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RESUMO

Esta pesquisa analisou o papel dos canais de potéssio sensiveis a ATP (Katp) na regulagdo
do potencial de repouso de neurdnios nociceptivos primarios e sua influéncia em modelos
de dor e hiperalgesia. O objetivo central do estudo foi analisar o impacto da glibenclamida
(um inibidor dos canais Katp) € do diazoxido (um ativador desses canais) na
excitabilidade neuronal in vitro ¢ na sensibilidade dolorosa em animais. Para tal, foram
conduzidos estudos em culturas primarias de ganglios da raiz dorsal (GRD) de ratos,
empregando microscopia confocal e o marcador fluorescente DiBAC4(3) para avaliar
mudancas no potencial de membrana. Ao mesmo tempo, experimentos comportamentais
analisaram a hiperalgesia mecanica provocada pela carragenina e a nocicep¢ao quimica
provocada pela capsaicina em ratos que receberam as drogas por via intratecal.

Os resultados in vitro indicaram que a glibenclamida, nas concentragdes testadas (1 uM,
10 uM e 100 uM), causou despolarizacao significativa do potencial de repouso neuronal
ao bloquear os canais Katp, reduzindo a entrada de K+ e aumentando a atividade celular.
O diazdxido, por sua vez, apresentou uma resposta bifasica: inicialmente promoveu
hiperpolarizacdo, devido a ativagcdo dos canais Katp, € depois induziu despolarizagao,
possivelmente ligada a mecanismos compensatérios, como a ativagao de canais de calcio
ou sddio sensiveis a voltagem. A despolarizagdo tardia ocorreu cerca de 5 minutos apos
a exposicao ao diazdxido, sugerindo o envolvimento de vias de sinaliza¢do secundarias.

Nos experimentos in vivo, A glibenclamida diminuiu de forma parcial a hiperalgesia
provocada pela carragenina, sem modificar significativamente a sensibilidade mecanica
prévia. O diazoéxido ndo demonstrou ter um efeito analgésico, indicando que a ativagdo
dos canais Katp pode ndo ser suficiente para neutralizar os mediadores inflamatdrios
presentes na carragenina. Na nocicepc¢do causada pela capsaicina, ambos os farmacos
intensificaram a dor: a glibenclamida potencializou a despolarizag¢do através do TRPV1,
enquanto o diazoxido acionou vias de excitagdo compensadora. Estes achados indicam
que a modulacdo dos canais Karp apresenta consequéncias contextuais, variando
conforme o estimulo doloroso € a condi¢ao dos neurdnios.

As implicacdes desses resultados sdo especialmente relevantes para a neuropatia
diabética, onde a hiperglicemia cronica reduz a atividade dos canais Kartp, promovendo
hiperexcitabilidade neuronal e dor persistente. A glibenclamida, embora usada no
tratamento do diabetes tipo 2, pode agravar a dor neuropatica ao bloquear esses canais.
Por outro lado, agonistas seletivos como o diazéxido mostram potencial terapéutico,
apesar da necessidade de melhorar sua eficécia.

Temos como conclusdo de que os canais Karp s30 importantes para a manutengao do
potencial de repouso e podem atuar como moduladores da excitabilidade dos neurénios
nociceptivos. Este mecanismo explica o papel da abertura dos canais Katp no mecanismo
de agdo de drogas analgésicas. Por outro lado, os dados aqui apresentados sugerem que a
glibenclamida pode aumentar a sensibilidade dolorosa. Tal efeito deve ser mais bem
investigado em um estudo posterior.

Palavras-chave: Canais de potassio sensiveis a ATP. Dor neuropatica. Glibenclamida.
Diazoxido. Neuronios sensoriais. Hiperalgesia.
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ABSTRACT

This research analyzed the role of ATP-sensitive potassium (KATP) channels in
regulating the resting potential of primary nociceptive neurons and their influence in
models of pain and hyperalgesia. The main objective of the study was to analyze the
impact of glibenclamide (an inhibitor of KATP channels) and diazoxide (an activator of
these channels) on neuronal excitability in vitro and pain sensitivity in animals. To this
end, studies were conducted in primary cultures of rat dorsal root ganglia (DRG), using
confocal microscopy and the fluorescent marker DiBAC4(3) to evaluate changes in
membrane potential. At the same time, behavioral experiments analyzed the mechanical
hyperalgesia caused by carrageenan and the chemical nociception caused by capsaicin in
rats that received the drugs intrathecally.

The in vitro results indicated that glibenclamide, at the concentrations tested (1 uM, 10
uM and 100 pM), caused significant depolarization of the neuronal resting potential by
blocking KATP channels, reducing K+ entry and increasing cellular activity. Diazoxide,
in turn, presented a biphasic response: it initially promoted hyperpolarization, due to the
activation of KATP channels, and then induced depolarization, possibly linked to
compensatory mechanisms, such as the activation of voltage-sensitive calcium or sodium
channels. The late depolarization occurred approximately 5 minutes after exposure to
diazoxide, suggesting the involvement of secondary signaling pathways.

In in vivo experiments, glibenclamide partially reduced the hyperalgesia caused by
carrageenan, without significantly modifying the previous mechanical sensitivity.
Diazoxide did not demonstrate an analgesic effect, indicating that the activation of KATP
channels may not be sufficient to neutralize the inflammatory mediators present in
carrageenan. In the nociception caused by capsaicin, both drugs intensified the pain:
glibenclamide potentiated the depolarization through TRPV1, while diazoxide activated
compensatory excitation pathways. These findings indicate that the modulation of KATP
channels has contextual consequences, varying according to the painful stimulus and the
condition of the neurons.

The implications of these results are especially relevant for diabetic neuropathy, where
chronic hyperglycemia reduces the activity of KATP channels, promoting neuronal
hyperexcitability and persistent pain. Glibenclamide, although used in the treatment of
type 2 diabetes, may aggravate neuropathic pain by blocking these channels. On the other
hand, selective agonists such as diazoxide show therapeutic potential, although their
efficacy needs to be improved.

We conclude that KATP channels are important for maintaining the resting potential and
can act as modulators of the excitability of nociceptive neurons. This mechanism explains
the role of KATP channel opening in the mechanism of action of analgesic drugs. On the
other hand, the data presented here suggest that glibenclamide may increase pain
sensitivity. This effect should be further investigated in a future study.

Keywords: ATP-sensitive potassium channels. Neuropathic pain. Glibenclamide.
Diazoxide. Sensory neurons. Hyperalgesia.
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1. INTRODUCAO

A dor ¢ um fenomeno complexo e essencial para a sobrevivéncia dos organismos
vivos, funcionando como um mecanismo de alerta contra possiveis danos teciduais
(SCHOLZ, J., & WOOLF, C. 2002). A “International Association for the Study of Pain”
(IASP) revisou recentemente a definicdo de dor, descrevendo-a como “uma experiéncia
sensorial e emocional desagradavel associada ou semelhante aquela associada a uma
lesdo tecidual real ou potencial” (RAJA et al.,, 2020; HWANG, S. J.; OH, S. B, 2007).
Essa definicdo destaca a subjetividade da dor, diferenciando-a da nocicep¢ao, que se
refere apenas ao processamento neural de estimulos nocivos (JULIUS; BASBAUM,

2009; NEVES, 2017).

