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RESUMO

O ganglio cervical superior (GCS) é uma estrutura do sistema nervoso autondmico simpatico, que
contem os neurdnios que inervam o pescogo e a face, mas também fornece inervagéo simpatica para
0 coracdo e para a glandula pineal. A membrana desses neurénios pode ser modelada por um anélogo
elétrico, em que os canais iGnicos sdo representados por conduténcias, a forga movente dos ions por
baterias e a membrana plasmatica por um capacitor. O uso desse andlogo elétrico de membrana
possibilita estudar as propriedades elétricas da membrana neuronal e auxiliar na classificacao celular
por meio das propriedades passivas das membranas. O objetivo desse trabalho foi investigar por meio
da utilizacdo do analogo elétrico de membrana as propriedades elétricas passivas e suas influéncias
no funcionamento dos neurdnios do génglio cervical superior de ratos. Os dados desse trabalho sdo
provenientes do projeto submetido ao CEUA/UECE, que recebeu aprovacdo sob numero
4695010/2016. Inicialmente foi feito um programaem linguagem C que modelava a membrana dos
neurénios do GCS utilizando as equagdes de um circuito resistor-capacitor simples. Depois, foram
analisados os dados experimentais de corrente- voltagem (IXV) dos neurdnios do GCS, e 0s
parametros eletrofisioldgicos potencial de repouso (Em),resisténcia de entrada (Rin) e tempo de
decaimento da voltagem (tm) foram inseridos no programa para obtencdo das curvas IxV simuladas
e de dados da membrana neuronal. Com os dados experimentais e simulados das curvas IxV, foi
realizada a subtracdo dos dois sinais e analisada as respostas. Ao todo foram utilizados 8 animais,
obtidos 77 células para os dados eletrofisiologicos, e 0s resultados estdo expressos como média +
E.P.M, em que o0 numero entre parénteses representao namero de neurdnios. Para comparacao entre
0s grupos, o teste ANOVA de uma via seguido do pds-teste Holm-Sidak foi utilizado, e 0s grupos
apresentaram diferenca estatisticaquando o valor de p paraocorréncia da hipétese nula foi menor ou
igual a 0,05. Na inspecdo visual das curvas IxV, alguns neurénios apresentavam uma retificacao da
voltagem quando aplicado um pulso hiperpolarizante de 500 pA. Assim, classificamos, inicialmente,
0s neurdnios em sem retificagdo (SR) e com retificacdo despolarizante (CRD). Quando obtivemos as
subtracdes da IxXV experimental e simulada, verificamos outro grupo neuronal, que apresentava uma
deflex&o negativa no sinal subtraido. Dessa forma, obtivemos trés grupos neuronais: SR, CRD e com
retificacdo hiperpolarizante (CRH). Entre os grupos, ndo houve diferenca estatisticanos parametros
Em e Rin. Houve diferencaestatistica (p <0,05 seguido por Holm-Sidak) natm e o valor para o grupo
SR, CRD e CRH f0i 13,2 £1,0 (n =50),6,7 0,8 (n=17) e 13,2+ 0,8 ms (n = 10), respectivamente.
Nos parametros ativos, a reobase ndo apresentou diferenca estatistica entre os grupos, mas todos 0s
parametros do potencial de acdo (PA) apresentaram diferenca estatistica (p < 0,05, ANOVA seguido
por Holm-Sidak) entre o grupo SR e CRD. A amplitude do PA dos grupos SR, CRD e CRH foi 76,4
+1,6 (n=50),67,1+£38 (n=17)e 80,2+ 2,7 mV (n=10) e houve diferenca estatistica entre os

grupos. Da mesma forma, os grupos SR, CRD e CRH apresentaram diferenca estatistica entre si na



inclinacdo maxima ascendente do PA e seus valores foram 78,8 + 4,3 (n = 50),58,6 + 6,1 (n=17) e
87,4 £ 8,2 V/s (n = 10), respectivamente. A utilizacdo do analogo elétrico de membrana permitiu
classificar os neurdnios do ganglio cervical superior em grupos com propriedadeseletrofisiolégicas
diferentes. Essa abordagem pode ser utilizada para melhorar a classificacdo dos neurénios do GCS

tanto em situages fisiol6gicas como patoldgicas.

Palavras-chave: ganglio cervical superior; canais idnicos; andlogo elétrico; potencial de repouso.



ABSTRACT

The superior cervical ganglion (SCG) is a structure of the sympathetic autonomic nervous system,
which contains the neurons that innervate the neck and face, but also provides sympathetic
innervation to the heart and pineal gland. The membrane of these neurons can be modeled by an
electrical analogue, in which the ion channels are represented by conductances, the moving force of
ions by batteries and the plasma membrane by a capacitor. The use of this membrane electrical
analogue makes it possible to study the electrical properties of the neuronal membrane and assist in
cell classification through the passive properties of membranes. The objective of this work was to
investigate, through the use of the membrane electrical analogue, the passive electrical properties and
their influence on the functioning of neurons in the superior cervical ganglion of rats. The data for
this work come from the project submitted to the CEUA/UECE, which received approval under
number 4695010/2016. Initially, a program was made in C language that modeled the membrane of
GCS neurons using the equations of a simple resistor-capacitor circuit. Then, the experimental data
of current-voltage (IxV) of the neurons of the GCS were analyzed, and the electrophysiological
parameters resting potential (Em), input resistance (Rin) and voltage decay time (tm) were entered
into the program to obtaining simulated IXV curves and neuronal membrane data. With the
experimental and simulated data from the IxV curves, the two signals were subtracted and the
responses analyzed. In all, 8 animals were used, 77 cells were obtained for electrophysiological data,
and the results are expressed as mean + E.P.M, where the number in parentheses represents the
number of neurons. For comparison between groups, the one-way ANOVA test followed by the
Holm-Sidak post-test was used, and the groups showed statistical difference when the p-value for the
occurrence of the null hypothesis was less than or equal to 0.05. On visual inspection of the IxV
curves, some neurons showed voltage rectification when a hyperpolarizing pulse of 500 pA was
applied. Thus, we initially classified neurons as non-rectified (SR) and depolarizing rectified (CRD).
When we obtained the experimental and simulated IxV subtractions, we verified another neuronal
group, which presented a negative deflection in the subtracted signal. Thus, we obtained three
neuronal groups: SR, CRD and with hyperpolarizing rectification (CRH). Between the groups, there
was no statistical difference in the parameters Em and Rin. There was a statistical difference (p <0.05
followed by Holm-Sidak) in tm and the value for the SR, CRD and CRH group was 13.2+ 1.0 (n=
50),6.7£0.8(n=17)and 13.2 + 0.8 ms (n = 10), respectively. In active parameters, rheobase showed
no statistical difference between groups, but all action potential (AP) parameters showed statistical
difference (p < 0.05, ANOVA followed by Holm-Sidak) between the SR and CRD groups. The PA



amplitude of the SR, CRD and CRH groups was 76.4 = 1.6 (n = 50), 67.1 + 3.8 (n=17) and 80.2 +
2.7 mV (n=10) and there was a statistical difference between the groups. Likewise, the SR, CRD
and CRH groups showed a statistical difference between themselvesin the maximum ascending slope
of the AP and their values were 78.8 + 4.3 (n =50), 58.6 £ 6.1 (n=17 ) and 87.4 + 8.2 V/s (n = 10),
respectively. The use of the membrane electrical analogue allowed the classification of superior
cervical ganglion neurons into groups with different electrophysiological properties. This approach
can be used to improve the classification of GCS neurons in both physiological and pathological

situations.

Keywords: superior cervical ganglion; ion channels; electrical analogue; resting potential.
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1 INTRODUCAO

As celulas de todos os organismos vivos precisam estar definidas e separadas do
meio externo por algum tipo de estruturaisolante, algo que seja capaz de separar 0s meios intra
e extracelular e assim proteger e definir seus limites. A membrana plasméatica dese mpenha esse
papel ,além de funcionar como componente estrutural e protetor, sua constituicédo fisico-quimica
permite um funcionamento sofisticado, sendo ao mesmo tempo um meio para a difusdo
tridimensional de substancias e de informagdes funcionando assim como uma barreira seletiva
(CORREALE, 2017).

A membrana celular consiste em uma dupla camada de lipidios na qual diversas
proteinasestdo inseridas em sua parede. Devido a sua constitui¢cdo quimica, essa camada possuli
permeabilidade seletiva: permite a passagem de algumas substancias, sendo impermeavel para
muitas outras, provendo assim um elevado grau de isolamento e protecdo, porém sendo
necessario algum mecanismo adicional para permitir atroca de moléculas e a comunicacgéo entre
0s meiosinternoe externo. Os canais idnicos constituem um desses mecanismos (LEWIS; RAFF;
ROBERTS, 2002).

Canais idnicos sdo proteinas transmembrana que tém a capacidade de permitir, seja
de forma continua ou em resposta a estimulos (elétricos, quimicos ou mecanicos), a passagem
de ions de modo seletivo. Os canais que deixam passar 0s ions continuamente sdo chamados
canais abertos e 0s que s6 abrem em respostas a estimulos especificos, como os elétricos, sdo
chamados de canais controlados por voltagem. Destes, podemos citar 0s canais para cations,
como o sadio (Na+) e potéssio (K+), e canais para anions, como o cloreto (Cl-). Estes canais sao
abertos por alteracfes de voltagem que existe naturalmente na membrana entre o interior e 0
exterior de células do sistema nervoso por exemplo. (GUSMAO; LOPES; MAGINI, 2005).

Diversos tipos de células possuem mecanismos de troca local de informacao,
entretanto, as altamente especializadas, como as células neurais, permitem a transmisséo de

impulsos por longas distancias, carregando informacgéo com confiabilidade (MARIN, 2007).

A polaridade da membrana plasmatica do neurénio é distinta entre 0 meio intra e
extracelular. Essa propriedade é importante para permitir o surgimento de uma diferenga no

potencial elétrico entre esses compartimentos, gerando assim os sinais elétricos de comunicacao
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entre neurdnios (MIRANDA, 2019).

As células do sistema nervoso, como as que encontramos no ganglio da cervical
superior (GCS), apresentam uma caracteristica peculiar, que € a de responder a estimulos com
alteracOes transitoriase rapidas do potencial de membrana. Quando esses estimulos fornecem, a
essas células, a energia suficiente para que elas atinjam um certo valor energético critico - o
limiar de excitabilidade - as alteragdes do potencial de membrana propagam-se por toda
membrana da célula, recebendo, esse fenbmeno, a denominacdo de potencial de acdo. Esse
potencial de acdo € resultado do processo cinético de abertura e fechamento dos canais i6nicos.
Quando as células sdo eletricamente excitaveis, alteracdes do campo elétrico no interior das suas

membranas promovem modificagdes nas suas permeabilidades (NOGUEIRA, 1997) .

A simulacdo computacional do funcionamento neuronal é uma ferramenta
importante para a compreensdo da fisiologia das células nervosas. Para que essa simulagdo
ocorra, € preciso ter um modelo que descreva de forma satisfatoria o fenémeno que se deseja
entender. Assim, uma vez que o modelo analogo elétrico da membrana neuronal esteja
construido, é possivel determinar as equa¢6es matematicasque regemasuadinamicae, com essas
equacdes, é possivel utilizar simulagdesnuméricas para a resolucdo das equacdes, seja em
situacdes estaticas ou dindmicas (FERREIRA-DA-SILVA, 2019).

Varios modelos matematicos surgiram com o objetivo de explicar fendmenos que
muitas vezes se mostravam complexos para um entendimento quantitativo. Estes tipos de estudos
tém grande importancia, pois geram maior clareza sobre o funcionamento dos sistemas
modelados. Esta é uma area da ciéncia basica que vem crescendo e ganhando respeito dos
pesquisadores que se utilizam dos resultados gerados para trabalhos posteriores (GUSMAO;
LOPES; MAGINI, 2005)

O paralelo que fazemos com a neurofisiologia neste presente estudo é que o circuito
Resistor-Capacitor (RC) representa a membrana de uma célula. Uma vez que a membrana
neuronal é formada por duas camadas de lipidios que separam os meios condutores intra e
extracelular por uma fina camada isolante, ela ird atuar como um capacitor; os canis iénicos que
cruzam a membrana de um neurénio atuam como poros, por onde a corrente elétrica (ions) pode
passar. Cada canal iénico (seletivo aumadada espécie ibnica) pode ser modelado por um resistor

R colocado em paralelo com o capacitor que representaa membrana.
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O presente estudo, portanto, visa buscar uma nova abordagem de classificacdo dos
neurbnios do ganglio cervical superior com base nas suas propriedades eletrofisioldgicas

utilizando o modelo do analogo elétrico de membrana.

