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RESUMO

Introdugdo: A prostaglandina E; (PGEz) ¢ um mediador inflamatério capaz de sensibilizar os
neurdnios sensoriais periféricos e provocar hiperalgesia. Trabalhos sugerem que o mecanismo
molecular envolvido na sensibilizagdo por PGE; ¢ dependente da ativagdao da via adenilato
cliclase/AMPc/PKA e também de modificagdes em canais i0nicos, como 0s canais de potassio
(K"). Objetivos: Estudar a despolarizagdo induzida por PGE, em culturas de neuronios
sensoriais primarios utilizando microscopia de fluorescéncia, como possivel modelo para
estudos da sensibilizagdo dos nociceptores e avaliar o envolvimento de canais de K™ neste
processo. Material e Métodos: Foram realizadas culturas primarias de neurdnios dos
ganglios da raiz dorsal (GRD) de ratos adultos e as variagdes no potencial de membrana
foram registradas por microscopia confocal através da varia¢do de fluorescéncia emitida pelos
neurdnios na presenca do indicador DiBAC4(3). Avaliou-se o efeito da administracdo de
PGE:, db-AMPc (andlogo de AMPc), H89 (inibidor de PKA), morfina e dos bloqueadores de
canais de K': glibenclamida, TEA e 4-AP nos neurdnios em cultura. Também foi avaliado o
potencial de membrana de neurénios isolados de animais tratados in vivo por injecao
intraplantar de PGE;. Resultados: A PGE: (1, 10 e 100 nM) despolarizou os neurdnios de
maneira dependente da concentracdo, e esse efeito ocorreu predominantemente nos neurdnios
de menor didmetro (10 a 20 pm). Além disso, em culturas de neuronios obtidas de ganglios da
raiz dorsal (L4 e L5) ipsilaterais ao tratamento por via intraplantar com PGE; (100 ng),
verificou-se uma despolarizagdo maior em relagdo a neurdnios isolados de ganglios
contralaterais dos mesmos animais, evidenciando uma correlagdo entre o efeito in vivo € in vitro
de PGE». Com relagao ao envolvimento da via adenilato cliclase/AMPc/PKA na sensibilizagao
dos neurdnios sensoriais por PGE,, observou-se que a administracdo de db-AMPc induziu
despolarizacdo de forma semelhante ao observado com PGE> (100 nM) e que a
despolariza¢do induzida por PGE; ¢ inibida na presenca de H89. Foram testados também os
efeitos de inibidores seletivos de canais de K e observou-se que a 4-AP, um bloqueador de
canais do tipo A, despolarizou neuronios de maneira semelhante a PGE;. Além disso,
observou-se que a PGE> ndo apresenta efeito apos despolarizagdo induzida por 4-AP e este
também ndo altera o potencial de membrana de neurdnios previamente despolarizados por
PGE:. Estes resultados indicam que PGE; e 4-AP atuam sobre os mesmo canais de K'. Foi
testado também o efeito da morfina, analgésico cujo efeito periférico € dependente da abertura
de canais de K" sensiveis ao ATP, e os resultados encontrados mostraram que a morfina inibe

a despolariza¢do induzida por PGE> e também por 4-AP, evidenciando que a PGE: e a



morfina atuam sobre canais de K" diferentes. Conclusio: Em conclusio, a PGE; despolarizou
os neurdnios do GRD de maneira dependente da concentracdo e os resultados sugerem que o
mecanismo subjancente a essa sensibilizagdo envolve a ativacdo de AMPc/PKA e a inibi¢ao
de correntes de K* do tipo A. O modelo in vitro proposto para o estudo da sensibilizagdo
periférica reproduz resultados encontrados em outros modelos experimentais e pode
contribuir para o entendimento da sensibilizagdo nociceptiva e desenvolvimento de farmacos

com agao analgésica.

Palavras chave: Prostaglandina E2, nocicep¢do, gianglio da raiz dorsal, hiperalgesia,
canais de potassio.



ABSTRACT

Introduction: Prostaglandin E> (PGEz) is an inflammatory mediator able to sensitize
peripheral sensory neurons and cause hyperalgesia. Studies suggests that the molecular
mechanism involved in the sensitization by PGE; is dependent on the activation of adenylate
cyclase/cAMP/PKA pathway, and also, modifications in ion channels, as potassium channels
(K"). Objectives: Study the depolarization induced by PGE: in cultures of primary sensory
neurons using fluorescence microscopy, as a possible model for studies of sensitization of
nociceptors and evaluate the involvement of K* channels in this process. Materials and
Methods: Primary cultures of neurons were cultivated from the dorsal root ganglia (DRG) of
adult rats and variations in membrane potential were recorded by confocal microscopy
through variation of fluorescence emitted by neurons in the presence of DiBAC4(3) indicator.
The effect of administration of PGE2, db-cAMP (cAMP analogue), H89 (PKA inhibitor),
morphine and the K* channel blockers: glibenclemida, TEA and 4-AP were evaluated. Also,
the membrane potential of neurons isolated from animals treated in vivo by intraplantar
injection of PGE> were evaluated Results: The PGE; (1, 10 and 100 nM) depolarized neurons
of concentration-dependent manner, and this effect occurred predominantly in neurons of smaller
diameter (10 to 20 um). In addition, in cultures of neurons obtained from dorsal root ganglia (L4
and LS5) ipsilateral to the treatment by intraplantar with PGE2 (100 ng) in rats, there was a
depolarized resting potential in relation to isolated neurons of contralateral ganglia of the same
animals, evidencing a correlation between the effect in vivo and in vitro of PGE,. With regard to
the involvement of adenylate cyclase/cAMP/PKA in the sensitization of sensory neurons by
PGEy, it was noticed that the administration of db-cAMP induced depolarization in a similar
manner to the ones observed with PGE> (100 nM) and that the depolarization induced by
PGE: is inhibited in the presence of H89. Also the effects of selective inhibitors of K*
channels were tested and it was observed that 4-AP, a type A channel blocker, depolarized
neurons in a similar manner to PGE:. In addition, it was observed that the PGE> shows no
effect after depolarization induced by 4-AP and it also does not alter the membrane potential
of neurons previously despolarizadas by PGE,. These results indicate that PGE, and 4-AP
acts on the same K' channels. The effect of morphine was also tested, an analgesic whose
peripheral effect is dependent on the opening of K* channels sensitive to ATP, and the results
have shown that morphine inhibits depolarization induced by PGE: and also by 4-AP,
evidencing that PGE> and morphine act on different K* channels. Conclusion: In conclusion,

the PGE: depolirized DRG neurons in a concentration — dependent manner and the results



suggest that the subjancente mechanism to this sensitization involves the activation of
cAMP/PKA and the inhibition of K* currents type A. The proposed in vitro model for the study
of peripheral sensitization shows similar results found in other experimental models and can

contribute to the understanding of nociceptive sensitization and development of drugs with

analgesic action.

Key words: Prostaglandin E;, nociception, dorsal root ganglia, hyperalgesia, potassium
channels.
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1 INTRODUCAO

A dor, embora descrita como uma “experiéncia sensorial e emocional desagradavel
associada a um dano real ou potencial dos tecidos, ou descrita em termos de tal dano”
(Associagao Internacional para o Estudo da Dor -IASP), ¢ também essencial para sobrevivéncia,
sendo um importante sinal de alerta contra um possivel dano a integridade do organismo
(DELLAROZA et al., 2008; BASBAUM et al., 2009). A nocicep¢do ¢ a deteccdo de um
estimulo potencialmente prejudicial, que € transmitida a medula espinhal e a centros cerebrais
superiores para interpretacao e percepgao (LINLEY; ROSE; OOI, 2010).

Durante o processo inflamatorio, a produgdo e/ ou liberacdo celular de mediadores
inflamatorios e citocinas leva a sensibilizagdo dos neurdnios sensoriais primarios. Esta
sensibilizacdo depende, em ultima instincia, da liberacdo de dois grupos de mediadores:
eicosanoides e aminas simpatomiméticas (FERREIRA et al., 1988; CUNHA et al., 1991;
SANCHS et al.,, 2002). As prostaglandinas sdo membros da familia dos eicosanoides,
sintetizados a partir do acido araquiddénico, por meio da agdo das enzimas ciclooxigenases
(COX), que estdo expressas nas células de forma constitutiva ou em resposta a estimulos
especificos (PARK; PILLINGER; ABRAMSON, 2006).

Dentre os eicosanoides, a prostaglandina E> (PGE;) ¢ o principal mediador
inflamatoério responsavel pelo fenomeno da hiperalgesia, que € caracterizado por uma resposta
exacerbada a um estimulo nocivo. A capacidade da PGE> de sensibilizar os neuronios
sensoriais periféricos envolve receptores especificos acoplados a proteina G, que, quando
ativados, levam ao actimulo intracelular de AMPc e ativacdo das proteinas quinases PKA e
PKC (CUNHA; TEIXEIRA; FERREIRA, 1999; KAWABA, 2011). O aumento da
excitabilidade neuronal resultante dessa ativacdo parece ocorrer devido a fosforilacdo de
canais de sodio (Na") e potassio (K") (ENGLAND; BEVAN; DOCHERTY, 1996; GOLD;
SHUSTER; LEVINE, 1996b; EVANS; VASKO; NICOL, 1999). Estudos demonstraram que
a fosforilagdo de canais Navl.8 e Navl.9 resulta em uma redugdo no potencial de agdo,
enquanto a fosforilagdo de canais de K* levam a uma despolariza¢do da membrana neuronal
durante o potencial de repouso (NICOL et al., 1997; EVANS; VASKO; NICOL, 1999).

Os estudos sobre dor periférica normalmente utilizam testes comportamentais com
modelo animal e também testes eletrofisiolégicos em culturas de neurdnios sensoriais
primarios, ferramentas de grande importancia na area e pelas quais grandes avancos foram
feitos no entendimento da fisiopatologia da dor. Contudo, o desenvolvimento de novas

metodologias pode levar a uma menor utilizagio de animais nos experimentos € também
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possibilitar uma melhor compreensdo dos mecanismos moleculares envolvidos na
sensibilizacdo dos receptores sensoriais para estimulos dolorosos, os nociceptores. O presente
trabalho propds a padronizagao de um modelo de estudo da dor in vitro, utilizando o indicador
de potencial de membrana DiBAC4(3) em cultura de células do ganglio da raiz dorsal (GRD)
de ratos por meio de microscopia de fluorescéncia e utilizando a PGE,, cuja capacidade de
sensibilizacdo periférica ja foi anteriormente descrita, como agente sensibilizante, bem como
investigar o envolvimento da via de sinalizagdo adenilato cliclase/AMPc/PKA e da

modulagio de canais de K' na despolarizac¢do induzida por PGE2 nos neurdnios em cultura.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Sistema sensorial nociceptivo

2.1.1 Dor e nocicepc¢ao: cosideracoes gerais

A dor ¢ definida pela Associagdo Internacional de Estudo para a Dor (IASP) como
“experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a um dano tecidual real ou
potencial, ou descrita em termos de tal dano”. J& o termo nocicep¢ao se refere aos sinais que
chegam ao sistema nervoso central, resultantes da ativacdo de receptores sensoriais que
respondem a estimulos dolorosos, os nociceptores (OLIVEIRA, 2008; FEIN, 2011). Em
condigdes normais a nocicepgao e¢ a percep¢ao de dor sao evocados apenas por estimulos
extremos de pressao, temperatura ou estimulos quimicos (DUBIN; PATAPOUTIAN, 2010).

A capacidade de detectar estimulos nocivos € essencial para a sobrevivéncia e
constitui um importante componente de defesa corporal. Individuos que sofrem de
anormalidades congénitas que os tornam insensiveis a dor ndo desenvolvem o comportamento
de protecdo apropriado perante situacdes que afetem a integridade do organismo, como, por
exemplo, a proximidade ao calor extremo ou mesmo desconforto associado a uma lesdo
interna (BASBAUM et al., 2009).

