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RESUMO

O diabetes mellitus (DM) é um disturbio metabdlico com grande prevaléncia mundial
na populacdo adulta e idosa, sendo frequentemente associado a uma série de
complicagdes organicas, entre elas alteragdes na expresséo e/ou fungdo de canais de
sédio dependente de voltagem (Nay). O modelo de DM induzido por estreptozotocina
(STZ) tem sido amplamente utilizado para o estudo dessas complicacdes. O objetivo
deste estudo foi obter as correntes de Nay de neurdnios do Ganglio Cervical Superior
(GCS) de animais sadios e com DM induzida por STZ e posteriormente comparar
estes com dados simulados em programa computacional. Sobre os aspectos
metodoldgicos, os dados desse trabalho sédo provenientes do projeto submetido ao
CEUA/UECE, que recebeu aprovacdo sob numero 080921131/2020. Foram utilizados
Rattus novergicus da variedade Wistar de ambos 0s sexos, a obtencdo dos registros
eletrofisiologicos dos Nay+ foram obtidos através da técnica de patch clamp. Ja as
simulagdes tém como base um modelo simplificado de célula através do software Dev-
C++ versado 6.30. Os dados obtidos foram expressos como media + erro padrdao da
média, sendo a comparacdo entre os grupos foi realizado pelo teste-t de Student.
Apoés a inducédo do DM, foi possivel verificar que houve reducédo da massa corporea
nesse grupo de animais e manutencéo do quadro de hiperglicemia. Sobre os achados
eletrofisiol6gicos, ocorreu alteracdo na amplitude de corrente sendo menor para o
grupo DM, o que foi comprovado também na avaliacdo dos tracados representativos.
Na simulacdo correntes de Na+, utilizamos de um programa de linguagem C/C++
conforme as equacdes de Belluzzi e Sacchi (1991 e 1998). Apoés realizar os ajustes
necessarios em algumas das medidas utilizadas nas equacdes, foi possivel reproduzir
de maneira simulada as curvas e tracados encontradas nos grupos experimentais.
Conclui-se através desse estudo que o modelo de DM utilizado mostrou-se eficaz.
Além disso, é capaz de realizar modificagbes nos parametros eletrofisiologicos dos
Nay. Por fim as simulagbes desenvolvidas forneceram uma boa previsdo para os

achados de correntes de Na+.

Palavras-chave: Diabetes melitos; Canais de sodio dependentes de voltagem;

Ganglio cervical superior; Simulagcdo computacional; Registro eletrofisiologico.



ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is a metabolic disorder with high worldwide prevalence in the
adult and elderly population, and is often associated with a series of organic
complications, including changes in the expression and/or function of voltage-
dependent sodium channels (Nay). The streptozotocin-induced DM model (STZ) has
been widely used to study these complications. The objective of this study was to
obtain the Nay currents of neurons of the Superior Cervical Ganglion (GCS) of healthy
animals and with STZ-induced DM and later compare these with data simulated in a
computer program. Regarding methodological aspects, the data of this work come
from the project submitted to CEUA/UECE, which received approval under number
080921131/2020. Rattus novergicus of the Wistar variety of both sexes were used, the
electrophysiological recordings of the Na, were obtained through the patch clamp
technique. The simulations are based on a simplified cell model using the Dev-C++
software version 6.30. The data obtained were expressed as mean + standard error of
the mean, and the comparison between groups was performed by Student's t-test.
After DM induction, it was possible to verify that there was a reduction in body mass in
this group of animals and maintenance of the hyperglycemia condition. Regarding the
electrophysiological findings, there was a change in current amplitude, which was
smaller for the DM group, which was also confirmed in the evaluation of representative
tracings. In the simulation of Na+ currents, we used a C/C++ language program
according to Belluzzi and Sacchi equations (1991 and 1998). After making the
necessary adjustments to some of the measurements used in the equations, it was
possible to simulate the curves and traces found in the experimental groups. It is
concluded from this study that the DM model used was effective. Furthermore, it is
capable of modifying the electrophysiological parameters of Nay. Finally, the

developed simulations provided a good prediction for the Na+ current findings.

