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RESUMO 

 

SOUZA, Viviane Felintro. Participação dos canais para K+ e Ca2+ no controle das 

propriedades eletrofisiológicas dos motoneurônios parassimpáticos 

respiratórios do Núcleo Motor Dorsal do Vago. 2022. 112 f. Tese (Doutorado em 

Fisiologia) – Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, 

São Paulo, 2002. 

Em mamíferos, o sistema neurovegetativo coordena com maestria a geração central 

das atividades simpática e parassimpática para o sistema respiratório. A inervação 

parassimpática é de suma importância para o controle do tônus da musculatura lisa 

brônquica e secreção de muco, e consequentemente para o controle do fluxo de ar 

nas vias aéreas inferiores. Os motoneurônios parassimpáticos respiratórios (MNPRs) 

estão localizados no Núcleo Motor Dorsal do Vago (DMV) e no Núcleo Ambíguos (NA). 

Entretanto, a contribuição efetiva dos MNPRs do DMV para o controle das vias aéreas 

inferiores tem sido associada a estudos anatômicos e até hoje pouco se sabe sobre 

os mecanismos biofísicos que determinam a atividade elétrica dos mesmos. 

Alterações na atividade desta população neuronal podem contribuir para exacerbar 

sintomas encontrados em patologias como a asma, doença pulmonar obstrutiva, rinite 

alérgica, entre outras. Sabe-se também que os canais para K+ e para Ca2+ 

desempenham um papel fundamental no controle da excitabilidade celular e da 

cinética do potencial de ação em diferentes neurônios do sistema nervoso central. 

Todavia, a relevância funcional dos canais para K+ (Kv) e Ca2+ (Cav) dependentes de 

voltagem, bem como dos canais para K+ modulados por Ca2+ (KCa2+) no controle da 

atividade elétrica dos MNPRs do DMV de ratos ainda não está elucidada. Portanto, 

na presente Tese de Doutorado levantamos a hipótese de que correntes de K+ 

mediadas pelos canais Kv e KCa2+, assim como as correntes de Ca2+ mediadas pelos 

canais Cav, controlam a excitabilidade e a cinética do potencial de ação dos MNPRs 

do DMV de ratos. Por meio da técnica de whole cell patch clamp em fatias do DMV de 

ratos avaliamos: I) a participação dos canais Kv, Cav e KCa2+ no controle da cinética 

do potencial de ação, da excitabilidade, do potencial de membrana em repouso e da 

frequência de potenciais de ação espontâneos dos MNPRs, e; II) a contribuição dos 

canais KCa2+ no controle da transmissão sináptica excitatória nos MNPRs. Nossos 

dados demonstram que o bloqueio dos canais Kv com o tetraetilamônio reduz a 



 
 

excitabilidade e a frequência de potencias de ação espontâneos e aumenta a largura 

do potencial de ação dos MNPRs do DMV. Também demonstramos que o bloqueio 

dos canais Cav do tipo L com a nifedipina reduz a excitabilidade dos MNPRs, sem 

alterar a cinética do potencial de ação. Adicionalmente, o bloqueio dos canais KCa2+ 

de alta condutância (BK) com a iberiotoxina aumenta a largura do potencial de ação e 

reduz a frequência e amplitude das correntes espontâneas pós-sinápticas excitatórias 

(sEPSCs), enquanto que o bloqueio dos canais KCa2+ de baixa condutância (SK) 

reduz somente a amplitude das sEPSCs. Sendo assim, concluímos que os canais Kv, 

Cav, BK e SK contribuem de maneira distinta para o controle da cinética do potencial 

de ação, da frequência de potencias de ação espontâneos, da excitabilidade e da 

transmissão sináptica excitatória nos MNPRs do DMV de ratos.  

Palavras chaves: Núcleo Motor Dorsal do Vago, canais Kv, canais Cav, canais BK, 

canais SK, propriedades eletrofisiológicas intrínsecas, excitabilidade, cinética do 

potencial de ação e transmissão sináptica. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

ABSTRACT 

 

SOUZA, Viviane Felintro. Participation of K+ and Ca2+ channels in the control of 

electrophysiological properties of the respiratory parasympathetic 

motoneurons in the Dorsal Motor Nucleus of Vagus. 2022. 112 f. Tese (Doutorado 

em Fisiologia) – Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São 

Paulo, São Paulo, 2002. 

In mammals, the neurovegetative system coordinates the generation of sympathetic 

and parasympathetic activities to the respiratory system. The parasympathetic 

innervation plays an important role controlling the bronchial smooth muscle tone and 

mucus secretion, and consequently the air outflow to the lower airways. The 

parasympathetic respiratory motoneurons (MNPRs) are located in the Dorsal Motor 

Nucleus of the Vagus (DMV) and in the Nucleus Ambiguus (NA). However, the 

effective contribution of the DMV MNPRs for the control of the lower airways has been 

associated with anatomical studies and little is known about the biophysical 

mechanisms that determine their electrical activity. Changes in the activity of this 

neuronal population can contribute to exacerbate symptoms observed in asthma, 

obstructive pulmonary disease, allergic rhinitis among other diseases. It’s also known 

that the K+ and Ca2+ channels play a fundamental role in the control of excitability and 

action potential waveform in different types of neurons in the central nervous system. 

However, the functional contribution of voltage-gated K+ (Kv) and Ca2+ (Cav) channels, 

as well as Ca2+-activated K+ channels (KCa2+) in the control of DMV MNPRs electrical 

activity of rats is still unclear. Thus, in the present Doctoral thesis we hypothesized that 

the K+ currents mediated by Kv and KCa2+ channels, as well as Ca2+ currents mediated 

by Cav channels, control the excitability and action potential waveform of DMV MNPRs 

of rats. Using the whole cell patch clamp technique on DMV slices of rats, we 

evaluated: I) the participation of Kv, Cav and KCa2+ channels in the control of action 

potential waveform, excitability, resting membrane potential and frequency of 

spontaneous action potential of MNPRs, and; II) the contribution of KCa2+ channels in 

the control of excitatory synaptic transmission to MNPRs. Our results demonstrate that 

blocking Kv channels using tetraethylammonium decreased the excitability and 

frequency of spontaneous action potentials and increases the action potential half-

width of DMV MNPRs. We also demonstrate that blocking L-type Cav channels using 



 
 

nifedipine decreased the excitability of MNPRs, without changes in the action potential 

waveform. Additionally, blocking large conductance Ca2+-activated K+ channels (BK) 

using iberiotoxin increased the action potential width and decreased the frequency and 

amplitude of spontaneous excitatory postsynaptic currents (sEPSCs), while blocking 

small conductance Ca2+-activated K+ channels (SK) only decreased the amplitude of 

the sEPSCs. Therefore, we conclude that Kv, Cav, BK and SK channels contribute 

differently to the control of the action potential waveform, the frequency of spontaneous 

action potentials, excitability and excitatory synaptic transmission to the DMV MNPRs 

of rats. 

Keywords: Dorsal Motor Nucleus of Vagus, Kv channels, Cav channels, BK channels, 

SK channels, intrinsic electrophysiological properties, excitability, action potential 

waveform and synaptic transmission. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Sistema nervoso autônomo e o controle das vias aéreas inferiores.  

 

O controle do fluxo de ar para as vias aéreas inferiores é orquestrado com 

maestria pelo sistema nervoso autônomo. Tanto o sistema nervoso autônomo 

simpático quanto o parassimpático inervam as células efetoras das vias aéreas 

inferiores, isto é, as glândulas secretoras, a musculatura lisa e o sistema vascular, 

contudo, modulam de maneira distinta as respostas neurovegetativas (MAZZONE; 

CANNING, 2002; 2013; MAZZONE; UNDEM, 2016). A inervação parassimpática 

vagal é a principal reguladora do tônus da musculatura lisa das vias aéreas inferiores 

e da secreção de muco, desempenhando assim um papel crucial no controle do fluxo 

de ar frente às diferentes demandas ventilatórias (CANNING, 2006; CANNING; MORI; 

MAZZONE, 2006; COLERIDGE; COLERIDGE, 1994a; WINE, 2007).  

Os motoneurônios parassimpáticos pré-ganglionares estão localizados no 

tronco encefálico, especificamente no Núcleo Ambíguos (NA) e no Núcleo Motor 

Dorsal do Vago (DMV), os quais fornecem modulação eferente para diferentes regiões 

do organismo (BENNETT et al., 1981; HADZIEFENDIC; HAXHIU, 1999; HASELTON 

et al., 1992; KALIA; MESULAM, 1980; MCALLEN; SPYER, 1978; PÉREZ FONTÁN; 

VELLOFF, 1997). Os motoneurônios parassimpáticos pré-ganglionares são 

colinérgicos e fazem sinapses em pequenos gânglios, ao longo das vias aéreas 

respiratórias, ativando os neurônios pós-ganglionares via receptores nicotínicos. Os 

neurônios pós-ganglionares parassimpáticos que inervam as vias áreas inferiores 

liberam acetilcolina, a qual atua principalmente nos receptores muscarínicos do tipo 3 

localizados no músculo liso e nas glândulas nos brônquios, produzindo 

broncoconstrição e secreção de muco (KISTEMAKER et al., 2012). Adicionalmente a 

essa via clássica pela qual a acetilcolina atua, existe ainda uma via não colinérgica, 

que vai depender de outros mediadores que também contribuem de maneira 

substancial para a regulação da secreção de muco e broncoespasmo (CANNING, 

2006; COLERIDGE; COLERIDGE, 1994a; HADZIEFENDIC; HAXHIU, 1999; HAXHIU 

et al., 2005), tais como o peptídeo intestinal vasoativo e o oxido nítrico (CANNING, 

2006). 
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Sabe-se que a exposição a fatores alérgenos leva a alterações na atividade 

sensorial presente nas vias aéreas respiratórias e, consequentemente, desencadeiam 

respostas reflexas que incluem: espirro, tosse, aumento da secreção de muco e 

broncoespasmo, na tentativa de proteger as vias áreas inferiores (GOEHLER et al., 

2000). Esses fatores ambientais ou poluentes, que causam irritação do sistema 

respiratório, levam a liberação de mediadores que vão interagir com as células 

sensorias, que por sua vez, vão alterar suas propriedades eletrofisiológicas e 

morfológicas para informar o  sistema nervoso central (SNC), evocando uma resposta 

reflexa apropriada, como por exemplo, alterações no padrão respiratório, espirro e 

tosse, que são mecanismos de defesa contra esses agentes irritantes (CHEN et al., 

2001; RICCIO; MYERS; UNDEM, 1996; UNDEM et al., 1999; UNDEM; TAYLOR-

CLARK, 2014; WU et al., 2008; WU et al., 2002).  

Os neurônios sensoriais que inervam as vias aéreas respiratórias detectam 

alterações locais das condições físicas e químicas e transmitem tais informações para 

o SNC, desempenhando assim um papel crucial na regulação da homeostase do 

sistema respiratório. Classicamente, as fibras aferentes broncopulmonares podem ser 

divididas em fibras de estiramento de adaptação rápida (RARs), fibras de estiramento 

de adaptação lenta (SARs), ambas mielinizadas, e as fibras do tipo C, que não são 

mielinizadas (LEE; YU, 2014; MAZZONE; UNDEM, 2016). As fibras RARs estão 

distribuídas ao longo das vias aéreas respiratórias e são mecanossensores, isto é, 

são sensíveis a estímulos mecânicos, tais como inflação e deflação do pulmão, porém 

também são estimuladas por uma variedade de mediadores químicos e inflamatórios. 

Em condições de inflação do pulmão, as RARs são ativadas e transmitem as 

informações sensoriais para as regiões no SNC específicas estimulando a frequência 

respiratória e esforço inspiratório. As fibras SARs estão presentes na musculatura lisa 

das vias aéreas respiratórias (YU, 2021). Essas fibras detectam o grau de insuflação 

pulmonar e estão envolvidas no reflexo de Hering-Breuer, inibindo a inspiração para 

controlar o tempo inspiratório e o volume corrente (LEE; YU, 2014; MAZZONE; 

UNDEM, 2016; YU, 2021). Por fim, as fibras C apresentam lenta condução, além de 

serem amplamente distribuídas pelos pulmões e vias aéreas respiratórias, em 

especial os brônquios. Estímulos químicos e mecânicos, bem como, aumento da 

temperatura e do volume do líquido intersticial são capazes de estimular os receptores 
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das fibras C para gerarem entre vários efeitos a broncoconstrição (COLERIDGE; 

COLERIDGE, 1994b; LEE; YU, 2014).  

Essa comunicação entre o sistema sensorial e o SNC, mediada pelas 

aferências vagais broncopulmonares, é de suma importância para a regulação precisa 

da função pulmonar, além de fornecer um mecanismo de defesa apurado, para manter 

a integridade das vias aéreas respiratórias. Essa informação sensorial das vias aéreas 

inferiores é transmitida ao SNC até a Área Postrema, Núcleo do Trato Solitário e 

Núcleo Espinhal do Nervo Trigêmeo (BERTHOUD; NEUHUBER, 2000). Os 

motoneurônios parassimpáticos localizados no NA e DMV nessas condições podem 

aumentar a sua excitabilidade, reduzindo seu limiar, podendo desencadear respostas 

significativas mesmo que o estímulo seja baixo, além de apresentarem respostas mais 

duradouras (HAXHIU et al., 2005; UNDEM; TAYLOR-CLARK, 2014). Essa integração 

contribui para a regulação da função pulmonar, fornecendo um mecanismo reflexo 

que é importante para preservar as funções respiratórias. Nesse sentido, a melhor 

compreensão dos mecanismos envolvidos na regulação motora para as vias áreas 

inferiores e, consequentemente, da broncoconstrição, fornecerá sem dúvida a base 

para o entendimento e desenvolvimento de novas abordagens terapêuticas para o 

tratamento de doenças que acometem o sistema respiratório (UNDEM; TAYLOR-

CLARK, 2014). 

 

1.2. Características eletrofisiológicas dos motoneurônios parassimpáticos 

respiratórios.  

 

Até o momento, sabemos que os motoneurônios parassimpáticos respiratórios 

(MNPRs) estão presentes tanto no NA quando no DMV, no entanto, estes MNPRs 

aparentemente apresentam características eletrofisiológicas distintas e, portanto, é 

possível que possuam diferentes contribuições fisiológicas e patológicas. Nesse 

sentido, Haselton et al. (1992) utilizando cães como modelo animal, demonstraram 

que a microinjeção de ácido homocisteico (DLH, um potente agonista dos receptores 

glutamatérgicos NMDA) no NA promoveu um aumento da resistência pulmonar, 

aumento da pressão traqueal, redução da complacência pulmonar, sem alteração da 

ventilação pulmonar. Esses dados coletivamente indicam que os MNPRs do NA 

participam do controle da broncoconstrição. Em contrapartida, ao realizarem a mesma 
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estimulação dos motoneurônios do DMV não houve alterações na resistência e na 

complacência pulmonar, sugerindo que os motoneurônios do DMV não participam do 

controle da broncoconstrição. Nesse sentido, os mesmos autores sugeriram que os 

MNPRs do DMV poderiam participar do controle da secreção de muco.  

Em estudos recentes do nosso laboratório, Moraes et al. (2021) demonstraram 

que os MNPRs do NA despolarizam durante a inspiração, com um aumento da 

frequência de potencias de ação, e esse fenômeno é causado por eventos sinápticos 

excitatórios provenientes dos neurônios inspiratórios do tronco cerebral. Ou seja, os 

motoneurônios do NA desempenham um papel funcional importante na geração da 

broncoconstrição fásica a cada ciclo respiratório. Este fenômeno foi confirmado após 

vagotomia bilateral a qual eliminou a broncoconstrição fásica. Por outro lado, nos 

estudos desenvolvidos por Ford et al. (1990), utilizando estimulação antidrômica em 

gatos, demonstraram que os motoneurônios pulmonares e cardíacos no DMV 

apresentavam características eletrofisiológicas distintas. Em relação aos 

motoneurônios do DMV que se projetavam para as vias áreas respiratórias, em torno 

da metade apresentavam baixa frequência de potenciais de ação e baixa velocidade 

de condução axonal. Já os estudos de McAllen e Spyer (1978), demonstraram que a 

velocidade de condução dos axônios dos MNPRs do DMV de gatos apresentava uma 

velocidade de condução mais lenta em relação aos MNPRs do NA. Esses dados 

sugerem que os MNPRs do NA e do DMV possuem contribuições fisiológicas distintas 

para o controle da atividade parassimpática para as vias áreas inferiores. Sendo 

assim, novos estudos são necessários para elucidar as propriedades eletrofisiológicas 

e as possíveis contribuições funcionais desses motoneurônios para o controle das vias 

aéreas inferiores em condições fisiológicas e patológicas. 