A dor pode ser classificada em nociceptiva ou patologica. A dor nociceptiva
geralmente ¢ transitoria, pode ser somatica ou visceral, e € resultante de danos aos tecidos que
levam a uma ativac¢ao dos nociceptores periféricos. Esses sinais nociceptivos sao transmitidos
para a medula espinhal, onde sdo modulados e transmitidos para neurdnios de segunda ordem
e, por meio de vias ascendentes de transmissdo sensorial, chegam ao encéfalo, onde sdo entdo
interpretados em regides superiores do cortex cerebral (GUYTON; HALL, 2011;
PERGOLIZZI et al., 2013).

Contudo, a dor pode passar de um sinal de alerta agudo para um estado patoldgico,
cronico e debilitante (BASBAUM et al., 2009). As dores patoldgicas estdo associadas a
inflamacao do tecido periférico (dor inflamatoria) e a lesdes do sistema nervoso periférico ou
central (dor neuropatica), geralmente sao de dificil localizagdo e também podem resultar em
sintomas secundarios, como ansiedade e depressdo (OLIVEIRA, 2008). A dor patologica
pode ser subdividida em dois fendmenos inter-relacionados, mais distintos: hipersensibilidade
(que inclui hiperalgesia e alodinia) e dor espontanea. A hipersensibilidade, no sistema nervoso

periférico, € resultado da diminui¢do do limiar de excitabilidade nos nociceptores e geragao
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de potenciais de agdo em resposta a estimulos ndo nocivos (alodinia) ou uma resposta

exacerbada a um estimulo nocivo (hiperalgesia) (LINLEY; ROSE; OOI, 2010).

2.1.2 Os neuronios aferentes primarios nociceptivos e a transmissio dos sinais ao

Sistema Nervoso Central

Os neurdnios aferentes primarios sao neurdnios sensoriais que transmitem
informacodes ao sistema nervoso central sobre estimulos mecanicos, térmicos € quimicos, além
de estimulos que ocasionem dano potencial aos tecidos (GUYTON; HALL, 2011; DU;
GAMPER, 2013). Os receptores sensoriais que fornecem informagao sobre uma lesdo tecidual
sao denominados nociceptores, que sdo terminagdes nervosas livres presentes nesses
neurdnios (FEIN, 2011).

Os neurdnios nociceptivos, assim como 0s outros neurdnios sensoriais primarios, sao
do tipo pseudounipolar: os corpos celulares estdo localizados no ganglio da raiz dorsal (GRD)
ou ganglio trigeminal (GT), e o axonio possui uma extremidade distal e outra proximal. A
extremidade distal ¢ a regido na qual se localizam as terminagdes nervosas livres (regido de
transducdo sensorial), na pele, musculos, articulagdes, vasos sanguineos, visceras ¢ 0ssos, € a
extremidade proximal faz sinapses com neurdnios de segunda ordem no corno dorsal da
medula espinhal ou subnucleo caudal trigeminal (BASBAUM et. al.,, 2009; DUBIN;
PATAPOUTIAN, 2010; DU; GAMPER, 2013).

A velocidade de transmissao dos estimulos sensoriais ¢ diretamente correlacionada ao
diametro dos axonios dos neurdnios aferentes e a presenca de bainha de mielina. Existem trés
tipos principais de fibras sensoriais no sistema nervoso periférico, as fibras AP, Ao e as fibras
C, cada uma com propriedades distintas que permitem a resposta e a transmissao de diferentes
tipos de informacdes sensoriais. As fibras AP tem de maior didmetro e sdo mielinizadas,
permitindo a conducdo ripida de potencias de ag¢do de seus terminais periféricos para
terminais centrais. Essas fibras possuem um baixo limiar de ativagdo e sdo responsaveis pela
transmissdo de informacao tatil e proprioceptiva. As fibras Ad sdo finamente mielinizadas,
possuem menor didmetro, s3o mais lentas e possuem limiar mais alto de ativagdo que as fibras
AB. As fibras C possuem o menor didmetro, sdo amielinizadas, tornando a condu¢do mais
lenta, e possuem os limiares de ativagdo mais altos. Coletivamente, as fibras Ad e C podem

ser denominadas de nociceptivas ou “fibras da dor”, respondendo a estimulos nocivos
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(MELLO; DICKENSON, 2008). A velocidade de condugao das fibras C varia de 0,4-1,4 m/s
e das fibras Ad de 5 a 30m/s (DUBIN; PATAPOUTIAN, 2010).

Além da classificagdo com base na velocidade de condugdo, as fibras nociceptivas
podem ser classificadas com base na sensibilidade a estimulos mecanicos, térmicos e
quimicos. Os nociceptores associados as fibras C respondem aos trés tipos de estimulos e sao
denominados polimodais (DUBIN; PATAPOUTIAN, 2010). Os nociceptores associados as
fibras Ad respondem a estimulos mecéanicos, mas diferem com relagdo a resposta aos
estimulos térmicos. Elas podem ser divididas em Adtipo I e tipo II. As fibras do tipo I
respondem ao calor intenso (maior que 50 °C) e as do tipo II a estimulo térmico moderado
(aproximadamente 45 °C) (OLIVEIRA, 2008; BASBAUM et. al., 2009).

A excitagdo elétrica dos terminais periféricos dos neuronios sensoriais leva a geracao
de impulsos nervosos que, apos o processamento no sistema nervoso central, resultam em
diversos tipos sensagoes, incluindo dor. A nocicepgao ¢ um processo iniciado pela abertura de
canais i6nicos nos terminais nociceptivos em resposta a um estimulo nocivo, desencadeando a
geracdo de um potencial de agdao (LINLEY; ROSE; OOI, 2010; DU; GAMPER, 2013).

No processo de dor aguda a despolarizacdo e geragdo de potenciais de acdo sdo
transitorias. Contudo, um processo inflamatorio, lesdo ou degeneracao nervosa resulta, muitas
vezes, em condigdes em que a sinalizagdo nociceptiva se torna persistente, podendo levar a
dor cronica ou neuropatica. Modificagdes na estrutura ou atividade de canais i6nicos sdo
comumente os responsaveis pela desregulagdo na excitabilidade neuronal (ROZA et al., 2003;
RAOUEF et al., 2010).

Trés grupos de canais i0nicos sdo cruciais para a excitabilidade dos neurdnios
sensoriais nociceptivos: os canais de potassio (K*) voltagem dependentes, cuja ativacdo reduz
a excitabilidade dos terminais nociceptivos, enquanto sua inibicdo pode produzir efeito
excitatorio; os canais de sodio (Na") voltagens dependentes, responsaveis pelo inicio do
potencial de acdo e cuja ativagdo pode diminuir o limiar de potencial de acdo e, portanto, tem
um efeito excitatorio; canais sensoriais € dependentes de ligante, que sdo canais cationicos
abertos pelos estimulos nocivos (por exemplo, os canais i0nicos do receptor de potencial
transitorio (TRP)) ou por ligantes pro-inflamatorios, tais como ATP e H' (canais sensiveis ao
ATP (P2X) e canais i6nicos sensiveis ao acido (ASIC), respectivamente), cuja ativagao
também possui um efeito excitatorio nos neuronios (LINLEY; ROSE; OOI, 2010).

A familia de canais i0nicos do receptor de potencial transitorio (TRP) possui varios

membros responsaveis pela detecgdo de estimulos nocivos térmicos, mecanicos € quimicos



20

(LINLEY; ROSE; OOI, 2010). O receptor TRPV1 ¢ o receptor ativado pela capsaicina, o
ingrediente pungente ou quente da pimenta e a ativacao desse canal produz a sensacdo de dor
e queimacdo por despolarizacdo de nociceptores (OLIVEIRA, 2008; BASBAUM et. al.,
2009). Os canais TRPVI1 também s3ao ativados por temperaturas moderadas
(aproximadamente 43°C) e também por agentes pro-inflamatdrios, tais como bradicinina,
prétons extracelulares e neutrofinas (TOMINAGA, 2008; BASBAUM et. al., 2009). Estudos
demonstraram que auséncia desse canal leva a perda da sensibilidade a capsaicina ¢ a um
comprometimento significativo na detec¢do do calor nocivo (CATERINA et al., 2000;
DAVIS et al., 2000). Existem outros subtipos de canais TRPV relacionados com a sensagao
de calor nocivo. O canal TRPV2 responde a temperaturas iguais ou superiores a 52°C, o
TRPV3 e TRPV4 sdo ativados entre 25 e 35°C (BASBAUM et. al., 2009).

A extremidade proximal dos neurdnios aferentes primarios nociceptivos se encontra
no corno dorsal da medula espinhal (OLIVEIRA, 2008). Neste ponto ¢ importante destacar
que as informagodes sensoriais, apos entrada na medula espinhal, s3o conduzidas até o encéfalo
por duas vias sensoriais alternativas: o sistema coluna dorsal-lemnisco medial e o sistema
anterolateral. O primeiro € responsavel pela transmissdo de sensagdes tateis, com alta
velocidade de transmissdo e que requerem alto grau de localizagdo. Ja o sistema anterolateral
transmite um amplo espectro de informacgdes sensoriais, incluindo a dor (GUYTON; HALL,
2011).

O corno dorsal da medula espinhal ¢ organizado em seis laminas distintas anatomica e
fisiologicamente. Neste local, os neurdnios sensoriais nociceptivos realizam sinapses
excitatorias com neurdnios de transmissdo ou de segunda ordem (OLIVEIRA, 2008).
Andlises eletrofisioldgicas demonstraram que os neurdnios da lamina I sdo geralmente
responsivos a estimula¢do nociva (via fibras Ad e C), neurdnios nas laminas III e IV sdo
responsivos principalmente a estimulagdo indcua (via fibras AB) e os neurdnios da ldmina V
respondem uma ampla gama de intensidade de estimulos, sendo chamados de neurdnios de
ampla faixa dinamica (WDR). Os nociceptores Ad fazem sinapses com neurdnios de segunda
ordem nas laminas I e V e as fibras C projetam para as laminas [ e Il (BASBAUM et. al.,
2009).

O glutamato ¢ o principal neurotransmissor excitatorio encontrado em todo o sistema
nervoso central e ¢ utilizado nas sinapses da grande maioria dos aferentes primarios. O
glutamato pode causar a despolarizacdo da membrana pds-sindptica por meio de trés

subclasses distintas de receptores: os receptores acido a-amino-3-hidroxi-5 metilsoxazol 4-
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propidnico (AMPA), que produz um potencial pos-sinaptico muito rapido, os receptores N-
metil-D-aspartato (NMDA), cujo potencial pds-sinaptico ¢ mais lento ou de longa duragdo, e a
familia de receptores metabotropicos acoplados a proteina G (mGluR) (MELLO;
DICKENSON, 2008; OLIVEIRA, 2008). Existem também outros neurotransmissores
envolvidos nas sinapses entre os neurdnios aferentes primarios nociceptivos e os neurdnios do
corno dorsal da medula espinhal, tais como a substancia P, que ativa o receptor denominado
neurocinina 1 (NKI1), o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), que ativa o
receptor CGRP, e o trifosfato de adenosina (ATP), que ativa receptores purinérgico P2X ou
P2Y (OLIVEIRA, 2008).

As principais vias anterolaterais de transmissdo de sinais nociceptivos sdo o trato
neoespinotalamico e o trato paleoespinotaldmico. Ambos os tratos tém origem nos axonios
dos neurdnios de segunda ordem do corno dorsal, que decussam dentro da medula espinhal e
ascendem para estruturas supra-espinhais. O trato neoespinotaldmico conduz informagdes
nociceptivas com alta velocidade e, por isso, esta envolvido na transmissao de dor rapida e
aguda, e o trato paleoespinotalamico conduz os sinais nociceptivos com baixa velocidade e
esta relacionado com a dor lenta e cronica (OLIVEIRA, 2008; GUYTON; HALL, 2011).

A dor resulta da interacdo dinamica entre o processo sensorial nociceptivo € o
contexto individual (cognitivo, emocional, motivacional), e estd associada a ativagdao de
diferentes areas do cérebro, incluindo o cortex somatossensorial, insular, cingulado e pré-
frontal, o tilamo, areas subcorticais e tronco cerebral. Essas areas ndo processam
exclusivamente a experiéncia de dor, mas pertencem a diferentes sistemas funcionais do
encéfalo, que sdo orquestrados de maneira transiente durante esse processo (APKARIAN et
al., 2005; PLONER; SORG; GROSS, 2017). O tidlamo ¢ uma estrutura de extrema
importancia para a recep¢do, integracdo e transmissdo de informagdes sensoriais. As
informagdes de dor chegam ao cortex via projecdes taldmicas provenientes de nucleos
talamicos laterais e mediais. Os nucleos taldmicos laterais estdo relacionados ao aspecto
sensorial-discrimitativo da dor e os ntcleos mediais ao componente afetivo emocional, uma
vez que se projetam para varias estruturas corticais, estruturas do sistema limbico, cortex

insular e cortex do cingulo anterior (OLIVEIRA, 2008).

