realizados com tracadores retrogrados injetados no
coragdo de ratos adultos permitiram observar que essa subdivisdo é composta por 100-
200 neurdnios pequenos localizados ventrolateralmente a divisdo dorsal (Bieger &
Hopkins, 1987; Cheng e Powley, 2000). Ruggiero et al. (1990) observaram um grupo
celular localizado lateralmente a formacdo compacta e ventralmente ao NPVC (Figura
2), constituido de neurénios pequenos com diametro de 16-25 um, e sugerem que este
grupo pertence a formacdo externa. 1zzo et al. (1993) também encontraram neur6nios
vagais cardiacos com 20-30 um de didmetro na regido ventrolateral do bulbo. Haxhiu et
al. (1993) e Hadziefendic e Haxhiu (1999) observaram marcagédo de neurdnios ventrais
a NAc, além da marcacdo encontrada nesta formacdo, apos injecdo de tracador
retrégrado na traquéia e parénquima pulmonar. Embora esses autores ndo se refiram a

esse grupo celular como pertencente a NAe, outros autores afirmam que neurénios
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preganglionares parassimpaticos que inervam as vias aéreas sd@o encontrados tanto na
NAc quanto na NAe apresentando neurdnios grandes multipolares em sua maioria e
neurbnios menores fusiformes em menor nimero (Haxhiu & Loewy, 1996; Jordan,
2001).

Hadziefendic e Haxhiu (1999) mostraram, através de injecdo de tracador
retrogrado toxina colérica subunidade B (CTb), que neurbnios ventrais a formacao
compacta do NA, além desta propria, inervam o parénquima pulmonar de ratos. A parte
mais rostral da divisdo dorsal do NA ¢ a formagdo compacta (Figuras 1, 2f, 2g), situada
dorsalmente ao RVL da borda do limite caudal do nucleo facial até 1,5 mm caudal e
contém densa populagéo de neurénios (n=450). Essa subdivisdo dorsal do NA é a mais
complexa, uma vez que contém neurbnios eferentes que projetam fibras eferentes
vicerais gerais para traquéia e pulmdo como também outros que projetam fibras
eferentes viscerais especiais para todos os niveis do es6fago (Haxhiu et al., 1993;
Hadziefendic & Haxhiu, 1999; Broussard et al., 2000). Neur6nios que projetam para o
esdfago toracico e subdiafragméatico possuem didametro méximo de 31 pum no plano
coronal, rodeados por um emaranhado de dendritos curtos restritos a essa formacgéo
(Altschuler et al., 1991; Bieger & Hopkins, 1990; Ruggiero et al., 1987; Fryscak et al.,
1984; Shapiro & Miselis, 1985). Altschuler et al. (1991) encontraram maior
concentracdo de neurdnios a 900-1500 pm rostrais ao Obex ap6s injecdo de CThb
conjugada a peroxidase (CTh-HRP) no esbfago.

A formacdo NAsc (Figuras 1, 2e) contém neurbnios que inervam a faringe e o
musculo cricotiredide (Altschuler et al., 1991; Bieger & Hopkins, 1987; Lee et al.,
1990). Altschuler et al. (1991) localizaram neur6nios a uma distancia rostrocaudal de
400 a 1700 um rostral ao 6bex apoés injecdo de CTb conjugada a peroxidase na faringe.
Essa formacdo possui, portanto, pouco mais de 1 mm de extensdo rostrocaudal e esta
localizada ventrocaudal a NAc, caracterizada por menor densidade de células (n=170
em ratos adultos) que se apresentam desorganizadamente quando comparada a NAc. Foi
observado didmetro de 35-45 pum para esses neurdnios e dendritos longos (Altschuler et
al., 1991; Bao et al., 1995; Bieger & Hopkins, 1990; Ruggiero et al., 1987; Fryscak et
al., 1984; Shapiro & Miselis, 1985).
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Figura 2- Localizagdo do nucleo ambiguo (NA) e suas subdivisdes. Desenhos referentes as seccOes
coronais do bulbo de ratos adultos ilustram a localizagdo ventrolateral do NA na formac&o reticular. Cada
ponto representa um neurdnio ChAT-positivo. Em C, o NA comeca a aparecer com a formacéo loose, a
mais caudal. Em E, a formagdo intermediaria semi-compacta é ilustrada. Em F e G, a formagdo compacta
aparece robusta. Abreviaturas: AP area postrema, CNX ndcleo comissural do vago, CST trato
corticoespinhal (d, decussagdo), DAO nucleo olivar acessoério dorsal, ECN nucleo cuneato externo, ICP
peddnculo cerebelar inferior, VN nucleo vestibular inferior, LRN nucleo reticular lateral (I lateral, m
medial), MAO nucleo olivar acessério medial, MLF fasciculo longitudinal medial, MVN ndcleo
vestibular medial, NAc formacéo compacta do NA, NAef formacdo externa do NA, NAI formacéo loose
do NA, NAsc formacéo semi-compacta do NA, NC ndcleo cuneiforme, NG nucleo grécil, NGC nuicleo
reticular paragigantocelular (d dorsal, v ventral), NPvc nucleo reticular parvocelular, NSO ndcleo
supradptico, NTS nicleo do trato solitario (r rostral), PION lamina principal da oliva inferior, PMN
nlcleo reticular paramediano, PP nicleo prep6sito, VIlla nlcleo coclear, RD ndcleo dorsal reticular, RM
nlcleo magno da rafe, RO ndcleo obscuro da rafe, RPa nlcleo palido da rafe, RV nicleo reticular ventral,
RVL bulbo rostral ventrolateral, SSN nicleo supra-espinhal, STN ntcleo espinal do trigémeo, STT trato
espinal do trigémeo, VII ndcleo facial, X nlcleo dorsal motor do vago, XII nucleo hipoglosso (Ruggiero
et al., 1990).
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A NAI (Figura 1, 2c) é a subdivisdo mais caudal, com menor numero de células
(n=140) e a mais desorganizada do NA, sendo constituida por neurdnios médios
multipolares que inervam a laringe, situados dorsalmente ao grupo de neurdnios
noradrenérgicos Al do bulbo caudal ventrolateral (CVL ou CVLM). Caudalmente e
contigua a NAsc, essa formacao contém neurdnios com diametro variando entre 25 e 35
um apresentando dendritos longos, chegando até a superficie ventrolateral do bulbo
(Altschuler et al., 1991; Bieger & Hopkins, 1987; Lee et al., 1990; Shapiro & Miselis,
1985). Corpos celulares de neurbnios que projetam pelo nervo laringeo recorrente
(RLN) de ratos foram avaliados e observaram que este nervo possui exclusivamente
fibras eferentes viscerais especiais que projetam a partir do NA ipsilateralmente
(Pascual Font et al., 2011).

1.2 NUCLEO DORSAL MOTOR DO VAGO

O ndcleo dorsal motor do vago (DMV, DMNV ou X) estd localizado
dorsomedialmente na formacéo reticular do bulbo, encontrando-se ventral ao ndcleo do
trato solitario (NTS) e area postrema (AP), dorsal ao ndcleo hipoglosso (XII, 12 ou HN)
e tendo seus lados mediais separados pelo canal central (CC), como mostra figura 2
(Dennison et al., 1980; Paxinos & Watson, 2005).

O DMV contém corpos celulares de neurdnios preganglionares parassimpaticos,
que é uma populacdo heterogénea quanto a morfologia, e interneurénios (Mclean &
Hopkins, 1981; Jarvinen and Powley, 1999). Assim como o NA, esse ndcleo possui
grande extensdo rostrocaudal, encontrando-se desde C5-C6 na medula espinhal até o
nivel do nucleo coclear dorsal no bulbo, como mostra a figura 3 (Kandel et al., 2000;
Paxinos & Watson, 2005).

Os neur6nios do DMV enviam fibras eferentes viscerais gerais para inimeras
visceras toracicas e abdominais como coracdo (Nosaka et al., 1979; Geis e Wurster,
1980), estdbmago (Shapiro e Miselis, 1985; Holst et al., 1997), intestino (Altschuler et
al., 1991) e pancreas (Fox e Powley, 1985; Lowey et al., 1994). No entanto, no que diz
respeito a inervacao parassimpatica cardiaca, 0 DMV contém apenas aproximadamente
10% dos neurdnios responsaveis, fato observado apos injecdo de tracador retrégrado
toxina CTh-HRP no miocéardio, enquanto 75% foram observados no NA (Izzo et al.,
1993). No que diz respeito a inervagdo pulmonar pelo DMV em ratos, existem relatos

controversos. Sugitani et al. (1991) injetaram o tracador retrégrado Fluorogold nos
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pulmdes de ratos e ndo observaram marcacdo no DMV, enquanto Fontan et al. (2000)

injetaram CTB e observaram marcacdo principalmente no NA, mas também no DMV.

Edinger-Westphal Mesencephalic

nucleus (N. 111} trigeminal
nucleus (N. V)

Oculomotor

nucleus (N. IIl)
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nucleus (N. V) -é§9

. =

Trigeminal motor
nucleus (N. V)

Principal sensory
Abducens nucleus (N. Vi) ’ trigeminal nucleus (N. V)
Facial motor
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Inferior (N. IX) I
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‘ (N. Vil
Nucleus ambiguus (N. 1X, X) ‘\\“ ',é 4 4
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Hypoglossal nucleus (N. XIf) ‘ ] l
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Solitary nucleus
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t
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Figura 3- llustracdo da extensdo rostrocaudal do nucleo dorsal motor do vago (DMV),
nucleo ambiguo (NA) e de outros nucleos dos nervos cranianos no tronco encefalico. A
esquerda nessa visdo posterior estdo os ndcleos motores de Edinger-Westphal (N. Il1I),
oculomotor (N. IlI), troclear (N. 1V), trigeminal (N. V), abducente (N. VI), facial (N. VII),
salivatorio superior (N. VII) e inferior (N. IX), ambiguus (N. IX, X), hipoglosso (N. XII) e
acessorio (N. XI), e a direita os sensoriais trigeminal mesencefalico (N. V), trigeminal principal
(N. V), vestibular (N. VIII), coclear (N. VIII), do trato solitario (N. II, IX, X) e espinal
trigeminal (V, VII, IX, X) (Kandel et al., 2000).

Accessory nucleus (N. XI)
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1.4 CANAIS PARA SODIO DEPENDENTES DE VOLTAGEM

Neurbnios sdo células excitaveis, caracteristica atribuida principalmente a
existéncia de proteinas integrais de membrana chamadas canais para sodio dependentes
de voltagem. Esses canais permitem o influxo rapido de ions sddio e a iniciagdo do
potencial de acdo (PA) em células excitaveis (Hille, 2001). Canais para sédio sdo
proteinas complexas constituidas por uma subunidade o, de aproximadamente 260 kDa,
e uma subunidade  auxiliar de 30-40 kDa (Figura 4). A subunidade o € a formadora do
poro central condutor de ion do canal e possui quatro dominios homologos (I-1V) com
seis segmentos transmembrana (S1-S6) em cada dominio. A ativacdo do canal ocorre
devido a existéncia do sensor de voltagem em S4 enquanto a regido entre S5 e S6
contribui para a formac&o do poro condutor. Entre os dominios Ill e IV esta a comporta
de inativacdo do canal, juntamente com possiveis sitios de fosforilacdo. A subunidade 3
realiza a modulacdo das propriedades funcionais do canal (Catteral, 2000; Goldin et al.
2001).

O canal para sodio pertence a superfamilia de canais idnicos juntamente com 0s
canais para potassio e célcio dependentes de voltagem. Essas proteinas foram nomeadas
de acordo com o simbolo do elemento quimico permeante a membrana e logo em
seguida subscrita, a forma como sao reguladas. Os canais para sodio em discussao sao
dependentes de voltagem, o que caracteriza a voltagem como principal regulador,
nomeadas entdo Nay. O nimero que segue a nomenclatura é referente a subfamilia do
gene e 0 nimero seguinte a este indica a isoforma da proteina, por exemplo, Nayl.1.
Foram catalogadas nove isoformas de canal para sodio dependentes de voltagem,
pertencentes a mesma subfamilia devido a alta similaridade (Figura 5) na sequéncia de
amino&cidos (Goldin, 2000; Yu e Catteral, 2004; Catteral et al., 2005).
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Figura 4- Estrutura e organizacdo das subunidades do canal para sodio dependente de
voltagem. Diagramas transmembranares ilustram as estruturas secundarias das subunidades dos
canais idnicos voltagem-dependentes. Os cilindros representam segmentos transmembrana.
Linhas em negrito representam as cadeias polipeptidicas de cada subunidade, com comprimento
aproximadamente proporcional ao nimero de residuos de aminoécidos dos subtipos de canais
para sodio presentes no cérebro. Os dominios extracelulares das subunidades Bl e B2 sdo
ilustrados como semelhantes a dobras de imunoglobulina. ¥, sdo locais de provavel
glicosilacdo. P, sdo sitios de fosforilacdo pela proteina quinase A (circulos) e proteina cinase C
(losangos). Sombreados sdo revestimentos de poros em segmentos S5-P-S6. Circulos brancos,
do exterior (EEDD) e do interior (DEKA), anéis de residuos de aminoacidos que formam o
filtro de seletividade ibnica e sitio vinculado a tetrodotoxina. ++, sensores de tensdo S4; h em
circulo sombreado, particula de inativacdo na alca de inativacdo. Circulos abertos sombreados,
locais envolvidos com a formagé&o do receptor do portdo de inativagdo. Sitios de ligagdo de a- e
B-toxinas de escorpido e um sitio de interagdo entre subunidade a e B-1 sdo também
visualizados (Catterall et al., 2005).

