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RESUMO 

 

O núcleo ambíguo (NA) é uma coleção de neurônios motores distribuídos 

ventrolateralmente na formação reticular do bulbo que projetam fibras eferentes 

viscerais especiais para faringe, laringe, esôfago e via fibras eferentes viscerais gerais 

para pulmão e coração. O núcleo dorsal motor do vago (DMV) contém neurônios 

autonômicos situados dorsomedialmente no bulbo que enviam fibras viscerais gerais 

principalmente para as vísceras abdominais como estômago, fígado, pâncreas e 

intestino. O objetivo desse estudo foi avaliar a expressão de canais para sódio 

dependentes de voltagem (Nav) e sua localização subcelular nos neurônios das 

diferentes formações do NA e no DMV. Ratos Wistar de 30 dias foram perfundidos 

transcardiacamente e reações de imunofluorescência de dupla ou tripla marcação foram 

realizadas em fatias coronais de 25 a 40 m do bulbo. A identificação do NA e suas 

formações foi feita através de marcação anti-colina acetiltransferase (ChAT). 

Experimentos com o traçador retrógrado toxina colérica conjugada ao Alexa Fluor 488 

(CTb) injetado no parênquima pulmonar ou a expressão do marcador de lesão neuronal 

ATF-3, após a ressecção do nervo laríngeo recorrente (RLN), foram também usados 

para identificação de neurônios no NA. Neurônios da formação loose (NAl, n=8), semi-

compacta (NAsc, n=8) e compacta (NAc, n=168) apresentaram maior diâmetro de 33 ± 

1,6; 36 ± 0,4 e 22 ± 0,3 m, e ASS (área de silhueta somática) média de 462 ± 39,6; 503 

± 28,7 e 248 ± 7,3 m2, respectivamente. Na formação NAc foi observada ampla 

heterogeneidade de neurônios. O traçador CTb identificou neurônios autonômicos da 

NAc que apresentaram marcação anti-Nav1.7 somática e em prováveis segmentos 

iniciais do axônio (AIS). Foi observada expressão de Nav1.6 em AIS de neurônios das 

NAc, NAsc e NAl, e tanto na NAl quanto na NAc foi observada correlação positiva 

entre a ASS e a extensão de marcação anti-Nav1.6 no AIS. Entre os neurônios Nav1.6 

positivos, estão incluídos os motoneurônios que inervam a laringe, visto que também 

expressaram o fator ATF-3 após a ressecção do RLN. Foi observada também a 

expressão do canal Nav1.2 em prováveis dendritos de neurônios situados na NAc. Nos 

neurônios do DMV foi observada apenas a expressão do canal Nav1.7 no soma e 

possíveis AIS. Os resultados sugerem que neurônios motores do NA que inervam 

músculos branquioméricos utilizam o canal Nav1.6 para geração do potencial de ação, 

enquanto neurônios motores autonômicos parecem depender da atividade do canal 

Nav1.7. 



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 (Nav) 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 m 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 (NAl, 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 m, and somatic silhouette area (SSA) average of 462 ± 39.6; 503 ± 28.7 and 

248 ± 7.3 m2, respectively. Within NAc formation was observed extensive 

heterogeneity of neurons. The retrograde tracer CTb identified autonomic neurons in the 

NAc that showed anti-Nav1.7 staining at soma and presumed axon initial segments 

(AIS). Nav1.6 expression was observed in AIS of neurons within NAc, NAsc and NAl, 

and both NAL and NAc showed positive correlation between SSA and the extent of 

anti-Nav1.6 labeling along the AIS. Among the Nav1.6 positive neurons those that 

innervate the larynx are included, based on ATF-3 expression after resection of RLN. 

We also observed Nav1.2 staining in presumed dendrites of NAc neurons. At the 

neurons of the DMV an anti-Nav1.7 staining was observed at the soma and AIS. The 

results suggest that motoneurons of NA that innervate branchiomeric muscles use 

Nav1.6 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 INTRODUÇÃO 

 

1.1 NÚCLEO AMBÍGUO 

 

Neurônios que formam a eferência vagal são encontrados em três locais no 

sistema nervoso central, no núcleo ambíguo, no núcleo dorsal motor do vago e na região 

do bulbo entre eles, chamada zona intermediária. Esses neurônios distinguem-se de 

tantos outros encontrados também na formação reticular pela presença 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 núcleo ambíguo (NA) é uma coleção de neurônios localizados na formação 

reticular do bulbo (Figura 1), começando no nível do primeiro segmento espinhal 

cervical e tendo o núcleo facial (FN) como limite rostral. Esse núcleo possui duas 

colunas longitudinais de neurônios ao longo do eixo rostrocaudal do bulbo que em ratos 

adultos possui quase três milímetros de extensão. As duas colunas mencionadas 

compreendem as divisões ventral, ou formação externa (NAe), e a dorsal. Essa última 

possui ainda três subdivisões, chamadas de formações loose (NAl), semi-compacta 

(NAsc) e compacta (NAc). 

 

 

Figura 1- Colunas longitudinais do núcleo ambíguo (NA) ao longo do eixo rostrocaudal do 

bulbo de ratos. NA, ilustrado em um corte sagital, com suas formações e seu limite rostral, o 

núcleo facial (VII). A formação externa (NAex) localizada ventralmente e as formações loose 

(NAl), semi-compacta (NAsc) e compacta (NAc), localizadas dorsalmente (Lee et al., 1992). 

 



10 

 

Em secções coronais do bulbo, como mostra a figura 2, o NA está localizado 

ventrolateralmente e possui neurônios distribuídos nas formações mencionadas, que são 

observadas de acordo com o nível do corte coronal ao longo do bulbo. A formação NAl 

observada em c da figura 2 é a mais caudal, encontrando-se dorsal ao núcleo reticular 

lateral (LRN) e próxima do calamus scriptorius, marco anatômico encontrado no limite 

rostral da área postrema (AP) e caudal do quarto ventrículo (4V) em ratos. Na figura 2E, 

a formação NAsc é vista dorsal ao bulbo rostral ventrolateral (RVL ou RVLM). Mais 

rostral, é observada a formação NAc, também dorsal ao RVL juntamente à NAe, que 

apesar de aparecer somente nesta secção da figura 2 acompanha toda a divisão dorsal do 

núcleo e localizada ventrolateral à esta (Bieger & Hopkins, 1987; Paxinos & Watson, 

2005; Ruggiero et al., 1990). 

O NA possui uma grande diversidade de neurônios que projetam para diferentes 

alvos e utilizando diferentes tipos de fibras. Existem, nesse núcleo, neurônios que 

inervam musculatura branquiomérica (faringe, laringe e esôfago) através de fibras 

eferentes viscerais especiais e neurônios que participam do controle autonômico de 

traquéia, pulmão e coração através 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 divisão ventral ou formação externa (NAe) é constituída de neurônios que 

participam do sistema nervoso autonômico parassimpático e, portanto, enviam fibras 

eferentes viscerais gerais que inervam o coração (Figuras 1, 2f) (Bieger & Hopkins, 

1987; Lee et al., 1992). Estudos realizados com traçadores retrógrados injetados no 

coração de ratos adultos permitiram observar que essa subdivisão é composta por 100-

200 neurônios pequenos localizados ventrolateralmente à divisão dorsal (Bieger & 

Hopkins, 1987; Cheng e Powley, 2000). Ruggiero et al. (1990) observaram um grupo 

celular localizado lateralmente à formação compacta e ventralmente ao NPVC (Figura 

2), constituído de neurônios pequenos com diâmetro de 16-25 m, e sugerem que este 

grupo pertence à formação externa. Izzo et al. (1993) também encontraram neurônios 

vagais cardíacos com 20-30 m de diâmetro na região ventrolateral do bulbo. Haxhiu et 

al. (1993) e Hadziefendic e Haxhiu (1999) observaram marcação de neurônios ventrais 

à NAc, além da marcação encontrada nesta formação, após injeção de traçador 

retrógrado na traquéia e parênquima pulmonar. Embora esses autores não se refiram a 

esse grupo celular como pertencente à NAe, outros autores afirmam que neurônios 
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preganglionares parassimpáticos que inervam as vias aéreas são encontrados tanto na 

NAc quanto na NAe apresentando neurônios grandes multipolares em sua maioria e 

neurônios menores fusiformes em menor número (Haxhiu & Loewy, 1996; Jordan, 

2001). 

Hadziefendic e Haxhiu (1999) mostraram, através de injeção de traçador 

retrógrado toxina colérica subunidade  (CTb), que neurônios ventrais à formação 

compacta do NA, além desta própria, inervam o parênquima pulmonar de ratos. A parte 

mais rostral da divisão dorsal do NA é a formação compacta (Figuras 1, 2f, 2g), situada 

dorsalmente ao RVL da borda do limite caudal do núcleo facial até 1,5 mm caudal e 

contém densa população de neurônios (n=450). Essa subdivisão dorsal do NA é a mais 

complexa, uma vez que contém neurônios eferentes que projetam fibras eferentes 

vicerais gerais para traquéia e pulmão como também outros que projetam fibras 

eferentes viscerais especiais para todos os níveis do esôfago (Haxhiu et al., 1993; 

Hadziefendic & Haxhiu, 1999; Broussard et al., 2000). Neurônios que projetam para o 

esôfago torácico e subdiafragmático possuem diâmetro máximo de 31 m no plano 

coronal, rodeados por um emaranhado de dendritos curtos restritos a essa formação 

(Altschuler et al., 1991; Bieger & Hopkins, 1990; Ruggiero et al., 1987; Fryscak et al., 

1984; Shapiro & Miselis, 1985). Altschuler et al. (1991) encontraram maior 

concentração de neurônios a 900-1500 m rostrais ao óbex após injeção de CTb 

conjugada à peroxidase (CTb-HRP) no esôfago. 

A formação NAsc (Figuras 1, 2e) contém neurônios que inervam a faringe e o 

músculo cricotireóide (Altschuler et al., 1991; Bieger & Hopkins, 1987; Lee et al., 

1990). Altschuler et al. (1991) localizaram neurônios a uma distância rostrocaudal de 

400 a 1700 m rostral ao óbex após injeção de CTb conjugada a peroxidase na faringe. 

Essa formação possui, portanto, pouco mais de 1 mm de extensão rostrocaudal e está 

localizada ventrocaudal à NAc, caracterizada por menor densidade de células (n=170 

em ratos adultos) que se apresentam desorganizadamente quando comparada à NAc. Foi 

observado diâmetro de 35-45 m para esses neurônios 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- Localização do núcleo ambíguo (NA) e suas subdivisões. Desenhos referentes às secções 

coronais do bulbo de ratos adultos ilustram a localização ventrolateral do NA na formação reticular. Cada 

ponto representa um neurônio ChAT-positivo. Em C, o NA começa a aparecer com a formação loose, a 

mais caudal. Em E, a formação intermediária semi-compacta é ilustrada. Em F e G, a formação compacta 

aparece robusta. Abreviaturas: AP área postrema, CNX núcleo comissural do vago, CST trato 

corticoespinhal (d, decussação), DAO núcleo olivar acessório dorsal, ECN núcleo cuneato externo, ICP 

pedúnculo cerebelar inferior, IVN núcleo vestibular inferior, LRN núcleo reticular lateral (l lateral, m 

medial), MAO núcleo olivar acessório medial, MLF fascículo longitudinal medial, MVN núcleo 

vestibular medial, NAc formação compacta do NA, NAef formação externa do NA, NAl formação loose 

do NA, NAsc formação semi-compacta do NA, NC núcleo cuneiforme, NG núcleo grácil, NGC núcleo 

reticular paragigantocelular (d dorsal, v ventral), NPvc núcleo reticular parvocelular, NSO núcleo 

supraóptico, NTS núcleo do trato solitário (r rostral), PION lâmina principal da oliva inferior, PMN 

núcleo reticular paramediano, PP núcleo prepósito, VIIIa núcleo coclear, RD núcleo dorsal reticular, RM 

núcleo magno da rafe, RO núcleo obscuro da rafe, RPa núcleo pálido da rafe, RV núcleo reticular ventral, 

RVL bulbo rostral ventrolateral, SSN núcleo supra-espinhal, STN núcleo espinal do trigêmeo, STT trato 

espinal do trigêmeo, VII núcleo facial, X núcleo dorsal motor do vago, XII núcleo hipoglosso (Ruggiero 

et al., 1990). 
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A NAl (Figura 1, 2c) é a subdivisão mais caudal, com menor número de células 

(n=140) e a mais desorganizada do NA, sendo constituída por neurônios médios 

multipolares que inervam a laringe, situados dorsalmente ao grupo de neurônios 

noradrenérgicos A1 do bulbo caudal ventrolateral (CVL ou CVLM). Caudalmente e 

contígua à NAsc, essa formação contém neurônios com diâmetro variando entre 25 e 35 

m apresentando dendritos longos, chegando até a superfície ventrolateral do bulbo 

(Altschuler et al., 1991; Bieger & Hopkins, 1987; Lee et al., 1990; Shapiro & Miselis, 

1985). Corpos celulares de neurônios que projetam pelo nervo laríngeo 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 NÚCLEO DORSAL MOTOR DO VAGO 

 

O núcleo dorsal motor do vago (DMV, DMNV ou X) está localizado 

dorsomedialmente na formação reticular do bulbo, encontrando-se ventral ao núcleo do 

trato solitário (NTS) e área postrema (AP), dorsal ao núcleo 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 neurônios preganglionares parassimpáticos, 

que é uma população heterogênea quanto à morfologia, e interneurônios (Mclean & 

Hopkins, 1981; Jarvinen and Powley, 1999). Assim como o NA, esse núcleo possui 

grande extensão rostrocaudal, encontrando-se desde C5-C6 na medula espinhal até o 

nível do núcleo coclear dorsal no bulbo, como mostra a figura 3 (Kandel et al., 2000; 

Paxinos & Watson, 2005). 