2.1.3 Sensibiliza¢ao dos nociceptores por mediadores do processo inflamatorio

A inflamacdo ¢ uma resposta imune complexa que ocorre em reagdo a uma injlria

tecidual, tais como infecgdes, queimaduras ou danos ocasionados por produtos quimicos
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irritantes, € que visa remover o estimulo prejudicial e promover a regeneragdo tecidual
(LINLEY; ROSE; OOI, 2010).

O processo inflamatorio € orquestrado por uma ampla gama de fatores quimicos,
denominados mediadores inflamatdrios, liberados no espago extracelular por células teciduais
que sofreram injuria, células do sistema imune que foram recrutadas para a area da lesdo e
também por fibras sensoriais afetadas. J& foram descritos um grande nimero de mediadores
inflamatoérios, tais como a bradicinina, substancia P, ATP, prostaglandinas, histamina, fatores
de crescimento, protons, citocinas, quimiocinas, 6xido nitrico, dentre outros, que podem
causar um aumento da excitabilidade dos nociceptores (McMAHON et al., 2006; ROCHA et
al., 2007; LINLEY; ROSE; OOI, 2010).

A ag¢do de mediadores inflamatorios nos neurdnios sensoriais ¢ mediada por receptores
especificos, que se dividlem em trés categorias gerais: receptores acoplados a proteina G
(como por exemplo, os receptores de bradicinina, B1 e B2 e histamina, H1); receptores
tirosina quinase (como por exemplo, os receptores de fatores de crescimento) e receptores
ionotrdpicos (como por exemplo, os receptor purinérgico P2X). A ativacdo desses receptores
pelos mediadores inflamatorios desencadeiam cascatas de sinalizagdo especificas que
modificam canais i6nicos. A¢ao dos mediadores inflamatdrios pode levar a despolarizacdo,
redugdo do limiar de potenciais de acao e repolarizagdo retardada dos neurdnios sensoriais, e,
como resultado, a hiperexcitabilidade. Esta hiperexcitabilidade, importante na dor
inflamatoria, ¢é responsavel pelos processos de hiperalgesia e alodinia (LINLEY; ROSE; OOI,
2010).

Neste contexto, as prostaglandinas representam um importante grupo de agentes
capazes de sensibilizar os neurdnios sensoriais (CUNHA; TEIXEIRA; FERREIRA, 1999;
EVANS; VASKO; NICOL, 1999).

2.2 Prostaglandina E:

As prostaglandinas (PGs) e o tromboxano Az (TXA>»), coletivamente chamados de
prostanoides, sdo formados quando o acido araquiddnico, um &cido graxo insaturado de 20
carbonos, ¢ liberado pela fosfolipase A> da membrana plasmatica em resposta a uma
variedade de estimulos celulares. Apds a sua liberagdo, ¢ metabolizado pela acao das enzimas
ciclooxigenases (COXs). As COXs existem em duas formas distintas, denominadas COX-1 e
COX-2. A COX-1 ¢ expressa de maneira constitutiva pela maioria das células, ja a COX-2 ¢

induzida por estimulos inflamatorios, hormonios e fatores de crescimento. Contudo, ambas as
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enzimas contribuem para a geracdo de prostanoides autorreguladores e homeostaticos, e
também na resposta inflamatoria. Os anti-inflamatorios ndo esteroides (AINEs), farmacos
muito utilizados no tratamento de dores de origem inflamatéria, atuam reduzindo a produgao
de prostanoides pela inibigdo de COX-1 e/ou COX-2, o que, mais uma vez, indica um papel
importante para as prostaglandinas na génese e tratamento de dores (PARK; PILLINGER;
ABRAMSON, 2006; HAEGGSTROM et.al., 2010; KAWABATA, 2011; RICCIOTTI,
FITZGERALD, 2011).

Existem quatro tipos de principais de prostaglandinas: prostaglandina E> (PGE»),
prostaciclina (PGL), prostaglandina D> (PGD3) e prostaglandina F2a (PGF2a). As PGs atuam
como mediadores na manuten¢do da homeostase do organismo, porém, a sua produgdo ¢
baixa em tecidos ndo inflamados. Durante a resposta inflamatoria ocorrem mudangas nos
niveis e no perfil de producao das PGs (RICCIOTTIL; FITZGERALD, 2011).

A PGE; pode ser sintetizada por uma grande variedade de células do corpo humano,
seja constitutivamente ou em resposta a um estimulo. Os seus efeitos bioldgicos sdo diversos
e de grande complexidade, dependendo da quantidade disponivel, do microambiente onde se
encontra e dos receptores expressos nas células alvo (LEGLER et al., 2010).

A ac¢do da PGE; em células alvo ocorre por meio de quatro receptores prostanodides E:
EP1-EP4. Os receptores EP possuem sete dominios transmembrana, sendo receptores
acoplados a proteina G. O receptor EP1 atua pela via do fosfatidil inositol, que leva a um
aumento da concentracdo citosolica de calcio livre. Ja& os receptores EP2 e EP4 atuam por
meio da via de adenilado ciclase, aumentando a concentragdo intracelular de adenosina
monofosfato ciclico (AMPc). O receptor EP3 ¢ considerado um receptor inibitério que
diminui a formagdao de AMPc (HATAE et al., 2002; LEGLER et al., 2010; RICCIOTTI;
FITZGERALD, 2011).

A PGE> regula numerosas fungdes fisiologicas, que incluem fungdes metabdlicas,
imunes e neurais. No sistema nervoso atua na regulacdo da temperatura corporal, controle
vigilia-sono e hiperalgesia. Também participa na regulagdo da formagdo Ossea, controle da
pressdo sanguinea, motilidade gastrointestinal e funcdo renal (RANG et al., 2004; DEY;
LEJEUNE; CHADEE, 2006; HARRIS et al., 2002; LEGLER et al., 2010).

Durante resposta inflamatoria a PGE; esta envolvida em processos que levam ao
desenvolvimento dos sinais classicos da inflamacgao: eritema, edema e dor. O edema e o
eritema sao resultado do aumento do fluxo sanguineo para o tecido inflamado, ¢ a PGE; atua
promovendo vasodilata¢do de arteriolas e aumento de permeabilidade vascular. Além disso, a

PGE: parece ser um dos principais mediadores responsaveis pela sensibilizagdo de neurdnios
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nociceptivos periféricos. Como mencionado anteriormente, anti-inflamatdrios nao esteroides
(AINEs) suprimem a dor inflamatéria pela reducdo da produgdo de prostanoides,
principalmente PGE> (FUNK, 2001; LEGLER et al., 2010; KAWABATA, 2011;
RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011).

2.2.1 O papel da PGE:2 na sensibiliza¢do de neuronios sensoriais periféricos

A capacidade das PGs de sensibilizar os neurdnios sensoriais periféricos foi
extensivamente estudada em humanos e em modelo animal, utilizando testes comportamentais
e técnicas de eletrofisiologia (CUNHA; TEIXEIRA; FERREIRA, 1999; KASAI;
MIZUMURA, 2001). Em modelo animal, a administracio de PGE: na pata ¢ uma
metodologia bastante empregada para o estudo de dor inflamatoria. Em um trabalho publicado
em 1978, Ferreira e colaboradores avaliaram os efeitos da administracdo de PGE, em ratos
utilizando o teste comportamental Randall e Selitto e concluiram que intensidade de
hiperalgesia induzida por PGE ¢ dose dependente e tem seu méximo de efeito apds trés horas
de aplicagao, persistindo os efeitos por mais seis horas (FERREIRA et al., 1978).

A capacidade de PGE, de sensibilizar os neurdnios sensoriais periféricos e causar
hiperalgesia envolve a ativacdo de duas proteinas quinases: proteina quinase A (PKA) e
proteina quinase C (PKC) (CUNHA; TEIXEIRA; FERREIRA, 1999; MORIYAMA et al.,
2005, KAWABA, 2011).

Os receptores EP1 e EP4 parecem ser os principais responsaveis por ativar as
proteinas PKA e PKC. O receptor EP4 quando ativado estimula a via AMPc/PKA, enquanto
a estimulagdo do receptor EP1 provoca a ativagdo de PKC. A ativagdo das cascatas EP4/PKA
e EP1/PKC induzidas por PGE> nos nociceptores periféricos desempenham um papel
importante no desenvolvimento de dor e/ou hiperalgesia, e a utilizagdo de inibidores desses
receptores como analgésicos sao de particular interesse, sendo uma opg¢ao ao uso de AINEs no
tratamento da dor inflamatéria (MORIYAMA et al., 2005 ; LIN et al., 2006; NAKAO et al.,
2007; CLARK et al., 2008; MURASE et al., 2008; COLUCCI et al., 2010; MIKI et al., 2011).

Nos nociceptores, PKA e PKC também estdo envolvidas na hiperalgesia térmica por
sensibilizacdo do receptor TRPV1 (MORIYAMA et al.; 2005; KAWABATA, 2011). Além
disso, foi sugerido que a ativagdo por PKA da subunidade € de PKC ¢ um mecanismo
importante durante a hiperalgesia mecénica induzida por PGE> (SACHS et al., 2009).

Estudos demostram que a PKA pode fosforilar e sensibilizar canais de célcio tipo T,

particularmente a isoforma Cav3.2, que sdo expressos em nociceptores, ¢ mediar a
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hiperalgesia mecanica induzida pela admistracdo intraplantar de PGE> (SEKIGUCHI et al.,
2013).

A ativagdo da via AMPc/PKA também esta envolvida na sensibilizacdo do receptor
P2X3r induzida PGE,, e isso foi demostrado em experimentos comportamentais e estudo
eletrofiosioldgico do ganglio da raiz dorsal. Esse receptor, ativado por ATP, ¢ de grande
importancia no processamento de informagdes nociceptivas nesses neuronios (WANG; LI;
HUANG, 2007).

O mecanismo final responsavel pela diminui¢do do limiar de ativagdo de nociceptores
¢, provavelmente, a modulagdo de canais id6nicos neuronais. Foi descrito por outros autores
que a administra¢do de PGE: inibe correntes de K" por ativagdo de PKA em cultura de GRD
(EVANS; VASKO; NICOL, 1999). A ativagao de PKA também atua na fosforilagdo de
canais de Na' resistentes a tetrodotoxina (Na'TTX-R), promovendo um aumento nas
correntes de Na® (ENGLAND; BEVAN; DOCHERTY, 1996; GOLD et al., 1996a;
FITZGERALD et al., 1999). Além disso, foi descrito que a ativacdo de PKC induz aumento
em correntes de Na* em canais TTX-R e que ¢é necessdria também para a modula¢do de
Na'TTX-R por PKA em culturas de ginglio da raiz dorsal (GOLD; LEVINE; CORREA,
1998). Em todos os casos descritos, a sinalizagdo mediada por PKA e PKC em canais idnicos

resulta na excitabilidade aumentada em neuronios sensoriais.

2.3 Os canais de potassio

A transmissdo e o processamento de sinais nociceptivos dependem da atividade de
canais i10nicos que sdo expressos nas fibras nociceptivas aferentes, os quais regulam o
potencial de repouso da membrana e também o disparo de potenciais de acdo. Modificagdes
na expressdo desses canais podem levar a hiperexcitabilidade neuronal, caracteristica
subjacente a dor neuropatica e inflamatoéria, de modo que muitos trabalhos tém buscado o
desenvolvimento de moduladores farmacologicos de canais 10nicos como possiveis
analgésicos (WAXMAN; ZAMPONI, 2014).

Os canais de potassio (K*) constituem o maior e mais diversificado grupo de canais
10nicos, representando cerca de 70 /loci conhecidos no genoma humano (GUTMAN et. al,
2005). Estao presentes na membrana de células excitaveis e nao excitaveis e desempenham
papel critico nos processos de sinaliza¢do celular que regulam, entre outros, a liberagdo de

neurotransmissores e excitabilidade neuronal, a frequéncia cardiaca, a secrecdo de insulina, o
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transporte epitelial de eletrolitos, contracdo do musculo liso e a regulacdo do volume celular
(SHIEH et.al., 2000).