A dor ¢ classificada em trés principais categorias: dor nociceptiva, dor
inflamatoria e dor patologica (HWANG, S. J.; OH, S. B, 2007; GATTLEN, 2019). A dor
nociceptiva resulta da ativagdo de nociceptores em resposta a estimulos nocivos, como
temperaturas extremas ou trauma mecanico, desempenhando um papel protetor. A dor
inflamatéria ocorre devido a liberagdo de mediadores inflamatorios, facilitando o
processo de reparagdo tecidual (RAJA et al., 2020; MENDES, 2017). Ja a dor patologica,
que inclui a dor neuropética, pode surgir independentemente da presenga de um estimulo
nocivo direto e estd associada a doengas cronicas e disfungdes do sistema nervoso

(GATTLEN, 2019; DE CAMPOS LIMA et al., 2019).

A dor neuropética tem sido amplamente estudada devido ao seu impacto na
qualidade de vida dos pacientes e a sua complexidade fisiopatoldgica. Esse tipo de dor
resulta de lesdes ou disfungdes no sistema nervoso somatossensorial, podendo ser
causado por doengas como diabetes, neuralgia pds-herpética e neuropatias induzidas por
quimioterapia (DE CAMPOS LIMA et al., 2019; SANTOS et al., 2014). Devido a sua
natureza muitas vezes refrataria, o tratamento da dor neuropdtica representa um desafio
clinico significativo. Enquanto a dor inflamatoria responde bem a anti-inflamatérios ndo
esteroides (AINESs), a dor neuropatica frequentemente requer o uso de anticonvulsivantes,
antidepressivos ou moduladores dos canais i0nicos para um controle mais eficaz

(BASBAUM; JULIUS, 2009; HWANG, S. J.; OH, S. B, 2007).

Para se entender a dor devemos compreender como ocorre sua transmissao, que
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envolve uma complexa rede de vias neurais que conectam os nociceptores periféricos ao
sistema nervoso central. Os sinais nociceptivos s3o inicialmente detectados pelos
nociceptores, os neurdnios sensoriais especializados que expressam canais 106nicos e
receptores responsaveis pela transdugdo de estimulos nocivos (DU; GAMPER, 2013;
ZHANG et al., 2002). Esses sinais sao conduzidos pela medula espinhal até o cérebro,
onde ocorrem o processamento e a percepgao da dor. As fibras Ad e C desempenham um
papel fundamental na conducao da dor: as fibras A transmitem sinais rapidos e bem
localizados, enquanto as fibras C sdo responsaveis por transmitir dor difusa e persistente

(MCDOWELL, 2019; MILLAN, 1999; GATTLEN, 2019; WOOLF et al., 1992).

As fibras Ad, mielinizadas, respondem a estimulos mecanicos ¢ podem ser
sensibilizadas pelo calor, sdo fibras de didmetro maior (1-6 uM), mielinizadas, e
transmitem impulsos rapidamente, com velocidades tipicas entre 5 ¢ 30 metros por
segundo. Elas sdo responsaveis pela dor aguda, inicial e bem localizada, descrita como
“pontada” ou “choque” (F. FERRANTE, 1999; I. B. BENDER, 2000; OLIVEIRA, 2008).
J& as fibras C, ndo mielinizadas, reagem a estimulos térmicos, mecéanicos e quimicos,
sendo nociceptores polimodais, sdo fibras de diametro menor (0,2-1 uM), ndo
mielinizadas, e transmitem impulsos lentamente, com velocidades em torno de 0,5 a 2
metros por segundo. Estdo associadas a dor mais difusa, persistente e de carater
“queimante” ou “arrastada”. (F. FERRANTE, 1999; 1. B. BENDER, 2000; MACIVER &
TANELIAN, 1992; K. ORSTAVIK et al., 2009; OLIVEIRA, 2008).

Os nociceptores sao neurdnios sensoriais especializados encontrados por todo o
corpo humano, que sdo responsaveis por detectar estimulos mecanicos, quimicos e
térmicos, ativam varios canais i0nicos e receptores, como TRPVI1, e outros, que
desempenham um papel crucial na sensibilizacdo e modulacdo da dor (KHAN et al., 2019;
DUBIN & PATAPOUTIAN, 2010; MILLAN, 1999). O receptor TRPV1 ¢ um canal
permeavel aos ions sddio e calcio e que pode ser seletivamente ativado por capsaicina, o
principio ativo das pimentas ardentes (DACHUN YANG et al. 2010; FANG YANG et al
2015; YANG & ZHENG, 2017). Este receptor € caracteristico de fibras C nociceptivas e
sua fungdo esta relacionada a sensibilidade a calor intenso e acidez (BOLCSKEI et al.,

2005, KOLLARIK & UNDEM, 2004; MITCHELL et al., 2014).

A sensibilizag¢do das vias de transmissdo da dor ¢ um fendmeno que pode
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ocorrer tanto em niveis periféricos quanto centrais, contribuindo para a hiperalgesia e a
alodinia. Esses processos sdo fundamentais para entender como a dor pode se tornar
cronica e debilitante, impactando a qualidade de vida dos pacientes (P. SCHEUREN et
al., 2020; R. J1 et al., 2018).

A hiperalgesia ¢ caracterizada por uma resposta aumentada a estimulos que
normalmente induziram dor, enquanto a alodinia refere-se a dor provocada por estimulos
que ndo sdo normalmente dolorosos (MANNION & WOOLF, 2000; HAANPAA et al.,
2011). Esses fendomenos sao frequentemente observados em condigdes de inflamacao e
dor cronica e estdo associados a alteracdes na excitabilidade neuronal e na plasticidade
sinaptica (C. LUO et al., 2022; LEE et al., 1992). Os canais i06nicos, incluindo os canais
de sodio e de potassio, desempenham um papel fundamental na geracdo e propagagdo dos
potenciais de acdo nos neurénios nociceptivos. A ativagao dos canais de sodio € critica
para a despolarizacdo da membrana celular, enquanto os canais de potassio sdo essenciais
para a repolarizagdo e o estabelecimento do potencial de repouso (ZHOU et al., 2011;
KACZMAREK & ZHANG, 2017). Alteragdes tanto em canais de sddio quanto em canais
de potassio podem participar do processo de sensibilizacdo, ou hiperalgesia, em neurdnios

nociceptivos primarios (VERKEST et al., 2021).

Dentre os canais de potdssio que parecem afetar a excitabilidade dos neuronios
nociceptivos primarios, diversas evidéncias tém sugerido um importante papel para os
canais de potassio sensiveis a ATP (Katp) (OCANA, M. et al., 2004; DE CAMPOS
LIMA et al., 2022). O efeito de diversas moléculas com acao analgésica e que atuam
sobre os neurdnios nociceptivos primdrios parece ocorrer através da abertura de canais
Katp (LUU, W. et al.,2019). A abertura de canais Katp resulta em uma hiperpolarizagdo
do potencial de repouso neuronal, resultando em reducdo da excitabilidade dos neur6nios

nociceptivos.