 

1.3. Excitabilidade e cinética do potencial de ação.  

 

Os neurônios processam e transmitem as informações por meio de sinais 

elétricos e químicos (CATTERALL, 1984). O potencial de ação consiste em rápidas 

alterações do potencial de membrana da célula e é o principal mecanismo de 

sinalização dos sinais nervosos, sendo uma característica importante das células 

excitáveis (BEAN, 2007). A geração de um potencial de ação é um processo 
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complexo, que envolve a abertura e fechamento de vários canais iônicos na 

membrana celular (HILLE, 2001).  

O controle da capacidade das células gerarem potenciais de ação 

(excitabilidade) está entre as características mais importantes dos neurônios (HILLE, 

2001). A maioria das células de vertebrados, incluindo os neurônios, mantém 

gradientes iônicos através de suas membranas (meio intra- e extracelular), de modo 

que, o líquido intracelular contém uma alta concentração de K+ e baixas 

concentrações de Na+ e Ca2+ em relação ao líquido extracelular. A excitabilidade 

celular é influenciada por vários fatores, como por exemplo, a presença dos canais na 

membrana, a sua densidade e a probabilidade de abertura dos mesmos 

(CATTERALL, 1984; HILLE, 2001). A capacidade de gerar potenciais de ação em 

neurônios requer um ajuste fino da expressão de canais iônicos a qual determina a 

cinética do potencial de ação, entre outros parâmetros (CATTERALL, 1984; HILLE, 

2001; BEAN, 2007). A cinética do potencial de ação é medida de acordo com alguns 

parâmetros, são eles: o limiar, a amplitude e largura do potencial de ação, assim como 

pela amplitude da hiperpolarização após o potencial de ação (HPP) (BEAN, 2007). A 

HPP ainda pode ser dividida em componentes lento, intermediário e rápido (SAH; 

MCLACHLAN, 1991; 1992). A adaptação da frequência de potencias de ação ao longo 

do tempo, também conhecido como spike frequency adaptation, também é um 

componente importante para mensurar a excitabilidade. Refere-se a desaceleração 

progressiva da frequência de potencias de ação durante um estímulo (BENDA; HERZ, 

2003; PARTRIDGE; STEVENS, 1976). Esse padrão de adaptação pode ser 

observado em alguns neurônios, os quais mesmo na presença de correntes 

despolarizantes sustentadas ocorre uma adaptação de maneira tão marcante, que 

apenas um pequeno número de potenciais de ação é gerado. Na maioria dos casos, 

a adaptação na frequência dos potenciais de ação aparece com uma hiperpolarização 

desenvolvida lentamente após um longo período de excitação dos neurônios  

(BENDA; HERZ, 2003; PARTRIDGE; STEVENS, 1976) 

Sabemos que, tanto os canais para K+ quanto os canais para Ca2+ podem 

modular a excitabilidade e a cinética do potencial de ação em diversos tipos neuronais 

(BEAN, 2007; DALLAS et al., 2008; LI et al., 2011; LIN et al., 2010; LIN et al., 2014; 

PEDARZANI et al., 2000; SAH, 1995; SAH; MCLACHLAN, 1991; 1992; 1993). Os 

canais para K+ e os canais para Ca2+ são alguns dos principais determinantes da 
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cinética do potencial de ação, bem como da excitabilidade neuronal. Nesse sentido, 

canais para K+ e Ca2+ podem contribuir para modular a excitabilidade e a cinética do 

potencial de ação dos MNPRs do DMV de ratos.   

 

1.4. Canais para K+ dependentes de voltagem.  

 

Os canais para K+ localizam-se nas membranas celulares e controlam o 

movimento de íons K+ (efluxo e influxo) nas células. Eles desempenham papéis 

cruciais em células excitáveis e não excitáveis e podem ser encontrados virtualmente 

em praticamente todas as espécies animais. Diferentes canais para K+ podem 

contribuir de maneira específica para as características eletrofisiológicas de diferentes 

neurônios. De todos os tipos de canais iônicos conhecidos, os canais para K+ são os 

que apresentam maior diversidade. Esses canais são cruciais para o controle da 

excitabilidade neuronal, pois ajudam a determinar o potencial da membrana em 

repouso e a repolarização do potencial de ação (JUDGE et al., 2007). Os canais para 

K+ podem ser agrupados de acordo com suas propriedades farmacológicas, cinéticas 

e estrutura molecular e são divididos basicamente em quatro grandes famílias, sendo 

elas: i) os retificadores de entrada (Kir), composto por 2 domínios transmembrana; ii) 

os K2P com 4 domínios; iii) os canais dependentes de voltagem (Kv), com 6 domínios, 

e; iv) os canais para K+ modulados por Ca2+ (KCa
2+), que possuem 6 ou 7 domínios 

(HILLE, 2001; JUDGE et al., 2007; REINHART; CHUNG; LEVITAN, 1989) 

Os canais Kv podem ser descritos como canais para K+ dependentes da 

diferença de potencial através da membrana e compreendem uma grande família de 

canais iônicos permeáveis ao K+, que desempenham papeis cruciais no controle da 

atividade neuronal, modulando a excitabilidade neuronal (DALLAS et al., 2008; 

GONZÁLEZ et al., 2012) e também a duração e a forma do potencial de ação 

(GONZÁLEZ et al., 2012). Esses canais possuem quatro subunidades α 

transmembranas distintas que são as formadoras do poro, e embora a expressão 

dessa conformação tetramérica das subunidades α seja o requisito mínimo para 

formar um canal funcional, a associação do domínio do poro com um conjunto 

diversificado de subunidades acessórias, como Kvβ, KChAP, KChIP e MinK, confere 

características regulatórias multimodais e únicas aos canais Kv (RAPH; 

BHATNAGAR; NYSTORIAK, 2019). De maneira geral, as correntes de K+ mediadas 



  7 

 

 
 

por canais Kv podem ser classificadas de acordo com a sua cinética, sendo assim, 

apresentam-se as correntes para K+ do tipo A (IA) e a corrente para K+ com retificação 

retardada. Além disso, a família dos canais Kv é composta por tipos estruturais e 

funcionais diferentes (Kv1 -11) (GONZÁLEZ et al., 2012).   

Estudos prévios desenvolvidos por Sah et al. (1992) demonstraram que o 

tetraetilamônio (TEA) reduz as correntes de K+ dos motoneurônios do DMV de ratos. 

Sabe-se que o TEA é um clássico bloqueador de canais para K+, especialmente dos 

canais Kv (sobretudo do tipo Kv3) (BEAN, 2007). Nesse estudo de Sah et al. (1992), 

foi demonstrado que os motoneurônios do DMV de ratos apresentavam pelo menos 

três correntes diferentes, que contribuíam para a repolarização do potencial de ação, 

dentre elas a corrente para K+ do tipo IA. Adicionalmente, em motoneurônios do DMV, 

o bloqueio farmacológico com TEA não afetou a frequência de potenciais de ação 

espontâneos. Contudo, o TEA foi capaz de aumentar a largura do potencial de ação 

dos mesmos (PEDARZANI et al., 2000). Em conjunto, esses dados demonstram a 

importância dos canais Kv para modular a cinética e a excitabilidade em diferentes 

motoneurônios do DMV e também demonstram a sua possível contribuição para 

modular tais parâmetros nos MNPRs.  

 

1.5. Canais para Ca2+ dependentes de voltagem  

 

Os canais para Ca2+ dependentes de voltagem (Cav) são ativados em resposta 

a estímulos despolarizantes e medeiam o influxo de Ca2+, aumentando a [Ca2+] 

intracelular (SIMMS; ZAMPONI, 2014).  Os canais Cav podem ser divididos de acordo 

com as suas propriedades biofísicas, sendo eles os canais Cav ativados por alta 

voltagem (HVA - Cav1 e Cav2), que são ativados em resposta a grandes 

despolarizações na membrana, e em canais ativados por baixa voltagem (LVA- Cav3), 

que são ativados por pequenas alterações na voltagem da membrana (ARMSTRONG; 

MATTESON, 1985; SIMMS; ZAMPONI, 2014). Adicionalmente, com base em análises 

moleculares, sabemos que os canais HVA são formados por uma subunidade Cavα1, 

que é a formadora de poro, mais as subunidades auxiliares Cavβ e Cavα2δ. Os canais 

LVA apresentam apenas a subunidade Cavα1 (SIMMS; ZAMPONI, 2014). A 

subunidade Cavα1 é a principal determinante do subtipo de canal para Ca2+. Sendo 

assim, as subunidades Cavα1 são divididas em três subfamílias (Cav1, Cav2 e Cav3), 
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cada uma apresentando características farmacológicas e cinéticas distintas (SIMMS; 

ZAMPONI, 2014). Os canais Cav1, conhecidos como canais do tipo L, apresentam 

genes que codificam três subunidades (Cav1.2, Cav1.3 e Cav1.4) (LIPSCOMBE; 

HELTON; XU, 2004; RANDALL; TSIEN, 1995). Já os canais Cav2 apresentam três 

subunidades (Cav2.1, Cav2.2 e Cav2.3). Interessantemente, os canais Cav2.1 podem 

dar origem aos canais do tipo P e Q por meio de splicing alternativo. Os Cav2.2 

codificam os canais do tipo N e os Cav2.3 correspondem aos canais do tipo R. Existem 

ainda os canais Cav3 que apresentam também três subunidades (Cav3.1, Cav3.2 e 

Cav3.3), representando os canais para Ca2+ do tipo T (SIMMS; ZAMPONI, 2014).  

Os motoneurônios do DMV expressam 4 subtipos dos canais Cav, sendo eles: 

canais Cav do tipo L (Cav1.2 e Cav1.3), canais Cav do tipo P/Q (Cav2.1), canais Cav 

do tipo N (Cav2.2) e canais Cav do tipo R (Cav2.3). A maior expressão é, 

respectivamente, das subunidades Cav1.2, Cav2.3, Cav2.2, Cav2.1 e Cav1.3 

(COOPER et al., 2015). Adicionalmente, nos motoneurônios do DMV, os canais Cav 

estão envolvidos com o componente lento da HPP (GOLDBERG et al., 2012; SAH, 

1992). Portanto, devido ao seu papel funcional e também por estar presente em 

motoneurônios do DMV de ratos, acreditamos que os canais Cav, especialmente os 

canais Cav do tipo L, podem contribuir para o controle da excitabilidade e da cinética 

do potencial de ação dos MNPRs.  

 

1.6. Canais para K+ modulados por Ca2+  

 

Durante o potencial de ação, a membrana se despolariza e com isso ocorre o 

aumento da [Ca2+] intracelular e ativação dos canais KCa2+, gerando uma corrente de 

saída de K+ (VERGARA et al., 1998). Os canais KCa2+ geralmente estão próximos aos 

canais Cav na membrana celular (DE VRIND et al., 2016; LORENZO-CEBALLOS et 

al., 2019; SAH, 1992). Os canais KCa2+ desempenham um papel crucial no controle 

da atividade neuronal, modulando a cinética do potencial de ação (SAH, 1995; SAH; 

MCLACHLAN, 1991; 1992). Os canais KCa2+ possuem três subfamílias distintas, são 

elas: os canais KCa2+ de alta condutância (BK), canais KCa2+ de condutância 

intermediária (IK) e canais KCa2+ de baixa condutância (SK) (VERGARA et al., 1998). 

Salienta-se ainda que as suas correntes exibem propriedades cinéticas heterogêneas, 

assim como os diferentes canais KCa2+ são bloqueados por diferentes fármacos. 
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Esses canais também apresentam distribuição tecidual distinta (PEDARZANI et al., 

2000; PEDARZANI; STOCKER, 2008). 

Os canais SK são expressos no sistema nervoso periférico e majoritariamente 

no SNC e são inibidos pelo bloqueador seletivo apamina, um composto derivado do 

veneno de abelha (PEDARZANI et al., 2000). Já os canais IK são expressos 

especialmente nos glóbulos vermelhos das células sanguíneas, células endoteliais e 

em linhagens celulares de origem epitelial e são especialmente sensíveis ao 

clotrimazol, um antifúngico (JENSEN et al., 1998). Os canais BK, dentre todos os 

KCa2+, são os mais diversos. Eles são expressos em diversos tecidos do organismo 

e são seletivamente sensíveis à iberiotoxina (IBTX), caribdotoxina e paxilina 

(LATORRE; MORERA; ZAELZER, 2010; PEDARZANI et al., 2000). A diversidade dos 

papéis fisiológicos dos canais KCa2+ é ampliada pela existência de inúmeras variantes 

de splicing (especialmente para os canais BK e SK) em diferentes tecidos (KSHATRI; 

GONZALEZ-HERNANDEZ; GIRALDEZ, 2018; SCHOLL et al., 2014; SHIPSTON, 

2001), bem como sua associação com subunidades auxiliares (KSHATRI; 

GONZALEZ-HERNANDEZ; GIRALDEZ, 2018). 

 

1.6.1. Canais BK 

 

Os canais BK são reguladores universais da excitabilidade celular, dada a sua 

excepcional condutividade seletiva ao K+, que envolve o mecanismo de ativação 

conjunta de despolarização e aumento da [Ca2+] intracelular (XIA et al., 1998). Foram 

os primeiros canais KCa2+ a serem identificados, possuem condutância elevada, na 

ordem de cerca de 100 pS em condições fisiológicas, podendo aumentar em certas 

situações, chegando até à 300 pS. A ativação desses canais causa hiperpolarização 

da membrana pelo aumento da corrente de saída de K+, assim levando a uma 

diminuição da excitabilidade celular (GHATTA et al., 2006).  

Esses canais são complexos heteroméricos que compreendem subunidades α, 

formadora de poros que se associam constitutivamente a calmodulina (PEDARZANI; 

STOCKER, 2008; XIA et al., 1998). Além das subunidades formadoras de poro, 

existem ainda as subunidades auxiliares. Até o momento quatro subunidades 

auxiliares β (β1-β4) e quatro subunidades auxiliares γ (γ1-γ4) foram identificadas. 

Essas subunidades afetam quase todos as propriedades biofísicas e farmacológicas 
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dos canais BK, incluindo a sensibilidade ao Ca2+ e a cinética da sua corrente. Ou seja, 

a função dos canais BK é modulada de forma diferente pelas suas subunidades 

auxiliares. Portanto, a regulação dos canais BK pelas subunidades auxiliares é um 

mecanismo chave da diversidade funcional dos canais BK (KSHATRI et al., 2018). 

Os canais BK são importantes em vários processos fisiológicos, modulando a 

liberação de neurotransmissores (HU et al., 2001), eventos de spike frequency 

adapatation (FABER; SAH, 2003; GU et al., 2001), bem como o tônus da musculatura 

lisa das vias aéreas (KUME et al, 1989; SEMENOV et al., 2006). Além disso, a 

atividade desses canais também contribui para o componente rápido da fase da HPP 

(ADELMAN; MAYLIE; SAH, 2012; FABER; SAH, 2003). Os canais BK são expressos 

em motoneurônios do DMV de ratos, a saber o bloqueio farmacológico dos canais BK 

alterou a cinética do potencial de ação por meio de um aumento da sua largura. 

Todavia, nesse mesmo estudo, os autores demonstraram que os canais BK não estão 

envolvidos com a frequência de potenciais de ação espontâneos (PEDARZANI et al., 

2000). Portanto, essas informações sugerem que os canais BK contribuam para o 

controle das respostas motoras vagais para as vias áreas inferiores, participando da 

cinética do potencial de ação dos MNPRs do DMV de ratos. 