Os canais de K" podem ser classificados em: dependentes de voltagem (Ky), ativados
por ions (tais como calcio-Kca), com dominio de dois poros (Kop) e retificadores de influxo
(Kir). Os nociceptores expressam membros desses quatro grupos (DU; GAMPER, 2013;
WAXMAN; ZAMPONI, 2014).

Os canais de K" voltagem dependentes (K,) sdo formados por quatro subunidades,
cada uma com seis dominios transmembrana, um dos quais funciona como um sensor de
voltagem, fazendo com que o canal se abra quando a membrana despolariza. Esta
principalmente envolvido na repolarizagdo da membrana durante o potencial de acdo. Foram
identificadas at¢ o momento 12 familias de canais K, (Ky1-K,12), esses canais sdo os
principais determinantes da frequéncia e da duracao do potencial de acdo, ¢ a redugao da sua
atividade leva a uma reducdo do limiar e hiperexcitabilidade da membrana. Muitos desses
canais sdo bloqueados por farmacos como o tetraetilamonio (TEA) e 4-aminopiridina (4-AP).
Os neurdnios sensoriais expressam varios tipos de canais Ky, incluindo K1, K2, K3, K4,
Ky7 e K\9, dependendo do subtipo neuronal (JENKINSO, 2006; DU; GAMPER, 2013;
RANG et al., 2004; WAXMAN; ZAMPONI, 2014).

Nos neurdnios do GRD foram identificados trés tipos de correntes de K* voltagem
dependentes, com base em propriedades cinéticas e farmacoldgicas: correntes de inativagdo
rapida (correntes do tipo A) que sdo sensiveis a 4-AP, correntes de inativacdo lenta e
correntes retificadoras tardias, sensiveis ao TEA (GOLD; SHUSTER; LEVINE, 1996b;
FEDULOVA; VASILYEV; VESELOVSKY, 1998; CHIEN et al., 2007, VYDYANATHAN
et al., 2005).

Estudos demonstraram modificacdes na expressdo de canais de Ky em modelo
experimental animal de dor. Em neurdnios do GRD de ratos que passaram por axotomia
houve uma diminuigdo da expressio de Ky1.2 e K;2.1 (ISHIKAWA et al.,, 1999). A
transec¢do do nervo ciatico reduziu a expressao do mRNA de Ky1.2, 1.4 ¢ 4.2 (PARK et al.,
2003). Em outro estudo, também em modelo experimental de inducdo de neuropatia
periférica, a expressdo de dois canais de correntes do tipo A, Ky3.4 e Kv4.3, foi reduzida em
neuronios do GRD e a supressdo da expressdo desses canais por injecdo intratecal de
oligonucleotideos antisense resultou no desenvolvimento de hipersensibilidade mecanica nos
animais (CHIEN et al., 2007). Em modelo de neuropatia diabética foi demonstrado uma
diminui¢do do mRNA de canais de Kv que codificam correntes do tipo A em neurdnios do

GRD (CAO et al., 2010).
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Os canais de K™ ativados pelo Ca*" (Kca) possuem arquitetura semelhante aos canais
Ky com seis dominios transmembrana, embora algumas familias possuam subunidades com
um dominio extra (DU; GAMPER, 2013). A familia dos canais Kca incluem os subtipos
BKCa (canal de potassio ativado por calcio de condutancia alta), IKCa (canal de potéssio
ativado por célcio de condutancia intermediaria) e SKCa (canal de potassio ativado por célcio
de condutancia baixa) e todos parecem estar expressos em neurdnios sensoriais. Os canais
BKCa s3o ativados por mudangas no potencial de membrana (despolarizagdo) e/ou aumento
nas concentragdes intracelulares de Ca®*, ja os subtipos SKCa e IKCa ndio sio dependentes de
voltagem e sdo ativados por baixas concentragdes intracelulares de Ca*". Devido a sua alta
sensibilidade ao Ca®", SKCa desempenha um papel importante na regulagio das vias de
sinalizagdo que envolvem esse ion e, em células excitaveis como os neurdnios, induzem uma
repolarizacdo ou uma hiperpolarizagio que fecha canais de Ca®" voltagem dependentes ou
diminui a sua probabilidade de ativa¢do, diminuindo assim a sua concentrag¢do intracelular
(GUEGUINOU et al., 2014 ; WAXMAN; ZAMPONL_2014).

A diminui¢do da expressdo de canais BKCa em neurdnios do GRD em ratos apos
inducdo de neuropatia periférica ja foi demonstrada. Além disso, o bloqueio desses canais no
corno dorsal da medula espinhal por um antagonista reduziu o limiar nociceptivo mecéanico
em animais neuropaticos e controles, enquanto a abertura desses canais reduziu alodinia e
hiperalgesia nos animais neuropaticos (CHEN et al., 2009).

Os canais de K" com dominio de dois poros (Kzp) sdo formados por dimeros de
subunidades com quatro dominios transmembrana e ndo possuem um sensor de voltagem bem
definido. Foram identificados 15 canais Kop em mamiferos, e eles apresentam duas funcdes
importantes nos neuroénios sensoriais: ajudam a manter o potencial de repouso negativo da
membrana e também podem responder a estimulos mecanicos, quimicos e de temperatura,
desempenhando um papel de receptores sensoriais primarios em terminais periféricos de
fibras aferentes (PLANT, 2012; DU; GAMPER, 2013).

No GRD sdo expressos subtipos de Kop, que incluem TASK-1-3 (canal de K" com
dominio de dois poros sensivel ao acido), TREK-1-2 (canal de K" com dominio de dois poros
com retificacdo interna), TRAAK (canal de K" com dominio de dois poros estimulado por
acido araquidonico), TWIK-1-2 (canal de K* com dominio de dois poros com retificagdo
interna fraca) ¢ TRESK (canal de K™ com dominio de dois poros com retificagdo interna
associada ao canal de K™ da medula espinhal). Evidéncias sugerem que TREK1-2, TRAAK
sdo canais responsivos a estimulos mecanicos e térmicos e TASK-1 e 3 sdo sensiveis a

acidificacdo. Esses canais sdo inibidos pelos estimulos e ndo ativados, como ocorre com
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outros canais i6nicos sensoriais, tais como TRP e P2X, e essa inibicdo resulta na
despolarizacdo da membrana e pode gerar potenciais de acdo (MAINGRET et al., 1999;
MAINGRET et al., 2000; BENARROCH, 2005; KANG; CHOE; KIM, 2005; HONORE,
2007; NOEL et al., 2009; DU; GAMPER, 2013).

O aumento da expressdo de canais TRESK no GRD em ratos, utilizando injecdo
intratecal de adenovirus recombinante, atenuou a hipersensibilidade mecanica e térmica
induzida por lesdao de nervo periférico, evidenciando que a modulagdo da expressao desses
canais no GRD pode ser utilizada no desenvolvimento de terapias para a dor (ZHOU et al.,
2013).

E por fim os canais de K" retificadores de influxo (Ki), que possuem dois dominios
transmembrana € um poro, € ndo apresentam um sensor de voltagem bem definido. Nos
mamiferos ja foram identificadas sete familias Ki:, Ki:1-Ki;7. A combinacdo do canal K6 e
subunidades regulatdrias pertencentes aos receptores de sulfoniuréia (SUR) formam os canais
de K" sensiveis a0 ATP (Katp). Os Karp séo inibidos pelo ATP intracelular, atuando como
sensores metabolicos, e sdo responsaveis por mediar a secre¢ao de insulina nas células beta-
pancreaticas e o controle do tonus vascular. Além disso, estudos sugerem que os Karp podem
também mediar os efeitos analgésicos periféricos da morfina, clonidina e agonistas 5-HT
(OCANA et al., 1990; OCANA et al., 1993; ROBLES et al., 1996, CUNHA et al., 2010; DU
etal., 2011; DU; GAMPER, 2013; SZETO et al., 2018).

Estudos demonstraram que a ativagdo de Kartp, utilizando as drogas pinacidil e
diazoxido, inibiu a hiperexcitabilidade induzida pela bradicinina em neurdnios do GRD e
também o comportamento nociceptivo induzido por estimulos mecanico e térmico em ratos,
evidenciando que a ativacdo desses canais pode causar a modulacdo da excitabilidade dos
neurdnios sensoriais (DU et al., 2011). A utilizagdo dos mesmos ativadores de Karp citados
acima aumentou correntes de Karp em neuronios do GRD de ratos e a glibenclamida
(promove fechamento desses canais) inibiu essas correntes em animais controle, o que nao foi
observado em neurdnios de animais neuropaticos, demonstrando que as correntes Katp estdo
presentes nos neurdnios aferentes primarios e a lesdo do nervo periférico pode diminui-las

(SARANTOPOULOS et al., 2003).
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3 OBJETIVOS:

3.1 Objetivos Gerais:

Estudar a despolarizacdo induzida por PGE> em culturas de neurdnios sensoriais
primarios do ganglio da raiz dorsal (GRD) de ratos, através do indicador fluorescente
DiBAC4(3), como possivel modelo para o estudo dos mecanismos envolvidos na

sensibilizacao dos nociceptores.

3.2 Objetivos especificos:

1- Determinar o efeito direto de PGE», em diferentes concentragdes, sobre o potencial
de repouso de neurdnios nociceptivos periféricos por meio de cultura de células do GRD de
ratos.

2- Relacionar os diametros dos corpos celulares com as modificagdes do potencial de
repouso neuronal em resposta a PGE,.

3- Avaliar se neurdnios de GRD em culturas de animais tratados com injecao
intraplantar de PGE; apresentam o potencial de membrana alterado.

4- Avaliar o envolvimento da via adenilato ciclase/AMPc/PKA sobre o potencial de
repouso das células em estudo, utilizando o andlogo ao AMPc, db-AMPc e o inibidor de
PKA, H89.

5- Avaliar o envolvimento de canais de K™ no efeito da PGE: sobre o potencial de
repouso utilizando os bloqueadores de canais de K': glibenclamida (bloqueador de canais
sensiveis ao ATP), tetraetilamonio (TEA, bloqueador de canais retificadores tardios) e 4-
aminopiridina (4-AP, bloqueador de canais do tipo A).

6- Avaliar o efeito da morfina sobre o potencial de repouso de neurdnios sensitivos

primarios.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizadas ratas Wistar, pesando aproximadamente 100 g, mantidas em ciclo
claro-escuro de 12/12 h, recebendo racdo e agua ad libitum. Os procedimentos experimentais
foram submetidos para analise do Comité de FEtica em Experimentagio Animal da
Universidade Federal de Uberlandia (Protocolo n° 078/17- ANEXO 1) e realizados apenas
apOs a sua aprovagao.

Os animais foram adquiridos do biotério da Universidade Federal de Uberlandia e
mantidos, até 0 momento da realizagdo dos experimentos, no depositario de animais da Area

de Ciéncias Fisioldgicas (ARFIS), na mesma Instituigao.