Os canais Karp sdo bem conhecidos devido ao seu papel fundamental na
liberagdo de insulina pelas células beta pancreaticas (MIKI, T.; NAGASHIMA, K.
SEINO, S.,1999). Nestas c€lulas, o aumento da glicemia resulta em entrada de glicose na
célula, que resulta em producdo aumentada de ATP pelo metabolismo celular. Este
aumento de ATP promove o fechamento de canais Katp, que estdo abertos durante o

repouso celular, despolarizando a membrana e promovendo a abertura de canais de célcio
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dependentes de voltagem (KENNEDY, H. J. et al., 1999; LEE et al., 2017). O influxo de
calcio ¢ responsavel por induzir a liberagdo e producdo de insulina pelas células beta
pancreaticas. Dados de nosso laboratdrio e de outros sugere que efeito semelhante pode

acontecer em neurdnios nociceptivos primarios em situagdes de hiperglicemia (DE

CAMPOS LIMA, 2019; WANG et al., 2023).

Canais Katp, em particular, respondem a variagdes nos niveis de ATP,
influenciando a excitabilidade neuronal e a liberagao de neurotransmissores que modulam
a dor (DE CAMPOS LIMA, 2019; KAWANO et al 2009; SARANTOPOULOS, C. et al
2003). A disfuncao desses canais em condi¢des de hiperglicemia pode ter implica¢des

significativas para a modulag@o da dor e o desenvolvimento de neuropatia diabética.

A glibenclamida, um inibidor dos canais Katp, ¢ amplamente utilizada no
tratamento do diabetes, promovendo um aumento de liberacdo de insulina em pacientes
com diabetes do tipo 2. No entanto, alguns estudos sugerem que essa inibigao pode afetar
o potencial de repouso dos neuroénios nociceptivos, tornando-os mais suscetiveis a
ativacdo espontanea e, possivelmente, afetando a neuropatia diabética (DE CAMPOS

LIMA et al., 2019; HWANG, S. J.; OH, S. B, 2007).

Como antagonista da glibenclamida temos o que ¢ um diazoxido utilizado no
tratamento de hipertensdo arterial grave e hipoglicemia hiperinsulinémica persistente
(HH), especialmente em recém-nascidos e criangas. O diazoxido ativa canais Katp, por
meio da sua abertura, levando a hiperpolarizacio da membrana neuronal, redugdo da
frequéncia de potenciais de acdo e diminui¢do do influxo de Ca2+ via canais NMDA,
além de reduzir o estresse oxidativo. (DONG LIU et al., 2010, M. AVSHALUMOV et
al., 2005, N. MATSUMOTO et al., 2002)

Estudos indicam que terapias experimentais, como a modula¢do farmacologica
dos canais Karp por meio de agonistas seletivos, pode representar uma alternativa
terapéutica promissora para a dor neuropdtica, reduzindo os efeitos colaterais dos
tratamentos convencionais (DU et al.,, 2011; ZHANG et al., 2024). Esses ensaios
demonstram que a abertura dos canais Katp pode diminuir a excitabilidade dos neurdnios
nociceptivos, levando a uma redugdo na nocicepcdo e na percepcdo da dor

(GINIATULLIN 2020; KAWANO et al 2009).
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A investigacdo dos canais Kartp nos nociceptores ¢ de suma importancia,
especialmente considerando sua relacdo com a diabetes e a analgesia. A utiliza¢do da
glibenclamida, que bloqueia esses canais, € do diazoxido que faz a abertura deles, oferece
uma perspectiva valiosa para entender os mecanismos de acao dos analgésicos e como
eles podem ser otimizados para o tratamento de dor neuropatica (DE CAMPOS LIMA et
al 2019; FERREIRA et al., 2007).

Compreender melhor a relagdo entre os canais Katp € 0s processos nociceptivos
pode permitir avangos significativos no desenvolvimento de novas terapias analgésicas
mais eficazes e seguras. O aprofundamento na interagao entre os canais Katp € o potencial
de repouso dos neurdnios nociceptivos primarios, bem como os efeitos em especial da
glibenclamida sobre esses canais, pode auxiliar na elaboracao de estratégias terapéuticas
inovadoras para o tratamento da dor cronica. Assim, novas abordagens farmacologicas
direcionadas a esses mecanismos celulares podem contribuir para melhorar a qualidade

de vida de pacientes que sofrem com condi¢des dolorosas cronicas e de dificil manejo.

O avancgo nesse campo pode contribuir significativamente para a melhoria da
qualidade de vida dos pacientes que sofrem com dor cronica, especialmente aqueles
afetados pela diabetes. Em nosso laboratorio foi utilizado uma técnica de fluorescéncia
com o indicador DIiBAC 4(3) que permite avaliar alteracdes no potencial de repouso
celular de forma simples em culturas celulares (CUNHA et al., 2010; CUNHA et al.,
2012; DE CAMPOS LIMA et. al 2019), além de testes comportamentais em modelos
animais que possibilitam avaliar o efeito de moduladores de canais Karp na dor e

hiperalgesia.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste projeto foi estudar o papel dos canais Karp, presentes
em neurdnios nociceptivos primarios, na dor e hiperalgesia. Para tanto, foi avaliado o
efeito da glibenclamida, uma substancia que fecha canais Karp € do diazéxido, uma
substancia que abre estes canais, sobre o potencial de repouso de neurdnios
nociceptivos em culturas primarias de ganglios da raiz dorsal de ratos. Além disso, o
efeito das mesmas substancias na nocicepgao e hiperalgesia inflamatoria foi avaliado

em modelos experimentais em ratos.

2.1. Objetivos Especificos

1) Avaliar o efeito do fechamento dos canais Karp através da administragdo de

glibenclamida sobre o potencial de repouso de neurdnios nociceptivos primarios.

2) Avaliar o efeito da abertura dos canais Karp através da administragdo de

diazoxido sobre o potencial de repouso de neurdnios nociceptivos primarios.

3) Avaliar o efeito da administracdo espinhal, via intratecal, da glibenclamida e
do diazoxido sobre a nocicepcao induzida pela inje¢do intraplantar de capsaicina

na pata de ratos.

4) Avaliar o efeito da administragdo espinhal, via intratecal, da glibenclamida e
do diazdxido sobre a hiperalgesia mecanica induzida pela inje¢ao intraplantar de

carragenina na pata de ratos.

2.2. Justificativa

Estudos anteriores indicam um papel importante dos canais Katp na modulagao
da dor, sendo que estes canais participam da regulacao do potencial de repouso dos
neurdnios nociceptivos.

A despolarizacdo do potencial de repouso participa da diminui¢do do limiar de
excitabilidade dos neuronios aferentes nociceptivos, resultando no fendmeno chamado de

hiperalgesia, ou seja, um aumento da sensibilidade dolorosa ou a uma resposta exacerbada
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a um estimulo nocivo.

