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RESUMO
O glutamato € liberado no ganglio da raiz dorsal onde ativa os receptores NMDA em células
gliais de satelite (CSGs) que recobrem os corpos celulares de neurbnios sensoriais primarios.
Tal comunicacéo entre neurénios e CSGs é importante para manter a dor inflamatéria (Ferrari
et al., 2014). Portanto, as CSGs podem influenciar os sinais dolorosos ao interagir com o0s
neurdnios nociceptivos. Um dos papeis mais conhecidos das células satélites é a regulacéo das
concentracOes de ions K* no meio extracelular. Os canais de potassio do tipo Kir4.1 sdo
importantes na regulacdo das concentracdes deste ion e sdo expressos em CSGs. Este estudo
objetivou avaliar o efeito da ativagdo do receptor NMDA sobre o potencial de repouso dos
neurdnios aferentes primarios e testar se a regulacao extracelular do potassio pode influenciar
0 potencial da membrana de repouso neuronal através da modulacdo dos canais Kir 4.1,
presentes nas CSGs. O potencial de membrana de neurdnios e CSGs foi avaliado utilizando o
indicador fluorescente DIBAC4(3) em culturas priméarias de ganglio da raiz dorsal de ratos
utilizando microscopia confocal. A administracdo de fluoxetina foi utilizada para o bloqueio
dos canais de potassio Kir 4.1 (FURUTANI et al., 2009). A administracdo de glicinae NMDA
induziu a despolarizacdo dos neurénios nociceptivos. A despolarizagdo induzida pela glicina
foi bloqueada na presenca do antagonista seletivo NMDA D-AP-5, sugerindo que o glutamato
pode ser liberado pelas células em cultura. A administracdo de fluoxetina induziu a
despolarizacdo da membrana de CSGs, mas nao afetou os neurénios. Os resultados obtidos
indicam que ha uma comunica¢do cruzada entre neurénios nociceptivos e CSGs de forma que
a ativacdo das células gliais pode induzir despolarizagdo dos neurénios proximos, aumentando
a excitabilidade destes. Esta comunicagdo pode amplificar a sinalizagdo nociceptiva no ganglio
da raiz dorsal, contribuindo para a dor e hiperalgesia. A despolarizag¢éo neuronal induzida pelas

CSGs néo parece depender da regulacdo extracelular do K* pelo canal Kir 4.1.

Palavras-chave: Células satélites gliais. Glutamato. NMDA. Kir 4.1. Dor. Génglio da raiz

dorsal.



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

AMPA a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionato

CSG Célula satélite glial

FNDC Fator Neurotrofico derivado Cérebro

GRD Ganglio da raiz dorsal

HEPES Acido 4-(2-hidroxietil) -1-piperazinaetanesulfonico

ISRS Inibidor seletivo da recaptacdo de serotonina

K* fon potéssio

NMDA N-metil-D-aspartato

PRM Potencial de repouso de membrana

RAMPA Receptor a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionato

RNMDA Receptor N-metil-D-aspartato
TRPAL Receptor de Potencial Transitério Anquirina, subtipo 1

TRPV1 Receptor de Potencial Transitorio Vaniloide tipo 1
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1 INTRODUCAO

1.1 Ador

A dor era compreendida canonicamente como uma experiéncia emocional e sensorial
desagradavel associada com dano real ou potencial do tecido, ou descrita em termos de tal dano,
segundo a terminologia estabelecida pela International Association for the Study of Pain
(1994).

Nos Ultimos dois anos a definicdo de dor esteve em reavaliacao histérica por uma forca-
tarefa presidencial da IASP, com 14 membros, formada por profissionais multinacionais com
ampla experiéncia em ciéncia clinica e/ou basica relacionada a dor para avaliar a definicéo atual
e as notas explicativas e recomendar se tal definicdo deveria ser mantida ou alterada. Finalmente
neste ano, a definigdo foi atualizada e divulgada pela Associacdo como: “Uma experiéncia
sensorial e emocional desagradavel, associada, ou semelhante aquela associada, a uma leséo
tecidual real ou potencial.” (RAJA et al., 2020).

A dor pode ser compreendida como trés eventos neurobioldgicos distintos, sendo
classificada entdo em: nociceptiva, inflamatéria e patoldgica. A dor fisioldgica é o sistema de
protecdo rapido contra estimulos nocivos, desencadeada no tocar de objetos frios ou quentes,
agentes quimicos irritantes ou forca mecanica intensa. A dor inflamatoria, desencadeada por
mediadores do sistema imune em um dano tecidual ou em uma infeccdo, é essencial para o
processo de reparacdo tecidual, pois desencoraja o contato fisico e 0 movimento, por exemplo,
no caso de uma ferida cirdrgica. A dor patolégica pode ocorrer devido ao dano do sistema
nervoso (dor neuropética), mas também na auséncia de danos ou inflamac&o (dor disfuncional),
como, na cistite intersticial crbnica, na fibromialgia, na sindrome do intestino irritavel, na
cefaleia de tenséo e na disfungdo temporomandibular e dor orofacial (WOOLF, 2010).