4.2 Drogas

Para os experimentos in vitro, todas as drogas foram diluidas em meio de cultura
Hanks/Hepes, diretamente ou a partir de solugdes estoque, em uma concentracao 10 vezes
superior a concentracdo final desejada. Todos os estoques de drogas foram mantidos em
freezer a -20°C até o momento do uso.

e Capsaicina (Sigma): E um agonista de receptores TRPV1, expressos em neurdnios
associados as fibras C, sendo assim utilizada para a selecdo de neurdnios sensoriais
nociceptivos e funcionais nas culturas primarias. Inicialmente foi diluida em
dimetilsulfoxido 1% (DMSO) e estocada na concentragcdo de 10 mM, e posteriormente
diluida em meio de cultura Hanks/Hepes e utilizado in vitro na concentragao de 1 uM.

e Diazoxido (Sigma): Promove a abertura de canais de potassio sensiveis ao ATP, foi
diluido em meio de cultura Hanks/Hepes e utilizado nos ensaios in vitro na
concentragdo de 10 uM.

e Dibutiril-AMPc (db-APMc) (Sigma): Andlogo do AMPc, foi diluido em meio de
cultura Hanks/Hepes e utilizado in vitro na concentragdo de 100 puM.

e DiBAC4(3) (Molecular Probes): E um indicador de potencial de repouso celular que
penetra em cé€lulas despolarizadas e se liga a membrana plasmatica ou proteinas

intracelulares e exibe fluorescéncia. Foi inicialmente diluido em DMSO 1% e
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estocado na concentracdo de 10 mM, e posteriormente diluido em meio de cultura
Hanks/Hepes e utilizado in vitro na concentragdo de 5 uM.

e Glibenclamida (Sigma): Bloqueador de canais de potdssio sensiveis ao ATP. Foi
inicialmente diluido em DMSO 1% ¢ estocado na concentracdo de 200 mM, e
posteriormente diluido em meio de cultura Hanks/Hepes e utilizado in vitro na
concentracao de 5 uM.

e HB89 (Tocris Biosciences Inc): Inibidor de proteina quinase A (PKA), foi diluido em
meio de cultura Hanks/Hepes e utilizado nos ensaios in vitro na concentracdo de
100 puM.

e Prostaglandina E2 (PGE3) (Sigma): Mediador do processo inflamatdrio que possui a
capacidade de sensibilizar neurdnios sensoriais periféricos. A PGE: foi diluida em
etanol absoluto e estocada na concentracdo de 1 mM e, posteriormente, diluida em
meio de cultura Hanks/Hepes e utilizada in vitro nas concentragdes finais de 1, 10 e
100 nM. Para os ensaios in vivo, a PGE> foi diluida em salina e injetada nos animais
na concentracao de 100 ng por pata.

e Sulfato de morfina (Cristalia): Promove a abertura de canais de potassio sensiveis ao
ATP. Foi diluido em meio de cultura Hanks/Hepes e utilizado nos ensaios in vitro na
concentracao de 10 uM.

e Tetraetilamonio- TEA (Sigma): Bloqueador de canais de potéssio retificadores tardios.
Foi inicialmente diluido em agua e estocado na concentragdo de 0,5 M, e
posteriormente diluido em meio de cultura Hanks/Hepes e utilizado in vitro na
concentracao de 10 mM.

e 4-aminopiridina -4-AP (Sigma): Bloqueador de canais de potassio do tipo A, foi
diluido em meio de cultura Hanks/Hepes e utilizado nos ensaios in vitro na

concentracao de 10 mM.

4.3 Cultura de neuronios do ganglio da raiz dorsal

As culturas de GRD seguiram protocolo descrito por Linhart e colaboradores (2003).
Os animais foram anestesiados em isofurano, eutanasiados por decapitacao, e os ganglios da
raiz dorsal da regido lombar e toracica removidos (16 a 18 ganglios por animal), dissecados e
colocados em solu¢do salina de Hank’s estéril com 10 mM de tampao HEPES (acido 4-(2-

hidroxietil)-1-piperazin-etanolsulfonico). As células foram dissociadas enzimaticamente por
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incubagdo a 37°C durante 75 minutos em meio Hanks/Hepes contendo 0,28 U/ml de
colagenase e depois por 12 minutos em solu¢ao contendo 0,25 mg/ml de tripsina. Os ganglios
foram lavados em meio DMEM (Meio de Eagle modificado por Dulbecco) suplementado com
10 % de soro fetal bovino inativado, 2 mM de glutamina, 50 U/ml de penicilina, 50 mg/ml de
estreptomicina. As células foram dissociadas mecanicamente utilizando uma pipeta Pasteur de
vidro, e entdo cultivadas em placas de cultura cobertas com Matrigel e mantidas em atmosfera

de 5% CO> (37°C) com o mesmo meio de cultura DMEM e utilizadas apos 24 horas.

4.4 Microscopia Confocal

Ap6s 24 horas de incubacgdo as placas de cultura foram lavadas em meio Hanks/ Hepes e
incubadas com 5 uM do indicador de potencial de repouso DiBACa4(3) (Molecular Probes) por
30 minutos, em temperatura ambiente e no escuro. Este indicador penetra em células
despolarizadas, de tal modo que o aumento da despolarizagdo celular resulta em um influxo
maior do indicador e, por consequéncia, da fluorescéncia. Por outro lado, a hiperpolarizagao ¢
indicada por uma diminuigado da fluorescéncia.

A fluorescéncia emitida pelas células foi avaliada através de séries temporais de
imagens obtidas por microscopia confocal (Zeiss LSM 510 Meta). Inicialmente foram
selecionados os parametros de filtro de emissdo (510-574) e comprimento de onda de
excitacdo (488 nm). A 4rea de interesse foi selecionada nas placas de cultura utilizando um
aumento de 400x, e apds a selecdo do campo, as imagens foram registradas durante 10
minutos em intervalos de 3 segundos, imediatamente apos administragdo de 10 uL de PGEz,
db-AMPc, H89 e morfina ou apds 15 minutos da administragdo de 10 pL de 4-AP, TEA e
Glibenclamida. Apos cada teste, as placas receberam capsaicina (1 uM) e uma nova série de
imagens foi registradas durante 2 minutos. Com excecdo do experimento que avaliou o
diametro dos corpos celulares do neuronios, apenas os neur6nios nos quais houve uma
despolarizagdo da membrana em resposta a capsaicina foram selecionados para a andlise. A
sensibilidade a capsaicina permitiu a selecdo de neurdnios nociceptivos € que estavam
funcionais nas culturas primarias.

Para a andlise das imagens foi utilizado o software de dominio publico Imagel
(Desenvolvido por Wayne Rasband, National Institute of Health, USA). Utilizando este
software, inicialmente foram selecionadas as areas correspondentes a neuronios (ROI — region
of interest) nas séries temporais de imagens obtidas durante tratamento com capsaicina, o qual

foi obtido ao final dos experimentos. Em seguida foram obtidos os valores médios de
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fluorescéncia, dos mesmos neurdnios selecionados, no periodo dos 10 minutos iniciais (série
temporal de imagens antes da capsaicina). Assim, foi obtido o valor de intensidade de
fluorescéncia ao longo do tempo para cada neuronio tratado. Em seguida os valores foram
normalizados utilizando a primeira imagem de cada série, considerada Fo. Deste modo,
obtivemos a varia¢dao de fluorescéncia em relagdo a fluorescéncia basal (AF/Fo) de maneira
que os resultados mostrassem a variagdo do potencial de repouso apds os tratamentos. Para
analise estatistica foram considerados os valores maximos de variagdo de fluorescéncia para
cada um dos neurdnios avaliados.

Também foram avaliados os didmetros dos corpos celulares dos neurdnios responsivos
a PGE», calculados pelo didmetro de Feret, essa formula calcula o maior didmetro entre dois
pontos da area selecionada. Foram consideradas respostas positivas os neuronios que tiveram
mais de 20% de aumento de fluorescéncia ap6s 10 minutos da administragdo de PGE, (100

nM).

4.5 Avaliacao do efeito da injecdo intraplantar de PGE2 no potencial de repouso de

neuronios sensoriais

Para avaliagdao do efeito da injecdo intraplantar de PGE> no potencial de repouso de
neurdnios sensoriais, a droga foi injetada na pata traseira direita dos animais. Apos 120
minutos, foi avaliada a sensibilidade mecénica das patas direita (tratada com PGE:) e das
patas esquerdas (controle). O teste de sensibilidade foi realizado através do aparelho von Frey
eletronico, conforme descrito abaixo. Apds o teste comportamental, os animais foram
eutanasiados e os ganglios da regido de L4 e LS5 dos lados direito e esquerdo foram
removidos. A cultura de ganglio da raiz dorsal foi realizada conforme descrito abaixo, sendo
uma cultura de ganglios direitos e uma de ganglios esquerdos. Foram preparadas 4 placas da
cultura dos ganglios direitos (ipsilateral ao tratamento) e 4 placas de células dos ganglios

esquerdos (contralateral).

4.5.1 Administrac¢ido intraplantar de PGE:

A PGE:x: foi injetada no tecido subcutaneo da pata traseira direita das ratas por meio de
uma agulha hipodérmica 26G, conectada a uma seringa, inserida no centro da por¢do plantar
da pata, entre as cinco calosidades distais. Foram injetados 50 pL de solu¢do contendo 100 ng

de PGE: por pata.
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4.5.2 Teste de pressao crescente: Von Frey eletrénico

A avaliacdo da sensibilidade mecanica foi realizada pelo método de pressdo crescente
previamente descrita por Moller e colaboradores (1998). Avaliou-se a sensibilidade mecanica
dos animais utilizando o teste de Von Frey eletronico em condi¢des basais e ap6s 120 minutos
da inje¢do intraplantar subcutanea de 50 pL de solu¢do contendo 100 ng de PGE:> na pata
traseira direita dos animais. A pata traseira esquerda foi utilizada como controle.

O aparelho utilizado para o teste de pressdo crescente (Von Frey eletronico, Insight,
Ribeirdo Preto, Brasil) € composto por um transdutor de pressao ligado a um detector digital
de forca, que ¢ expressa em gramas. A precisdo do aparelho ¢ de 0,1 g e este esta calibrado
para registrar uma forca maxima de 150 g, mantendo a precisao de 0,1 g até a forca de 80 g. O
contato do transdutor de forca com a pata ¢ realizado através de uma ponteira descartavel de
polipropileno com 0.5 mm de didmetro adaptada ao transdutor.

Para a realizacdo do teste, os animais sdo colocados em caixas de acrilico, medindo
12x20x17 cm, cujo assoalho consiste de uma rede de malha igual a 5 mm?, constituida de
arame ndo maleavel de 1 mm de espessura, durante 15 minutos antes do experimento para
adaptacao ao ambiente. Espelhos estdo posicionados 25 cm abaixo das caixas de
experimentacdo para facilitar a visualizagdo da regido plantar das patas dos animais. O
experimentador aplica, por entre as malhas da rede, uma forc¢a linearmente crescente no centro
da planta da pata do rato até que o animal produza uma resposta caracterizada como sacudida
(“flinch) da pata estimulada. Foram realizadas quatro medidas distintas para cada animal e
calculada uma média aritmética dos valores obtidos.

Todos os experimentos seguiram as normas de ética estabelecidas para
experimentacdo com animais acordados, recomendadas pela IASP (Associagdo Internacional

para o Estudo da Dor).

4.5.3 Cultura de neurdnios do ganglio da raiz dorsal

A cultura de células dos neurdnios dos ganglios da regido de L4 e L5 foi realizada
conformo protocolo descrito no item 4.3 desta se¢do, com a uUnica diferenca de que as placas
foram incubadas por 60 minutos. Foram realizadas culturas distintas de ganglios obtidos da
regido direita e esquerda, uma vez que a PGE; foi injetada na pata traseira direita dos animais.

Os ganglios da regido esquerda foram utilizados como controle.
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4.5.4 Microscopia confocal

Apds 60 minutos de incubagdo as placas foram lavadas em meio Hanks/ Hepes e
incubadas com 5 uM do indicador de potencial de repouso DiBAC4(3) (Molecular Probes) por 30
minutos, em temperatura ambiente e no escuro. A fluorescéncia emitida pelas células foi
avaliada através de imagens obtidas por microscopia confocal (Zeiss LSM 510 Meta). Para a
analise das imagens foi utilizado o software de dominio publico ImageJ (Desenvolvido por
Wayne Rasband, National Institute of Health, USA). Utilizando este software foram
selecionadas as areas correspondentes aos neurdnios (ROI — region of interest).

Para avaliar o potencial de membrana de neuronios obtidos de animais tratados in vivo
com PGE,, foi obtida apenas a fluorescéncia basal de cada placa. Neste experimento foi
necessaria uma normalizag¢do visto que as placas estavam apresentando diferentes niveis de
fluorescéncia emitida pelo DiBAC4(3). Esta diferenca pode ser causada por diferencas no
tempo de incubacdo ou perda de fluorescéncia devido a exposi¢do a luz (photobleaching).
Para esta normalizac¢dao utilizamos a fluorescéncia emitida por restos de mielina, que ficam
dispersos pela placa na cultura primaria de GRD. Por ser formada por membrana celular
totalmente despolarizada, a mielina apresenta uma fluorescéncia que varia apenas de acordo
com a fluorescéncia do indicador DiBAC4(3). Foi realizada uma média da fluorescéncia
emitida por quatro regides de mielina e a fluorescéncia das células foi normalizada tomando a

fluorescéncia da mielina como 100%.

