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RESUMO

Introducio: As interagdes entre células gliais satélites (CGSs) e neurdnios nociceptivos nos
ganglios da raiz dorsal (GRD) afetam a excitabilidade neuronal durante a transmissao do sinal
doloroso. Estudos anteriores mostraram que os neurdnios liberam glutamato, que ativa as CGSs.
Estas, por sua vez, interferem na ativacdo neural promovendo despolarizagao da
membrana. Objetivos: Avaliar o papel do 6xido nitrico (NO) e do L-NAME na despolarizacao
de neurdnios aferentes primarios resultantes da ativacdo de receptores NMDA em células
satélites gliais. Métodos: Foi avaliado o efeito de um doador de 6xido nitrico, o nitroprussiato
de sodio (NPS, 10 uM, 100 uM e 1 mM), bem como o efeito do L-NAME (100 uM), um
inibidor nao especifico da enzima 6xido nitrico sintetase. Alteragcdes no potencial de repouso
foram avaliadas por microscopia confocal através do uso do indicador fluorescente DiBAC4(3),
cuja movimentagao na membrana devido a despolarizacdo resulta em aumento de fluorescéncia.
Foi avaliado o efeito do bloqueio da enzima 6xido nitrico sintase nos ganglios da raiz dorsal,
através da inje¢do intratecal de L-NAME, em testes comportamentais nos quais a participacao
do glutamato no ganglio da raiz dorsal ja é conhecida. Sendo estes os testes da capsaicina e de
hiperalgesia mecanica induzida por inje¢do de carragenina, ambos na pata de ratos. Resultados:
A administragdo do doador do NO na concentragdo de 1 mM induziu despolarizagdo neuronal
significativa (0,18 £ 0,02), quando comparado com o veiculo (-0,03 + 0,005) enquanto nao
houve efeito com as concentragdes menores. A administracdo do inibidor da NOS inibiu a
despolarizagdo neuronal induzida por NMDA (-0.07 + 0.03) quando comparado ao grupo
NMDA (0,15 £ 0,04). Foi possivel observar um aumento significativo na fluorescéncia quando
a capsaicina foi adicionada ao meio com L-NAME (0,60 + 0,06) em comparag¢do ao veiculo (-
0,02 £ 0.03). Nos testes comportamentais, ndo foi observado efeito em nenhuma das
concentracdes de L-NAME comparado ao veiculo. Conclusées: Os resultados obtidos indicam
que o NO pode causar despolarizagdo nos neurdnios nociceptivos o que corrobora com a
hipotese de que este mediador pode participar da comunicacdo entre neurdnios e CGSs. O NO

também parece estar envolvido na comunicacio glutamatérgica no GRD.

Palavras-chave: Dor, Glia, Oxido Nitrico, Glutamato.



ABSTRACT

Introduction: Interactions between satellite glial cells (SGCs) and nociceptive neurons in
dorsal root ganglia (DRG) affect neuronal excitability during pain signal transmission. Previous
studies have shown that neurons release glutamate, which activates CGSs. These, in turn,
interfere with neural activation by promoting membrane depolarization. Objectives: To
evaluate the role of nitric oxide (NO) and L-NAME in the depolarization of primary afferent
neurons resulting from the activation of NMDA receptors in glial satellite cells. Methods: The
effect of a nitric oxide donor, sodium nitroprusside (NPS, 10 uM, 100 uM and 1 mM) was
evaluated, as well as the effect of L-NAME (100 uM), a non-specific inhibitor of the enzyme
nitric oxide synthetase. Changes in resting potential were assessed by confocal microscopy
using the fluorescent indicator DiBAC4(3), whose movement on the membrane due to
depolarization results in increased fluorescence. The effect of blocking nitric oxide synthase in
the dorsal root ganglia was tested through the intrathecal injection of L-NAME using behavioral
tests in which the participation of glutamate in the dorsal root ganglia was verified in earlier
studies. The behavioral tests were the capsaicin test and mechanical hyperalgesia induced by
the injection of carrageenan, both in rat paws. Results: The administration of the NO donor at
a concentration of 1 mM induced a significant neuronal depolarization (0.18 + 0.02) when
compared to the vehicle (-0.03 = 0.005), while there was no effect with the lower
concentrations. The Administration of the NOS inhibitor inhibited NMDA-induced neuronal
depolarization (-0.07 + 0.03) when compared to the NMDA group (0.15 + 0.04). It was possible
to observe a significant increase in fluorescence when capsaicin was added to the medium with
L-NAME (0.60 + 0.06) compared to the vehicle (-0.02 + 0.03). In behavioral tests, no effect
was observed at any of the L-NAME concentrations compared to vehicle administration.
Conclusions: Results indicate that NO can depolarizate nociceptive neurons, which
corroborates the hypothesis that this mediator participates in the communication between

neurons and SGCs. NO also appears to be involved in glutamatergic communication in DRG.

Keywords: Pain, Glia, Nitric Oxide, Glutamate.
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1. INTRODUCAO

A dor tem um papel fisioldgico protetor, funcionando como um sinal de alerta de ameaga
a integridade fisica do organismo, mas pode se tornar uma doenga em si mesma quando persiste
e ¢ recorrente ha mais de 3 meses, ao se tornar cronica e desprovida de qualquer fungao
biologica (RAJA et al., 2020). Multiplos mecanismos moleculares e celulares atuam
isoladamente ou em combinag¢do com os sistemas nervoso central e periférico para produzir
diferentes formas de dor (YAKSH et al., 2018). Os nociceptores sdo neurdnios aferentes
primarios que sao ativados por estimulos dolorosos. Os corpos celulares desses neurdnios se
localizam nos ganglios da raiz dorsal (GRDs) ou nos ganglios trigeminais (GT). Os neurdnios
localizados dentro do GRD sao responsaveis pela transducao e modulagdo sensorial da periferia
para posterior transmissdo do sinal aos centros superiores, onde ocorre a percepcao da dor
(ESPOSITO et al., 2019).

Em génglios sensoriais, as células gliais satélites (CGS), estabelecem uma relagdo
privilegiada com os corpos neuronais circundantes (AVRAHAM et al., 2020). Ativagdo de
CGSs em uma unidade do soma-CGS (soma de um neurénio GRD com seu envelope CGSs)
podem influenciar outros somas de neurdnios proximos dentro do ganglio, tendo sido verificada
a ocorréncia de despolarizacdo (MANDGE et al., 2019; HANANI; VERKHRATSKY, 2021;
WANG et al., 2021). As interagdoes entre CGS e neurdnios e suas consequéncias na
excitabilidade neuronal s3o uma das pesquisas mais recentes que enfocam o campo da dor, pois
nos ultimos dez anos o nimero de artigos sobre o papel que essas células desempenham na
atividade neuronal tem aumentado significativamente (RUIZ-SOTO, 2020).