21



22

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 As células nervosas

Os neurodnios, apesar de apresentarem uma grande variedade de formas e tamanhos,
possuem alguns aspectos em comum. A célula nervosa é formada por um corpo celular que contem
o0 nucleo e um grande nimero de fibras finas denominados dendritos que se prolongam a partir desse
corpo (Figura 1). Cada neurdnio geralmente tem uma Unica fibra longa (0 axdnio) e um grande
numero de fibras mais curtas (dendritos), que sdo intensamente ramificados e, na maioria das vezes,
possuem menos de 1mm de comprimento (KANDEL et al., 1991; LEVITAN & KACZMARECK,
1997; SCHMIDT-NIELSEN, 1996).

Figura 1: Divisdes morfoldgicas do neurénio. Da esquerda paradireita: Dendritos, corpo celular, axdnio e terminacoes
do axdnio. Adaptado de https:// www.sobiologia.com.br/ conteudos/FisiologiaAnimal/nervoso2.php.

Os neurénios sdo completamente revestidos por uma membrana plasmatica que separa o
meio intracelular do extracelular. A membrana plasmatica dos neur6nios é semipermeavel, composta
por uma bicamada lipidica, proteinas, glicidios e canais idnicos. A polaridade da membrana
plasmatica do neurdnio é diferente entre o meio intra e extracelular. Essa propriedade é importante
para permitir o surgimento de uma diferenca no potencial elétrico entre os meios, gerando assim 0s

sinais elétricos de comunicacdo entre células nervosas (LENT, 2008).

A membrana dos neurdnios ndo é idéntica em toda a extenséo da célula e nem entre
diferentes neurénios. A composicao de proteinas inseridas na membrana varia e sao fundamentais
para as propriedades de circuito e de comunicagdo de cada neurbnio. As proteinas dispersas na
bicamada lipidica sdo constituintes dos canais iénicos, receptores e transportadores moleculares,

moléculas de adesdo celular e enzimas (LENT, 2008)


http://www.sobiologia.com.br/
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2.1.1 O ganglio cervical superior

O ganglio cervical superior (GCS) faz parte da divisdo simpatica do sistema nervoso
auténomo (SNA) e é responsavel pela inervagéo das estruturas cervical, facial e intracraniana, glandula
pineal, eminéncia pituitaria e medial, corpo carotideo, glandulas tireoide e paratireoides, iris e
palpebras (CAVALLOTTI etal., 2005; SAVASTANO etal., 2010). Além disso, 0 GCS contém corpo
celular de neurdnio pdés-ganglionares responsaveis pela inervacao do coracdo (SAVASTANO et al.,
2010; WEHRWEIN et al., 2016).

Em seres humanos, 0 GCS é o maior dos trés ganglios que existem em cada lado do
pescoco. O GCS consiste nos quatro primeiros ganglios paravertebrais e encontra-se ao nivel dos
processos transversos da segunda e terceiraveértebras cervicais; entretanto, pode atingir até a margem
superior da quarta vértebra cervical. O GCS é um ganglio longo com corpo fusiforme localizado na
face anterior dos musculos longos do pescoco e na face posterior da artéria carétida interna e sua
bainha carotidea. Esta conectado ao ganglio cervical médio inferiormente pelo tronco simpatico.
Devido ao seu tamanho, 0 GCS é um marco para o tronco simpatico. Esse ganglio fornece ramos para
0s nervos carotideo interno e jugular; conecta os ramos comunicantes cinzentos ao segundo, terceiro
e, em alguns casos, ao quarto nervo somatico cervical e contribui para o nervo cardiaco cervical
superior (FAZLIOGULLARI etal., 2016)

As conexdes entre 0 GCS e outros sistemas nervosos cervicais sdo estabelecidas por
numerosos pequenos ramos e filamentos nervosos provenientes do ganglio nodoso (GN), nervo vago
e plexo cervical ( FIORETTO et al., 2007 ; JANES et al., 1986 ; MITSUOKA, KIKUTANI, SATO,
2017; NOURINEZHAD, MAZAHERI e BIGLARI, 2015). Essas conexdes carregam fibras
simpaticas pré-ganglionares, bem como um pequeno suprimento sensorial originario dos nervos vago,
glossofaringeo e cervical superior (TSENG, LUE , LEE, WEN, eSHIEH , 2001; ZAIDI e
MATTHEWS, 2013).

Esta estrutura neuronal esta localizado na extremidade rostral da cadeia simpatica
paravertebral e contém uma mistura de feno6tipos neuronais que inervam seletivamente diferentes
orgaos-alvo (GIBBINS 2004). Esses grupos neuronais incluem células que controlam leitos
vasculares especializados no cérebro, musculos, pele e glandulas, bem como pelos piloeretores,
glandulas salivares, iris e glandula pineal (ARBAB et al,. 1986; BOWERS et al., 1984; FLETT e
BELL, 1991; GIBBINS, 1991; GIBBINS et al. 1996; MORRIS et al,. 1999; REUSS e MOORE,
1989; UDDMAN et al., 1989; VOYVODIC, 1989).

O GCS de animais de pequeno porte, como 0s camundongos, possuiorganizacao
relativamente simples (ROIVAINEN e KOISTINAHO, 1996), apresentando, também, arquitetura
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tecidual bem definida. Seus componentes incluem neurénios, interneurdnios, também classificados
como células pequenas intensamente fluorescentes, e células da glia satélites queenvolvem os
neurénios e suas ramificagbes (CHIBA e WILLIAMS, 1975; HEDGER e WEBBER, 1976;
MADARIAGA-DOMICH e TAXI, 1986).

No rato, trés troncos primarios conectam-se ao GCS: o tronco simpatico cervical (TSC,
principalmente um tronco pré-gangliénico), o nervo carotideo interno (um tronco pés-ganglionar) e
0 nervo carotideo externo (um tronco pés-ganglionar). Neurénios do GCS recebem suas entradas
sinadpticas pré-ganglionares do TSC, e o GCS rostral envia axdnios pds-ganglionares através do nervo
carotideo interno, enquanto o GCS caudal envia ax6nios lateralmente através do nervo carotideo
externo (BOWERS e ZIGMOND, 1979).

Figura 2: Ganglios na cadeiasimpatica cervical. Apos a injecdo de WGA-HRP no GCS, os neurdnios pds-ganglionares foram
marcados emtodo o tronco simpatico cervical ipsilateral distal, ganglio cervical médio e ganglio cervical inferior. O ganglio
cervical pré-medio reside rostralmente e proximo ao ganglio cervical médio. O GCS aparece destacado pelas setas. Adaptado
de WANG etal., 2018.

O rato é um modelo animal atraente porque sua genética agora esta bem definida (GIBBS
etal., 2004), seus nervos sdo grandes o suficiente para manipular, e o ganglio € pequeno o suficiente

para gerar imagens de neurdnios individuais sob éptica composta.

A morfologia do GCS ¢é alterada frente a estimulos fisiologicos, ao dano e ao
envelhecimento (ANDREWS, THRASIVOULOU et al., 1996). Além disso, esse ganglio mantém
transmissdo sinaptica e alta taxa metabdlica durante incubagbes in vitro (ROIVAINEN e
KOISTINAHO, 1996). Sendo assim, os neurénios isolados destes ganglios se aplicam a estudos in
vitro que visam compreender aspectos de sua estrutura e funcdo (ARANTES, LOURENSSEN et al.
2000; ARANTESe ANDREWS, 2006).
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2.2 A membrana plasmaticae os sinais elétricos das células nervosas
A membrana celular dos neurbnios, em sua composicao estrutural basica, ndo é diferente
de qualquer outra célulabioldgica, sendo composta por uma bicamada de fosfolipidios (gorduras) que
isola (cargas elétricas) o contetdo intracelular do meio extracelular. Esta membrana tem tipicamente
uma espessura de 3 a 6 nm e possui também diversas proteinas imersas que a atravessam, formando
um mosaico de lipidios e proteinas, conforme mostrado na Figura 3 (MAZUR, 2006).

o

o
fHdl —XWV

Figura 3: Representacdo de uma seccao da membrana celular onde estdo imersos os canais idnicos, poros que permitem
a passagem seletiva de ions através da membrana dependendo do valor do potencial de membrana (PAULO; MAZUR,
2006).

Ambos os meios intracelular e extracelular sdo solugdes aquosas compostas por sais
dissolvidos, principalmente NaCl e KCI, os quais se dissociam em ions Na+, K+ e C/—. A bicamada
fosfolipidica age como uma barreira ao livre fluxo desses ions, mantendo assim uma diferenca de
concentracdo entre 0os meios (OTAVIANO CAMPQOS, 2008).

A membrana plasmética dos neurdnios apresenta uma propriedade peculiar que a
diferencia da maioria das células do organismo. Essa propriedade — excitabilidade - permite que o
neurbnio produza, conduza e transmita a outros neurdnios os sinais elétricos em cddigos que
constituem a linguagem do sistema nervoso (GUSMAQ; LOPES; MAGINI, 2005).

2.3 Canais ibnicos

Os canais ibnicos podem ser ditos como espécies de poros presentes na membrana
plasméastica de uma célula (HILLE, 2001). Estes sdo formados por proteinas, que se encaixam na
membrana permitindo o fluxo de substancias (normalmente ions ou pequenas moléculas hidrofilicas)
de um lado para o outro. Um canal iénico possui duas caracteristicas principais: ser seletivo, o que

significa que permite a passagem de uma substancia especifica, mas ndo permite a passagem de outras
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(ou, quando isso ocorre, a permeabilidade é bastante inferior para outros tipos de ions) (KEW;
DAVIES, 2010; STERRATT et al., 2011; BEAR et al., 2007). Para a substancia para a que o canal
tem maximaseletividade, a taxa de difusdo é muito elevada, préximo do que seria possivel com uma

membrana permeavel & substancia ou ao ion em questéo.

Outra caracteristica é que os canais iénicos funcionam sem a necessidade de consumo de
ATP, ou seja, elesatuam aproveitando a energia potencial acumulada nos gradientes de concentracéo
ou diferencade potencial elétrico da membrana. O fluxo de ions ocorre de acordo com duas forgas: a
difusdoe aatracdo elétrica. Dessa forma, os canais ndo precisam de energia para o seu funcionamento,
uma vez que o fluxo dos ions ocorre de forma natural, no sentido do restabelecimento do equilibrio
(STERRATT etal., 2011; HILLE, 2001).

A maioria dos canais i6nicos possui meios de abertura e fechamento, mediante condicGes
especificas. Contudo, deve-se ressaltar que iSso ndo ocorre sempre, e muitos canais podem ficar
constantemente no estado aberto ou fechado. Por exemplo, nas membranas dos neurdnios, alguns
canais de potéssio ficam constantemente abertos, dando origem a uma pequena corrente elétrica
chamada de corrente de vazamento. Esses canais permanecem sempre no estado aberto e afetam a

tensdo de repouso da membrana celular (ALBERTS et al., 2008).

Nos neurdnios, os canais idnicos desempenham um papel fundamental, trabalhando néo
SO0 na geracdo e propagagdo do potencial de acdo, mas também permitindo o funcionamento das
sinapses. A grande variedade de tipos de canais i0Gnicos gera uma grande variedade de
comportamentos da tensdo das membranas, o que, por sua vez, geradiferentes tipos de funcionamento

celular e variacdes nas suas caracteristicas essenciais, como a excitabilidade (BEAR et al., 2007).

Os canais i0nicos trabalnam em conjunto com as bombas, porém de forma distinta.
Ambos trabalham com o transporte de ions através da membrana, porém as bombas necessitam de
alguma formade energia para o seu funcionamento, por isso o fluxo do ions através dessas bombas é
mais lento em comparacéao ao fluxo dos canais i6nicos. Ja os canais i6nicos, por nao necessitarem do
consumo diretodenergia, tendem a ser mais rapidos. Entretanto, é preciso haver um gradiente de
concentracdo pré-estabelecido para que os ions atravessem os canais. Esse gradiente é construido
essencialmente pelocontinuo trabalho das bombas, que fazem com que os ions se acumulem contra o
sentido energeticamente mais favoravel (BEAR et al., 2007; KANDEL etal., 2012; ALBERTS etal.,
2008).

Dessa forma, pode-se sumarizar o funcionamento dos canais idnicos e das bombas como
um comportamento complementar: enquanto os canais idnicos, devido ao seu funcionamento rapido,

permitem que a membrana sofra uma rapida alteracao de tensdo, as bombas lentamente tentam
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restabelecer a situacdo inicial de repouso da célula, acumulando energia potencial e permitindo que
novas alteracdesde tensdo ocorram no futuro. Temporariamente, umneurénio pode funcionar sem suas
bombas, desde que a sua condicdo inicial possua as diferengas adequadas na concentracdo de ions
dentro e fora da célula. Porém, conforme um neurdnio interage com outras células ao seu redor
(especialmente outrosneurénios) e com o0 meio, se da a abertura dos canais. Quando os canais se
abrem, ocorre a troca de ions entre o interior e o exterior do neurénio, de forma que as diferencas de
concentragdo idnicas inicialmente estabelecidas vdo sendo lentamente alteradas, e, sem o continuo
funcionamento das bombas reestabelecendo as concentragdes iniciais, 0s meios interno e externo dos
neurdnios entram em uma situacao de equilibrio, fazendo assim com que o neurbnio nao seja mais
capaz de funcionar e disparar o potencial de agdo (ALBERTS et al., 2008; BEAR et al., 2007).