4.6 Analise Estatistica

As médias dos valores obtidos para cada tratamento foram comparadas através de teste
t (comparacao entre duas médias) ou ANOVA (mais de duas médias) seguida do teste de
comparagdoes multiplas de Bonferroni (quando houve diferenca significativa entre os
tratamentos testados). O nivel de significancia estabelecido foi de 5% (p<0,05). As analises

foram realizadas utilizando o software GraphPad Prisma 5.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeito da PGE: sobre o potencial de repouso de neuronios sensitivos primarios

O potencial de repouso de neurénios em culturas primarias de GRD foi avaliada
através de microscopia confocal utilizando o indicador fluorescente DiBAC4(3). A PGE: foi
administrada diretamente nos neurdnios em cultura nas concentragdes de 1, 10 ¢ 100 nM e um
sequéncia de imagens foi obtida durante 10 minutos (Figuras 1A-B e Figura 2). Apds
administracdo de PGE,, foi realizada administra¢do de capsaicina (Figura 1C). A capsaicina ativa
receptores TRPV1, caracteristicos de fibras C nociceptivas. A administragdo de capsaicina foi
utilizada como controle positivo para permitir a selecdo de neurdénios nociceptivos vidveis na
cultura. Deste modo, para quantificacdo (Figura 2) foram considerados aqueles neurénios que

responderam a capsaicina.

100 pt

Figura 1- Cultura primaria de neurdnios sensoriais primarios do ganglio da raiz dorsal.
Imagens obtidas por microscopia confocal (Zeiss LSM 510 Meta) utilizando o indicador
fluorescente DIBAC4(3) (Molecular Probes). A: Fluorescéncia basal. B: Apos 10 minutos da
administracdo de PGE; (100 nM). C: Apds 2 minutos da administragdo de capsaicina. As
setas indicam neurdnios representativos do aumento de fluorescéncia. Aumento 400x.
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Figura 2- Efeito da PGE; sobre o potencial de repouso de neurdnios sensitivos primarios. O
efeito foi avaliado durante 10 minutos imediatamente apds a administracdo de PGE: (1, 10 e
100 nM). Dados mostrados como média £ E.P.M de 20 a 150 neurdnios. ***p<0,0001
(Dados avaliados por Anova e pds-teste de Bonferroni).

Houve diferenca significativa entre a despolarizagdo causada pela administragdo de
PGE> 100 nM (média= 0.7204 + 0.1566, n=31) e o controle (média =0.05043 + 0.01414,
n=150), e também entre as concentragdes de 1 nM (média= 0.04436 + 0.01103, n=20) e
100 nM e de 10 (média= 0.1650 + 0.03929, n=37 ) e 100 nM. Os resultados evidenciam que a
PGE: ¢ capaz de despolarizar os neurdnios sensitivos primarios em cultura e de maneira
dependente da concentracao.

Além de avaliar respostas dos neurdnios a PGE;, também foi avaliado o didmetro do
corpo celular dos neurdnios responsivos a PGE> na concentracdo de 100 nM (Figura 3), uma
vez que os nociceptores podem ser diferenciados dos demais neurdnios sensitivos presentes
no GRD principalmente pelo menor didmetro do corpo celular (GOLD; DASTMALCHI,
LEVINE, 1996c¢). Foram considerados responsivos a PGE> (100 nM) os neuronios que

tiveram mais de 20% de aumento de fluorescéncia apos 10 minutos da sua administragdo.
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Figura 3- Didmetros dos neuronios que responderam a PGE> (100 nM). O grafico mostra a
percentagem de neurdnios que responderam a PGE; dentre um total de neurdnios indicados
entre parénteses. Foram consideradas respostas aumentos de fluorescéncias maiores de 20%
apods 10 minutos da administracdo de PGE,.

Os neurdnios de diametro pequeno mostraram-se mais responsivos a PGE> (100 nM):
57% de neurdnios de 10 a 20 um despolarizaram (15 de 26 neurdnios testados) enquanto foram
observadas: 21 % de respostas dos neurdnios de 20 a 30 um (8 em 38 neurdnios), 12% de
respostas dos neurdnios de 30 a 40 um (2 em 17 neurdnios) e 12% de respostas de neurdnios
maiores que 40 um (2 em 13 neurdnios).

Para avaliar se a despolarizacdo dos neurdnios por PGE> esta de fato envolvida no
processo de hiperalgesia, foi avaliado o potencial de membrana de neurdnios obtidos dos
ganglios direitos (L4 e L5) de animais sensibilizados por injecdo intraplantar de PGE2 (100 ng,
pata direita) comparando com neurdnios obtidos dos ganglios contralaterais (L4 e L5 esquerdos).
Inicialmente foi avaliada a alteracdo de sensibilidade mecanica nas patas traseiras direitas e
esquerdas de animais tratados com PGE: (Figura 4). Observa-se um aumento de sensibilidade
mecanica nas patas tratadas com PGE,, que apesar de ndo estatisticamente significante pelo
pequeno numero de animais (n=3), ¢ suficiente para mostrar que os animais foram

sensibilizados.
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Figura 4- Avaliacdo da sensibilidade mecénica (von Frey eletronico) de ratas Wistar apos 120
minutos da administragdo de PGE> (100 ng) na pata direita, pata esquerda utilizada como
controle. Médias de 3 animais. p= 0,13 (Dados avaliados por teste t pareado).

Imediatamente apos avaliagdo da sensibilidade mecanica, foi realizada a cultura dos
neurdnios dos GRD da regido de L4 e L5, e os resultados mostraram que o tratamento prévio dos
animais com PGE; causou uma despolarizacao dos neurdnios quando comparado aos neurénios

obtidos dos ganglios contralaterais (Figura 5).
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Figura 5- Efeito da administracdo intraplantar de PGE> sobre o potencial de repouso de
neurdnios sensitivos primarios. Foram realizadas culturas de neur6nios ipsilaterais e
contralaterais (controle) ao tratamento com PGE:. Dados mostrados como média + E.P.M de
20 a 23 neuronios. *p<0,03 (Dados avaliados por teste t pareado).
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5.2 Papel do AMPc sobre a despolarizagio induzida por PGE: em neurdnios
nociceptivos primarios

Estudos anteriores relatam que o efeito hipernociceptivo da PGE; deve-se a formagao
de AMPc e que este ultimo atua através da ativagdo de PKA (CUNHA; TEIXEIRA;
FERREIRA, 1999). Para avaliar o efeito direto do AMPc sobre o potencial de repouso dos
neurdnios sensitivos primarios em cultura e correlacionar a despolarizacao observada pela
administracao de PGE> com a ativagdo dessa via, foi utilizado um analogo a AMPc, estavel e
permeavel a membrana celular, o dibutiril-AMPC (db-AMPc) (Figura 6) e também um
antagonista de PKA, o H89, que foi administrado sozinho ou juntamente com PGE; (Figura
7). As concentragdes testadas foram utilizadas com base em dados encontrados na literatura e

em experimentos prévios (EVANS; VASKO; NICOL, 1999).
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Figura 6- Efeito da ativa¢do da via AMPc/PKA sobre o potencial de repouso de neurdnios
sensitivos primarios. O efeito foi avaliado durante 10 minutos imediatamente apods
administracao de dibutiril-AMPc (100 uM). Dados mostrados como média + E.P.M de 36 a
150 neurodnios. ***p<0,0001 (Dados avaliados por Anova e pds-teste de Bonferroni).
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Figura 7- Efeito da ativa¢do da via AMPc/PKA sobre o potencial de repouso de neurdnios
sensitivos primarios. O efeito foi avaliado durante 10 minutos imediatamente apds a
administracdo de H89 (100 uM), H89 e PGE; (100 nM) ou apenas PGE> (100 nM). Dados
mostrados ¢ omo média + E.P.M de 23 a 150 neuronios. ***p<0,0001 (Dados avaliados por
Anova e pos-teste de Bonferroni).

A administragdo de db-AMPc (100 uM) resultou em uma despolarizacio dos
neurdnios em cultura (média= 0.6541 £ 0.1108, n =36), significativamente diferente do
observado no controle (média= 0.2380 £ 0.03162, n=29) e semelhante & despolarizagdo
causada por PGE; (100 nM) (Figura 6). Além disso, a PGE: teve seu efeito inibido por H89
(100 uM) (Figura 7) (média= 0.2380 + 0.03162, n=29), corroborando com a hipdtese de que a

despolarizag¢ao causada por PGE; ocorre mediante ativacio de AMPc/PKA.

5.3 Envolvimento de canais de K" no efeito da PGE: sobre o potencial de repouso

Os canais de K* sdo os principais responsaveis pelo ajuste do potencial de repouso
neuronal e ja foi descrita a inibicdo induzida por PGE: sobre correntes de K" (EVANS;
VASKO; NICOL, 1999; JIANG et al., 2003). No presente trabalho foi avaliado papel dos
canais de K" na despolarizagdo induzida por PGE:> na cultura de neurdnios, utilizando os

seguintes bloqueadores de canais de K': glibenclamida (bloqueador de canais sensiveis a
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ATP), tetraetilamonio (TEA, bloqueador de canais retificadores tardios) e 4-aminopiridina (4-

AP, bloqueador de canais do tipo A) (Figura 8).
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Figura 8- Efeito de bloqueadores de canais de K* sobre o potencial de repouso de neurdnios
do ganglio da raiz dorsal. Efeito avaliado ap6s 15 minutos da administracao de 4-AP (10
mM), glibenclamida (5 pM) ou TEA (10 mM). Dados mostrados como média = E. P.M de 8 a
12 neurbnios. ** p<0,005, ***p<0,0001 (Dados avaliados por Anova e pos-teste de
Bonferroni).

Os resultados mostraram que a administracao de 4- AP (média= 0.4275 + 0.05444, n=12)
causou uma despolarizagdo maior do que a induzida por glibenclamida (média= 0.09738 =+
0.05495 n=8) e TEA (média= 0.1665 + 0.03994, n=11).

Para avaliar se os bloqueadores seletivos para os canais de K* testados estdo atuando
sobre 0 mesmo tipo de canal que a PGE», foi administrado PGE> (100 nM) ap6s 15 minutos da

administracdo de 4-AP (10 mM), TEA (10 mM) ou glibenclamida (5 uM) (Figura 9).
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Figura 9- Efeito da PGE> (100 nM) na presenca dos bloqueadores seletivos para canais de
K": 4-AP (10 mM), TEA (10 mM) ou glibenclamida (5 pM) foram administrados 15 minutos
antes de PGE,. Dados mostrados como média ¢ E.P.M de 5 a 11 neurdnios. ***p<0,0001
(Dados avaliados por Anova e pos-teste de Bonferroni).

A administra¢do dos bloqueadores 15 minutos antes de PGE> (100nM) mostrou que a
PGE> ndo altera a fluorescéncia de neurdnios despolarizados por 4-AP (média= 0.04282 +
0.01148 ,n=11) , mas ¢ capaz de despolarizar os neurdnios na presenca de TEA ( média= 0.3289
+ 0.05918, n=7) e glibenclamida ( média= 0.3668 + 0.07651, n=5) (Figura 9). Esses resultados
indicam que a PGE: atua sobre os mesmos canais bloqueados por 4-AP, os canais de tipo A.

Além disso, quando administrado 15 minutos ap6s PGE; (100 nM), 4-AP nao alterou o
potencial dos neuronios que foram despolarizados por PGE; ( média= 0.02667 + 0.01706, n =
6), mas foi capaz de despolarizar neur6nios presentes nas mesmas placas € que ndo haviam sido
afetados pela PGE; (média= 0.4060 + 0.1144, n=5) (Figura 10), corroborando com os resultados

anteriores.



44

0.6

*%

0.54

0.4+

0.34

dF/FO

0.2+

0.1+

e

] ]
0.0
Despolarizadas por PGE , Naio despolarizadas por PGE ,

4-AP

Figura 10- Efeito de 4-AP apos administragao de PGE>. PGE> (100 nM) foi administrada 15
minutos antes de 4-AP (10 mM). O grafico mostra separadamente o efeito de 4-AP sobre as
células que foram despolarizadas pela administragdo de PGE; (6 células) e que ndo foram
despolarizadas por PGE: (5 células) em duas placas diferentes. Os dados estdo sendo
mostrados como média = E.P.M. ** p < 0,005 (Dados avaliados por teste t).