T T T T T 1

25 20 15 10 5 0

Amino Acid Sequence Differences (%)

Figura 5- Comparacdo na sequéncia de amino&cidos revela uma alta similaridade entre as nove
isoformas descritas de Na, em mamiferos (Goldin, 2001).
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Filogeneticamente, as isoformas 1.1, 1.2, 1.3 e 1.7 estdo intimamente
relacionadas e 0s genes que as codificam estdo localizados no mesmo cromossomo,
2023-34. O Nay1.6 tem seu gene no cromossomo 12g13, apresentando maior diferenca
de sequéncia de aminoacido e, portanto, pertencendo a outro grupo, juntamente com o
Navl.4, que é expresso em musculo esquelético enquanto a isoforma 1.6 é expressa no
SNC. As isoformas 1.1, 1.2 e 1.3 também s8o encontradas em neur6nios do SNC,
enquanto o Nay1.7 em neurdnios do SNP (Felts et al., 1997; Goldin, 2001; Fukuoka e
Noguchi, 2011). J& o Nay1.3 é geralmente expresso em neurbnios ainda em
desenvolvimento (Beckh et al., 1989; Felts et al., 1997; Blankenship et al., 2013). Essas
seis isoformas de Nay apresentam uma caracteristica em comum, a sensibilidade a
tetrodotoxina (TTx), neurotoxina que bloqueia canais para sédio (Narahashi, 2008).

Os genes que codificam as isoformas 1.5, 1.8 e 1.9 se encontram no cromossomo
2 e todas trés sdo resistentes a TTx, mas sdo expressas em diferentes tecidos. Embora
Baroni e Moran (2011) tenham mostrado expressdo do Nay1.5 no SNC de ratos, esta
isoforma é conhecida por sua expressdo no miocardio (Gellens et al., 1992). Na,1.8 e
1.9 sdo expressos em neurdnios do ganglio da raiz dorsal (DRG), sendo 1.8 expresso
ainda em neurdnios vagais gastrointestinais (Fukuoka e Noguchi, 2011; Akopian et al.,
1999; Gautron et al., 2011).

Krzemien et al. (2000) demonstraram através de reaces de imunocitoquimica,
imunofluorescéncia, hibridizacdo in situ e imunoblotting que o canal para s6dio Nay1.6
é amplamente distribuido no SNC, sendo expresso tanto em neurdnios motores quanto
em neurdnios sensoriais e com localizacdo subcelular variada, como soma, axénio e
dendritos. Alguns autores observaram que existe o acumulo do canal Nay1.6 em nodos
de Ranvier de neurdnios mielinizados do SNC e SNP e no segmento inicial do axénio
(AIS). Essa alta densidade desse canal seria importante na caracteristica saltatoria do
PA e na iniciacdo deste no AIS de fibras mielinizadas, e portanto, é a isoforma
predominante nesse ultimo local em neurbnios motores sométicos (Caldwell et al.,
2000; Jenkins e Bennet, 2001; Van Wart et al., 2007; Kole et al., 2008; Lorincz e
Nusser, 2008).

A isoforma 1.7 do canal para sédio é, geralmente, associada a neuropatia
dolorosa causada por mutacGes genéticas que levam a disfuncdo desta proteina.
Enquanto individuos que possuem reducéo da atividade desse canal ndo séo capazes de

sentir dor, 0 aumento da funcdo pode levar a disautonomias (Cox et al., 2006; Ahmad et
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al., 2007; Goldberg et al., 2007; Dib-Hajj et al., 2007). Wang et al. (2010) observaram
que mutacao no gene Nfl causa aumento da corrente para sodio em neurénios do DRG
de camundongos e mais tarde Hodgdon et al. (2012) mostraram que o resultado
observado pode ser causado devido ao aumento de densidade de canais para sodio
Nav1.7, 1.8 e talvez 1.1 nesses camundongos geneticamente modificados. A expressao
dessa isoforma foi observada no soma e processos de neurénios do DRG e também em
neurdnios sensoriais olfatdrios (Toledo-aral et al., 1997; Felts et al., 1997; Ahn et al.,
2011; Ho e O’Leary, 2011; Black et al., 2012).

Relatos da literatura indicam a existéncia de correntes para sodio dependentes de
voltagem sensiveis a tetrodotoxina (TTX) nos neurénios do NA e DMV (Irnaten et al.,
2001; Jiang et al., 1994; Mendelowitz & Kunze, 1991; Mendelowitz et al., 1996; Sah e
McLachlan, 1992). Considerando as isoformas de canais para sédio TTX-sensiveis
comumente expressas em neurdnios, possivelmente tais correntes seriam mediadas
pelas isoformas Nay1.1, 1.2, 1.6 ou 1.7 (Felts et al., 1997), uma vez que a isoforma
Nay1.3 parece ser restrita a neurénios imaturos (Beckh et al., 1989; Blankenship et al.,
2013; Felts et al., 1997).

Nesse sentido, Morinville et al. (2007) demonstraram a presenca da isoforma
Nayl.7 em neurénios do NA e DMV tanto por hibridizagdo in situ quanto
imunohistoquimica. No entanto, ndo foram avaliadas nesse trabalho quais formacdes do
NA expressam essa isoforma, ja& que é conhecida a existéncia de diferentes
subpopulaces neuronais nesse ndcleo (Bieger & Hopkins, 1987; Lee et al., 1992;
Ruggiero et al., 1990). Além disso, ndo foi avaliada a possivel expressdo de outras

isoformas de canais para sodio ou a localizagdo subcelular em neurénios desses ndcleos.

18



2 JUSTIFICATIVA

A determinacdo da principal isoforma de canais para sodio presente nos
neurdnios dos nucleos ambiguo e dorsal motor do vago permite criar inferéncias sobre
os efeitos fisioldgicos de mutacbes que afetem a funcdo desse canal, mutagdes essas que
podem envolver tanto um ganho como uma perda da funcdo do canal idnico envolvido e
que podem ou ndo gerar grande modificacdes na atividade elétrica nas células em que
sd0 expressos. Permite também a compreensdo dos efeitos de farmacos que afetem
canais para sodio. Por fim, esse estudo é importante também para compreender e
contrastar os mecanismos envolvidos com a geracdo de atividade elétrica em neur6nios

que participam da eferéncia vagal cujos papéis fisioldgicos sdo bastante distintos.

19



3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressdo de canais para sodio dependentes de voltagem em neur6nios

das diferentes subdivisfes do ndcleo ambiguo e no nucleo dorsal motor do vago.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar a isoforma prevalente (Nay 1.1, 1.2, 1.6 ou 1.7) em neurdnios de
diferentes subdivisbes do NA, como aqueles responsaveis pela eferéncia visceral
especial para laringe (que projetam via nervo laringeo recorrente) ou neurdnios
responsaveis pela eferéncia visceral geral (fibras pré-ganglionares parassimpaticas
vagais para o pulmao) e contrastar essas expressoes.

- Determinar a isoforma Nav prevalente em neurdnios que formam a eferéncia
visceral geral vagal que projetam a partir do ncleo dorsal motor do nervo vago.

- Nos neurbnios avaliados, caracterizar a localizacdo subcelular (soma,
dendritos, segmento inicial do axénio) da principal isoforma formadora dos canais para
sodio dependentes de voltagem, além de caracterizar a morfologia e localizacdo do

neurdnio avaliado.
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4 METODOLOGIA
4.1 ANIMAIS UTILIZADOS

Os procedimentos na manipulagdo de animais e coleta de materiais realizados
foram aprovados pelo comité de ética no uso de animais (CEUA-UFTM), com base no
protocolo de n° 234 (em anexo). Foram utilizados 50 ratos Wistar machos ou fémeas
com idade de 28 a 32 dias, sob os cuidados do Biotério da disciplina de Fisiologia da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro. Os animais foram mantidos em ambiente
com controle de temperatura (23 + 1 °C), ciclo de claro/escuro de 12/12 horas (luzes
acesas as 7:00 horas) e com livre acesso a agua e racdo balanceada (Nuvilab). Apds o
desmame aos 21 dias, 0os animais eram separados e mantidos em um nimero de 3
animais/caixa até a idade de uso (30 dias). As caixas plasticas (40 x 34 x 17 cm) eram
limpas trés vezes por semana e forradas com maravalha autoclavada. Todo esfor¢o foi

feito para reduzir ao minimo o numero de animais utilizados.
4.2 PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

Todo o material utilizado no procedimento cirargico foi previamente esterilizado
e a cirurgia foi realizada em condic6es de assepsia (local de cirurgia e pesquisador que
realizou a cirurgia). Os animais foram anestesiados com injecdo intraperitoneal de
quetamina/xilazina (60 e 5 mg/Kg, respectivamente) e complementos de anestesia
foram dados de acordo com a necessidade durante o procedimento cirdrgico. Apos
verificacdo do efeito anestésico pelo pingamento da cauda, o animal foi imobilizado em

decubito dorsal em cama cirdrgica com 0os membros em abducéo.
4.2.1 Marcacdo retrograda de neurdnios vagais autonémicos

Apos a anestesia como descrito acima, 0s animais foram submetidos a tricotomia
e assepsia (alcool iodado) da parte anterior do torax direito, na regido do 2° espaco
intercostal. Foi realizada incisdo transversal na pele entre a segunda e terceira costelas,
divulsdo dos masculos peitoral e transverso, e inje¢do de 2 ul do tracador retrogrado
toxina colérica subunidade 3 conjugado ao Alexa 488 a 1% no lobo superior do pulméo
direito através de seringa Hamilton de 1 ul através do 2° espaco intercostal. A inciséo

foi fechada por sutura e, ap0s recuperacdo da anestesia, o animal foi levado de volta ao
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biotério onde permaneceu isolado em uma caixa por 3 dias. Apds esse periodo, 0s

animais foram submetidos a eutanasia e perfusdo transcardiaca para retirada do bulbo.
4.2.2 Lesdo do nervo laringeo recorrente

Ap0s a anestesia como descrito acima, os animais foram submetidos a tricotomia
e assepsia (alcool iodado) da linha média da regido do pescogo. Foi realizada incisdo
vertical na pele, divulsdo de gorduras subcutaneas, glandula submandibular e
musculatura para exposicao da traquéia. O nervo laringeo recorrente foi isolado no nivel
do quinto anel traqueal e realizada resseccdo deste, retirando uma extensdo de
aproximadamente 2 mm. A incisdo foi fechada por sutura e, apds recuperacdo da
anestesia, o animal foi levado de volta para o biotério e mantido isolado por 3 dias, até o
momento da eutanasia e perfusdo transcardiaca para retirada do bulbo.

4.3 PREPARO DO TECIDO PARA IMUNOFLUORESCENCIA

Todo o material usado no procedimento cirurgico foi previamente esterilizado e
a cirurgia foi realizada em condicdes de assepsia. Os animais foram anestesiados com
uma overdose de Tiopental (100 mg/Kg, intraperitoneal) e perfundidos
transcardiacamente. Para isto, os animais foram colocados em decubito dorsal em uma
mesa cirdrgica, com os quatro membros fixados em abducgdo. Dentro de uma capela de
exaustdo de gases, foi realizada uma incisdo mediana longitudinal da parede abdominal
até a caixa toracica, o0 musculo diafragma foi cortado para a realizacdo do pneumotdrax
e, logo em seguida, uma agulha ligada ao sistema de perfusdo foi introduzida pelo
ventriculo esquerdo até a aorta ascendente e clampeada com uma pinga, enquanto o
atrio direito foi perfurado para o escoamento do sangue e solugcdo de perfusdo. A
perfusdo foi realizada com uma bomba peristéltica (Milan BP-200) com fluxo de 9/10
ml/min. Inicialmente, para a lavagem do sangue, os animais foram perfundidos com
solucgéo salina (PBS) a 24 °C por quatro minutos, com a seguinte composi¢cdo (mM):
142 NaCl, 2,68 KCI, 1,47 KH2PO4, 8,06 NaHPO4, pH 7.4. Em seguida, foi realizada a
perfusdo de paraformaldeido-lisina-periodato a 1% (peso/volume) em PBS durante 30
minutos, cuja composi¢do €: 0,01 Molar de metaperiodato de sodio (Sigma S1878),
0,075 Molar de lisina (L-lysine monohydrochloride, Sigma L5626), 0,037 Molar de
fosfato de sodio e 1% de paraformaldeido (Sigma, P6148). Apos o término da perfusao,

0s animais foram decaptados com uma tesoura para a realizacdo da disseccao cirurgica.
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Ap0s a decaptacdo, a calota craniana foi aberta para acesso a cavidade craniana e
o0 tronco encefélico foi cuidadosamente retirado, seccionando 0s nervos ao seu redor
sem comprometer a integridade do tecido, com auxilio de um estereomicroscépio (D.F.
Vasconcellos M90) e de uma tesoura oftalmica (Roboz, RS-5600). Em seguida, um
bloco de tecido contendo parte de tronco encefalico (ponte e bulbo) foi cortado, de
forma coronal, crioprotegido em solucdo de sacarose a 30% em PBS overnight até o
tecido absorver completamente a solugdo e submergir. Apés a crioprotecdo, o tecido foi
retirado da sacarose e imerso em uma solucdo propria ao congelamento (Tissue-Tek,
Sakura Finetek, Japan) em um molde de plastico (capsula de remédio) e congelado pela
imersdo em metilbutano (isopentano, Vetec) ou N-hexano (Sigma) resfriado em
nitrogénio liquido. O bloco congelado foi seccionado em criostato Leica (CM1850 UV),
em fatias coronais de 25 a 40 um. As secgdes foram montadas em laminas tratadas com
solucdo contendo gelatina (Sigma-Aldrich) e sulfato de cromo-potéssio (Sigma-
Aldrich). Ap6s secagem por uma hora, as l1dminas foram colocadas sobre placa aquecida
(Histotemp-3, Leica) a 40°C durante 30 minutos e a imunomarcagéo foi iniciada.