 

1.6.2. Canais SK e IK 

 

Diferentemente dos canais BK, a probabilidade de abertura dos canais SK é 

estritamente dependente da [Ca2+] intracelular (SCHUMACHER et al., 2001). Esses 

canais são complexos heteroméricos que compreendem subunidades α, formadora 

de poros, que se associam constitutivamente a calmodulina (PEDARZANI; 

STOCKER, 2008; XIA et al., 1998). A subunidade α consiste em seis hélices 

transmembranares (S1-S6; a região do poro é formada pelas hélices S5 e S6) e 

domínios citosólicos N- e C-terminais. Os canais SK apresentam condutância unitária 

de aproximadamente 10-20 pS. São amplamente distribuídos no SNC e sistema nervo 

periférico (VERGARA et al., 1998). Dentro do SNC, os canais SK são expressos em 

muitas regiões, como células piramidais hipocampais, e sua atividade tem efeitos 

rápidos no controle da excitabilidade celular, da transmissão sináptica e mudanças a 

longo prazo que afetam a aprendizagem e a formação da memória (ADELMAN; 

MAYLIE; SAH, 2012; PEDARZANI; STOCKER, 2008).  
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Os canais SK apresentam três subfamilias distintas (SK1, SK2 e SK3). Todavia, 

a expressão das subunidades pode variar de acordo com a localização celular. No 

soma dos motoneurônios do DMV foi observado, por exemplo, maiores níveis de 

expressão de mRNA para a subunidade SK3 do que para as outras duas subunidades 

(SK1 e SK2) (PEDARZANI et al., 2000). O canal IK, com condutância intermediária ao 

K+, apresenta funcionalidade e estrutura semelhante ao canal SK e também faz parte 

da mesma família de genes, todavia sua distribuição no SNC está mais limitada em 

relação ao BK e SK (ADELMAN; MAYLIE; SAH, 2012).  

Estudos de Sah e MacLachlan (1992) avaliaram a contribuição das correntes de 

saída mediadas por canais KCa2+ nos motoneurônios do DMV de ratos e 

demonstraram que o potencial de ação era seguido por um prolongado período HPP. 

Este fenômeno possuía basicamente dois componentes, uma fase de rápido 

decaimento (rHPP) e uma fase de lento decaimento (lHPP). Após a aplicação de 

apamina, eles observaram uma redução na rHPP, o que indica que os canais SK em 

motoneurônios vagais de ratos contribuem para a HPP. Vale destacar que, nesses 

estudos os motoneurônios analisados não tiveram as suas projeções identificadas, 

isto é uma população heterogênea de motoneurônios do DMV, que não 

necessariamente se projetavam para as vias áreas respiratórias, foi avaliada. Ou seja, 

até o momento, pouco se sabe sobre a contribuição dos canais KCa2+ para as 

propriedades eletrofisiológicas dos MNPRs do DMV de ratos.   

Adicionalmente, Pedarzani et al. (2000) demonstraram que os canais SK 

também medeiam a HPP e o bloqueio desses canais causou um aumento substancial 

na frequência de potenciais de ação espontâneos dos motoneurônios do DMV. 

Todavia, a duração dos potenciais de ação não foi alterada pelo bloqueio dos canais 

SK. Portanto, dada a sua importância fisiológica, o funcionamento inadequado desses 

canais pode levar ao surgimento de doenças no sistema nervoso central como a 

epilepsia (LIANG et al., 2019; LIU et al., 2019), comprometimento motor (SAUSBIER 

et al., 2004), asma (SEIBOLD et al., 2008), prejuízos cognitivos semelhantes ao 

Alzheimer (MARTIN et al., 2017), entre outros distúrbios. Neste sentido, é de suma 

importância entender os mecanismos biofísicos pelos quais os canais SK controlam a 

excitabilidade e a cinética do potencial de ação dos MNPRs do DMV de ratos. 
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1.7. Hipótese 

 

Portanto, tendo em vista o papel dos canais Kv, Cav, BK e SK no controle da 

excitabilidade e da cinética do potencial de ação de diferentes neurônios e a 

expressão dos mesmos nos motoneurônios do DMV de ratos, na presente Tese de 

Doutorado levantamos a hipótese de que que correntes de K+ mediadas pelos canais 

Kv, BK e SK, bem como as correntes de Ca2+ mediadas pelos canais Cav, controlam 

a excitabilidade e a cinética do potencial de ação dos MNPRs do DMV de ratos.  
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2. OBJETIVO 

 

2.1. Objetivo geral 

 

Investigar a contribuição das correntes de K+ mediadas pelos canais Kv, BK e 

SK, bem como as correntes de Ca2+ mediadas pelos canais Cav, no controle da 

excitabilidade e da cinética do potencial de ação dos MNPRs do DMV de ratos. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

I) Caracterizar as correntes de K+ mediadas pelos canais Kv, BK e SK 

nos MNPRs do DMV de ratos; 

II) Caracterizar as correntes de Ca2+ mediadas pelos canais Cav nos 

MNPRs do DMV de ratos; 

III) Avaliar a participação dos canais Kv, Cav, BK e SK no controle da 

excitabilidade dos MNPRs do DMV de ratos; 

IV) Avaliar a participação dos canais Kv, Cav, BK e SK no controle da 

cinética do potencial de ação dos MNPRs do DMV de ratos; 

V) Avaliar a participação dos canais Kv, Cav, BK e SK no controle da 

frequência de potencias de ação espontâneos dos MNPRs do DMV 

de ratos; 

VI) Avaliar a participação dos canais Kv, Cav, BK e SK no controle do 

potencial de membrana em repouso dos MNPRs do DMV de ratos; 

VII) Avaliar a contribuição dos canais BK e SK no controle da transmissão 

sináptica excitatória nos MNPRs do DMV de ratos.  
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3. MATERIAL E MÉTODOS  

 

3.1. Animais  

 

Utilizamos ratos Wistar Hannover (3-4 semanas) provenientes do Serviço de 

Biotério da Universidade de São Paulo (USP), Campus de Ribeirão Preto, mantidos 

em caixas coletivas no Biotério de Manutenção e Experimentação de Ratos da 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto (FMRP). Todos os experimentos foram 

aprovados pelo Comitê de Ética de Experimentação Animal da FMRP/USP (protocolo 

#87/2019). Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura média de 22°C, 

ciclo de claro-escuro artificial de 12 horas e alimentados com ração granulada e água 

ad libitum.  

 

3.2. Identificação dos MNPRs do DMV 

 

Para marcação dos MNPRs do DMV, utilizamos o traçador retrógrado axonal 

fluorescente FluoroGold (Fluorochrome, UK). O FluoroGold tem sido amplamente 

utilizado para marcar neurônios de forma retrógada, sendo absorvido nas terminações 

sinápticas dos neurônios, onde pode ser transportado ativamente ou por difusão pelo 

citoplasma até o corpo celular neuronal sem causar alterações nas propriedades 

eletrofisiológicas na célula marcada (FALGAIROLLE; O'DONOVAN, 2015).  

Os animais foram anestesiados com a injeção intraperitoneal de mistura de 

cloridrato de cetamina (75 mg/Kg – Agener União, Brasil) + cloridrato de xilasina (5 

mg/Kg – Hertape Calier, Brasil) e em seguida intubados (endotraqueal) para 

microinjeção do FluoroGold (3.5 μl; 5%), que foi aplicado como auxílio de um cateter 

de polietileno (7 cm; PE-10;Clay Adams, EUA), na superfície das vias aéreas inferiores 

onde os gânglios parassimpáticos se localizam (COLERIDGE; COLERIDGE, 1994a). 

Ao final de cada microinjeção com FluoroGold, uma ventilação mecânica por alguns 

minutos era realizada a fim de garantir que o traçador retrogrado não retornasse para 

as vias aéreas superiores. Por fim, os animais foram mantidos em caixas coletivas 

com ração e água ad libitum para recuperação por mais 4 dias.  
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3.3. Obtenção das fatias do bulbo 

 

Os ratos foram profundamente anestesiados com o anestésico inalatório 

isoflurano (5%; AstraZeneca do Brasil Ltda., Brasil) e decapitados rapidamente. O 

encéfalo e a medula espinhal cervical superior foram isolados em líquido 

cefalorraquidiano artificial (ACSF)-1, gelado (0º C) e borbulhado com mistura 

carbogênica (95% O2 e 5% CO2), para oxigenação e manutenção do pH em 7.4, com 

composição de (em mM): NaCl, 121; KCl, 2.5; MgCl2, 1; NaH2PO4, 1.25; NaHCO3, 26; 

glicose, 20 e CaCl2, 2; osmolalidade de ~ 310 mOsm/Kg.H2O. Após a transecção 

coronal ao nível do colículo inferior, o cerebelo foi removido para isolar o tronco 

encefálico. O tronco encefálico foi então montado verticalmente, com a porção caudal 

para cima e a rostral fixada na base do vibrátomo (Leica VT 1200S, Alemanha), 

utilizando cola de cianocrilato próximo a um suporte de bloco de ágar (4% em ACSF-

2 – ver abaixo). O bulbo foi seccionado serialmente na orientação caudo-rostral. Fatias 

coronais do bulbo de 250 µm foram obtidas contendo a região do DMV e incubadas 

em ACSF-2 (em mM: NaCl, 121; KCl, 4; MgCl2, 1; NaHCO3, 26; glicose, 10 e CaCl2, 

2, com osmolalidade final de ~ 295 mOsm/Kg.H2O) por 30 minutos à 33º C, borbulhado 

continuamente com mistura carbogênica, e após esse período permaneceram à 23º 

C durante todo o experimento. 

 

3.4. Registros eletrofisiológicos e aquisição de dados 

 

As fatias foram transferidas para câmara de registro (300 µl), com o auxílio de 

um conta-gotas, e submersa sob fluxo (2 ml.min-1) de ACSF-2 a 23º C, e borbulhado 

com mistura carbogênica durante a realização de todo o protocolo experimental. As 

fatias foram imobilizadas por meio de uma rede de fios de nylon montada sobre uma 

armação de platina e os motoneurônios do DMV foram visualizados por meio de um 

microscópio equipado com óptica de contraste de interferência diferencial e 

infravermelho (DIC-IR; BX-51; Olympus, Japão), acoplado a uma câmera sensível aos 

comprimentos de onda próximos ao infravermelho (C10600 Orca R2; Hamamatsu 

Photonics, Japão). A identificação dos corpos celulares dos motoneurônios marcados 

com o traçador retrógrado FluoroGold foi realizada com o auxílio de um sistema de 

LED (comprimento de onda de excitação 340 nm e emissão 430 nm, X-Cite 120 
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LEDBoost, Canadá) sob microscopia de fluorescência. Os motoneurônios do DMV 

que apresentavam marcação no corpo celular, após a injeção de FluoroGold nas vias 

aéreas inferiores, foram selecionados para os registros eletrofisiológicos pela técnica 

de Whole Cell Patch Clamp (SAKMANN; NEHER, 1984). A Figura 1 mostra uma fatia 

coronal do tronco encefálico de um rato contendo a região do DMV em aumento de 

4x (painel A), os MNPRs marcados com FluoroGold em aumento de 40x (painel B) e 

um MNPR, escolhido para o registro eletrofisiológico, em contato com o eletrodo de 

registro também em aumento de 40x (painel C). 

 

 

Microeletrodos de borosilicato de vidro (O.D 1.5mm, I.D 0.86 mm, Sutter 

Instruments, EUA) foram confeccionados usando-se um estirador horizontal (P-97 

puller; Sutter Instruments) e foram preenchidos com duas soluções de pipeta 

diferentes (em mM): 1) gluconato de K+, 130; KCl, 20; CaCl2, 4.3; Mg-ATP, 2; Na-GTP, 

0.3; ethyleneglycol-bis (ß-aminoethylether)-N,N,N',N'- tetraacetic acid (EGTA), 5; N-2-

hydroxy-ethylpiperazine-N'-2-ethanesulphonic acid (HEPES), 10; pH 7.4 ajustado com 

KOH e osmolalidade de ~ 298 mOsm/Kg.H2O - para analisar as correntes de K+, a 

excitabilidade neuronal, a cinética do potencial de ação e a transmissão sináptica 

excitatória, e; 2): CsCl2, 110; TEA, 30; CaCl2, 2; EGTA, 5; MgCl2, 1; Na-ATP, 2; Na-

GTP, 0.25; HEPES, 10; pH 7.4 ajustado com CsOH e osmolalidade de ~ 298 

mOsm/Kg.H2O - para registrar as correntes de Ca2+. A solução de pipeta 1 teve ∼ 1 

µM de Ca2+ livre calculado pelo programa Maxchelator 

Figura 1. Fotomicrografias de uma fatia coronal do bulbo contendo os MNPRs do DMV. (A) 
Visualização da fatia coronal, com 250 μm de espessura, contendo o DMV (círculos vermelhos) em 
aumento de 4X em campo claro. (B) Fotomicrografia dos MNPRs do DMV, marcados com FluoroGold, 
em aumento de 40x em epifluorescência. (C) Fotomicrografia do MNPR representativo do DMV em 
campo claro e o eletrodo de registro posicionado sobre o mesmo para o registro eletrofisiológico 
também em aumento de 40X. 
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(http://maxchelator.stanford.edu/webmaxc/webmaxcE.htm). Uma pressão positiva e 

constante foi aplicada na luz do eletrodo de registro (resistência entre 4 e 6 MΩ), 

durante o tempo necessário para a aproximação entre o eletrodo e o motoneurônio, 

com o objetivo de evitar a adesão de impurezas na ponta do eletrodo e para afastar 

qualquer partícula nas proximidades do corpo celular. O eletrodo foi manuseado por 

meio de um micromanipulador (PatchStar, Scientifica, UK). Após a ponta do eletrodo 

encostar na membrana, a pressão positiva era interrompida e uma pressão negativa 

era aplicada até o estabelecimento da configuração cell-attached, que é caracterizada 

pela resistência entre o eletrodo e a membrana celular maior do que 1 GΩ. 

Posteriormente, mediante nova aplicação de pressão negativa ao eletrodo, a 

configuração whole cell era obtida, a qual é caracterizada pelo aparecimento das 

correntes capacitivas da membrana celular. Os motoneurônios foram mantidos em um 

potencial de membrana de - 70 mV e os registros foram realizados somente após um 

período de estabilização de 5 minutos. O modo current clamp foi aplicado para a 

análise do potencial de membrana em repouso, frequência de potenciais de ação, 

excitabilidade e cinética do potencial de ação dos MNPRs, enquanto o modo voltage 

clamp foi aplicado para análise das correntes sinápticas excitatórias e mediadas por 

canais dependentes de voltagem e modulados por Ca2+. 

Os registros do potencial de membrana em repouso, frequência de potenciais de 

ação, excitabilidade e cinética do potencial de ação, bem como das correntes 

mediadas por canais dependentes de voltagem e modulados por Ca2+, foram 

realizados na presença dos bloqueadores da transmissão sináptica rápida excitatória 

(6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione - 10 µM; DL-2-Amino-5-phosphonovaleric acid 

– 30 µM; Sigma-Aldrich, EUA) e inibitória (picrotoxina – 30 µM; estricnina – 1 mM; 

Sigma-Aldrich) na superfusão. O registro das correntes de K+, mediadas pelos canais 

Kv, foi avaliada com a superfusão do bloqueador TEA (5 mM; Sigma-Aldrich). Para o 

registro das correntes de Ca2+, mediadas pelos canais Cav, utilizamos primeiramente 

o CdCl₂ (200 µM; Sigma-Aldrich). O registro das correntes de Ca2+ mediadas pelos 

canais Cav do tipo L foi realizado com a superfusão do bloqueador específico 

nifedipina (5 µM; Sigma-Aldrich). O registro das correntes de K+
 mediadas pelos 

canais BK foi feito com a superfusão da IBTX, (50 nM e 100 nM; Tocris, UK), enquanto 

o registro das correntes mediadas pelos canais SK foi realizado com a superfusão da 

apamina (100 mM; Tocris). Todos os registros das correntes descritas acima foram 

http://maxchelator.stanford.edu/webmaxc/webmaxcE.htm
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realizados com a superfusão de tetrodotoxina (0.5 µM; Tocris), para bloquearmos os 

canais para Na+ dependentes de voltagem. As correntes espontâneas pós-sinápticas 

excitatórias (sEPSCs) foram registradas em voltagem clamp (- 70 mV) na presença 

dos bloqueadores picrotoxina e estricnina.   