A via de transmiss&o da dor € iniciada atraves da ativacdo de receptores em terminacdes
nervosas livres, encontradas amplamente em varios tecidos, que transduzem os estimulos
nocivos em sinais elétricos neurais que sdo conduzidos até o sistema nervoso central. Essas
fibras nervosas aferentes primarias possuem corpos celulares localizados nos ganglios da raiz
dorsal ou nos ganglios trigémeos. Os neurbnios nociceptivos primarios que se encontram no
ganglio da raiz dorsal realizam sinapse com neurdnios de segunda ordem no corno dorsal da
medula espinal (Figura 1). A informag&o nociceptiva ira entdo a centros superiores através dos
tratos espinotaldmicos e espinorreticulares contralaterais, que estédo localizados na substancia

branca anterolateral da medula espinal. Os ax6nios mediais e laterais do trato espinotalamico



terminam em seus respectivos nucleos, medial e lateral, no tdlamo e, a partir dai projetam-se
para os cortices somatossensoriais primario e secundario, a insula, o cortex cingulado anterior
e 0 cortex pré-frontal. Estas areas desempenham varios papéis na percepcao da dor e também
interagem com outras areas ndo relacionadas tradicionalmente com dor (STEEDS, 2009).
Considerando que, pela definigdo, a dor depende de uma experiéncia emocional desagradavel
e, portanto, é uma percep¢do, o sinal nociceptivo sé ird desencadear a dor propriamente dita
quando esta é processada no encéfalo. Deste modo, 0s processos sensoriais que ocorrem antes
do sinal chegar ao nivel encefalico compreendem o que é denominado de sensacdo nociceptiva,
ou ainda, nocicepgao.

Fundamentalmente o mecanismo béasico de dor passa por trés eventos quando ha um
estimulo nocivo: transducdo, transmissdo e modulacdo. Os nociceptores permanecem
silenciados na homeostasia, entretanto frente a um evento-estimulo na via nociceptiva, a
transducdo ocorre desta maneira: os estimulos sdo convertidos em eventos quimicos teciduais,
(2) estes eventos quimicos teciduais e de fenda sinéptica sdo convertidos em eventos elétricos
nos neurdnios, (3) eventos elétricos neuronais sdo transduzidos em eventos quimicos nas
sinapses. Concluida a transducdo, os eventos elétricos sdo transmitidos ao longo dos ax6nios
dos neurdnios aferentes primarios dos GRD, conduzindo informac@es do terminal pos-sinaptico
de uma célula para o terminal pré-sinaptico de outra no corno dorsal da medula espinal. Desta
estrutura as informagdes ascendem através do trato espinotalamico para estruturas encefalicas
superiores para a modulacdo (YAM et al., 2018). A ilustracdo basica dessa via encontra-se na

Figura 1.



Figura 1 - Via ascendente nociceptiva da dor
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Fonte: Adaptado de Hanani e Spray (2020).

1.2 O ganglio da raiz dorsal e nociceptores

Os ganglios das raizes dorsais (GRDs), junto com os ganglios dos nervos cranianos,
contém a maior parte dos neurénios aferentes primarios do corpo de um vertebrado. Os corpos
celulares dos neurénios aferentes priméarios emitem uma haste inicial do cone axonal a qual é
logo ramificada em duas como o formato da letra “T” ou “Y”, sendo que por tal morfologia sao
denominados de pseudounipolares. Uma ramificacdo segue para a sinapse com a medula espinal
e outra para inervar a pele, um musculo, uma viscera etc. (DEVOR, 1999). Os potenciais de
acao que sdo gerados nos tecidos inervados sdo conduzidos para a ramificacdo central do
axonio, mas também sdo transmitidos para os corpos celulares dos neurénios. O artigo de Devor
(1999) expde essas e outras peculiaridades dos ganglios da raiz dorsal e sugere que essa
estrutura deve possuir papéis que vdo além de uma simples estacdo de passagem para 0s sinais
somatossensoriais. Os corpos celulares desses neurdnios ndo possuem dendritos e néo realizam
sinapses tipicas nos ganglios sensoriais. No entanto, existem células gliais posicionadas
circunjacentes a esses, denominadas de células satélites gliais (CSGs). A superficie dos corpos
neuronais é densamente revestida de microvilos, que adentram nas lamelas da CSG para
aumentar a area de superficie neuronal. Esta morfologia ja sugeria que deveria existir uma
interacdo importante entre neurdnios e CSGs. Estudos recentes mostram que o sinal nociceptivo

€ modulado através desta comunicacdo entre neurénios e células satelites glias através da



liberacdo de diversos mediadores e neurotransmissores como o glutamato (FERRARI et al.,
2014), o ATP (NEVES et al., 2020; LEMES et al., 2018) e fractalquina (SOUZA et al., 2013),
entre outros (para revisao, (HANANI; SPRAY, 2020).

Os neuronios aferentes primarios residentes nos GRDs séo divididos em trés grupos
baseados nos niveis de mielinizacdo e respectivas velocidades de conducdo. Existem neur6nios
com axonios ndo mielinizados, que sdo as fibras C, com velocidade de condugéo de 0,8 m/s e
neurdnios pouco mielinizados; os com velocidade de conducdo de 1,5-6,5 m/s, denominados
de fibra Ad; e neurbnios com maior quantidade de bainha de mielina, que sdo as fibras Ap com
velocidade de conducdo de 6,5 m/s (ZHU; WU; HENRY, 2012). Os neurdnios responsaveis
por detectar os sinais dolorosos sdo denominados nociceptores e estdo associados as fibras do
tipo C ou AJ. As fibras mielinizadas do tipo AP sdo responsaveis pela condugado de sinais tateis
e proprioceptivos. Além da diferenca nas fibras, os diferentes tipos celulares podem ser
diferenciados de acordo com os diametros dos seus corpos celulares (HARPER; LAWSON,
1985). Os neurdnios nociceptivos associados as fibras do tipo C tém os corpos celulares
pequenos (< 30 pm), enquanto os nociceptores com fibras Ad tém corpos celulares
intermediarios (entre 30 e 40 um) e os neurdnios ndo nociceptivos com fibras A tém 0s corpos
celulares com mais de 40 pm.