Os neurônios do DMV enviam fibras eferentes viscerais gerais para inúmeras 

vísceras torácicas e abdominais como coração (Nosaka et al., 1979; Geis e Wurster, 

1980), estômago (Shapiro e Miselis, 1985; Holst et al., 1997), intestino (Altschuler et 

al., 1991) e pâncreas (Fox e Powley, 1985; Lowey et al., 1994). No entanto, no que diz 

respeito à inervação parassimpática cardíaca, o DMV contém apenas aproximadamente 

10% dos neurônios responsáveis, fato observado após injeção de traçador retrógrado 

toxina CTb-HRP no miocárdio, enquanto 75% foram observados no NA (Izzo et al., 

1993). No que diz respeito à inervação pulmonar pelo DMV em ratos, existem relatos 

controversos. Sugitani et al. (1991) injetaram o traçador retrógrado Fluorogold nos 
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pulmões de ratos e não observaram marcação no DMV, enquanto Fontán et al. (2000) 

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

 

 
Figura 3- Ilustração da extensão rostrocaudal do núcleo dorsal motor do vago (DMV), 

núcleo ambíguo (NA) e de outros núcleos dos nervos cranianos no tronco encefálico. A 

esquerda nessa visão posterior estão os núcleos motores de Edinger-Westphal (N. III), 

oculomotor (N. III), troclear (N. IV), trigeminal (N. V), abducente (N. VI), facial (N. VII), 

salivatório superior (N. VII) e inferior (N. IX), ambiguus (N. IX, X), hipoglosso (N. XII) e 

acessório (N. XI), e a direita os sensoriais trigeminal mesencefálico (N. V), trigeminal principal 

(N. V), vestibular (N. VIII), coclear (N. VIII), do trato solitário (N. II, IX, X) e espinal 

trigeminal (V, VII, IX, X) (Kandel et al., 2000). 
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1.4 CANAIS PARA SÓDIO DEPENDENTES DE VOLTAGEM 

 

Neurônios são células excitáveis, característica atribuída principalmente à 

existência de proteínas integrais de membrana chamadas canais para sódio dependentes 

de voltagem. Esses canais permitem o influxo rápido de íons sódio e a iniciação do 

potencial de ação (PA) em células excitáveis (Hille, 2001). Canais para sódio são 

proteínas complexas constituídas por uma subunidade  de aproximadamente 260 kDa, 

e uma subunidade  auxiliar de 30-40 kDa (Figura 4). A subunidade  é a formadora do 

poro central condutor de íon do canal e possui quatro domínios homólogos (I-IV) com 

seis segmentos transmembrana (S1-S6) em cada domínio. A ativação do canal ocorre 

devido à existência do sensor de voltagem em S4 enquanto a região entre S5 e S6 

contribui para a formação do poro condutor. Entre os domínios III e IV está a comporta 

de inativação do canal, juntamente com possíveis sítios de fosforilação. A subunidade  

realiza a modulação das propriedades funcionais do canal (Catteral, 2000; Goldin et al. 

2001). 

O canal para sódio pertence à superfamília de canais iônicos juntamente com os 

canais para potássio e cálcio dependentes de voltagem. Essas proteínas foram nomeadas 

de acordo com o símbolo do elemento químico permeante à membrana e logo em 

seguida subscrita, a forma como são reguladas. Os canais para sódio em discussão são 

dependentes de voltagem, o que caracteriza a voltagem como principal regulador, 

nomeadas então Nav. O número que segue a nomenclatura é referente à subfamília do 

gene e o número seguinte a este indica a isoforma da proteína, por exemplo, Nav1.1. 

Foram catalogadas nove isoformas de canal para sódio dependentes de voltagem, 

pertencentes à mesma subfamília devido à alta similaridade (Figura 5) na sequência de 

aminoácidos (Goldin, 2000; Yu e Catteral, 2004; Catteral et al., 2005). 
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Figura 4- Estrutura e organização das subunidades do canal para sódio dependente de 

voltagem. Diagramas transmembranares ilustram as estruturas secundárias das subunidades dos 

canais iônicos voltagem-dependentes. Os cilindros representam segmentos transmembrana. 

Linhas em negrito representam as cadeias polipeptídicas de cada subunidade, com comprimento 

aproximadamente proporcional ao número de resíduos de aminoácidos dos subtipos de canais 

para sódio presentes no cérebro. Os domínios extracelulares das subunidades β1 e β2 são 

ilustrados como semelhantes a dobras de imunoglobulina. Ψ, são locais de provável 

glicosilação. P, são sítios de fosforilação pela proteína quinase A (círculos) e proteína cinase C 

(losangos). Sombreados são revestimentos de poros em segmentos S5-P-S6. Círculos brancos, 

do exterior (EEDD) e do interior (DEKA), anéis de resíduos de aminoácidos que formam o 

filtro de seletividade iônica e sítio vinculado à tetrodotoxina. ++, sensores de tensão S4; h em 

círculo sombreado, partícula de inativação na alça de inativação. Círculos abertos sombreados, 

locais envolvidos com a formação do receptor do portão de inativação. Sítios de ligação de α- e 

β-toxinas de escorpião e um sítio de interação entre subunidade α e β-1 são também 

visualizados (Catterall et al., 2005). 

 

 

Figura 5- Comparação na sequência de aminoácidos revela uma alta similaridade entre as nove 

isoformas descritas de Nav em mamíferos (Goldin, 2001). 
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Filogeneticamente, as isoformas 1.1, 1.2, 1.3 e 1.7 estão intimamente 

relacionadas e os genes que as codificam estão localizados no mesmo cromossomo, 

2q23-34. O Nav1.6 tem seu gene no cromossomo 12q13, apresentando maior diferença 

de sequência de aminoácido e, portanto, pertencendo à outro grupo, juntamente com o 

Nav1.4, que é expresso em músculo esquelético enquanto a isoforma 1.6 é expressa no 

SNC. As isoformas 1.1, 1.2 e 1.3 também são encontradas em neurônios do SNC, 

enquanto o Nav1.7 em neurônios do SNP (Felts et al., 1997; Goldin, 2001; Fukuoka e 

Noguchi, 2011). Já o Nav1.3 é geralmente expresso em neurônios ainda em 

desenvolvimento (Beckh et al., 1989; Felts et al., 1997; Blankenship et al., 2013). Essas 

seis isoformas de Nav apresentam uma característica em comum, a sensibilidade à 

tetrodotoxina (TTx), neurotoxina que bloqueia canais para sódio (Narahashi, 2008). 

Os genes que codificam as isoformas 1.5, 1.8 e 1.9 se encontram no cromossomo 

2 e todas três são resistentes à TTx, mas são expressas em diferentes tecidos. Embora 

Baroni e Moran (2011) tenham mostrado expressão do Nav1.5 no SNC de ratos, esta 

isoforma é conhecida por sua expressão no miocárdio (Gellens et al., 1992). Nav1.8 e 

1.9 são expressos em neurônios do gânglio da raiz dorsal (DRG), sendo 1.8 expresso 

ainda em neurônios vagais gastrointestinais (Fukuoka e Noguchi, 2011; Akopian et al., 

1999; Gautron et al., 2011). 

Krzemien et al. (2000) demonstraram através de reações de imunocitoquímica, 

imunofluorescência, hibridização in situ e imunoblotting que o canal para sódio Nav1.6 

é amplamente distribuído no SNC, sendo expresso tanto em neurônios motores quanto 

em neurônios sensoriais e com localização subcelular variada, como soma, axônio e 

dendritos. Alguns autores observaram que existe o acúmulo do canal Nav1.6 em nodos 

de Ranvier de neurônios mielinizados do SNC e SNP e no segmento inicial do axônio 

(AIS). Essa alta densidade desse canal seria importante na característica saltatória do 

PA e na iniciação deste no AIS de fibras mielinizadas, e portanto, é a isoforma 

predominante nesse último local em neurônios motores somáticos (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 sódio é, geralmente, associada à neuropatia 

dolorosa causada por mutações genéticas que levam à disfunção desta proteína. 

Enquanto indivíduos que possuem redução da atividade desse canal não são capazes de 

sentir dor, o aumento da função pode levar à 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 mutação no gene Nf1 causa aumento da corrente para sódio em neurônios 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 sódio 

Nav1.7, 1.8 e talvez 1.1 nesses camundongos geneticamente modificados. A expressão 

dessa isoforma foi observada no soma e processos de neurônios do DRG e também em 

neurônios sensoriais olfatórios (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 existência de correntes para sódio dependentes de 

voltagem sensíveis à tetrodotoxina (TTX) nos neurônios 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 sódio TTX-sensíveis 

comumente expressas em neurônios, possivelmente tais correntes seriam mediadas 

pelas isoformas Nav1.1, 1.2, 1.6 ou 1.7 (Felts et al., 1997), uma vez que a isoforma 

Nav1.3 parece ser restrita a neurônios imaturos (Beckh et al., 1989; Blankenship et al., 

2013; Felts et al., 1997).  

Nesse sentido, Morinville et al. (2007) demonstraram a presença da isoforma 

Nav1.7 em neurônios do NA e DMV tanto por hibridização in situ quanto 

imunohistoquímica. No entanto, não foram avaliadas nesse trabalho quais formações do 

NA expressam essa isoforma, já que é conhecida a existência de diferentes 

subpopulações neuronais nesse núcleo (Bieger & Hopkins, 1987; Lee et al., 1992; 

Ruggiero et al., 1990). Além disso, não foi avaliada a possível expressão de outras 

isoformas de canais para sódio ou a localização subcelular em neurônios desses núcleos. 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

A determinação da principal isoforma de canais para sódio presente nos 

neurônios dos núcleos ambíguo e dorsal motor do vago permite criar inferências sobre 

os efeitos fisiológicos de mutações que afetem a função desse canal, mutações essas que 

podem envolver tanto um ganho como uma perda da função do canal iônico envolvido e 

que podem ou não gerar grande modificações na atividade elétrica nas células em que 

são expressos. Permite também a compreensão dos efeitos de fármacos que afetem 

canais para sódio. Por fim, esse estudo é importante também para compreender e 

contrastar os mecanismos envolvidos com a geração de atividade elétrica em neurônios 

que participam da eferência vagal cujos papéis fisiológicos são bastante distintos.  
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar a expressão de canais para sódio dependentes de voltagem em neurônios 

das diferentes subdivisões do núcleo ambíguo e no núcleo dorsal motor do vago. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

- Determinar a isoforma prevalente (Nav 1.1, 1.2, 1.6 ou 1.7) em neurônios de 

diferentes subdivisões do NA, como aqueles responsáveis pela eferência visceral 

especial para laringe (que projetam via nervo laríngeo recorrente) ou neurônios 

responsáveis pela eferência visceral geral (fibras pré-ganglionares parassimpáticas 

vagais para o pulmão) e contrastar essas expressões. 

- Determinar a isoforma Nav prevalente em neurônios que formam a eferência 

visceral geral vagal que projetam a partir do núcleo dorsal motor do nervo vago. 