No protocolo para a análise das correntes de K+, mediadas pelos canais Kv e 

BK, utilizamos pulsos de voltagem de - 80 mV a 60 mV, em aumentos de 10 mV, com 

duração de 3 segundos cada pulso. Os pulsos de voltagem foram aplicados depois de 

um pré-pulso condicionante de 0.5 segundos em - 40 mV. As correntes de K+ 

mediadas pelos canais Kv foram isoladas após a subtração do registro basal pelo 

registro com a superfusão do TEA. Já as correntes de K+ mediadas pelos canais BK 

foram isoladas após a subtração do registro basal pelo registro com a superfusão de 

IBTX.  

Para calcular a condutância destes canais foi necessário calcular o potencial 

de equilíbrio do íon permeante, neste caso o K+. Utilizamos a Equação de Nernst: 

𝐸𝑘=𝑅𝑇𝑧𝐹𝑙𝑛([𝐾+]𝑜𝑢𝑡[𝐾+]𝑖𝑛𝑡), a qual Ek é o valor do potencial equilíbrio para o K+; R é 

a constante universal dos gases que é igual a 8.314 J.K-1.mol-1; T é a temperatura em 

Kelvin; z é a valência da espécie iônica, F é a constante de Faraday que é igual a 

96485 C.mol-1; [K+]out é a concentração de K+ no fluido extracelular; [K+]in é a 

concentração de K+ no fluido intracelular (HILLE, 2001). Após obter o valor do 

potencial de equilíbrio do K+ (- 91.62 mV), calculamos a condutância dos canais: 

𝐺=𝐼𝑉−𝐸k, a qual I é o valor de corrente, V é a voltagem da membrana e Ek é o potencial 

de equilíbrio do K+ calculado pela equação de Nernst (HILLE, 2001). Normalizamos 

então pela condutância máxima calculada (Gmáx), G/Gmáx. Finalmente, utilizamos a 

função de Boltzmann para determinarmos a dependência de voltagem dos canais: G 

= 1/{1 + exp [(V50 − Vm)/Vc]}, a qual G é a condutância relativa da membrana, V50 é 

o valor de voltagem o qual 50 por cento dos canais estão ativados e Vc é o fator de 

inclinação (slope) (MORAES; MACHADO, 2015).  

Por outro lado, um pulso despolarizante para 10 mV, de duração de 0.1 segundo, 

após um pulso condicionante em - 60 mV, foi utilizado para isolar as correntes de K+ 

mediadas pelos canais SK. Para a analisar o potencial de reversão das correntes de 

K+ mediadas pelos canais SK, pulsos de voltagem despolarizantes de - 60 a 10 mV, 

também com duração de 0.1 segundo, seguidos por pulsos de voltagens de - 105 até 

- 55 mV, em intervalos de 10 mV e duração de 3 segundos, foram aplicados para 
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medir o valor de voltagem o qual a corrente é nula, e compararmos com o potencial 

de equilíbrio do K+ calculado pela equação de Nerst. A apamina foi adicionada na 

superfusão para isolarmos seletivamente tais correntes (MAHROUS; ELBASIOUNY, 

2017).  

Para isolar as correntes de Ca2+ mediadas pelos canais Cav, utilizamos pulsos 

de voltagem de - 40 mV a 0 mV, em aumentos de 10 mV, com duração de 2 segundos, 

após um pulso condicionante em - 60 mV de 0.5 segundos. As correntes de Ca2+, 

mediadas pelos canais Cav, foram isoladas após a subtração do registro basal pelo 

registro com a superfusão de Cloreto de cádmio (CdCl2), enquanto as correntes de 

Ca2+ mediadas pelos canais Cav do tipo L foram isoladas após a subtração do registro 

basal pelo registro com a superfusão de nifedipina.  

A excitabilidade dos MNPRs foi analisada por meio de dois protocolos no modo 

current clamp: i) rampa de corrente despolarizante até 150 pA com duração de 2 

segundos, totalizando 5 pulsos, e; ii) pulso quadrado de corrente despolarizante de 

150 pA com duração de 2 segundos, totalizando 5 pulsos. Um pré-pulso condicionante 

de corrente hiperpolarizante ou despolarizante era aplicado, quando necessário, de 

modo que todos os motoneurônios estivessem em valores de voltagem de 

aproximadamente - 60 mV antes da aplicação dos protocolos descritos acima. A 

excitabilidade foi avaliada pelo número de potencias de ação evocados. Para estudar 

a cinética do potencial de ação, ainda no modo current clamp, analisamos a largura e 

a amplitude do potencial de ação, bem como a amplitude da HPP. Para tanto, um 

protocolo para gerar um único potencial de ação foi utilizado, o qual um pulso de 

corrente despolarizante de 150 pA, com duração de 0.1 segundo, foi aplicado, 

totalizando 5 pulsos. Um pré-pulso condicionante de corrente hiperpolarizante ou 

despolarizante era aplicado, quando necessário, de modo que todos os 

motoneurônios estivessem em valores de voltagem de aproximadamente - 60 mV 

antes da aplicação do protocolo descrito acima. A amplitude do potencial de ação foi 

medida subtraindo o valor do pico do potencial de ação do limiar para sua evocação. 

Para o cálculo do limiar do potencial de ação, um plano de fase foi construído de 

acordo com da Silva et al. (2019). A largura do potencial de ação foi medida a partir 

da metade do valor da amplitude do potencial de ação. A amplitude da HPP foi medida 

subtraindo o pico da HPP do limiar do potencial de ação. O potencial de membrana 

em repouso foi considerado o valor de voltagem o qual as células passaram a maior 
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parte do tempo calculado por meio do histograma de amplitude (largura de caixa – 0.5 

segundos). A frequência de potencias de ação foi avaliada pelo número de potencias 

de ação. O potencial juncional líquido (- 15 mV) foi corrigido offline nos protocolos 

experimentos utilizando a solução de pipeta 1. 

Todos os sinais foram adquiridos (10 KHz) e filtrados (filtro low pass – 2 KHz) 

utilizando-se um amplificador (1 x; Multiclamp 700B, Molecular Devices, EUA) 

conectado a um computador via conversor A/D (DIGIDATA 1550, Molecular Devices). 

O software pClamp (versão 10; Molecular Devices) foi utilizado para a aquisição dos 

sinais, enquanto os softwares Clampfit (Molecular Devices) e Mini Analysis 

(Synaptosoft, Inc., EUA) foram utilizados para a análise dos resultados. 

 

3.5. Imunofluorescência  

 

O fenótipo motor dos MNPRs do DMV de ratos foi avaliado por meio da 

imunofluorescência. Para tanto, utilizamos o traçador neuronal biocitina (0.2%; 

Molecular Probes, EUA) na solução de pipeta para identificar os MNPRs registrados. 

Imediatamente após os registros eletrofisiológicos, as fatias foram coletadas e 

armazenadas em paraformaldeído (4%) durante 24 horas. Após esse período, as 

fatias foram transferidas e mantidas em uma solução crioprotetora [0.1 M de salina 

tamponada com fosfato (PBS); 30% de etilenoglicol; 20% de glicerol] à 4º C (DA SILVA 

et al., 2019). Para realizar a imunofluorescência, as fatias foram lavadas 3 vezes com 

PBS (0.1 M), em seguida as fatias foram bloqueadas e permeabilizadas em PBS 

contendo soro fetal bovino (5%) e Triton X-100 (0.1%) durante o período de 1 hora à 

temperatura ambiente. Após esse processo, as fatias foram incubadas over-night em 

anticorpo primário anti-colina acetiltransferase de cabra (ChaT; 1:500; Millipore, 

Massachusetts, EUA). Realizamos novamente 3 lavagens com PBS e acrescentamos 

os anticorpos secundários: estreptavidina conjugada com Alexa 488 (1:500; Molecular 

Probes) e Alexa 647 anti-cabra de camundongo (1:500; Molecular Probes) e as fatias 

foram incubadas por 4 horas à temperatura ambiente. Em seguida, as fatias foram 

lavadas 3 vezes em PBS e montadas sobre lâminas de vidro com Fluoromount 

(Sigma-Aldrich). Por fim, as imagens foram coletadas em microscópio confocal Leica 

(SP5; Wetzlar, Alemanha) com comprimentos de lasers 488 e 633 nm e detecção de 

comprimento de emissão ajustável (MORAES; MACHADO, 2015).  

https://www.google.com/search?sxsrf=ALiCzsY_j1ileD-SPcMAsZAAFU_PIUNLvw:1662650167111&q=Wetzlar&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MDQvSclVgjAts4yrtFSzk63084vSE_MyqxJLMvPzUDhWafmleSmpKYtY2cNTS6pyEot2sDLuYmfiYAAA5U86tFEAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjmreLEvoX6AhUjqpUCHedwC0YQmxMoAXoFCI4BEAM
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3.6. Análise estatística 

 

Os dados estão expressos como média ± erro padrão da média e todas as 

análises estatísticas foram realizadas no software Prism 7 (GraphPad Software, EUA). 

Os dados foram testados em relação a sua normalidade por meio do teste de 

Kolmogorov - Smirnov. Utilizamos o teste pareado paramétrico t de Student ou 

pareado não paramétrico de Wilcoxon, quando os dados não apresentam distribuição 

dentro da normalidade, para a análise dos efeitos do bloqueio farmacológico dos 

canais Kv, Cav, SK e BK. O nível de significância foi de p < 0.05.  
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Capacitância dos MNPRs no DMV de ratos. 

 

Registramos 210 MNPRs do DMV de 107 ratos nos diferentes protocolos 

experimentais. Os motoneurônios respiratórios registrados apresentam valores de 

capacitância de 59.50 ± 1.14 pF. 
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Figura 2. Capacitância dos MNPRs do DMV de ratos. Dados dispersos 
da capacitância dos MNPRs registrados no DMV de ratos. n=210 de 107 
ratos. 
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4.2. Fenótipo motor dos MNPRs do DMV de ratos  

 

Após os registros eletrofisiológicos, selecionamos algumas fatias contento 

MNPRs do DMV e, por meio da técnica de imunofluorescência, analisamos o fenótipo 

motor dos mesmos. Podemos observar na Figura 3, painéis A, B e C, a marcação da 

biocitina (verde) de um MNPR registrado na região do DMV que se projetava para as 

vias aéreas respiratórias, bem como da ChaT (vermelho). Note na Figura 3, painéis C 

e D, que o MNPR registrado na região do DMV apresenta a marcação para ChaT, 

demonstrando assim o seu fenótipo motor. 
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Figura 3. Caracterização do fenótipo motor dos MNPRs do DMV de ratos. (A) 
Visualização da fatia coronal do bulbo de um rato, mostrando a localização de um MNPR 
registrado, marcado com biocitina (verde), na região do DMV (círculo vermelho). (B) 
Magnificação do MNPR marcado com biocitina em A. (C) Fotomicrografia dos MNPRs do 
DMV ChaT-positivos (vermelhos). A seta indica o MNPR registrado. (D) Co-localização de 
ambas as marcações em B e C. Note o fenótipo motor do MNPR registrado. HN: Núcleo 
Motor do Hipoglosso; NTS: Núcleo do Trato Solitário; CC: Canal Central. 
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4.3. Correntes de K+ mediadas por canais Kv sensíveis ao TEA nos MNPRs 

do DMV de ratos. 

 

Para analisar as correntes de saída de K+ mediadas por canais Kv sensíveis ao 

TEA, uma série de pulsos despolarizantes de - 80 mV a 60 mV, em aumentos de 10 

mV, foram aplicados no modo voltage clamp, com duração de 3 segundos cada pulso, 

partindo de um pré-pulso condicionante de - 40 mV (Figura 4, painéis Ai e Aii). Com o 

intuito de avaliar a contribuição dos canais Kv para a corrente de saída de K+, 

utilizamos o bloqueador TEA na concentração de 5 mM (Figura 4, painel Aii). Após a 

subtração offline (Figura 4, painel Aiii), é possível observar que o TEA foi capaz de 

reduzir a corrente de saída de K+. É possível observar também que a partir da 

voltagem de aproximadamente - 40 mV, a corrente de saída de K+ mediada por canais 

Kv sensíveis ao TEA se torna proeminente, tendo seu pico máximo em 60 mV 

(1566.45 ± 164.57 pA; Figura 4, painel B). As correntes de K+ mediadas pelos canais 

Kv sensíveis ao TEA são caracterizadas por uma lenta ativação e os seus valores de 

V50 foram de 10.26 ± 2.55 mV (Figura 4, painel C) e slope de 19.80 ± 2.74 (Figura 4, 

painel C). Esses dados demonstram que as correntes de K+ mediadas pelos canais 

Kv sensíveis ao TEA estão presentes nos MNPRs do DMV de ratos. 
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Figura 4. Correntes de saída de K+ mediadas por canais Kv sensíveis ao TEA nos 
MNPRs do DMV de ratos. Traçados representativos das correntes de saída de K+ de um 
MNPR do DMV de rato, registradas na configuração voltage clamp, antes (Ai) e após (Aii) 
a superfusão do TEA (5 mM). Note as correntes de K+ mediadas pelos canais Kv sensíveis 
ao TEA obtidas pela subtração off-line (Aiii). (B) Amplitudes médias dos picos das 
correntes de K+, plotadas em relação aos pulsos de voltagem aplicados, mediadas pelos 
canais Kv sensíveis ao TEA. (C) Valores da condutância normalizada dos canais Kv 
sensíveis ao TEA plotadas em relação aos pulsos de voltagem aplicados. A linha sólida 
representa o ajuste da função de Boltzmann aos dados obtidos. n=22 células de 9 ratos. 
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4.4. Contribuição dos canais Kv sensíveis ao TEA no controle da 

excitabilidade e da cinética do potencial de ação dos MNPRs do DMV 

de ratos. 

 

Para analisar a contribuição dos canais Kv sensíveis ao TEA no controle da 

excitabilidade dos MNPRs do DMV de ratos, foram realizados dois protocolos 

experimentais diferentes, no modo current clamp, antes e após a superfusão com 

TEA: i) rampa de corrente despolarizante até 150 pA com duração de 2 segundos 

(Figura 5, painéis Ai e Aii), e; ii) pulso quadrado de corrente despolarizante de 150 pA 

com duração de 2 segundos (Figura 5, painéis Ci e Cii). Na Figura 5, painel B, é 

possível observar os dados agrupados do número de potencias de ação evocados no 

protocolo de rampa de corrente despolarizante. Nossos resultados demonstram uma 

redução significativa da excitabilidade após superfusão do TEA. Os valores de 

excitabilidade foram de 17.91 ± 1.44 antes e 13.64 ± 1.16 potenciais de ação após 

TEA (p=0.0009). Já no painel D, Figura 5, observamos os dados agrupados do número 

de potencias de ação evocados no protocolo de pulso quadrado de corrente 

despolarizante. Os valores de excitabilidade foram de 27.81 ± 2.02 antes e 19.81 ± 

2.03 potenciais de ação após TEA (p<0.0001). Portanto, os canais Kv sensíveis ao 

TEA controlam a excitabilidade dos MNPRs do DMV de ratos. 
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Figura 5. Efeito do TEA na excitabilidade dos MNPRs do DMV de ratos. Traçados 
representativos de um MNPR do DMV de rato em resposta a um protocolo de rampa de 
corrente despolarizante de 150 pA durante 2 segundos antes (Ai) e após (Aii) a superfusão 
do TEA (5 mM). (B) Dados agrupados do número de potenciais de ação evocados em 
resposta à rampa de corrente despolarizante antes e após a superfusão do TEA. Traçados 
representativos de um MNPR do DMV de rato em resposta à aplicação de um protocolo 
de pulso de corrente despolarizante de 150 pA durante 2 segundos antes (Ci) e após (Cii) 
a superfusão do TEA. (D) Dados agrupados do número de potenciais de ação evocados 
em resposta ao pulso de corrente despolarizante antes e após o TEA. n=19 células de 7 
ratos em ambos os protocolos. Utilizamos o teste pareado paramétrico t de Student em B 
e D. 
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A análise da participação dos canais Kv sensíveis ao TEA no controle da 

cinética do potencial de ação dos MNPRs do DMV foi feita na configuração current 

clamp, por meio da aplicação de um pulso de corrente despolarizante de 150 pA, com 

duração de 0.01 segundo, com intuito de gerar um único potencial de ação, antes e 

após a superfusão do TEA (Figura 6, painel A). Analisamos a amplitude e a largura do 

potencial de ação e também a amplitude da HPP. Nossos resultados demonstram um 

aumento significativo na largura do potencial de ação após superfusão do TEA (antes: 

1.75 ± 0.05; após TEA: 3.15 ± 0.24 ms; p<0.0001; Figura 6, painel C). Contudo, não 

houve alterações significativas na amplitude do potencial de ação (antes: 75.73 ± 1.46; 

após TEA: 73.62 ± 2.53 mV; p=0.28; Figura 6, painel B), bem como na amplitude da 

HPP (antes: 29.89 ±1.74; após TEA: 28.21 ± 1.86 mV; p=0.15; Figura 6, painel D). Os 

canais Kv sensíveis ao TEA participam do controle da cinética do potencial de ação, 

determinando a sua largura, dos MNPRs do DMV de ratos. 
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Figura 6. Efeito do TEA na cinética do potencial de ação dos MNPRs do DMV de 
ratos. (A) Traçados representativos de potenciais de ação de um MNPR do DMV de rato, 
evocados por pulsos de corrente despolarizante de 150 pA, antes e após a superfusão do 
TEA (5 mM). Dados agrupados da amplitude do potencial de ação (B), da largura do 
potencial de ação (C) e da amplitude da HPP (D) dos MNPRs do DMV de ratos antes e 
após a superfusão do TEA. n=15 células de 5 ratos. Utilizamos o teste pareado 
paramétrico t de Student em C. Utilizamos o teste pareado não paramétrico de Wilcoxon 
em B e D.  
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4.5. Contribuição dos canais Kv sensíveis ao TEA no controle do potencial 

de membrana em repouso e da frequência de potenciais de ação dos 

MNPRs do DMV de ratos. 