Outra caracteristica que diferencia os nociceptores dos demais neurénios somestésicos,
é que estes possuem terminagdes nervosas livres presentes em tecidos periféricos ou visceras,
enguanto os neurénios responsaveis pela deteccdo de informacao tatil e proprioceptiva possuem
especializacGes associadas aos seus terminais formando estruturas como os corpusculos de
Pacini, Ruffini ou Merkel. Além disso, 0s nociceptores sdo sensiveis a estimulos de diferentes
modalidades, que podem ser mecénicas, quimicas ou térmicas. Estudos tém mostrado que
alguns tipos de canais idnicos sdo expressos seletivamente por nociceptores, sendo 0s principais
TRPV1, TRPA1, Nay1.7, Nay1.8 e Nay1.9 (PINHO-RIBEIRO; VERRI; CHIU, 2017).

1.3 O neurotransmissor glutamato e o receptor NMDA

O glutamato ou acido glutdmico, além de ser um aminoacido sintetizado pelo organismo
(aminoacido nédo-essencial), € o neurotransmissor mais abundante no sistema nervoso de
vertebrados que se apresenta nos locais de inflamacao periférica, contribui para mais de 50%
das sinapses cerebrais e desempenha papel crucial na modulagéo da nocicepgéo e liberacdo de
neurotransmissor do terminal aferente (ver Figura 2). Os neurdnios sensoriais apresentam

receptores  glutamatérgicos, incluindo o0s receptores a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-



isoxazolpropionato (RAMPA) e N-metil-D-aspartato (RNMDA) (CASTILLO et al., 2013;
YAM et al., 2018).

O RNMDA ¢é um canal iénico transmembranico heterotetramérico formado pela
possivel combinacdo de sete subunidades. Ele contém duas subunidades GIuN1, as quais se
ligam aos co-agonistas glicina e D-serina, ligadas a duas subunidades GIuN2 (A, B, C ou D) ou
auma GIluN2 e uma GIuN3 (A ou B). A subunidade GIuN2 é a que realmente se liga ao agonista
glutamato, enquanto GIuN3 também se liga a glicina e a D-serina. GIUN1 é uma subunidade
obrigatdria e essencial para a montagem e trafico de outras subunidades e a formacdo de um
RNMDA funcional. Os RNMDAs sdo compostos classicamente por duas GIluN1s e duas
GIuN2As ou duas GIuN2Bs (SKOWRONSKA et al., 2019). A Figura 2 a seguir mostra

esquematicamente as subunidades desse receptor:

Figura 2 — Receptor NMDA
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Fonte: Adaptado de Kehoe, Bernardinelli e Muller (2013). Representacdo esquematica das
possibilidades de montagem do RNMDA através das subunidades GIuN1, GIuN2 e Glu3. O primeiro
receptor da esquerda para a direita é a conformacéo classica do receptor com maior sensibilidade ao
blogueio pelo ion de magnésio, enquanto as outras duas exemplificam outras possibilidades de
montagem n&do convencionais insensiveis ao blogqueio pelo ion de magnésio.

1.4 Receptores NMDA em células satélites do ganglio da raiz dorsal

Os receptores NMDA sdo muito importantes na transmissdo do sinal doloroso.
Antagonistas de receptor NMDA, como a cetamina, sdo utilizados na clinica médica para

induzir analgesia e anestesia (PELTONIEMI et al., 2016). O glutamato é o principal



neurotransmissor liberado na sinapse entre os neurdnios nociceptivos primarios e 0s neurdnios
secundarios, no corno dorsal da medula espinhal. Neste local, o glutamato atua, principalmente,
em receptores do tipo AMPA (RAMPA) e do tipo NMDA (RNMDA). A ativacédo de receptores
do tipo NMDA tem sido associada ao processo de sensibilizacdo central e a cronificacdo da dor
(NIESTERS; MARTINI; DAHAN, 2014). Além disso, nosso grupo de pesquisa verificou que
existem receptores NMDA periféricos, no ganglio da raiz dorsal de ratos (FERRARI., 2014).
Neste trabalho, foi observado que a injecdo de um antagonista RNMDA, mas ndo antagonista
RAMPA, realizada no ganglio da raiz dorsal de ratos (nivel de L5), reduz a hiperalgesia
inflamatoria induzida por injecéo de prostaglandina E2 (PGE>) na pata dos animais. Em ensaios
utilizando culturas primérias de ganglio da raiz dorsal foi verificado que a administragdo de
NMDA ou glutamato induz um influxo de célcio apenas em CSGs e ndo em neurdnios (Figura
3). Estes resultados sugerem, portanto, que as CSGs participam da transmissdo da dor
inflamatoria, interagindo com os neurdnios nociceptivos primarios. No entanto, como a
ativacdo das CSGs pode interferir com a atividade neuronal ainda ndo esta estabelecido. A
Figura 3 a seguir mostra o influxo de ions de calcio frente a administracdo de glutamato em

CSG na presenca e auséncia do antagonista.