A glibenclamida inibe a atividade desse canal de potéassio sensivel ao ATP,
promovendo seu fechamento, levando a despolarizagdo da membrana da célula. Esse
mecanismo ¢ semelhante ao processo fisiologico que ocorre na célula beta pancreéatica.
Os neurdnios sensoriais periféricos também sdo permedveis a glicose e possuem canais
Kartp, de forma que o mesmo mecanismo de despolarizacdo que ocorre nas células betas
pancreaticas pode estar ocorrendo nos neurénios sensoriais. Sendo assim, o estudo se
justifica por procurar avancar no conhecimento do envolvimento dos canais Katp, €

neurdnios nociceptivos na dor e hiperalgesia.

3. MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos realizados com os animais foram previamente
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso Animal (CEUA) da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU), sob o protocolo N° 048/21. E seguiram as normas de ética
estabelecidas para experimentagdo com animais acordados, recomendadas pela

“International Association for the Study of Pain” (IASP), (ZIMMERMANN, 1986).

3.1. Animais

Os ratos Wistar foram mantidos em sala com temperatura de 25°C e ciclo de
luminosidade controlada (12/12h). Eles tiveram acesso livre a dgua filtrada e ragao
ad libitum. As caixas eram trocadas a cada 2 ou 3 dias e colocados em maravalha
autoclavada para esterilizagdo. As caixas ficavam em estantes ventiladas com
exaustdo de ar proprias para este fim. Os ratos foram mantidos em quantidade maxima

de 5 animais por caixa (aproximadamente 34 x 41 x 18 cm). (ZIMMERMANN, 1986).

Para os experimentos, os animais foram divididos em grupos distintos de
acordo com os protocolos de indu¢do de nocicepcdo e hiperalgesia. No teste de
nocicepc¢ao induzido por capsaicina, trés grupos foram estabelecidos: o Grupo 1
(controle), que recebeu injecdo intratecal de veiculo 30 minutos antes da
administracao de capsaicina (n=7); o Grupo 2 (glibenclamida), tratado com inje¢ao

intratecal de glibenclamida no mesmo intervalo (n=7); e o Grupo 3 (diazoxido), que
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recebeu diazoxido intratecal antes da capsaicina (n=7), totalizando 21 ratos.

No teste de hiperalgesia induzido por carragenina, a distribui¢ao seguiu um
delineamento similar, porém com ajustes no tempo de administracdo. O Grupo 1
(controle) recebeu veiculo intratecal 2 horas e 30 minutos apos a carragenina (n=6);
o Grupo 2 (glibenclamida) foi submetido a glibenclamida no mesmo intervalo (n=6);
e o Grupo 3 (diazdéxido) recebeu diazdxido apos o periodo estabelecido (n=6),

somando 18 ratos.

Ao todo, o estudo utilizou 47 animais, sendo 8 ratas com peso entre 80 ¢ 100
g para experimentos in vitro ¢ 39 ratos com peso entre 180 e 200 g para ensaios
comportamentais in vivo. Essa distribuicdo buscou assegurar robustez estatistica e
adequacao ética, minimizando o niumero de individuos sem comprometer a validade

dos resultados.

3.2. Cultura Primaria de ganglio da raiz dorsal de ratos e Microscopia
Confocal

Para os experimentos in vitro foram realizadas culturas primarias do ganglio da
raiz dorsal (GRD). As ratas Wistar foram anestesiados profundamente por inalagdo de
isoflurano (5% em oxigénio) e em seguida eutanasiados e exsanguinados por decapitagao.
A exsanguinagdo foi necessaria para que se possa remover com maior rapidez e afim da
obtencdo de uma quantidade maior de ganglios. A concentracdo maior de anestésico
inalatorio garante que o animal esteja profundamente anestesiado no momento da
eutanasia e ndo ha prejuizo caso o animal venha a o6bito pela concentracdo maior de

anestésico.

Posteriormente, os ganglios da raiz dorsal da regido lombar e toracica foram
removidos (cerca de 12 ganglios por animal), dissecados e colocados em solu¢do salina
de Hank’s estéril com 10 mM de tampao HEPES. Em seguida, os ginglios foram
incubados com solucdo salina de Hank’s contendo 0,28 U/ml de colagenase a 37°C por

75 minutos, e depois por 12 minutos em solug¢do contendo 0,25 mg/ml de tripsina.

Os ganglios foram, entdo, lavados em meio DMEM contando 10% de soro fetal
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bovino. As células foram dissociadas mecanicamente com uma pipeta Pasteur de vidro e
cultivadas no mesmo meio de cultura em placas cobertas com Matrigel. As placas foram
mantidas em estufa com atmosfera de 5% CO; e 37°C. As células foram cultivadas em
placas de Petre contendo uma laminula ao fundo, apropriadas para aquisi¢do de imagens
através do microscopio confocal. Apds 12-72 horas, as culturas foram lavadas houve a

incuba¢do com indicador fluorescente para avaliagdo de potencial de membrana

(DiBAC4(3)). (YAMADA et al., 2001).

Este indicador, presente durante todo o experimento, ¢ carregado negativamente
e emite fluorescéncia ao se associar a membrana celular ou a proteinas, sinalizando
variagdes no potencial de membrana da célula se torna menos negativo, ou seja, ocorre
despolarizagdo, a fluorescéncia aumenta, diminuindo em caso de hiperpolarizagao da
membrana. A glibenclamida ou o diazéxido foram administrados diretamente as culturas
durante a aquisi¢do das imagens no microscopio confocal. Para tanto, 10 pL de uma

solugdo 10X a concentragdo final desejada foi adicionada a placa contendo 90 pL de

solugdo Hanks/Hepes.

% - " |
Figura 1: Cultura de Primaria de ganglio da raiz dorsal de ratos. A imagem mostra a verificagdo das

culturas da antes de ser colocada na estufa para incubacéo, neurdnios circulados de vermelho.

Devido a sua difusdo lenta através da membrana, o DiBAC4(3) ¢ adequado para
registrar alteracdes sustentadas no potencial de membrana, como as do potencial de
repouso neuronal. A fluorescéncia foi registrada por meio de imagens em séries temporais

obtidas com microscopia confocal (Zeiss LSM 510 Meta) e analisadas pelo software
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ImagelJ (NIH). A variagdo de fluorescéncia de cada neuronio foi determinada através da
selecdo de ROI, regides de interesse, para quantificacio da intensidade média de
fluorescéncia em cada célula. Os resultados foram expressos como (AF/F0),
normalizando a variagao na fluorescéncia (AF = F — F0) em relacao a fluorescéncia basal

(FO) para considerar as diferencas na concentragao do indicador nas células.

3.3. Injecao intratecal

As injegdes intratecais foram realizadas através do método de injegdo direta
conforme descrito por Mestre e Col. (1994). Para a realizagao da injecao intratecal, apos
tricotomia dorsal na altura das cristas iliacas, os animais foram anestesiados também com
Isoflurano e posicionados em decubito ventral sobre um cilindro, para que sua regido
lombar fique hiperfletida. Em seguida, uma agulha BD Ultra-Fine® (29G) de seringa para
insulina 30 unidades foi inserida no espago subaracnodideo, perfurando a regido medial
entre as vértebras L4-L5 ou L5-L6 (+ 1) em angulo de aproximadamente 45°, e o volume

de 10 pL foi injetado.