A movimentagdo intercelular dos canais idnicos é controlada por um conjunto de cargas
elétricas dos residuos de aminoacidos das proteinas formadoras desses canais. Esse fendmeno,
denominado de “gating”, é responsavel pelas alteragdes na permeabilidade das membranas das
célulasexcitaveis. Apesar de essas correntesde “gating ”teremsido identificadassda partir dadécada
de 70, Hodgkin e Huxley, em 1952, ja haviam postulado que as alteracfes das permeabilidades da
membrana do axénio eram controladas pelo movimento de particulas carregadas no interior da
membrana, que eles denominaram de particulas n, m e h. O modelo proposto por estes cientistas
(modelo H-H) descreve quantitativamente as alteracdes de permeabilidade (conduténcias) da
membrana aos ions sodio e potassio durante a excitabilidade; as correntes de membrana durante a

excitabilidade celular e o potencial de acdo propagado (NOGUEIRA, 1997).

Nas décadas de 60 e 70, experimentos farmacoldgicos com drogas e toxinas como a
tetrodoxina (TTX), que bloqueia seletivamente os canais de Na+ deixando os canais de K+ e outras
espécies idnicas intactos, e a toxinatetraetilamonio (TEA), que blogueia os canais de K+ dependentes
de voltagem, mas ndo os de Na+, ajudaram a identificar os canais idnicos e a mostrar que eles sdo
entidades individuais discretas. Esses experimentos ajudaram a consolidar o conceito de que existem
canais ionicos independentes de Na+ e K+. Os canais i6nicos sensiveis a voltagem sdo proteinas
grandes capazes de ultrapassar a espessura de 6-8 pm da membrana celular e sdo tipicamente
formados por subunidades. Esses canais formam estruturas aproximadamente cilindricas que rodeiam
um poro central aquoso, o qual permite a passagem de apenas alguns tipos de ions entre o interior e
0 exterior da célula, sendo que esses ions podem passar por um canal dependendo do tamanho, da
carga e do grau de hidratacdo (ROQUE, 2021).

Nos neurdnios, os canais idnicos desempenham um papel fundamental: eles possibilitam
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a geracdo do potencial de acdo, que, por sua vez, permite a comunicacao entre as diversas células do
sistema nervoso (ALBERTS et al.,, 2008; BEAR et al., 2007; KANDEL et al., 2012). Mais
especificamente nos axénios, 0s canais iénicos permitem que o potencial de agdo seja gerado e se
propague de forma confidvel por distancias que podem chegar a mais de um metro (BEAR et al.,
2007; STERRATT etal., 2011

2.4 Os potenciais de membrana
2.4.1 Geracéo do potencial de repouso

A maioriadas membranas dos organismos vivos possui uma tensao de repouso diferente
de zero, o que significa que existe uma diferenca de potencial entre o interior e 0 exterior da célula
(ALBERTS et al., 2008; BEAR et al., 2007; KANDEL et al., 2012). Normalmente essa diferenca é
negativa, e é originada pelo acumulo de anions negativamente carregados dentro da célula. Ja os
cations, que inicialmente acompanhavam essas moléculas, sdo normalmente ions simples de menor

tamanho que podem trafegar pelos canais de um lado para outro da célula (CORREALE, 2017).

H& também um mecanismo conhecido como bomba de sddio e potéssio, que mantém
concentragdes fixas dos ions Na+ e K+ no meio intracelular, de modo que entre as faces de uma
membrana em repouso ha naturalmente uma diferenca de potencial. A este potencial, damos o0 nome
de potencial derepouso (MARIN, 2007).

O potencial de repouso € produzido por uma distribuicdo desigual de ions dentro e fora
das células: dos tipos de ions mais abundantes encontrados em ambos os lados da membrana, sédio
(Na+), cloro (ClI-) e célcio (Cat+2) sdo encontrados em maior concentracdo no meio extracelular,
enquanto que potéssio (K+) e anions organicos (A-) sdo encontrados em maior concentra¢do no meio
intracelular (MAZUR, 2006)

Quando ha um desequilibrio de cargas dentro e fora da célula, seu excedente rapidamente
se acumulano entorno da membrana, dando origem a uma diferenca de potencial chamada potencial
de membrana (Fig 4), sendo Vm o potencial de membrana, Vintra o potencial no meio intracelular, e

Vextra o potencial no meio extracelular.

Vm =Vintra- Vextra Q)
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Figura 4: O excedente de cargas, positivas ou negativas, se acumula em torno da membrana celular. Extraido de
(KANDEL etal., 1991).

As diferencas nas concentragdes fazem com que o0s ions se movam no sentido contrario
ao dado pelo gradiente de concentracdo. De forma contraria, a forca do campo elétrico gerada pela

diferenca de potencial entre os meios intra e extracelular ira dirigir os ions no sentido oposto ao
movimento de difusdo. Um equilibrio serdalcancado quando o fluxo dos ions - devido a diferenca de
concentracdo - se igualar ao fluxo devido a diferenca de potencial. O valor do potencial
transmembranico para um fluxo nulo, ou seja, de equilibrio para um determinado ion é dado pela
equacdo de Nernst onde R é a constante dos gases (8,314 J/JKmol), T é a temperaturaabsoluta, Z é a
valéncia do ion, F é a constante de Faraday (9,648x104 C/mol), CE e CI denotam as concentracoes
externa e internado ion (OTAVIANO CAMPQOS, 2008).

RT Ci
Veqg = "_f:: In (—"
~ i

Essa diferenca de concentracfes dos dois lados da membrana da origem a um potencial

)

difusivo diferente para cada tipo de ion presente nos meios intra e extracelulares. A Figura 5 mostra
um esquema de como uma membrana celular com um canal idnico de potéassio pode ser modelada por
um circuito composto por um capacitor (modelando a membrana celular), ligado em paralelo comum
resistor (canal i6nico) em seérie com uma bateria (potencial difusivo devido a diferenca de
concentragdo dos dois lados da membrana) (CARELLI, 2008).
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Figura 5: (A) Esquema da membrana celular com um canal i6nico de potassio que a atravessa. (B) Circuito equivalente,
onde a membrana é representada por um capacitor, ligado em paralelo com um resistor e uma bateria, que representam
respectivamente o canal ibnico de potéssio, e o potencial de Nernst para 0 mesmo ion. Extraido de (KOCH, 1999).

No repouso, uma célula nervosatem um excesso de cargas negativas no lado interno. Essa
separacdo de cargas é mantida porque a bicamada lipidica da membrana bloqueia a difusao de ions.
A separacdo de cargas origina uma diferenca de potencial elétrico denominado potencial de
membrana. O valor deste potencial, em seres humanos, ficaentre -40 mV e -80 mV e é mantido pelas
concentragdes de ions principalmente de sodio (Na+), de potassio (K+), de cloro (CI-) e anions
organicos (A-) (BEAR et al., 2002).

Quando h& mais ions presentes, com diferentes gradientes de concentracdo através da
membrana e Varios tipos de canais idnicos seletivos a esses ions, o potencial de equilibrio depende
das permeabilidades relativas da membrana a esses ions. Neste caso, o potencial de equilibrio é dado
pela equacdo de Goldman-Hodgkin-Katz (GHK). Para uma célula permeavel a K+, Na+ e Cl- a

equacdo de GHK se apresenta conforme equagéo abaixo (GIOLO, 2006).

RTln [K+ ]f()"a * (B\’a / PK ) [Na+ ]fora ¥ (PC l / PK ) [C[_ ]dentro
F [K+ ]dentro+ (PN(I / PK ) []\',a+ ]demro+ (PCI /PK)[CI—]

V=

fora

©)

Se, por algum motivo, o interior da célula nervosa se tornar mais positivo, o potencial
medido entre 0s meios intra e extracelular pode atingir o limiar de disparo do potencial de acdo.
Quando isso ocorre, ha uma repentina variagdo do potencial de membrana, que pode chegar a +40
mV. A esse fendbmeno damos 0 nome de potencial de acdo (KANDEL et al., 2000).

2.4.2 Geracdo do potencial de acéo

O potencial de agdo é iniciado com um estimulo de despolarizagdo que precisa atingir o
limiar de excitacdo do neurénio. Com os canais de sédio e com o aumento da permeabilidade da
membrana ao sdédio, seu papel no potencial de repouso ird mudar. Inicia-se, entdo, um grande fluxo
de sddio para dentro da célula, causando sua despolarizagdo. Depois que a célula foi despolarizada,
0s canais de sodio voltagem-dependentes se fecham, dando inicio a fase de repolarizagéo da celula,

que comeca com a abertura dos canais de potassio. Com o aumento da permeabilidade ao potassio,
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uma grande quantidade desses ions flui para dentro da célula. Durante esse influxo de potassio, o
neurdnio ndo pode se despolarizar de novo, estando em periodo refratario. Como os canais de potéssio
permanecem abertos por um periodo de tempo maior que 0 necessario para repolarizar a membrana
até seu nivel de repouso, acaba ocorrendo uma hiperpolarizacdo. Ela fica mais negativa que o normal.
Com o tempo, devido a permeabilidade natural ao potassio e a bomba de sddio-potassio, a membrana
voltara ao potencial de repouso, mas, até 14, ela serd mais dificilmente excitada, estando em periodo
refratario relativo (NOGUEIRA, 1997).

«E(MV) ‘
' ‘ T Pico do Potencial de Agdo
‘ t(ms)
Despolarizagédo Repolarizagédo
i Periodo Refratario l
- <
\ ~
Tensdo de Repouso Hiperpalarizac;éo

da Membrana

Figura 6 : O potencial de acdo. No eixo das ordenadas tem-se a tensdo do trecho de membrana, em milivolts, e no eixo
das abscissas tem-se o0 tempo, emmilissegundos (CORREALE, 2017)

2.5 Analogo elétricode membrana

Experiéncias realizadas anteriormente ja tinham mostrado que as membranas bioldgicas
se comportavam semelhante a circuitos RC em paralelo, portanto, a corrente elétrica se deveria tantoa

uma corrente idbnica como capacitiva:
IM=IC+1i=CMdVM/dt+ li (4)

Onde IM é a corrente total através da membrana; IC é corrente capacitiva; li é a corrente

idnica; CM ¢ a capacitancia da membrana e dVM / dt é a taxa de variacdo do potencial elétrico em
relacdo ao tempo.

A corrente iénica ( li ) pode ser expressa como se segue :
li=GixV (5)

Onde Gi é condutdncia da membrana a uma certa espécie ibnica e V é a voltagem
(NOGUEIRA, 1997).
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De acordo com KANDEL et al., 2000, a intensidade e a duragédo de estimulos sensoriais
sdo traduzidas em potenciais de acdo da seguinte maneira: quanto maior a intensidade do estimulo
maior serd a freqiiéncia de geracdo dos potenciais de agdo, e quanto maior a duracdo do estimulo

maior sera a duracdo do trem de potenciais de acdo. No entanto, a formae a amplitude dos potenciais

de acdo sdo preservadas, independente da intensidade e duracdo do estimulo.

O primeiro modelo capaz de explicar como um neurénio produz um impulso nervoso foi
desenvolvido por Hodgkin e Huxley (1952). Os experimentos que levaram a criacdao deste modelo
foram feitos com o axénio gigante da lula, estrutura esta de grandes dimensdes (para uma fibra
nervosa), com aproximadamente meio milimetro de diametro. Para eliminar a complexidade
introduzida pela distribuicdo espacial dos canais ionicos, um fio axial condutor foi introduzido no
axonio e utilizado para manter fixo o potencial elétrico através da membrana axonal, técnica esta que
ficou conhecida como “space clamp” poiseliminaa dependéncia da posi¢do onde é medido o potencial
da membrana.Assim, 0 axdnio se comporta como um capacitor, isopotencial em toda sua extensao.
Hodgkin e Huxley (ano) também usaram umatécnica que ficou conhecida como “voltage-clamp”, em
gue a membranado ax6nio é submetida a um potencial elétrico fixo (Vclamp), e a corrente elétrica (Im)
necessaria paramanter este potencial € medida. Desta forma, variando Vclamp, é possivel construir
uma curva Im X Vclamp como é normalmente feito para descobrir as caracteristicas de componentes
elétricos (MAZUR, 2006).