5.4 Efeito da morfina sobre o potencial de repouso de neuronios sensitivos primarios

Estudos indicam que o efeito analgésico induzido pela administracdo periférica de
morfina depende da abertura de canais de K™ sensiveis a ATP (CUNHA et al., 2010). Os
experimentos realizados neste trabalho indicaram que a PGE> induz o fechamento de outro
tipo de canal de K, os canais tipo A sensiveis a 4-AP. Primeiramente foram realizados
experimentos para avaliar o efeito da morfina sobre a despolarizagdao induzida pela PGE>

(100 nM) ( Figura 11).
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Figura 11- Efeito da morfina sobre a despolarizagdo induzida por PGE> (100 nM). O efeito
foi avaliado durante 10 minutos imediatamente apds a administracdo da morfina juntamente
com PGE: (100 nM) ou apenas PGE; (100 nM). Dados mostrados como média + E.P.M de
31 a 49 neurdnios. *p< 0,05 significativamente diferente entre PGE> 100 nM e Morfina/PGE:
100 nM (Dados avaliados por teste t).

Os resultados mostraram que a morfina (10 uM), quando administrada juntamente
com a PGE; (100 nM) (média= 0.3370 + 0.07248, n=49), ¢ capaz de inibir a despolarizacao
causada por ela (média =0.7204 + 0.1566, n=31). Também foi avaliado efeito direto da
morfina sobre o potencial de repouso dos neurdnios sensitivos (Figura 12).
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Figura 12- Efeito da morfina sobre o potencial de repouso nos neurdnios sensitivos
periféricos. O efeito foi avaliado durante 10 minutos imediatamente apds administracdo da
morfina. Dados mostrados como média + E.P.M de 8 a 26 neurdnios. *p< 0,0001
significativamente diferente entre controle e Morfina (10 uM) (Dados avaliados por teste t).
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Os resultados mostraram que a morfina causou uma despolarizacdo ( média= 0.5845 +
0.04319, n=26) significantemente diferente do controle (média= 0.08866 = 0.02939, n=8). Este
resultado a principio nao era esperado, uma vez que a morfina, como citado anteriormente, atua
na abertura de canais de K'. Contudo, analise da resposta a morfina durante os 10 minutos nos
quais foram feitas as imagens (Figura 13) mostrou que existe um periodo inicial onde ocorre
hiperpolarizagdo dos neurdnios, seguido entdo da despolarizagdo deste. A morfina poderia
induzir a abertura dos canais de K e esse evento ¢ seguido pela abertura de outros canais, como

resposta, ocasionando o resultado encontrado.
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Figura 13- Efeito da morfina (10 uM) sobre o potencial de repouso de neurdnio sensitivo
periférico. O efeito foi avaliado durante 10 minutos e imediatamente apos a administragdo da
droga.

Apbs a observacdo desse efeito da morfina, foi realizado um experimento utilizando
diaxézido (10 uM), que promove a abertura de canais de K* sensiveis a ATP, assim como a
morfina (Figura 14), e o resultado encontrado foi semelhante: uma hiperpolarizacdo inicial

acompanhada de uma despolarizagdo subsequente.
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Figura 14- Efeito diazoxido (10 uM) sobre o potencial de repouso de neurdnio sensitivo
periférico. O efeito foi avaliado durante 10 minutos e imediatamente apds a administracao da
droga.

Os resultados mostrados anteriormente indicam que a PGE; induz o fechamento de
canais de K" do tipo A sensiveis a 4-AP (Figuras 9 € 10). Além disso, a morfina foi capaz de
reverter a despolarizagao causada pela PGE: (Figura 11). Decidiu-se, entdo, verificar se a
morfina seria capaz de alterar o potencial de repouso de neurdnios despolarizados por 4-AP

(Figura 15).
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Figura 15- Efeito da morfina em células despolarizadas por 4- AP. O efeito foi avaliado apds
15 minutos da administracdo de 4-AP (10 mM) e, nas mesmas células a fluorescéncia
observada apos 15 minutos da administragdo da morfina (10 uM), na presenca de 4-AP.***
p<0,0001 significativamente diferente do grupo 4-AP (Dados avaliados por teste t).
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Os resultados mostraram que a morfina (média = 0.5451 + 0.07280), conseguiu
reverter, de maneira significativa, a despolarizacdo causada pela 4-AP (média= 1.068 =+

0.06460).
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6 DISCUSSAO

Neste trabalho foi avaliada a capacidade da PGE> de sensibilizar neurdnios sensoriais
primarios em cultura, fato que j& foi abordado em experimentos comportamentais e por meio
de técnicas de eletrofisiologia, com o intuito de estabelecer um protocolo de estudo in vitro da
sensibilizacdo neuronal periférica utilizando microscopia de fluorescéncia e também uma
melhor compreensao dos mecanismos envolvidos neste processo.

Os modelos de experimentacdo animal constituem uma importante ferramenta na
pesquisa cientifica, pratica que deve ser pautada em principios bioéticos para diminuir a dor e
o sofrimento imposto a eles (FRANCO et al., 2014). O conceito dos trés Rs, reduction,
refinement ¢ replacement, para o uso de animais em pesquisa cientifica foi definido por
Russel e Burch, em 1959, no livro: “The Principle of Humane Experimental Technique” , e
tem como objetivo a redu¢do do nimero de animais, o refinamento dos métodos e a reposi¢ao
ou troca destes métodos por ensaios substitutos ou alternativos in vitro (CRUZ; BARBOSA;
PINTO, 2004). No Brasil a pesquisa cientifica com animais segue as diretrizes da lei
11.794/08, a chamada Lei Arouca, que determina, dentre outros, a reducdo do ntimero de
animais para o minimo indispensavel para que o trabalho seja conclusivo (BRASIL, 2008).
Baseado nestes principios, o presente trabalho propde um modelo de estudo da sensibiliza¢ao
neuronal utilizando cultura de células do ganglio da raiz dorsal (GRD) de ratos, com o
objetivo de reduzir o nimero de animais utilizados nos experimentos e proporcionar avangos
no conhecimento da sensibilizag¢do periférica dos neurdnios.

A técnica de avaliagdo do potencial de membrana por uso do indicador fluorescente
DiBAC4(3) em culturas de GRD foi utilizada em estudos anteriores (BRITO et al., 2006;
CUNHA et al., 2010), tendo permitido um melhor entendimento do mecanismo de acdo de
substancias analgésicas. Estudos eletrofisiologicos demonstraram que PGE: induz alteragao
no potencial de repouso de neurdnios nociceptivos primdrios em cultura (KASAIL
MIZUMURA, 2001). Este tipo de técnica, entretanto, demanda equipamentos e treinamento
delicados e especificos, sendo ainda demorada, visto que permite o registro de apenas um
neurénio de cada vez. A avaliagdo de variagdes no potencial de repouso através de
fluorescéncia permite o registro de muitos neurénios simultaneamente e a experiéncia prévia
com a técnica mostrou que esta ¢ uma forma rapida e com boa reprodutibilidade. Deste modo,
decidimos avaliar inicialmente se esta técnica permitira avaliar a sensibilizacdo neuronal

induzida por PGE, em neurdnios nociceptivos primarios. Os resultados mostraram que a
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administracdo de PGE> despolarizou os neurdnios em cultura (Figura 2). A concentragdo de
100 nM apresentou uma despolarizagdo maior quando comparada com o controle e com as
demais concentracdes testadas (1 e 10 nM).

Utilizando métodos eletrofisioldgicos, Gold e colaboradores (1996¢) demonstraram
que a PGE; induz uma sensibilizacdo de maneira dependente da concentracdo, € que a
sensibilizacdo esta associada a uma diminui¢cdo do limiar de potencial de acdo ¢ um aumento
no niamero de potenciais de ac¢do. Ja o trabalho de Kasai e Mizumura (2001), relata que a
amplitude de despolarizagdo nao altera com a concentragdo de PGE; administrada, mas a
porcentagem de neurdnios despolarizados varia de maneira proporcional a concentragdo. Esta
variagdo na porcentagem de neurdnios despolarizados ndo foi observada no presente estudo,
visto que a concentragdo de 10 nM de PGE; induz uma tendéncia a despolarizacdo que ndo foi
estatisticamente diferente do controle ¢ da menor concentragao testada (1 nM) e a
concentragdo de 100 nM induziu despolarizagdo de maneira significativa.

Nos testes iniciais foram considerados para analise apenas os neurdnios responderam a
posterior administragdo de capsaicina. A capsaicina ¢ um agonista de receptores TRPV1,
expressos seletivamente em neurdnios associados as fibras do tipo C (CATERINA et al.,
2000), que sdo as principais fibras envolvidas na hiperalgesia inflamatoria. Para avaliar se
realmente este tipo de neurdnio € o principal alvo da a¢do da PGE,, foi avaliado o diametro
dos neurdnios que respondem a PGE> (100 nM) (Figura 3), e observou-se que os neurdnios de
menor didmetro mostraram-se mais responsivos (10 a 20 um (57%), 20 a 30 um (21%), 30 a
40 um (12%), >40 um 2/13 (15%)). Esse resultado era esperado, uma vez que os nociceptores
podem ser diferenciados dos demais neuronios sensitivos presentes no GRD principalmente
pelo menor diametro do corpo celular, que dé origem a axonios amielinizados (fibras C), com
baixa velocidade de conducdo. Gold e colaboradores (1996c) verificaram uma alta correlacao
entre o didmetro do corpo celular, a imunoreatividade para substancia P e CGRP, a presenga
de inflexdo na fase de queda do potencial de agao e a sensibilizagdo por PGE; em culturas de
neurdnios do GRD. Portanto, a despolarizacao induzida por PGE, observada neste estudo
parece ser uma resposta de neurénios com caracteristicas de fibras C nociceptivas.

Além de avaliar o efeito direto da PGE> nos neurdnios sensoriais em cultura, o
presente trabalho também avaliou o efeito da administracdo in vivo da droga sobre os
neurénios do GDR. Como ja descrito na literatura (FERREIRA et al., 1978; CUNHA;
TEIXEIRA; FERREIRA, 1999; SACHS et al., 2009), a administracdo intraplantar de PGE»
provocou um aumento na sensibilidade mecanica nos animais (Figura 4). Neste teste a pata e

os ganglios contralaterais (esquerdos) dos animais foram utilizados como controle. Este
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aumento de sensibilidade ndo foi significativo provavelmente por dois motivos: o pequeno
nimero de animais utilizados (apenas trés) e o tempo de registro da sensibilidade mecanica
(duas horas apos a PGE»). Este teste, entretanto foi utilizado com a inten¢ao de confirmar o
efeito da PGE» para a posterior analise dos neur6nios em cultura. A retirada apenas dos
ganglios nos niveis de L4 e L5 de trés animais permitiram o preparo de quatro placas
ipsilaterais e mesmo nimero de placas de ganglios contralaterais ao tratamento. Conforme
descrito anteriormente, o pequeno numero de animais utilizado ¢ uma das vantagens dos
ensaios realizados com culturas primarias de GRD. A avaliacdo dos neurdnios em cultura
demonstrou que os neurdnios obtidos dos ganglios que inervavam a pata tratada apresentavam
o potencial de repouso alterado em relagdo aos neurdnios obtidos dos ganglios contralaterais
(Figura 5). Este resultado evidencia que a avaliacdo da despolarizagdo neuronal utilizando o
indicador de fluorescéncia DiBAC4(3) estd relacionada com o processo de hiperalgesia
mecanico induzido por PGE: in vivo.

A agdo da PGE: esta associada a ativacdo da via adenilato cliclase/AMPc/PKA.
(CUNHA; TEIXEIRA; FERREIRA, 1999). Em estudos eletrofisiologicos de neurdnios
isolados do GRD foi demonstrado que a ativagdo de PKA pela PGE; leva a inibicdo de
correntes de K™ e também um aumento das correntes de Na*, pela fosforilagdo de canais de
sodio resistentes a tetrodotoxina (Na'TTX-R), dois mecanismos importantes para a
excitabilidade neuronal (ENGLAND; BEVAN; DOCHERTY, 1996; GOLD; SHUSTER;
LEVINE, 1996b; EVANS; VASKO; NICOL, 1999).