Key words: Diabetes mellitus; Voltage gated sodium channels; Superior cervical

ganglion; Computer simulation; electrophysiological recording
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1. INTRODUCAO

Diabetes mellitus (DM), € um grupo de doencas metabdlicas caracterizado pela
hiperglicemia resultante de distirbios no metabolismo de carboidratos, proteinas e
gorduras, em funcao de defeitos na secrecao de insulina e/ou da acao da insulina em
orgdos alvo (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2013). O diabetes € um
relevante e crescente problema de saldde para os paises independente do grau de
desenvolvimento. Em 2015, a Federacgao Internacional de Diabetes estimou que cerca
de 8,8% da populacdo mundial da faixa etaria entre 20 e 79 anos viviam com
diabetes. Persistindo essa estimativa, estima-se que o numero de pessoas com
diabetes no ano de 2045 sera superior a 629 milhdes (INTERNATIONAL DIABETES
FEDERATION, 2017).

Pacientes com diabetes tem a tendéncia de sofrerem maiores transtornos e/ou
complicagbes macrovasculares e microvasculares que frequentemente se
manifestam, como as neuropatias. Logo, a neuropatia periférica tem o diabetes como
uma das principais causas (PEDROSA, 2014).

De forma geral, a neuropatia diabética afeta regides mais distais do corpo, como
dedos do pé, mas progride lentamente, envolvendo os pés e as pernas em sentido
proximal. Dessa forma, € comum a perda de fibras nervosas, tanto autondémicas
guanto somaticas, e assim 0 aparecimento de outras doencas, como a retinopatia
diabética, nefropatia e, principalmente, a dor de origem neuropatica (TESFAYE;
BOULTON; DICKENSON, 2013).

Conforme Downs e Faulkner (2015) a etiologia da neuropatia diabética €&
bastante complexa e envolve uma variedade de fatores que sdo capazes de promover
0 estresse metabdlico. A administracdo de agentes quimicos, como a estreptozotocina
(STZ) realizada em modelos animais, € uma das formas de induzir o DM pela
destruicdo das células beta-pancreaticas, aumentando a glicemia sérica e,
consequentemente, comprometer a funcdo nervosa, dando inicio a
neurodegeneracgao.

Em relacdo as estruturas atingidas pela neuropatia diabética, destaca-se aqui o

Ganglio Cervical Superior (GCS). Esse ganglio é responsavel por inervar as
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estruturas da face e cranio, tais como: hipofise, glandulapineal, eminéncia mediana,
corpo carotideo, glandula tireoide e paratiredide (SAVASTANO et al.,, 2010). Os
neurdnios desse ganglio sofrem modificagbes no ponto de vista dos parametros
eletrofisiolégico em tecidos com DM, pois, nesse contexto ha uma alteracdo da
atividade da bomba de Na+/k+ ATPase (SILVA-DOS-SANTOS et al., 2020). Portanto,
sabemos que a bomba de Na+/k+ ATPase possui um papel eletrogénico e participa
dos processos de manutencdo da diferenca de concentracdo iGnica entre 0 meio
interno e externo a célula.

Silva-dos-Santos et al (2020) explica no seu estudo que a ocorréncia de DM
promove varias alteracdes sobre os parametros fisiolégicos do GCS, sendo assim
ocorrem também alteracdes eletrofisiolégicas devido alteracbes na atividade de
canais idnicos, e transportadores.

De acordo com Hille (2001), a interface dos estudos sobre os canais iGnicos vai
além dos aspectos relacionados com a neurociéncia, sendo fundamentais para a
biologia celular de forma geral. Logo praticamente todos os tipos de células possuem
canais ibnicos em sua constituicao.

No caso de estudos relacionados com a propagacéo de sinais e transporte de
ions nas células excitaveis tem mobilizado uma diversidade de cientistas interessados
em descrever a melhor compreensdo desses fendmenos bioldgicos. Por esses
motivos, no caso das ciéncias exatas destacamos a construcdo de modelos
matematicos com base nas ferramentas computacionais que sejam satisfatérios para
explicar o comportamento da atividade elétrica do sistema nervoso ou mesmo de um
unico neurbnio, sendo assim € necessario 0 conhecimento e a pesquisa de uma
variedade de dados literarios (HACKMANN, 2007; QUINAUD, 2016).

Conforme Gabbiani et al (2010), trabalhos como este sdo importantes, pois
apresentam contribuicdes diretas tanto na area da neurociéncia como da computacao,
0 somatorio dessas duas passam a ser conhecido como neurociéncia computacional.
Na realidade esse novo conhecimento vem confirmar a abordagem interdisciplinar
gue existe entre as ciéncias.