Figura 3 — Influxo de calcio induzido por glutamato em CSGs
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Fonte: Adaptado de FERRARI et al. (2014). Transientes de calcio induzidos por glutamato em
células de satélite gliais. A e B mostram imagens confocais de células de GRD primérias cultivadas
durante 24 h, nas quais se encontram células satélites ligadas aos corpos neuronais sensoriais primarios.
(A) Fluorescéncia basal das células ganglionares. (B) Mudanca de fluorescéncia imediatamente apos a
administrac¢do do glutamato (500 uM). (C) Curvas representativas da variag¢ao da fluorescéncia ao longo
do tempo induzida pela glutamato (500 uM) na presenga ou auséncia de D-AP-5 (200 uM). Cada curva
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representa a resposta de uma célula satélite. (D) Aumento maximo da fluorescéncia induzido por
glutamato (500 pM) sozinho ou na presenca de D-AP-5 (200 pM). Os resultados representam as médias
+ EPM de 16-26 células em trés experimentos diferentes. As experiéncias foram realizadas na presenca
de glicina (10 pM) em tampdo livre de Mg?*. *P < 0,05 em comparagdo com o efeito do glutamato sem
D-AP-5 (ANOVA seguido de po6s-teste de Bonferroni).

1.5 Canais de potassio Kir 4.1 em celulas satélites gliais e seu papel no controle da

excitabilidade neural

No sistema nervoso central, uma das fun¢bes mais bem estabelecidas para as células
gliais, especialmente astrdcitos, é o controle dos niveis extracelulares de potassio. As células
satélites gliais nos ganglios periféricos compartilham com varias das fungdes dos astrocitos
encontrados no sistema nervoso central. Astrocitos também expressam receptores
glutamatérgicos do tipo NMDA e estes sdo estruturalmente semelhantes aqueles encontrados
nas CSGs (FERRARI et al., 2014; SKOWRONSKA et al., 2019). As funcdes desencadeadas
pela ativacdo dos receptores NMDA em astrocitos ainda ndo estdo completamente elucidadas.
No estudo de Obara-Michlewska e colaboradores (2015) foi verificado que a ativagdo dos
receptores NMDA em astrocitos induz uma diminuicdo na expressao de um subtipo especifico
de canal de potassio, o canal Kir 4.1. Estes canais sdo expressos também em células satélites
gliais (VIT et al., 2008) e estdo envolvidos no processo de tamponamento dos niveis
extracelulares dos ions potassios. A ativacdo de neurbnios € caracterizada por um aumento na
frequéncia de potenciais de acdo nessas células e durante a fase de repolarizacdo do potencial
de acdo ocorre um efluxo intenso de ions potassios para o meio extracelular. Esta saida de
potéassio em neurbnios que estdo apresentando atividade intensa poderia induzir um aumento
nos niveis extracelulares de potéssio, rompendo o gradiente de concentragdo deste ion que é
fundamental para a manutencao do potencial de repouso e para a repolarizacao do potencial de
acdo. Um aumento nos niveis extracelulares de potassio induz despolarizacéo do potencial de
repouso, Visto que os canais de vazamento de potassio sdo 0s principais responsaveis pela
regulacdo do potencial de repouso. Os canais do tipo Kir, do inglés inward rectifier o que
significa que s&o canais retificadores para dentro da célula, s&o muito importantes para impedir
este aumento de potassio extracelular resultante da ativacdo neural. Esses canais, presentes
principalmente em células gliais, tem como caracteristica conduzir os fons K* com maior
facilidade do lado extra para o intracelular. Os ions de potassio fluem pelos canais retificadores
de entrada quando o potencial de repouso de membrana (PRM) esta negativo em relagcdo ao

potencial de equilibrio para K" (EK), mas em potenciais mais positivos ha um bloqueio de
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correntes de saida dependentes de tensdo por poliaminas intracelulares, mais especificamente
por espermina, e Mg?* (BUTT; KALSI, 2006).

Deste modo, o K* liberado pelos potenciais de acdo é captado pelas células gliais
préximas, ndo permitindo um aumento importante nas concentracGes extracelulares de potassio.
Depois de captados pelas células gliais os ions K* podem ser liberados em regides que
apresentam menor concentracdo destes, como proximo a vasos sanguineos, ou podem ser
transmitidos para outras células gliais vizinhas através de juncdes comunicantes onde também
serdo devolvidos ao meio extracelular em locais de menor concentracdo. Outra caracteristica
consideravel dos canais Kir 4.1 ¢ uma importante modulacdo por fatores extracelulares e
intracelulares como o glutamato, o ATP, o AMPc, a PKA., entre outros (HIBINO et al., 2010;
RUPPERSBERG, 2000).

Um interessante estudo realizado por Vit e colaboradores (2008) mostrou que a
diminuicdo da expressao de Kir 4.1 através do uso de RNA de interferéncia (RNAI) no ganglio
trigémeo de ratos levou ao desenvolvimento de comportamentos que indicam dor espontanea.
Além disso, nesse estudo foi verificado que a expressao desse canal esta diminuida em células
satélites gliais em um modelo de neuropatia. O fechamento ou a diminui¢do na expressdo de
canais Kir 4.1 causa a despolarizacdo das células gliais, o que pode induzir a liberacdo de
transmissores, como ATP, além de resultar em um deficiente tamponamento de ions K*
causando depolarizagdo neuronal e consequente aumento de excitabilidade nos neurénios
nociceptivos.