Neste sentido, o presente estudo propds correlacionar a despolarizagdo observada nos
neurdnios em cultura em resposta a PGE> com a ativacdo da via adenilato
cliclase/AMPc/PKA, e para isso foi testado um analogo ao AMPc, o dibutiril-AMPc (db-
AMPc) e o inibidor de PKA, H89. O db-AMPc (100 uM) provocou uma despolarizacao
significativamente diferente com relagdo ao controle e semelhante ao observado apods a
administracdo de PGE; 100 nM (Figura 6). O H89 (100 uM ) foi administrado juntamente com
PGE: (Figura 7) e inibiu o efeito de sensibilizagdo ocasionado por ela nos neurdnios em cultura.
O efeito inibitério de H89 na sensibilizagdo neuronal j& havia sido demostrado em um
experimento comportamental, no qual a administagdo de H89 reverteu a hiperalgesia evocada
por injecdo intraplantar de PGE, (CUNHA; TEIXEIRA; FERREIRA, 1999). Os resultados do
presente trabalho sugerem que a despolariza¢do dos neurdnios sensoriais em cultura por PGE:
¢ dependente da ativacdo da via AMPc/PKA.

Dados da literatura sugerem que a ativagdo de PKA por PGE> leva a uma supressao de

correntes de K" em neurdnios sensoriais em cultura (EVANS; VASKO; NICOL, 1999;
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JIANG et al., 2003). Os canais de K sdo importantes reguladores do potencial de repouso da
membrana, repolarizacdo e frequéncia de potenciais de agdo nos neurdnios e em outras células
eletricamente excitaveis (WAXMAN; ZAMPONI, 2014). A identifica¢io de canais de K*
especificos nos neurénios nociceptivos que respondam a um mediador inflamatério, como a
PGE, ¢ de grande interesse como alvo terapéutico no tratamento da dor periférica.

Neste sentido, Evans e colaboradores (1999) demostraram, em um estudo
eletrofisiologico de neurdnios sensoriais isolados de embrido de rato, que um analogo de AMPc
(cpt-cAMP) ou PGE: provocaram uma supressio de correntes de K', sendo esse efeito
dependente da ativagcdo de PKA. Neste estudo os autores concluem que a PGE: estd atuando
sobre canais de K retificadores tardios, que sdo os canais bloqueados por tetraetilamonio (TEA).

Em outro trabalho, Jiang e colaboradores (2003) avaliaram o efeito de PGE, em
neurdnios sensoriais de camundongos nocautes para o canal Kvl.1, um tipo de canal de K"
retificador tardio, e observaram que a PGE; continuou a inibir correntes de K nesses neurdnios.
Além de mostrar que este subtipo de canal ndo ¢ necessario para o efeito da PGE,, os autores
relatam que nos neurdnios sensiveis a capsaicina cultivados a partir de animais adultos a PGE;
continua a ter efeito apds administragdo do TEA, divergindo do que foi encontrado no trabalho
Evans e colaboradores (1999).

As modificagdes de correntes de K também foram descritas em modelos de dor
neuropatica. A exposi¢ao de neurdnios isolados do GRD a IL-1f3, cujos niveis sdo elevados apos
a constri¢ao cronica do nervo cidtico, promoveu um aumento da excitabilidade e uma diminuicao
profunda de correntes de K', e modificagdes menos expressivas na fungdo de canais de
nucleotideos ciclicos ativados por hiperpolarizagdo (HCN) e correntes de canais de Na" e Ca*
ativados por tensdo. A IL-1fB, ¢ uma interleucina inflamatoria, e os resultados reforgam a
impotancia da modulagdo dos canais de K™ na agdo de mediadores inflamatorios em neurdnios
do GRD (STEMKOWSKI et al., 2015).

No presente trabalho foram utilizados os seguintes bloqueadores de canais de K™
glibenclamida (bloquedor de canais sensiveis a ATP), tetractilamonio (TEA, bloquedor de canais
retificadores tardios) e 4-aminopiridina (4-AP, bloquedor de canais do tipo A). Dentre estes
bloqueadores, apenas a administracdo de 4-AP foi capaz de despolarizar os neur6nios em
cultura de maneira significativa (Figura 8). Além disso, o efeito da PGE> nao ¢ verificado
quando as células foram previamente despolarizadas pela acdo da 4-AP (Figura 9), sendo que
4-AP também ndo atuou sobre células previamente despolarizadas por PGE> (Figura 10).
Esses resultados indicam que a PGE: atua sobre os mesmos canais bloqueados por 4-AP, os

canais responsaveis por correntes do tipo A. Reforcando esta hipotese, verificamos que a



53

PGE; continua capaz de despolarizar neurdénios na presenca dos bloqueadores TEA e
glibenclamida, indicando que os canais retificadores tardios € os canais de K* sensiveis a ATP
nao estdo envolvidos na despolarizagao induzida por PGE-.

Correntes do tipo A, sensiveis a 4-AP, ja haviam sido observadas em neuronios do
GRD com caracteristicas de nociceptores (WINKELMAN et al., 2005). Os canais do tipo A
sdo um grupo de canais de K* voltagem dependentes, que sdo ativados de maneira transiente e
inativados rapidamente, ¢ nos mamiferos foram identificados cinco canais tipo A: Kvl.4,
Kv3.4, Kv4,1 e Kv4,3 que podem ser ativados em baixas ou altas tensdes (com exce¢do de
Kv3.4 os demais sdo ativados em baixas tensoes) (CHIEN et al., 2007).

Rasband e colaboradores (2001) demonstraram que a expressao de Kvl.4 ¢ reduzida
em neurdnios do GRD em modelo animal de dor neuropdtica, e a expressdo desse subtipo de
canal de K* foi detectada em neurdnios de pequeno didmetro, caracteristica das fibras AS e
fibras C (RASBAND et al., 2001). Chien e colaboradores (2007) demonstraram, também em
modelo de indugdo de dor neuropatica, redugao nos niveis de Kv3.4 ¢ Kv4.3 em neurdnios do
GRD, ¢ que a supressdo desses subtipos de canais de K+, utilizando inje¢do intratecal de
oligonucleotideos antisense, provocou hipersensibilidade nos animais.

Yoshida e Matsumoto (2005) verificaram que a administragao de 4-AP em neuronios
resistentes a tetrodotoxina (TTX) do ganglio trigeminal leva a uma diminui¢do do potencial
de repouso e que esta diminuicdo aumenta a excitabilidade do neuronio. A inibi¢do de
correntes do tipo A também foi observada por Cao e colaboradores (2010), em modelo de
inducdo de neuropatia diabética e posterior andlise eletrofisiolofica de neurénios do GRD, nos
quais também foi detectada uma diminuicao significativa do mRNA canais do tipo A.

Além disso, como citado anteriormente, a a¢do da PGE: nos neurdnios ocorre
mediante ativagdo de PKA e PKC (MORIYAMA et al.; 2005; SACHS et al., 2009;
KAWABATA, 2011), e foi descrito que estas quinases podem diminuir correntes do tipo A
em dentritos de neurdnios do hipocampo (HOFFMAN; JOHNSTON, 1998).

Os resultados encontrados no presente trabalho, juntamente com os dados da literatura,
indicam que canais do tipo A sdo provavel alvo para a acdo da PGE». Esse achado ¢ importante,
uma vez que, como citado anteriormente, esses canais podem ser possiveis alvos terapéuticos no
tratamento da dor.

A analgesia periférica induzida pela morfina ocorre pela ativagdo de canais de K*
sensiveis ao ATP, e j4 foi demostrada que a administracdo periférica de morfina inibe a

hiperalgesia induzida por PGE: em experimentos comportamentais e também a
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despolariza¢do causada por esse mediador inflamatério em cultura de neurdénios do GRD
(FERREIRA; NAKAMURA, 1979; CUNHA et al., 2010),

Os resultados do presente trabalho sugerem que a PGE; inibe canais de K* diferentes
daqueles abertos por morfina. Entdo, para avaliar o efeito da morfina na despolarizacao
causada pela PGE;, ambas foram a administradas nos neuronios em cultura (Figura 11), sendo
que a morfina inibiu o efeito da PGE; 100 nM. Porém, quando administrada sozinha, ela
causa a despolarizagao neuronal (Figura 12), resultado que a principio nao era esperado, uma
vez que a morfina, como citado anteriormente, atua na abertura de canais de K. Contudo,
andlise da resposta a morfina durante os 10 minutos nos quais foram feitas as imagens mostrou
que existe uma periodo inicial onde ocorre hiperpolarizagdo dos neurdnios, seguido entdo da
despolarizagio deste (Figura 13). A morfina poderia induzir a abertura dos canais de K* e esse
evento ¢ seguido por uma modulacdo de outros canais, como resposta, ocasionado o resultado
encontrado.

Para melhor compreensdo deste resultado, foi utilizada uma outra droga que promove a
abertura de canais de K sensiveis ao ATP, o diaxoxido, e o efeito observado foi semelhante
aquele obtido por administracdo de morfina (Figura 14), ratificando a idéia de existe uma
resposta subsequente ao efeito da morfina/diaxézido, que leva a despolarizacao.

Os resultados mostraram que a PGE; induz o fechamento de canais de K* sensiveis a 4-
AP, e que a morfina foi capaz de inibir a depolarizagdo causada pela PGE>. Nesse sentido,
achou-se pertinente verificar se a morfina seria capaz de alterar o potencial de repouso de
neurdnios despolarizados por 4-AP (Figura 15). Os resultados mostraram que a morfina causa
hiperpolarizagdo em neurdnios na presenca de 4-AP, novamente sugerindo que PGE: e
morfina atuam sobre canais de K™ distintos.

Os resultados encontrados neste estudo mostraram que a PGE: € capaz de sensibilizar
neurdnios sensoriais com caracteristicas de nociceptores e sugerem que a ativagdo da via de
sinalizagdo AMPc/PKA ¢ um etapa importante neste processo. Os resultados sdo condizentes
com trabalhos encontrados na literatura que avaliam sensibilizacdo de neurdnios sensoriais
periféricos por PGE2, mas que utilizam outras metodologia. Dede modo, o modelo in vitro
proposto podera contribuir para o entendimento do processo de sensibilizagdo de nociceptores
de maneira eficaz e utilizando menor nimero de animais. Além disso, foi evidenciado que a
despolarizagdo causada por PGE: parece ser dependente da inibi¢do de correntes de K do
tipo A, fato de extrema relavancia, uma vez que a identificagdo de canais envolvidos no
processo de sensibilizagdo de nociceptores possibilita o desenvolvimento futuro de alvos

terapéuticos no tratamento da dor.
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7 CONCLUSAO

Os resultados encontrados nesse estudo permitem concluir que:

1.

A PGE> causa a despolariza¢do da membrana de neurdnios sensoriais do GRD
de ratos em cultura de maneira dependente da concentragao;

A resposta a PGE> ocorreu predominantemente em neurdnios de menor
diametro, sugerindo que a sensibilizagdo ocorre principalmente em neurénio
sensoriais nociceptivos;

O efeito da PGE> nos neuronios sensoriais em cultura ¢ dependente da ativagao
da via de sinalizacado AMPc/PKA;

Os resultados encontrados sdo condizentes com o descrito na literatura até o
presente momento, de modo que o estudo da sensibilizacdo de neurdnios
sensoriais periféricos por meio da utilizacdo da sonda fluorescente DiBAC4(3)
pode ser uma alternativa aos ensaios comportamentais, que utilizam um
numero maior de animais, ¢ também uma alternativa aos ensaios in vitro que
utilizam técnicas de eletrofisiologia;

A despolarizacdo causada por PGE> nos neurdnios sensoriais em cultura ¢
dependente da inibi¢do de correntes de K™ do tipo A;

A identificacdo de canais i0nicos envolvidos na sensibilizagdo de neuronios
sensoriais periféricos ¢ de extrema importancia para a compreensao dos
mecanismos que levam a dor e também para o desenvolvimento de novas

drogas para o seu tratamento.
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