Current electrode

Voltage electrode

3 :’— o ¥,
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Figura 7: Esquema do aparato utilizado para realizar o experimento de fixagao de voltagem (“voltage clamp") em um
axbnio,onde sdo introduzidos dois eletrodos, umresponséavel por medir o potencial internoe o outro por injetar a corrente
elétrica. O potencial de membrana é medido peloamplificador de voltagem (AV) que é conectado ao eletrodo intracelular
e ao terra do sistema, conectado ao banho (meio externo). O sinal do potencial de membrana (Vm) é mostrado no
osciloscdpio e é alimentado no terminal do amplificador de retorno (AFB). Este amplificador temduas entradas, uma para
o potencial de membrana e o outro para o potencial de comando (CP), que é um sinal elétrico escolhido pelo
experimentador e que pode ter qualquer amplitude ou formato. O amplificador de retorno subtrai o potencial de membrana
do potencial de comando e amplifica esta diferenga, injetando uma corrente no eletrodo de corrente, mantendo o potencial
interno sempre muito proximo a CP (Kandel etal., 1991).
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2.6 Classificacdo de células neuronais ganglionares

As inumeras funcdes dos diferentes ganglios que compoem o sistema nervoso se refletem
na eletrofisiologia celular de seus neurdnios. Existem diferencas significativas, tanto nas propriedades
eletrofisioldgicas intrinsecas quanto na natureza das entradas sinapticas para os neurénios nos
ganglios pré e paravertebrais que contribuem diretamente para seus diferentes papéis funcionais
dentro do sistema nervoso simpatico periférico. Dois tipos eletrofisiologicos basicos de neur6nios
simpaticos podem ser identificados: neurénios que respondem com rajadas transitorias de potenciais
de acdo (neurdnios fasicos) ou neurdnios que disparam continuamente (neurdnios tdnicos) em
resposta a um estimulo despolarizante mantido. Este achado basico foi repetido em varias espécies
diferentes de mamiferos e parece ser um fendmeno geral (WEEMS e SZURSZEWSKI, 1978;
GRIFFITH, GALLAGHER e SHINNICK-GALLAGHER, 1980; DECKTOR e WEEMS, 1981,
1983; JULE e SZURSZEWSKI, 1983; KING e SZURSZEWSKI, 1984, 1988; CASSELL, CLARK
e MCLACHLAN, 1986).

Os neurdnios nos ganglios paravertebrais, pelo menos nos ganglios cervicais superiores
e nos ganglios lombares caudais, sdo quase exclusivamente fasicos, enquanto os dos ganglios pré-
vertebrais sdo uma mistura de fasicos e ténicos (WEEMS e SZURSZEWSKI, 1978; GALVAN e
SEDLMEIR, 1984; CASSELL & MCcLACHLAN, 1986). Este simples esquema de classificacdo
fasico/tdnico de duas classes pode explicar grande parte dos dados experimentais, embora existam
outras diferencas eletrofisiologicas mais sutis que sugerem a existéncia de subpopulacGes de
neurénios dentro desta classificagdo (CASSELL e MCLACHLAN, 1987; KING e SZURSZEWSKI,
1988).

A pesquisa de BOYD et al. (1996) procurou identificar se a morfologia e as dimensdes
estruturais diferiam entre os neurbnios simpaticos que foram caracterizados em outros estudos
levando em conta as propriedades eletrofisiologicas e a analise das caracteristicas estruturaisdos
neurdnios pds-ganglionares simpaticos de cobaias. O estudo forneceu evidéncias de que as trés classes
de células (fasico, tonico, e pos-hiperpolarizacdo longa) que foram distinguidas
eletrofisiologicamente com base na expressdo de seus canais de potéssio e consequentes diferencas
na excitabilidade também apresentaram caracteristicas morfoldgicas diferentes.

Para os ganglios da raiz dorsal (GRD), por exemplo, varios trabalhos j& descreveram
como sendo uma estrutura com varias populacdes neuronais (HARPER e LAWSON , 1985, SILVA-
ALVES et al. 2013). Uma classificacdo, baseada na fase de repolarizacdo do potencial de a¢do, divide
0s neurdnios do GRD em dois tipos: sem e com inflex&o na fase de repolarizacao do potencial de
acao (OLIVEIRA-ABREU et al., 2019).
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Na pesquisa de (SILVA-DOS-SANTOS et al., 2020), em que se investigou as alteracoes
nas propriedades eletrofisiologicas e na atividade da bomba de Na+K+-ATPase em neurdnios do GCS
de ratos diabéticos, os neurdnios foram classificados em 3 tipos conforme o padrdo dos disparos dos
potenciais de acdo: alguns neurdnios disparavam um unico PA, sendo chamado assim de fasico de
disparo unico (SFP), enquanto outros disparavam alguns PAs por isso chamados de fasico de disparo
multiplo (MFP). Um terceiro tipo disparou PAs durante mais de 80% da duracao do estimulo, e assim
foi classificado como do tipo ténico (TL) (SILVA-DOS-SANTOS et al., 2020).

Os neur6nios do GCS com propriedades de disparo distintas podem ser classificados em
neurdnios tnicos, fasicos-1 e fasicos-2 (JIA et al., 2008). Classificacdes com base no padrdo de
disparo do potencial de acdo em resposta a um pulso de corrente despolarizante, bem como outras
formas de classificagdo, ja sdo convencGes adotadas por varios outros pesquisadores (BOYD et al.,
1996; CASSELL etal., 1986 ; JIA etal., 2008a; KEAST etal., 1993; MCLACHLAN e MECKLER,
1989; WANG e MCKINNON, 1995).
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3 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

Modelos de neurénios, construidos a partir de dados eletrofisioldgicos, ndo sdo apenas
Uteis para testar hipdteses sobre 0s processos que geram um comportamento particular observado
experimentalmente, mas também podem ser usados para fazer previsdes e orientar 0 pesquisador a
fazer experimentos que revelem novas propriedades dos neurdnios ou das redes neurais como um
todo (MARDER, 1998; DAYAN e ABBOTT, 2001).

Este ciclo de troca de informacdes entre experimentos e modelos pode atingir niveis muito
interessantes quando consideramos a possibilidade de interagir, em tempo real, com modelos
computacionais e tecido vivo para construir sistemas hibridos (SZUCS et al., 2000; PINTO et al.,
2000; PRINZ, 2004) e tentar entender melhor como redes vivas operam (SELVERSTON et al., 2000),
para recuperar propriedades de sistemas neurais danificados (SZUCS et al., 2000), construir circuitos
com propriedades novas (AYERS, 2004) e até mesmo alimentar uma rede neural viva com dados
sensoriais vindos de dispositivos artificiais ou controlar dispositivos como interfaces cérebro maquina
(CARMENA etal., 2003).

Desde o trabalho pioneiro introduzindo o método voltage-clamp e a modelagem
matematica da atividade do ax6nio gigante da lula (HODGKIN e HUXLEY, 1952), modelos
deterministicos do comportamento das condutancias iénicas tém sido adotados por neurofisiologistas

como o principal paradigma do comportamento elétrico macroscépico de membranas nervosas.

Arazdo principal para o sucesso destes modelos é que eles sdo capazes de explicar a maior
parte do comportamento elétrico de células nervosas, incluindo o potencial de acdo, usando uma
estrutura matematicarigorosa. Como a maioriados parametros do modelo podem ser inferidos quase
diretamente de experimentos de voltage-clamp (HODGKIN e HUXLEY, 1952; KANDEL et al.,
1991), onde as contribuicdes de cada corrente idbnica da membrana podem ser separadas e estudadas
em detalhes, os modelos deterministicos se tornaram muito populares entre os pesquisadores
(KANDEL et al., 1991; DAYAN e ABBOTT, 2001).Esses modelos sdo chamados deterministicos
porque, uma vez especificadas as condig¢desiniciais, aintegracdo no tempo de um conjunto de equagfes
diferenciais determina uma unica solucdoque representa a evolucdo temporal do potencial de

membrana.

Modelar a dindmica de neurdnios é, portanto, algo bastante relevante no ramo da
neurociéncia. O comportamento dosneurdnios do gangliocervical superior témsido estudado hamuito
tempo e existe uma grande quantidade de dados experimentais de voltage-clamp, além de modelos
detalhados construidos a partir desses dados. Sendo assim é inquietante investigar por meio da

utilizacdo do analogo elétrico de membranaas propriedades elétricas dos neurdnios do ganglio
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cervical superior de ratos.
Diante do exposto, a realizagdo deste trabalho justifica-se, pois as descobertas

encontradas podem esclarecer melhor os dados até aqui existentes na literatura sobre as formas de
clasificacdo neuronal, além de permitir no futuro uma comparacdo da integracdo neuronal em

diferentes modalidades simpaticas, pois ndo ha na literatura umaconvencao deste tipode classificacao.



37

4 OBJETIVOS

4.1 Geral

e Investigar por meio da utilizagdo do analogo elétrico de membrana as propriedades elétricas
passivas e suas influéncias no funcionamento dos neurdnios do ganglio cervical superior de

ratos.

4.2 Especificos

e Estudar o analogo elétricode membrana para o0s neur6nios do GCS;

e Analisar a influéncia das propriedades elétricas passivas nos dados eletrofisioldgicos

experimentais dos neurdnios do GCS;
e Simular os potenciais de membrana do analogo elétrico de membrana dos neurdnios do GCS;
e Comparar os dados simulados com os dados experimentais dos neurdnios do GCS;

e Classificaros neurénios do GCS com base na repercusao das respostas passivas da membrana em

voltagens negativas em relacdo aos potencial de repouso;



5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Procedimento experimental:

38

Ratos Wistar foram obtidos do Instituto Superior de Biomedicina Ciéncias,

Universidade Estadual do Ceard. Os animais foram mantidos sob 12 h: ciclo claro/escuro de 12

h a temperaturaambiente (22—-24 °C) com acesso a comida e agua ad libitum.

5.2 Obtencéo dos dados eletrofisiologicos:

O registro das propriedades elétricas dos neurdnios do GCS foi realizado
conforme descrito por Ferreira-Da-Silvaetal. (2009) e Oliveira-Abreuetal. (2018). O GCS
foi dissecado e imediatamente colocado em solucdo de Locke modificada.

Tecidos conjuntivos aderentes adjacentesao ganglio foram cuidadosamente
removidos. Posteriormente, 0 GCS foi fixado em uma camara de registro de acrilico com
fundo Sylgard®, utilizando-se uma lupa (modelo COLLEGE STEREO, MLW Intermed,
Schoneiche, Alemanha), com aumento de 20x. Os tecidos foram perfundidos por fluxo
gravitacional (1-1,5 mL/min) em uma cdmara com volume de 200 uL. Para minimizar os
efeitosda capacitanciado eletrodo, o nivel de liquido da caAmara foi ajustado para a menor
altura possivel acima da superficie do ganglio. Os microeletrodos foram fabricados usando
vidro borossilicato (1,0 mm OD, 0,6 mm ID, Sutter Instrument, Novato, CA, EUA) e um

extrator de micropipeta (modelo P-97, Sutter Instrument).

Os microeletrodos foram preenchidos com solucdo de KCI 3 M para obter
resisténcia deponta entre 40 ¢ 90 MQ. Os microeletrodos foram montados em um pré-
amplificador, conectado a um eletrometro (modelo AXOCLAMP 900A, Axon CNS,
Molecular Devices, Foster City, CA, EUA). A movimentacdo dos microeletrodos e o
empalamento das células foram realizados com um micromanipulador elétrico (modelo MS
314, Marzhduser Wetzlar, Alemanha).

As propriedades de membrana elétrica passiva e ativa dos neurdnios GCS
foram registradas no modo current-clamp, no qual o valor da corrente a ser injetada €
controlado, a fim de evocar o tipo apropriado de resposta de voltagem do neur6nio

empalado. As saidas de corrente e tensdo foram amostradas a 50 kHz, e a aquisicdo de



dados, monitoramento e armazenamento on-lineforam realizados usando hardware de
aquisicdo de computador (DIGIDATA modelo 1440A, Molecular Devices, EUA).

Os registros eletrofisiolégicos foram adquiridos por meio de software
(CLAMPEX, versdo 10.4), e os dados armazenados em computador para posterior analise.
Neurénios do grupo controle foram considerados aceitaveis para o estudo quando o
potencial de membrana de repouso era mais negativo que -45 mV e tinha APs overshooting.
As seguintes propriedades da membrana foram medidas: potencial de membrana em
repouso (Em), resisténcia de entrada (Rin), reobase, limiarde voltagem, amplitude, durac&o,
taxa méaxima de ascensdo [ascendente, dV/dt(asc)] e taxa maxima de queda de AP

[inclinacGes descendentes, dV/dt(desc)].

A amplitude do pico p6s-hiperpolarizacdo (AHP) também foi medida. O limiar
de tensdo do PA foi medido com o gréfico do plano de fase do dV/dt (ordenada) versus
tensdo (abscissa) do AP. O limiar de tensdo foi a tensdo na qual o dV/dt se inclinou
abruptamente para cima na fase inicialcom o inicio da fase de despolarizacdo do AP. A
amplitude do AP foi considerada a diferenga de voltagem entre o pico de voltagem de
despolarizacdo e 0 RMP. A duracdo do PA foi medida na metade da amplitude maxima. A
amplitude do AHP foi considerada a diferenca de voltagem entre oRMP e o pico de
voltagem de hiperpolarizacéo. A duragdo do AHP foi medida em 50% (AHPd50) de sua

amplitude maxima.