4.4 IMUNOFLUORESCENCIA

As secgdes nas laminas foram lavadas (trés lavagens de 15 min), sob agitacédo
suave em agitador (BIOMIXER TS-2000A-VDRL SHAKER), com tampéo fosfato de
sodio 0,1 Molar, pH 7,4 (tampdo PB). Em seguida, as fatias foram incubadas por 60
minutos a temperatura ambiente (24°C) em solucdo de permeabilizacdo/bloqueio de
ligacdo inespecifica composta por 1,5% (vol/vol) de Triton X-100 e 10% (vol/vol) de
soro de cabra (Sigma) ou soro de burro (Sigma), dependendo do anticorpo secundario
utilizado, em tampdo fosfato de sodio (PB) 0,1 Molar, pH: 7,4. Logo ap0s, as seccoes
foram incubadas por 21-24 horas, em camara Umida a 4 °C, com solu¢do de bloqueio
(mesma composicéo da solugéo de bloqueio/permeabilizacdo com ajuste do Triton para
0,3%) contendo anticorpos primarios (Tabela 2), previamente centrifugados por 10
minutos a temperatura de 4 °C (Rotanta 460R-Hettich Zentrifugen) a 12.000 rpm. Todas
as solucdes foram filtradas com sistema a véacuo (DIA PUMP-FANEM LTDA),
utilizando-se filtro de nitrocelulose de 0,45 um de diametro (Millipore, HAWPO4700).

Apos a incubacdo de anticorpos primarios, as sec¢fes foram lavadas com PB

(trés vezes por 15 min) e incubadas por duas horas a temperatura ambiente (24 °C) em
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tampdo de bloqueio contendo anticorpos secundarios fluorescentes (Tabela 2),
previamente centrifugados.

O excesso de anticorpo secundéario ndo ligado foi lavado das sec¢bes/fatias com
PBS (trés vezes de 15 min). As sec¢des foram montadas em meio protetor contra perda
de emissdo de fluorescéncia Vectashield (Vector Laboratories, CA, EUA) ou
Fluoromount-G (SouthernBiotech, EUA). O controle negativo das imunomarcacdes foi
feito pela omissdo do anticorpo primario e pelo uso do peptideo antigénico quando

disponivel.
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ESPECIE

ANTICORPO - . CONCENTRACAO
. PRODUCAO EPITOPO - ORIGEM
PRIMARIO DILUICAO
ISOTIPO
ChAT Camundongo Inoculacdo da enzima 1 mg/ml Millipore
(*MAD) 1gG1 recombinante completa 1:100 MADb305
ChAT Cab Inoculacdo da enzima 1 mg/ml Millipore
(PAD) aore recombinante completa 1:400 AB144
MAP-2 Camundongo 1 mg/ml Millipore
(MAb) IgG1 Reconhece MAP2A e B 1:300 MAB378
Isoformas MAP2A, MAP2B, -
MAP-2 Coelho MAP2C e MAP2D (maior 1 mg/ml Millipore
(PAD) imunorreatividade contra MAP2A 1:400 AB5622
e MAP2B)
Na,1.1 Camundongo @ 1929—2,099 1 mg/ml Neuromab
(MAD) 1gG1 (término citoplasmaético do canal 1:100 K74/71
de ratos)
Nay1.2 ASAESRDFSGAGGIGVFSE 0,8 mg/ml Alomone
(PAb) Coelho (aa 467-485 da alca intracelular ASC-002
que liga os dominios I1-111) 1:200
Quando purificado
1 mg/ml
SEDAIEEEGEDGVGSPRS 1:100
Na.1.6 Camundongo (aa 459-476 da alga intracelular Neuromab
(MAb) IgG1 entre os dominios I-11 do canal de Na forma de K87A/10
ratos) sobrenadante
~0,02-0,04 mg/ml
1:4
Na. 1.6 CIANHTGVDIHRNGDFQKNG
v Coelho (aa 1042-1061 da alga intracelular 0,8 mg/ml Alomone
(PAb) entre os dominios Il-111 do canal de 1:100 ASC-009
ratos)
Nayl1.7 Camundongo aa 1751-1946 (C-terminal
itoplasmaético) do canal de 1 mg/ml Neuromab
(MADb) 1gG1 citop 1:100 N68/6
humanos
Nay1.7 Millipore
(PAb) Coelho aa 446-460 0.8 ma/m! AB5390
Nal 7 EFTSGRSRIMGLSE
v Coelho (aa 446-460 da alga intracelular 0,8 mg/ml Alomone
(PADb) entre os dominios I-11 do canal de 1:100 ASC-008
ratos)
Camundongo CTEEQKKYYNAMKKLGSKK 1 ma/ml Sigma
Pan-Nay 4G (da alca intracelular entre os 1_2900 83809’
9 dominios Il e 1V de canais Nav '
0.2 ma/ml Santa Cruz
ATF3 Coelho C-terminal 300 SC-188

Tabela 1: Anticorpos primarios utilizados nos experimentos de imunomarcacao.
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ANTICORPOS ORIGEM ANTI CONC.ORIGINALE | FABRICANTE
SECUNDARIOS DILUIGAO CcODIGO
Alexa405 Burro Coelho 500 pg-2 mg/ml Abcam
1:500 Ab175651
Alexa488 Burro Cabra 2 mg/mi Invitrogen
1:500 A11055
Alexa488 Cabra Camundongo 2 mg/ml Invitrogen
1:500 A11001
Alexa568 Burro Camundongo 2 mg/mi Invitrogen
1:500 A10037
Alexa568 Cabra Coelho 2 mg/ml Invitrogen
1:500 A11011

Tabela 2: Anticorpos secundarios utilizados nos experimentos de imunomarcagao.

4.5 AQUISICAO E ANALISE DE IMAGENS

As imagens foram obtidas utilizando microscopia confocal por varredura a laser
(LSM-510 Meta e LSM-710, Zeiss) e objetivas de 20x EC Plan-Neofluar, abertura
numérica (NA: 0.5), 40x de imersdo em 6leo (EC Plan-Neofluar NA: 1.3) e 63x de
imersdo em Oleo (Plan-Apochromat NA: 1.4). Para obter imagens bidimensionais,
maultiplas seces confocais no eixo Z foram projetadas em um plano unico. Em alguns
casos, sec¢des confocais Unicas foram também utilizadas para ilustracdo. Para ambos os
casos, nas legendas das figuras, foi descrito o numero de se¢des Opticas no eixo Z
utilizadas na projecdo e a espessura aproximada (em micrémetros) de cada se¢do. Essas
projecdes foram do tipo maxima intensidade de fluorescéncia (MIF). As imagens sao
apresentadas em codigo de cor (verde, vermelho e azul). As analises foram feitas
utilizando os softwares Fiji/lmageJ 1.47 e Origin 7.5, e 0s painéis montados com o
Adobe Illustrator CS (Adobe System, EUA).

A localizacdo dos neurdnios avaliados ao longo do eixo rostrocaudal foi
analisada utilizando marco anatomico visivel em sec¢des do bulbo. Em ratos, o 0bex
estd situado no limite caudal da &rea postrema enquanto o calamus scriptorius.
encontra-se no limite rostral da mesma (Hamilton & Norgren, 1984; Paxinos & Watson,
2005). Esse ultimo é mais facilmente observado nas sec¢des coronais obtidas apds a

criossecgdo e foi utilizado como marco anatdmico nos experimentos. A localiza¢do dos
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cortes foi definida de acordo com a distancia, expressa em micrémetros, a partir do

mesmo.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

As medidas das extensbes dos AlS/processos e das areas somaticas dos
neuronios avaliados foram submetidas ao teste de Grubbs, para a detecgéo de valores
que desviam substancialmente da média, utilizando-se o software GraphPad (disponivel
em: www.graphpad.com/quickcals/ContMenu/). Em seguida, foi avaliada a normalidade
de distribuicdo dos dados e homogeneidade das variancias pelos testes de Shapiro-Wilk
(p > 0,05) e Kolmogorov-Smirnov (p > 0,05), respectivamente, utilizando o software
Origin 8.0 (Microcal,USA). O teste de correlacdo linear de Pearson (r de —1 a +1) foi
realizado para verificar a existéncia de correlacdo e significancia entre a extenséo da

marcacdo ao longo do processo e a area de silhueta somatica dos neurdnios (Origin 8.0).
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5 RESULTADOS
5.1 TOPOGRAFIA E MORFOLOGIA DOS NEURONIOS DA DIVISAO DORSAL
DO NUCLEO AMBIGUO

A figura 6 ilustra neurdnios colinérgicos do NA imunomarcados com ChAT
(PADb) em seccbes coronais do bulbo de 40 um, onde o NA ¢é observado de 80 a 1480
um rostrais ao calamus scriptorius (limite rostral da area postrema). 6 A-C, observamos
neurdnios dispersos, com dendritos longos e em pequeno ndmero, préximos ao calamus
scriptorius, podendo representar tanto neurdnios da formacgdo loose (NAIl) quanto da
semi-compacta (NAsc). Em 6 D-F maior numero de neurdnios e menos dispersos
pertencentes a formacdo NAsc. Em 6G, € possivel observar o limite caudal da formacao
compacta (NAc) com a presenca de neurénios menores, localizados dorsalmente no NA.
Os painéis H a J ilustram tanto a NAc, com neurbnios de menor didmetro localizados
dorsalmente, quanto a NAsc, com neurbnios de maior diametro. No extremo rostral do
NA, localizado a aproximadamente a 1480 um do calamus scriptorius nesses animais
de 30 dias, observa-se apenas a formacdo NAc (Figura 6K). Esse limite rostral do NA
coincide com o limite caudal do nucleo facial (VII), um marco neuro-anatdbmico
facilmente identificavel. Os neurdnios de cada formacédo estudada apresentaram area de
silhueta somatica (ASS) pouco diversa (Tabela 3), com exce¢do da NAc.

A figura 7 apresenta os resultados da analise morfologica realizada nos
neuronios apenas da formacdo compacta do NA. Em 7A, a sec¢do a 900 um rostral ao
calamus scriptorius, ap6s imunomarcacdo com anti-ChAT (PAb), com neurdnios de
menor e maior tamanho. Em 7B, o histograma ilustra a heterogeneidade da analise da
area de silhueta somética (ASS) onde a menor éarea foi de 82 e a maior de 529 um? e a
média de 249 + 94 um?. O painel C ilustra especificamente neuronios autondémicos que
projetam para pulmdo, marcados com tracador retrégrado toxina colérica conjugada ao
Alexa 488 (CTh), encontrados a 825 um rostral ao calamus scriptorius. Esses neurnios
foram encontrados dispersos em secgdes entre 700 a 1200 um rostrais ao calamus
scriptorius e exibiram uma média de ASS de 124 + 27 um?. Analise especifica dessa
populacédo indica homogeneidade, como mostra o histograma em D, juntamente com a
curva de Gauss ajustada aos dados com coeficiente de determinagdo (R?) de 0,93 e
p<0,001.
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A ChAT (PAb) *80um B +160um (5 +280 um [)
NAI + NAsc NAI + NAsc NAI + NAsc

+520 um F +640 um G +760 um H
NAsc

+1000 um J +1120 um K
NAc NAc

Figura 6- Imunomarcagdo anti-ChAT em cortes coronais ao longo do eixo rostro-caudal
do bulbo ilustra a distribuicédo topografica dos neurénios do NA. A-F, seccbes de 40 um do
bulbo, entre +80 e 520 um rostrais ao calamus scriptorius, que ilustram neurbnios pertencentes
a formagdo loose (NAI) caudalmente ou semi-compacta (NAsc) mais rostralmente. F, ilustra o
limite caudal da formacdo compacta (NAc) do NA (+640 um) juntamente com a extensao
rostral da semi-compacta. G-J, neurénios da formagdo compacta e semi-compacta. K, limite
rostral do NA, coincidente com o extremo caudal do nucleo facial (VII), ilustrando unicamente
a formacgdo compacta do NA.