Os receptores N-metil-D-aspartato (NMDAr) sdo canais i0nicos glutamatérgicos
amplamente expressos no sistema nervoso central (SNC) que desempenham papéis importantes
na transmissao sinaptica excitatéria (AHMED et al., 2020). H4 um envolvimento especifico de
NMDA, sugerindo entdo que a ativagdo de NMDAr no GRD desempenha um papel importante
na hiperalgesia inflamatoria periférica (FERRARI er al, 2014). Experimentos in vitro
mostraram que a sensibilizacao induzida por NMDA de neur6nios GRD cultivados depende da
ativacdo de células satélite e dessas mesmas subunidades NMDAr. Assim, sugerindo que a
sensibiliza¢do do nociceptor inflamatorio mecéanico ¢ dependente da liberagcdo de glutamato no
GRD e posteriormente da ativagdo do NMDAr nas células gliais satélites, apoiando a ideia de
que a hiperalgesia periférica ¢ um evento modulado por um sistema glutamatérgico no GRD
(LEIGUARDA et al., 2020).

Ha estudos que demonstram que CGSs expressam NMDAr funcional bem como

indicam que a magnitude da resposta NMDA de CGSs e neurdénios GRD ¢ modulada pelas
10



interagdes entre estas células (FERNANDEZ-MONTOYA et al., 2017). No SNC, a estimulagio
de um neurodnio glutamatérgico leva a liberagao do seu respectivo neurotransmissor, que se liga
aos seus receptores de tipo NMDA. Com a ativagdo do NMDA, o célcio ¢ entdo capaz de entrar
no citoplasma do neuroénio pos-sinaptico resultando ativagcdo enzima o6xido nitrico sintetase
(NOS) ¢ na sintese do Oxido Nitrico (NO). Assim o NO sintetizado deixa o neurdnio pos-
sinaptico por difusdo direta pela membrana da célula. O NO desempenha um papel como
mensageiro retrégrado, difundindo-se do neurdnio pods-sinaptico e retornando para o neurénio
pré-sindptico onde ativa a enzima guanilato ciclase. A guanilato ciclase catalisa a reagdo que
produz guanosina monofosfato ciclica (GMPc). A GMPc, por sua vez, desencadeia o processo
que resulta na liberagdo do glutamato e o ciclo se repete (PARK ef al., 2020; PEREZ-NERI et
al., 2020). Ha dados, sobre estudos realizados nas patas traseiras de ratos wistar, que sugerem
que a ativacao de nNOS (neuronal NO sintase) e a via da l-arginina / NO / GMPc ¢ importante
para a via periférica sensacao de dor e esta via contribui para o efeito antinociceptivo da
cetamina (substancia amplamente utilizada para pré-medicacdo, analgesia pds-operatoria,
sedagdo e inducdo e manutencao da anestesia geral) (SNEDDON, 2018; GOMES et al., 2020).

O oxido nitrico ¢ um provavel mensageiro entre neurdnios e CGS, ja que foi observado
que o NO liberado pelos neurdnios, apés lesdo nervosa, atua sobre as CGS provocando o
aumento da expressao da guanilato ciclase, que catalisa formagao da guanosina-monofosfato
ciclico (FELDMAN-GORIACHNIK; HANANI, 2021). Estudos mostraram que o NO
desempenha um papel importante na propagacdo de sinais de neurénios para CGSs em GRD,
que podem sinalizar de volta para os neurdnios e aumentar sua excitabilidade. Outros autores
verificaram que o NO induz mudangas que parecem contribuir para a hiperexcitabilidade
neuronal, sendo provavel que seja um fator importante na hiperalgesia em modelo do estudo de
dor inflamatdria (BELZER; HANANI, 2019).

Diante da emergéncia dos casos que envolvem a dor sobre a populagdo mundial, a
compreensdo da modulagdo da mesma em nivel periférico pode permitir o desenvolvimento de
farmacos de acdo analgésica que nao atuem no SNC e, desta forma, tenham menor chance de
inducdo de efeitos adversos. Experimentos ainda nao publicados do nosso grupo de pesquisa
mostram que a ativagdo de receptores NMDA em células satélites induz despolarizagdo dos
neuronios em culturas de GRD de ratos. Deste modo, estudar os efeitos do NO na comunicagao
glutamatérgica entre nociceptores e células satélites de ganglios sensoriais se faz de suma

importancia para compreender os mecanismos da dor.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Via de transmissido da dor

A fisiopatologia da dor ¢ uma divisdo dentro dos estudos das bases fisioldgicas das
sensagoes. Dentre muitos estimulos que o cérebro recebe, existe uma categoria especial que nos
causa sensacoes desagradaveis: a dor. Ao longo dos anos, a definigdo de dor sofreu inumeras
alteragdes, o que se faz cabivel por se tratar de um campo amplamente complexo, que envolve
além dos aspectos fisioldgicos e patologicos, também abrange as experiéncias individuais e até
mesmo culturais. Sendo assim, a definicdo atual de dor estabelecida pela International
Association for the Study of Pain (IASP) consiste na dor ser uma experiéncia sensitiva e
emocional desagradavel associada ou relacionada a lesdo real ou potencial dos tecidos (RAJA
et al., 2020). A dor faz parte do cotidiano e, quando nao esta presente, constitui fator relevante
na disfun¢ao fisiologica, com sérias consequéncias para a seguranca do individuo. O tema dor
¢, portanto, de grande interesse tanto na elucidacdo de sua etiologia quanto nos procedimentos
que visam ao seu controle.

A via de transmissao da dor esté relacionada com a nocicepcao que € um fendémeno pelo
qual ocorre a codificacdo dos estimulos nocivos ou potencialmente nocivos, resultando em dor.
Esses estimulos sdo detectados na periferia por terminagdes nervosas chamadas nociceptores,
que, quando ativadas, enviam informagdes de agressio ao SNC (PATEL, 2010). Os
nociceptores sao terminacdes nervosas aferentes primarias que convertem uma variedade de
estimulos (quimicos ou mecéanicos) em impulsos nervosos que as estruturas do SNC interpretam
para produzir a sensagdo de dor. As terminagdes nervosas dos neuronios aferentes primarios
nociceptivos expressam receptores € canais 10nicos que sao ativados ao sofrerem determinado
nivel de estimulos. Esses receptores e canais realizam entdo a transdugdo dos estimulos em um
potencial de acdo, por meio da despolarizacao de canais i6nicos que, quando alcangam o limiar
de excitabilidade, desencadeiam a abertura dos canais sodio dependentes de voltagem,
propagando assim o impulso (MACHADO, 2006).

Existem classificagcdes que se referem a constituigdo da terminacdo nervosa desse
nociceptor, sendo dois tipos de fibras nervosas: nervos de pequeno diametro, ndo mielinizados,
que conduzem lentamente o impulso nervoso, designados fibras C, e nervos de maior didmetro,
ligeiramente mielinizados, que conduzem impulsos nervosos mais rapidamente designados
fibras Ad. Os nociceptores de fibra C respondem de forma polimodal aos estimulos térmicos,
mecanicos € quimicos; € os nociceptores de fibra Ad sdo de dois subtipos e respondem aos

estimulos mecanicos ¢ mecanotérmicos (GUYTON; HALL, 2006).