- Nos neurônios avaliados, caracterizar a localização subcelular (soma, 

dendritos, segmento inicial do axônio) da principal isoforma formadora dos canais para 

sódio dependentes de voltagem, além de caracterizar a morfologia e localização do 

neurônio avaliado. 
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4 METODOLOGIA 

 

4.1 ANIMAIS UTILIZADOS 

 

Os procedimentos na manipulação de animais e coleta de materiais realizados 

foram aprovados pelo comitê de ética no uso de animais (CEUA-UFTM), com base no 

protocolo de nº 234 (em anexo). Foram utilizados 50 ratos Wistar machos ou fêmeas 

com idade de 28 a 32 dias, sob os cuidados do Biotério da disciplina de Fisiologia da 

Universidade Federal do Triângulo Mineiro. Os animais foram mantidos em ambiente 

com controle de temperatura (23 ± 1 °C), ciclo de claro/escuro de 12/12 horas (luzes 

acesas às 7:00 horas) e com livre acesso a água e ração balanceada (Nuvilab). Após o 

desmame aos 21 dias, os animais eram separados e mantidos em um número de 3 

animais/caixa até a idade de uso (30 dias). As caixas plásticas (40 x 34 x 17 cm) eram 

limpas três vezes por semana e forradas com maravalha autoclavada. Todo esforço foi 

feito para reduzir ao mínimo o número de animais utilizados. 

 

4.2 PROCEDIMENTOS CIRÚRGICOS 

 

Todo o material utilizado no procedimento cirúrgico foi previamente esterilizado 

e a cirurgia foi realizada em condições de assepsia (local de cirurgia e pesquisador que 

realizou a cirurgia). Os animais foram anestesiados com injeção intraperitoneal de 

quetamina/xilazina (60 e 5 mg/Kg, respectivamente) e complementos de anestesia 

foram dados de acordo com a necessidade durante o procedimento cirúrgico. Após 

verificação do efeito anestésico pelo pinçamento da cauda, o animal foi imobilizado em 

decúbito dorsal em cama cirúrgica com os membros em abdução. 

 

4.2.1 Marcação retrógrada de neurônios vagais autonômicos  

 

Após a anestesia como descrito acima, os animais foram submetidos à tricotomia 

e assepsia (álcool iodado) da parte anterior do tórax direito, na região do 2º espaço 

intercostal. Foi realizada incisão transversal na pele entre a segunda e terceira costelas, 

divulsão dos músculos peitoral e transverso, e injeção de 2 l do traçador retrógrado 

toxina colérica subunidade  conjugado ao Alexa 488 a 1% no lobo superior do pulmão 

direito através de seringa Hamilton de 1 l através do 2º espaço intercostal. A incisão 

foi fechada por sutura e, após recuperação da anestesia, o animal foi levado de volta ao 
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biotério onde permaneceu isolado em uma caixa por 3 dias. Após esse período, os 

animais foram submetidos à eutanásia e perfusão transcardíaca para retirada do bulbo. 

 

4.2.2 Lesão do nervo laríngeo recorrente 

 

Após a anestesia como descrito acima, os animais foram submetidos à tricotomia 

e assepsia (álcool iodado) da linha média da região do pescoço. Foi realizada incisão 

vertical na pele, divulsão de gorduras subcutâneas, glândula submandibular e 

musculatura para exposição da traquéia. O nervo laríngeo recorrente foi isolado no nível 

do quinto anel traqueal e realizada ressecção deste, retirando uma extensão de 

aproximadamente 2 mm. A incisão foi fechada por sutura e, após recuperação da 

anestesia, o animal foi levado de volta para o biotério e mantido isolado por 3 dias, até o 

momento da eutanásia e perfusão transcardíaca para retirada do bulbo. 

 

4.3 PREPARO DO TECIDO PARA IMUNOFLUORESCÊNCIA 

 

Todo o material usado no procedimento cirúrgico foi previamente esterilizado e 

a cirurgia foi realizada em condições 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 decúbito dorsal em uma 

mesa cirúrgica, com os quatro membros fixados em abdução. Dentro de uma capela de 

exaustão de gases, foi realizada uma incisão mediana longitudinal da parede abdominal 

até a caixa torácica, o músculo diafragma foi cortado para a realização do pneumotórax 

e, logo em seguida, uma agulha ligada ao sistema de perfusão foi introduzida pelo 

ventrículo esquerdo até a aorta ascendente e clampeada com uma pinça, enquanto o 

átrio direito foi perfurado para o escoamento do sangue e solução de perfusão. A 

perfusão foi realizada com uma bomba peristáltica (Milan BP-200) com fluxo de 9/10 

ml/min. Inicialmente, para a lavagem do sangue, os animais foram perfundidos com 

solução salina (PBS) a 24 ºC por quatro minutos, com a seguinte composição (mM): 

142 NaCl, 2,68 KCl, 1,47 KH2PO4, 8,06 NaHPO4, pH 7.4. Em seguida, foi realizada a 

perfusão de paraformaldeído-lisina-periodato a 1% (peso/volume) em PBS durante 30 

minutos, cuja composição é: 0,01 Molar de metaperiodato de sódio (Sigma S1878), 

0,075 Molar de lisina (L-lysine monohydrochloride, Sigma L5626), 0,037 Molar de 

fosfato de sódio e 1% de paraformaldeído (Sigma, P6148). Após o término da perfusão, 

os animais foram decaptados com uma tesoura para a realização da dissecção cirúrgica. 
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Após a decaptação, a calota craniana foi aberta para acesso à cavidade craniana e 

o tronco encefálico foi cuidadosamente retirado, seccionando os nervos ao seu redor 

sem comprometer a integridade do tecido, com auxílio de um estereomicroscópio (D.F. 

Vasconcellos M90) e de uma tesoura oftálmica (Roboz, RS-5600). Em seguida, um 

bloco de tecido contendo parte de tronco encefálico (ponte e bulbo) foi cortado, de 

forma coronal, crioprotegido em solução de sacarose a 30% em PBS overnight até o 

tecido absorver completamente a solução e submergir. Após a crioproteção, o tecido foi 

retirado da sacarose e imerso em uma solução própria ao congelamento (Tissue-Tek, 

Sakura Finetek, Japan) em um molde de plástico (cápsula de remédio) e congelado pela 

imersão em metilbutano (isopentano, Vetec) ou N-hexano (Sigma) resfriado em 

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

em fatias coronais de 25 a 40 μm. As secções foram montadas em lâminas tratadas com 

solução contendo gelatina (Sigma-Aldrich) e sulfato de cromo-potássio (Sigma-

Aldrich). Após secagem por uma hora, as lâminas foram colocadas sobre placa aquecida 

(Histotemp-3, Leica) a 40ºC durante 30 minutos e a imunomarcação foi iniciada. 

 

4.4 IMUNOFLUORESCÊNCIA 

 

As secções nas lâminas foram lavadas (três lavagens de 15 min), sob agitação 

suave em agitador (BIOMIXER TS-2000A-VDRL SHAKER), com tampão fosfato de 

sódio 0,1 Molar, pH 7,4 (tampão PB). Em seguida, as fatias foram incubadas por 60 

minutos à temperatura ambiente (24°C) em solução de permeabilização/bloqueio de 

ligação inespecífica 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 secundário 

utilizado, em tampão fosfato de sódio (PB) 0,1 Molar, pH: 7,4. Logo após, as secções 

foram incubadas por 21-24 horas, em câmara úmida a 4 oC, com solução de bloqueio 

(mesma composição da solução de bloqueio/permeabilização com ajuste do Triton para 

0,3%) contendo anticorpos primários (Tabela 2), previamente centrifugados por 10 

minutos à temperatura de 4 ºC (Rotanta 460R-Hettich Zentrifugen) a 12.000 rpm. Todas 

as soluções foram filtradas com sistema a vácuo (DIA PUMP-FANEM LTDA), 

utilizando-se filtro de nitrocelulose de 0,45 m de diâmetro (Millipore, HAWPO4700).  

Após a incubação de anticorpos primários, as secções foram lavadas com PB 

(três vezes por 15 min) e incubadas por duas horas à temperatura ambiente (24 ºC) em 
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tampão de bloqueio contendo anticorpos secundários fluorescentes (Tabela 2), 

previamente centrifugados. 

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

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

de emissão de fluorescência Vectashield (Vector Laboratories, CA, EUA) ou 

Fluoromount-G (SouthernBiotech, EUA). O controle negativo das imunomarcações foi 

feito pela omissão do anticorpo primário e pelo uso do peptídeo antigênico quando 

disponível. 
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ANTICORPO 

PRIMÁRIO 

ESPÉCIE 

PRODUÇÃO 

ISOTIPO 

EPÍTOPO 
CONCENTRAÇÃO 

DILUIÇÃO 
ORIGEM 

ChAT 

(*MAb) 

Camundongo 

IgG1 

Inoculação da enzima 

recombinante completa 

1 mg/ml 

1:100 

Millipore 

MAb305 

ChAT 

(PAb) 
Cabra 

Inoculação da enzima 

recombinante completa 

1 mg/ml 

1:400 

Millipore 

AB144 

MAP-2 

(MAb) 

Camundongo 

IgG1 
Reconhece MAP2A e B 

1 mg/ml 

1:300 

Millipore 

MAB378 

MAP-2 

(PAb) 
Coelho 

Isoformas MAP2A, MAP2B, 

MAP2C e MAP2D (maior 

imunorreatividade contra MAP2A 

e MAP2B) 

1 mg/ml 

1:400 

Millipore 

AB5622 

Nav1.1 

(MAb) 

Camundongo 

IgG1 

aa 1929-2009 

(término citoplasmático do canal 

de ratos) 

1 mg/ml 

1:100 

Neuromab 

K74/71 

Nav1.2 

(PAb) 
Coelho 

ASAESRDFSGAGGIGVFSE 

(aa 467-485 da alça intracelular 

que liga os domínios II-III) 

0,8 mg/ml 

1:200 

Alomone 

ASC-002 

Nav1.6 

(MAb) 

Camundongo 

IgG1 

SEDAIEEEGEDGVGSPRS 

(aa 459-476 da alça intracelular 

entre os domínios I-II do canal de 

ratos) 

Quando purificado  

1 mg/ml 

1:100 

 

Na forma de 

sobrenadante 

≈ 0,02-0,04 mg/ml 

1:4 

Neuromab 

K87A/10 

 

Nav 1.6 

(PAb) 
Coelho 

CIANHTGVDIHRNGDFQKNG 

(aa 1042-1061 da alça intracelular 

entre os domínios II-III do canal de 

ratos) 

0,8 mg/ml 

1:100 

Alomone 

ASC-009 

Nav1.7 

(MAb) 

Camundongo 

IgG1 

aa 1751-1946 (C-terminal 

citoplasmático) do canal de 

humanos 

1 mg/ml 

1:100 

Neuromab 

N68/6 

Nav1.7 

(PAb) 
Coelho aa 446-460 

0,8 mg/ml 

1:100 

Millipore 

AB5390 

 

Nav1.7 

(PAb) 
Coelho 

EFTSGRSRIMGLSE 

(aa 446-460 da alça intracelular 

entre os domínios I-II do canal de 

ratos) 

0,8 mg/ml 

1:100 

Alomone 

ASC-008 

Pan-Nav 
Camundongo 

IgG1 

CTEEQKKYYNAMKKLGSKK 

(da alça intracelular entre os 

domínios III e IV de canais Nav 

1 mg/ml 

1:200 

Sigma, 

S8809 

ATF3 Coelho C-terminal 
0,2 mg/ml 

1:300 

Santa Cruz 

SC-188 

 

 

Tabela 1: Anticorpos primários utilizados nos experimentos de imunomarcação. 
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ANTICORPOS 

SECUNDÁRIOS 

ORIGEM ANTI CONC. ORIGINAL E 

DILUIÇÃO 

FABRICANTE 

CÓDIGO 

Alexa405 Burro Coelho 500 g-2 mg/ml 

1:500 

Abcam 

Ab175651 

Alexa488 Burro Cabra 2 mg/ml 

1:500 

Invitrogen 

A11055 

Alexa488 Cabra Camundongo 2 mg/ml 

1:500 

Invitrogen 

A11001 

Alexa568 Burro Camundongo 2 mg/ml 

1:500 

Invitrogen 

A10037 

Alexa568 Cabra Coelho 2 mg/ml 

1:500 

Invitrogen 

A11011 

Tabela 2: Anticorpos secundários utilizados nos experimentos de imunomarcação. 

 

4.5 AQUISIÇÃO E ANÁLISE 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 imersão em óleo (EC Plan-Neofluar NA: 1.3) e 63x de 

imersão em óleo (Plan-Apochromat NA: 1.4). Para obter imagens bidimensionais, 

múltiplas seções confocais no eixo Z foram projetadas em um plano único. Em alguns 

casos, secções confocais únicas foram também utilizadas para ilustração. Para ambos os 

casos, nas legendas das figuras, foi descrito o número de seções ópticas no eixo Z 

utilizadas na projeção e a espessura aproximada (em micrômetros) de cada seção. Essas 

projeções foram do tipo máxima intensidade de fluorescência (MIF). As imagens são 

apresentadas em código de cor (verde, vermelho e azul). As análises foram feitas 

utilizando os softwares Fiji/ImageJ 1.47 e Origin 7.5, e os painéis montados com o 

Adobe Illustrator CS (Adobe System, EUA). 