O estudo do papel de canais de potassio especificos é muitas vezes dificultado pelo fato
de existirem muitos subtipos destes canais e poucos farmacos capazes de atuar seletivamente
em subtipos especificos. No caso dos canais Kir 4.1, estudos verificaram que estes canais
podem ser bloqueados pela fluoxetina, um antidepressivo inibidor seletivo da recaptacéo de
serotonina (FURUTANI et al., 2009). A fluoxetina foi utilizada para bloguear canais Kir 4.1
em astrocitos (KINBOSHI et al., 2017). Em cultura de astrocitos, a administracao de fluoxetina
aumentou significativamente a expressdo de BDNF (Brain Derived Neurotrophic Factor - Fator
Neurotrofico derivado do Encéfalo) e um padrdo semelhante de aumento de BDNF foi
observado quando a expressdo dos canais Kir 4.1 foi inibida pelo uso de RNA de interferéncia.

Em resumo, trabalho anterior do grupo (FERRARI et al., 2014) verificou que 0s
receptores glutamatérgicos do tipo NMDA presentes em células satélites gliais sdo importantes
para a manutencdo da dor inflamatéria. Contudo, o mecanismo pelo qual estas células
interferem na atividade neuronal ainda nao foi desvendado. Considerando que em astrécitos,

que sdo células que apresentam muitas semelhancas funcionais com as células satélites gliais,
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a ativacdo de receptores NMDA interfere com a atividade de canais Kir 4.1 e que este canal é
fundamental para o controle dos niveis extracelulares de K™ em situagdes de ativacdo neuronal,
é possivel que processo semelhante ocorra no ganglio da raiz dorsal. Desta forma, a hipdtese
testada neste estudo é a de que a ativacdo de receptores NMDA em células satélites gliais leva
ao fechamento de canais Kir 4.1 nessas células, o que resulta em acumulo de potéssio

extracelular e consequente despolariza¢ao neuronal.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar o efeito da ativacdo do receptor NMDA sobre o potencial de repouso de
neurénios aferentes primarios e avaliar o papel dos canais Kir 4.1 presentes em células satélites

gliais no potencial de repouso neuronal.

2.2 Especifico

a) avaliar o efeito da administracdo de NMDA sobre o potencial de repouso em
culturas primarias de ganglio da raiz dorsal de ratos;

b) avaliar o efeito do bloqueio de canais Kir 4.1 pelo uso de fluoxetina sobre o
potencial de repouso de neurdnios e células satélites gliais em culturas primarias

de ganglio da raiz dorsal de ratos.



14

3 METODOLOGIA

3.1 Aspectos éticos

O presente estudo teve aprovacio pela Comissdo de Etica na Utilizagdo de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) sob o nimero de protocolo 095/18. A
utilizacdo de animais seguiu as orientacdes da IASP (ZIMMERMANN, 1983), as quais se

esforcam para a minimizacao do sofrimento e da utilizacdo de animais experimentais.

3.2 Animais

Os animais utilizados foram ratas Wistar possuindo 80-100 gramas de massa corporal
inicial e por volta de um més de idade. Os animais foram acomodados no biotério central da
Rede de Biotérios de Roedores — REBIR — da UFU climatizado em 25 °C (temperatura
ambiente) e ciclo de luminosidade controlada em 12h claro e 12h escuro com livre acesso a

agua e a racao.

3.3 Coleta de ganglios da raiz dorsal

Os ganglios da raiz dorsal foram colhidos das regides toracica e lombar (em torno de 16
a 18 ganglios por animal). Para isso, primeiramente os animais foram anestesiados em ambiente
fechado com o anestésico geral Isoflurano 2% por via inalatéria atraves do sistema de anestesia
inalatoria da Bonther, em seguida foram decapitados e colocados em posi¢do vertical para a
exsanguinacao.

Com a retirada da pele do dorso do animal, exposi¢éo da coluna vertebral e secgdes das
vertebras, os ganglios foram coletados e colocados em placas de cultura com aproximadamente
3 mL de solug&o balanceada Hanks (Merck KGaA) 10 mM e HEPES - Acido 4-(2-hidroxietil)-

1-piperazinaetanesulfénico (solu¢do Hanks/HEPES).

3.4 Cultura primaria

As culturas de GRD seguiram protocolo descrito por Linhart e colaboradores (2003),

entretanto com algumas alteracoes.
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As células foram dissociadas enzimaticamente por incubacdo a 37°C durante 60
minutos em solucdo Hanks/Hepes contendo 0,28 U/ml de colagenase (tipo 2, Sigma-Aldrich
Corporation) e depois por 20 minutos em solugdo contendo 0,25 mg/ml de tripsina (Sigma-
Aldrich Corporation). Os ganglios foram lavados em meio DMEM (DMEM - Dulbecco/Vogt
Modified Eagle’s Minimal Essential Medium) suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1
mL de penicilina/estreptomicina (Sigma-Aldrich Corporation). As células foram dissociadas
mecanicamente utilizando uma pipeta Pasteur de vidro, e entdo cultivadas em placas de cultura
cobertas com Matrigel (Becton, Dickinson and Company) e mantidas em estufa de cultura com
atmosfera imida de 5% de COz a 37°C por 24h-72h.

3.5 Diluicbes e divisdo de grupos

As diluicOes dos reagentes utilizados neste trabalho foram respectivamente: capsaicina
a10® uM, D-AP-5 a 200 pM, fluoxetina 30 uM, glicina a 10 uM, NMDA a 250 uM e a
solugdo Hanks/HEPES utilizada para o acondicionamento das culturas celulares durante a
performance dos experimentos como controle.