12



Tais fibras nervosas aferentes primarias possuem corpos celulares localizados nos GRD
ou nos GT. Os neurdnios nociceptivos primarios que se encontram no GRD realizam sinapse
com neurdnios de segunda ordem no corno dorsal da medula espinal (Figura 1). A informacgao
nociceptiva ¢ transmitida para centros superiores através dos tratos espinotaldmicos e
espinorreticulares contralaterais, que estdo localizados na substancia branca anterolateral da
medula espinal. Os ax0nios mediais e laterais do trato espinotaldmico terminam
respectivamente nos nicleos medial e lateral do tdlamo e, a partir deste ponto projetam-se para
os cortices somatossensoriais primario e secundario, a insula, o cortex cingulado anterior e o
cortex pré-frontal. Estas areas desempenham vérios papéis na percep¢ao da dor (STEEDS,

2009).

Encéfalo

1

MNeurénio

sensorial —\
z"'.- T — —y, -~

Ganglio simpatico

Medula espinal Naurdnio : |

pré-ganglionar
//f_’ AR Vaso

l — sanguineo
Neurénio

pds-ganglionar

Figura 1: Via de transmissao da dor. Posi¢ao dos ganglios da raiz dorsal (GRD) nas vias
sensoriais que levam da pele ao cérebro. Um ganglio simpdtico paravertebral também ¢
indicado. Adaptado de Hanani e Spray (2020).

2.2 Ganglio da Raiz Dorsal

O GRD ¢ uma estrutura critica na transdu¢do modula¢ao sensorial, incluindo a
transmissao da dor. O GRD se encontra localizado dentro da bainha dural com apenas uma fina
camada de liquido cefalorraquidiano (LCR), ¢ uma estrutura bilateral encontrada em todos os
niveis vertebrais situados nos forames intervertebrais, exceto os GRD sacrais, localizados
dentro do canal vertebral, e os GRD coccigeos, que estdo intradurais (DEVOR, 1999). O GRD
¢ um alargamento da raiz dorsal que abriga os somas (corpos celulares) de neurdnios sensoriais

primarios e conta com até¢ 15.000 neurdnios presentes. Os neurdnios do GRD sao de natureza
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pseudounipolar; um Gnico axonio se projeta do corpo celular e se bifurca na jungdo em T tUnica.
A porgao periférica do axonio estende-se até as terminagdes dos receptores na periferia e ¢
responsavel pela sinalizagdo aferente. A porcao central do axonio se estende até o SNC e mostra
arborizacdes axonais consideraveis na medula espinhal, terminando em sinapses ipsilaterais ou
neuronios contralaterais de ampla faixa dindmica, redes de interneurdnios inibitdérios e outros
alvos no corno dorsal (LEIJNSE; D'HERDE, 2016). Os ax6nios dos neurdnios sensoriais
primarios facilitam a comunicag¢do sindptica com os neurdnios na substancia cinzenta espinhal;
esses sinais sdo entdo modificados por neurdonios de segunda e terceira ordem e por
interneurdnios inibitoérios (WILTSE, 2000). Os neurdnios sensoriais primdrios do GRD
envolvidos na dor sdo principalmente do tipo C e Ad (POPE et al., 2013).

Os neurdnios GRD tém propriedades de membrana especializadas e sdo separados uns
dos outros dentro dos ganglios. Quase todos os seus neurdnios GRD sofrem excitagdo
subliminar durante a ativa¢ao de outros corpos celulares, sendo esse processo chamado de
"despolarizagdo cruzada" do GRD. Até 90% dos neurdnios GRD despolarizam quando a
estimulacdo ¢ aplicada aos axdnios de neuronios GRD vizinhos que compartilham o mesmo
ganglio (UTZSCHNEIDER et al., 1992). O GRD ¢ uma estrutura critica na transdugdo e
modulacdo sensorial, incluindo a transmissdo da dor e a manutencdo de estados de dor
neuropatica persistentes. Caracteristicas Unicas, como organizacdo somatica seletiva,
caracteristicas de membrana e localizagao acessivel e consistente tornam o GRD um alvo ideal
para neuromodulagdo. Visto que a estimulagdo GRD recruta diretamente o soma de neurénios
sensoriais primdrios, ¢ diferenciado de estimula¢do da medula espinhal, estimulagdo nervosa

periférica e outras opgdes de neuromodulagao (ESPOSITO et al., 2019).

2.3 Células Gliais Satélites

As células gliais, antes consideradas células de suporte de neurdnios, agora sao
reconhecidas como participantes ativas na formagao e fung¢do dos circuitos cerebrais normais
(ALLEN; BARRES, 2009). As células gliais satélite (CGSs) sdo células gliais proeminentes no
sistema nervoso periférico (SNP). Estas sdo encontradas nao apenas na glia sensorial (GRDs e
GTs), mas também nos ganglios simpaticos e parassimpaticos. CGSs sdo caracterizadas por
finas bainhas celulares que circundam os neurdnios individuais. Surpreendentemente, a lacuna
do espaco extracelular entre a bainha de CGS e a membrana plasmatica neuronal associada
mede apenas 20 nm, permitindo interagdes proximas e sinalizacdo eficaz entre neuronios e

CGSs (Figura 2) (LEE; KIM, 2020).
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Figura 2: Relacao entre CGS e nociceptores. a. Complexidade da comunicacdo entre CGS e
nociceptores. O axonio do neurdnio 1 (N1) ¢ lesado, o que induz o disparo de potenciais de
acao no corpo celular. Isso causa a liberagao de ATP do neur6nio, que atua nas CGSs elevando
o Ca*" intracelular, que por sua vez as induz a liberar ATP (e outros fatores, incluindo citocinas).
O aumento das juncdes comunicantes entre as CGSs facilita a disseminagao do IP3 dentro das
CGS:s acopladas, o que aumenta o célcio intracelular nessas células. A combinagdo do aumento
da sensibilidade ao ATP e o aumento do acoplamento por jungdes comunicantes promoverao a
propagacao de ondas de calcio, resultando na excitacdo de N2. b. Despolarizagdo cruzada no
GRD. Adaptado de Hanani e Spray (2020).

As células da glia desempenham papéis importantes na funcdo do SNC nos estados de
saude e doenca e mantém comunicagdo bidirecional com os neuronios. As células da glia
expressam receptores para substincias liberadas pelos neuronios, principalmente o ATP,
atuando nos receptores purinérgicos (FIELDS; BURNSTOCK, 2006). As células da glia
também liberam substancias bioativas, incluindo ATP, glutamato e citocinas, como fator de
necrose tumoral (TNF), IL-1B (Interleucina 1 beta) e fractalcina, que permitem que elas se
comuniquem entre si € com neurdnios adjacentes (VERKHRATSKY; NEDERGAARD, 2018).
A maioria dos estudos sobre dor e tratamentos para ela se concentraram nos neurdnios, mas foi
proposto que as CGS participam da gera¢do e manutengdo da dor e podem servir como alvos
mais adequados para a terapia da dor. Essa visdo foi apoiada por estudos de modelos de dor em
animais, mostrando que a microglia espinhal e os astrocitos sao essenciais para a hiperalgesia
(WATKINS; MAIER, 2003).