A localização dos neurônios avaliados ao longo do eixo rostrocaudal foi 

analisada utilizando marco anatômico visível em secções do bulbo. Em ratos, o óbex 

está situado no limite caudal da área postrema enquanto o calamus scriptorius. 

encontra-se no limite rostral da mesma (Hamilton & Norgren, 1984; Paxinos & Watson, 

2005). Esse último é mais facilmente observado nas secções coronais obtidas após a 

criossecção e foi utilizado como marco anatômico nos experimentos. A localização dos 
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cortes foi definida de acordo com a distância, expressa em micrômetros, a partir do 

mesmo.  

 

4.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

As medidas das extensões dos AIS/processos e das áreas somáticas dos 

neurônios avaliados foram submetidas ao teste de Grubbs, para a detecção de valores 

que desviam substancialmente da média, utilizando-se o software GraphPad (disponível 

em: www.graphpad.com/quickcals/ContMenu/). Em seguida, foi avaliada a normalidade 

de distribuição dos dados e homogeneidade das variâncias 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 correlação linear de Pearson (r de 1 a +1) foi 

realizado para verificar a existência de correlação e significância entre a extensão da 

marcação ao longo do processo e a área de silhueta somática dos neurônios (Origin 8.0). 
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5 RESULTADOS 

5.1 TOPOGRAFIA E MORFOLOGIA DOS NEURÔNIOS DA DIVISÃO DORSAL 

DO NÚCLEO AMBÍGUO 

 

A figura 6 ilustra neurônios colinérgicos do NA imunomarcados com ChAT 

(PAb) em secções coronais do bulbo de 40 m, onde o NA é observado de 80 a 1480 

m rostrais ao calamus scriptorius (limite rostral da área postrema). 6 A-C, observamos 

neurônios dispersos, com dendritos longos e em pequeno número, próximos ao calamus 

scriptorius, podendo representar tanto neurônios da formação loose (NAl) quanto da 

semi-compacta (NAsc). Em 6 D-F maior número de neurônios e menos dispersos 

pertencentes à formação NAsc. Em 6G, é possível observar o limite caudal da formação 

compacta (NAc) com a presença de neurônios menores, localizados dorsalmente no NA. 

Os painéis H a J ilustram tanto a NAc, com neurônios de menor diâmetro localizados 

dorsalmente, quanto a NAsc, com neurônios de maior diâmetro. No extremo rostral do 

NA, localizado a aproximadamente a 1480 m do calamus scriptorius nesses animais 

de 30 dias, observa-se apenas a formação NAc (Figura 6K). Esse limite rostral do NA 

coincide com o limite caudal do núcleo facial (VII), um marco neuro-anatômico 

facilmente identificável. Os neurônios de cada formação estudada apresentaram área de 

silhueta somática (ASS) pouco diversa (Tabela 3), com exceção da NAc. 

A figura 7 apresenta os resultados da análise morfológica realizada nos 

neurônios apenas da formação compacta do NA. Em 7A, a secção a 900 m rostral ao 

calamus scriptorius, após imunomarcação com anti-ChAT (PAb), com neurônios de 

menor e maior tamanho. Em 7B, o histograma ilustra a heterogeneidade da análise da 

área de silhueta somática (ASS) onde a menor área foi de 82 e a maior de 529 m2 e a 

média de 249 ± 94 m2. O painel C ilustra especificamente neurônios autonômicos que 

projetam para pulmão, marcados com traçador retrógrado toxina colérica conjugada ao 

Alexa 488 (CTb), encontrados a 825 m rostral ao calamus scriptorius. Esses neurônios 

foram encontrados dispersos em secções entre 700 a 1200 m rostrais ao calamus 

scriptorius e exibiram uma média de ASS de 124 ± 27 m2. Análise específica dessa 

população indica homogeneidade, como mostra o histograma em D, juntamente com a 

curva de Gauss ajustada aos dados com coeficiente de determinação (R2) de 0,93 e 

p≤0,001. 
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Figura 6- Imunomarcação anti-ChAT em cortes coronais ao longo do eixo rostro-caudal 

do bulbo ilustra a distribuição topográfica dos neurônios do NA. A-F, secções de 40 m do 

bulbo, entre +80 e 520 m rostrais ao calamus scriptorius, que ilustram neurônios pertencentes 

à formação loose (NAl) caudalmente ou semi-compacta (NAsc) mais rostralmente. F, ilustra o 

limite caudal da formação compacta (NAc) do NA (+640 m) juntamente com a extensão 

rostral da semi-compacta. G-J, neurônios da formação compacta e semi-compacta. K, limite 

rostral do NA, coincidente com o extremo caudal do núcleo facial (VII), ilustrando unicamente 

a formação compacta do NA. 

 
 

 NAl 

(n=8) 
NAsc 

(n=8) 
NAc 

(n=168) 

Diâmetro maior (Média ± DP) 33 ± 4,5 m 36 ± 1 m 22 ± 4,5 m 

Área de silhueta somática  462 ± 112 m2 503 ± 81,3 m2 248 ± 94,3 m2 
 

Tabela 3- Análise do maior diâmetro e área de silhueta somática dos neurônios das diferentes 

formações do NA dorsal. 
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Figura 7- Análise morfológica dos neurônios da formação NAc do núcleo ambíguo. A, 

secção coronal do bulbo imunomarcada para ChAT ilustrando a formação compacta do NA e os 

diferentes neurônios desta a 900 m do calamus scriptorius. B, histograma de frequência de 

distribuição da área de silhueta somática (ASS) ilustrando uma heterogenidade da população 

neuronal encontrada na NAc. C, neurônios autonômicos da formação NAc marcados 

retrogradamente após injeção de CTb-A488 no parênquima pulmonar, observados a 825 m do 

calamus scriptorius. D, histograma de freqüência de distribuição da ASS desses neurônios 

autonômicos pulmonares com coeficiente de determinação (R2) 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, projeções do tipo MIF de 4 secções confocais (Z= 1 m). 
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5.2 ESTUDO DA EXPRESSÃO DO CANAL NAv1.7 EM NEURÔNIOS DA 

FORMAÇÃO COMPACTA DO NÚCLEO AMBÍGUO 

 

A figura 8 apresenta o resultado da análise de expressão do canal para sódio 

Nav1.7 em neurônios autonômicos pulmonares da NAc, identificados com o traçador 

retrógrado toxina colérica subunidade beta (CTb) conjugada ao Alexa-488. Em 8A, 

observamos a marcação retrógrada com CTb. Em 8B é ilustrada a imunorreatividade 

anti-Nav1.7 onde as cabeças de setas indicam os processos marcados. Inset em 8B 

representa o controle positivo dessa reação, ilustrando a marcação em neurônios 

sensoriais do gânglio da raiz (DRG), já bem estabelecida na literatura. Em 8C, a 

sobreposição das imagens ilustra uma colocalização somática (setas). Em 8D é 

ilustrada, em maior magnificação, a área delimitada em 8A, evidenciando parte de um 

soma neuronal com marcação CTb, escaneado em maior resolução. Em 8E, observamos 

um processo imunorreativo para Nav1.7 (cabeça de seta) que deriva do neurônio 

autonômico pulmonar ilustrado em 8D. A sobreposição dessas imagens (8E) permite 

uma melhor visualização do processo Nav1.7 positivo emergindo do soma neuronal.  

Secções adjacentes às utilizadas para imunomarcação anti-Nav1.7 foram também 

processadas para marcação anti-Nav1.6. Apesar de termos repetido esse experimentos 

algumas vezes (n=5) não foi observada marcação anti-Nav1.6 nesses neurônios 

autonômicos pulmonares identificados com CTb. A ausência de marcação anti-Nav1.6 

nesses neurônios foi observada em cortes que apresentaram uma exuberante marcação 

em outras áreas anatômicas (e.g. células de Purkinje do cerebelo e no núcleo do 

hipoglosso). Dados não ilustrados. 
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Figura 8- Expressão do canal para sódio Nav1.7 em neurônios autonômicos pulmonares da 

formação compacta do NA. A, neurônios da região rostral (900 m do calamus scriptorius) da 

formação compacta do NA, que projetam para o pulmão, identificados pela marcação retrógrada 

com CTb. B, marcação anti-Nav1.7 (MAb) ilustrando processos imunorreativos (cabeças de 

setas). Inset: controle positivo endógeno da marcação anti-Nav1.7 em neurônios do gânglio da 

raiz dorsal (DRG). C, sobreposição das imagens A e B, onde as setas indicam colocalização. A 

e B, projeções do tipo MIF de 4 secções confocais (Z=1 m). D e E, área delimitada em A 

escaneada em maior aumento e em diferentes planos confocais. Em E, marcação anti-Nav1.7 em 

um processo (cabeça de seta) derivado do soma ilustrado em D. F, sobreposição das marcações 

retrógrada e anti-Nav1.7. D e E, projeções do tipo MIF de 3 secções confocais (Z=1 m). 

 



33 

 

Com o objetivo de avaliar se os neurônios que expressam o canal Nav1.7 são 

neurônios vagais colinérgicos, foram feitos experimentos de dupla-marcação anti-ChAT 

e anti-Nav1.7. A figura 9 ilustra o padrão de marcação anti-Nav1.7 obtida com a 

utilização de dois anticorpos anti-Nav1.7, um monoclonal (Neuromab) e outro 

policlonal (Millipore). Observamos, em 9A, que a maioria dos neurônios ChAT-

positivos (900 m do calamus scriptorius) são de pequeno tamanho, como esperado 

para neurônios da formação compacta. Entretanto, ventralmente a essa formação pode 

ser observado um neurônio de maior tamanho (seta), com maior diâmetro de 36 m e 

ASS de 600 m2, provavelmente pertencente à formação semi-compacta do NA (NAsc). 

Em 9B observa-se a imunomarcação anti-Nav1.7 (MAb) e, em 9C, a sobreposição das 

imagens. Observa-se uma localização somática do canal Nav1.7 nos neurônios da NAc. 

Em contraste, o neurônio da NAsc, indicado pela seta em 9A, não apresentou marcação 

anti-Nav1.7.  

Com o objetivo de comprovar a expressão do canal Nav1.7 na formação 

compacta do núcleo ambíguo, foi utilizado um segundo anticorpo anti-Nav1.7 

(policlonal, PAb). O painel D da figura 9 ilustra a marcação anti-ChAT (PAb) nessa 

formação (também a 900 m do calamus scriptorius). Similarmente à marcação anti-

Nav1.7 obtida com o anticorpo monoclonal, foi observada uma marcação somática com 

o uso do anticorpo anti-Nav1.7 policlonal (Figura 9E). A sobreposição dessas imagens 

(Figura 9F) confirma a colocalização somática dessas marcações. 
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Figura 9- Colocalização somática da marcação anti-Nav1.7 e anti-ChAT em neurônios da 

formação compacta do núcleo ambíguo (NAc). A, marcação anti-ChAT (PAb) em neurônios 

da região rostral da NAc (900 m do calamus scriptorius). A seta indica um neurônio maior, 

provavelmente da formação semi-compacta. B, marcação somática anti-Nav1.7 obtida com 

anticorpo monoclonal (MAb). C, sobreposição das imagens A e B, e colocalização somática das 

marcações anti-ChAT e anti-Nav1.7. A e B, projeções do tipo MIF de 3 secções confocais (Z=1 

m). D, marcação anti-ChAT. E, marcação anti-Nav1.7 obtida com anticorpo policlonal (PAb). 

F, sobreposição das marcações anti-ChAT e anti-Nav1.7. D e E, projeções do tipo MIF de 2 

secções confocais (Z=1 m). 
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O escaneamento em maior resolução, tanto em xy quanto em z, confirmou que a 

marcação anti-Nav1.7 em neurônios da formação compacta não se restringe somente ao 

soma, mas pode ser evidenciada também em processos, à semelhança dos resultados 

apresentados na figura 8. A figura 10A apresenta uma imagem que ilustra a marcação 

anti-Nav1.7 somática e em processos derivados do soma (cabeças de setas) na formação 

compacta, obtida com o anticorpo monoclonal (MAb). A área delimitada em A é 

apresentada em maior aumento em B, onde são indicados dois corpos celulares 

(asteriscos), com suas respectivas áreas somáticas, bem como processos derivados dos 

mesmos cuja extensão da marcação anti-Nav1.7 é indicada para cada um deles. Em 10C, 

apresentamos o gráfico da análise de correlação entre a área de silhueta somática (ASS) 

e a extensão da marcação anti-Nav1.7 dos processos. Foi observada uma correlação 

positiva significativa com coeficiente de correlação (r) de 0,9 e p≤0,01 (n=7). 