NAI NAsc NAC
(n=8) (n=8) (n=168)
Diametro maior (Média + DP) 33£4,5um 36£1um 2245 um
Area de silhueta somatica 462 + 112 ym*> 503 +£81,3 um® 248 + 94,3 um?

Tabela 3- Andlise do maior didmetro e area de silhueta somatica dos neurdnios das diferentes
formacdes do NA dorsal.
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Figura 7- Andlise morfolégica dos neurdnios da formagdo NAc do nucleo ambiguo. A,
seccédo coronal do bulbo imunomarcada para ChAT ilustrando a formag&o compacta do NA e os
diferentes neurdnios desta a 900 um do calamus scriptorius. B, histograma de frequéncia de
distribuicdo da &rea de silhueta somatica (ASS) ilustrando uma heterogenidade da populagédo
neuronal encontrada na NAc. C, neurbnios autondmicos da formacdo NAc marcados
retrogradamente ap0s injecdo de CTh-A488 no parénquima pulmonar, observados a 825 um do
calamus scriptorius. D, histograma de freqliéncia de distribuicdo da ASS desses neurdnios
autondmicos pulmonares com coeficiente de determinagdo (R?) de 0,93 e p<0,001, refletindo
uma homogeneidade na ASS. Foi encontrada média de 249 + 94 para ChAT+ e de 124 + 27
para CTb+. A e C, proje¢des do tipo MIF de 4 seccOes confocais (Z= 1 um).
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5.2 ESTUDO DA EXPRESSAO DO CANAL NA,1.7 EM NEURONIOS DA
FORMACAO COMPACTA DO NUCLEO AMBIGUO

A figura 8 apresenta o resultado da andlise de expressdo do canal para sodio
Nay1.7 em neurdnios autondmicos pulmonares da NAc, identificados com o tracador
retrogrado toxina colérica subunidade beta (CTb) conjugada ao Alexa-488. Em 8A,
observamos a marcacdo retrégrada com CTh. Em 8B ¢ ilustrada a imunorreatividade
anti-Nav1.7 onde as cabecas de setas indicam os processos marcados. Inset em 8B
representa o controle positivo dessa reacdo, ilustrando a marcacdo em neur6nios
sensoriais do ganglio da raiz (DRG), j& bem estabelecida na literatura. Em 8C, a
sobreposicdo das imagens ilustra uma colocalizagdo somatica (setas). Em 8D é
ilustrada, em maior magnificacdo, a area delimitada em 8A, evidenciando parte de um
soma neuronal com marcagdo CThb, escaneado em maior resolucdo. Em 8E, observamos
um processo imunorreativo para Nayl.7 (cabeca de seta) que deriva do neurdnio
autondmico pulmonar ilustrado em 8D. A sobreposicao dessas imagens (8E) permite
uma melhor visualizacéo do processo Nay1.7 positivo emergindo do soma neuronal.

Secgdes adjacentes as utilizadas para imunomarcacdo anti-Nay1.7 foram também
processadas para marcacdo anti-Nay1.6. Apesar de termos repetido esse experimentos
algumas vezes (n=5) nao foi observada marcacdo anti-Nay1.6 nesses neurdnios
autondmicos pulmonares identificados com CTh. A auséncia de marcagdo anti-Nay1.6
nesses neurdnios foi observada em cortes que apresentaram uma exuberante marcacao
em outras areas anatdbmicas (e.g. células de Purkinje do cerebelo e no nicleo do

hipoglosso). Dados ndo ilustrados.
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A CTb
Compact formation

Figura 8- Expressdo do canal para sédio Nay1.7 em neurdnios autonémicos pulmonares da
formacao compacta do NA. A, neurdnios da regido rostral (900 um do calamus scriptorius) da
formagdo compacta do NA, que projetam para o pulmé&o, identificados pela marcacao retrograda
com CTb. B, marcagdo anti-Na,1.7 (MAD) ilustrando processos imunorreativos (cabegas de
setas). Inset: controle positivo enddgeno da marcagdo anti-Nay,1.7 em neurdnios do ganglio da
raiz dorsal (DRG). C, sobreposi¢do das imagens A e B, onde as setas indicam colocalizagdo. A
e B, proje¢des do tipo MIF de 4 sec¢bes confocais (Z=1 um). D e E, area delimitada em A
escaneada em maior aumento e em diferentes planos confocais. Em E, marcacéo anti-Nay1.7 em
um processo (cabeca de seta) derivado do soma ilustrado em D. F, sobreposicdo das marcacGes
retrograda e anti-Na,1.7. D e E, projec6es do tipo MIF de 3 sec¢des confocais (Z=1 um).
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Com o objetivo de avaliar se 0s neurdnios que expressam o canal Nayl.7 sé@o
neurdnios vagais colinérgicos, foram feitos experimentos de dupla-marcagéo anti-ChAT
e anti-Nay1.7. A figura 9 ilustra o padrdo de marcacdo anti-Nay1.7 obtida com a
utilizacdo de dois anticorpos anti-Nay1.7, um monoclonal (Neuromab) e outro
policlonal (Millipore). Observamos, em 9A, que a maioria dos neurénios ChAT-
positivos (900 um do calamus scriptorius) sdo de pequeno tamanho, como esperado
para neurdnios da formagdo compacta. Entretanto, ventralmente a essa formacdo pode
ser observado um neurdnio de maior tamanho (seta), com maior diametro de 36 um e
ASS de 600 um?, provavelmente pertencente a formacdo semi-compacta do NA (NAsc).
Em 9B observa-se a imunomarcagdo anti-Nay1.7 (MAD) e, em 9C, a sobreposicdo das
imagens. Observa-se uma localizacdo somatica do canal Nay1.7 nos neurdnios da NAc.
Em contraste, o neurdnio da NAsc, indicado pela seta em 9A, ndo apresentou marcacao
anti-Nay1.7.

Com o objetivo de comprovar a expressdéo do canal Nay1.7 na formagéo
compacta do nucleo ambiguo, foi utilizado um segundo anticorpo anti-Nay1.7
(policlonal, PAb). O painel D da figura 9 ilustra a marcacdo anti-ChAT (PAb) nessa
formacdo (também a 900 um do calamus scriptorius). Similarmente & marcagdo anti-
Nay1.7 obtida com o anticorpo monoclonal, foi observada uma marcagdo soméatica com
0 uso do anticorpo anti-Nay1.7 policlonal (Figura 9E). A sobreposi¢do dessas imagens

(Figura 9F) confirma a colocalizacdo somatica dessas marcagoes.
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A ChAT (PAb) B Nav1.7 (MAb) |(C Merged +900 um

Compact formation

Figura 9- Colocalizacdo somatica da marcagdo anti-Na,1.7 e anti-ChAT em neur6nios da
formag&o compacta do nucleo ambiguo (NAc). A, marcagdo anti-ChAT (PAb) em neurdnios
da regido rostral da NAc (900 um do calamus scriptorius). A seta indica um neurdnio maior,
provavelmente da formagdo semi-compacta. B, marcacdo somatica anti-Na,1.7 obtida com
anticorpo monoclonal (MADb). C, sobreposicdo das imagens A e B, e colocalizagcdo somatica das
marcagoes anti-ChAT e anti-Nay1.7. A e B, projecdes do tipo MIF de 3 sec¢bes confocais (Z=1
um). D, marcacdo anti-ChAT. E, marcacdo anti-Nay1.7 obtida com anticorpo policlonal (PAD).
F, sobreposi¢cdo das marcacBes anti-ChAT e anti-Na,1.7. D e E, projecdes do tipo MIF de 2
secgOes confocais (Z=1 pum).
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O escaneamento em maior resolugdo, tanto em xy quanto em z, confirmou que a
marcagdo anti-Nay1.7 em neurdnios da formagdo compacta ndo se restringe somente ao
soma, mas pode ser evidenciada também em processos, a semelhanca dos resultados
apresentados na figura 8. A figura 10A apresenta uma imagem que ilustra a marcacgéo
anti-Nay1.7 somatica e em processos derivados do soma (cabecas de setas) na formacéao
compacta, obtida com o anticorpo monoclonal (MAb). A é&rea delimitada em A é
apresentada em maior aumento em B, onde s&o indicados dois corpos celulares
(asteriscos), com suas respectivas areas somaticas, bem como processos derivados dos
mesmos cuja extensdo da marcacdo anti-Nay1.7 é indicada para cada um deles. Em 10C,
apresentamos o gréafico da analise de correlacéo entre a &rea de silhueta somatica (ASS)
e a extensdo da marcacdo anti-Nay1.7 dos processos. Foi observada uma correlagéo
positiva significativa com coeficiente de correlacdo (r) de 0,9 ¢ p<0,01 (n=7).

Um terceiro anticorpo anti-Nay1.7 (policlonal, Alomone) foi utilizado para
analisar a expressdo desse canal no NA. Nesse ndcleo néo foi observada marcagdo com
esse anticorpo, embora neurbnios do ganglio da raiz dorsal tenham apresentado
marcacdo positiva. Em outras areas neuroanatémicas, esse anticorpo apresentou indicios
de marcacdo inespecifica (e.g. células da glia). Essa marcacdo ndo apresentou
colocalizagdo com a marcacdo de um anticorpo anti-Pan-Nay (reconhece todas as
isoformas de canal para sédio). Esses resultados sdo mostrados no apéndice A.
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Figura 10- Anélise da expressdo do canal para sédio Nay1.7 em neurénios da formagéo
compacta do NA. A, marcacdo anti-Nay1.7 na regido rostrocaudal da formagdo compacta do
NA, com indicacdo das fibras marcadas pela isoforma em questdo. A, proje¢des do tipo MIF de
7 secgBes confocais (Z= 1 um). B, maior magnificacdo da area delimitada em A com indicagdo
da area de silhueta somatica dos neur6nios avaliados (asteriscos) e da extensao da marca¢ao ao
longo da fibra (seta) destes. B, projecGes do tipo MIF de 4 secc¢bes confocais (Z= 1 um). C,
relacdo entre a area de silhueta somatica e extensdo de marcacéo anti-Na,1.7 ao longo da fibra
(n=7).
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5.3 ESTUDO DA EXPRESSAO DO CANAL NA,1.6 EM NEURONIOS DA
FORMACAO COMPACTA DO NUCLEO AMBIGUO

A isoforma 1.6 do canal para sodio dependente de voltagem tambeém foi
encontrada em neurbnios do nucleo ambiguo. A figura 11 ilustra os resultados
encontrados referentes a expressao dessa isoforma na formacgdo compacta do NA. Em
11A, a marcacgdo anti-ChAT mostra um neur6nio tipico da NAc encontrado (725 um do
calamus scriptorius) com ASS de 307 um? e em 11B a marcacéo anti-Nav1.6. Pode ser
obsevada uma marcacao intensa em um processo derivado do soma, como o indicado
pela seta, e cuja extensdo foi de 12 um. E possivel visualizar também nodos de Ranvier
intensamente marcados no entorno e dentro dessa formacdo. Em 11C, a sobreposicao
das imagens A e B permitem visualizar que o processo deriva do neurdnio indicado em
11A. Em 11D ¢ ilustrado outro neurdnio colinérgico dessa formacdo com ASS de 256
um?. Em 12E, outro processo aparece imunomarcado (seta) com anticorpo anti-Nay1.6,
cuja extensdo € de 11 um. Da mesma forma como em 11B, nodos de Ranvier aparecem
bem marcados nessa secgdo. O painel F ilustra a sobreposicdo das imagens D e E,
permitindo observar que o processo marcado em 11E pertence ao neurénio ilustrado em
11D. O gréafico em 11G mostra a andlise de correlacdo realizada entre area somatica e
extensdo da marcacdo anti-Nay1.6 ao longo dos processos derivados do soma de seis
neuronios dessa formacao analisados, onde o coeficiente de correlagdo (r) foi de 0,93 e
p<0,01, indicando correlagdo positiva significativa entre as variaveis.