 

Para avaliar a contribuição dos canais Kv sensíveis ao TEA no controle do 

potencial de membrana em repouso e da frequência de potenciais de ação dos 

MNPRs do DMV de ratos, foi realizado o registro basal do potencial de membrana, no 

modo current clamp, antes e após a superfusão do TEA (Figura 7, painéis Ai e Aii). O 

potencial de membrana em repouso foi considerado o valor de voltagem o qual as 

células passaram a maior parte do tempo calculado por meio do histograma de 

amplitude. Nossos resultados demonstram que o potencial de membrana em repouso 

apresenta uma voltagem de - 62.31 ± 1.18 mV antes e - 59.45 ± 1.24 mV após TEA 

(p=0.52; Figura 7, painel B), ou seja, não houve alteração do potencial de membrana 

em repouso dos MNPRs após TEA. Já em relação a frequência de potenciais de ação 

dos MNPRs, na Figura 7 painel C é possível observar que houve uma redução 

significativa da frequência de potenciais de ação dos MNPRs do DMV e os valores 

foram de 2.57 ± 0.44 Hz antes e 1.74 ± 0.31 Hz após TEA (p=0.008; Figura 7, painel 

C). Portanto, os canais Kv sensíveis ao TEA modulam a frequência de potenciais de 

ação espontâneos dos MNPRs do DMV de ratos, mas não contribuem para o controle 

do potencial de membrana em repouso. 
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Figura 7. Efeito do TEA no potencial de membrana em repouso e na frequência de 
potenciais de ação dos MNPRs do DMV de ratos. Traçados representativos do 
potencial de membrana e da frequência de potenciais de ação de um MNPR do DMV de 
rato antes (Ai) e após (Aii) a superfusão do TEA (5 mM). (B) Dados agrupados do potencial 
de membrana em repouso dos MNPRs antes e após a superfusão do TEA. (C) Dados 
agrupados da frequência de potenciais de ação dos MNPRs antes e após a superfusão 
do TEA. n=19 células de 7 ratos. Utilizamos o teste pareado paramétrico t de Student em 
B e o teste pareado não paramétrico de Wilcoxon em C. 
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4.6. Correntes de Ca²+ mediadas por canais Cav sensíveis ao CdCl₂ nos 

MNPRs do DMV de ratos. 
 

A fim de isolar as correntes de Ca2+ nos MNPRs do DMV de ratos, mediadas 

por diferentes canais Cav, utilizamos o CdCl2 (200 µM). Para tanto, utilizamos pulsos 

de voltagem de - 40 mV a 0 mV, em aumentos de 10 mV com duração de 2 segundos, 

após um pulso condicionante em - 60 mV (Figura 8, painéis Ai e Aii). Após a subtração 

offline (Figura 8, painel Aiii), podemos observar que o CdCl2 foi capaz de reduzir a 

corrente de entrada de Ca2+. É possível observar também que a partir da voltagem de 

aproximadamente - 40 mV, a corrente de entrada de Ca2+, mediadas pelos canais Cav 

sensível ao CdCl2, se torna proeminente, tendo seu pico máximo em 

aproximadamente - 20 mV (- 325.67 ± 50.31 pA; Figura 8, painel B). Estudos utilizando 

registros eletrofisiológicos e ferramentas farmacológicas em neurônios revelaram que 

os canais Cav possuem características distintas: os canais Cav do tipo L, de maneira 

geral, requerem grandes desvios do potencial de membrana para serem ativados e o 

pico da corrente macroscópica é em aproximadamente - 10 mV, ao passo que os 

canais Cav do tipo T tem seu pico de corrente macroscópica em aproximadamente - 

40 mV (HELTON; XU; LIPSCOMBE, 2005). Os nossos resultados demonstram que o 

CdCl₂ foi capaz de reduzir as correntes de Ca2+ nos MNPRs do DMV de ratos e a 

cinética da corrente observada é compatível com a corrente de Ca2+ mediada por 

canais Cav do tipo L.  
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Figura 8. Correntes de entrada de Ca2+ mediadas por canais Cav sensíveis ao CdCl₂ 
nos MNPRs do DMV de ratos. Traçados representativos das correntes de Ca2+ de um 
MNPR do DMV de rato, registradas na configuração voltage clamp, antes (Ai) e após (Aii) 
a superfusão do CdCl₂ (200 µM). Note as correntes de Ca2+ mediadas por canais Cav 
sensíveis ao CdCl2 obtidas pela subtração offline (Aiii). (B) Amplitude média do pico das 
correntes de Ca2+ mediadas por canais Cav sensíveis ao CdCl₂. n=18 células de 11 ratos.  
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4.7. Correntes de Ca²+ mediadas pelos canais Cav sensíveis a nifedipina 

nos MNPRs do DMV de ratos. 

 

Após registrar as correntes de Ca2+ mediadas pelos canais Cav sensíveis ao 

CdCl2 nos MNPRs do DMV de ratos, utilizamos a nifedipina, na concentração de 5 

µM, para isolar especificamente as correntes de Ca2+ mediadas pelos canais Cav do 

tipo L. Para tanto, aplicamos o mesmo protocolo descrito na seção 4.6, antes e após 

a superfusão de nifedipina (Figura 9, painéis Ai e Aii). Após a subtração offline (Figura 

9, painel Aiii), podemos observar que a nifedipina foi capaz de reduzir a corrente de 

entrada de Ca2+. A partir da voltagem de aproximadamente - 40 mV as correntes de 

Ca2+ mediadas pelos canais Cav do tipo L se tornam mais proeminentes, com pico 

máximo em - 10 mV (- 198.27 ± - 22.29 pA; Figura 9, painel B). Esses dados 

demonstram que as correntes de Ca2+ mediadas pelos canais Cav do tipo L sensíveis 

a nifedipina estão presentes nos MNPRs do DMV de ratos. 
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Figura 9. Correntes de entrada de Ca2+ mediadas pelos canais Cav do tipo L 
sensíveis a nifepidina nos MNPRs do DMV de ratos. Traçados representativos das 
correntes de Ca2+ de um MNPR do DMV de rato, registradas na configuração voltage 
clamp, antes (Ai) e após (Aii) a superfusão de nifedipina (5 µM). Note a corrente de Ca2+ 

mediada pelos canais Cav do tipo L obtidas pela subtração offline (Aiii). (B) Amplitude 
média do pico das correntes de Ca2+ mediadas pelos canais Cav do tipo L sensíveis a 
nifedipina. n=24 células de 13 ratos. 
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4.8. Participação dos canais Cav do tipo L sensíveis a nifedipina no 

controle da excitabilidade e da cinética do potencial de ação dos 

MNPRs do DMV de ratos. 

 

Para analisar a contribuição dos canais Cav do tipo L sensíveis a nifedipina no 

controle da excitabilidade dos MNPRs do DMV de ratos, foram realizados dois 

protocolos experimentais distintos, como descrito na seção 4.4, antes e após a 

superfusão com nifedipina (Figura 10, painéis Ai e Aii). Na Figura 10 painel B é 

possível observar os dados agrupados do número de potencias de ação evocados no 

protocolo de rampa de corrente despolarizante. Observamos uma redução na 

excitabilidade dos MNPRs do DMV de ratos após a nifedipina. Os valores de 

excitabilidade foram de 16.73 ± 1.71 antes e 11.31 ± 1.35 potenciais de ação após 

nifedipina (p=0.0003). Já no painel D da Figura 10, observamos os dados agrupados 

do número de potencias de ação evocados no protocolo de pulso quadrado de 

corrente despolarizante. Os valores de excitabilidade foram de 23.97 ± 2.47 antes e 

13.86 ± 1.95 potenciais de ação após nifedipina (p<0.0001). Portanto, os canais Cav 

do tipo L sensíveis a nifedipina controlam a excitabilidade dos MNPRs do DMV de 

ratos. 
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Figura 10. Efeito da nifedipina na excitabilidade dos MNPRs do DMV de ratos. 
Traçados representativos de um MNPR do DMV de rato em resposta a um protocolo de 
rampa de corrente despolarizante, de 150 pA durante 2 segundos, antes (Ai) e após (Aii) 
a superfusão de nifedipina (5 µM). (B) Dados agrupados do número de potenciais de ação 
evocados em resposta a um protocolo de rampa de corrente despolarizante antes e após 
a superfusão de nifedipina. Traçados representativos de um MNPR em resposta à 
aplicação de um protocolo de pulso de corrente despolarizante, de 150 pA durante 2 
segundos, antes (Ci) e após (Cii) a superfusão de nifedipina. (D) Dados agrupados do 
número de potenciais de ação evocados em resposta a um pulso de corrente 
despolarizante antes e após a superfusão de nifedipina. n=18 células de 9 ratos em ambos 
os protocolos. Utilizamos o teste pareado paramétrico t de Student em B e D. 
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A análise da participação dos canais Cav do tipo L sensíveis à nifedipina no 

controle da cinética do potencial de ação dos MNPRs do DMV foi feita, como descrito 

na seção 4.4, antes e após a superfusão de nifedipina (Figura 11, painéis Ai e Aii). 

Analisamos a amplitude e a largura do potencial de ação e também a amplitude da 

HPP. Nossos dados demonstram que não houve alterações significativas na 

amplitude do potencial de ação (antes: 70.68 ± 1.92; após nifedipina: 65.54 ± 2.62 mV; 

p=0.05; Figura 11, painel B), na largura do potencial de ação (antes: 1.75 ± 0.09; após 

nifedipina: 1.80 ± 0.07 ms; p=0.37; Figura 11, painel C) e na amplitude da HPP (antes: 

31.62 ± 1.47; após nifedipina: 32.52 ±  1.62 mV; p=0.53; Figura 11, painel D). Portanto, 

a nifedipina reduz a excitabilidade dos MNPRs do DMV de ratos sem alterar os 

parâmetros da cinética do potencial de ação. 
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Figura 11. Efeito da nifedipina na cinética do potencial de ação dos MNPRs do DMV 

de ratos. (A) Traçados representativos de potenciais de ação de um MNPR do DMV de 

rato evocados por pulsos de correntes despolarizantes de 150 pA antes e após a 

superfusão de nifedipina (5 µM). Dados agrupados da amplitude do potencial de ação (B), 

da largura do potencial de ação (C) e da amplitude da HPP (D) dos MNPRs do DMV de 

ratos antes e após a superfusão de nifedipina. n=15 células de 8 ratos. Utilizamos o teste 

pareado paramétrico t de Student em B, C e D.  
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4.9. Contribuição dos canais Cav do tipo L sensíveis a nifedipina no 

controle do potencial de membrana em repouso e da frequência de 

potenciais de ação dos MNPRs do DMV de ratos. 

 

A avaliação da contribuição dos canais Cav do tipo L sensíveis a nifedipina no 

controle do potencial de membrana em repouso e da frequência dos potenciais de 

ação dos MNPRs do DMV de ratos foi feita como descrito na seção 4.5, antes e após 

a superfusão de nifedipina (Figura 12, painéis Ai e Aii). O potencial de membrana em 

repouso foi considerado o valor de voltagem o qual as células passaram a maior parte 

do tempo calculado por meio do histograma de amplitude. Nossos resultados 

demonstram que o potencial de membrana em repouso não foi alterado após a 

nifedipina e apresentam uma voltagem de - 58.34 ± 1.21 mV antes e - 60.03 ± 2.06 

mV após nifedipina (p=0.46; Figura 12, painel B). Já em relação a frequência de 

potenciais de ação, na figura 12 painel C é possível observar que não houve alteração 

significativa da frequência de potenciais de ação dos MNPRs do DMV após a 

nifedipina (2.40 ± 0.46 Hz antes; 1.80 ± 0.42 Hz após nifedipina; p=0.06; Figura 12, 

painel C). Portanto, os canais Cav do tipo L sensíveis a nifedipina não participam do 

controle do potencial de membrana em repouso e da frequência de potenciais de ação 

espontâneos dos MNPRs do DMV de ratos.  
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Figura 12. Efeito da nifedipina no potencial de membrana em repouso e na 
frequência de potenciais de ação dos MNPRs do DMV de ratos. Traçados 
representativos do potencial de membrana em repouso e da frequência de potenciais de 
ação de um MNPR do DMV de rato, antes (Ai) e após (Aii) a superfusão de nifedipina (5 
µM). (B) Dados agrupados do potencial de membrana em repouso dos MNPRs antes e 
após a superfusão de nifedipina. (C) Dados agrupados da frequência de potenciais de 
ação dos MNPRs antes e após a superfusão de nifedipina. n=18 células de 8 ratos. 
Utilizamos o teste o teste pareado paramétrico t de Student em B e pareado não 
paramétrico de Wilcoxon em C. 
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4.10. Correntes de K+ mediadas pelos canais BK nos MNPRs do DMV de 

ratos.  

 

Para analisar as correntes de saída de K+ mediadas pelos canais BK sensíveis 

a IBTX, utilizamos o mesmo protocolo descrito na seção 4.3 antes e após a superfusão 

de IBTX. Utilizamos a IBTX em duas concentrações diferentes (50 nM e 100 nM; 

Figuras 13 e 14, painel Aii). Após a subtração offline, tanto a concentração de 50 nM 

(Figura 13, painel Aiii) quanto de 100 nM (Figura 14, painel Aiii) de IBTX foram capazes 

de reduzir a corrente de saída de K+. É possível observar que na concentração de 50 

nM de IBTX a corrente de saída de K+ se torna proeminente a partir da voltagem de 

aproximadamente - 40 mV, tendo seu pico máximo em 60 mV (588.6 ± 63.05 pA; 

Figura 13, painel B). A corrente de K+ é caracterizada por uma lenta ativação e os 

seus valores de V50 foram de 7.92 ± 4.17 mV (Figura 13, painel C) e slope 12.13 ± 

4.05 (Figura 13, painel C). Na concentração de 100 nM de IBTX, a corrente de K+ 

também se torna proeminente a partir da voltagem de - 40 mV, com pico máximo em 

60 mV (888.1 ± 90.67 pA; Figura 14, painel B). Além disso, seus valores de V50 foram 

de 21.26 ± 6.11 mV (Figura 4, painel C) e slope 16.35 ± 5.18 (Figura 14, painel C). 