A disposicao dos grupos segundo os tipos de tratamento, as quantidades de placas para
cada tratamento e as quantidades de células utilizadas para a analise estatistica, encontram-se

nos quadros a seguir:

Quadro 1 - Efeito da administragéo de glicina e NMDA sobre o potencial de repouso de

neurdnios do ganglio da raiz dorsal

Tratamento Controle NMDA Glicina Glicina + Total
D-AP-5
Quantidade de 1 1 2 2 6
placas
Quantidade de 10 7 18 19 54
células

Fonte: DE ALMEIDA JUNIOR (2020). Os tratamentos foram adicionados com o volume 10 pl
cada através de uma pipeta mecénica seguindo respectivamente a ordem: D-AP-5 (apenas nos grupos
Glicina + D-AP-5, 200 uM) ou Hanks/HEPES — glicina (10 uM) — NMDA (250 uM) — capsaicina
(controle positivo para a diferenciagdo de neurdnios da células satélites gliais, 10 uM).
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Quadro 2 — Efeito da fluoxetina sobre o potencial de repouso

Tratamento Controle- Fluoxetina-glia Controle- | Fluoxetina- | Total
glia neurbnio | neurdnio
Quantidade de 2 2 2 2 8
placas
Quantidade de 10 6 11 6 33
celulas

Fonte: DE ALMEIDA JUNIOR (2020). Os tratamentos foram adicionados com o volume 10 pl
cada através de uma pipeta mecanica seguindo respectivamente a ordem: fluoxetina (apenas nos grupos
fluoxetina, 30 uM) ou Hanks/HEPES — glicina (10 uM) — NMDA (250 uM) — capsaicina (controle
positivo para a diferenciacéo de neurdnios da células satélites gliais, 10-6 uM).

3.6 Microscopia Confocal

Nos experimentos para avaliagdo do potencial de repouso da membrana celular, as
placas foram lavadas com a solucdo Hanks/HEPES e depois incubadas por 20 minutos com 5
UM do indicador fluorescente DIBACA4(3) (Invitrogen). Este indicador permanece na solugédo
de trabalho durante todo o experimento, pois 0 movimento da molécula através da membrana,
devido ao seu gradiente eletroquimico, indica as variacdes do potencial de membrana
(YAMADA et al., 2001). A molécula de DIBACA4(3) € carregada negativamente e emite
fluorescéncia somente quando esta ligada a membrana ou a proteina. Deste modo, esta
substancia tende a entrar na célula e apresentar um aumento de fluorescéncia quando o meio
intracelular fica menos negativo em relacdo ao meio extracelular, ou seja, em situacdo de
despolarizacdo. A difusdo desta substancia através da membrana é lenta, de tal forma que este
indicador pode ser utilizado apenas para alteracdes sustentadas no potencial de membrana,
como no caso de alteragcdes do potencial de repouso neuronal. A fluorescéncia emitida pelas
células foi avaliada através de séries temporais de imagens obtidas através de microscopia
confocal (Zeiss LSM 510 Meta). As imagens registradas foram analisadas utilizando o software
de imagens livre e gratuito Image] (NIH). Os dados sdo mostrados como (AF/F0), ou seja, a
variacdo de intensidade de fluorescéncia (AF=F-F0) dividida pela fluorescéncia basal (FO) de

forma a normalizar as variagdes de concentracéo do indicador fluorescente nas células.

3.6 Analise estatistica

Foram avaliadas as variagdes maximas de fluorescéncia em cada neurdnio ou célula

glial testada. Foram comparadas as médias dos valores obtidos através dos testes t, quando duas
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médias forem comparadas, ou por ANOVA, quando mais de duas médias forem comparadas.
O nivel de significancia foi estabelecido em 5%.
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4 RESULTADOS

Os resultados publicados anteriormente por Ferrari e colaboradores (2014), os quais
avaliaram o influxo de calcio em culturas primarias de ganglio da raiz dorsal, mostraram que a
administracdo de NMDA nas culturas, utilizando o mesmo protocolo que este trabalho proposto
por Linhart, Obreja e Kress (2003), ativa receptores NMDA presentes em células satélites gliais
e ndo ativa neurdnios nociceptivos. Neste presente estudo, utilizamos 0 mesmo protocolo de
estimulacdo nas culturas, mas observamos o potencial de repouso celular usando o indicador

fluorescente DIBACA4(3), ao inveés de variagdes de calcio intracelular.

Figura 4 - Imagens de cultura primaria de ganglio da raiz dorsal na presenca do indicador
de potencial de repouso, DIBAC4(3) em solucio de Hanks/HEPES contendo Mg?*

Fonte: DE ALMEIDA JUNIOR (2020). (A) imagem foi adquirida antes da administracio de
glicina e NMDA, ou seja, em condig¢des basais. (B) imagem obtida ap6s 5 minutos da administracdo de
NMDA (250 uM) na presenga de glicina (10 uM). Estas imagens, obtidas através de microscopia
confocal, ilustram o resultado descrito a seguir. As setas brancas indicam alguns dos neurdnios que
apresentam despolarizacdo ap6s a administracdo de NMDA.

A analise das imagens obtidas mostra que a administragdo de NMDA, na presenca de
glicina, causa uma significativa despolarizacdo no potencial de membrana de neurdnios
nociceptivos (Figuras 4 e 5). Os resultados mostraram também que a administracdo de glicina
sozinha foi capaz de induzir despolarizagdo neuronal, sendo que esta despolarizacdo é

bloqueada na presenca do antagonista de receptores NMDA D-AP-5.
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Figura 5 - Alteracdes da fluorescéncia emitida pelo indicador de potencial de repouso
DiBAC4(3) induzida por NMDA (250 M) em culturas primarias de GRD de 24 h na presenca

ou auséncia de Mg?*

Efeito da administracéo de glicina e NMDA sobre o potencial de repouso de neurdnios do
ganglio daraiz dorsal

1.01
*
0.8+ T
. 0.6 *
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Fonte: DE ALMEIDA JUNIOR (2020). (A) Aumento maximo de fluorescéncia induzida por
NMDA (250 uM) na presenga do co-agonista glicina (10 pM), aumento maximo de fluorescéncia
induzida por glicina sozinha ou na presenca de D-AP-5 (200 uM). Dados mostrados como média + EPM
de 7 a 19 neurdnios. * significativamente diferente do grupo controle (ANOVA seguida de pds-teste de
Bonferroni, p<0,05). # significativamente diferente do grupo glicina (ANOVA seguida de pds-teste de
Bonferroni, p<0,05).