As ideias sobre a glia do SNC e a dor levaram a pesquisa sobre o possivel papel das
CGSs nos ganglios sensoriais na dor. Verificou-se que o dano ou inflama¢do do nervo ativa
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CGSs em ganglios sensoriais. Isso incluiu regulagao positiva da proteina glial fibrilar acida
(GFAP) do marcador de astrdcitos, aumento da for¢ca de acoplamento entre CGSs, regulacao
negativa dos canais Kir4.1 em CGSs e aumento da sensibilidade das CGSs ao mediador da dor
ATP (WARWICK; HANANI, 2013; TANG et al., 2010; VIT et al., 2008). As CGSs ativadas
liberam citocinas pro-inflamatorias IL-1B, IL-6, TNF e fractalcina, que podem atuar nos
neurdnios e aumentar sua excitabilidade e disparo (SOUZA et al., 2013).

Estudos indicam que diferentes sindromes de dor compartilham uma cadeia de eventos
bastante semelhante que conecta as alteracdes nas CGSs a dor. Essencialmente, a lesdo do nervo
leva a liberagao de 6xido nitrico, que induz a ativagao do CGS. As CGSs, por sua vez, liberam
compostos que levam a hiperexcitabilidade neuronal e a dor. As ondas de célcio intracelular
desempenham um papel importante neste esquema (BELZER; HANANI, 2019).

A compreensdo das fungdes das CGSs e sua estreita interacdo com 0s neuronios ¢
crucial. Esse contato desempenha um papel fundamental no controle da homeostase neuronal,
porém, ainda ha muito a ser descoberto nessa area. Embora haja mais informacdes sobre as
alteragdes que ocorrem nas CGSs dos ganglios sensoriais ap6s lesdes nervosas, assim como seu
envolvimento na dor, ainda ha muito que ser descoberto. No entanto, surgem dados promissores
sobre o seu papel na regulacdo da transmissdo sindptica nestes ganglios (HANANI; SPRAY,

2020).

2.4 Comunicacio glutamatérgica

O glutamato ¢ o principal neurotransmissor excitatorio do SNC e o neurotransmissor
mais abundante no cérebro. Ele ¢ armazenado dentro de vesiculas nos terminais axonicos e
liberado por exocitose com o influxo de cations de célcio. Os receptores glutamatérgicos sao
divididos em dois grandes grupos: os ionotrdpicos € os metabotropicos. Os receptores
glutamatérgicos ionotropicos podem ser de trés tipos: NMDA, acido-amino3-hidroxi-5-metil-
isoxazol-4-propionico (AMPA) e cainato (KA). (ZHOU; DANBOLT, 2014). A
neurotransmissdo mediada pelos iGluRs (receptores ionotropicos de glutamato) € rapida, pois
afeta diretamente o fluxo de ions (principalmente Na* e Ca®") e, consequentemente, o estado
eletroquimico da membrana pos-sinaptica (BOWIE, 2008).

Os receptores NMDA se localizam na membrana pds-sindptica de sinapses excitatorias
e exibem maior permeabilidade ao Ca** do que os receptores AMPA e KA, caracteristica que
lhes confere um papel mais ativo em mecanismos neurotoxicos. Os receptores NMDA sao
formados pela combinagao de uma subunidade NR1 com um dos 4 subtipos da subunidade NR2

(NR2A-D) e em alguns casos, com uma subunidade NR3. Quando a membrana pos-sinaptica
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esta em seu potencial de repouso, os canais NMDA encontram-se bloqueados por um ion
magnésio (Mg>") que impede que ocorra o influxo de Ca** para o terminal pés-sindptico. No
entanto, sob despolarizacdo pos-sinaptica, os ions Mg?" sdo expulsos dos canais NMDA, o que
permite o influxo de Ca*" a favor de seu gradiente de concentracdo (PINHEIRO; MULLE,
2008).

A presenca continua de estimulos nociceptivos desencadeia um aumento na atividade
neuronal no corno dorsal da medula espinhal, levando a sensibilizagdo das fibras C. Durante a
inflamagao, o nimero de receptores NMDA nas fibras nervosas periféricas aumenta, o que pode
contribuir para a sensibilizacdo periférica em casos de lesdes teciduais (PETRENKO et al,
2003). A transmissao glutamatérgica no sistema nervoso periférico tem sido sugerida, dado que
os neurdnios sensoriais primarios de pequeno didmetro, muitos dos quais sdo nociceptivos,
expressam glutamato e receptores de glutamato. A ativacdo desses neurdnios leva a liberagao
de glutamato em seus terminais central e periférico e por conseguinte a nocicepcao (DENG et
al., 2019).

Os NMDAr localizados nas membranas sinapticas da medula espinhal desempenham
um papel importante na dor neuropatica e na dor pos-operatoria devido a plasticidade neuronal
e sensibilizacdo central. Os NMDAr também sdo expressos em estruturas no GRD, sugerindo
um papel potencial dos NMDAr no processamento da dor na periferia (BLEAKMAN et al.,
2006). Tal estrutura apontado por estudo sdo as CGSs que possuem NMDAr, deste modo ¢
possivel que esses mediadores neuronais também participem da despolarizagao cruzada entre o
nociceptor e as CGSs (FERRARI et al., 2014). Entretanto, 0 mecanismo exato pelo qual as
células satélites ativadas por glutamato influenciam a excitabilidade neuronal e contribuem para

a transmissao de estimulos dolorosos nado esta totalmente esclarecido.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

O presente estudo tem como objetivo avaliar o envolvimento do 6xido nitrico (NO) na
comunicacao glutamatérgica entre neuronios e células satélites gliais nos ganglios da raiz dorsal
de ratos.

3.2 Objetivos Especificos

1) Sera avaliado o efeito na despolarizagdo de neuronios aferentes primarios resultantes da
ativacdo de receptores NMDA (250 mM) em células satélites gliais em culturas primarias de

ganglio da raiz dorsal de ratos.

1.1) Avaliar o efeito do L-NAME (100 M), um inibidor ndo especifico da enzima 6xido
nitrico sintetase, sobre a despolarizacdo induzida por administracio de NMDA em

culturas de GRD.

1.2) Avaliar o efeito do Nitroprussiato de Sddio, um doador de 6xido nitrico sobre o
potencial de repouso de neurdnios nociceptivos primarios. Sera feita uma curva-dose

resposta utilizando inicialmente as concentragdes de 10 uM, 100 uM e 1 mM.

2) Sera avaliado o efeito do bloqueio da enzima 6xido nitrico sintase nos ganglios da raiz dorsal,
através da inje¢do intratecal de L-NAME, em testes comportamentais nos quais a participacao
do glutamato no géanglio da raiz dorsal ja ¢ conhecida. No caso, serdao utilizados os testes da
capsaicina e de hiperalgesia mecanica induzida por inje¢do de carragenina, ambos na pata de

ratos.

2.1) Avaliar o efeito da administragdo de veiculo ou L-NAME (100 uM e 1 mM, em 10

pl, via intratecal) 15 minutos antes da administracdo de capsaicina na pata de ratos.