Para evitar distorcbes decorrentes da arbitrariedade da construcdo de modelos

(matematicos e/ou computacionais) optamos por realizar uma abordagem interativa e
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comportamental dos canais de Na+. Inicialmente trataremos de aspectos mais
simples passando em seguida para elementos mais elaborados de acordo com as
etapas que seguirem. Sobre a abordagem do canal i6nico este tera como base o
modelo de funcionamento a simulagdo computacional das correntes Na,, dos
neurdnios do GCS em animais com DM, tendo como base inicial os modelos em que
os aninais foram induzidos por STZ.

Ao considerar o cenario descrito anteriormente, surgiu entdo o interesse pelo
tema e a necessidade de melhor compreender os processos que envolvem o DM e a
ocorréncia da neuropatia no DM, levando-se em consideragao a participagao dos Naw.
Por esta razdo, nosso estudo se propde a desenvolver uma forma alternativa de
pesquisa por meio da simulacdo computacional visando estudar a corrrelacdo que
existe entre os dados experimentais obtidos em laboratorio com aqueles obtidos de
forma simulada.

Neste sentido esperamos que o estudo torne-se relevante ao apronfundar
ainda mais o conhecimento sobre o papel dos canais iGnicos que estdo envolvidos
nos processos de alteracdo de sensibilidade no DM. Assim como apresentar vias
alternativas para o estudo das mesmas utilizando-se da neurociéncia computacional

para melhor compreencédo desses fené6menos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Diabetes melitus

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) define que de forma geral, o
diabetes é caracterizado como uma doenga cronica decorrente da producéo deficiente
de insulina ou da incapacidade do organismo de utiliza-la de forma eficiente. Como
resultado, a concentragcdo basal de glicose na corrente sanguinea se eleva,
resultando em hiperglicemia (OMS, 2023).

Entre os tipos de diabetes, destacamos o Diabetes mellitus (DM), como uma
doenca do pancreas endocrino. Esta pode ser causada por uma variavel de fatores
tais como: pancreatite, autoimunidade, trauma pancreatico, pancreatectomia,
neoplasia, fator genético alem de ser adquirido através do mau estilo de vida do
individuo. Apesar de ser uma patologia que inicialmente afeta o pancreas, o descuido
e 0 ndao acompanhamento dos niveis glicémicos pode acarretar em consequéncias
sistémicas, afetando diversos orgaos e promovendo complicacdes severas (WEI et
al., 2020).

De acordo com Raiol, Camara e Raiol (2012) os aspectos historicos do DM
dao conta de que é uma doenca conhecida ha pelo menos trés mil anos, sendo esta
detectada pelos egipcios. O sintoma mais comum registrado naquela época era a
polidria que se dava ao longo do dia. O tratamento ja naquele periodo era baseado
em consumir extratos de plantas.

Ainda segundo os autores anteriores, o termo “Diabetes” foi assim
denominado pelo médico grego Arateus da Capaddcia no século Il, que segundo ele,
o DM era o derretimento da carne e dos membros para a urina. Somente por volta dos
séculos V e VI, médicos da india, mencionaram que a urina de pacientes com
diabetes era adocicada, fato comprovado pela observacdo de formigas, que eram
atraidas pela urina destes pacientes (RAIO; CAMARA; RAIOL, 2012).

Para o diagnostico do DM, as alteracdes fisiopatologicas precedem em muitos
anos o diagnéstico da doenca. A condi¢cdo na qual os valores glicémicos estdo acima

dos valores de referéncia, mas ainda abaixo dos valores diagndsticos de DM,
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denomina-se pré-diabetes. A resisténcia a insulina ja esta presente e, na auséncia de
medidas de combate aos fatores de risco modificaveis, ela evolui frequentemente
para a doenga clinicamente manifesta e associa-se a risco aumentado de doencga
cardiovascular e outras complicacdes ao organismo. Na maioria dos casos de pré-
diabetes ou diabetes, a condi¢cdo é assintomatica e o diagnostico deve ser realizado
com base em exames laboratoriais (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2019).