A correta localizagdo da pungdo no espago subaracnoideo foi verificada pela
observacdo de um reflexo na cauda do animal. Apds a injecdo, a agulha foi mantida por
alguns segundos em posicdo antes de cautelosa retirada, evitando assim o refluxo da

solucdo injetada.
As drogas que foram administradas no espago subaracnéideo sao glibenclamida

(50 pg em 10 pL), diazéxido (50 pg em 10 pL) ou o respectivo veiculo (5% de DMSO

em solucdo salina) conforme descrito anteriormente (FERRARI et al., 2007).
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Figura 2: Diagrama da insercao da agulha no espago intervertebral, entre L5 e L6

Frocesso
Espinhal

Cauda
Eqgiina

Fonte: (MESTRE et al.; 1994).

3.4. Modelo de dor do tipo inflamatéria com carragenina

Neste experimento, foi avaliada a sensibilidade mecanica 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 das patas dos animais ¢é realizado por meio de uma ponteira
Universal Tips 10 pL (T-300, Axygen) adaptada ao aparelho, como descrito em estudos
anteriormente (VIVANCOS et al., 2004).

Figura 3:Von Frey eletronico sendo aplicado na pata traseira de um rato.

AR Ea ==
“1 ‘_\—}_“ ‘%\\_—lj_ __1‘:'-"— i
i -

Fonte: (Site DOL - Dor Online — www.dol.inf.br).
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Os animais foram colocados em caixas de acrilico, cujo assoalho foi uma rede
de malha igual a 5 mm2 constituida de arame ndo maledvel de 1 mm de espessura.
Espelhos foram posicionados 25 cm abaixo das caixas de experimentacdo para facilitar a
visualizagdo das plantas das patas dos animais. foi entdo aplicada, por entre as malhas da
rede, uma pressao linearmente crescente no centro da planta da pata do rato até que o
animal produzisse uma resposta caracterizada como sacudida (“flinch”) da pata que havia
sofrido estimulac¢do. Foram realizados 3 a 4 estimulos em cada tempo de medida para

cada animal, sendo registrada a média destes para analise.

O reflexo de retirada da pata foi considerado representativo do limiar
hipernociceptivo, ou seja, a forga necessaria aplicada a pata para que induza uma resposta
aversiva a um estimulo nocivo (Limiar Nociceptivo de Retirada da Pata - LNRP). A
intensidade de hipernocicepg¢ao foi quantificada como a variagao na pressao obtida antes

e apds o experimento, em gramas.

O LNRP foi avaliado antes ¢ apos 3 horas da administracao intraplantar de
carragenina (pata direita traseira utilizando uma seringa BD Ultra-fine II; 100 pg/ 50 pL).
A inje¢do intratecal de veiculo (5% de DMSO em 10 pL de salina), glibenclamida (50
png/ 10 pL) ou diazoxido (50 pg/ 10 pL) por via intratecal foi realizada duas horas e meia
apods a injecdo de carragenina, ou seja, 30 minutos antes da avaliagdo do LNRP. Para
reducdo do stress, os ratos foram habituados ao equipamento 1 dia antes da execu¢ao dos

experimentos.

3.5. Teste da capsaicina

No teste da capsaicina foi realizada uma injecdo intraplantar de 50 pl contendo
10 pg de capsaicina (em NaCl 0,9% contendo 5% de DMSO), utilizando uma seringa BD
Ultra-fine II. Essa injecao ¢ realizada de forma subcutanea. Apds a injecao intraplantar
da capsaicina, o animal foi observado, durante 5 minutos apds administragdo das drogas
e registrado o numero de sacudidas ou lambidas da pata (rea¢des nociceptivas). A inje¢ao
intratecal de veiculo (5% de DMSO em 10 pL de salina), glibenclamida (50 pg/ 10 pL)
ou diazoxido (50 pg/ 10 puL) por via intratecal foi realizada 30 minutos antes da inje¢ao

de capsaicina na pata dos animais.
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3.6. Eutanasia

Nos ratos utilizados nos experimentos comportamentais foi utilizada a
sobredosagem de xilazina e cetamina. As drogas foram administradas em dose unica,

usando a mesma seringa, sendo xilazina (30 mg/kg, i.p.) e cetamina (300 mg/kg, i.p.).

Nas ratas utilizadas para obtencdo das culturas primarias: Os animais foram
anestesiados com uma concentragao alta de isoflurano e em seguida foram decapitados
para exsanguinagdo. A concentragdo alta de isoflurano foi utilizada visto que ndo ha
prejuizo caso o animal venha a 6bito durante a anestesia (5% de isoflurano em oxigénio
administrado através de vaporizador para uso veterinario). Os animais foram observados

por pelo menos 5 minutos apods parada respiratoria.

3.7. Descarte de materiais

O lixo resultante da limpeza da sala, material e carcaca dos animais provenientes
da secao de experimentacdo, foram acondicionados em sacos plasticos brancos,
identificados como risco biologico e descartados em local apropriado. A carcaca foi
acondicionada em freezer a -20° C, destinado a este fim no REBIR/UFU e foi recolhida

posteriormente para incineracao por empresa contratada.

3.8. Analise Estatistica

A andlise da normalidade foi realizada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, e as
médias foram comparadas foram feitas através de teste t ou ANOVA seguida de teste de
Bonferroni, no caso de comparagdo entre mais de duas médias. No caso de os dados
obtidos ndo apresentarem distribui¢do normal, foram utilizados os testes de Mann-
Whitney ou o teste de Kruskal-Wallis, de acordo com a quantidade de médias a serem

comparadas. O nivel de significancia foi estabelecido em 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Experimentos em vitro

Avaliou-se o potencial de repouso de neurdnios em culturas primarias de GRD
através da microscopia confocal com o indicador fluorescente DiBAC4(3). A
glibenclamida foi administrada diretamente nos neurdnios cultivados nas seguintes
concentragcdes 1 uM, 10 uM, 100 uM, apods as imagens iniciais € uma sequéncia de

imagens foi registrada durante 10 minutos.

A variacao de fluorescéncia de cada neurdnio foi determinada através da selecao

de ROI, regides de interesse, para quantificacdo da intensidade média de fluorescéncia

em cada célula.

Figura 4: Cultura primaria de neurénios sensoriais primarios do gianglio da raiz dorsal. Imagens
obtidas por microscopia confocal (Zeiss LSM 510 Meta) utilizando o indicador fluorescente DiBAC4(3)

(Molecular Probes). A: Fluorescéncia inicial. B: Fluorescéncia final, apos 10 minutos da administragéo de

glibenclamida 100 M. Aumento 400x.

A glibenclamida demonstrou um efeito robusto na indu¢ao da despolarizagao do
potencial de repouso da membrana em neurdnios nociceptivos, nas concentragdes 10 pM
e 100 uM administradas, conforme mostra a Figura 5. A avaliagdo quantitativa das
respostas celulares revelou que todas as concentracdes testadas deste agente

farmacologico promoveram um aumento expressivo na fluorescéncia do DIBAC4(3),
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evidenciando de maneira inequivoca o processo de despolarizagdo da membrana

neuronal.