A possivel participacdo de canais de potassio Kird.1 na regulacdo do potencial de
repouso neuronal foi avaliada através da administragdo de fluoxetina (30 uM). A administracéo
de fluoxetina resultou em uma significativa despolarizacéo das células satélites gliais enquanto
ndo foi observada qualquer alteracdo no potencial de repouso dos neurdnios do ganglio da raiz

dorsal (Figura 2).
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Figura 6 - Efeito da fluoxetina sobre o potencial de repouso de células satélites gliais e

neurdnios da raiz dorsal

Efeito da fluoxetina sobre o potencial de repouso

|:| controle
A * .
0 - fluoxetina

0.34

0.1

AF/F,

0.0 T

014 =l

-0.2- glia neuronios

Fonte: DE ALMEIDA JUNIOR (2020). Alteragdes da fluorescéncia emitida pelo indicador de
potencial de repouso DiBAC4(3) em culturas primérias de GRD de 24h na presenca de Mg?*. Aumento
méximo de fluorescéncia observada apds 5 minutos da administragdo de fluoxetina (30 uM). *
significativamente diferente do grupo controle (p<0,05, teste t).
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5 DISCUSSAO

Neste estudo conseguimos avancar no entendimento de como a comunicagdo
glutamatérgica entre neurdnios nociceptivos primarios e CSGs participa da modulacéo do sinal
doloroso nos ganglios sensoriais. No estudo anterior de Ferrari e colaboradores (2014), havia-
se verificado que o bloqueio dos receptores NMDA nos ganglios da raiz dorsal causa uma
diminuicdo na hiperalgesia inflamatdria. Para nossa surpresa, 0s experimentos in vitro
mostraram que o receptor NMDA esta presente nas células satélites gliais e ndo nos neurdnios
do ganglio da raiz dorsal (ver figura 3). As CSGs se encontram recobrindo os corpos celulares
dos neurdnios sensoriais e ja se foi demonstrado que existem jungdes comunicantes que
interconectam as CSGs que recobrem neur6nios vizinhos (HANANI, 2012). Deste modo,
guando um receptor NMDA ¢ ativado pela liberacdo de glutamato por um neurdnio, o célcio
que entra pelo receptor pode se difundir para células satélites préximas. Nos estudos anteriores,
entretanto, ndo foi possivel determinar como as CSGs poderiam influenciar na resposta
neuronal para modular o sinal doloroso. No presente estudo, verificamos que ao ativar as células
satélites gliais pela administracdo de NMDA nas culturas, ocorre uma despolarizacdo nos
neurbnios nociceptivos. (Figura 5). Este resultado é muito interessante visto que indica o
mecanismo pelo qual as células satélites conseguem atuar nos neurdnios e assim amplificar o
sinal nociceptivo quando ha passagem deste no ganglio da raiz dorsal. Em um estudo anterior
de (Amir e Devor (1996), havia sido observada uma despolarizacéo de neurénios do ganglio da
raiz dorsal quando um neurénio vizinho a esses era estimulado eletricamente. Os pesquisadores
denominaram este processo de estimulagdo cruzada, mas ndo conseguiram determinar o
mecanismo responsavel por este processo. Para esses pesquisadores, o didlogo parecia ser
mediado, pelo menos em parte, por uma substancia ou substancias difusiveis dependentes de
atividade liberadas de corpos neuronais e/ou axdnios adjacentes, e detectadas por corpos
neuronais e/ou axonios de células vizinhas. Nossos resultados sugerem que a comunicacao
glutamatérgica envolvendo a ativacdo de receptores NMDA em CSGs é responsavel pelo
processo de despolarizacdo cruzada, que ird amplificar o sinal nociceptivo nos ganglios
sensoriais. Esta interacdo entre neurénios e CSGs na modulagdo da dor também pode explicar
0 motivo pelo qual os potenciais de acdo adentram os ganglios sensoriais se propagando pelos
COrpos neuronais, 0 que ndo € comum em neurénios do sistema nervoso central (DEVOR,
1999).

A avaliacdo do efeito de administragdo de NMDA e glicina mostrou que ambas as

moléculas promovem despolarizacdo dos neurénios (Figura 5). Sabe-se que a glicina é um
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neurotransmissor inibitério atuando principalmente no controle da dor na medula espinal.
(ZEILHOFER, 2005). A glicina foi utilizada neste trabalho, sendo um co-agonista necessario
para a ativacdo do receptor NMDA, atuando nas subunidades GIuN1 e GIuN3 (HERNANDES,;
TRONCONE, 2009; SKOWRONSKA et al., 2019). Por outro lado, sabe-se através da literatura
da existéncia de um receptor dimérico formado pela subunidade GIluN1 e GIuN3 (PINA-
CRESPO et al., 2010) que é responsivo a glicina e sua presenca nas células satélites gliais ou
neurdnios poderia ser responsavel pelo efeito observado. No entanto, o efeito induzido pela
administracdo de glicina sobre a despolarizacdo neuronal foi inibido pela administracéo prévia
do antagonista de receptores NMDA, o D-AP-5. Este resultado mostra que o efeito excitatdrio
da glicina observado neste estudo se deve a ativacao de receptores do tipo NMDA, visto que
este antagonista ndo é capaz de bloquear o receptor dimérico. Considerando que a solucéo de
Hanks/HEPES utilizada para os experimentos ndo possui adicdo de glutamato, é provavel que
este neurotransmissor seja liberado pelas células em cultura, talvez por neurénios que estejam
em sofrimento ou morrendo devido as condigdes experimentais.