Tradicionalmente, o termo “diabetes” descreve uma variedade de condicdes
clinicas que tém em comum a mic¢ao excessiva, sendo caracterizada pelo excesso
de acucar no sangue (hiperglicemia) e na urina (glicosuria) (NELSON; COX, 2014).
Entretanto, as complicacdes do diabetes s&o categorizadas principalmente como
distirbios microvasculares e macrovasculares, que resultam em retinopatia,
nefropatia, neuropatia, doenca coronariana, doenca cerebrovascular e doenca arterial
periférica (GREGG, SATTAR, ALI, 2016).

Desta forma, o diabetes tem se tornado um complexo problema de saude
publica, muitas vezes apontada como uma epidemia mundial. Dentre a populacdo de
risco encontram-se 0s idosos, por em sua maioria, terem dieta inadequada, serem
sedentarios e com consequente obesidade. S&o os grandes responsaveis pelo
aumento da incidéncia e prevaléncia da doenca em todo mundo (GONCALVES, et al.
2016).

Entre os principais exames realizados para o diagnostico do DM estédo: a
glicemia em jejum, hemoglobina glicada e TOTG. Os valores de normalidade para os
respectivos exames, bem como os critérios diagnosticos para pré-diabetes e DM mais
aceitos sao estabelecidos pela Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD). A
confirmacado do diagndstico de DM requer repeticdo dos exames alterados para entéao

dar inicio a conduta terapéutica correta.

2.2 Neuropatia diabética

O DM apresenta-se como uma das causas mais comuns da neuropatia no
mundo. A ocorréncia de neuropatia é considerada responsavel pelo sofrimento de

milhares de pessoas, além do elevado gasto em salude que crescem a cada ano com
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a necessidade de cuidados desses pacientes, uma prova disto € que a neuropatia
diabética estar entre as principais causas de amputacdes e internacdes hospitalares
relacionadas (MOREIRA-JUNIOR, 2010).

Estima-se que a ocorréncia da neuropatias diabéticas acaba afetando mais de
50% dos individuos com DM. A ocorréncia de novos casos pode ser caracterizada por
diversas formas, seja por sinais de disfungdo em nervos do sistema nervoso periférico
e/ou autondmico, ou ainda com manifesta¢cdes clinicas muito variadas, que vao desde
sensibilidade diminuida até sensibilidade aumentada (POP-BUSUI et al., 2017).

A neuropatia diabética periférica trata-se de um disturbio sensorial que promove
no organismo a interrupcao das aferéncias e eferéncias das extremidades, com iSso o
individuo acaba sendo acometido por uma série de transtornos de ordem sensorial
(SANTOS, 2008).

Progressivamente, além da perda sensorial, € possivel que haja também o
envolvimento de fibras motoras, o que pode causar reducdo de for¢ca muscular e
atrofia, com possivel geracdo de deformidades ortopédicas nos pés. No caso de
acometimento motor, os sintomas referidos sdo fraqueza muscular e instabilidade
gue sao capazes de promover dificuldades na marcha e quedas (GOMES, et al. 2007;
SANTOS, 2008).

Para complementar a citacdo anterior, as alteracdes no componente motor do
paciente diabético, contribui também para a ocorréncia de atrofia e fragueza dos
pequenos musculos dorsais, desencadeando desequilibrio nos tendbes
flexores e extensores e deformidades em membros corporais. JaA com relacdo ao
componente autonémico, este reduz e/ou suprime as secrecdes de glandulas
exdcrinas, deixando os pés secos e predispondo-os a rachaduras e fissuras, além
de desencadear alteracbes arteriovenosas. No que diz respeito as mudancas
neuropaticas em geral, elas afetam primeiramente membros distais como os
pés e posteriormente, progridem de forma proximal em direcdo a perna
(MARTINELLO, 2010).

Lima (2018) explica que a alta glicemia do DM causa um acréscimo da
concentracdo de glicose, sorbitol e frutose no nervo periférico, gerando um edema

osmotico no nervo, reducdo na sintese de acetilcolina, decomposi¢céo das células de
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Schwann e da bainha de mielina. Todos os fatores citados anteriormente contribuem
para mudancas e alteracdes na velocidade de conducéo dos impulsos nervosos.

Barbosa, Oliveira e Seara (2009), também destacam que o estado glicémico do
DM causa a formacdo de produtos de glicagdo avancada que por meio de ligacdes
ndo enzimaticas que gera prejuizos no processo de sinalizacao celular, alterando a
sua funcdo. Logo, a reducao da sensibilidade é decorrente de uma variavel de fatores.