AFIF,
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Figura 5: Efeito da glibenclamida no potencial de repouso da membrana de neuronios nociceptivos
em cultura. E mostrada a variacio das intensidades de fluorescéncia emitidas por DiBAC4(3) apés 10

minutos de aquisi¢do de imagens de culturas de ganglios da raiz dorsal em solucdo de Hank’s apos
administracdo de glibenclamida nas concentragdes de 1 UM, 10 pM e 100 M. Dados apresentados

como média = E.P.M de 31 a 125 neurdnios.* p<0,05 comparado ao grupo controle, ANOVA seguida

por teste de Bonferroni.

Os valores maximos de variagao na fluorescéncia, diretamente atribuidos a acao
da glibenclamida, foram mensurados da seguinte forma: para a concentragao de 1 uM,
observou-se um acréscimo de + 0,196323; para 10 uM, registrou-se um valor de +
0,286196, p < 0.05; e para 100 uM, verificou-se uma alteragcdo de + 0,229479, p < 0.05.
Em contraposicao, a administracao do veiculo (5% de DMSO em solugao Hanks/Hepes)
ndo induziu modificagdes significativas na fluorescéncia, apresentando um valor de +

0,0583911, o que corrobora sua neutralidade no contexto experimental estabelecido.

O resultado mostrou que a glibenclamida nas contracdes de 10 uM e 100 pM,
age como inibidor do canal de Katp, 0 que resultou em forte despolarizacdo, como
observado pelo aumento da fluorescéncia emitidos por DiBAC4(3), independente da

concentracgao utilizada.
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Para examinar o papel dos canais de Karp, aplicamos nas culturas de células
diazdéxido nas seguintes concentragdes: 1uM, 10uM, 100uM, visto que este age de forma

seletiva nos canais de Katp causando sua abertura.

Figura 6: Cultura primaria de neurénios sensoriais primarios do ginglio da raiz dorsal. Imagens

obtidas por microscopia confocal (Zeiss LSM 510 Meta) utilizando o indicador fluorescente DiBAC4(3)
(Molecular Probes). A: Fluorescéncia basal (inicial). B: Fluorescéncia final, apoés 10 minutos da

administracdo de diazéxido 100uM. Aumento 400x.

O tratamento com diazoxido revelou um efeito inesperado, evidenciado por uma
resposta celular caracterizada pelo aumento da fluorescéncia, nas concentragdes 10uM,
100puM, demonstrado na Figura 7, o que sugere um fendmeno de despolarizagdo o que

contradiz o esperado que seria reducao da fluorescéncia e uma hiperpolarizagao.

Contudo, ao confrontar essa resposta com a fluorescéncia decorrente da
despolarizac¢do induzida pela glibenclamida na Figura 5, e ao fazermos a comparagao
entre as duas drogas na Figura 8, observa-se que os valores obtidos com diazéxido sao
consideravelmente inferiores em todas as concentragdes testadas: para 1 uM, o valor
registrado foi de + 0,0646443; para 10 uM, + 0,126409 p < 0.05; e para 100 uM, +
0,135335 p < 0.05. Importante ressaltar que o controle experimental, constituido pelo
veiculo (5% de DMSO em solu¢ao Hanks/Hepes), ndo ocasionou variagdes significativas

na fluorescéncia, apresentando um valor de &+ 0,0550821.
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Figura 7: Efeito do diazéxido no potencial de repouso da membrana de neurdnios nociceptivos
em cultura. E mostrada a variagio das intensidades de fluorescéncia emitidas por DiBAC4(3) apés
10 minutos de aquisi¢do de imagens de culturas de ganglios da raiz dorsal em solu¢do de Hank’s
apos administragdo de diazoxido nas concentragdes de 1 uM, 10 uM e 100 uM. Dados apresentados
como média £ E.P.M de 31 a 125 neurdnios * p<0,05 comparado ao grupo controle, ANOVA

seguida por teste de Bonferroni.

Comparacao do efeito do diazéxido e glibenclamida sobre AF/Fa
B Diazoxido
B Glibenclamida
0,35 el

0,40

0.05 ¢

0.00

Veiculo 1 M 10 pm 100 pM
Concentracho

Figura 8: Grafico comparativo entre glibenclamida e diazéxido. O grafico compara a variagdo
das intensidades de fluorescéncia emitidas por DiBAC4(3) sobre o potencial de repouso de um
neurdnio nociceptivo periférico, nas diferentes concentra¢des das drogas 1 uM, 10 uM e 100 pM.

Os valores obtidos por diazoxido sdo inferiores ao da glibenclamida.
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Inicialmente, ndo se esperava esse resultado de despolarizagdo, ja que o
diazoxido, conforme mencionado anteriormente, ativa a abertura dos canais Katp. No
entanto, a avaliagcdo da resposta ao diazoéxido durante os 10 minutos em que as imagens
foram realizadas revelou que hé uma fase inicial de hiperpolarizacao do neurdnio, seguida

pela subsequente despolarizacao deste conforme se pode observar no grafico abaixo na

Figura 9.
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Figura 9: Efeito do diazéxido (1 pM) sobre o potencial de repouso de um
neurdnio nociceptivo periférico. O efeito foi avaliado durante 10 minutos e

imediatamente ap6s a administracao da droga.

4.2. Experimentos em vivo

4.2.1. Teste da hiperalgesia induzida por carragenina:

Com intuito de investigar o efeito da hiperalgesia nos neurdnios dos ganglios da
raiz dorsal in vivo, medimos os limiares de nocicep¢do mecanica na pata traseira de ratos
submetidos a inje¢des diretamente no ganglio da raiz dorsal (L5) direito. O teste
eletronico de Von Frey determinou os limites de nocicep¢do mecanicos da pata traseira

direita.

O grau de hipernocicepcao foi medido pela diferenga na pressao medida antes e
depois do experimento, e foi expresso em gramas. O (Limiar Nociceptivo de Retirada da

Pata - LNRP), foi avaliado antes e apds 3 horas da administragdo intraplantar de
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carragenina na concentragdo (100 pg/ 50 puL). A administragdo intratecal de veiculo (5%
de DMSO em 10 pL de salina), glibenclamida (50 pg/ 10 puL) ou diazoéxido (50 pg/ 10
pL) por via intratecal ocorreu duas horas e meia apos a administragdo de carragenina, ou
seja, 30 minutos antes da avaliacdo do (Limiar Nociceptivo de Retirada da Pata - LNRP).
A figura 6 ilustra o impacto imediato de inje¢des intratecais de glibenclamida, diazéxido

na sensibilidade mecanica no inicio e ap6s as 3 horas.
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Figura 10: Teste de hiperalgesia induzida por carragenina. O limiar de sensibilidade mecéanica foi
avaliado ap0s 3h, da administragdo intratecal de veiculo (5% de DMSO em 10 pL de salina), glibenclamida
(50 pg/ 10 pL) ou diazdxido (50 pg/ 10 pL), mediante uma inje¢do intraplantar subcutinea de carragenina
(100 pg/50 pL). Dados mostrados como média + EPM (n=6) dados comparados por ANOVA no tempo de
3 horas, ndo houve diferenca significativa. * p<0,05 comparado ao grupo controle, ANOVA seguida por

teste de Bonferroni.