Nas formacdo compacta a expressdo do canal Nayl.6 foi avaliada por um
segundo anticorpo anti-Nay1.6 (policlonal, Alomone) sendo obtido um mesmo padréo
de marcacdo encontrado para o anticorpo anti-Nay1.6 monoclonal acima descrito.
Entretanto, tais experimentos foram de dupla marcacdo anti-Nay1.6 e anti-ChAT
(monoclonal Millipore), resultado ilustrado no apéndice B.
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Figura 11- Expressdo do canal para sodio Na,1.6 em neurénios da formagao compacta do
NA. A e D, marcacdo anti-ChAT (PAb) em neurdnio da regido rostral do NA, a 725 um do
calamus scriptorius, pertencente a formagdo compacta com indicacdo da area de silhueta
somatica. B e E, marcacéo anti-Na,1.6 (MAb) com indicagdo da extenséo de marcagéo ao longo
do AIS (setas) dos neurdnios avaliados. C e F, sobreposicdo das marcagdes anti-ChAT e anti-
Na,/1.6. A e B, projecdes do tipo MIF de 7 secgdes confocais (Z=1 um). D e E, proje¢des do
tipo MIF de 7 seccbes confocais (Z=1 um). G, relacdo entre a area de silhueta somatica e
extensdo de marcagao anti-Nay1.6 ao longo do AIS (n=6).
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5.4 ESTUDO DA EXPRESSAO DO CANAL NA,1.6 EM NEURONIOS DA
FORMACAO SEMI-COMPACTA DO NUCLEO AMBIGUO

A figura 12 mostra a expressdo do canal Nay1.6 nos neurdnios da formagao
semi-compacta (NAsc). Em 12A e D, ilustramos neurdnios colinérgicos pertencentes a
NAsc a 25 um rostrais do calamus scriptorius e suas respectivas ASS, 542 e 486 um?.
Em 12B e E, é ilustrada a expressdo da proteina Nay1.6 na NAsc, onde é possivel a
visualizagdo de processos marcados (setas) de 20 e 18 um de extens&o, respectivamente.
Nodos de Ranvier sdo também bem marcados. A sobreposi¢do das imagens em 12C e F,

mostram que 0s processos sao derivados dos somas indicados.

55 ESTUDO DA EXPRESSAO DO CANAL NA,1.6 EM NEURONIOS DA
FORMACAO LOOSE DO NUCLEO AMBIGUO

A expressdo do canal Nav1.6 foi também avaliada na formacdo loose do NA,
onde se encontram os neurénios laringeos (Figura 13). Os painéis A e D da figura 13
ilustram neurdnios colinérgicos encontrados em seccgdes distintas, mas ambos a 25 um
rostrais ao calamus scriptorius. Em 13A, o neurdnio possui 434 um? de ASS e em 13D
de 467 um? Em 13B e E, sdo observados processos Nay1.6 positivos (setas) que
apresentam 16 e 18 um de extensdo de marcacdo, respectivamente. Nos paineis C e F,
observa-se que os processos Navl.6 positivos derivam do soma de neurénios ChAT-
positivos.

Foi observada uma correlacao entre a extenséo de marcacgéo anti-Nay1.6 e a ASS
dos neurénios dessa formacao, ilustrada no grafico em 13G. O coeficiente de correlacédo
de 0,83 indica positividade, enquanto o p<0,05 indica resultado significativo nas células
avaliadas (n=5).

Na formacéo loose do NA, da mesma forma como descrito anteriormente para a
formagdo compacta, a expresséo do canal Nay1.6 foi avaliada por um segundo anticorpo
anti-Nav1.6 (policlonal, Alomone) sendo obtido um mesmo padrdo de marcagéo
encontrado para o anticorpo anti-Nay1.6 monoclonal acima descrito. Esses resultados,
bem como aqueles obtidos na formagdo compacta, sdo também mostrados no apéndice
B.
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Figura 12- Expressdao do canal para sodio Na,1.6 em neurdnios da formacdo semi-
compacta do NA. A e D, marcagdo anti-ChAT (PAb) neuronal com indicacdo da area de
silhueta somética. B e E, marcagéo anti-Nav1.6 (MAb) em processos (setas) e nodos de Ranvier
(marcacdo puntiforme). C e F, sobreposicdo das marcacdes anti-ChAT e anti-Navl.6
evidenciando que os processos Nay1.6 positivos sdo derivados do soma. A e B, projecdes do
tipo MIF de 4 sec¢bes confocais (Z=1 um). D e E, projec6es do tipo MIF de 3 seccdes confocais

(Z=1 pum).
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Figura 13- Expressdo do canal para sodio Na,1.6 em neur6nios da formacéo loose do NA.
A e D, marcacdo anti-ChAT (PAb) com indicacdo da area de silhueta somatica. B e E, marcacédo
anti-Nav1.6 (MADb) em processos cujos comprimentos sdo indicados (setas) e em nodos de
Ranvier (marcagdo puntiforme). C e F, sobreposi¢cdo das marcagdes anti-ChAT e anti-Nav1.6
evidenciando que os processos sdo derivados do soma. A e B, projecdes do tipo MIF de 3
secgOes confocais (Z=1 um). D e E, projeces do tipo MIF de 7 sec¢Bes confocais (Z=1 um). G,
relacdo entre a area de silhueta somatica e a extensdo da marcagdo anti-Nav1.6 ao longo dos
processos derivados do soma (n=5).
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5.6 ESTUDO DA EXPRESSAO DO CANAL PARA SODIO APOS RESSECCAO DO
NERVO LARINGEO RECORRENTE

Com o objetivo de identificar, dentro da formacdo NAI, aqueles neurdnios que
projetam pelo nervo laringeo recorrente, foram realizados experimentos de resseccéo
desse nervo na tentativa de induzir a expressé@o do marcador nuclear de lesdo neuronal
ATF-3 no neurdnio axotomizado. A figura 14 ilustra o resultado dos experimentos de
imunofluorescéncia de tripla marcacdo anti-ChAT, -ATF-3 e -Nay1.6. A figura 14A
apresenta uma visdo panoramica da formacédo loose do NA (60 um rostral ao calamus
scriptorius). Nos painéis 1 e 2 é mostrada em maior aumento a marcagao anti-Nay1.6
nas areas delimitadas em 14A. Em ambos painéis podem ser observados processos
Nav1.6 positivos (setas). Em 1' e 2' a marcagdo anti-ATF-3 indica o nucleo dos
neurdnios axotomizados (cabecas de setas). A sobreposicdo das marcacbes em 1" e 2"
permite visualizar que os processos Nayl.6 positivos e 0s ndcleos ATF-3 positivos

pertencem aos neurdnios colinérgicos delimitados em 14A.
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A ChAT (PAb)

Loose formation

1 Nav1.6 (MAb) [1'

Figura 14- Neur6nios da formacéo loose do NA (NAI), que projetam pelo nervo laringeo
recorrente, expressam o canal Nay/1.6. A, seccdo coronal do bulbo ao nivel da NAI
imunomarcada para ChAT (60 um do calamus scriptorius). 1 e 2, neurbnios das &reas
delimitadas em Al e A2, respectivamente, com expressdo de Na,1.6 em processos. 1' e 2',
nucleos celulares imunorreativos para ATF-3 (cabeca de seta) dos neurénios delimitados em Al
e A2, respectivamente. 1" e 2" sobreposi¢do das imagens ilustrando que o processos Nayl.6
positivos derivam de neur6nios colinérgicos e ATF-3 positivos. A, proje¢des do tipo MIF de 7
seccdes confocais (Z= 1 um). 1: 5 secgdes confocais (Z= 1 um). 1': 4 seccBes confocais (Z= 1
um). 2: 6 secgBes confocais (Z= 1 um). 2" 2 secc¢bes confocais (Z= 1 um).
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5.7 ESTUDO DA EXPRESSAO DOS CANAIS NAv1.1 E NAv1.2 EM NEURONIOS
DO NUCLEO AMBIGUO

Foram realizados, em todos o0s niveis do NA, experimentos de
imunofluorescéncia para as isoformas 1.1 e 1.2 do canal para sodio, uma vez que
também séo encontradas no sistema nervoso central. Para o canal Nay1.1 foi usado um
anticorpo monoclonal (Neuromab), mas ndo foi observada expressdo desse canal nesse
nucleo (dados ndo ilustrados), apesar de termos testado varias diluicbes para o
anticorpo. A expressdo do canal Nayl.2 foi, sobretudo, observada na formacéo
compacta com o uso do anticorpo policlonal (Alomone), como mostra a figura 15. Em
15A, é possivel observar neurdnios colinérgicos do NA rostral, onde estdo presentes
tanto a formacdo NAc quanto NAsc. No painel B é apresentada a marca¢do anti-Nay1.2
na formacdo compacta do NA (&rea delimitada em A) evidenciando processos curtos
imunopositivos. Em 15C, a sobreposicdo das marcacdes anti-ChAT e anti-Nay1.2
permite observar claramente que os corpos celulares ndo foram marcados pelo anticorpo
anti-Nay1.2. Em 15D, o cerebelo, do mesmo corte ilustrado em A, apresenta expressao
do canal Nay/1.2 em dendritos das celulas de Purkinje (PL) situados na camada

molecular (ML) do cerebelo e em finas fibras, possivelmente fibras paralelas.
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Figura 15- Expressdo do canal para sodio Nav1.2 na formacdo compacta do NA. A,
visdo panoramica do NA ilustrando as formagdes compacta e semi-compacta a 1160 um
do calamus scriptorius. B, marcacdo anti-Nay1.2 na formacdo compacta,
corrrespondente a area delimitada em A (quadrado), em processos curtos, possivelmente
dendritos. C, sobreposicdo das marcagdes anti-Navl.2 e ChAT, ilustrando
colocalizagdo. D, marcacao anti-Nay1.2 em dendritos da célula de Purkinje e fibras finas
(provavelmente fibras paralelas, cabeca de seta). Marcacdo utilizada como controle
positivo enddgeno. ML camada molecular, PL camada de células de Purkinje, GL

camada granular.
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5.8 ESTUDO DA EXPRESSAO DO CANAL PARA SODIO NO NUCLEO DORSAL
MOTOR DO VAGO

Até o momento, foram observados padrdes distintos de marcacdo anti-canais
para sodio ao longo do nucleo ambiguo. Neurbnios autonémicos desse nucleo
apresentaram marcagdo anti-Nay1.7 enquanto neurdnios da eferéncia visceral especial
apresentaram marcacao anti-Nay1.6. Considerando que o nucleo dorsal motor do vago
(DMV) consiste basicamente de neurbnios da eferéncia visceral geral (autonémicos),
foram feitos experimentos buscando comprovar se, de fato, essa isoforma é expressa
nesse tipo de neurbnio, além de excluir a expressdo de outras isoformas.

A figura 16 ilustra o resultado da expressdo do canal Nay1.7 nos neurdnios do
DMV (25 um rostral ao calamus scriptorius). Neurénios do DMV apresentaram uma
marcacdo dendritica, mas uma fraca marcagdo somatica com o anticorpo policlonal anti-
MAP-2 (16A). A marcacdo anti-Nay1.7 (MAD) foi detectada no corpo celular e também
em processos de neurénios do DMV (e também no nicleo do trato solitario, NTS),
como pode ser observado em 16B. A sobreposi¢do dessas imagens ¢ mostrada em 16C,
onde se observa que processos Nay1.7 positivos ndo apresentaram marcagdo anti-MAP-
2. Em 1', maior magnificacdo do neur6nio delimitado em 16B, ilustra uma intensa
marcacdo somatica anti-Nay1.7 que se estende a um processo também imunorreativo.
Em 1", sobreposicdo da marcacéo anti-MAP-2 e anti-Nay1.7, é evidenciada com maior
clareza a auséncia de colocalizacdo dessas marcacGes no processo neuronal Nayl.7
positivo.

O mesmo experimento foi repetido com anticorpos anti-MAP-2 monoclonal
(Millipore) e anti-Nay1.7 policlonal (Millipore). Em D, a marcagéo anti-MAP-2 (MAD)
permite observar neuronios do DMV e seus dendritos imunomarcados (50 um rostral ao
calamus scriptorius). Como nos experimentos realizados com o anticorpo anti-Nav1.7
monoclonal, foi observada novamente a expressdo do Nay1.7 (PAb) no corpo celular de
neurdnios, como mostra 16E. A sobreposicdo das imagens indica colocalizacdo das
marcagdes anti-MAP-2 e anti-Nay1.7 no corpo celular de neurénios do DMV.
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Figura 16- Expressdo do canal para sédio Nay1.7 em neur6nios do DMV. A, marcacédo anti-
MAP-2 (PAb) no DMV (25 um do calamus scriptorius). B, marcagdo anti-Na,1.7 (MAb) no
DMV e NTS. C, sobreposicdo das marcagdes anti-MAP-2 e anti-Na,1.7. A e B, projecGes do
tipo MIF de 3 secgdes confocais no eixo Z (1 um).1’, neurdnio Navl.7-positivo delimitado em
B. 1", sobreposicdo das marcagdes anti-MAP-2 e anti-Nay1.7. D, marcacgdo anti-MAP-2 (MAb)
no DMV (50 um do calamus scriptorius). E, marcacdo anti-Na,1.7 (PAb) em neurénios do
DMV. F, sobreposic¢éo das marcagdes anti-MAP-2 e anti-Na,1.7. D e E, projec¢des do tipo MIF
de 2 seccdes confocais no eixo Z (1 um).
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A figura 17 ilustra os resultados obtidos apds experimentos de
imunofluorescéncia de dupla marcacdo no nucleo dorsal motor do vago (DMV)
utilizando os anticorpos anti-ChAT (MAb) e anti-Na,1.6 (PAb). Em16A, viséo
panordmica da area dorsal de sec¢do coronal do bulbo (25 um rostral ao calamus
scriptorius), na qual é possivel observar neurdnios ChAT-positivos do DMV e do
nucleo hipoglosso (HN), e ainda o quarto ventriculo (4V). Em 17-1, dois neurénios
pertencentes ao DMV (delimitados em 16A) imunorreativos para ChAT apresentando
185 e 207 um? de ASS sdo mostrados em maior aumento. Em 17-1', esta ilustrada uma
clara auséncia do canal Nay1.6 nos neurdnios do DMV. Observa-se também a auséncia
de nodos de Ranvier Nay1.6 positivos nessa regido. A sobreposicdo das imagens é
ilustrada em 17-1", onde sO6 € vista a marcacdo anti-ChAT. 2 e 3, ilustram dois
neurdnios ChAT-positivos do HN, delimitados em 17A, apresentando 315 e 252 um?,
respectivamente. O HN foi utilizado como controle positivo enddgeno, juntamente
como o cerebelo (dado néo ilustrado) para os experimentos do Nay1.6 no DMV. Em 17-
2', um AIS imunorreativo para Nay1.6 de 18 um de extenséo é ilustrado e em 2", a
sobreposicao das imagens mostra que o AlS ilustrado pertence ao neurdnio em 2. Outro
AIS Nay1.6-positivo € ilustrado em 3', apresentando 15 um de extensdo de marcagéo.
Em 16-3", a sobreposicdo das imagens anteriores mostra que o AlS ilustrado pertence
ao neurodnio ilustrado.