2.2) Avaliar o efeito da administracdo de veiculo ou L-NAME (100 uM e 1 mM, em
10 pl, via intratecal) ap6s 2h45min da administragdo de carragenina na pata dos animais,
sendo este tempo 15 minutos antes da avaliacdo da sensibilizagdo mecanica induzida

por carragenina.
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4. METODOLOGIA

4.1 Aspectos éticos
O presente estudo é aprovado pela Comissao de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA)

da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) sob o protocolo n° 23117.086099/2022-31.

4.2 Animais

Os animais utilizados para as culturas celulares foram ratas Wistar possuindo 80-100 g
de massa corporal inicial e por volta de 5 semanas de idade. Para os experimentos
comportamentais de hiperalgesia inflamatoria foram utilizados ratos Wistar machos de 180 a
200 g. 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 a4gua e a ragao.

4.3 Experimentos in vitro

4.3.1 Coleta de ganglios da raiz dorsal

Os ganglios da raiz dorsal foram colhidos das regides toracica e lombar (em torno de 12
a 14 ganglios por animal). Para isso, primeiramente os animais foram anestesiados em ambiente
fechado com o anestésico geral Isoflurano 5% por via inalatoria através do sistema de anestesia
inalatoria da Bonther, em seguida foram decapitados e colocados em posicdo vertical para a
exsanguinacao. Com a retirada da pele do dorso do animal, exposi¢do da coluna vertebral e
seccoes das vértebras, os ganglios foram coletados e colocados em placas de cultura em solugao

salina de Hank’s estéril com 10 mM de tampao HEPES.

4.3.2 Cultura celular primaria

As culturas de GRD seguiram protocolo descrito por Linhart e colaboradores (2003),
entretanto com algumas alteracdes.

As células foram dissociadas enzimaticamente por incubacdo a 37°C durante 60
minutos em solu¢ao Hanks/Hepes contendo 0,28 U/ml de colagenase e depois por 20 minutos
em solu¢do contendo 0,25 mg/ml de tripsina. Os ganglios foram lavados em meio DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1 mL de penicilina/estreptomicina. As células
foram dissociadas mecanicamente utilizando uma pipeta Pasteur de vidro, e entdo cultivadas
em placas de cultura cobertas com Matrigel ¢ mantidas em estufa de cultura com atmosfera

umida de 5% de CO2 a 37°C por 72h.
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4.3.3 Microscopia Confocal

Apbs 72 horas, as culturas foram incubadas com indicador fluorescente para avaliacdo
de potencial de membrana (DiBAC4(3), 10 uM), este indicador permaneceu na solucio de
trabalho durante todo o experimento, pois 0 movimento da molécula através da membrana,
devido ao seu gradiente eletroquimico, indica as variagdes do potencial de membrana
(YAMADA et al., 2001). Posteriormente foram levadas para o microscopio confocal onde
foram administradas as substincias a serem testadas, Nitroprussiato de Sodio, L-NAME,
NMDA, veiculo (solu¢do Hanks/HEPES). A administracdo das drogas se deu através da adigao
de 10 pl de uma solugdo com 10X a concentracdo final desejada em um volume de 90 ul de
solu¢do na placa de cultura. A fluorescéncia emitida pelas células foi avaliada através de séries
temporais de 5 minutos de duracdo obtidas através da microscopia confocal. As imagens foram

registradas e analisadas utilizando o software de imagens livre e gratuito ImageJ (NIH).

4.3.4 Diluicoes e grupos

Os reagentes utilizados neste trabalho sdo respectivamente: Nitroprussiato de Sodio, L-
NAME, NMDA, veiculo e a solucdo Hanks/HEPES utilizada para o acondicionamento das
culturas celulares durante a performance dos experimentos. A disposi¢dao dos grupos ocorreu
segundo os tipos de tratamento e as quantidades de placas para cada tratamento. O efeito do NO
sobre o potencial de repouso de neurdnios foi avaliado através da utilizacdo do doador
Nitroprussiato de Sodio (NPS). Durante a aquisi¢d@o de imagens da cultura, foram adicionadas
com as seguintes solugdes: veiculo (solugdo Hanks/Hepes), NPS 10 uM, 100 uM e 1 mM
(PARK et al., 2014). A quantidade de células neuronais observadas estd contida na tabela 1. Os

efeitos sobre o potencial de membrana foram avaliados durante 5 minutos.

Tabela 1 — Quantidade de células para avaliagdo do efeito do Nitroprussiato de Sodio (NPS) sobre o potencial

de repouso de neurdnios sensoriais primarios

Tratamento Veiculo NPS10uM  NPS 100 uM  NPS ImM Capsaicina

Numero de 34 27 44 42 147
Células
Fonte: De autoria propria.

Os ensaios para avaliar os efeitos da inibicdo da NOS foram realizados através da
incubagdo por 5 minutos com veiculo (Hanks/Hepes) ou L-NAME (100 uM) previamente a
administracdo de NMDA 250 mM junto com o co-agonista glicina (10 uM). A dose de L-
NAME utilizada foi determinada de acordo com experimentos de outros autores (ARORA et

al., 2007; FELDMAN-GORIACHNIK; HANANI, 2021). A quantidade de células neuronais
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observadas esta contida na tabela 2.

Tabela 2 - Quantidade de células para avaliacdo do efeito da inibicdo da NOS sobre a despolariza¢do induzida

por NMDA em neurdnios nociceptivos.

Tratamento Veiculo NMDA  Capsaicina KCl L-NAME L-NAME+ L-NAME+ L-NAME+
NMDA Capsaicina KCl

Numero de 34 37 37 37 36 36 26 40
Células
Fonte: De autoria propria.

Ao final de cada experimento foi realizado um controle positivo pela administracao de
capsaicina (10 uM) em uma série de imagens de 3 minutos. capsaicina. A capsaicina foi
administrada como um controle positivo, visto que ativa receptores TRPV 1, que sdo receptores
para calor caracteristicos da fibras C nociceptivas (JULIUS, 2013). O receptor TRPV1 ¢ um
canal permeavel a sédio e calcio e produz despolarizacdo neuronal intensa. Este controle

permite a identificacdo dos neurdnios nociceptivos viaveis na cultura.

4.4 Experimentos in vivo

4.4.1 Teste de nocicepcao induzido por capsaicina

O teste da capsaicina foi proposto por Sakurada et al. (1992), para o estudo de compostos
que atuam sobre a dor neurogénica. A injecdo de capsaicina induz a estimulagdo direta dos
neurdnios nociceptivos e causa a liberacao de varios neuropeptideos envolvidos na transmissao
dolorosa. Foi demonstrado que a capsaicina induz a nocicep¢do durante um periodo de 5
minutos, comecando imediatamente apos a inje¢do e desaparecendo completamente aos 10
minutos. Assim, foi realizada uma inje¢ao intraplantar subcutanea de 50 pl contendo 10 pg de
capsaicina na pata traseira direita de dois grupos experimentais de animais tratados e grupo
controle. Ocorreu a administragdo da inje¢@o intraplantar subcutanea de de 50 pL contendo 10
ng de capsaicina apos 15 minutos da injecdo intratecal de L-NAME 100 uM, L-NAME 1 mM
ou veiculo (SpuL de salina estéril) de acordo com o grupo experimental. Cada grupo
experimental contou com 6-7 animais. Nos trés grupos experimentais os ratos foram observados
por 5 minutos e registrado o nimero de vezes que o animal produziu uma resposta caracterizada

como nociceptiva, sendo a sacudida (“flinch) ou lambida na pata afetada.