Desta forma, as alteracbes sobre a reducdo da sensibilidade ocorrem
principalmente devido aos fatores descritos anteriormente. J& de acordo com Lima
(2018), o mecanismo responsavel pelo aumento nas sensacdes somestésicas, como
a dor neuropética, entretanto, € pouco compreendido e por iSso necessita de maiores
investigacodes.

Liu e Wood (2011) apresentam em seu estudo que a ocorréncia de alteracbes
na expressdo ou funcdo de canais ibnicos parecem ser 0sS principais mecanismos
responsaveis por produzir as variacoes de sensibilidade observadas nas desordens
neuropaticas. Ressalta-se ainda que a etiologia da neuropatia diabética é muito
complexa e possi uma série de fatores implicados no seu desenvolvimento.

Brasileiro (2018) apresenta que € cada vez mais necessario a melhor
compreensao dos fatores que envolvem as principais manifestacdes da neuropatia no
DM, visto que se trata de uma patologia de grande prevaléncia e importante impacto
na saude publica mundial. Sendo assim estudos sobre esta percepcdo podem
melhorar e/ou aperfeicoar tratamento ou outras abordagens terapéuticas capazes de

proporcionar melhor qualidade de vida aos sugeitos.

2.3 Canais idnicos e canal de sodio dependentes de voltagem (Nay)

Os canais ibnicos sao proteinas que atravessam toda a membrana celular, e
possibilitam a sinalizacdo neuronal. Estes dependem das rapidas variacdes de
potencial de acdo através da membrana celular (a estrutura que delimita todas as
células vivas, que estabelece fronteira entre o meio intracelular, o citoplasma, e o
extracelular, e que permite a troca de elementos entre esses dois meios), pela

conducdo de ions, que ocorre devido no plasmalema das células neuronais e
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musculares, podendo passar até 100 milhdes de ions por segundo em um sé canal, o
que produz uma variacdo rapida desses potenciais (KANDEL; SCHWARTZ e
JESSELL, 2000).

Cada canal i6nico é formado por uma ou mais subunidades protéicas. Aquelas
gue formam o poro dentro da membrana sdo chamadas de subunidades principais.
Os canais de sodio e calcio tém apenas uma subunidade principal e os canais de
potassio tém quatro (por isso sdo chamados de tetrameros). O modelo de Hodgkin-
Huxley, - H-H, embora seja puramente fenomenoldgico, deu origem a ideia de
representar canais idnicos em termos de portdes que se abrem e se fecham (ROQUE,
2020).

Nos ultimos anos, a compreensao dos canais ibnicos avangou bastante através
da determinacéo da estrutura 3D, cristalografia de raios-X e da utilizacdo de métodos
computacionais para simular os movimentos dinamicos dos atomos em funcdo do
tempo. Em relagcédo a estrutura arquitetdnica, os canais de Na+ possuem uma regiao
porosa estreita chamada filtro de seletividade, onde os ions permeados sao
completamente ou parcialmente desidratados para a sua passagem através da
membrana (ROUX, 2017).

Os Nay séo alguns dos tipos de canais idnicos e estdo envolvidos com a
iniciacdo e propagacao dos potenciais de acdo em neurdnios, células musculares e
alguns tipos de células neuroenddcrinas. Quando a membrana € despolarizada o0s
Nay se ativam e inativam em milissegundos permitindo um influxo rapido e transitorio
de ions sadio e iniciando o potencial de acdo. Existem nove subtipos de canais Nay,
denominados Nay1.1 a Na,1.9, que foram encontrados distribuidos heterogeneamente
em tecidos de mamiferos (CATERALL; GOLDIN; WAXMAN, 2005).