A expressdo do canal Nay1.6 no DMV foi também avaliada com o anticorpo
monoclonal (Neuromab). Embora apresente uma marcacdo em neurdnios do hipoglosso,
neurbnios do DMV também ndo apresentaram marcacdo anti-Nay1.6 (Apéndice C).
Assim como no nucleo ambiguo, foram realizados experimentos de imunofluorescéncia
para as isoformas 1.1 e 1.2 do canal para sddio, mas ndo encontramos marcagdo para

essas isoformas no DMV (resultados ndo ilustrados).
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Figura 17- Auséncia de marcagdo para Na,1.6 (PAb) no nucleo Dorsal Motor do Vago
(DMV). A, viséo panoréamica da parte dorsal do bulbo imediatamente lateral e ventral ao quarto
ventriculo marcada com anticorpo anti-ChAT (monoclonal) onde se observa os nlcleos DMV e
HN (25 um do calamus scriptorius). 1, maior magnificacdo da area 1 delimitada em A com
indicacdo da area de silhueta somatica dos dois neurdnios pertencentes ao nucleo DMV. 1°,
auséncia de marcagéo anti-Nay1.6 no DMV. 1", sobreposicdo das marcacGes anti-ChAT e anti-
Na,1.6. 1 e 1" proje¢des do tipo MIF de 3 sec¢des confocais no eixo Z (0,8 um). 2 e 3, maior
magnificagdo das areas 2 e 3 delimitadas em A com indicagdo das areas de silhuetas somaticas
de neurbnios colinérgicos pertencentes ao HN. 2' e 3', marcacdo anti-Na,1.6 positiva nos
neurdnios do HN em processos (setas) cujas extensdes sdo indicadas. 2'* e 3", sobreposi¢do das
marcagdes anti-ChAT e anti-Nay1.6. 2 e 2" projecdes do tipo MIF de 3 secc¢bes confocais no
eixo Z (0,8 um). 3 e 3": projecdes do tipo MIF de 4 sec¢des confocais no eixo Z (0,8 um).
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DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram uma identificacdo das isoformas
de canais para sodio expressas em neurdnios do ndcleo ambiguo (NA) e do nucleo
dorsal motor do vago (DMV) de ratos Wistar de 30 dias. Foi observada uma
imunorreatividade anti-Nay1.7 somética que se estende a um processo deste derivado
em neurdnios da eferéncia visceral geral tanto do NA como do DMV (Figura 9, 10 e
16). Neurdnios autonémicos pulmonares do NA, identificados pelo tracador retrégrado
toxina colérica, exibiram uma marcacao anti-Nay1.7 (Figura 8) corroborando a sugestao
que neurdnios autondmicos do NA expressam principalmente essa isoforma. Por outro
lado, aqueles motoneurdnios da eferéncia visceral especial do NA, que inervam
musculos branquioméricos envolvidos com fonacdo e degluticdo, apresentaram uma
intensa marcacao anti-Nay1.6 em processos derivados do soma (Figura 11, 12, 13). A
comprovagdo de que neurdnios Nayl.6 positivos do NA inervam a musculatura
branquiomérica deriva dos experimentos de lesdo de axbnios no nervo laringeo
recorrente e imunopositividade para ATF-3, ChAT e Nav1.6 em experimentos de tripla
marcacdo (Figura 14). A expressdo do canal Nay1.6 ndo foi detectada, mesmo com o
uso de diferentes anticorpos, em neurénios autondémicos do NA que inervam o pulmé&o
ou do DMV. Ainda, na formacdo compacta do NA, foi detectada imunorreatividade
anti-Nay1.2 em varios processos curtos da neuropila envolvendo o soma (Figura 15).

Ruggiero et al. (1990) mostraram que 0 anticorpo contra a enzima que sintetiza a
acetilcolina, colina acetiltransferase (ChAT), delimita os nicleos NA e DMV e localiza
0s neurbnios destes em seccGes do bulbo. Bieger & Hopkins (1987) realizaram
experimentos em seccdes transversais, sagitais e coronais de ratos adultos e observaram
que o maior didmetro dos neuronios de todas as subdivisdes foi encontrado no plano
coronal. Jarvinen e Powley (1999) analisaram o nimero de neurdnios presentes no NA
em cortes do bulbo seccionados nos trés planos possiveis e descreveram que 0 menor
namero de células foi encontrado em sec¢des sagitais. Ademais, a maioria dos dendritos
dos neurdnios do NA da subdivisdo dorsal sdo direcionados dorsomedial ou
ventrolateralmente, a semelhanca dos processos axonais (Ruggiero et al., 1990; Pascual-
Font et al., 2011). Devido a essas descri¢des da literatura, optamos por realizar, em

Nossos experimentos cortes coronais do bulbo.

50



De acordo com a literatura, neurénios de cada formagdo possuem um maior
didmetro carateristico e estdo localizados a distancias especificas no eixo rostrocaudal
de marcos anatdmicos como o calamus scriptorius ou obex. Em ratos, a formagéo
compacta, cujos neurdnios inervam o esOfago e possuem cerca de 31 um de maior
diametro, se estende caudalmente (cerca de 1,5 mm) a partir do limite rostral do NA,
préximo ao término caudal do ndcleo facial. A formagdo semi-compacta, possui
neurbnios que inervam a faringe e o musculo cricotiredide. Os neurbnios dessa
formacéo se encontram entre 400 e 1700 um rostral ao 6bex e possuem de 35 a 45 um
de maior didmetro. A formacdo loose é a subdivisdo do NA que possui menor
quantidade de neurénios e se estende entre —960 e +960 do Obex e projetam para a
laringe. Esses neur6nios possuem maior didametro entre 25 e 35 um (Ruggiero et al.,
1987; Lee et al., 1990; Haxhiu et al., 1993; Hadziefendic & Haxhiu, 1999; Broussard et
al., 2000; Pascual-Font et al., 2011). Os neurdnios imunomarcados com anti-ChAT
foram divididos entre as formacgdes de acordo com o maior diametro apresentado e
distancia rostrocaudal encontrados no bulbo.

Em nossos resultados, foi encontrada a expressdao do canal Nayl.7 tanto em
neurbnios pulmonares do NA, identificados com o tragador retrogrado, quanto em
neurdnios do DMV. Nos neurénios do DMV foi observada uma marcagdo somatica que
se estende ao longo de um processo (Figura 16), sem uma aparente mudanca no sinal de
imurreatividade entre esses dois compartimentos neuronais. Alguns desses processos,
como no neurdnio mostrado em maior magnificagdo na figura 16-1 apresentam um
rapido afunilamento. Um estudo sobre a morfologia axonal feito em neurbnios
autondmicos parassimpaticos da medula sacral (Morgan CW, 2002) mostrou que em
alguns desses neurdnios o axonio surge diretamente do soma (3 de 24 neur6nios), mas
na maioria dos neurdnios (21 de 24) o axdnio surge de um dendrito. Para ambos 0s tipos
de derivacdo, o segmento que apresenta um rapido afunilamento foi definido pelos
autores como o segmento inicial do axénio (AIS). Ap6s o término desse AlS, cuja
extensdo variou de 15 a 40 um (média de 26,8 um), segue 0 axdnio. Nesses neurdnios
mielinizacdo axonal parece se iniciar em distancias variaveis, ou seja, apos o AlS, o
axonio segue amielinizado por disténcias entre 59 e 630 um. Poder-se-a sugerir que, em
neurénios do DMV, como mostrado na Figura 16-1, que o segmento Nayl.7 positivo

derivado do soma e que se afunila rapidamente, seja um AlS. Para esses neurdnios do
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DMV, ocorreria a expresséo do canal Nay1.7 tanto no soma quanto no segmento inicial,
sem uma diferenga na densidade do canal nesses dois compartimentos.

Naqueles neurdnios Nayl.7 positivos do NA (Figuras 9 e 10), especialmente
naqueles identificados como autonémicos pulmonares (Figura 8) foram observados
segmentos Nay1.7 positivos derivados do soma, mas com uma aparente maior expressao
desse canal nesse segmento quando comparado ao soma (Figura 10). Verifica-se no
inicio desse processo, proximo ao soma, uma relativa baixa imunorreatividade
comparada a parte distal desse segmento. Assim, parece existir nesses neurénios
autondmicos do NA uma compartimentalizacdo da expressdo do canal Nayl.7. Nesse
processo, foi observada correlagdo positiva significativa entre a area de silhueta
somatica e a extensdo da marcacdo anti-Nay1.7 (Figura 10). Nesses segmentos, a
marcacdo anti-Nay1.7 termina abruptamente em sua extremidade distal, como se a partir
de um certo ponto iniciasse a mielinizacdo. Essas caracteristicas guardam semelhancas
aquelas descritas para 0s segmentos iniciais de axonios (Kole et al., 2008; Hu et al.,
2009; Kole & Stuart, 2012).

Tal segregacdo do canal Nay1.7 ao AIS ndo esta descrita na literatura, embora
exista para o canal Nay1.6. Naqueles AIS nos quais o canal Nay1.6 encontra-se em alta
densidade, o acUimulo desse canal na membrana plasmatica parece depender de
interacbes com proteinas que formam uma ligacdo ao citoesqueleto, entre elas a
anquirina-G (Hedstrom et al., 2007; Ogawa, Rasband, 2008). Experimentos objetivando
detectar essa proteina nesse processo axonal de neurdnios autondmicos do NA (e.g.
tripla marcacédo anti-ChAT, -Nay1.7 e —anquirina-G) ndo foram realizados até o presente
momento devido ao fato que, tanto o anticorpo anti-Nay1.7 que marcou tais segmentos
guanto o anticorpo anti-anquirina-G (Ank-G), disponivel no laboratério, sdo
monoclonais e ainda do mesmo isotipo (IgG1). Caso isto seja confirmado, trata-se de
dado inédito na literatura, mas ndo inesperado, considerando que a provavel sequéncia
de interacdo entre Ank-G e canais para sodio esta presente também no canal Nayl.7
(Gasser et al., 2012).

Dessa forma, os dados sugerem que 0s neurbnios autondmicos do DMV e
aqueles do NA apresentam padrédo diferente de distribuicdo do canal Nayl1.7 nos
diferentes compartimentos neuronais (soma e AlS), mas ambos expressam esse canal. E
importante salientar que Morinville et al., (2007) mostraram a expressdo do canal
Nav1.7 no nacleo ambiguo e no nucleo dorsal motor do vago. Tais autores nao
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avaliaram quais neurdnios desses nucleos expressam esse canal, tampouco estudaram a
localizag&o subcelular ou a presencga de outras isoformas (e.g. Nay1.6) nesses neuronios.

Em relacdo a mielinizagdo McAllen e Spyer (1978) mostraram que em gatos
uma populacdo de neurbnios do NA apresenta axonios com pouca mielina,
correspondentes as fibras do tipo B, e que esses neurdnios estdo relacionados a
inervacdo pulmonar. Nos neurénios do DMV dessa mesma espécie, foi observado que
os axdnios nio possuem mielina, sendo fibras do tipo C (Ford et al., 1990). E
importante salientar que esses autores mostraram que neurdnios do DMV néo projetam
apenas pelo vago subdiafragmatico para inervar visceras abdominais, mas também
enviam fibras amielinizadas que inervam o pulmédo e também o coracdo. Em ratos,
Cheng e Powley (1999, 2000) mostraram que neurbnios pré-ganglionares vagais
cardiacos do NA enviam fibras mais calibrosas do que as fibras enviadas pelos
neurdénios do DMV. Esses autores sugerem que as fibras autondmicas cardiacas
oriundas do NA sejam mielinizadas do tipo B e as do DMV do tipo C, o que vai de
acordo com os resultados de Jones et al. (1995; 1998). Assim, pode ser sugerido que 0
término abrupto da imunorreatividade anti-Nay1.7 na parte distal do AIS de neurbnios
do NA seja devido ao inicio da mielinizag&o.