4.4.2 Teste de hiperalgesia inflamatoria induzido por carragenina
A sensibilidade mecéanica por meio de um anestesiometro eletronico (Von Frey
eletronico Insight), que consiste em um transdutor de pressdo conectado a um contador digital

de forca expressa em gramas (g). O contato do transdutor de pressdo a pata dos animais ¢
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realizado por meio de uma ponteira Universal Tips1OmL (T-300, Axygen) adaptada ao
aparelho. Os animais foram colocados em caixas de acrilico, cujo assoalho ¢ uma rede de malha
igual a 5 mm2 constituida de arame ndo maleavel de 1 mm de espessura. Espelhos foram
posicionados 25 cm abaixo das caixas de experimentagdo para facilitar a visualizagdo das
plantas das patas dos animais. Foi aplicada, por entre as malhas da rede, uma pressao
linearmente crescente no centro da planta da pata do rato até que o animal produza uma resposta
caracterizada como sacudida (“flinch”) da pata estimulada. O reflexo de retirada da pata ¢
considerado representativo do limiar de sensibilidade mecanica, ou seja, a forca necessaria
aplicada a pata para que induza uma resposta aversiva a um estimulo nocivo (Limiar
Nociceptivo de Retirada da Pata - LNRP). A intensidade de hipernocicep¢do ¢ quantificada
como a variagdo na pressao obtida antes e apos o experimento, em gramas. O LNRP foi avaliado
antes e ap0s 3 horas da administragdo intraplantar de carragenina (pata direita traseira utilizando
uma seringa BD Ultra-fine II; 100 pg/ 50 pL). A injecdo intratecal de veiculo (10 pL de salina),
L-NAME 100 uM, L-NAME 1 mM (50 pg/ 10 pL) foi realizada duas horas e quarenta e cinco
minutos apos a inje¢do de carragenina, ou seja, 15 minutos antes da avaliagdo do LNRP. Cada
grupo experimental contou com 5-6 animais. Para reducgao do stress, os ratos foram habituados

ao equipamento 1 dia antes da execucdo dos experimentos.

4.5 Analise estatistica

Para os testes in vitro foram avaliadas as variagdes maximas de fluorescéncia em cada
neuronio ou cé€lula glial testada. Para os testes in vivo os resultados foram por média e erro
padrdo, resultantes da analise do indice de dor da contagem manual de flinch ou lambidas. Para
ambos os testes foram comparadas as médias dos valores obtidos através dos testes t, para duas
médias comparadas, ou por ANOVA, para mais de duas médias comparadas. O nivel de

significancia foi estabelecido em 5%.
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5. RESULTADOS

5.1 Experimentos in vitro

Com o intuito de verificar o efeito do NO sobre a despolarizagdo de neurdnios
nociceptivos primarios em culturas de ganglio da raiz dorsal de ratos, foram realizados
experimentos utilizando o doador Nitroprussiato de S6dio (NPS) nas concentracdes de 10 uM,
100 uM e 1 mM. Na imagem representada pela Figura 3 obtida através de microscopia confocal
¢ possivel observar um aumento de fluorescéncia em decorréncia da concentragdo de 1 mM de
NPS. O grafico apresentado na Figura 4 mostra que administracdo do doador do NO na
concentracdo de 1 mM induziu despolarizacdo neuronal significativa (0,18 £+ 0,02), quando
comparado com o veiculo (-0,03 = 0,005) enquanto nao houve efeito com as concentragdes

menores.

Figura 3: Variacio da fluorescéncia induzida por Nitroprussiato de Sédio em células do
GRD. Imagens confocais de células GRD primdrias incubadas com DiBAC4(3). (A)
Fluorescéncia basal de células GRD. (B) Aumento na fluorescéncia observado 5 minutos apos
a administracdo de NPS (1 mM).
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Efeito do Nitroprussiato de Soédio (NPS) sobre o potencial
de repouso de neurdnios nociceptivos primarios
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Figura 4: Efeito do Nitroprussiato de Sodio (NPS) sobre o potencial de repouso de
neurdnios sensoriais primarios. O potencial de repouso neuronal foi avaliado através de
mudangas na fluorescéncia emitida pelo indicador DiIBAC4(3). Esta sendo mostrada a alteracao
de fluorescéncia induzida por administracao de veiculo (Hanks) ou NPS (10 uM, 100 uM ou 1
mM) durante 5 minutos. Dados mostrados como média + EPM. * p<0,0001 comparado ao grupo
veiculo, ANOVA seguida por teste de Dunnett's.

A Figura 5 mostra o efeito da administracdo do doador de NO na despolarizagao
induzida pela capsaicina. A capsaicina foi administrada apos a administragdo de NPS como um
controle positivo. Deste modo, a ativacao por capsaicina pode ser utilizada para identificar os
neurdnios nociceptivos viaveis na cultura. A administracdo de NPS ndo alterou a resposta a

capsaicina nos neurénios nociceptivos.
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Efeito do Nitroprussiato de Sédio (NPS) sobre a acao
da Capsaicina em neurdnios aferentes primarios
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Figura 5: Efeito do Nitroprussiato de Sodio (NPS) sobre a acdo da Capsaicina em
neurdnios aferentes primarios. O potencial de repouso neuronal foi avaliado através de
mudancas na fluorescéncia emitida pelo indicador DiBAC4(3). Est4 sendo mostrada a alteragao
de fluorescéncia induzida por administracdo de Capsaicina (100 uM) como controle positivo
para sele¢ao dos neurdnios nociceptivos previamente tratados com NPS (10 uM, 100 uM ou 1
mM) durante 5 minutos. Dados mostrados como média = EPM. Realizado ANOVA.

Foram realizados ensaios para avaliar os efeitos de um inibidor da sintase de 6xido
nitrico, o L-NAME, sobre a despolarizacdo induzida por administragdo de NMDA em
neurdnios nociceptivos primarios em culturas de ganglios da raiz dorsal de ratos. No gréafico
apresentado na Figura 6 ¢ possivel observar que a administracdo do inibidor da NOS produziu
inibiu a despolarizagdo neuronal induzida por NMDA (-0.07 = 0.03) quando comparado ao
grupo NMDA (0,15 £ 0,04). Foi possivel observar um aumento significativo na fluorescéncia
quando a capsaicina foi adicionada ao meio com L-NAME (0,60 + 0,06) em comparacao ao
veiculo (-0,02 + 0.03), ou seja, o L-NAME nao reduziu a despolarizagdo induzida por
capsaicina. De forma semelhante, a presen¢a do L-NAME nao reduziu o efeito do KCI (30 mM)
(0,22 £ 0,01) em comparacgao ao veiculo (-0,02 + 0.03). Embora a anélise do grafico sugira que

os efeitos da capsaicina e do KCl sejam maiores na presenca do L-NAME, temos que considerar
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que ambas as substancias utilizadas como controle positivo foram administradas depois da
administracdo de NMDA. Considerando que o NMDA induziu uma despolarizagao nas células
que ndo estavam tratadas com L-NAME, estas células apresentavam uma fluorescéncia basal

maior que aquelas nao tratadas com o inibidor de NOS.