O receptor NMDA também se mostrou resistente ao bloqueio pelo Mg?* presente na
composicdo do meio Hanks/HEPES o que Ihe confere uma caracteristica de um receptor nao
composto exclusivamente pelas subunidades classicas GIuN1, GIuN2A e GIuN2B
(SKOWRONSKA et al., 2019). Essa observagio foi comprovada pela ativagio dos RNMDAs
em ambos 0s experimentos, 0 que suporta a composicao nao-classica do RNMDA com a
presenca da subunidade NR3A na glia como observado estudo de Ferrari e colaboradores
(2014). Esta subunidade do receptor é tipica de células gliais (HENSON et al., 2010) justamente
porque estas células possuem o potencial de membrana bastante negativo e ndo possuem outros
receptores glutamatérgicos que seriam responsaveis por despolarizar a membrana e promover
o deslocamento dos ions Mg?*, como ocorre em neurdnios.

Tendo entdo observado que a ativacdo das CSGs induz despolarizacdo dos neurénios,
procuramos avancar no entendimento do mecanismo responsavel por tal processo. Conforme
descrito da introducdo, Obara-Michlewska e colaboradores (2015) verificaram que a ativacdo
dos receptores NMDA em astrocitos induz uma diminui¢cdo na expressdo de um subtipo
especifico de canal de potassio, o canal Kir 4.1. Este canal de potéassio possui um papel muito
importante no controle dos niveis extracelulares de potassio, pois sdo responsaveis por absorver
0 excesso de potassio extracelular liberado durante os potenciais de acdo neurais. Os ions de
potéssio se difundem pelos canais Kir apés a atividade neuronal fazendo com que esse excesso
seja compartilnado através de jungGes comunicantes para outras células até locais com

concentragdes menores desse ion. Assim, uma diminuicdo na atividade deste canal resultaria
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em acumulo de K" extracelular e consequente despolarizacdo neuronal. A importancia desse
canal na nocicepcéo foi também demonstrada em outros estudos, ver revisao de Hanani e Spray
(2020).

Os canais Kir4.1 podem ser bloqueados pela fluoxetina como demonstrada em estudo
anterior (KINBOSHI et al., 2017), que verifica o efeito deste antidepressivo em astrécitos. Essa
atividade farmacolégica ndo convencional da fluoxetina vem sendo verificada a pouco tempo e
mostra-se importante de ser corroborada tendo em vista esse ser o antidepressivo da classe dos
inibidores da recaptacdo de serotonina mais prescrito no mundo (ROSSI; BARRACO;
DONDA, 2004).

Para avaliar se a despolarizacdo neuronal induzida por NMDA poderia ocorrer pelo
fechamento de canais Kir4.1 em CSGs, administramos a fluoxetina e verificamos as alteragdes
no potencial de repouso das células gliais de dos neurdnios. Observamos na Figura 6 que a
fluoxetina causou uma despolarizacdo nas CSGs, porém nédo afetou o potencial de membrana
dos neurénios. A despolarizacdo das CSGs era esperada e comprova o efeito da fluoxetina em
bloquear os canais Kir4.1 e a presenca destes canais das CSGs (HANANI; SPRAY, 2020). No
entanto, o fato de este blogueio nédo afetar o potencial de repouso neuronal indica que o blogueio
destes canais ndo deve ser responsavel pela despolarizacdo neuronal observada quando da
administracdo de NMDA as culturas. Este resultado ndo significa que estes canais ndo sao
importantes para a regulacdo do K* extracelular, ja que na cultura o ambiente é muito distinto
daquele fisiologico no ganglio da raiz dorsal.

Em resumo, com este trabalho podemos mostrar que as células satélites gliais séo
importantes na amplificacdo do sinal doloroso quando estes passam pelos ganglios sensoriais.
Esta amplificacdo ocorre quando as células satélites sdo ativadas pelo glutamato, que atua em
receptores NMDA produzindo influxo de ions célcio. Estes ions podem se propagar para CSGs
vizinhas através de juncGes comunicantes e ativar estas células proximas. As CSGs ativadas
promovem a despolarizacdo do potencial de repouso dos neurdnios proximos, aumentando a
excitabilidade destes neurdnios. O mecanismo envolvido nesta despolarizagdo ainda precisa ser

definido, mas parece nao depender dos canais Kir4.1 presentes nas células gliais.
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6 CONCLUSAO

A ativacdo de receptores NMDA em CSGs do GRD causou despolariza¢do neuronal.
Portanto, a intercomunicacdo entre neurdnios nociceptivos e células satélites gliais pode
amplificar a sinalizagdo nociceptiva no DRG e pode explicar a excitagdo cruzada descrita
anteriormente por Amir e Devor (1996). A despolarizagéo neuronal induzida por CSGs nao

parece ser dependente da regulacao extracelular do potassio pelo canal Kir 4.1.
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