Um terceiro anticorpo anti-Nav1.7 (policlonal, Alomone) foi utilizado para 

analisar a expressão desse canal no NA. Nesse núcleo não foi observada marcação com 

esse anticorpo, embora neurônios do gânglio da raiz dorsal tenham apresentado 

marcação positiva. Em outras áreas neuroanatômicas, esse anticorpo apresentou indícios 

de marcação inespecífica (e.g. células da glia). Essa marcação não apresentou 

colocalização com a marcação de um anticorpo anti-Pan-Nav (reconhece todas as 

isoformas de canal para sódio). Esses resultados são mostrados no apêndice A. 
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Figura 10- Análise da expressão do canal para sódio Nav1.7 em neurônios da formação 

compacta do NA. A, marcação anti-Nav1.7 na região rostrocaudal da formação compacta do 

NA, com indicação das fibras marcadas pela isoforma em questão. A, projeções do tipo MIF de 

7 secções confocais (Z= 1 m). B, maior magnificação da área delimitada em A com indicação 

da área de silhueta somática dos neurônios avaliados (asteriscos) e da extensão da marcação ao 

longo da fibra (seta) destes. B, projeções do tipo MIF de 4 secções confocais (Z= 1 m). C, 

relação entre a área de silhueta somática e extensão de marcação anti-Nav1.7 ao longo da fibra 

(n=7). 
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5.3 ESTUDO DA EXPRESSÃO DO CANAL NAv1.6 EM NEURÔNIOS DA 

FORMAÇÃO COMPACTA DO NÚCLEO AMBÍGUO 

 

A isoforma 1.6 do canal para sódio dependente de voltagem também foi 

encontrada em neurônios do núcleo ambíguo. A figura 11 ilustra os resultados 

encontrados referentes à expressão dessa isoforma na formação compacta do NA. Em 

11A, a marcação anti-ChAT mostra um neurônio típico da NAc encontrado (725 m do 

calamus scriptorius) com ASS de 307 m2 e em 11B a marcação anti-Nav1.6. Pode ser 

obsevada uma marcação intensa em um processo derivado do soma, como o indicado 

pela seta, e cuja extensão foi de 12 m. É possível visualizar também nodos de Ranvier 

intensamente marcados no entorno e dentro dessa formação. Em 11C, a sobreposição 

das imagens A e B permitem visualizar que o processo deriva do neurônio indicado em 

11A. Em 11D é ilustrado outro neurônio colinérgico dessa formação com ASS de 256 

m2. Em 12E, outro processo aparece imunomarcado (seta) com anticorpo anti-Nav1.6, 

cuja extensão é de 11 m. Da mesma forma como em 11B, nodos de Ranvier aparecem 

bem marcados nessa secção. O painel F ilustra a sobreposição das imagens D e E, 

permitindo observar que o processo marcado em 11E pertence ao neurônio ilustrado em 

11D. O gráfico em 11G mostra a análise de correlação realizada entre área somática e 

extensão da marcação anti-Nav1.6 ao longo dos processos derivados do soma de seis 

neurônios dessa formação analisados, onde o coeficiente de correlação (r) foi de 0,93 e 

p≤0,01, indicando correlação positiva significativa entre as variáveis. 

Nas formação compacta a expressão do canal Nav1.6 foi avaliada por um 

segundo anticorpo anti-Nav1.6 (policlonal, Alomone) sendo obtido um mesmo padrão 

de marcação encontrado para o anticorpo anti-Nav1.6 monoclonal acima descrito. 

Entretanto, tais experimentos foram de dupla marcação anti-Nav1.6 e anti-ChAT 

(monoclonal Millipore), resultado ilustrado no apêndice B. 
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Figura 11- Expressão do canal para sódio Nav1.6 em neurônios da formação compacta do 

NA. A e D, marcação anti-ChAT (PAb) em neurônio da região rostral do NA, a 725 m do 

calamus scriptorius, pertencente à formação compacta com indicação da área de silhueta 

somática. B e E, marcação anti-Nav1.6 (MAb) com indicação da extensão de marcação ao longo 

do AIS (setas) dos neurônios avaliados. C e F, sobreposição das marcações anti-ChAT e anti-

Nav1.6. A e B, projeções do tipo MIF de 7 secções confocais (Z=1 m). D e E, projeções do 

tipo MIF de 7 secções confocais (Z=1 m). G, relação entre a área de silhueta somática e 

extensão de marcação anti-Nav1.6 ao longo do AIS (n=6). 
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5.4 ESTUDO DA EXPRESSÃO DO CANAL NAv1.6 EM NEURÔNIOS DA 

FORMAÇÃO SEMI-COMPACTA DO NÚCLEO AMBÍGUO 

 

A figura 12 mostra a expressão do canal Nav1.6 nos neurônios da formação 

semi-compacta (NAsc). Em 12A e D, ilustramos neurônios colinérgicos pertencentes à 

NAsc a 25 m rostrais do calamus scriptorius e suas respectivas ASS, 542 e 486 m2. 

Em 12B e E, é ilustrada a expressão da proteína Nav1.6 na NAsc, onde é possível a 

visualização de processos marcados (setas) de 20 e 18 m de extensão, respectivamente. 

Nodos de Ranvier são também bem marcados. A sobreposição das imagens em 12C e F, 

mostram que os processos são derivados dos somas indicados. 

 

5.5 ESTUDO DA EXPRESSÃO DO CANAL NAv1.6 EM NEURÔNIOS DA 

FORMAÇÃO LOOSE DO NÚCLEO AMBÍGUO 

 

A expressão do canal Nav1.6 foi também avaliada na formação loose do NA, 

onde se encontram os neurônios laríngeos (Figura 13). Os painéis A e D da figura 13 

ilustram neurônios colinérgicos encontrados em secções distintas, mas ambos a 25 m 

rostrais ao calamus scriptorius. Em 13A, o neurônio possui 434 m2 de ASS e em 13D 

de 467 m2. Em 13B e E, são observados processos Nav1.6 positivos (setas) que 

apresentam 16 e 18 m de extensão de marcação, respectivamente. Nos painéis C e F, 

observa-se que os processos Nav1.6 positivos derivam do soma de neurônios ChAT-

positivos.  

Foi observada uma correlação entre a extensão de marcação anti-Nav1.6 e a ASS 

dos neurônios dessa formação, ilustrada no gráfico em 13G. O coeficiente de correlação 

de 0,83 indica positividade, enquanto o p≤0,05 indica resultado significativo nas células 

avaliadas (n=5).  

Na formação loose do NA, da mesma forma como descrito anteriormente para a 

formação compacta, a expressão do canal Nav1.6 foi avaliada por um segundo anticorpo 

anti-Nav1.6 (policlonal, Alomone) sendo obtido um mesmo padrão de marcação 

encontrado para o anticorpo anti-Nav1.6 monoclonal acima descrito. Esses resultados, 

bem como aqueles obtidos na formação compacta, são também mostrados no apêndice 

B. 
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Figura 12- Expressão do canal para sódio Nav1.6 em neurônios da formação semi-

compacta do NA. A e D, marcação anti-ChAT (PAb) neuronal com indicação da área de 

silhueta somática. B e E, marcação anti-Nav1.6 (MAb) em processos (setas) e nodos de Ranvier 

(marcação puntiforme). C e F, sobreposição das marcações anti-ChAT e anti-Nav1.6 

evidenciando que os processos Nav1.6 positivos são derivados do soma. A e B, projeções do 

tipo MIF de 4 secções confocais (Z=1 m). D e E, projeções do tipo MIF de 3 secções confocais 

(Z=1 m). 
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Figura 13- Expressão do canal para sódio Nav1.6 em neurônios da formação loose do NA. 
A e D, marcação anti-ChAT (PAb) com indicação da área de silhueta somática. B e E, marcação 

anti-Nav1.6 (MAb) em processos cujos comprimentos são indicados (setas) e em nodos de 

Ranvier (marcação puntiforme). C e F, sobreposição das marcações anti-ChAT e anti-Nav1.6 

evidenciando que os processos são derivados do soma. A e B, projeções do tipo MIF de 3 

secções confocais (Z=1 m). D e E, projeções do tipo MIF de 7 secções confocais (Z=1 m). G, 

relação entre a área de silhueta somática e a extensão da marcação anti-Nav1.6 ao longo dos 

processos derivados do soma (n=5). 
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5.6 ESTUDO DA EXPRESSÃO DO CANAL PARA SÓDIO APÓS RESSECÇÃO DO 

NERVO LARÍNGEO RECORRENTE 

 

Com o objetivo de identificar, dentro da formação NAl, aqueles neurônios que 

projetam pelo nervo laríngeo recorrente, foram realizados experimentos de ressecção 

desse nervo na tentativa de induzir a expressão do marcador nuclear de lesão neuronal 

ATF-3 no neurônio axotomizado. A figura 14 ilustra o resultado dos experimentos de 

imunofluorescência de tripla marcação anti-ChAT, -ATF-3 e -Nav1.6. A figura 14A 

apresenta uma visão panorâmica da formação loose do NA (60 m rostral ao calamus 

scriptorius). Nos painéis 1 e 2 é mostrada em maior aumento a marcação anti-Nav1.6 

nas áreas delimitadas em 14A. Em ambos painéis podem ser observados processos 

Nav1.6 positivos (setas). Em 1' e 2' a marcação anti-ATF-3 indica o núcleo dos 

neurônios axotomizados (cabeças de setas). A sobreposição das marcações em 1'' e 2'' 

permite visualizar que os processos Nav1.6 positivos e os núcleos ATF-3 positivos 

pertencem aos neurônios colinérgicos delimitados em 14A. 
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Figura 14- Neurônios da formação loose do NA (NAl), que projetam pelo nervo laríngeo 

recorrente, expressam o canal Nav1.6. A, secção coronal do bulbo ao nível da NAl 

imunomarcada para ChAT (60 m do calamus scriptorius). 1 e 2, neurônios das áreas 

delimitadas em A1 e A2, respectivamente, com expressão de Nav1.6 em processos. 1' e 2', 

núcleos celulares imunorreativos para ATF-3 (cabeça de seta) dos neurônios delimitados em A1 

e A2, respectivamente. 1'' e 2'' sobreposição das imagens ilustrando que o processos Nav1.6 

positivos derivam de neurônios colinérgicos e ATF-3 positivos. A, projeções do tipo MIF de 7 

secções confocais (Z= 1 m). 1: 5 secções confocais (Z= 1 m). 1': 4 secções confocais (Z= 1 

m). 2: 6 secções confocais (Z= 1 m). 2': 2 secções confocais (Z= 1 m). 
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5.7 ESTUDO DA EXPRESSÃO DOS CANAIS NAV1.1 E NAV1.2 EM NEURÔNIOS 

DO NÚCLEO AMBÍGUO 

 

Foram realizados, em todos os níveis do NA, experimentos de 

imunofluorescência para as isoformas 1.1 e 1.2 do canal para sódio, uma vez que 

também são encontradas no sistema nervoso central. Para o canal Nav1.1 foi usado um 

anticorpo monoclonal (Neuromab), mas não foi observada expressão desse canal nesse 

núcleo (dados não ilustrados), apesar de termos testado várias diluições para o 

anticorpo. A expressão do canal Nav1.2 foi, sobretudo, observada na formação 

compacta com o uso do anticorpo policlonal (Alomone), como mostra a figura 15. Em 

15A, é possível observar neurônios colinérgicos do NA rostral, onde estão presentes 

tanto a formação NAc quanto NAsc. No painel B é apresentada a marcação anti-Nav1.2 

na formação compacta do NA (área delimitada em A) evidenciando processos curtos 

imunopositivos. Em 15C, a sobreposição das marcações anti-ChAT e anti-Nav1.2 

permite observar claramente que os corpos celulares não foram marcados pelo anticorpo 

anti-Nav1.2. Em 15D, o cerebelo, do mesmo corte ilustrado em A, apresenta expressão 

do canal Nav1.2 em dendritos das células de Purkinje (PL) situados na camada 

molecular (ML) do cerebelo e em finas fibras, possivelmente fibras paralelas. 
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Figura 15- Expressão do canal para sódio Nav1.2 na formação compacta do NA. A, 

visão panorâmica do NA ilustrando as formações compacta e semi-compacta a 1160 m 

do calamus scriptorius. B, marcação anti-Nav1.2 na formação compacta, 

corrrespondente à área delimitada em A (quadrado), em processos curtos, possivelmente 

dendritos. C, sobreposição das marcações anti-Nav1.2 e ChAT, ilustrando 

colocalização. D, marcação anti-Nav1.2 em dendritos da célula de Purkinje e fibras finas 

(provavelmente fibras paralelas, cabeça de seta). Marcação utilizada como controle 

positivo endógeno. ML camada molecular, PL camada de células de Purkinje, GL 

camada granular. 
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5.8 ESTUDO DA EXPRESSÃO DO CANAL PARA SÓDIO NO NÚCLEO DORSAL 

MOTOR DO VAGO 

 

Até o momento, foram observados padrões distintos de marcação anti-canais 

para sódio ao longo do núcleo ambíguo. Neurônios autonômicos desse núcleo 

apresentaram marcação anti-Nav1.7 enquanto neurônios da eferência visceral especial 

apresentaram marcação anti-Nav1.6. Considerando que o núcleo dorsal motor do vago 

(DMV) consiste basicamente de neurônios da eferência visceral geral (autonômicos), 

foram feitos experimentos buscando comprovar se, de fato, essa isoforma é expressa 

nesse tipo de neurônio, além de excluir a expressão de outras isoformas. 