O Rin foi medido dividindo a resposta de voltagem maximaa um pequeno pulso
de corrente hiperpolarizante pela corrente do pulso. Para a medicdo precisa do Rin,
especialmente quando ocorreram pequenas mudancas na resisténcia do eletrodo durante um
experimento, dois tiposde medi¢Ges foram usados: modo ponte e 0 modo de pinca de
corrente descontinua (DCC). Esses doismodos apresentam diferentes fontes de erro que
influenciam na medicdo do Rin. No modo ponte, a medigdo precisa depende da
compensacdo completa da resisténcia do microeletrodo, enquanto no modo DCC sua
precisdo depende da frequéncia de amostragem e da capacitancia da membrana e naoda
resisténcia do microeletrodo. Uma medidade Rin foi aceitacomo corretase os dois valores
, colhidos pelo dois métodos concordassem, apresentando diferenca menor que 5%
(AXON, 2012).
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5.3 Simulacao das propriedades passivas da membrana

Para anélise dos dados usamos um programa em C para calcular as equacdes
do circuitoRC, mas com os dados experimentais. Assim, geramos as curvas tanto
experimentais quandosimuladas do potencial de membrana quando estimulado o neurénio

com pulsos negativos, obtendo assim as respostas passivas. Depois, subtraimos os sinais

para verificar se a célula apresentava
retificacdo ou nédo ou se apresentava deflexao
negativa.

Registro eletrofisiolégico

Experimentos "in vivo (m|croeletr?do intracelular) Respostas passivas

experimentais

; s T gy~
) e et e ./;‘,.M
1 ) .

/( 7 75 e \\Mw et (
{
Subtragao das respostas
Experimentos "in silico” Simulagéo do analogo Respostas passivas
elétrico de membrana

= simuladas

T s i
' —— c. LJ. " l i{ j: E} :
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Figura 8: modelagem do analago elétrico de membrana

Os dados desse trabalho sdo provenientes do projeto submetido ao
CEUA/UECE, que recebeu aprovacdo sob nimero 4695010/2016. Inicialmente foi feito
um programaem linguagem C que modelava a membrana dos neurénios do GCS utilizando
as equacOes de um circuito resistor- capacitor simples. Depois, foram analisados os dados
experimentais de corrente-voltagem (IxV) dos neurdnios do GCS e os parametros
eletrofisioldgicos potencial de repouso (Em), resisténcia de entrada (Rin) e tempo de
decaimento da voltagem (tm) foram inseridos no programa para obtencdo das curvasixV

simuladas e de dados da membrana neuronal.

5.4 Analise estatistica

Ao todo foram utilizados 8 animais, obtidos 77 células para os dados
eletrofisioldgicos (procedimento experimental) eos resultados estdo expressos como média



+ E.P.M, em que o0 nUimero entre parénteses representa 0 ndmero de neurdnios. Para
comparacdo entre os grupos, o teste ANOVA de uma via seguido do p6s-teste Holm-Sidak
foi utilizado e os grupos apresentaram diferenca estatistica quando o valor de p para

ocorrénciada hipotese nula foi menor ou igual a 0,05.
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6 RESULTADOS
6.1 Potencial de Nernst para os ions Na+, K+ e ClI-

Primeiramente, pesquisamos na literatura as concentragdes dos ions Na+, K+, Cl- para o
GCS, ja que as concentracbes desses ions em solucdo de Locke € conhecida. Utilizamos as

concentracdes intracelulares descritas nos trabalhos (BALLANYI et al., 1984) e os valores das

concentracdes idnicas descritas na tabela 1.

Tabela 1: concentragdes dos ions Na+, K+ e Cl- no fluido extracelular e intracelular.

fon [X]extracelular (mM)* [X]intracelular (mM)
Na* 140 7,733

K* 5,6 129,7+ 129

CI- 152,4 40,4 +6,0

*: as concentracdes dos ions sdo as descritas na solucdo de Locke modificada.

Para a determinagdo dos potencial de Nernst para os ions Na+, K+ e Cl-, utilizamos a
equacdo 2 anteriormente citada em outra sessdo deste trabalho (ver pagina 27). Além disso, fizemos
a variacdo da temperatura dentro do valor fisiologico (GUYTON, 2006) de 18,3 °C a 43,3° C. Os
valores dos potenciais de Nernst para os ions Na+, K+ e Cl- na faixa de temperaturas descrita estdo

mostrados na figura 9, painéis A a C.

&
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L
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Figura 9: Potenciasde Nernst para os ions Na+ (painel A), K+ (painel B) e CI- (painel C) na faixa de temperaturas de
18,3a43,3°C.

Conforme visto na figura, o potencial de Nernst cresce/descresce conforrme umareta nas
faixas de temperatura. Para o ion Na+, a reta é crescente com o aumento da temperatura, enquantopara
os ions K+ e Cl- a reta é decrescente. Além disso, a variacao do potencial de Nernst entre temperatura
mais baixa (18,3 °C) e a temperaturamaisalta (43,3 °C) foi de 72.85 mV a 79.09 mV, -78.92 mV a -
85.69 mV e -33.35 mV a -36.21 mV para os ions Na+, K+ e CI- respectivamente. Os dados
eletrofisiologicos experimentais analisados nesse trabalho foram obtidos na situacdo detemperatura
controlada entre 22°C e 26 °C e, dessa forma, utilizamos o ponto médio de 24° C para realizar o
calculo dos potenciais de Nernst para os ions uma vez ser esta a temperaturaambiente no laboratério.

Os valores desses potenciais estdo descritos na tabela 2.
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Tabela 2: Valores dos potenciais de Nernstparaos ions Na+, K+ e Cl- na temperatura de 24 °C.

lon [X]extracelular (mM) [X]intracelular (mM) E[X] a 24 °C (mV)
Na* 140 7,7+33 74,3
K* 5,6 129,7+ 12,9 -80,5
Cl- 152,4 40,4 +6,0 -34,0

6.2 Analise das propriedades passivas dos neurénios do GCS.

Em seguida, analisamos os registros eletrofisioldgicos dos neurdnios do GCS obtidos com
a técnicado microeletrodo intracelular. Foram analisadas 77 celulas, e observamos a resposta desses

neuronios a um pulso hiperpolarizante de grande amplitude (-0,5 nA).

Em uma andlise inicial, observamos dois tipos de neurdnios. Um grupo apresentava uma
retificacdo do valor do potencial de membrana quando aplicado um pulso de corrente de grande
amplitude e outro grupo que nédo apresentava essa retificacdo. Ao grupo que ndo apresentava essa
retificacdo, nomeamos grupo SEM retificacdo. Para as células que apresentavam essa retificacéo,
nomeamos de grupo COM retificacdo. Dessa forma, procedemos com as analises dos parametros
quando a célula era estimuladacom uma onda quadrada de amplitude -0,5 nA e duracdo de 100 ms.
Ap0s as analises iniciais, esses dados experimentais foram inseridos no programa que utiliza as
equacOes do analogo elétrico de membrana para determinar a area da membrana, a condutancia de

entrada (Gm) e a capacitanciade membrana (Cm).

Com a utilizacao do circuito analogo elétrico de membrana e da subtracdo dos tracados
experimentais com os simulados, percebemos o aparecimento de um terceiro grupo de neurdnios
derivado das células sem retificacdo. Nesse terceiro grupo, quando efetuado a simulacdo e
posteriormente a subtracdo entre sinais, percebeu-se que o resultado era de uma propagacao de sinal
acentuadamente “para baixo”, no sentido negativo (hiperpolarizado) da voltagem, fato este nao
percebido nos dois primeiros grupos de células. Vale ressaltar que o comportamento em questdo se
deu inicialmente dentro do grupo das células sem retificacdo de sinal e, devido a evidéncia deste
comportamento tao distinto das demais células analisadas, resolvemos separa-lo em outro grupo.
Dessa forma, nomeamos assim trés grupos de neurdnios: sem retificacdo, com retificacdo
despolarizante e com retificacdo hiperpolarizante. A figura 10 mostra os tracados representativos das

respostas passivas desses trés grupos.
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Figura 10: tracados representativos das respostas passivas dosneurdnios do ganglio cervical superior.

Os tragcados mostrados no painel A acima evidenciam o comportamento experimental bem
como o comportamento simulado das células neuronais em 3 situagdes de corrente (100 pA, 300pA e
500 pA). O dado experimental aparece em preto e o dado simulado em vermelho, ambos apresentados
sobrepostos para permitir uma constatacdo visual e assim poder demonstrar como os dados se
comportam. Nas células sem retificacdo, os dois tracados se propagam praticamente juntos, sem
grandes divergéncias mesmo com a mudanca de correntes de 100 pA a 500 pA, porém nas célulascom
retificacao despolarizante é evidente que os tracados destoam ja préximo do final do pulso, sendo essa
diferenca mais nitida nos pulsos de 300 pA e 500 pA com um comportamento “para cima”, ou seja,
apresentando um comportamento positivo e ao mesmo tempo denotando uma retificacdo de sinal
significativa. Nesse grupo, a amplitute da retificacdo ao final do pulso de 100 ms, apresentou valor
médiode 3,5+ 0,9 mV.

Entretanto, no grupo de células que chamamos “com retificagdo hiperpolarizante”, 0S
tracados iniciam sua separacao ja no inicio do pulso, principalmente no pulso de 300 pA onde aqui o
tracado se apresenta “para baixo” deixando claro o comportamento negativo da retificagao (deflexao)

hiperpolarizante do pulso, comportamento este que deu nome ao grupo de células em questao.

No painel B ainda da figura 10 acima, temos o comportamento das células apos realizadas a
subtracéo dos sinais experimentais e simulado. Isto deixa ainda mais claro a presenca de 3 grupos de
células neuronais uma vez que na 1° subtragdo vemos as 3 linhas se comportarem praticamente da
mesma forma, ainda que com uma minima variacdo, porém todas permanecem quase que
exclusivamente na escala de 0 mV. Na subtracdo das células com retificacdo despolarizante
percebemos uma deflexdo para cima (positiva) e na ultima subtracdo (celulas com retificacdo
hiperpolarizante) resta evidenciado uma deflexdo para baixo (negativa) no pulso de 300pA e um mais

para cima (no pulso de 100pA).

Pamel B
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Com relacdo as propriedades passivas dos neurdnios, o grafico 1 mostra o potencial de
repouso dos grupos analisados. A média do potencial de repouso dos grupos de células sem e com
retificagdo mostraram valores bem proximos (-50,0 £ 0,7 mV e -49,4 + 1,7 mV, respectivamente).
Entretanto, mesmo ndo apresentando diferenca estatistica (p > 0,05, ANOVA de uma via, Holm-
Sidak), o 3° grupo de células apresentou um potencial de repouso mais negativo -54,2 £ 1,4 mV, o
gue ja nos mostra um comportamento diferente neste grupo de células que é o estado de

hiperpolarizagéo.

Potencial de Repouso (mV)
-60,0 -54,2 +1,4 mV
-50,0 + 0,7 mV -49,4 +1,7 mV
-50,0
-40,0
-30,0
-20,0
-10,0

0,0
SR CRD CRH

Gréfico 1: Potencial de repouso dos grupos SR, CRD e CRH

Na analise da resisténcia, o grupo de celulas com menor valor foram as células com
retificacdo despolarizante, com valores médios de 64,9 + 10,1 MQ. As células com valores maiores
deste parametro foram as células do grupo com retificacdo hiperpolarizante, com valores médios de
104,5 + 4,4 MQ enquanto as células sem retificagdo tiveram valor médio de 94,2 & 8,9 MQ. Para esse
pardmetro, ndo houve diferenca estatistica significante entre os grupos celulares (p > 0,05, ANOVA

de uma via, Holm-Sidak). O grafico2 mostra os dados descritos acima.
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Grafico 2: Resisténcia de entrada dos grupos SR, CRD e CRH

Quanto a constante de decaimento, o grafico 3 mostra que houve diferenca significativa
entre as células sem retificacdo e com retificacdo hiperpolarizante (p < 0,05, ANOVA seguido por
Holm-Sidak) em relacéo ao grupo CRD, uma vez que aqueles apresentaram valores 2 vezes maiores
(médiade 13,2 +1,0ms paraas células sem retificacdo e 13,2 +0,8ms para as células do grupo com
retificagdo hiperpolarizante).

Constante de Decaimento (t, ms)

16
" 13,2 +1,02 (t,ms) 13,2 £ 0,8 @ (t,ms)
12

10
6,7 £ 0,8 (t,ms)

T

o N B O

SR CRD CRH

Gréfico 3: Constante de decaimento dos grupos grupos SR, CRD e CRH

A maior &reade superficie celular entre os grupos estudados ficou evidenciado nas células
sem retificacdo, como mostra o grafico 4, com valor médio de 16085,9 + 695,4 um?, com demais
grupos apresentando valores médios de 11533,8 + 951,0 um? para as células CRD e 13081,1 + 945,0
um? para as células CRH.
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20000

16085,9 * 695,4 2 (um?)