Esses dados demonstram que as correntes K+ mediadas pelos canais BK sensíveis a 

IBTX (50 nM e 100 nM) estão presentes nos MNPRs do DMV de ratos. Todavia, a fim 

de minimizar a resposta inespecífica da IBTX, e fundamentado na resposta do 

bloqueio farmacológico frente as correntes analisadas, escolhemos para todos os 

experimentos seguintes a concentração de 50 nM de IBTX.  
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Figura 13. Correntes de saída de K+ mediadas por canais BK sensíveis a IBTX na 
concentração de 50 nM nos MNPRs do DMV de ratos. Traçados representativos das 
correntes de saída de K+ de um MNPR do DMV de rato, registradas na configuração 
voltage clamp, antes (Ai) e após (Aii) a superfusão de IBTX (50 nM). Note as correntes de 
K+ mediadas pelos canais BK sensíveis a IBTX obtidas pela subtração off-line (Aiii). (B) 
Amplitudes médias dos picos das correntes de K+, plotadas em relação aos pulsos de 
voltagem aplicados, mediadas pelos canais BK sensíveis a IBTX. (C) Valores da 
condutância normalizada dos canais BK sensíveis a IBTX, plotadas em relação aos pulsos 
de voltagem aplicados. A linha sólida representa o ajuste da função de Boltzmann aos 
dados obtidos. n=12 células de 6 ratos. 
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Figura 14. Correntes de saída de K+ mediadas pelos canais BK sensíveis a IBTX na 
concentração de 100 nM nos MNPRs do DMV de ratos. Traçados representativos das 
correntes de saída de K+ de um MNPR do DMV de rato, registradas na configuração 
voltage clamp, antes (Ai) e após (Aii) a superfusão de IBTX (100 nM). Note as correntes 
de K+ mediadas pelos canais BK sensíveis a IBTX obtidas pela subtração off-line (Aiii). 
(B) Amplitudes médias dos picos das correntes de K+, plotadas em relação aos pulsos de 
voltagem aplicados, mediadas pelos canais BK sensíveis a IBTX. (C) Valores da 
condutância normalizada dos canais BK sensíveis a IBTX, plotadas em relação aos pulsos 
de voltagem aplicados. A linha sólida representa o ajuste da função de Boltzmann aos 
dados obtidos. n=15 células de 11 ratos. 
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4.11. Contribuição dos canais BK sensíveis a IBTX no controle da 

excitabilidade e da cinética do potencial de ação dos MNPRs do DMV 

de ratos.  

 

Com o objetivo de analisar a contribuição dos canais BK sensíveis a IBTX (50 nM) 

no controle da excitabilidade dos MNPRs do DMV de ratos, foram realizados dois 

protocolos experimentais distintos, como descrito na seção 4.4, antes e após a 

superfusão de IBTX (Figura 15, painéis Ai, Aii, Ci e Cii). Na Figura 15 painel B é 

possível observar nos dados agrupados do número de potencias de ação evocados 

no protocolo de rampa de corrente despolarizante que não houve alterações 

significativas após a superfusão de IBTX. Os valores de excitabilidade foram de 18.26 

± 1.3 antes e 17.46 ± 1.31 potenciais de ação após a superfusão de IBTX (p=0.27). 

Já no painel D, Figura 15, observamos nos dados agrupados do número de potenciais 

de ação evocados no protocolo de pulso quadrado de corrente despolarizante que não 

houve alterações significativas após a superfusão de IBTX. Os valores de 

excitabilidade foram de 28.04 ± 2.18 antes e 27.34 ± 2.12 potencias de ação após 

IBTX (p=0.9). Desta forma, podemos concluir que os canais BK sensíveis a IBTX não 

participam do controle da excitabilidade dos MNPRs do DMV de ratos. 
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Figura 15.  Efeitos da IBTX na excitabilidade dos MNPRs do DMV de ratos. Traçados 
representativos de um MNPR do DMV de rato em resposta a um protocolo de rampa de 
corrente despolarizante de 150 pA, durante 2 segundos, antes (Ai) e após (Aii) a 
superfusão de IBTX (50 nM). (B) Dados agrupados do número de potenciais de ação 
evocados em resposta a rampa de corrente despolarizante antes e após a superfusão de 
IBTX. Traçados representativos de um MNPR em resposta à aplicação de um protocolo 
de pulso de corrente despolarizante de 150 pA, durante 2 segundos, antes (Ci) e após (Cii) 
a superfusão de IBTX. (D) Dados agrupados do número de potenciais de ação evocados 
em resposta ao pulso de corrente despolarizante antes e após a superfusão de IBTX. n=16 
células de 7 ratos em ambos os protocolos. Utilizamos o teste pareado paramétrico t de 
Student em B e D. 
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A análise da participação dos canais BK sensíveis a IBTX no controle da 

cinética do potencial de ação dos MNPRs do DMV foi feita, como descrito na seção 

4.4, antes e após a superfusão de IBTX (Figura 16, painel A). Analisamos a amplitude 

e largura do potencial de ação, bem como a amplitude da HPP. Nossos resultados 

demonstram um aumento significativo da largura do potencial de ação após a 

superfusão de IBTX (antes: 1.78 ± 0.07; após IBTX: 1.92 ± 0.09 ms; p=0.02, Figura 

16, painel C). Por outro lado, não houve alterações significativas na amplitude do 

potencial de ação (antes: 71.81 ± 3.75; após IBTX: 68.21 ± 3.18 mV; p=0.05; Figura 

6, painel B), bem como na amplitude da HPP (antes: 25.03 ± 2.27: após IBTX: 24.66 

± 2.12 mV; p=0.63; Figura 16, painel D). Os canais BK sensíveis a IBTX participam do 

controle da cinética do potencial de ação, determinando a largura do potencial de 

ação, dos MNPRs do DMV de ratos.  
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Figura 16. Efeito da IBTX na cinética do potencial de ação dos MNPRs do DMV de 
ratos. (A) Traçados representativos de potenciais de ação de um MNPR do DMV de rato 
evocados por pulsos de correntes despolarizantes de 150 pA antes e após a superfusão 
de IBTX (50 nM). Dados agrupados da amplitude do potencial de ação (B), da largura do 
potencial de ação (C) e da amplitude da HPP (D) dos MNPRs do DMV de ratos antes e 
após a superfusão de IBTX. n=10 células de 6 ratos. Utilizamos o teste pareado 

paramétrico t de Student em B, C e D. 
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4.12. Contribuição dos canais BK sensíveis a IBTX no controle do potencial 

de membrana em repouso e da frequência de potencias de ação dos 

MNPRs do DMV de ratos. 

 

A avaliação da contribuição dos canais BK sensíveis a IBTX no controle do 

potencial de membrana em repouso e da frequência de potenciais de ação dos 

MNPRs do DMV de ratos foi feita como descrito na seção 4.5, antes e após a 

superfusão de IBTX (Figura 17, painéis Ai e Aii). O potencial de membrana em repouso 

foi considerado o valor de voltagem no qual as células passaram a maior parte do 

tempo calculado por meio do histograma de amplitude. Nossos resultados 

demonstram que o potencial de membrana em repouso não foi alterado após a 

superfusão de IBTX e apresentam uma voltagem de - 62.31 ± 1.08 mV antes e - 63.26 

± 1.47 mV após IBTX (p=0.43; Figura 17, painel B). Já em relação a frequência de 

potenciais de ação, na figura 17 painel D é possível observar que não houve 

alterações significativa da frequência de potencias de ação dos MNPRs do DMV após 

a IBTX (2.46 ± 0.45 Hz antes; 2.35 ± 0.49 Hz após IBTX; p=0.70; Figura 17, painel D). 

Portanto, os canais BK sensíveis a IBTX não participam do controle do potencial de 

membrana em repouso e da frequência de potenciais de ação espontâneos dos 

MNPRs do DMV de ratos. 
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Figura 17. Efeito da IBTX no potencial de membrana em repouso e na frequência de 
potenciais de ação dos MNPRs do DMV de ratos. Traçados representativos do potencial 
de membrana em repouso e da frequência de potenciais de ação de um MNPR do DMV 
de rato antes (Ai) e após (Aii) a superfusão de IBTX (50 nM). (B) Dados agrupados do 
potencial de membrana em repouso dos MNPRs antes e após a superfusão de IBTX. (C) 
Dados agrupados da frequência de potenciais de ação dos MNPRs do DMV antes e após 
a superfusão de IBTX. n=18 células de 8 ratos em ambos os protocolos. Utilizamos o teste 
pareado não paramétrico de Wilcoxon em B e o teste pareado paramétrico t de Student 
em C. 
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4.13. Contribuição dos canais BK sensíveis a IBTX no controle da 

transmissão sináptica excitatória nos MNPRs do DMV de ratos. 

 

A fim de compreender a contribuição dos canais BK sensíveis a IBTX no controle 

da transmissão sináptica excitatória nos MNPRs do DMV de ratos, registramos as 

sEPSCs, na configuração voltage clamp (- 70 mV), antes e após a superfusão de IBTX 

(Figura 18, painéis Ai e Aii). Analisamos a amplitude e a frequência das sEPSCs. 

Nossos resultados demonstram que após a superfusão de IBTX houve uma redução 

significativa da frequência das sEPSCs (antes: 3.32 ± 0.33 Hz; após IBTX: 2.64 ± 0.22 

Hz; p=0.018, Figura 18, painel B). Além disso, uma redução significativa da amplitude 

das sEPSCs foi observada (antes: - 24.33 ± 2.57 pA; após IBTX: - 19.37 ± 1.97 pA; 

p=0.002, Figura 18, painel C). Portanto, os canais BK sensíveis à IBTX participam da 

modulação da transmissão sináptica excitatória nos MNPRs do DMV de ratos. 

 

 
 

Figura 18. Efeito da IBTX na transmissão sináptica excitatória nos MNPRs do DMV 
de ratos. Traçados representativos das sEPSCs de um MNPR do DMV de rato antes (Ai) 
e após (Aii) a superfusão de IBTX (50 nM). Dados agrupados da frequência (C) e da 
amplitude (D) das sEPSCs nos MNPRs do DMV de ratos antes e após a superfusão de 
IBTX. n=23 células de 11 ratos. Utilizamos o teste pareado paramétrico t de Student em C 
e D. 
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4.14. Correntes de K+ mediadas por canais SK nos MNPRs do DMV de ratos.  

 

As correntes de K+
 mediadas por canais SK foram registradas, no modo voltage 

clamp, nos MNPRs do DMV com pulsos de voltagem despolarizantes de - 60 a 10 mV 

com duração de 0.1 segundo (Figura 19, painel A). A superfusão de apamina (100 

mM) foi capaz de reduzir significativamente a corrente de saída de K+ nos MNPRs do 

DMV de ratos (antes: 52.01 ± 8.70 pA; apamina: 27.93 ± 3.63 pA; p=0.003, Figura 19, 

painel B). Já para a análise do potencial de reversão, pulsos de voltagem 

despolarizantes de - 60 a 10 mV, também com duração de 0.1 segundo, seguidos por 

pulsos de voltagens de - 105 até - 65 mV, em intervalos de 10 mV e duração de 3 

segundos, foram aplicados para medir o valor de voltagem o qual a corrente é nula, e 

compararmos com o potencial de equilíbrio do K+ calculado pela equação de Nerst 

(ver métodos) (Figura 19, painel C). A relação corrente por voltagem demonstrou que 

o potencial de reversão da corrente registrada nos MNPRs do DMV foi de - 82.2 ± 0.24 

mV (Figura 19, painel D). Tendo em vista que os valores do potencial de reversão se 

aproximam do potencial de equilíbrio do K+ calculado (- 91.62 mV), é possível inferir 

que a corrente registrada é de K+. Esses dados demonstram que as correntes de K+ 

mediadas pelos canais SK sensíveis a apamina estão presentes nos MNPRs do DMV 

de ratos. 
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Figura 19. Correntes de saída de K+ mediadas pelos canais SK sensíveis a apamina 
nos MNPRs do DMV de ratos. (A)Traçados representativos das correntes de saída de K+ 
de um MNPR do DMV de rato, registradas na configuração voltage clamp, antes (preto) e 
após (vermelho) a superfusão de apamina (100 mM). (B) Dados agrupados da corrente 
de saída de K+ nos MNPRs do DMV de ratos antes e após a superfusão de apamina. (C) 
Traçados representativos das correntes de K+ obtidas pelo protocolo para obtenção do 
potencial de reversão das correntes mediadas pelos canais SK nos MNPRs do DMV de 
ratos. (D) Dados agrupados das correntes de K+ mediadas por canais SK medidas no 
protocolo para análise do potencial de reversão (quando a corrente foi zero) nos MNPRs 
do DMV de ratos. n=12 de 9 ratos. Utilizamos o teste pareado paramétrico t de Student 
em B. 
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4.15. Participação dos canais SK sensíveis a apamina no controle da 

excitabilidade e da cinética do potencial de ação dos MNPRs do DMV 

de ratos. 

 

Com o objetivo de analisar a contribuição dos canais SK no controle da 

excitabilidade dos MNPRs do DMV de ratos, foram realizados dois protocolos 

experimentais distintos, como descrito na seção 4.4, antes e após a superfusão de 

apamina (Figura 20, painéis Ai, Aii, Ci e Cii). Na Figura 20, painel B, é possível 

observar os dados agrupados do número de potencias de ação evocados no protocolo 

de rampa despolarizante. Os valores de excitabilidade foram de 23.35 ± 2.67 antes e 

23.71 ± 3.40 potenciais de ação após apamina (p=0.79). Já no painel D da Figura 20, 

observamos os dados agrupados do número de potencias de ação evocados no 

protocolo de pulso quadrado de corrente despolarizante. Os valores de excitabilidade 

foram de 36.74 ± 3.58 antes e 34.99 ± 4.27 potencias de ação após apamina (p=0.53). 

Sendo assim, não houve diferença significativa entre os grupos em relação ao número 

de potencias de ação evocados em ambos os protocolos, o que demonstra que os 

canais SK sensíveis a apamina não participam do controle da excitabilidade nos 

MNPRs do DMV de ratos. 
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Figura 20. Efeito da apamina na excitabilidade dos MNPRs do DMV de ratos. 
Traçados representativos de um MNPR do DMV de rato em resposta a um protocolo de 
rampa de corrente despolarizante de 150 pA durante 2 segundos antes (Ai) e após (Aii) a 
superfusão de apamina (100 mM). (B) Dados agrupados do número de potenciais de ação 
evocados em resposta à rampa de corrente despolarizante antes e após a superfusão de 
apamina. Traçados representativos de um MNPR em resposta à aplicação de um 
protocolo de pulso de corrente despolarizante de 150 pA durante 2 segundos antes (Ci) e 
após (Cii) a superfusão de apamina. (D) Dados agrupados do número de potenciais de 
ação evocados em resposta ao pulso de corrente despolarizante antes e após a 
superfusão de apamina. n=16 células de 9 ratos em ambos os protocolos. Utilizamos o 
teste pareado paramétrico t de Student em B e D. 
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A análise da participação dos canais SK sensíveis a apamina no controle da 

cinética do potencial de ação dos MNPRs do DMV foi feita, como descrito na seção 

4.4, antes e após a superfusão de apamina (Figura 21, painel A). Analisamos a 

amplitude e largura do potencial de ação, assim como a amplitude da HPP. Não houve 

alterações significativas na largura do potencial de ação (antes: 1.74 ± 0.11 ms; após 

apamina: 1.77 ± 0.13 ms; p=0.33; Figura 21, painel C), na amplitude do potencial de 

ação (antes: 66.68 ± 3.66 mV; após apamina: 65.69 ± 3.91 mV; p=0.42; Figura 21, 

painel D) e na amplitude da HPP (antes: 26.31 ± 1.31 mV; após apamina: 27.58 ± 2.54 

mV; p=0.55; Figura 21, painel E) após superfusão de apamina. Sendo assim, os 

canais SK sensíveis a apamina não contribuem para a cinética do potencial de ação 

dos MNPRs do DMV de ratos  
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Figura 21. Efeito da apamina na cinética do potencial de ação dos MNPRs do DMV 
de ratos. (A) Traçados representativos de potenciais de ação de um MNPR do DMV de 
rato evocados por pulsos de corrente despolarizante de 150 pA antes e após a superfusão 
de apamina (100 mM). Dados agrupados da amplitude do potencial de ação (B), da largura 
do potencial de ação (C) e da amplitude da HPP (D) dos MNPRs do DMV de ratos antes 
e após a superfusão de apamina. n=14 células de 9 ratos. Utilizamos o teste pareado 
paramétrico t de Student em B, C e D.  



  62 

 

 
 

4.16. Contribuição dos canais SK sensíveis a apamina no controle do 

potencial de membrana em repouso e da frequência de potenciais de 

ação dos MNPRs do DMV de ratos. 