A figura 16 ilustra o resultado da expressão do canal Nav1.7 nos neurônios do 

DMV (25 m rostral ao calamus scriptorius). Neurônios do DMV apresentaram uma 

marcação dendrítica, mas uma fraca marcação somática com o anticorpo policlonal anti-

MAP-2 (16A). A marcação anti-Nav1.7 (MAb) foi detectada no corpo celular e também 

em processos de neurônios do DMV (e também no núcleo do trato solitário, NTS), 

como pode ser observado em 16B. A sobreposição dessas imagens é mostrada em 16C, 

onde se observa que processos Nav1.7 positivos não apresentaram marcação anti-MAP-

2. Em 1', maior magnificação do neurônio delimitado em 16B, ilustra uma intensa 

marcação somática anti-Nav1.7 que se estende a um processo também imunorreativo. 

Em 1'', sobreposição da marcação anti-MAP-2 e anti-Nav1.7, é evidenciada com maior 

clareza a ausência de colocalização dessas marcações no processo neuronal Nav1.7 

positivo. 

O mesmo experimento foi repetido com anticorpos anti-MAP-2 monoclonal 

(Millipore) e anti-Nav1.7 policlonal (Millipore). Em D, a marcação anti-MAP-2 (MAb) 

permite observar neurônios do DMV e seus dendritos imunomarcados (50 m rostral ao 

calamus scriptorius). Como nos experimentos realizados com o anticorpo anti-Nav1.7 

monoclonal, foi observada novamente a expressão do Nav1.7 (PAb) no corpo celular de 

neurônios, como mostra 16E. A sobreposição das imagens indica colocalização das 

marcações anti-MAP-2 e anti-Nav1.7 no corpo celular de neurônios do DMV. 
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Figura 16- Expressão do canal para sódio Nav1.7 em neurônios do DMV. A, marcação anti-

MAP-2 (PAb) no DMV (25 m do calamus scriptorius). B, marcação anti-Nav1.7 (MAb) no 

DMV e NTS. C, sobreposição das marcações anti-MAP-2 e anti-Nav1.7. A e B, projeções do 

tipo MIF de 3 secções confocais no eixo Z (1 m).1', neurônio Nav1.7-positivo delimitado em 

B. 1'', sobreposição das marcações anti-MAP-2 e anti-Nav1.7. D, marcação anti-MAP-2 (MAb) 

no DMV (50 m do calamus scriptorius). E, marcação anti-Nav1.7 (PAb) em neurônios do 

DMV. F, sobreposição das marcações anti-MAP-2 e anti-Nav1.7. D e E, projeções do tipo MIF 

de 2 secções confocais no eixo Z (1 m). 
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A figura 17 ilustra os resultados obtidos após experimentos de 

imunofluorescência de dupla marcação no núcleo dorsal motor do vago (DMV) 

utilizando os anticorpos anti-ChAT (MAb) e anti-Nav1.6 (PAb). Em16A, visão 

panorâmica da área dorsal de secção coronal do bulbo (25 m rostral ao calamus 

scriptorius), na qual é possível observar neurônios ChAT-positivos do DMV e do 

núcleo hipoglosso (HN), e ainda o quarto ventrículo (4V). Em 17-1, dois neurônios 

pertencentes ao DMV (delimitados em 16A) imunorreativos para ChAT apresentando 

185 e 207 m2 de ASS são mostrados em maior aumento. Em 17-1', está ilustrada uma 

clara ausência do canal Nav1.6 nos neurônios do DMV. Observa-se também a ausência 

de nodos de Ranvier Nav1.6 positivos nessa região. A sobreposição das imagens é 

ilustrada em 17-1'', onde só é vista a marcação anti-ChAT. 2 e 3, ilustram dois 

neurônios ChAT-positivos do HN, delimitados em 17A, apresentando 315 e 252 m2, 

respectivamente. O HN foi utilizado como controle positivo endógeno, juntamente 

como o cerebelo (dado não ilustrado) para os experimentos do Nav1.6 no DMV. Em 17-

2', um AIS imunorreativo para Nav1.6 de 18 m de extensão é ilustrado e em 2'', a 

sobreposição das imagens mostra que o AIS ilustrado pertence ao neurônio em 2. Outro 

AIS Nav1.6-positivo é ilustrado em 3', apresentando 15 m de extensão de marcação. 

Em 16-3'', a sobreposição das imagens anteriores mostra que o AIS ilustrado pertence 

ao neurônio ilustrado.  

A expressão do canal Nav1.6 no DMV foi também avaliada com o anticorpo 

monoclonal (Neuromab). Embora apresente uma marcação em neurônios do hipoglosso, 

neurônios do DMV também não apresentaram marcação anti-Nav1.6 (Apêndice C). 

Assim como no núcleo ambíguo, foram realizados experimentos de imunofluorescência 

para as isoformas 1.1 e 1.2 do canal para sódio, mas não encontramos marcação para 

essas isoformas no DMV (resultados não ilustrados). 
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Figura 17- Ausência de marcação para Nav1.6 (PAb) no núcleo Dorsal Motor do Vago 

(DMV). A, visão panorâmica da parte dorsal do bulbo imediatamente lateral e ventral ao quarto 

ventrículo marcada com anticorpo anti-ChAT (monoclonal) onde se observa os núcleos DMV e 

HN (25 m do calamus scriptorius). 1, maior magnificação da área 1 delimitada em A com 

indicação da área de silhueta somática dos dois neurônios pertencentes ao núcleo DMV. 1', 

ausência de marcação anti-Nav1.6 no DMV. 1'', sobreposição das marcações anti-ChAT e anti-

Nav1.6. 1 e 1': projeções do tipo MIF de 3 secções confocais no eixo Z (0,8 m). 2 e 3, maior 

magnificação das áreas 2 e 3 delimitadas em A com indicação das áreas de silhuetas somáticas 

de neurônios colinérgicos pertencentes ao HN. 2' e 3', marcação anti-Nav1.6 positiva nos 

neurônios do HN em processos (setas) cujas extensões são indicadas. 2'' e 3'', sobreposição das 

marcações anti-ChAT e anti-Nav1.6. 2 e 2': projeções do tipo MIF de 3 secções confocais no 

eixo Z (0,8 m). 3 e 3': projeções do tipo MIF de 4 secções confocais no eixo Z (0,8 m). 
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DISCUSSÃO 

 

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram uma identificação das isoformas 

de canais para sódio expressas em neurônios do núcleo ambíguo (NA) e do núcleo 

dorsal motor do vago (DMV) de ratos Wistar de 30 dias. Foi observada uma 

imunorreatividade anti-Nav1.7 somática que se estende a um processo deste derivado 

em neurônios da eferência visceral geral tanto do NA como do DMV (Figura 9, 10 e 

16). Neurônios autonômicos pulmonares do NA, identificados pelo traçador retrógrado 

toxina colérica, exibiram uma marcação anti-Nav1.7 (Figura 8) corroborando a sugestão 

que neurônios autonômicos do NA expressam principalmente essa isoforma. Por outro 

lado, aqueles motoneurônios da eferência visceral especial do NA, que inervam 

músculos branquioméricos envolvidos com fonação e deglutição, apresentaram uma 

intensa marcação anti-Nav1.6 em processos derivados do soma (Figura 11, 12, 13). A 

comprovação de que neurônios Nav1.6 positivos do NA inervam a musculatura 

branquiomérica deriva dos experimentos de lesão de axônios no nervo laríngeo 

recorrente e imunopositividade para ATF-3, ChAT e Nav1.6 em experimentos de tripla 

marcação (Figura 14). A expressão do canal Nav1.6 não foi detectada, mesmo com o 

uso de diferentes anticorpos, em neurônios autonômicos do NA que inervam o pulmão 

ou do DMV. Ainda, na formação compacta do NA, foi detectada imunorreatividade 

anti-Nav1.2 em vários processos curtos da neurópila envolvendo o soma (Figura 15). 

Ruggiero et al. (1990) mostraram que o anticorpo contra a enzima que sintetiza a 

acetilcolina, colina acetiltransferase (ChAT), delimita os núcleos NA e DMV e localiza 

os neurônios destes em secções do bulbo. Bieger & Hopkins (1987) realizaram 

experimentos em secções transversais, sagitais e coronais de ratos adultos e observaram 

que o maior diâmetro dos neurônios de todas as subdivisões foi encontrado no plano 

coronal. Jarvinen e Powley (1999) analisaram o número de neurônios presentes no NA 

em cortes do bulbo seccionados nos três planos possíveis e descreveram que o menor 

número de células foi encontrado em secções sagitais. Ademais, a maioria dos dendritos 

dos neurônios do NA da subdivisão dorsal são direcionados dorsomedial ou 

ventrolateralmente, à semelhança dos processos axonais (Ruggiero et al., 1990; Pascual-

Font et al., 2011). Devido a essas descrições da literatura, optamos por realizar, em 

nossos experimentos cortes coronais do bulbo. 
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De acordo com a literatura, neurônios de cada formação possuem um maior 

diâmetro caraterístico e estão localizados a distâncias específicas no eixo rostrocaudal 

de marcos anatômicos como o calamus scriptorius ou obex. Em ratos, a formação 

compacta, cujos neurônios inervam o esôfago e possuem cerca de 31 m de maior 

diâmetro, se estende caudalmente (cerca de 1,5 mm) a partir do limite rostral do NA, 

próximo ao término caudal do núcleo facial. A formação semi-compacta, possui 

neurônios que inervam a faringe e o músculo cricotireóide. Os neurônios dessa 

formação se encontram entre 400 e 1700 m rostral ao óbex e possuem de 35 a 45 m 

de maior diâmetro. A formação loose é a subdivisão do NA que possui menor 

quantidade de neurônios e se estende entre 960 e +960 do óbex e projetam para a 

laringe. Esses neurônios possuem maior diâmetro entre 25 e 35 m (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 neurônios imunomarcados com anti-ChAT 

foram divididos entre as formações de acordo com o maior diâmetro apresentado e 

distância rostrocaudal encontrados no bulbo. 

Em nossos resultados, foi encontrada a expressão do canal Nav1.7 tanto em 

neurônios pulmonares do NA, identificados com o traçador retrógrado, quanto em 

neurônios do DMV. Nos neurônios do DMV foi observada uma marcação somática que 

se estende ao longo de um processo (Figura 16), sem uma aparente mudança no sinal de 

imurreatividade entre esses dois compartimentos neuronais. Alguns desses processos, 

como no neurônio mostrado em maior magnificação na figura 16-1 apresentam um 

rápido afunilamento. Um estudo sobre a morfologia axonal feito em neurônios 

autonômicos parassimpáticos da medula sacral (Morgan CW, 2002) mostrou que em 

alguns desses neurônios o axônio surge diretamente do soma (3 de 24 neurônios), mas 

na maioria dos neurônios (21 de 24) o axônio surge de um dendrito. Para ambos os tipos 

de derivação, o segmento que apresenta um rápido afunilamento foi definido pelos 

autores como o segmento inicial do axônio (AIS). Após o término desse AIS, cuja 

extensão variou de 15 a 40 m (média de 26,8 m), segue o axônio. Nesses neurônios  

mielinização axonal parece se iniciar em distâncias variáveis, ou seja, após o AIS, o 

axônio segue amielinizado por distâncias entre 59 e 630 m. Poder-se-à sugerir que, em 

neurônios do DMV, como mostrado na Figura 16-1, que o segmento Nav1.7 positivo 

derivado do soma e que se afunila rapidamente, seja um AIS. Para esses neurônios do 
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DMV, ocorreria a expressão do canal Nav1.7 tanto no soma quanto no segmento inicial, 

sem uma diferença na densidade do canal nesses dois compartimentos. 