16000 13081,1 + 945,0 (um?)
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12000 T

8000

4000

SR CRD CRH

Gréfico 4: Areade superficie celular dosgrupos SR, CRD e CRH

Ja no que diz respeito ao parametro condutancia, o maior valor médio ficou por conta do
grupo de celulas com retificacdo despolarizante (19,6 £2,0 nS). Neste parametro as células sem
retificagdo apresentaram valores de 15,3 +1,2 nS e CRH 9,9 0,4 nS. Dados estes mostrados no
gréafico 5.

Condutancia (nS)

25
19,6 + 2,0 % (nS)
20
15,3 + 1,2 3(nS)

15 i

9,9 + 0,4 (nS)
10

SR CRD CRH

Gréfico 5: Condutancia dos grupos SR, CRD e CRH

Comparando a capacitancia dos 3 grupos, as células sem retificacao apresentaram valores
médios de 160,9 + 7,0 pF, enquanto os outros grupos de celulas mostraram valoresde 115,3 + 9,5 pF
e 130,8 £ 9,5 pF (CRD e CRH, respectivamente), apresentando diferenca estatistica entre o grupo

CRD em relagdo ao grupo sem retificacdo (p < 0,05, ANOVA



seguido por Holm-Sidak).
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Gréfico 6: Capacitanciados grupos SR, CRDe CRH

A tabela 3 traz as informac0es referentes as analises realizadas quanto a propriedades

passivas dos neurdnios do ganglio cervical superior.

Tabela 3 : Estatisticas dos parametros passivos dos neur6nios do ganglio cervical superior

Parametro Todas as Sem retificacdo Com retificacdo Com retificagio
células (n=50) Despolarizante ~ Hiperpolarizante
(n=77) (n=17) (n=10)

Potencial de -50,4+0,6 -50,0+ 0,7 494+ 1,7 -542+14

repouso

(Em, mV)

Resisténcia de 89,1+64 942+89 64,9 + 10,1 1045+4,4

entrada

(Rin, MQ)

Constante de 11,8+0,8 132+1,0° 6,7+0,8 13,2+0,8%

decaimento

(T, ms)

Area de superficie 14690,6 + 555,2 16085,9 + 69542 11533,8+951,0  13081,1 + 9450

(Asup, um?)

Condutancia de 15,6+0,9 15,3+1,22 19,6 +2,0° 9,9+0,4

entrada

(Gin, nS)

Capacitancia 146,9 £ 5,6 160,9+7,0°2 115,3+9,5 130,8 +9,5

(C, pF)

Amplitude da - - 3509 -

retificacéo

(Amp. Ret., mV)
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a, diferenca estatistica significante em relac&o ao grupo COM RETIFICACAO DESPOLARIZANTE (p < 0,05,
ANOVA de uma via seguidopelo teste Holm-Sidak);

b diferenca estatistica significante emrelacéo ao grupo COM RETIFICACAO HIPERPOLARIZANTE (p <0,05,
ANOVA de umavia seguidopelo teste Holm-Sidak);

6.3 Analise das propriedades ativas dos neurénios do GCS.

Neste estudo foram também analisadas as propriedades ativas dos neurénios do GCS.
Continuamos a utilizar a classificacdo dos neurénios de acordo com as respostas passivas e, dessa
forma, analisamos os parametros ativos das células dentro dos grupos SR, CRD e CRH. Os parametros
ativos analisados foram a reobase, a amplitude do potencial de a¢éo (PA), a duragado do PA em 50 %

da amplitude e as inclinacdes maxima ascendente (dv/dtascendente)€ descendente (dv/dtascendente) do PA.

O grafico 7 mostra que a maior média de reobase evidenciada pertenceu ao grupo de
células SR (213,0 = 22,4 pA) sendo 0 menor valor para este parametro pertencente as células CRH (
135,0 £ 10,7 pA). Contudo, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos (p > 0,05, ANOVA de

uma via, Holm-Sidak).

Reobase (pA)
250  213,0 £ 22,4 (pA)
o 185,3 + 14,1 (pA)

150 135,0 + 10,7 (pA)
100

50

0
SR CRD CRH

Gréfico 7: Reobase dosgrupos SR, CRD e CRH

Na andlise da amplitude do potencial de agéo, o grupo de célulascom menor valor foram
as celulas CRD, com valores médios de 67,1 + 3,8 mV. As células com valores maiores deste

parametro foram as células do grupo CRH, com valores médios de 80,2 £ 2,7 mV.
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Amplitude do PA (mV)
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g0 764%167mV 80,2 £ 2,7mV
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40
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Gréfico 8: Amplitude do potencial de agdo dos grupos SR, CRD e CRH

Quanto aduracdo da amplitude em 50% houve diferenca significativa(p < 0,05, ANOVA
de uma via seguido pelo teste Holm-Sidak) entre os grupos SR em relacdo ao CRD sendo os valores
para este grupos 3,0 + 0,1 ms e 3,6 + 0,3 ms, respectivamente. O grupo CRH apresentou valor médio
de 2,8 £ 0,2 ms ndo sendo relevante significativamente (p > 0,05, ANOVA de uma via, Holm-Sidak).

Duragao em 50 % da amplitude
(ms)

4,5

4 3,6 £ 0,3 (ms)
3,5 a

3 3,010,12(ms) 2,8+0,2 (ms)
2,5

2
1,5

1
0,5

0

SR CRD CRH

Gréfico 9: Duragdo em 50% da amplitude do PA nos grupos SR, CRD e CRH

A maior inclinagdo maxima ascendente entre os grupos estudados ficou evidenciado nas
células CRH, com valor medio de 87,4 = 8,2V/s, ja no que diz respeito ao pardmetro inclinacao
méxima descendente o valor médio ficou por conta do grupo de células SR (-52,9 + 2,0 V/s). Os
dados mencionados sdo mostrados nos graficos 10 e 11.



52

120

100

80

60

40

20

Inclinagdo Maxima Ascendente (V/s)

87,4 + 8,2 (V/s)
78,8 +4,3 2 (V/s)
T

58,6 + 6,15 (V/s)

SR CRD CRH

Grafico 10: Inclinagdo Maxima Ascendente nos grupos SR, CRD e CRH
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Gréfico 11: Inclinagdo Méaxima Descendente nos grupos SR, CRD e CRH

A tabela 4 abaixo traz as todas as informacdes referentes as analises realizadas quanto

aos parametros ativos dos neurdnios do ganglio cervical superior.

Tabela 4: Estatisticas dos parametros ativos dos neurénios do ganglio cervical superior.

Parametro Todas as Sem retificacdo  Com retificagdo Com  retificacéo
células (n=50) Despolarizante Hiperpolarizante
(n=77) (n=17) (n=10)

Reobase 196,8 + 15,2 213,0+ 22,4 185,3+ 14,1 135,0 + 10,7

(1, pA)

Amplitudedo PA 749+ 14 76,4+16°2 67,1+38° 80,2 +2,7

(mV)
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Duracdoem50% 3,1+0,1 30+£0,12 36+0,3 28+0,2
da amplitude (ms)

Inclinacdo 755+ 3,4 788+4,32 58,6 +6,1° 87,4 +8,2
maxima

ascendente (\V/s)

Inclinacéo -49,7+17 -529+2,0°% -40,5+ 3,6 -495+3,1
maxima

descendente (V/s)

a, diferenca estatistica significante em relag&o ao grupo COM RETIFICACAO DESPOLARIZANTE (p < 0,05,
ANOVA de uma via seguidopelo teste Holm-Sidak);

b diferenca estatistica significante emrelagéo ao grupo COM RETIFICACAO HIPERPOLARIZANTE (p <0,05,
ANOVA de umavia seguidopelo teste Holm-Sidak);

6.4 Analise das propriedades ativas utilizando a subtracéo do sinal.

Apos realizar as analises da propriedades passivas e ativas dos sinais, procedeu-se com a
simulagdo da resposta do analogo elétrico de membrana a reobase das células. Essa abordagem gerou
as respostas passivas dos neur6nios a corrente positiva, como pode ser visto na figura 11, nos tracados
em vermelho. Uma vez com a simulacéo, realizamos a subtracédo entre o dado experimental e o dado
simulado do circuito RC e dai foram também feitas as analises das propriedades ativas desse sinal
subtraido. Os parametros analisados foram aamplitude do PA, a duracdo do PA em 50 % da amplitude
e as inclinagcGes maximas dos ramos ascendente e descendente do PA. Contudo, a comparagdo do
dado experimental do PA e do circuito RC simulado permitiu outras andlises, e a figura abaixo
demonstra os tracados representativos dos PAs nos trés grupos neuronais (em preto), os dados

simulados (em vermelho) e a subtracao do dado experimental com a simulacéo (em cinza).

Sem Retificacéo Com Retificacdo Despolarizante Com Retificacdo Hiperpolarizante

|

) ) L“

Figura 11: tracados representativos das respostas ativas dos neurdnios do ganglio cervical superior.

Na figura 11 vemos o comportamento do potencial de acdo dos 3 grupos de células.
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Percebe-se a existénciade 3 tracados para cada tipo de célula: o potencial de acdo original
(em preto), a resposta simples do circuito RC sem os elementosdo PA (em vermelho) e a subtragéo
dos tracados anteriomente citado (em cinza). Para esses resultados aplicamos os mesmos dados
experimentais do circuito RC colocando apenas uma corrente para ser a parte positivado circuitoe
assim poder-se analisar, também, o potencial limiar que deflagra o PA, a duracdo na base do PA, o

anti-pico do PA e a amplitude da AHP.

Na anélise da amplitude do potencial de acdo subtraido, o grupo de células com menor
valor foram as células CRD, com valores médios de 56,8 + 3,4 mV. As células com valores maiores

deste parametro foram também as células do grupo CRH, com valores médios de 67,1 + 2,2 mV.

Amplitude do PA subtraido (mV)
70 67,1 +2,2mV
622212mV 5684340 my

60 T
50
40
30
20
10

0

SR CRD CRH

Gréfico 12: Amplitude do PA subtraido nos grupos SR, CRD e CRH

Quanto a duracdo da amplitude em 50% o grupo de células com valores maiores foram as
células CRD (3,1 £0,2 ms), jaos outros dois grupos apresentaram valores bem proximos (2,6 + 0,1 e

2,4 + 0,2 para os grupos SR e CRH, respectivamente).
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Grafico 13: Amplitude do PA subtraido nos grupos SR, CRD e CRH
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A maior inclinagdo maxima ascendente entre os grupos estudados ficou evidenciado

também nas células CRH, com valor médio de 87,4 £ 8,2 V/s, ja no que diz respeito aoparametro

inclinacdo maxima descendente o valor médio mais negativo ficou por conta do grupo decélulas SR

(-52,6 = 2,0 VI/s). Percebe-se aqui que tanto na andlise do dado experimental quanto na subtracéo

estes grupos de células apresentaram 0 mesmo comportamento.

120
100
80

40
20

Inclinagdo Maxima Ascendente
subtraido (V/s)

-87.4 £ 8.2 (V/s)
78,7 4,32 (V/s)
T

58,6 £ (_5|!0 b(V/s)

SR CRD CRH

Gréfico 14: Inclinacdo Maxima Ascendente subtraido nos grupos SR, CRD e CRH
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Gréfico 15: Inclinacdo Maxima Descendente subtraido nos grupos SR, CRD e CRH
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Nessa etapa de analise foram ainda explorados alguns outros parametros, tais como:

Duracgéo do PA na base (ms), Amplitude da hiperpolarizagcdo (mV), Potencial limiar (mV) e o Pico

da hiperpolarizacdo (mV). Conforme mostra o grafico 16 abaixo, entre 0s grupos neuronais, nao

houve uma diferenca significativa (p > 0,05, ANOVA de uma via) na duragdo do potencial de agdo

na base restando o maior tempo (20,6 £ 2,1 ms) para as células CRD.

25

20

15

10

(€]

Duracao do PA na base subtraido

(ms)
20,6 %2,1 ms 179t32ms
16,0 £ 0,9 ms
SR CRD CRH

Gréfico 16: Duragéo do PA na base subtraido nos grupos SR, CRD e CRH

No tocante a amplitude da hiperpolarizacéo, as celulas CRD foram as que apresentaram

menor valor médio (-20,6 £ 1,0mV), com os demais grupos apresentando valores bem proximos (-

25,6 £ 0,7mV e -26,4 £1,1mV para as células SR e CRH, respectivamente). Ja quanto ao potencial

limiar de disparo do PA, todas as células apresentaram valores bem proximos (-43,9 +1,0 mV; -41,6
+1,7 mV; -42,7 1,4 mV, para as célulasSR, CRD e CRH, respectivamente. Os dados descritos

sdo evidenciados nos
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graficos 17 e 18 abaixo.