Na realidade os Nay sdo constituidos por um complexo contendo uma
subunidade a de 260 kDa, associado a uma ou mais subunidades 3 auxiliares (1, p2
e/ou B3) de 33-36 kDa. A subunidade a resulta de uma unica sequéncia de
aproximadamente 2000 residuos de aminoacidos que se inserem 24 vezes na
membrana celular. Estas insercdes, ou seguimentos transmembrana, se dividem em
guatro regiées homologas, denominados dominios I-1V, com cada dominio contendo
seis segmentos transmembrana (S1-S6) (figura 1) (MACEDO, 2017).
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Figura 1: Organizagdo do canal de sédio
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Fonte: Adaptado de Catterall, Goldin, Waxman (2005)

A ativacdo dos Nay desempenham um papel essencial na excitabilidade
neuronal, incluindo o inicio e a propagacdo de potenciais de acédo. Os resultados
de muitos estudos realizados em modelos de animais experimentais e, numa
menor proporcao, estudos em seres humanos, mostraram que 0S nheurdnios
sensoriais alteram sua expressao de Nay apoés lesbes inflamatdrias e de lesédo
nervosa, sendo que essas alteracdes podem contribuir para a ativacao das vias da

dor e o desenvolvimento de estados de dor aguda e cronica (LUO et al., 2010).

Como descrito por Macedo (2017) os Na+ abrem em resposta a
despolarizacéo e, apos um intervalo de tempo de 1-2 ms, se tornam impermeaveis.
Este processo € crucial para disparos sequenciados de potencial de acdo. Nos
circuitos neurais e para o controle da excitabilidade em nervos e células
musculares, recebe o nome de inativacdo rapida, em que o canal cessa a
condutancia ao sédio ainda estando na sua conformacao ativa. A regido do canal
de sodio responsavel por este mecanismo € a curta al¢a intracelular que conecta

os dominios homdlogos lll e IV na subunidade a.
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2.4 Ganglio Cervical Superior e Canais de sddio dependente de voltage - Na,

O GCS, faz parte do sistema nervoso periférico simpético. Este representa os
ganglios de C1 a C4 da cadeia de ganglios simpaticos paravertebrais que sofreram
fus@o. A maioria dos ganglios paravertebrais transmite informacdes a partir da medula
espinhal para integrar 6rgdos alvo, sem outras fontes de informacdo. Em geral
ganglios paravertebrais tém pouca funcdo autbnoma e provavelmente ndo podem
mediar diretamente reflexos periféricos (BERNE et al., 2009).

O GCS estd localizado na extremidade rostral da cadeia simpética
paravertebral e contém um conjunto de neurdnios que inervam diferentes 6rgaos
situados em toda a cabeca. Estes grupos incluem neurbnios que controlam regides
especializadas dos leitos vasculares cerebrais, masculo, glandulas salivares, iris e
glandula pineal (LI e HORN, 2006).

Figura 2- Localizacdo do ganglio cervical superior.
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Conforme Yokota et al., (2018) o GCS faz parte do sistema nervoso autbnomo
(SNA) sendo este o ganglio mais superior da cadeia simpéatica e esta disponiivel
bilateralmente. Ainda sobre o GCS, este € 0 maior dos trés géanglios do tronco
simpatico cervical, sendo os outros dois conhecidos como, ganglio estrelado e
cervical médio.

De acordo com sua localizacdo regional, os neurdnios do GCS podem ser
classificados como rostrais e caudais. Os neurdnios rostrais projetam seus axonios
através do nervo carotideo interno e inervam a vasculatura cerebral, a glandula
pineal, a iris, a pele e os vasos da cabeca rostral. Ax6nios de neurbnios caudais
deixam o ganglio através do nervo carotideo externo e inervam as glandulas
salivares, tiredide e a vasculatura da cabeca caudal (ELINOS et al., 2018).

Embora exista uma variedade de tipos de Nay,, o0 GCS é responsavel por
expressar o Nay1.7 e, em pouca quantidade o Nayl.1. Tais canais apresentam um
papel importante na ocorréncia dor neuropatica. Outros tipos de Nay, também tém
despertado o interesse dos pesquisadores entre eles: Nay1.3, Na,1.8 e Na,1.9 que
sdo encontrados em pequenos neurdnios do GRD e, portanto, estdo envolvidos
também na geracdo e conducéo dos potenciais de acdo nociceptivos (CAMPBELL e
MEYER, 2006).

Quanto a presengca dos Nav no GCS, a realizacdo de uma analise
imunocitoquimica revelou a presenga de Na/1.7 nos neuronios do GCS. Também foi
testado a presenca do Nal.1 em neurdnios do GCS. Assim como relatado
anteriormente, estes estao presentes em niveis mais baixos em neurénios GRD. Para
confirmar a especificidade do canal-anticorpo, hipocampo e neurénios corticais foram
usados em experimentos de controle e nenhuma imunorreatividade para Nayl1.7 foi
encontrada nesses neurdnios. Assim, as correntes do Nay1.7 sensiveis ao TTX foram
os correntes dominantes de Na em neurénios GCS (JIA, et al. 2008).