Naqueles neurônios Nav1.7 positivos do NA (Figuras 9 e 10), especialmente 

naqueles identificados como autonômicos pulmonares (Figura 8) foram observados 

segmentos Nav1.7 positivos derivados do soma, mas com uma aparente maior expressão 

desse canal nesse segmento quando comparado ao soma (Figura 10). Verifica-se no 

início desse processo, próximo ao soma, uma relativa baixa imunorreatividade 

comparada à parte distal desse segmento. Assim, parece existir nesses neurônios 

autonômicos do NA uma compartimentalização da expressão do canal Nav1.7. Nesse 

processo, foi observada correlação positiva significativa entre a área de silhueta 

somática e a extensão da marcação anti-Nav1.7 (Figura 10). Nesses segmentos, a 

marcação anti-Nav1.7 termina abruptamente em sua extremidade distal, como se a partir 

de um certo ponto iniciasse a mielinização. Essas características guardam semelhanças 

àquelas descritas para os segmentos iniciais de axônios (Kole et al., 2008; Hu et al., 

2009; Kole & Stuart, 2012). 

Tal segregação do canal Nav1.7 ao AIS não está descrita na literatura, embora 

exista para o canal Nav1.6. Naqueles AIS nos quais o canal Nav1.6 encontra-se em alta 

densidade, o acúmulo desse canal na membrana plasmática parece depender de 

interações com proteínas que formam uma ligação ao citoesqueleto, entre elas a 

anquirina-G (Hedstrom et al., 2007; Ogawa, Rasband, 2008). Experimentos objetivando 

detectar essa proteína nesse processo axonal de neurônios autonômicos do NA (e.g. 

tripla marcação anti-ChAT, -Nav1.7 e –anquirina-G) não foram realizados até o presente 

momento devido ao fato que, tanto o anticorpo anti-Nav1.7 que marcou tais segmentos 

quanto o anticorpo anti-anquirina-G (Ank-G), disponível no laboratório, são 

monoclonais e ainda do mesmo isotipo (IgG1). Caso isto seja confirmado, trata-se de 

dado inédito na literatura, mas não inesperado, considerando que a provável sequência 

de interação entre Ank-G e canais para sódio está presente também no canal Nav1.7 

(Gasser et al., 2012). 

Dessa forma, os dados sugerem que os neurônios autonômicos do DMV e 

aqueles do NA apresentam padrão diferente de distribuição do canal Nav1.7 nos 

diferentes compartimentos neuronais (soma e AIS), mas ambos expressam esse canal. É 

importante salientar que Morinville et al., (2007) mostraram a expressão do canal 

Nav1.7 no núcleo ambíguo e no núcleo dorsal motor do vago. Tais autores não 
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avaliaram quais neurônios desses núcleos expressam esse canal, tampouco estudaram a 

localização subcelular ou a presença de outras isoformas (e.g. Nav1.6) nesses neurônios. 

Em relação à mielinização McAllen e Spyer (1978) mostraram que em gatos 

uma população de neurônios do NA apresenta axônios com pouca mielina, 

correspondentes às fibras do tipo B, e que esses neurônios estão relacionados à 

inervação pulmonar. Nos neurônios do DMV dessa mesma espécie, foi observado que 

os axônios não possuem mielina, sendo fibras do tipo C (Ford et al., 1990). É 

importante salientar que esses autores mostraram que neurônios do DMV não projetam 

apenas pelo vago subdiafragmático para inervar vísceras abdominais, mas também 

enviam fibras amielinizadas que inervam o pulmão e também o coração. Em ratos, 

Cheng e Powley (1999, 2000) mostraram que neurônios pré-ganglionares vagais 

cardíacos do NA enviam fibras mais calibrosas do que as fibras enviadas pelos 

neurônios do DMV. Esses autores sugerem que as fibras autonômicas cardíacas 

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 o 

término abrupto da imunorreatividade anti-Nav1.7 na parte distal do AIS de neurônios 

do NA seja devido ao início da mielinização. 

Vários estudos fizeram uso de traçadores retrógrados para localização das 

células de interesse no sistema nervoso central. Os neurônios dos núcleos avaliados 

nesse estudo inervam diversos órgãos. Além disso, o NA possui neurônios eferentes 

viscerais especiais e gerais próximos, numa mesma formação, e, dessa forma, faz-se 

necessário o uso de traçador retrógrado para localizar com exatidão o neurônio a ser 

estudado. Alguns traçadores foram muito utilizados nos últimos tempos, como DiI 

Fluorogold e CTb (Corbett et al., 2003). No entanto, o traçador CTb é mais eficiente 

quando seguido de reações de imunofluorescência do que o traçador DiI, pois seu 

transporte ocorre mais rapidamente e sua marcação não é perdida quando realizada a 

permeabilização de secções histológicas utilizando soluções que contêm detergente, 

como o Triton utilizado em nossos experimentos (Corbett et al., 2003). Os dados 

obtidos reforçam a CTb como uma importante ferramenta na identificação neuronal por 

transporte retrógrado, visto que, foi obtido um forte sinal no soma três dias após a 

injeção intrapulmonar que permaneceu após o término da reação de imunofluorescência. 

Após a injeção de traçador retrógrado no lobo superior do pulmão foram 

encontrados neurônios marcados no DMV, além do NA, tanto em gatos (Kalia e 
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Mesulam, 1980) quanto em ratos (Pérez Fontán et al., 2000). Em nossos experimentos 

só encontramos marcação no NA, corroborando resultados dos experimentos realizados 

em ratos por Hadziefendic & Haxhiu (1999). Além disso, Hadziefendic e Haxhiu (1999) 

encontraram também neurônios no NA ventral, referindo-se à formação externa, após 

injeção de traçador CTb no pulmão. No entanto, em nossos experimentos foram 

observados neurônios CTb positivos somente na formação compacta (NAc). Essa última 

variação pode ser conseqüência de diferenças tanto no volume de traçador aplicado 

como local exato de aplicação no pulmão. 

Em nossos experimentos, foi observada marcação de CTb tanto ipsilateral 

quanto contralateral no bulbo, mas este último apresentou número consideravelmente 

menor de células (dado não ilustrado). Pérez Fontán et al. (2000) também encontraram 

marcação bilateral após injeção de CTb no pulmão de ratos e também com menor 

número de células no NA do lado contralateral, corroborando os dados obtidos no 

presente trabalho. Os autores sugerem que algumas fibras decussam a nível torácico. 

Nesse trabalho foi realizada toracotomia para aplicação de CTb, enquanto em nossos 

experimentos optamos por não utilizar o método cirúrgico. Os dados obtidos em ambos 

os experimentos foram semelhantes, sugerindo que o método utilizado em nosso 

trabalho é tão eficaz quanto o utilizado pelos outros autores. Importante salientar que 

todos os neurônios eferentes do NA marcados com CTb após injeção no pulmão foram 

positivos para ChAT (Kohn et al., 2009). 

Estudos utilizaram vagotomia como modelo de degeneração já que o nervo vago 

é de fácil acesso e tem ramos bem caracterizados (Flumerfelt et al., 1986). Esse 

procedimento foi também utilizado para localização de corpos celulares de neurônios no 

NA e DMV (Lawn, 1966; Lewis et al., 1970). Em nosso trabalho, tentou-se fazer um 

resgate da utilização de lesão periférica de nervo para localização neuronal empregando 

marcadores de lesão neuronal. Nesse sentido, Tsujino et al. (2000) mostraram em ratos 

que neurônios do DRG expressam o fator de transcrição ATF-3 após a axotomia. ATF-3 

é um fator de transcrição expresso em neurônios após lesão nervosa que parece estar 

envolvido com a regeneração de axonal.  

Outros marcadores de lesão neuronal foram também utilizados. Por exemplo, 

Uno et al. (2003) transeccionaram o nervo laríngeo recorrente de ratos e observaram que 

neurônios do NA expressam a proteína associada ao crescimento 43 (GAP-43), que tem 

papel importante no crescimento do axônio e modula formação de novas sinapses 
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(Benowitz & Routtenberg, 1997; Console-Bram et al., 1996). Hydman et al. (2005) 

resseccionaram o nervo laríngeo recorrente de ratos e observaram que não existe morte 

neuronal até um mês após a ressecção. Takaoka et al. (2009) realizaram estudos 

lesionando o nervo vago de ratos e observaram que neurônios do NA ipsilateral 

expressam nestina, proteína encontrada em neurônios imaturos (Hockfield and McKay, 

1985; Beech et al., 2004; Zhao et al., 2014). Os resultados desses estudos sugerem que a 

axotomia leva o neurônio de volta a um estado imaturo, expressando proteínas 

encontradas em neurônios em desenvolvimento. Essa alteração na expressão gênica 

após a axotomia pode envolver também canais iônicos, como foi demonstrado em 

neurônios sensoriais do DRG (Flake et al., 2004; Abdulla e Fuad, 2002). Entretanto, 

acreditamos que no decurso temporal de três dias ocorram apenas pequenas mudanças 

plásticas, de modo que a presença do canal Nav1.6 no AIS dos motoneurônios 

axotomizados deva refletir a condição normal. 

A laringe desempenha papel importante na respiração e na fonação. É inervada 

pelos ramos vagais laríngeo recorrente (RLN) e laríngeo 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 ambíguo. Portanto, os 

motoneurônios laríngeos cujas fibras constituem o SLN são as responsáveis pela 

inervação da mucosa e do músculo cricotireóide, sendo encontrados na formação semi-

compacta do NA. O RLN contém fibras oriundas de neurônios localizados na formação 

loose do NA, responsáveis pela inervação da musculatura intrínseca da laringe (Pascual-

Font et al., 2011). Esses autores mostraram que após aplicação de traçador retrógrado no 

RLN seccionado foram encontrados neurônios marcados ipsilateralmente, resultado que 

corrobora os encontrados nesse trabalho, uma vez que neurônios ATF-3 positivos foram 

encontrados somente do mesmo lado do nervo que sofreu a ressecção. 

Além de neurônios sensoriais do gânglio da raiz dorsal, a expressão do canal 

Nav1.7 canal foi mostrada também em neurônios pós-ganglionares do simpático no 

gânglio cervical superior (SCG) (Toledo-Aral et al., 1997; Rush et al., 2006; Morinville 

et al., 2007). Corroborando os experimentos bioquímicos que indicam a localização 

desses neurônios no DRG e SCG, diversos dados da literatura indicam uma relação 

entre mutações no gene codificador do canal Nav1.7 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 mutação desse gene que causa neuropatia 

sensorial, com perda da percepção de temperatura e dor e disautonomia (hipoidrose) 

entre outros sintomas como hiposmia, perda auditiva e hipogeusia. Faber et al. (2012) 

mostraram que pacientes com mutações nesse canal podem apresentar palpitação, 

hipotensão ortostática, boca e olhos secos, alterações visuais, constipação alternada com 

diarréia e hiperidrose. Dessa forma, é possível estabelecer uma ligação entre a 

localização do canal Nav1.7 no DRG e SCG, mutações genéticas (com ganho ou perda 

da função do canal) e alguns sintomas observados em pacientes. Entretanto, não 

encontramos nos relatos pesquisados, sintomas que associem, de um modo inequívoco, 

mutações no canal Nav1.7 e disfunção autonômica mediada pela alteração da função de 

neurônios do NA e DMV. 

No que diz respeito às propriedades elétricas das isoformas estudadas do canal 

de sódio dependente de voltagem, sabe-se que a não expressão do Nav1.7 acarreta em 

redução da excitabilidade neuronal e bloqueio de condução da corrente (Muroi et al., 

2011) enquanto a não expressão do canal 1.6 não é compatível com a vida (Meisler et 

al., 2001). Existem ainda relatos de que o Nav1.6 possui ativação rápida e o Nav1.7 

possui ativação lenta, do tipo rampa, onde existe uma somação espacial de potenciais 

pós-sinápticos excitatórios para que o limiar seja atingido e o potencial de ação seja 

disparado (Cummins et al., 1998; Herzog et al., 2003). Em relação ao desenvolvimento 

da inativação, as isoformas 1.7 e 1.6 também diferem, uma vez que a inativação da 

isoforma 1.7 ocorre de forma lenta e a 1.6 de forma rápida (Cummins et al., 1998; 

Herzog et al., 2003). Sendo assim, é possível elucidar a hipótese de que o Nav1.7 

existiria em neurônios cuja integração com outros sistemas é vasta, já que necessita de 

mais de um estímulo para gerar o potencial de ação, e que não dependa de 

funcionamento rápido já que possui ativação e inativação lentas, caso dos neurônios 

autonômicos encontrados no NA e DMV e corrobora o resultado encontrado. O Nav1.6 

existiria então em neurônios de funcionamento rápido e sua ausência impossibilitaria a 

sobrevivência, caso dos neurônios da eferência visceral especial do NA que são 

responsáveis inclusive pela deglutição e também corrobora com o resultado encontrado 

no presente trabalho. 