Podemos observar que no geral houve uma reducao no limiar de sensibilidade
mecanica em todos os grupos. Notou-se um aumento da hiperalgesia inflamatoria
induzida pela carragenina em todos os grupos, todavia ndo tivemos um impacto

significativo no efeito da carragenina, conforme podemos observar na figura 10.

4.2.2. Teste de nocicepc¢ao induzido por capsaicina:

A capsaicina, inicialmente, estimula os neurdnios sensoriais, resultando em
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sensagdo de dor, queimacdo e vasodilatagdo (JANCSO & SANTHA, 2015). A capsaicina
foi usada para medir a dor direta nos neuronios, sem a necessidade de inflamacao. Este
estudo investigou se a nocicepgao provocada pela capsaicina poderia ser influenciada pela

glibenclamida e pelo diazoxido acido.

As reacdes nociceptivas foram avaliadas durante 5 minutos apds administragdo
de capsaicina de 50 pl contendo 10 pg de capsaicina (em NaCl 0,9% contendo 5% de
DMSO. Foi registrado o nimero de sacudidas ou lambidas da pata (reagdes nociceptivas).
A 1nje¢do intratecal de veiculo (5% de DMSO em 10 pL de salina), glibenclamida (50
ng/ 10 uL) ou diazdxido (50 pg/ 10 puL) por via intratecal foi realizado 30 minutos antes

da injecdo de capsaicina na pata dos animais.
Como resultado, observamos o aumento da intensidade da hiperalgesia

provocada pela capsaicina, tanto na glibenclamida quanto no diazéxido, conforme

demostrado na figura 11.
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Figura 11: Teste de nocicep¢do induzida por capsaicina. As reagdes nociceptivas foram avaliadas
durante 5 minutos ap6s administra¢ao de capsaicina de 50 pl contendo 10 pg de capsaicina (em NaCl 0,9%
contendo 5% de DMSO. Foi registrado o nimero de sacudidas ou lambidas da pata (reagdes nociceptivas).
A injecdo intratecal de veiculo (5% de DMSO em 10 pL de salina), glibenclamida (50 pg/ 10 pL) ou
diazoxido (50 pg/ 10 uL) por via intratecal foi realizado 30 minutos antes da injecdo de capsaicina na pata
dos animais. Dados mostrados como média £ EPM (n=6) * p<0,05 comparado ao grupo controle, ANOVA

seguida por teste de Bonferroni.
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5. DISCUSSAO

Nesta pesquisa, analisou-se o impacto imediato, agudo da glibenclamida e do
diazéxido nos neurdnios nociceptivos de ratos. Foram avaliados os efeitos sobre a
nocicepcdo aguda, a hiperalgesia inflamatéria e sobre o potencial de repouso da
membrana de neur6nios nociceptivos primarios em cultura. Os resultados apoiam a nog¢ao
de que a glibenclamida exerce um impacto direto nos neurdnios nociceptivos, resultando
na despolarizagdo da membrana, por meio do fechamento dos canais de potassio K+atp,
conforme sugerido por outros estudos (DU et al., 2011; FERREIRA et al., 2007, DE
CAMPOS LIMA, 2019; ZHANG et al., 2024).

Os achados deste trabalho evidenciam a importancia dos canais de potassio
sensiveis a ATP (Kartp) na regulacdo da excitabilidade de neur6nios nociceptivos
primarios, tanto em ambientes in vitro quanto in vivo. Entender tais sistemas ¢ essencial
para esclarecer processos fisiopatologicos ligados a dor, particularmente em situacdes
como a neuropatia diabética, onde a disfun¢do desses canais tem sido frequentemente

associada (DE CAMPOS LIMA et al., 2019; LIU et al., 2022; WU et al., 2022).

O resultado dos estudos in vitro com o marcador fluorescente DiBAC4(3),
conforme observado na figura 5, indicaram que a glibenclamida, um bloqueador seletivo
dos canais Katp, causou despolarizagdo da membrana neuronal nas doses avaliadas de 10
uM e 100 uM. Esta descoberta € consistente com pesquisas recentes que explicam a agao
da glibenclamida, de que, ao bloquear os canais Katp, hd a diminui¢ao da entrada de K+,
resultando na despolarizacdo e no aumento da excitabilidade neuronal (DU et al., 2011;
CHEN et al., 2021; ZHANG Y. et al., 2023). A despolarizagdo observada reforga a ideia
de que os canais Karp funcionam como moduladores negativos da excitabilidade
neuronal, preservando o potencial de repouso e restringindo a reagdo a estimulos

nociceptivos (KACZMAREK & ZHANG, 2017; GAO et al., 2023).

Em contrapartida, o resultado da utilizagcdo do diazéxido conforme figura 7, que
¢ um ativador, provoca a abertura dos canais Karp, exibiu um efeito de duas fases: uma
hiperpolarizagdo inicial seguida de despolarizagdo. Este fendmeno indica a ativagdo de
mecanismos de compensagao, como a abertura de canais de calcio ou sodio dependentes

de voltagem, como reagdo a hiperpolarizagao inicial (GIRARD et al., 2023; PATEL et

34



al., 2022). Pesquisas recentes sugerem que a modulagdo dos canais Karp pode estar ligada
a processos de sinalizagdo secundarios, como a ativagao de receptores ligados a proteina
G (GPCRs) e o controle da fosforilagdo de proteinas quinases (WANG et al., 2021;
VANDEWAUW et al., 2023). Essa complexidade destaca a importancia de que estudos
posteriores, mais detalhados a respeito dos processos moleculares que influenciam a

resposta bifasica ao diazéxido, sejam realizados.

Nos experimentos in vivo, a administracdo intratecal de glibenclamida e
diazoxido percebidos na figura 10, demonstrou efeitos variados em modelos de dor
inflamatoria e nocicep¢do quimica. No modelo de hiperalgesia induzida por carragenina,
a administragdo espinhal de glibenclamida ou diazéxido ndo provocaram alteragdes
detectaveis. Estes achados parecem contradizer resultados de outros estudos que indicam
que a ativacao de canais Karp resulta em analgesia, estando envolvida no efeito analgésico
periférico de opioides, dipirona, entre outros (CUNHA et al., 2010; DOUCETTE et al.,
2021; KLEIN et al., 2023; QIAN et al., 2016). Tal discrepancia possivelmente se deve a

diferenca nas vias de administracdo dos moduladores de canais Karp.