Efeito da inibicdo da NOS sobre a despolarizagao induzida
por NMDA em neurdénios nociceptivos
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Figura 6: Efeito da inibicido da NOS sobre a despolariza¢ao induzida por NMDA em
neuronios nociceptivos. Variacdes na fluorescéncia emitida pelo indicador DiBAC4(3) em
neurdnios nociceptivos foram avaliadas utilizando administragao sequencial de veiculo (Hanks)
ou L-NAME (100 uM), seguida da administracdo de NMDA (250 uM), capsaicina (100 uM)
e por fim KCI (30 mM). Dados mostrados como média = EPM * p<0,001 comparado ao grupo
veiculo, ANOVA seguida por teste de Dunnett 's.

5.2 Experimentos in vivo

5.2.1 Teste de nocicepcio induzido por capsaicina

A capsaicina induz a nocicepcao através da estimulacdo dos neurdnios nociceptivos.
Deste modo, o intuito desse teste foi de avaliar o impacto da administracdo do L-NAME acerca
das respostas nociceptivas produzidas pelos animais. O L-NAME (100 uM ou 1 mM em 10 pl
de salina) foi administrado por via intratecal 15 minutos antes da injecdo intraplantar de

capsaicina. Importante salientar que substancias injetadas por via intratecal conseguem atuar
26



tanto no nivel da medula espinhal quanto nos ganglios da raiz dorsal. Nao houve diferenca
significativa no numero de reacdes nociceptivas entre os grupos de animais estudados, como

mostrado na Figura 7, ou seja, o L-NAME ndo afetou a nocicepgao induzida por capsaicina.

Teste de nocicepcgdo induzida por capsaicina
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Figura 7: Teste de nocicepciao induzida por capsaicina. As reagdes nociceptivas foram
avaliadas durante 5 minutos ap6s administracdo de capsaicina (10 ug em 50 pl, intraplantar).
L-NAME ou veiculo (salina) foi administrado por via intratecal (em 10 pul) 15 minutos antes da
administragdo de capsaicina. Esta sendo mostrada a média e EPM. Realizado ANOVA.

5.2.2 Teste de hiperalgesia inflamatoria induzido por carragenina

Foram realizados ensaios para avaliar o impacto da administracdo do L-NAME acerca
do limiar hipernociceptivo produzido pelos animais. O limiar de sensibilidade mecénica foi
avaliado em quatro momentos: basal, 1h30 depois da administracdo de intraplantar de
carragenina (10 pg em 50 pl), 3h e 4h30. L-NAME (100 uM ou 1 mM em 10 pl) de salina foi
administrado por via intratecal (em 10 upl) 2h45 minutos depois da administracdo de
carragenina. Nao houve diferenca significativa no limiar de sensibilidade mecanica entre os
grupos de animais estudados, como mostrado na Figura 8, ou seja, o L-NAME nao afetou a

hiperalgesia induzida pela carragenina.
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Figura 8: Teste de hiperalgesia induzida por carragenina. O limiar de sensibilidade
mecanica foi avaliado em quatro momentos: basal, 1h30 depois da administracdo de
carragenina (10 pg em 50 pl, intraplantar), 3h e 4h30. L-NAME ou veiculo (salina) foi
administrado por via intratecal (em 10 ul) 2h45 minutos depois da administracdo de
carragenina. Estd sendo mostrada a média e EPM. Realizado ANOVA.
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6. DISCUSSAO

Neste trabalho foi avaliado o envolvimento do NO na comunica¢do glutamatérgica entre
neurdnios aferentes primarios e células satélites gliais nos ganglios da raiz dorsal de ratos em
cultura e em testes comportamentais, com o intuito de estabelecer um uma melhor compreensao
dos mecanismos envolvidos neste processo. Neuronios e CSG em ganglios sensoriais mantém
comunicagdes bidirecionais que parecem ser mediadas por mensageiros quimicos. Trabalhos
nos ultimos anos estabeleceram que as interagdes neurdnio-CSG fazem parte desse
processamento, em particular apos lesdo nervosa, mas os mecanismos subjacentes sdo ainda
pouco compreendidos (FELDMAN-GORIACHNIK; HANANI, 2021). Estudo anterior do
nosso grupo sugere a participagdo de NMDAr presentes em CSGs no processamento da dor nos
GRDs (FERRARI et al., 2014). Neste estudo foi verificado que o bloqueio de receptores do
tipo NMDA nos ganglios da raiz dorsal de ratos inibe a hiperalgesia inflamatéria. Além disso,
verificou-se que a administragdo de NMDA em culturas de ganglios da raiz dorsal causa um
aumento de [Ca?*]i em CSGs e ndio em neurdnios, sugerindo uma importante participagio destas
células no processamento da hiperalgesia inflamatoria. Posteriormente, em resultados ainda nao
publicados, observamos que o bloqueio de NMDATr nos ganglios da raiz dorsal inibe também a
dor aguda em modelos que envolvem a ativacdo de fibras do tipo C. Os dados indicam que
durante a transmissao do sinal nociceptivo ocorre uma liberacao de glutamato nos GRDs o qual
ativa as CSGs e esta ativagdo possivelmente amplifique o sinal nociceptivo. Esta hipotese foi
reforgada quando observamos que a administragio de NMDA em culturas de GRD de ratos
induz uma despolarizacdo do potencial de repouso de neuronios nociceptivos (Figura 5).
Lembrando que a ativacdo de receptores NMDA se da nas CSGs, podemos inferir que esta
despolarizagdao neuronal ocorre de forma indireta.

Considerando a morfologia do GRD, temos que os corpos celulares dos neurdnios estao
recobertos por células satélites gliais que isolam um neurdnio de seus vizinhos. Deste modo, se
nossa hipdtese estiver correta e os neurdnios ativados liberarem glutamato através de seus
corpos celulares, este glutamato ira ativar receptores NMDA nas células satélites que o cobrem.
Esta ativacdo induz aumento de [Ca®']i nas CSGs e este ion pode atravessar jun¢des
comunicantes presentes nas junc¢des entre células satélites que recobrem neurdnios vizinhos,
assim como mostrado na Figura 2. Estas CSGs ativadas, por sua vez, irdo modular a atividade
neuronal dos neurdnios vizinhos através da inducao de despolarizagdo. Esta despolarizacao
cruzada foi observada por outros autores ha muito tempo (AMIR; DEVOR, 1996). Neste estudo
observou-se que ativagao de um neurdnio provocava uma despolariza¢ao de neurdnios vizinhos,

mas ndo estabeleceu o mecanismo responsavel por este processo. Deste modo, este trabalho
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anterior corrobora com a ideia de uma amplificacdo do sinal nos ganglios sensoriais e, em
conjunto com 0s nossos resultados, indica uma participacdo do glutamato e de NMDAr gliais
neste tipo de processamento. Por outro lado, falta ainda identificar o mediador envolvido na
despolarizagdo neuronal induzida apos ativacdo das células gliais. No presente estudo,
pretendemos avaliar a possivel participacdo do NO neste processo.