 

A avaliação da contribuição dos canais SK sensíveis a apamina no controle do 

potencial de membrana em repouso e da frequência de potenciais de ação dos 

MNPRs do DMV de ratos foi feita como descrito na seção 4.5, antes e após a 

superfusão de apamina (Figura 22, painéis Ai e Aii). O potencial de membrana em 

repouso foi considerado o valor de voltagem no qual as células passaram a maior 

parte do tempo calculado por meio do histograma de amplitude. Nossos resultados 

demonstram que o potencial de membrana em repouso não foi alterado pela apamina 

e apresentam uma voltagem de - 62.28 ± 1.21 mV antes e - 63.88 ± 1.99 mV após 

apamina (p=0.26; Figura 22, painel B). Já em relação a frequência de potenciais de 

ação dos MNPRs do DMV de ratos, na Figura 22 painel D é possível observar a 

ausência de alterações da frequência de potencias de ação dos MNPRs do DMV após 

a superfusão de apamina (2.53 ± 0.62 Hz antes; 2.26 ± 0.68 Hz após apamina; p=0.29; 

Figura 22, painel D). Portanto, os canais SK sensíveis a apamina não participam do 

controle do potencial de membrana em repouso e da frequência de potenciais de ação 

espontâneos dos MNPRs do DMV de ratos. 
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Figura 22. Efeito da apamina no potencial de membrana em repouso e na frequência 
de potenciais de ação dos MNPRs do DMV de ratos. Traçados representativos do 
potencial de membrana e da frequência de potenciais de ação de um MNPR do DMV de 
rato antes (Ai) e após (Aii) a superfusão de apamina (100 mM). (B) Dados agrupados do 
potencial de membrana em repouso dos MNPRs antes e após a superfusão de apamina. 
(C) Dados agrupados da frequência de potenciais de ação dos MNPRs antes e após a 
superfusão de apamina. n=17 células de 7 ratos. Utilizamos o teste pareado paramétrico 
t de Student em B e o teste pareado não paramétrico de Wilcoxon em C. 
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4.17. Contribuição dos canais SK sensíveis a apamina no controle da transmissão 

sináptica excitatória nos MNPRs do DMV de ratos. 

 

A fim de compreender a contribuição dos canais SK sensíveis a apamina no 

controle da transmissão sináptica excitatória nos MNPRs do DMV de ratos, 

registramos as sESPCs, na configuração voltage clamp (- 70 mV), antes e após a 

superfusão de apamina (Figura 23, painel Ai, Aii). Analisamos a amplitude e a 

frequência das sEPSCs. Nossos resultados demonstram que após a superfusão de 

apamina não houve alterações significativas na frequência das sEPSCs (antes: 6.23 

± 0.73 Hz; após apamina: 5.82 ± 0.58 Hz; p=0.3, Figura 23, painel C), porém uma 

redução significativa da amplitude das sEPSC foi observada (antes: 17.47 ± 0.85 pA; 

após apamina: 16.16 ± 0.83 pA; p=0.004, Figura 23, painel D). Portanto, os canais SK 

sensíveis à apamina participam do controle da transmissão sináptica excitatória nos 

MNPRs do DMV de ratos. 

 

Figura 23. Efeito da apamina na transmissão sináptica excitatória nos MNPRs do 
DMV de ratos. Traçados representativos das sEPSCs de um MNPRs do DMV de rato 
antes (Ai) e após (Aii) a superfusão de apamina (100 nM). Dados agrupados da frequência 
(B) e da amplitude (C) das sEPSCs nos MNPRs do DMV de ratos antes e após a 
superfusão de apamina. n=17 células de 7 ratos para ambas as análises. Utilizamos o 
teste pareado paramétrico t de Student em C e D. 
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4.18. Efeito do tempo na transmissão sináptica excitatória nos MNPRs do 

DMV de ratos. 

 

A fim de corroborarmos os efeitos da IBTX e da apamina na transmissão 

sináptica excitatória, registramos as sEPSCs em um intervalo de tempo similar aos 

dos protocolos das seções 4.13 e 4.17 somente em condições basais, ou seja, apenas 

na presença dos bloqueadores da transmissão sináptica inibitória (Figura 24, painéis 

Ai e Aii). Analisamos a amplitude e a frequência das sEPSCs. Nossos resultados 

demonstram que não houve alterações significativas na frequência (antes: 3.08 ± 0.35 

Hz; após: 2.81 ± 0.30 Hz; p=0.16, Figura 24, painel C) e na amplitude (antes: 16.04 ± 

1.00 pA; após: 15.12 ± 0.99 pA; p=0.07, Figura 24, painel D) das sEPSCs 10 minutos 

após o início da superfusão dos bloqueadores da transmissão sináptica inibitória.  

 

 
 
 
 
 

Figura 24. Efeito do tempo na transmissão sináptica excitatória nos MNPRs do DMV 
de ratos. Traçados representativos das sEPSCs de um MNPR do DMV de rato após 5 
(Ai) e 10 minutos (Aii) da superfusão com os bloqueadores da transmissão sináptica 
inibitória. Dados agrupados da frequência (B) e da amplitude (C) das sEPSCs nos MNPRs 
do DMV de ratos após 5 e 10 minutos da superfusão com os bloqueadores da transmissão 
sináptica inibitória. n=19 células de 8 ratos para ambas as análises. Utilizamos o teste 
pareado paramétrico t de Student em C e D. 
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5. DISCUSSÃO  

 

Os MNPRs do DMV se projetam para as vias aéreas inferiores e podem 

contribuir para o controle do tônus da musculatura lisa brônquica, secreção de muco 

e consequentemente para o controle do fluxo de ar (MAZZONE; CANNING, 2013). 

Sabemos que os canais Kv, Cav, KCa2+ participam do controle da cinética do potencial 

de ação, da excitabilidade neuronal e da transmissão sináptica, além de serem 

amplamente distribuídos nos diversos neurônios do SNC, inclusive nos motoneurônios 

do DMV (COOPER et al., 2015; DALLAS et al., 2008; DE VRIND et al., 2016; FABER; 

DELANEY; SAH, 2005; FABER; SAH, 2003; HU et al., 2001; LASSER-KATZ et al., 

2017; PEDARZANI et al., 2000; SAH, 1995; SAH; MCLACHLAN, 1991; 1992). 

Portanto, nós acreditamos que esses canais possam contribuir para a geração da 

broncoconstrição e/ou secreção de muco por meio do controle da excitabilidade, 

cinética do potencial de ação e transmissão sináptica nos MNPRs do DMV. Desta 

forma, é de suma importância descrever as características eletrofisiológicas dos 

MNPRs do DMV e a contribuição dos canais Kv, Cav e KCa2+ no controle da 

excitabilidade e da cinética do potencial de ação dos MNPRs do DMV de ratos.  

Os resultados obtidos nesse estudo contribuem para melhorar a compreensão 

das características eletrofisiológicas dos MNPRs do DMV, enfatizando a participação 

dos canais Kv, Cav do tipo L, BK e SK, e trazem novas perspectivas para a implicação 

dos MNPRs do DMV no controle da atividade parassimpática para as vias áreas 

inferiores, que ainda é pouco compreendida. A redução das correntes de K+ após a 

superfusão do TEA, da IBTX e da apamina, bem como a redução das correntes de 

Ca2+ após a superfusão do CdCl2 e da nifedipina, indicam que os canais Kv, BK, SK e 

Cav do tipo L, estão fundamentalmente presentes nos MNPRs do DMV. Observamos 

que a cinética do potencial de ação é modulada pelos canais Kv e BK, visto que a 

superfusão do TEA e da IBTX aumentaram a largura do potencial de ação dos MNPRs 

do DMV de ratos. Em relação a frequência de potencias de ação espontâneos, nossos 

dados demostram que, apenas os canais Kv entre os canais estudados contribuem 

para esse fenômeno. O potencial de membrana em repouso não é controlado por 

nenhum dos canais aqui estudados presentes nos MNPRs do DMV. Em contrapartida, 

os canais Kv e Cav do tipo L regulam a excitabilidade neuronal dos MNPRs do DMV. 

Por fim, analisamos a transmissão sináptica excitatória e observamos que os canais 

BK e SK participam de forma distinta no controle das sEPSCs nos MNPRs: enquanto 
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o bloqueio dos canais BK reduziu a frequência e a amplitude das sEPSCs, o bloqueio 

dos canais SK reduziu apenas a amplitude das sEPSCs. Coletivamente, esses dados 

demonstram claramente que os diversos canais aqui estudados desempenham papéis 

importantes na regulação da cinética do potencial de ação, da excitabilidade e também 

da transmissão sináptica excitatória nos MNPRs do DMV de ratos. 

 

5.1. Propriedades passivas e o fenótipo motor dos MNPRs do DMV de 

ratos. 

 

A contribuição dos MNPRs do DMV para a resposta broncoconstritora e 

secreção de muco tem sido associada a estudos anatômicos e poucos experimentos 

funcionais. A estimulação química do DMV em cães não afetou a resistência 

intrapulmonar (HASELTON et al., 1992), sugerindo que os motoneurônios pré-

ganglionares parassimpáticos do DMV não são importantes para regular a resistência 

das vias aéreas inferiores. No entanto, as funções dos MNPRs do DMV ainda não são 

claras. Utilizando marcação retrógrada, demonstramos que os MNPRs do DMV se 

projetam para as vias aéreas inferiores, corroborando com trabalhos anteriores em 

diferentes espécies, como ratos, cães e gatos (HADZIEFENDIC; HAXHIU, 1999; 

HASELTON et al., 1992; KALIA; MESULAM, 1980).  

Adicionalmente, verificamos que os MNPRs do DMV de ratos apresentam 

valores de capacitância, que é uma característica eletrofisiológica passiva, 

semelhantes aqueles reportados por outros estudos avaliando uma população 

heterogêna de motoneurônios do DMV de ratos (PEDARZANI et al., 2000). Utilizando 

a técnica de imunofluorescência demonstramos que os MNPRs são imunorreativos 

para ChaT, isto é, apresentam fenótipo motor, o que corrobora com a literatura de que 

os motoneurônios do DMV são colinérgicos (GOLDBERG et al., 2012). Por fim, 

demonstramos que o potencial de membrana em repouso é semelhante aos valores 

reportados previamente em nosso laboratório (SOUZA, 2020). Portanto, os MNPRs 

de ratos possuem características eletrofisiológicas e fenótipo que vão de acordo com 

o esperado para motoneurônios do DMV. Na sequência, estudamos a contribuição 

dos canais Kv no controle da cinética do potencial de ação, excitabilidade, potencial 

de membrana em repouso e frequência de potenciais de ação dos MNPRs de ratos.  
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5.2. Contribuição dos canais Kv no controle do potencial de membrana em 

repouso, da frequência de potencias de ação, da excitabilidade e da 

cinética do potencial de ação dos MNPRs do DMV de ratos. 

 
Sabe-se que os canais Kv desempenham um papel fundamental no controle da 

excitabilidade e da cinética do potencial de ação de diferentes neurônios (DALLAS et 

al., 2008; GONZÁLEZ et al., 2012). Além disso, já foi demonstrado que os canais Kv 

são expressos nos motoneurônios do DMV de ratos (COOPER; et al., 2015; LASSER-

KATZ et al., 2017). Sendo assim, tendo em vista a contribuição fisiológica desses 

canais em diferentes neurônios, bem como a sua expressão nos motoneurônios do 

DMV, levantamos a hipótese de que os canais Kv controlam o potencial de membrana 

em repouso, a frequência de potencias de ação, a excitabilidade e a cinética do 

potencial de ação dos MNPRs do DMV de ratos.  

Primeiramente, procuramos descrever as correntes de K+ mediadas pelos canais 

Kv sensíveis ao TEA nos MNPRs do DMV de ratos.  O TEA é um clássico e potente 

bloqueador dos canais para K+, sobretudo para os canais Kv3 (BEAN, 2007). Nossos 

resultados demostram que a corrente de saída de K+ dos MNPRS do DMV de ratos 

reduziu significativamente após superfusão com TEA , corroborando com estudos da 

literatura utilizando motoneurônios com projeções não identificadas do DMV (SAH; 

MCLACHLAN, 1992). 

Os canais Kv desempenham um papel fundamental no controle da excitabilidade 

e da cinética do potencial de ação de diferentes neurônios, como supracitado 

anteriormente (DALLAS et al., 2008; GONZÁLEZ et al., 2012). Avaliamos então o 

efeito do bloqueio farmacológico dos canais Kv com TEA na cinética do potencial de 

ação dos MNPRs do DMV de ratos. Sendo assim, observamos que o TEA gerou um 

aumento significativo da largura do potencial de ação, sem alterar a amplitude do 

potencial de ação e a HPP. Em motoneurônios do DMV de camundongos, a aplicação 

do TEA foi capaz de aumentar a duração do potencial de ação em aproximadamente 

50% (GOLDBERG et al., 2012). Estudos com motoneurônios do DMV utilizando a 

“blood depressing substance” (BDS), para bloquear as subunidades Kv3.4, 

demonstraram que esta substância também produziu um aumento da duração do 

potencial de ação (DALLAS et al., 2008). Adicionalmente, estudos prévios 

demostraram que a subunidade Kv3.4 é a única subunidade da subfamília Kv3 

presente nos motoneurônios do DMV (BROOKE et al., 2006; DALLAS et al., 2005; 



  70 

 

 
 

WEISER et al., 1994). Sendo assim, acreditamos que os canais Kv, em especial os 

canais Kv3, estão envolvidos nas alterações observadas da cinética do potencial de 

ação dos MNPRs do DMV de ratos após a superfusão do TEA.  

Em seguida, observamos que a frequência de potenciais de ação espontâneos 

dos MNPRs do DMV reduziu após a superfusão do TEA. Cooper et al., (2015) 

demonstraram que o TEA também foi capaz de reduzir a frequência de potenciais de 

ação espontâneos dos motoneurônios com projeções não identificadas do DMV. Em 

outros motoneurônios respiratórios, o TEA também foi capaz de reduzir a frequência 

de potencias de ação espontâneos (DA SILVA et al., 2019). Contudo, não observamos 

alterações significativas do potencial de membrana em repouso dos MNPRs após a 

superfusão do TEA. Isso demonstra que os canais Kv não controlam essa propriedade 

eletrofisiológica passiva dos MNPRs do DMV de ratos. Portanto, concluímos que os 

canais Kv participam do controle da frequência de potencias de ação espontâneos 

dos MNPRs do DMV de ratos, provavelmente por meio do controle da largura do 

potencial de ação, sem afetar o potencial de membrana em repouso dos mesmos.  

 

5.3. Contribuição dos canais Cav do tipo L no controle do potencial de 

membrana em repouso, da frequência de potencias de ação, da 

excitabilidade e da cinética do potencial de ação dos MNPRs do DMV 

de ratos. 

 

 A fim de isolar as correntes de Ca2+ nos MNPRs do DMV de ratos, bloqueamos 

de maneira inespecífica os canais Cav. Nós observamos que o CdCl2 foi capaz de 

reduzir as correntes de entrada de Ca2+ nos MNPRs do DMV de ratos e que o pico da 

corrente macroscópica foi em torno de - 20 mV. Os motoneurônios do DMV de ratos 

expressam pelo menos 3 subtipos de canais Cav, sendo eles: canais Cav do tipo L, 

canais Cav do tipo N e canais Cav do tipo R (COOPER et al., 2015). Esses canais 

apresentam propriedades biofísicas distintas, sendo que os canais Cav do tipo L 

apresentam o pico da corrente macroscópica em aproximadamente - 10 mV 

(LIPSCOMBE; HELTON; XU, 2004). Sendo assim, os nossos dados demonstram que 

as correntes de entrada de Ca2+ mediadas pelos canais Cav sensíveis ao CdCl2 nos 

MNPRs é compatível com as correntes mediadas pelos canais Cav do tipo L.  
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Avaliamos então a presença dos canais Cav do tipo L nos MNRPs do DMV de 

ratos. Para tanto, utilizamos a nifedipina para isolar especificamente as correntes de 

Ca2+ mediadas pelos canais Cav do tipo L. Nossos resultados demonstram que as 

correntes de Ca2+ mediadas pelos canais Cav do tipo L sensíveis a nifedipina 

apresentam o seu pico em torno de - 10 mV, o que também foi observado em outros 

neurônios do SNC (COOPER et al., 2015; LIPSCOMBE; HELTON; XU, 2004; 

TRIGGLE, 2006). Sabe-se que os motoneurônios do DMV de ratos expressam 

diferentes subunidades dos canais Cav do tipo L, sendo eles:  os Cav1.2 e Cav1.3 

(COOPER et al., 2015). Os canais Cav1.2 tem o pico de corrente macroscópica em 

aproximadamente 0 mV, enquanto os canais Cav1.3 tem o pico de corrente 

macroscópica em aproximadamente - 20 mV (HELTON; XU; LIPSCOMBE, 2005). De 

acordo com Cooper et al. (2015) os motoneurônios do DMV de ratos apresentam 

maior expressão dos canais Cav1.2. Portanto, é possível que este subtipo dos canais 

Cav do tipo L esteja mediando as correntes de entrada de Ca2+ registradas nos 

MNPRs do DMV de ratos. 