Em nosso estudo, utilizamos a administragdo por via intratecal. Substancias
administradas por via intratecal atingem a medula espinhal, onde ocorrem as sinapses
entre neurdnios nociceptivos primarios e secundarios, mas também atingem os ganglios
da raiz dorsal, onde sdo encontrados os corpos celulares dos neurdnios nociceptivos
primarios, os nociceptores (JOUKAL et al., 2016; FERRARI ef al., 2014). A intencdo ao
utilizar esta via de administra¢ao foi de modular a ativagao dos canais Karp neuronais,
evitando um possivel efeito local, em outras células envolvidas na resposta inflamatoria.
Nos estudos anteriores realizados por outros autores, a glibenclamida ou diazoxido foi
sempre administrada localmente, na pata dos animais (DU et al., 2011; RODRIGUES &
DUARTE, 2000). E possivel que os canais Karp estejam envolvidos na modulagdo local
do potencial de repouso da membrana, afetando a transdu¢@o do estimulo nociceptivo em
potenciais de agdo. Tal hipotese devera ser testada em estudos posteriores. Além disso,
por se tratar de um projeto-piloto, foi utilizado uma tnica concentracdo das drogas para
os experimentos tanto com a glibenclamida (50 ug em 10 puL) quanto com o diazoxido
(50 pg em 10 pL). A administracdo de diferentes doses pode ser necessaria para que

possamos extrair conclusdes mais assertivas.

35



Diferente do que foi observado no experimento para avaliagdo do papel dos
canais Karp na hiperalgesia inflamatdria, no experimento com capsaicina, para avaliagdo
da nocicep¢do aguda, examinado na figura 11, a glibenclamida e o diazdxido
intensificaram a resposta nociceptiva. A principal acdo da capsaicina ¢ ativar o receptor
TRPVI, os quais sdo caracteristicos de fibras C nociceptivas. A ativagdo do receptor
TRPV1 despolariza intensamente os neurdnios nociceptivos. Neste cendrio, o aumento
da despolarizagdo provocado pela glibenclamida parece intensificar a resposta. O efeito
da administracdo de diazéxido novamente parece contraditorio, visto que a abertura de
canais Karp deveria resultar em hiperpolarizacdo da membrana e redugdo da nocicepgao.
A explicagdo para esta contradicdo pode estar relacionada ao efeito observado nos
experimentos in vitro no qual verificamos que ao inicialmente hiperpolarizar a membrana,
pode ativar mecanismos compensatorios que elevam a excitabilidade (ZHANG et al.,

2023; LEE et al., 2023).

E interessante notar que as mesmas dosagens de glibenclamida e diazoxido que
ndo afetaram a hiperalgesia inflamatdria induzida por carragenina afetaram a nocicepgao
induzida por capsaicina. Tanto o aumento de sensibilidade mecanica ao estimulo
inflamatorio quanto a nocicep¢do induzida por capsaicina sdo eventos que ocorrem
especificamente em nociceptores associados a fibras C (AHGREN et al,, 1997; JULIUS,
2013). Entretanto, a administracdo de capsaicina ativa seletivamente os receptores
TRPV1, que sdo receptores térmicos sensiveis a calor, e que ndo estdo envolvidos na
transducdo de estimulos mecanicos. Deste modo, podemos sugerir que a atividade de
canais Karp esteja relacionada a ativacao dos receptores TRPV1. Esta hipotese estd em
consonancia com pesquisas que evidenciam uma interagcdo funcional entre os canais Karp
e TRPV1 em neurdnios sensoriais (LIU et al., 2022). Novamente, mais experimentos sao
necessarios € podem ajudar a esclarecer a participagdo dos canais Karp na modulagao da

dor e da hiperalgesia.

Os dados obtidos nesta pesquisa podem ter relevancia significativa para o
entendimento da neuropatia diabética, uma condicdo marcada por dor crdnica e
hiperexcitabilidade neuronal. Em situacdes de hiperglicemia, a diminui¢do da atividade
dos canais Katp devido ao crescimento da relagdo ATP/ADP pode resultar na
despolarizagao persistente dos neurénios nociceptores, contribuindo para a hiperalgesia e

a dor neuropatica (DE CAMPOS LIMA et al., 2019; GAO et al., 2023). Além disso, a
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glibenclamida ¢ um medicamento frequentemente usado no tratamento do diabetes e
alguns estudos sugerem que o tratamento com glibenclamida pode estar associado a um
maior risco de desenvolvimento de neuropatia diabética (LIU et al., 2022; PABBIDI et
al., 2020). Bem como, diversos estudos mostram que a metformina ¢ superior a
glibenclamida em diversos aspectos como: controle glicémico, seguranga materno-fetal
no diabetes gestacional, perfil metabolico em diabetes tipo 2 e melhor perfil lipidico.
Portanto, a metformina deve ser preferida em relagdo a glibenclamida quando ambas as
opgoes estiverem disponiveis (BODIER et al., 2025; BALSELLS et al., 2015; RAINS et
al., 1988; MERKHA, 2023).

Em contrapartida, agonistas de canais Katp, como o diazoxido, surgem como
potenciais candidatos para o tratamento da dor neuropatica. Porém, os resultados desta
pesquisa indicam que a efetividade dessas intervengdes pode ser influenciada pelo
contexto fisiopatologico e pela interagdo com outras vias de sinalizacdo (GIRARD et al.,
2023; WANG X. et al., 2023). Pesquisas recentes ressaltam a relevancia de criar agonistas
mais direcionados aos canais Karp em neurdnios nociceptivos, com o objetivo de reduzir
efeitos adversos e potencializar a eficdcia analgésica (WANG et al., 2021; ZHANG Y. et
al., 2023).

Em resumo, os dados obtidos neste estudo sugerem um papel relevante dos
canais Katp na modulacdio do potencial de repouso da membrana de neurdnios
nociceptivos primarios € na nocicepcao e aponta para a necessidade de mais experimentos
que nos permitam uma melhor compreensdo dos efeitos de drogas que afetam os canais

Kartp sobre a sensibilidade dolorosa e a hiperalgesia.
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6. CONCLUSAO

1 — A administragao de glibenclamida produz despolarizagao do potencial de
repouso de neurdnios nociceptivos em culturas primarias de ganglio da raiz dorsal,

sugerindo um papel dos canais Katp na excitabilidade destes neurdnios.

2 — A administracao de diazoxido produziu uma breve hiperpolarizagdo, seguida
de despolarizacdo dos neurdnios nociceptivos em cultura, reforgando a participagio de
canais Katp na modulacdo do potencial de repouso e indicando que existem mecanismos

compensatorios que podem ser ativados quando canais Katp sdo ativados.

3 — A administracdo intratecal de glibenclamida ou diazoxido ndo afetaram a
hiperalgesia mecanica induzida por carragenina na pata de ratos. Em conjunto com os
resultados de outros autores, este resultado indica que talvez canais Katp localizados nas

terminagdes nervosas sejam mais relevantes na modulag@o da hiperalgesia inflamatoria.

4 — A administracao intratecal de glibenclamida ou diazéxido provocaram um
aumento da resposta nociceptiva por injecdo intraplantar de capsaicina, sugerindo uma

possivel interacdo entre os receptores TRPV1 e a atividade de canais Karp.

Futuras pesquisas devem explorar:

1. Mecanismos moleculares subjacentes a interacdo entre canais Kartp € outros
canais i6nicos (e.g., TRPV1, canais de Na* e Ca*").

2. Efeitos em modelos cronicos de dor, como neuropatia diabética induzida por
estreptozotocina, para avaliar a eficacia terapéutica de agonistas Karp a longo
prazo.

3. Desenvolvimento de farmacos mais seletivos, como moduladores alostéricos dos

canais Katp, para reduzir efeitos compensatorios indesejados.
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