Em estudos anteriores foi verificado que o NO induz mudangas que parecem contribuir
para a hiperexcitabilidade neuronal, sendo provavel que seja um fator importante na
hiperalgesia em modelo do estudo de dor inflamatoéria (BELZER; HANANI, 2019). O
conhecimento do papel do NO em diferentes tipos de dor foi derivada principalmente de
experimentos em animais que visaram a observacao da expressdo das isoformas do NOS em
relacdo a um estimulo nociceptivo. A ideia de que a nNOS contribui para o papel do NO na
nocicepcdo ¢ apoiada pela observagdo de que sua expressdo ¢ rapidamente regulada em
neurdnios do corno dorsal da medula espinhal apds estimulagao nociva (MICLESCU; GORDH,
2009). Com base em nossa analise experimental observa-se a administracdo de um doador de
NO, o NPS, causou despolarizagdo nos neurénios nociceptivos do GRD de ratos, o que reforca
a possibilidade de participagdo do NO na regulacdo da excitabilidade neuronal. Este resultado
estd em concordancia com o resultado obtido por outros autores que também observaram
despolarizagdo neuronal apos administracdo do doador de NO (BELZER; HANANI, 2019).

Para avaliar o possivel efeito do NO produzido nos GRD, avaliamos tanto in vitro,
quanto in vivo, o efeito da administragdo de um inibidor ndo seletivo da NOS, o L-NAME na
despolarizagao induzida por NMDA em culturas primarias de GRD e em modelo de nocicep¢ao
e hiperalgesia inflamatoria. A administracio do inibidor da NOS, L-NAME, inibiu a
despolarizagdo neuronal induzida por NMDA, indicando assim uma interferéncia do NO na
comunicacdo glutamatérgica. Deste modo ¢ possivel que o NO desempenhe um papel como
mensageiro retrogrado no SNP, através das CGSs. Um papel semelhante foi anteriormente
verificado no sistema nervoso central, onde a ativagao de ativag@o de receptores NMDA resulta
em liberacdo de NO por astrocitos (PARK et al., 2020; PEREZ-NERI et al., 2020).

Outro resultado obtido que nos chama a atencao ¢ o aumento da despolarizagdao neuronal
induzida pela capsaicina quando j& havia sido previamente adicionado o L-NAME na cultura.
Deste modo ao invés do efeito do inibidor da NOS, L-NAME, ser de analgesia, esse resultado
sugere que houve um aumento da nocicep¢do. No entanto, precisamos considerar que a
capsaicina foi administrada ap6s a administragcdo de L-NAME e de NMDA. Portanto, os
neurdnios nociceptivos, na auséncia de L-NAME, haviam sido previamente despolarizados pelo

NMDA, o que pode interferir na resposta a capsaicina. Deste modo, novos experimentos

30



deverao ser conduzidos, utilizando apenas o L-NAME e a capsaicina, para determinar o efeito
do NO na ativagdo de receptores TRPV1 para capsaicina. Os mecanismos envolvidos na
nocicep¢do, bem como os efeitos antinociceptivos do NO ainda ndo estdo totalmente
caracterizados e trabalho consideravel ¢ necessario para elucidar o seu papel na transmissao
nociceptiva. E importante ressaltar que NO tem um duplo papel na regulagio dos processos de
dor, ou seja, pode mediar a nocicep¢ao ou induzir um efeito antinociceptivo (CURY et al.,
2011). Ja foi descrito anteriormente que a injecao subcutanea de NO em humanos induziu dor
(HOLTHUSEN; ARNDT, 1994), indicando um papel pronociceptivo para a atuacao do NO na
periferia. Contudo estudos também demonstram que o NO tem uma acao analgésica na periferia
sendo observado em humanos e animais (VENTURA et al., 2004; HAMZA et al., 2010). No
entanto, tal resultado observado pode estar relacionado com os niveis basais de NO (LOPEZ-
FIGUEROA et al., 2001). O NO ¢é um mediador amplamente utilizado na comunicacao celular
e em mecanismos de transducao intracelulares, seus efeitos dependem da concentragao, do local
de producgido e da isoforma de NOS ativada (NOMURA; KITAMURA, 1993).

Para avaliar a possivel participagdo do NO produzido nos ganglios da raiz dorsal na
nocicep¢ado, utilizamos a administra¢do intratecal do inibidor da NOS, o L-NAME, em dois
testes comportamentais nos quais a participa¢do da comunicagao glutamatérgica era conhecida.
O primeiro teste se tratou nocicepgao induzida por capsaicina e o segundo teste realizado foi o
teste de hiperalgesia induzido por carragenina, ambos em pata de ratos. Observamos na Figura
6 e na Figura 7 que a administracdo de L-NAME, nas concentragdes testadas ndo alterou as
reagdes nociceptivas no teste da capsaicina e nao afetou o limiar de sensibilidade mecanica na
hiperalgesia inflamatoria induzida por carragenina. Era esperado notar alguma diferenca pois
ha dados na literatura que demonstram que a hiperalgesia induzida por carragenina induz um
aumento de NO na medula espinhal de ratos (RIVOT et al., 2003). E encontrado na literatura
que moléculas administradas por via intratecal, que consiste na administracdo de drogas no
espaco subaracnoide, podem transpassar para os ganglios da raiz dorsal. Deste modo, drogas
injetadas por via intratecal atingem os neurdnios presentes na medula, mas também alcangam
os neurdnios aferentes primarios nos ganglios da raiz dorsal (FERRARI et al., 2007). No
entanto o fato de ndo ter sido possivel observar modificagdes mostra que tal passagem possa
ndo ter sido tdo efetiva, necessitando de mais testes intraganglionares, possibilitando que seja
analisado o efeito da inibigdo da NOS restrita ao GRD.

Em resumo, nossos resultados indicam a participagdo do NO na despolarizacao
promovida através da ativagdo de receptores NMDA em CSGs. Entretanto, mais experimentos

sdo necessarios para determinar o papel deste mediador na dor e na hiperalgesia.
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7. CONCLUSAO

Os resultados encontrados nesse estudo permitem concluir que:
A ativagdo de NMDAr em células satélites gliais produz despolarizacdo neuronal em
culturas primarias de ganglio da raiz dorsal de ratos.
O L-NAME (100 uM), um inibidor nao especifico da enzima 6xido nitrico sintetase, inibe
a despolariza¢do induzida por administragio de NMDA em culturas de GRD.
O Nitroprussiato de Sddio (1 mM), um doador de 6xido nitrico, induz despolarizagdo de
neurdnios nociceptivos primarios no GRD.
A administragdo de L-NAME por via intratecal, nas doses testadas, nao afetou a nocicepgao
induzida por capsaicina e a hiperalgesia mecanica induzida por inje¢do de carragenina,

ambos na pata de ratos.
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