Amplitude da hiperpolarizagao

(mV)
-30 -26,4 1,1 mV
-25,6 + 0,7 2mV 411,
25
-20,6 + 1,0° mV

20
-15
-10

5

0

SR CRD CRH

Grafico 17: Amplitude da hiperpolariza¢éo nos grupos SR, CRD e CRH

Potencial Limiar (mV)
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Grafico 18: Potencial Limiar nos grupos SR, CRD e CRH

Por fim, como mostrado no grafico 19, quanto ao pico de hiperpolarizacao, restou bem
evidenciado que as células do conjunto CRH apresentaram maior média dessa propriedade uma vez
que apresentaram valores em torno de -80,6 +1,6 mV contra apenas -64,5+1,9 mVe -70,1£2,1

mV paraos grupos SR e CRD, respectivamente.
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Grafico 19: Pico da hiperpolarizacdo nos grupos SR, CRD e CRH

Os dados dos parametros ativos dos neuronios do GCS com a subtragéo do sinal pelo

circuito RC encontram-se sumarizados na tabela abaixo.

Tabela 5: Estatisticas dos pardmetros ativos dos neurénios do ganglio cervical superior com a subtragdo
do sinal pelo circuito RC.

Parametro Todas as Sem retificagdo Com retificagdo Com retificacdo
células (n=50) Despolarizante  Hiperpolarizante
(n=77) (n=17) (n=10)

Amplitude do PA 61,6+1,2 62,2+1,2 56,8 +3,4° 67,1+272

(mV)

Duracdo em50 %  2,7+0,1 26+0,1° 31+02° 2,4+0,2

da amplitude (ms)

Inclinacdo méxima 754+ 34 78,7+4,3°2 58,6 +6,0° 87,4+8.2

ascendente (V/s)

Inclinacdo maxima -495+1,6 -52,6+2,0°2 -40,5+ 3,6 -495+3,1

descendente (V/s)

Duracdo do PA na 17,2+0,9 16,0+ 0,9 20621 17,9+3,2

base

(ms)

Amplitude da -246+0,6 -25,6+0,72 -20,6 +1,0° -26,4+1,1

hiperpolarizacao

(mV)

Potencial limiar -43,2+0,8 -439+1,0 -41,6+1,7° 427+ 14

(mV)

Pico da -67,8+14 -645+1,9 -70,1£2,1° -806+16°

hiperpolarizagdo
(mV)
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a, diferenca estatistica significante em relac&o ao grupo COM RETIFICACAO DESPOLARIZANTE (p < 0,05,
ANOVA de uma via seguidopelo teste Holm-Sidak);

b diferenca estatistica significante emrelacéo ao grupo COM RETIFICACAO HIPERPOLARIZANTE (p <0,05,
ANOVA de umavia seguidopelo teste Holm-Sidak);

¢ diferenca estatistica significante em relagéo ao grupo SEMRETIFICACAO (p < 0,05, ANOVA de uma via seguido pelo
teste Holm-Sidak);
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7 DISCUSSAO

Nosso principal achado é que a utilizac¢do do analogo elétrico de membrana por meio das
analises das propriedades passivas dos neurénios do GCS permitiu sua classificagdo em trés grupos
neuronais distintos: sem retificagdo, com retificagdo despolarizante e com retificacdo
hiperpolarizante. Com base no que pesquisamos na literatura, essa abordagem ainda ndo havia sido
utilizada e demonstra a utilizacéo das propriedades passivas desses neurdnios para a classificacdo

neuronal.

Varias classes neuronais foram relatadas em ganglios do SNA e sistema nervoso
periférico (BOYD et al., 1996; JIA et al., 2008a; KEAST et al., 1993; MCLACHLAN e MECKLER,
1989; OLIVEIRA-ABREU etal., 2019, 2018; SILVA-ALVES etal., 2013; WANG E MCKINNON,
1995).

No nosso estudo varias foram os achados dos pardmetros (passivos e ativos) com
relevancia significativa. Quanto aos potenciais de repouso entre os 3 grupos de células, ndo houve
difereca significativa entre os grupos. Apesar disso, 0s valores para 0 potencial de repouso destes
grupos de células se mostraram proximo aquele calculado anteriormente neste estudo pela equagédo
de GHK para o potencial de repouso de células nervosas do GCS de ratos que foi de -57mV. Outra
propriedade passiva analisada e que também ndo apresentou diferenca significativa foi a resisténcia
de entrada. Alguns estudos apresentaram dados semelhantes aonossotanto para o potencial de repouso

guanto paraa resisténcia, havendo para este alguns achados divergentes.

Dados semelhantes do potencial de repouso sdo relatados para neurdnios simpaticos de
ratos (-54.9 +4-6 mV; SCHOFIELD e IKEDA, 1989), neurdnios cardiacos parassimpaticos de ras (-
55.4 +1 mV; CLARK et al. 1990) e neur6nios intracardiacos cultivados de cobaias (-45 a -76 mV;
ALLEN e BURNSTOCK, 1987). Para entender melhor as relagbes entre as propriedades
morfoldgicas, neuroquimicas e eletrofisioldgicas dos neurbnios pds-ganglionares simpaticos, um
estudo usou técnicas de registro elétrico para investigar neurénios nas regides cervical superior,
toracica e ganglios celiacos de camundongos adultos. Para os neurdnios do GCS, no tocante as
propriedades eletrofisioldgicas, estas células apresentaram o seguintes resultados: Potencial de
repouso —49,7 mV = 0,8; Resisténcia de Entrada 109,7 MQ + 5,7; (JOBLING; GIBBINS, 1999)
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No estudo de (LI etal., 2021) o potencial de membranaem repouso de neurénios atrasados
(glutamatérgicos) ndo diferiu daqueles de neurdnios ténicos (GABAérgicos) (atrasados: -56,83 +
11,31 mV, n = 42 vs. tbnico: -55,68 + 9,12 mV, n = 39). Na pesquisa de MORITA e SUZUKI (2001)
onde foi avaliado as propriedades passivas e ativas da membrana pos-sinaptica no neurdnio salivatério
contido no GCS, o potencial de membranaem repouso e a resisténcia de entrada de membrana foram
-49,2+7,6 mV (n=102) e 52,9+23,6 MQ (n=71), respectivamente.

Durante avaliacdo das propriedades eletrofisiologicas de neurbnios agudamente
dissociados do ganglio pélvico de ratos, os potenciais de repouso apresentaram médias de- 56 e -54
mV e resisténcias de entrada médias de 626 ¢ 681 MQ, nao sendo, assim como no presente estudo,
significativamente diferentes nas duas populacdes de neurdnios estudadas (YOSHIMURA; DE
GROAT, 1996).

No estudo de Sterratt et al. 2011, considerando os valores das concentragdes referentes
ao axonio gigante de lula (para K+: concentracdo interna 400 mM / concentragéo externa 20 mM e
potencial de equilibrio -72 mV; para Na+: concentracdo interna 50 mM / concentracdo externa 440
mM e potencial de equilibrio 52 mV; para C/—: concentragdo interna 40 mM / concentracao externa
560 mM e potencial de equilibrio -64 mV) e levando em conta ainda que as permeabilidades relativas
do K+, Na+ e C/— sdo de 1,0, 0,03 e 0,1, a tensdo de equilibrio obtida pela mesma equacédo (GHK)
foi de aproximadamente —60,0mV (STERRATT et al. 2011).

Propriedades elétricas passivas e ativas de neurdnios cardiacos isolados foram
examinadas sob clampeamento de corrente e usadas para comparag¢do com registros convencionais
de microeletrodos de outras células ganglionares autdnomas. As células ganglionares cardiacas
tinham potenciais de membrana de repouso variando de -45mV a -65mV (-52 + 2.1 mV, n = 26) e
uma resisténcia de entrada média de 850 = 23 MQ (n = 24) (ADAMS, 1992). As divergéncias de
resisténcia nas pesquidas citadas até aqui com o presente estudo podem estar associadas a técnica

utilizada (patch-clamp).

Pesquisa que objetivou investigar a atividade bioelétrica anormal que ocorre no GCS
afetado pelo virus da pseudo-raiva (PRV), se compararam as propriedades eletrofisiolégicas das
membranas neuronais infectadas e ndo infectadas, e mostraram os seguintes resultados: Células do

grupo controle (n=11) (ndo-infectadas) mostraram potencial de repouso de -58.8+2.1mV; resisténcia



62

de entrada 44.68+6.83 MQ; capacitanciade membrana de 1.85+ 0.31 pF/cm? e reobase de 0.18+ 0.06
nA. Ja para um grupo de células infectadas (n=7) os resultados foram: potencial de repouso de -58.1+
2.1 mV; resisténcia de entrada 44.84+3.41 MQ; capacitancia de membrana de 1.58+ 0.21 puF/cm?e
reobase de 0.17+ 0.08 nA (KIRALY; DOLIVO, 1982).

Na pesquisa de SILVA-DOS-SANTOS et al., 2019, os valores da resisténcia de entrada
no grupo controle para neuronios SFP e MFP foram respectivamente 91,0 MQ e 168,5 MQ (no nosso
estudo foram de 94,2+8,9 MQ para SR e 104,5 + 4,4 MQ para CRH), porém esses valores diferiram

significativamente entre si. O diabetes alterou significativamente a Ri, de neurénos MFP, mas néo de

neurdnios SFP, e esses valores foram, respectivamente, 82,7MQe 81,7 MQ (SILVA-DOS-SANTOS
et al., 2020). Estes valores revelam proximidade com os dados mostrados na presente pesquisa para

0 parametro em questao.

Estudo em que se investigou as alteragdes induzidas pelo diabetes mellitus (DM) nas
propriedades eletrofisioldgicas dos neurdnios do GCS foi evidenciado que o potencial de membrana
de repouso e a resisténcia de entrada de neurénios SCG, medidos em ratos controle e DM, mostraram
valores de potencial de membrana de repouso (controle) para neurénios fasicos de disparo Unico e
fasicos de disparo maltiplo de -52,7 mV e -52,6 mV, respectivamente, sendo que esses valores ndo
diferiram significativamente, 0 que corrobora com nossa pesquisa. Entretanto, o DM alterou
significativamente o potencial de repouso dos neurdnios fasicos de disparo Unico para -48,0 mV, mas
ndo dos neuroénios fasicos de disparomultiplo, em que o valor médio foi de -52,9 mV (SILVA-DOS-
SANTOS et al., 2020).

Estudo que teve como objetivo verificar a utilizacdo de ratos como controle experimentais
para estudos in vitro com tecido hipocampal humano, onde foram avaliadas as propriedades passivas
(potencial de membrana, resisténciade entrada, constante de tempo) antes e depois da perfusdo com
o Ringer O-Mg2+, revelou que aanalise entre o grupo controle (n=40) e modelo da policarpina (n=22)
ndo demonstrou diferencas significativas nas propriedades. Entre o grupo controle e tecido
hipocampal humano (n=30) também n&o foram observadas diferencas significativas nas propriedades
intrinsecas passivas. A analise entre ET e tecido hipocampal humano n&o revelou diferenca no
potencial de membrana e resisténcia de entrada, porém a constante de tempo antes da perfusdo com
0 Ringer O-Mg2+ apresentou diferenca (TAVARES et al., 2002).

Entre as propriedades passivas, 0s parametros analisados por meio da utilizacdo do
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analogo elétrico de membrana neste estudo que apresentaram diferencas significativas entre os grupos
de células foram: a constante de decaimento, tamanho da area de superficie celular, condutancia e

capacitancia.

Quanto a constante de decaimento, houve diferenca estatisticasignificante dosgruposSR
(n=50) e DN ( n=10) em relagdoao grupo CR (n = 17). No que diz respeito ao tamanho da area de
superficie celular, a diferenca significativase deu entre os dois primeiros grupos de células (SR e

CR), ndo havendo diferenca relevante para as células DN.

Com relacdo ao parametro capacitancia, tivemos diferenca significativa entre os grupos
de células SR e CRD, ndo havendo diferenca relevante deste parametro para as células do 3° grupo
(CRH). No presente estudo, quanto a condutancia, os dados estatisticos nos mostram um
comportamento pertinente, umavez que a diferenca significativa se deu entre os grupos de células SR

(n=50) para com as células CRD (n = 17)e deste para com o grupo CRH ( n=10).

Alguns dados encontrados na literaturaestdo divergentes com nossos achados, como é o
caso do estudo de Amarante (2015) em que se objetivou avaliar se as propriedades passivas intrinsecas
da membrana dos neurdnios pré-motores simpaticos seriam ou ndo afetadas pela exposi¢do a hipoxia

aguda,para este estudo a capacitancia foi de 32,64 + 0,51 pF.

Medic¢Oes de capacitancia de membrana tiveram médiasde 21,6 e 23,6 pF produzindo
capacitancias de membrana especificas calculadas proximas a outras capacitancias de membrana
biologica (1 pF/cm2) (YOSHIMURA; DE GROAT, 1996). Em estudo recente em que foram
realizadas gravacgdes por patch-clamp de células inteirasem fatias da medula espinhal de ratos, apos
a injecdo de uma série de correntes negativas, os neurbnios classificados como “atrasados”
(glutamatérgicos) e “tonicos” (GABAérgicos) ndo apresentaram diferengas importantes na
capacitancia entre os tipos de neurénios (atrasado: 23,97 £ 7,03 pF, n =42 vs. tonico: 24,56 + 7,87pF,
n=239) (Ll etal., 2021).