Vaérios estudos fizeram uso de tracadores retrégrados para localizacdo das
celulas de interesse no sistema nervoso central. Os neurdnios dos ndcleos avaliados
nesse estudo inervam diversos 6rgdos. Além disso, 0 NA possui neurbnios eferentes
viscerais especiais e gerais préximos, numa mesma formacédo, e, dessa forma, faz-se
necessario o uso de tracador retrogrado para localizar com exatiddo o neurdnio a ser
estudado. Alguns tracadores foram muito utilizados nos ultimos tempos, como Dil
Fluorogold e CTb (Corbett et al., 2003). No entanto, o tracador CTh é mais eficiente
qguando seguido de reacbes de imunofluorescéncia do que o tracador Dil, pois seu
transporte ocorre mais rapidamente e sua marcacdo ndo € perdida quando realizada a
permeabilizacdo de seccBes histoldgicas utilizando solugBes que contém detergente,
como o Triton utilizado em nossos experimentos (Corbett et al., 2003). Os dados
obtidos reforcam a CTh como uma importante ferramenta na identificagdo neuronal por
transporte retrégrado, visto que, foi obtido um forte sinal no soma trés dias apos a
injecéo intrapulmonar que permaneceu apos o término da reagdo de imunofluorescéncia.

Apols a injecdo de tracador retrogrado no lobo superior do pulmédo foram
encontrados neurdnios marcados no DMV, além do NA, tanto em gatos (Kalia e
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Mesulam, 1980) quanto em ratos (Pérez Fontan et al., 2000). Em nossos experimentos
sO encontramos marcacao no NA, corroborando resultados dos experimentos realizados
em ratos por Hadziefendic & Haxhiu (1999). Além disso, Hadziefendic e Haxhiu (1999)
encontraram também neurdnios no NA ventral, referindo-se a formacédo externa, apds
injecdo de tracador CTb no pulmdo. No entanto, em nossos experimentos foram
observados neurdnios CThb positivos somente na formacdo compacta (NAc). Essa Ultima
variacdo pode ser consequiéncia de diferengas tanto no volume de tracador aplicado
como local exato de aplicacdo no pulméo.

Em nossos experimentos, foi observada marcacdo de CTb tanto ipsilateral
quanto contralateral no bulbo, mas este ultimo apresentou numero consideravelmente
menor de células (dado ndo ilustrado). Pérez Fontéan et al. (2000) também encontraram
marcacdo bilateral apds injecdo de CTb no pulmdo de ratos e também com menor
namero de células no NA do lado contralateral, corroborando os dados obtidos no
presente trabalho. Os autores sugerem que algumas fibras decussam a nivel toracico.
Nesse trabalho foi realizada toracotomia para aplicacdo de CTh, enquanto em nossos
experimentos optamos por ndo utilizar o método cirurgico. Os dados obtidos em ambos
os experimentos foram semelhantes, sugerindo que o método utilizado em nosso
trabalho é tdo eficaz quanto o utilizado pelos outros autores. Importante salientar que
todos os neurdnios eferentes do NA marcados com CTb apo6s injegdo no pulméo foram
positivos para ChAT (Kohn et al., 2009).

Estudos utilizaram vagotomia como modelo de degeneracdo ja que o nervo vago
é de facil acesso e tem ramos bem caracterizados (Flumerfelt et al., 1986). Esse
procedimento foi também utilizado para localizacdo de corpos celulares de neur6nios no
NA e DMV (Lawn, 1966; Lewis et al., 1970). Em nosso trabalho, tentou-se fazer um
resgate da utilizacdo de lesdo periférica de nervo para localizacdo neuronal empregando
marcadores de lesdo neuronal. Nesse sentido, Tsujino et al. (2000) mostraram em ratos
que neurdnios do DRG expressam o fator de transcricdo ATF-3 apds a axotomia. ATF-3
é um fator de transcricdo expresso em neurbnios apos lesdo nervosa que parece estar
envolvido com a regeneracdo de axonal.

Outros marcadores de lesdo neuronal foram também utilizados. Por exemplo,
Uno et al. (2003) transeccionaram o nervo laringeo recorrente de ratos e observaram que
neurdnios do NA expressam a proteina associada ao crescimento 43 (GAP-43), que tem
papel importante no crescimento do ax6nio e modula formacdo de novas sinapses
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(Benowitz & Routtenberg, 1997; Console-Bram et al., 1996). Hydman et al. (2005)
resseccionaram o nervo laringeo recorrente de ratos e observaram que ndo existe morte
neuronal até um més apds a resseccdo. Takaoka et al. (2009) realizaram estudos
lesionando o nervo vago de ratos e observaram que neurénios do NA ipsilateral
expressam nestina, proteina encontrada em neurdnios imaturos (Hockfield and McKay,
1985; Beech et al., 2004; Zhao et al., 2014). Os resultados desses estudos sugerem que a
axotomia leva o neurdnio de volta a um estado imaturo, expressando proteinas
encontradas em neurdnios em desenvolvimento. Essa alteragdo na expressao génica
apos a axotomia pode envolver também canais iénicos, como foi demonstrado em
neurdnios sensoriais do DRG (Flake et al., 2004; Abdulla e Fuad, 2002). Entretanto,
acreditamos que no decurso temporal de trés dias ocorram apenas pequenas mudancas
plasticas, de modo que a presenga do canal Nay1.6 no AIS dos motoneurdnios
axotomizados deva refletir a condicdo normal.

A laringe desempenha papel importante na respiragdo e na fonagdo. E inervada
pelos ramos vagais laringeo recorrente (RLN) e laringeo superior (SLN) (Sasaki, 2006;
Morrison, 1952). O SLN contém fibras eferentes viscerais especiais, eferentes viscerais
gerais e aferentes viscerais gerais, enquanto o RLN contém exclusivamente fibras
eferentes viscerais especiais que projetam a partir do ambiguo. Portanto, os
motoneurénios laringeos cujas fibras constituem o SLN sdo as responsaveis pela
inervacdo da mucosa e do musculo cricotiredide, sendo encontrados na formacédo semi-
compacta do NA. O RLN contém fibras oriundas de neurdnios localizados na formacéo
loose do NA, responsaveis pela inervacdo da musculatura intrinseca da laringe (Pascual-
Font et al., 2011). Esses autores mostraram que apos aplicacao de tracador retrogrado no
RLN seccionado foram encontrados neurénios marcados ipsilateralmente, resultado que
corrobora os encontrados nesse trabalho, uma vez que neurdnios ATF-3 positivos foram
encontrados somente do mesmo lado do nervo que sofreu a resseccgao.

Além de neurbnios sensoriais do ganglio da raiz dorsal, a expressdo do canal
Nay1.7 canal foi mostrada também em neurbnios pos-ganglionares do simpéatico no
ganglio cervical superior (SCG) (Toledo-Aral et al., 1997; Rush et al., 2006; Morinville
et al., 2007). Corroborando os experimentos bioquimicos que indicam a localizacéo
desses neurdnios no DRG e SCG, diversos dados da literatura indicam uma relagéo
entre mutacbes no gene codificador do canal Nay1.7 e neuropatias periféricas (Cox et
al., 2006, Goldberg et al., 2007; Ahmad et al., 2007; Dib-Hajj et al., 2007). Nesse
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sentido, Yuan et al. (2013) mostraram uma mutacdo desse gene que causa neuropatia
sensorial, com perda da percepcdo de temperatura e dor e disautonomia (hipoidrose)
entre outros sintomas como hiposmia, perda auditiva e hipogeusia. Faber et al. (2012)
mostraram que pacientes com mutacfes nesse canal podem apresentar palpitacdo,
hipotensdo ortostatica, boca e olhos secos, alteracdes visuais, constipacdo alternada com
diarréia e hiperidrose. Dessa forma, é possivel estabelecer uma ligacdo entre a
localizacdo do canal Nay1.7 no DRG e SCG, mutagdes genéticas (com ganho ou perda
da funcdo do canal) e alguns sintomas observados em pacientes. Entretanto, nédo
encontramos nos relatos pesquisados, sintomas que associem, de um modo inequivoco,
mutagdes no canal Nay1.7 e disfuncdo autondmica mediada pela alteracdo da funcédo de
neuronios do NA e DMV.

No que diz respeito as propriedades elétricas das isoformas estudadas do canal
de sodio dependente de voltagem, sabe-se que a ndo expressdo do Nayl.7 acarreta em
reducdo da excitabilidade neuronal e bloqueio de condugéo da corrente (Muroi et al.,
2011) enquanto a ndo expressdo do canal 1.6 ndo é compativel com a vida (Meisler et
al., 2001). Existem ainda relatos de que o Nay1.6 possui ativacdo rapida e o Nayl.7
possui ativacdo lenta, do tipo rampa, onde existe uma somacdo espacial de potenciais
pos-sinapticos excitatérios para que o limiar seja atingido e o potencial de acdo seja
disparado (Cummins et al., 1998; Herzog et al., 2003). Em relacdo ao desenvolvimento
da inativacdo, as isoformas 1.7 e 1.6 também diferem, uma vez que a inativacdo da
isoforma 1.7 ocorre de forma lenta e a 1.6 de forma rapida (Cummins et al., 1998;
Herzog et al., 2003). Sendo assim, é possivel elucidar a hipotese de que o Nayl.7
existiria em neurbnios cuja integracdo com outros sistemas é vasta, ja que necessita de
mais de um estimulo para gerar o potencial de acdo, e que ndo dependa de
funcionamento rapido ja que possui ativacdo e inativacdo lentas, caso dos neurdnios
autondmicos encontrados no NA e DMV e corrobora o resultado encontrado. O Nay1.6
existiria entdo em neurdnios de funcionamento rapido e sua auséncia impossibilitaria a
sobrevivéncia, caso dos neurdnios da eferéncia visceral especial do NA que sdo
responsaveis inclusive pela degluticdo e também corrobora com o resultado encontrado
no presente trabalho.

A expressdo do canal Nay1.7 no NA e DMV foi comprovada utilizando dois
anticorpos distintos: monoclonal (MAb, Neuromab) e policlonal (PAb, Millipore). Para
esses anticorpos foi feito o controle da reacdo pela omissdo do anticorpo primario
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(resultados ndo mostrados). Ndo foram observados indicios de marcagédo inespecifica
com o0 uso desses anticorpos. Um terceiro anticorpo utilizado, anti-Nay1.7 policlonal
(Alomone), apresentou indicios de marcagéo inespecifica (apéndice A). Amostras de um
lote diferente ndo foram obtidas e testadas até o presente momento. Essa Ultima
experimentacdo sugerida é de grande importancia dado que esse anticorpo marcou
neurdnios do DRG de ratos (Qu et al., 2013; Mukai et al., 2014; Sadamasu et al., 2014)
e camundongos (Amaya et al., 2006).

Em relacgdo a utilizagdo do anticorpo anti-Nay1.7 monoclonal (MAb, Neuromab),
a expressao do canal Nay1.7 foi ilustrada em neurdnios do ganglio da raiz dorsal (DRG)
de ratos (Yan et al., 2012; Ho et al., 2012; Dustrude et al., 2013; Liang et al., 2013) e
células cancerigenas do pulm&o de humanos (Campbell et al., 2013). O anticorpo anti-
Nav1.7 policlonal (PAb, Millipore) foi utilizado na marcagéo de neurdnios do DRG de
ratos (Toledo-Aral et al., 1997).

Os nossos dados mostraram varios segmentos derivados do soma Nayl.6
positivos em neurdnios colinérgicos do NA e uma baixa ou auséncia de expressao desse
canal Nay1.6 no soma. Esse padrdo de marcagdo foi obtido tanto com o anticorpo anti-
Nav1.6 MAb quanto pelo PADb. Essa marcacdo foi observada nas formacgdes compacta
(Figura 11), semi-compacta (Figura 12) e loose (Figura 13). Foi observada uma relativa
baixa imunorreatividade no inicio desse processo comparada a parte distal desse
segmento, e é observado ainda que, neste local, a marcacdo anti-Nay1l.6 termina
abruptamente. Nas formacGes compacta e loose foi observado que existe correlacdo
positiva significativa entre a area de silhueta somética e a extensdo da marcacdo anti-
Nay1.6 (Figuras 11 e 13). Acreditamos que essa correlacdo também exista na formacédo
semi-compacta, em se tratando também de neurdnios da eferéncia visceral especial, mas
ainda ndo foi obtido n de células com processos Nayl.6 positivos suficientes para
realizacdo desta analise. Esse processo derivado do soma e Nay1.6 positivo corresponde,
a luz da literatura, ao segmento inicial do ax6nio (AIS). Para confirmacdo dessa
hipbtese, serdo realizados experimentos de imunofluorescéncia de dupla marcacao
utilizando anticorpos anti-Nay1.6 e anti-Ank-G.