A expressão do canal Nav1.7 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 reação pela omissão do anticorpo primário 
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(resultados não mostrados). Não foram observados indícios de marcação inespecífica 

com o uso desses anticorpos. Um terceiro anticorpo utilizado, anti-Nav1.7 policlonal 

(Alomone), apresentou indícios de marcação inespecífica (apêndice A). Amostras de um 

lote diferente não foram obtidas e testadas até o presente momento. Essa última 

experimentação sugerida é de grande importância dado que esse anticorpo marcou 

neurônios do DRG de ratos (Qu et al., 2013; Mukai et al., 2014; Sadamasu et al., 2014) 

e camundongos (Amaya et al., 2006). 

Em relação à utilização do anticorpo anti-Nav1.7 monoclonal (MAb, Neuromab), 

a expressão do canal Nav1.7 foi ilustrada em neurônios do gânglio da raiz dorsal (DRG) 

de ratos (Yan et al., 2012; Ho et al., 2012; Dustrude et al., 2013; Liang et al., 2013) e 

células cancerígenas do pulmão de humanos (Campbell et al., 2013). O anticorpo anti-

Nav1.7 policlonal (PAb, Millipore) foi utilizado na marcação de neurônios do DRG de 

ratos (Toledo-Aral et al., 1997).  

Os nossos dados mostraram vários segmentos derivados do soma Nav1.6 

positivos em neurônios colinérgicos do NA e uma baixa ou ausência de expressão desse 

canal Nav1.6 no soma. Esse padrão de marcação foi obtido tanto com o anticorpo anti-

Nav1.6 MAb quanto pelo PAb. Essa marcação foi observada nas formações compacta 

(Figura 11), semi-compacta (Figura 12) e loose (Figura 13). Foi observada uma relativa 

baixa imunorreatividade no início desse processo comparada à parte distal desse 

segmento, e é observado ainda que, neste local, a marcação anti-Nav1.6 termina 

abruptamente. Nas formações compacta e loose foi observado que existe correlação 

positiva significativa entre a área de silhueta somática e a extensão da marcação anti-

Nav1.6 (Figuras 11 e 13). Acreditamos que essa correlação também exista na formação 

semi-compacta, em se tratando também de neurônios da eferência visceral especial, mas 

ainda não foi obtido n de células com processos Nav1.6 positivos suficientes para 

realização desta análise. Esse processo derivado do soma e Nav1.6 positivo corresponde, 

à luz da literatura, ao segmento inicial do axônio (AIS). Para confirmação dessa 

hipótese, serão realizados experimentos de imunofluorescência de dupla marcação 

utilizando anticorpos anti-Nav1.6 e anti-Ank-G. 

O AIS é uma estrutura localizada na parte proximal do axônio, entre o cone de 

implantação e a bainha de mielina que apresenta microtúbulos arranjados em fascículos 

originados do cone de implantação (Palay et al., 1968; Clark et al., 2009). De acordo 

com alguns autores, a organização de proteínas na membrana do AIS depende 
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especificamente do citoesqueleto axonal e de proteínas de ancoragem como a Ank-G e 

espectrina βIV (Hedstrom et al., 2007; Ogawa e Rasband, 2008). Essas proteínas do 

citoesqueleto no AIS são importantes para o direcionamento e manutenção de proteínas 

como canais iônicos dependentes de voltagem no AIS (Susuki e Rasband, 2008). Foi 

demonstrada a presença de Ank-G e espectrina βIV durante a maturação do AIS 

neuronal e acredita-se que a ank-G seja a responsável pela coordenação da formação do 

AIS (Jenkins e Bennett, 2001).  

A expressão do canal Nav1.6 no NA e DMV foi avaliada utilizando dois 

anticorpos distintos, o anti-Nav1.6 policlonal (PAb, Alomone) e -Nav1.6 monoclonal 

(MAb, Neuromab). O anticorpo mais utilizado nos experimentos foi o MAb devido à 

quantidade disponível e melhor imunomarcação junto ao anticorpo anti-ChAT (PAb). 

Para esse anticorpo, foi possível fazer o controle da reação apenas pela omissão do 

anticorpo primário, enquanto para o anti-Nav1.6 (PAb) foi realizada tanto a omissão do 

primário quanto a pré-incubação com peptídeo antigênico (resultados não mostrados). 

Não foram observados indícios de marcação inespecífica com os anticorpos primários 

ou secundários. 

A marcação dos canais Nav1.6 utilizando os anticorpos acima descritos foi 

observada em vários tipos celulares. O anticorpo policlonal (PAb, Alomone) foi 

utilizado em neurônios 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 ótico (Jenkins e Bennett, 2002) e também nos axônios encontrados na 

coluna dorsal da medula (Black et al., 2006). O segundo anticorpo anti-Nav1.6 (MAb, 

Neuromab) foi utilizado em culturas de neurônios 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 marcação cerebelar 

foi utilizada como controle positivo endógeno das reações de imunofluorescência. O 

padrão de marcação obtido com os dois anticorpos foi semelhante. Os anticorpos 

mencionados reconhecem epítopos distintos no canal Nav1.6 (tabela 1). 

O canal para sódio Nav1.2 é encontrado em fibras amielinizadas como, por 

exemplo, no axônio das células granulares do cerebelo (Schaller e Caldwell, 2003) 

Interessantemente, Osorio et al. (2010) mostraram que a expressão do canal Nav1.2 no 

AIS das células granulares reduz com o desenvolvimento pós-natal, ao passo que o 
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canal Nav1.6 aumenta. No AIS das células ganglionares da retina, o Nav1.2 é expresso 

durante o desenvolvimento embrionário, sendo substituído pelo canal Nav1.6 quando 

atingem a maturação (Boiko et al., 2003). Assim, a expressão do canal Nav1.2 no AIS e 

fibras amielinizadas é descrito na literatura enquanto sua presença em dendritos é pouco 

conhecida. 

Nesse sentido, experimentos de imunofluorescência revelaram uma expressão de 

Nav1.2 em processos curtos na formação compacta do NA (Figura 15). Nesses 

experimentos, utilizamos o cerebelo como controle endógeno positivo da reação, visto 

que esse canal está presente no AIS das células granulares, especialmente em animais 

mais jovens (Osorio et al., 2010). Até o presente momento não identificamos a origem 

desses processos, os quais poderiam ser dendritos, parte do AIS ou mesmo fibras de 

projeção para neurônios da formação compacta. Entretanto, os dendritos dos neurônios 

da NAc são 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 os processos curtos Nav1.2 positivos 

encontrados na NAc sejam dendritos. Esse resultado poderá ser confirmado realizando 

reação de imunofluorescência com os anticorpos anti-Nav1.2, anti-MAP-2 e anti-ChAT, 

experimento a ser realizado posteriormente, para publicação dos dados. Adicionalmente, 

será utilizado um segundo anticorpo anti-Nav1.2 (MAb, Neuromab). Para o anticorpo 

PAb, utilizado em nossos experimentos, foram realizadas a omissão do anticorpo 

primário e a pré-incubação com peptídeo antigênico (resultados não mostrados). Não 

foram observados indícios de marcação inespecífica com o anticorpo primário ou 

secundário. 
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CONCLUSÃO 

 

Nossos resultados mostraram que existem pelo menos duas isoformas de canal 

para sódio dependente de voltagem (Nav) na população neuronal heterogênea do NA de 

ratos de 30 dias, Nav1.6 e Nav1.7, e que as duas não coexistem em um mesmo neurônio. 

O canal Nav1.6 foi encontrado no AIS de neurônios que apresentaram maior área de 

silhueta somática, enquanto o Nav1.7 foi encontrado no soma e processos de neurônios 

de área de silhueta somática menor. O traçador retrógrado injetado no pulmão mostrou 

que os neurônios autonômicos possuem pequena área de silhueta somática e expressam 

a isoforma Nav1.7. Os processos imunorreativos para essa isoforma não são 

imunorreativos para o marcador neuronal MAP-2 e a sua extensão mostrou correlação 

positiva com a área somática, sugerindo que sejam segmentos iniciais de axônios. 

Neurônios motores do nervo laríngeo recorrente apresentaram unicamente a expressão 

da isoforma Nav1.6. O DMV apresentou expressão somente do Nav1.7 no soma e 

processos de seus neurônios autonômicos, e assim como visto no NA, não 

colocalizaram com MAP-2 nas reações de imunofluorescência. 

Os resultados encontrados sugerem que neurônios eferentes viscerais gerais do 

NA e DMV utilizam a isoforma Nav1.7 como principal geradora de PA, enquanto 

neurônios viscerais especiais do NA expressam Nav1.6. 
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APÊNDICES 

 

APÊNDICE A – IMUNOMARCAÇÃO OBTIDA COM O ANTICORPO ANTI-

NAV1.7 (POLICLONAL, ALOMONE). 

 

 

 
 

Ausência de colocalização das marcações anti-Nav1.7 (PAb) e anti-PAN-Nav. A, uma única 

secção confocal no eixo Z ilustrando a marcação para a proteína Nav1.7 no gânglio da raiz 

dorsal. B, ilustra a marcação 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 à 

esquerda a camada granular (GL). B: projeção do tipo MIF de 4 secções confocais (Z=0,8 m). 

C, uma maior magnificação da marcação anti-Nav1.7 no cerebelo de outro corte. C': marcação 

anti-PAN-Nav, onde as setas indicam AIS de células de Purkinje. C'': sobreposição das 

marcações anti-Nav1.7 e anti-PAN-Nav, e ausência de colocalização. C e C': projeções do tipo 

MIF de 2 secções confocais (Z=0,8 m). D, marcação anti-Nav1.7 encontrada no trato 

corticoespinhal lateral (LCT). D': marcação anti-PAN-Nav no LCT. D'': sobreposição das 

marcações anti-Nav1.7 e anti-PAN-Nav, e ausência de colocalização. . D e D': projeções do tipo 

MIF de 2 secções confocais (Z=0,8 m). 
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APÊNDICE B – ILUSTRAÇÃO DO RESULTADO DE EXPERIMENTOS 

REALIZADOS COM ANTICORPO NAV1.6 (POLICLONAL, ALOMONE) EM 

NEURÔNIOS DO NÚCLEO AMBÍGUO 

 

 

 
 

Análise da expressão do canal Nav1.6 (PAb) em neurônios do núcleo ambíguo. A e D, 

marcação anti-ChAT (MAb) de neurônios das formações loose e compacta, respectivamente. B 

e E, marcação anti-Nav1.6 (PAb) em processos (setas) com indicação da extensão de marcação 

e em nodos de Ranvier. C e F, sobreposição das marcações anti-ChAT e anti-Nav1.6 

evidenciando que os processos Nav1,6 positivos são derivados do soma. A e B, projeções do 

tipo MIF de 5 secções confocais (Z=1 m). D e E, projeções do tipo MIF de 5 secções confocais 

(Z=0,8 m). 
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APÊNDICE C – ILUSTRAÇÃO DO RESULTADO DE EXPERIMENTOS 

REALIZADOS COM ANTICORPO NAV1.6 (MONOCLONAL, NEUROMAB) EM 

NEURÔNIOS DO NÚCLEO DORSAL MOTOR DO VAGO 

 

 

 
 

Análise da expressão do canal Nav1.6 (MAb) em neurônios do núcleo dorsal motor 

do vago (DMV). A, marcação anti-ChAT (PAb) no DMV e no HN. B, marcação anti-

Nav1.6 de processo no HN e nodos de Ranvier. C, sobreposição das marcações anti-

ChAT e anti-Nav1.6 (MAb). A e B, projeções do tipo MIF de X secções confocais 

(Z=1,5 m). D, visão panorâmica da região dorsal do bulbo onde estão situados o DMV 

e o HN e seus tratos nas áreas delimitadas 1 e 2, respectivamente. 1' e 2', maior aumento 

das áreas delimitadas em D marcadas com anti-Nav1.6. 1'' e 2'', sobreposição das marcações 

anti-ChAT e anti-Nav1.6. Insets: em maior aumento, a sobreposição das marcações anti-ChAT e 

anti-Nav1.6 mostra nodos de Ranvier nas fibras que emergem do HN, resultado não observado 

nas fibras do DMV. 
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ANEXOS 
 

ANEXO A – APROVAÇÃO DO PROTOCOLO Nº 234 PELA COMISSÃO DE 

ÉTICA EM USO DE ANIMAIS – UFTM 

 

 