Entretanto, em outras pesquisas, os dados para capacitanciae constante de decaimento
foram semelhantes, como é o caso do estudou foi analisado as propriedades gerais da membrana pos-
sinaptica no neurdnio salivatorio contido no GCS. Neste, a constante de tempo de membrana e a
capacitancia de entrada foram os seguintes: 8,0+3,4 ms (n=71) e 147450 pF (n=71) (MORITA;
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SUZUKI, 2001). Assim como no estudo de JOBLING e GIBBINS (1999) que apresentaram valores
para 0 Tau de 11,7 + 0,8 ms e para capacitancia de membrana de 106,4 + 4,7 pF (JOBLING;
GIBBINS, 1999).

Dos parametros ativos analisados no presente estudo somente a reobase ndo apresentou
diferenga estatistica entre os grupos, mas todos os demais pardmetros do potencial de agdo (PA)
apresentaram diferenca estatistica entre os grupos SR e CRD. As evidéncias em relacdo as
propriedades ativas no nosso estudo, restou evidenciado informacdes significativas quanto a
amplitude do PA, a duracdo em 50% da amplitude, a inclinagdo maxima ascendente do PA e

inclinacdo maxima descendente, assim também evidenciado nas pesquisas de outros autores.

Nossos achados séo semelhantes ao estudo de OLIVEIRA-ABREU et al. (2019) que teve
como objetivo investigar os efeitos da melatonina na populagao neuronal de dois grupos de neurénios
(neurdnios sem e com inflex&@o na fase de repolarizacao do potencial de acdo) do GRD de ratos. Foram
utilizadas 109 células, sendo estas divididas em sensiveis (EMS) e ndo-sensiveis (EMNS) ao efeito da
melatonina. Os achados foram os seguintes: Reobase (nA) 1.5 £ 0.14 (EMS) e 1.6 = 0.10 (EMNS);
Amplitude (mV) 80.8 + 2.13 (EMS) e 78.6 + 1.34 (EMNS); Duragdo (ms) 1.9+ 0.16 (EMS)e 2.1 +
0.19 (EMNS); dV/dtasc (V/s) 115.7 £5.85 (EMS) e 110.6 £ 5.47 (EMNS); dV/dtdesc (V/s) —54.1
+ 2.69 (EMS) e —58.4 + 2.56 (EMNS).

Neur6nios de 79 ratos Sprague-Dawley foram registrados e categorizados por respostas
funcionais a estimulos aferentes da raiz dorsal. Os neurdnios foram classificados em grupos de células
denominados células de limiar baixo (LT) (n=18), neurdnios com ampla faixa dinamica (WDR) (n=
20) e neurdnios de limiar alto (HT) (n=29). Os dados eletrofisioldgicos ativos para estes grupos de
células foram os seguintes: LT — Reobase 46,2 +20nA; Potencial Limiar -32.5 £2.5 mV e duracdo do
PA 5.0 £ 0.68 ms; WDR — Reobase 35,0 £10.7 nA; Potencial Limiar -31.7 £2.9 mV e durac¢do do
PA 4.3 £0.50 ms; HT- 9,5; Reobase 34,8 +3,9 nA, Potencial Limiar-32.0 £2.4 mV e duragdo do PA
6,6 £0.16 ms (DOUGHERTY; CHEN, 2016)

Na pesquisa de LI et al., (2021), para o potencial de acdo do sinal evocado, néo foram
observadas diferencas significativas na amplitude (atrasado: 64,02 £ 12,79 mV, n = 42 vs. tonico
61,33 = 10,64 mV, n = 39), tempo de meia largura (atrasado: 0,57 £ 0,22 ms, n = 42 vs. ténico: 0,54
+ 0,18 ms, n=39), reobase (atrasado: 124,39 + 19,78 pA, n = 42 vs. tonico: 111,07 + 13,75 pA, n =
39) e potencial de limiar (atrasado: -37,92 + 8,88mV, n = 42 vs. tonica: -37,36 £ 7,67 mV, n = 39).

No nosso estudo a amplitude do PA dos grupos SR, CN e DN foram 76,4 + 1,6 (n = 50),
67,1 £3,8(n=17)e 80,2 £ 2,7 mV (n = 10) respectivamente e houve diferenca estatistica entre os

grupos. Quanto a duragdo em 50% da amplitude, houvediferenca entre os grupos SR e CRD com
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valores respectivos de 3,0 + 0,1 e 3,6 £ 0,3. Os grupos SR, CRD e CRH apresentaram diferenca
estatisticaentre si na inclinacdo maxima ascendente do PA e seus valores foram 78,8 + 4,3 (n = 50),
58,6 £6,1 (n=17) e 87,4 + 8,2 V/s (n = 10), respectivamente. Jaa inclinagdo maxima descendente
apresentou diferenca estatistica significante entre os grupos SR e CR (-52,9 = 2,0 e -40,5 + 3,6,

respectivamente).

No estudo de JOBLING e GIBBINS (1999) para os parametros ativos os resultados
encontrados foram: Amplitude 89,5mV + 1,4; Meia largura 1,35ms + 0,04; Amplitude —21,3mV +
0,6; Duragdo 341,5ms + 11,2.

Em pesquisa onde foram submetidas células nervosas a estresse por hipdxia aguda (HA)
e a blogueio sinaptico (BS), as caracteristicas ativas dos potenciais de acdo ndo foram afetadas pelo
estresse: amplitude [BS: 82,57 + 6,86 mV vs HA: 76,10 £ 9,98 mV, (n=3); teste t pareado, p > 0,05],
meia-largura [BS: 1,02 £ 0,22 msvs HA: 1,52 + 0,48 ms, (n=3); teste t pareado, p > 0,05]; tempo de
decaimento [BS: 1,54 + 0,33 ms vs HA: 1,68 £ 0,65 ms, (n=3); teste t pareado, p > 0,05]; tempo de
subida [BS: 1,03 £ 0,47 msvs HA: 1,02 + 0,43 ms, (n=3); teste t pareado, p > 0,05] Tau [BS: 0,06 +
0,01 msvs HA: 0,05 £ 0,01 ms, (n=3); testet pareado, p > 0,05] (AMARANTE, 2015).

No estudo de ADAMS (1992), embora os neurbnios cultivados ndo fossem
espontaneamente ativos, pulsos de corrente despolarizante aplicados (> 40 pA) evocaram potenciais

de acdo que tinham um limiar de cerca de -45 mV e uma amplitude de pico maior que 80 mV.

Apos a comparacédo do dado experimental do PA e do circuito RC simulado procedeu-se
com asubtracdo do dado experimental com a simulacgéo e assim pode-se analisar aamplitude da AHP,
a duracdo na base do PA, potencial limiar que deflagrao PA e o anti-pico do PA. Nesta situacdo todos
0s parametros apresentaram diferenca significativa com excec¢éo da duragdo do PA na base (SR 16,0
+0,9; CR 20,6 + 2,1; DN 17,9 + 3,2). Quanto a amplitude de hiperpolarizacdo houve diferenca
significante tanto entre os grupos SR para com o0 CR e entre este para com o grupo DN ( SR -25,6 £
0,7; CR-20,6 £ 1,0; DN -26,4 £ 1,1). Quanto ao potencial limiar, houve diferencgasignificante apenas
entre os grupo CR para com o grupo DN (CR -41,6mV £1,7; DN -42,7mV % 1,4). Quanto ao Pico da
hiperpolarizagdo houve diferenga significativaentre os grupos CR em relagdo ao DN, mas também
mostrou um comportamento estatistico que nenhum outro havia evidenciado até entdo, que foi a
diferenca significante do grupo DN em relacdo ao grupo SR ( SR -64,5+1,9; CR-70,1+2,1; DN -
80,6 £ 1,6).

No estudo de YOSHIMURA; DE GROAT (1996), neurénios agudamente dissociados do
ganglio pélvico principal de ratos (GPP) que inervam a bexiga urinaria foram marcados por métodos

de rastreamento axonal retrogrado com o uso de um corante fluorescente, Fast Blue (FB), e
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identificado com um microscopio. Propriedades como a duragdo dos potenciais de acdo, limiares para
ativacdo de pico ou duracdo apds hiperpolarizacdo em neurdnios GPP ndo identificados com corante
foram comparéveis as de neurénios marcados. Durante o registro sob condi¢des de clampeamento de
corrente, aaplicacdo de pulsos de corrente despolarizante (40-100 pA, duracdo 10-20 ms) no potencial
de repouso induziu potenciais de acdo em limiares que variaram de -25 a -35 mV. Os potenciais de
acao exibiram overshoots para +30 mV e geralmente tinham duragdes de 3 a 3,5 ms na amplitude de
pico semi-méxima. Os potenciais de agdo em ambos os neurdnios (marcados e ndo marcados) foram
seguidos por uma pés-hiperpolarizacdo variando de 60 a 200 ms de duracdo (médiade 118 e 125 ms)
(YOSHIMURA e GROAT, 1996).

Na pesquisa de SILVA-DOS-SANTOS et al. (2019) as amplitudes do AHP foram -15,3
mV e -16,8 mV, para os grupos controle SFP e MFP, respectivamente; esses valores ndo diferiram
significativamente. No grupo DM em neurdnios SFP e MFP, os valores foram -14,1 mV e -11,9 mV,
respectivamente, e houve diferencasignificativa entre osgrupos CTe DM apenas para MFP neurdnios.
Os valores de controle parao pardmetroAHPd50 nos neurdnios SFP e MFP foram 91,6 mse 72,0 ms,
respectivamente; O DM reduziu essesvalores para 54,9 ms e 48,7 ms, respectivamente. A comparagdo
dos controles AHPd50 (controle SFPvs controle MFP) ndo mostrou diferenca significativa. Também
ndo foi observada diferenga para AHPd50 de MFP no controle vs AHPd50 de MFP no DM; no
entanto, o valor de controle DM AHPd50 vs AHPd50 para neurdnios SFP mostrou diferenca

significativa.

No nosso estudo houve diferencasignificativa quanto a amplitude do PA entre 0s grupos
CRD 56,8 +3,4 (n=17) e CRH 67,1 £ 2,2 ( n = 10). No aspecto duracdo em 50% da amplitude
subtraido e inclinacdo maxima ascendente subtraido, ambos apresentaram diferenga significante.
tanto entre os grupos SR para com o CRD e entre este para com o grupo CRH (SR 2,6 £ 0,1; CRD
3,1+02;, CRH 24 +£0,2e SR 78,7 + 4,3; CRD 58,6 + 6,0; CRH 87,4 £ 8,2;). Houve diferenca
estatistica significante em relacdo ao grupo com retificacdo quanto ao parametro Inclinagdo méaxima
descendente (SR -52,6 +£2,0 e CRD -40,5 + 3,6).

A utilizacdo do analogo elétrico da forma como proposto neste estudo trouxe algumas
questdesinteressante: ha ativacdo de uma corrente de K* em potenciais préximo ao potencial de equilibrio
para 0 K™? Estariamos diante de uma nova forma de classificar células neuronais? Comportamentos
eletrofisiologicos semelhantes aos vistos aqui seriam também possiveis de serem evidenciados em
simulacdes de células nervosas lesadas? Novas investigacGes serdo necessarias para responder a estas
e outras perguntas. Acreditamos que a presente investigacdo fornece novos caminhos para o

entendimento dos diversos comportamentos eletrofisiologicos de células nervosas bem como de
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novos meios de classificagdo aumentando ainda mais o entendimento sobre a gama de células ja

relatadas na literatura atual.
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8 CONCLUSAO

Demonstramos, através dos neurénios do GCS de ratos, que a utilizagdo do analogo
elétrico de membrana permitiu uma nova possibilidade para classificacdo de células neuronais. Em
um estagio inicial, analisamos os registros eletrofisiolégicos dos neurénios do GCS obtidos com a
técnicado microeletrodo intracelular o que nos levou a identificar dois tipos de neurdnios (grupo sem
retificacdo e com retificacao do valor do potencial de membrana). Procedemos com as analises dos
pardmetros passivos, 0 que permitiuvisualizar, apos as analises iniciais, com a utilizacdo do circuito
analogo elétrico de membrana e da subtracdo dos tragados experimentais com os simulados, o
aparecimento de um terceiro grupo (CRH) de neur6nios derivado das células sem retificacéo .

Dessa formaa presente pesquisa se configuracomo um estudo preliminar de grande valor
por levantar possibilidade de identificacdo e inicio de caracterizacao de ativagdo de correntes idnicas
em potenciais transmembrana negativos ao potencial de repouso, bem como se mostrou ser um

modelo muito Util para ensino dos aspectos eletrofisiologicos de células neuronais.
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