O AIS é uma estrutura localizada na parte proximal do axénio, entre o cone de
implantacéo e a bainha de mielina que apresenta microtibulos arranjados em fasciculos
originados do cone de implantacdo (Palay et al., 1968; Clark et al., 2009). De acordo
com alguns autores, a organizacdo de proteinas na membrana do AIS depende
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especificamente do citoesqueleto axonal e de proteinas de ancoragem como a Ank-G e
espectrina BIV (Hedstrom et al., 2007; Ogawa e Rasband, 2008). Essas proteinas do
citoesqueleto no AIS sdo importantes para o direcionamento e manutencao de proteinas
como canais iénicos dependentes de voltagem no AIS (Susuki e Rasband, 2008). Foi
demonstrada a presenca de Ank-G e espectrina BIV durante a maturagdo do AIS
neuronal e acredita-se que a ank-G seja a responsavel pela coordenacdo da formacdo do
AIS (Jenkins e Bennett, 2001).

A expressdao do canal Nay1.6 no NA e DMV foi avaliada utilizando dois
anticorpos distintos, o anti-Nay1.6 policlonal (PAb, Alomone) e -Nay1.6 monoclonal
(MADb, Neuromab). O anticorpo mais utilizado nos experimentos foi 0 MADb devido a
quantidade disponivel e melhor imunomarcagdo junto ao anticorpo anti-ChAT (PADb).
Para esse anticorpo, foi possivel fazer o controle da reacdo apenas pela omissdo do
anticorpo primario, enquanto para o anti-Nav1.6 (PAb) foi realizada tanto a omisséo do
primario quanto a pré-incubacdo com peptideo antigénico (resultados ndo mostrados).
Né&o foram observados indicios de marcacdo inespecifica com os anticorpos primarios
ou secundarios.

A marcacdo dos canais Nay1.6 utilizando os anticorpos acima descritos foi
observada em vérios tipos celulares. O anticorpo policlonal (PAb, Alomone) foi
utilizado em neurdnios corticais piramidais (Royeck et al., 2008; Hu et al., 2009),
células granulares do cerebelo (Osorio et al., 2005; Osorio et al., 2010), nodos de
Ranvier do nervo 6tico (Jenkins e Bennett, 2002) e também nos ax6nios encontrados na
coluna dorsal da medula (Black et al., 2006). O segundo anticorpo anti-Nay1.6 (MADb,
Neuromab) foi utilizado em culturas de neur6nios do hipocampo (Pan et al., 2008) e do
cerebelo (Osorio et al., 2010). Em nossos experimentos, ambos anticorpos marcaram o
AIS de células de Purkinje do cerebelo similarmente ao descrito por outros autores
(Jenkins e Bennett, 2001; Osorio et al., 2010) e, dessa forma, essa marcagédo cerebelar
foi utilizada como controle positivo enddgeno das reacdes de imunofluorescéncia. O
padrdo de marcacdo obtido com os dois anticorpos foi semelhante. Os anticorpos
mencionados reconhecem epitopos distintos no canal Nay1.6 (tabela 1).

O canal para sodio Nayl1.2 é encontrado em fibras amielinizadas como, por
exemplo, no axénio das células granulares do cerebelo (Schaller e Caldwell, 2003)
Interessantemente, Osorio et al. (2010) mostraram que a expressédo do canal Nay1.2 no

AIS das células granulares reduz com o desenvolvimento pds-natal, ao passo que o
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canal Nay1.6 aumenta. No AIS das células ganglionares da retina, 0 Nay1.2 é expresso
durante o desenvolvimento embrionario, sendo substituido pelo canal Nay1.6 quando
atingem a maturagéo (Boiko et al., 2003). Assim, a expressdo do canal Nay1.2 no AlS e
fibras amielinizadas € descrito na literatura enquanto sua presenca em dendritos € pouco
conhecida.

Nesse sentido, experimentos de imunofluorescéncia revelaram uma expresséo de
Nav1.2 em processos curtos na formagdo compacta do NA (Figura 15). Nesses
experimentos, utilizamos o cerebelo como controle endégeno positivo da reacdo, visto
que esse canal esta presente no AIS das células granulares, especialmente em animais
mais jovens (Osorio et al., 2010). Até o presente momento ndo identificamos a origem
desses processos, 0s quais poderiam ser dendritos, parte do AIS ou mesmo fibras de
projecdo para neurdnios da formacdo compacta. Entretanto, os dendritos dos neurénios
da NAc sdo processos curtos e confinados a ela (Altschuler et al., 1991; Bieger &
Hopkins, 1990; Ruggiero et al., 1987; Fryscak et al., 1984; Shapiro & Miselis, 1985).
Baseado nessa morfologia, pode-se sugerir que 0s processos curtos Nayl.2 positivos
encontrados na NAc sejam dendritos. Esse resultado podera ser confirmado realizando
reacao de imunofluorescéncia com os anticorpos anti-Nay1.2, anti-MAP-2 e anti-ChAT,
experimento a ser realizado posteriormente, para publicagdo dos dados. Adicionalmente,
sera utilizado um segundo anticorpo anti-Nay1.2 (MAb, Neuromab). Para o anticorpo
PAb, utilizado em nossos experimentos, foram realizadas a omissdo do anticorpo
priméario e a pré-incubacdo com peptideo antigénico (resultados ndo mostrados). Nao
foram observados indicios de marcagdo inespecifica com o anticorpo primario ou

secundario.
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CONCLUSAO

Nossos resultados mostraram que existem pelo menos duas isoformas de canal
para sodio dependente de voltagem (Nav) na populagdo neuronal heterogénea do NA de
ratos de 30 dias, Nav1.6 e Nay1.7, e que as duas ndo coexistem em um mesmo neuronio.
O canal Nav1.6 foi encontrado no AIS de neurbnios que apresentaram maior area de
silhueta somatica, enquanto o Nay1.7 foi encontrado no soma e processos de neur6nios
de area de silhueta soméatica menor. O tracador retrégrado injetado no pulmao mostrou
que os neurbnios autonémicos possuem pequena area de silhueta somatica e expressam
a isoforma Nayl.7. Os processos imunorreativos para essa isoforma nédo séo
imunorreativos para 0 marcador neuronal MAP-2 e a sua extensdo mostrou correlacao
positiva com a area somatica, sugerindo que sejam segmentos iniciais de axonios.
Neurdnios motores do nervo laringeo recorrente apresentaram unicamente a expressao
da isoforma Na,1.6. O DMV apresentou expressdao somente do Nayl.7 no soma e
processos de seus neurdnios autondmicos, e assim como visto no NA, nao
colocalizaram com MAP-2 nas reacdes de imunofluorescéncia.

Os resultados encontrados sugerem que neurdnios eferentes viscerais gerais do
NA e DMV utilizam a isoforma Nayl.7 como principal geradora de PA, enquanto

neurdnios viscerais especiais do NA expressam Nayl.6.
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APENDICES

APENDICE A — IMUNOMARCACAO OBTIDA COM O ANTICORPO ANTI-
NAv1.7 (POLICLONAL, ALOMONE).

Nav1.7 (PADb) Nav1.7 (PAb) Nav1.7 (PAb)

00 um | Cerebellum
Nav1.7 (PADb) PAN-Nav

Auséncia de colocalizacdo das marcacdes anti-Nav1.7 (PAb) e anti-PAN-Nav. A, uma Unica
secgdo confocal no eixo Z ilustrando a marcacgdo para a proteina Nav1.7 no ganglio da raiz
dorsal. B, ilustra a marcagdo anti-Nav1.7 encontrada no cerebelo, na camada molecular (ML),
onde logo ao lado eaquerdo observa-se a a camada de células de Purkinje (PL) e mais a
esquerda a camada granular (GL). B: proje¢éo do tipo MIF de 4 sec¢bes confocais (Z=0,8 um).
C, uma maior magnificacdo da marcacdo anti-Nav1.7 no cerebelo de outro corte. C': marcacéo
anti-PAN-Nav, onde as setas indicam AIS de células de Purkinje. C'": sobreposi¢do das
marcagOes anti-Nav1.7 e anti-PAN-Nav, e auséncia de colocalizag¢do. C e C': proje¢des do tipo
MIF de 2 seccbes confocais (Z=0,8 um). D, marcacdo anti-Navl1.7 encontrada no trato
corticoespinhal lateral (LCT). D': marcacdo anti-PAN-Nav no LCT. D': sobreposi¢cdo das
marcagoes anti-Nav1.7 e anti-PAN-Nav, e auséncia de colocalizacdo. . D e D" projecGes do tipo
MIF de 2 secgBes confocais (Z=0,8 pum).
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APENDICE B — ILUSTRACAO DO RESULTADO DE EXPERIMENTOS
REALIZADOS COM ANTICORPO NAv1.6 (POLICLONAL, ALOMONE) EM
NEURONIOS DO NUCLEO AMBIGUO

A ChAT (MAb) |B Nav1.6 (PAb) |C Merged +30um
)

w*
st

10 um

Andlise da expressdo do canal Navl1.6 (PAb) em neurénios do nucleo ambiguo. A e D,
marcacdo anti-ChAT (MAD) de neurdnios das formagdes loose e compacta, respectivamente. B
e E, marcacgdo anti-Nav1.6 (PAb) em processos (setas) com indicacdo da extensdo de marcagao
e em nodos de Ranvier. C e F, sobreposicdo das marcagbes anti-ChAT e anti-Navl.6
evidenciando que os processos Navl,6 positivos sdo derivados do soma. A e B, projecdes do
tipo MIF de 5 sec¢Bes confocais (Z=1 um). D e E, projec6es do tipo MIF de 5 seccdes confocais
(Z=0,8 um).
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APENDICE C - ILUSTRACAO DO RESULTADO DE EXPERIMENTOS
REALIZADOS COM ANTICORPO NAv1.6 (MONOCLONAL, NEUROMAB) EM
NEURONIOS DO NUCLEO DORSAL MOTOR DO VAGO

A ChAT (FA B Nav1.6 (MAb

\ - - Nl P > o y Y
D ChAT (PAb) ' Nav1.6 (MAb : Merged

Analise da expressdo do canal Nav1.6 (MAb) em neur6nios do nucleo dorsal motor
do vago (DMV). A, marcagéo anti-ChAT (PAb) no DMV e no HN. B, marcacao anti-
Nav1.6 de processo no HN e nodos de Ranvier. C, sobreposi¢do das marcacgdes anti-
ChAT e anti-Nay1.6 (MAb). A e B, projecdes do tipo MIF de X secgbes confocais
(Z=1,5 um). D, visdo panoramica da regido dorsal do bulbo onde estdo situados 0 DMV
e 0 HN e seus tratos nas areas delimitadas 1 e 2, respectivamente. 1' e 2', maior aumento
das areas delimitadas em D marcadas com anti-Na,1.6. 1" e 2", sobreposi¢do das marcacoes
anti-ChAT e anti-Na,1.6. Insets: em maior aumento, a sobreposi¢do das marcacfes anti-ChAT e
anti-Nay1.6 mostra nodos de Ranvier nas fibras que emergem do HN, resultado ndo observado
nas fibras do DMV.
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ANEXOS

ANEXO A — APROVACAO DO PROTOCOLO N° 234 PELA COMISSAO DE
ETICA EM USO DE ANIMAIS — UFTM
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Parecer Consubstanciado
PROTOCOLO DE PROJETO COM ENVOLVIMENTO DE ANIMAIS

IDENTIFICACAO
TiTuLo po PROJETO: Caracterizagio dos canais para sodio voltagem dependentes em
neurdnios das distintas subdivisoes do niicleo ambiguo,
PESQUISADOR(A) RESPONSAVEL: Aldo Rogelis Aquiles Rodrigues
INSTITUICAO ONDE SE REALIZARA A PESQUISA: UFTM
DATA DE ENTRADA NO CEUA UFTM: 25/05/2012
PROTOCOLO CEUA/UFTM: 234

= = =i

de lagrimas vermelhas ao redor dos olhos ¢ nariz podem ser observados (Manual de referéncia para
reconhecimento e a  livio de dor em animais de laboratério, 2009). Serd administrado
analgésico/antiinflamatono niio esteroidal (Mefoxican) no pré ¢ pds-operatdrio e os sinais acima descritos
observados. Serd administrado também antibidtico (pentabictico veterinario de pequeno porte) no pas-
operatdrio para prevengdo de infecglio além dos cuidados de assepsia (Manuval de referéncia para
sobrevivéncia de animais submetidos a cirurgia),

6.DESCRICAO DOS DESCONFORTOS E RISCOS PARA AS PESSOAS ENVOLVIDAS NA
PESQUISA

Risco de mordidas e de contaminagio acidental com substdncias utilizadas nos

procedimentos (n vivo. Para evitar tais situagdes serdo empregados equipamentos de protegdo pessoal, lais
coma avental, luvas, miscara ¢ oculos de protegio.

TCOMENTARIOS DO RELATOR QUANTO A ESTRUTURA DO PROTOCOLO
Bem escrivo e bem fundamentado a pesquisa

PARECER DA CEUA: Aprovado em 24/05/2013
(O relatdrio anual on final deverd ser encaminhado pelo Pesquisador um ano apos o infcio do processo).

Prof, Guibtherme Vannucchi Portari
Coordenador da CEUA
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