Após verificar que os canais Cav do tipo L estão presentes nos MNPRs do DMV 

de ratos, resolvemos testar a hipótese de que estes canais contribuem para o controle 

da cinética do potencial de ação, da frequência de potencias de ação espontâneos, 

do potencial de membrana em repouso e da excitabilidade dos MNPRs. A superfusão 

de nifedipina não foi capaz de suscitar alterações significativas na largura, na 

amplitude do potencial de ação e da HPP dos MNPRs. Diferentemente dos nossos 

resultados, Goldberg et al. (2012) demonstraram que a superfusão de nifedipina 

reduziu significativamente a lHPP dos motoneurônios do DMV de ratos. Durante o 

potencial de ação ocorre o aumento da [Ca2+] intracelular (SIMMS; ZAMPONI, 2014). 

Em diferentes neurônios do SNC, o influxo de Ca2+ ativa canais KCa2+, que em última 

análise contribuem para o controle da HPP (COOPER et al., 2015; DE VRIND et al., 

2016; LASSER-KATZ et al., 2017; LORENZO-CEBALLOS et al., 2019; SAH, 1995; 

SAH; MCLACHLAN, 1991). O influxo de Ca2+ através dos canais Cav do tipo L 

provavelmente não foi suficiente para ativar os canais de KCa2+ e com isso não 

observamos alterações na HPP dos MNPRs do DMV de ratos após a superfusão de 

nifedipina. Ademais, o bloqueio dos canais Cav do tipo L com a nifedipina também 

não foi capaz de alterar a frequência de potenciais de ação espontâneos dos MNPRs 

do DMV de ratos, o que vai de encontro com dados prévios utilizando motoneurônios 
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do DMV com projeções não identificadas (GOLDBERG et al., 2012). Em contrapartida, 

a nifedipina reduziu a excitabilidade dos MNPRs do DMV de ratos. Tendo em vista 

que a superfusão com nifedipina não foi capaz de alterar a frequência de potencias 

de ação espontâneos e nem a cinética do potencial de ação dos MNPRs, porém 

diminuiu a excitabilidade, é provavel que os canais Cav do tipo L sejam importantes 

quando os motoneurônios precisam gerar potencias de ação em alta frequência.  

 

5.4. Contribuição dos canais BK no controle do potencial de membrana em 

repouso, da frequência de potencias de ação, da excitabilidade, da 

cinética do potencial de ação e da transmissão sináptica nos MNPRs 

do DMV de ratos. 

 

Os canais BK são expressos em quase todas as células excitáveis e sua 

ativação depende tanto da voltagem quanto da [Ca2+] intracelular (GHATTA et al., 

2006). A ativação dos canais BK serve como um “feedback negativo”, que tende a 

repolarizar a membrana durante a despolarização celular. Estudos anteriores já 

demonstraram a presença dos canais BK sensíveis a IBTX em motoneurônios do DMV 

(PEDARZANI et al., 2000; SAH, 1992; 1995). Nós demonstramos por meio de 

registros eletrofisiológicos e ferramentas farmacológicas que as correntes de saída de 

K+ nos MNPRs do DMV são significantemente reduzidas após o bloqueio dos canais 

BK com IBTX. Desta forma, podemos concluir que, os MNPRs do DMV de ratos 

expressam os canais BK sensíveis a IBTX, o que é consistente com estudos anteriores 

que registraram motoneurônios do DMV com projeções não identificadas 

(PEDARZANI et al., 2000; SAH, 1992; 1995).  

 Com base na contribuição dos canais KCa2+ no controle da cinética do potencial 

de ação em diferentes neurônios do SNC (COOPER et al., 2015; DALLAS et al., 2008; 

FABER; SAH, 2003; GU; VERVAEKE; STORM, 2007; LASSER-KATZ et al., 2017; LI 

et al., 2011; LIN et al., 2014; PEDARZANI et al., 2000), testamos a hipótese de que 

os canais BK controlam a cinética do potencial de ação dos MNPRs do DMV de ratos. 

Pedarzani et al. (2000) demonstraram que o bloqueio dos canais BK com IBTX 

produziu um aumento na largura do potencial de ação sem alterar a amplitude da HPP 

nos motoneurônios do DMV. Nossos dados estão de acordo com os dados 



  73 

 

 
 

supracitados, os quais observamos que a superfusão da IBTX foi capaz de aumentar 

a largura do potencial de ação dos MNPRs do DMV de ratos. 

Diferentemente do que observamos em relação aos canais Kv, o bloqueio dos 

canais BK com a IBTX não foi capaz de alterar a frequência de potencias de ação 

espontâneos, nem o potencial de membrana em repouso, dos MNPRs do DMV de 

ratos, o que está de acordo com estudos anteriores analisando motoneurônios desta 

região sem projeções identificadas (PEDARZANI et al., 2000). A frequência de 

potencias de ação espontâneos pode ser modulada por uma série de condutâncias, 

como por exemplo a mediada pelos canais KCa2+. A descoberta de que a frequência 

dos potencias de ação espontâneos dos MNPRs do DMV não é regulada pelos canais 

BK sugere que a despolarização e o consequente influxo de Ca2+ nesses 

motoneurônios não é suficiente para desencadear a ativação dos canais BK.   

Observamos também que os canais BK não modulam a excitabilidade dos 

MNPRs do DMV de ratos. Bock e Stuart (2016) demonstraram que o bloqueio dos 

canais BK aumentou a largura dos potenciais de ação dos neurônios piramidais do 

córtex somatossensorial primário, mas não foi suficiente para afetar o número de 

potenciais de ação evocados por injeções de corrente despolarizante, mesmo nas 

maiores intensidades. Os canais BK são caracterizados por uma subunidade α e 

podem estar associados a subunidades β acessórias. Atualmente, quatro 

subunidades β foram identificadas (β1, β2, β3 e β4) e cada subunidade tem uma 

distribuição tecidual específica, modificando a cinética dos canais BK, bem como suas 

propriedades farmacológicas e sensibilidade ao Ca2+. Sendo assim, é possível que os 

MNPRs do DMV de ratos expressem a subunidade β4, que é a subunidade regulatória 

menos sensível a IBTX (MEERA; WALLNER; TORO, 2000). A presença desta 

subunidade pode explicar a ausência de efeitos da IBTX na excitabilidade dos 

MNPRs, apesar do pequeno aumento da largura do potencial de ação.  

Outra importante questão que avaliamos nesse trabalho foi a contribuição dos 

canais BK na transmissão sináptica excitatória nos MNPRs do DMV de ratos. Diversos 

estudos já demonstraram a contribuição dos canais BK no controle da transmissão 

sináptica excitatória em diferentes neurônios do SNC. A superfusão de IBTX reduziu 

a frequência e a amplitude das sEPSCs nos MNPRs do DMV, indicando uma ação 

pré-sináptica e pós-sináptica dos canais BK. Diferentemente dos nossos resultados, 

o bloqueio dos canais BK com IBTX ou paxilina aumentou a probabilidade de liberação 
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de glutamato nas sinapses dos neurônios piramidais da região CA3, produzindo 

aumentos na frequência das sEPSCs (RAFFAELLI et al., 2004). Da mesma forma, a 

IBTX também aumentou a frequência das sEPSCs em neurônios do corno dorsal da 

medula espinhal (FURUKAWA et al., 2008). Os canais BK são expressos nas 

terminações pré e pós-sinápticas de diferentes neurônios (BERKEFELD et al., 2006). 

Nas terminações pré-sinápticas, seu acoplamento com canais Cav em zonas ativas 

os tornam particularmente adequados para regular a entrada de Ca2+ e a liberação de 

neurotransmissores (BERKEFELD et al., 2006). Liu e Savtchouk (2012) 

demonstraram que o bloqueio dos canais BK foi capaz de promover um aumento na 

largura do potencial de ação e da expressão da subunidade GluR2 dos receptores 

AMPA. A incorporação da subunidade GluR2 na membrana reduz a permeabilidade 

ao Ca2+ (LIU; ZUKIN, 2007). Portanto, a redução da amplitude das sEPSCs após o 

bloqueio dos canais BK com IBTX nos MNPRs do DMV pode ocorrer devido uma 

maior expressão da subunidade GluR2 e consequente redução da permeabilidade ao 

Ca2+ pelos receptores AMPA, enquanto que a redução da frequência das sEPSCs 

pode ocorrer devido a redução da probabilidade de liberação de glutamato pela 

terminação pré-sináptica. Sendo assim, novos experimentos são necessários para 

investigar essas suposições. 

  

5.5. Contribuição dos canais SK no controle do potencial de membrana em 

repouso, da frequência de potencias de ação, da excitabilidade, da 

cinética do potencial de ação e da transmissão sináptica nos MNPRs 

do DMV de ratos. 

 

Os mecanismos pelos quais os canais SK modulam os diferentes aspectos 

biofísicos em alguns neurônios do SNC já está bem elucidado. Todavia, não se sabe 

se as correntes de saída de K+ mediadas pelos canais SK contribuem de maneira 

substancial para a atividade dos MNPRs do DMV de ratos. Os canais SK participam 

como reguladores da excitabilidade celular em diferentes tipos neuronais, haja vista 

que a ativação desses canais causa hiperpolarização da membrana pelo aumento da 

corrente de saída de K+ em motoneurônios do DMV (SAH, 1995; SAH; MCLACHLAN, 

1991; 1992). Diferentemente dos canais BK, a probabilidade de abertura dos canais 

SK depende restritamente de alterações na [Ca2+] intracelular (KÖHLER et al., 1996; 
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XIA et al., 1998). Como esses canais são amplamente distribuídos por todo o SNC 

(ADELMAN; MAYLIE; SAH, 2012), inclusive no DMV (PEDARZANI et al., 2000), é 

possível que eles contribuam para o processo de broncoconstrição e secreção de 

muco por meio do controle da excitabilidade, da cinética do potencial de ação ou da 

transmissão sináptica nos MNPRs do DMV.  

Nossos resultados demonstram que os canais SK não participam do controle de 

nenhum componente da cinética do potencial de ação. Perdazani et al. (2000) 

demonstraram que os canais SK não participam do controle da largura do potencial, 

mas modulam a HPP, dos motoneurônios do DMV de ratos. Utilizando outro modelo 

animal, Sah et al. (1992) concluíram que os canais SK participam do controle da fHPP 

nos motoneurônios do DMV. Nossos resultados podem parecer inesperados, tendo 

em vista a ideia generalizada de que uma das principais funções dos canais SK em 

diversos neurônios é o controle da HPP (FABER; SAH, 2003; SAH; MCLACHLAN, 

1991). Essa divergência pode ser explicada da seguinte forma: é possível que o influxo 

de Ca2+ no nosso protocolo de análise de cinética de potencial de ação, ou mesmo 

durante a geração de potenciais de ação espontâneos, não seja suficiente para 

aumentar a probabilidade de abertura dos canais SK e com isso afetar a HPP dos 

MNPRs do DMV de ratos  

Analisamos também a contribuição dos canais SK no controle do potencial de 

membrana em repouso e da frequência de potencias de ação espontâneos. Nossos 

dados demonstram que os canais SK, sensíveis a apamina, não participam do 

controle da frequência de potenciais de ação espontâneos e do potencial de ação em 

repouso dos MNPRs do DMV de ratos. Em motoneurônios do DMV de ratos, sem as 

projeções identificadas, a apamina também não foi capaz de promover alterações 

significativas no potencial de membrana em repouso, mas afetou a frequência de 

potencias de ação espontâneos de ratos (PEDARZANI et al., 2000; SAH; 

MCLACHLAN, 1992). Sabe-se que a expressão das diferentes subunidades dos 

canais SK (SK1, SK2, SK3) pode variar de acordo com a população neuronal 

estudada. Em motoneurônios na adjacência do Núcleo Motor do Hipoglosso, a 

expressão de mRNA para a subunidade SK2 é alta enquanto as subunidades SK1 e 

SK3 não são presentes. Em contrapartida, nos motoneurônios do DMV foi observado 

maiores níveis de expressão de mRNA para a subunidade SK3. É importante salientar 

que, apesar da apamina ser um bloqueador altamente específico para os canais SK, 
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sua sensibilidade pode variar de acordo com a subunidade do canal expresso. A 

subunidade SK1 em humanos são as menos sensíveis, as subunidades SK2 são as 

mais sensíveis em diferentes espécies (humanos, ratos e camundongos), enquanto a 

subunidade SK3 apresenta sensibilidade intermediária a apamina (PEDARZANI et al., 

2000). Sendo assim, é possível que a ausência de alterações na frequência de 

potenciais de ação dos MNPRs do DMV de ratos após o bloqueio dos canais SK com 

apamina seja devido a expressão específica de alguma subunidade destes canais. 

Vale destacar que a superfusão da apamina reduziu a corrente de K+ 

significativamente, porém não foi totalmente eliminada. É possível que a subunidade 

expressa nos MNPRs do DMV de ratos seja a menos sensível a apamina. Contudo, 

uma limitação do nosso trabalho é que não avaliamos a expressão do mRNA para as 

diferentes subunidades dos canais SK. Sendo assim, mais experimentos são 

necessários para analisar a expressão gênica das subunidades dos canais SK nos 

MNPRs do DMV de ratos. 

Nossos resultados demonstram que os canais SK não participam do controle 

da excitabilidade dos MNPRs do DMV de ratos. Nas células piramidais da região CA1 

do hipocampo, o bloqueio dos canais SK com apamina não alterou a excitabilidade 

(CHEN; BENNINGER; YAARI, 2014; GU et al., 2008). Recentemente foi sugerido que 

os canais SK desempenham um papel importante na regulação da excitabilidade 

celular somente quando a função dos canais Kv7 for comprometida (CHEN; 

BENNINGER; YAARI, 2014). Sendo assim, os canais SK não participam da regulação 

da excitabilidade dos MNPRs do DMV de ratos em condições fisiológicas.  

Tendo em vista a contribuição dos canais SK na modulação da transmissão 

sináptica excitatória (FABER; DELANEY; SAH, 2005), propusemos que os canais SK 

modulam as sEPSCs nos MNPRs do DMV de ratos. Ao bloquearmos os canais SK 

com apamina, não observamos alterações na frequência das sEPSCs, porém a 

amplitude reduziu. Alterações na amplitude das sEPSCs condiz com alterações pós-

sinápticas. Em neurônios da amígdala lateral a apamina foi capaz de aumentar a 

amplitude das sEPSCs (FABER; DELANEY; SAH, 2005). Considerando nossos 

resultados, nós sugerimos que o bloqueio dos canais SK com apamina também é 

capaz afetar a expressão da subunidade GluR2 dos receptores AMPA, e 

consequentemente reduzir a amplitude das sEPSCs nos MNPRs do DMV de ratos, 

por meio da redução da permeabilidade ao Ca2+.  
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6. CONCLUSÕES  

 
 

Com base nos resultados obtidos na presente Tese de Doutorado, podemos 

concluir que:  

i) os canais Kv e BK participam do controle da largura do potencial de ação dos 

MNPRs do DMV de ratos; 

ii) os canais Kv participam do controle da frequência de potenciais de ação 

espontâneos dos MNPRs do DMV de ratos; 

iii) os canais Kv e Cav do tipo L controlam a excitabilidade dos MNPRs do DMV de 

ratos, e; 

iv) os canais BK participam do controle da frequência e da amplitude das sEPSCs, 

enquanto que os canais SK participam do controle da amplitude das sEPSCs, nos 

MNPRs do DMV de ratos. 

Sendo assim, os canais Kv, Cav, BK e SK contribuem de maneira distinta para 

o controle da cinética do potencial de ação, da frequência de potencias de ação 

espontâneos, da excitabilidade e da transmissão sináptica excitatória nos MNPRs do 

DMV de ratos.  
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