Alguns eventos relacionados a inflamacdo nos tecidos podem produzir
alteracdes intracelulares nos neurdnios e células gliais satélites do GCS, e portanto,
possivelmente contribuir para mecanismos periféricos subjacentes a disseminacéo da
dor orofacial (SESSLE, 2011).

Na realidade, os Nay permanecem inativos e fechados em repouso, mas
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desenvolvem mudancas conformacionais e estruturais em resposta a despolarizacao
inicial da membrana, causando um fenémeno ciclico de ativacdo ou abertura e
fechamento dos canais durante o processo de transmissdo sensorial fisiologica. A
abertura transitoria do Nay permite o fluxo de ions sédio a favor do seu gradiente de
concentragdo, promovendo uma corrente transmembrana de despolarizagdo
neuronal, levando a membrana axonal mais proxima ao limiar para geracdo do
potencial de acdo. A maioria dos Nay é inativada rapidamente apGs sua abertura,
sofrendo posteriormente mudancgas conformacionais para um novo ciclo de ativacao
(CATTERALL; GOLDIN; WAXMAN, 2005).

Diante do apresentado anteriormente, os Nay, estdo no foco do
desenvolvimento recente de analgésicos, ja que varias mutacdes foram identificadas
em pacientes que sofrem de sindromes de dor hereditarias. Os Nay, entre outros,
localizados em neurdnios sensoriais do sistema nervoso periférico. Os nociceptores,
portanto, sdo neurbnios sensoriais especializados, que detectam estimulos
potencialmente prejudiciais da periferia ou dos oOrgaos internos e transduzem as
informacfes através de longos neurdnios para a medula espinhal (SCHRENK-
SIEMENS; ROSSELER; LAMPERT, 2018).

Os Nay sdo considerados um dos principais alvos no desenvolvimento de
novas terapias para melhorar o manejo da dor e neuropatias, uma vez que o disparo
anormal de neurbnios aferentes primarios estd associado a uma regulacéo
desordenada desses canais. Alguns subtipos de Nay, dentre eles o Nay 1.7 e Nay1.8,
sdo de maior interesse na dor devido a sua expressao seletiva nos nervos periféricos
(DAS, 2015).

2.5 Ganglio cervical superior, Canal de Na, e diabetes

Conforme apresentaremos a seguir, uma série de estudos ja tem demonstrado
gue as propriedades elétricas neuronais em animais diabéticos podem sofrer
alteracoes significativas podendo resultar em disfuncéo de 6rgdos ou de sistemas.

O trabalho de Campanucci, Krishnaswamy e Cooper (2010) estudando a

transmissao sinaptica nos neurdnios do GCS de animais com DM, utilizou-se de


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Krishnaswamy+A&cauthor_id=20620869
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Cooper+E&cauthor_id=20620869
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eletrodos intracelulares para registrar os potenciais excitatorios poés-sinapticos -
PEPSSs, observaram que nos ganglios dos ratos controle, um estimulo no nervo pré-
ganglionar para evocar PEPS aumenta em magnitude ao longo do tempo. Em contra
partida, o PEPS evocado nos neurdnios dos ratos diabéticos foram significativamente
deprimidos, com uma semana apdés o inicio do DM.

Ja conforme Hong et al. (2004), investigando a expressao e funcao dos canais
para sédio dependentes de tensdo elétrica, resistentes e sensiveis a tetrodotoxina,
observaram um aumento na expressdo dos Na/l.3 (TTX-S) e Na/l.7 (TTX-S),
observa-se também a reducéo da espressao nos Nay1.6 (TTX-S) e Nay1.8 (TTX-R) no
GRD de animais com DM. A maioria dos potenciais de acao registrados apresentaram
uma “saliéncia” na fase de inclinacdo descendente, uma caracteristica de neurbnios
nociceptivos correspondente ao tipo de fibra-C. Ainda no mesmo trabalho foi
demonstrado que tanto a corrente de sodio TTX-S como TTX-R, foram
potencializadas nos neurdnios nociceptivo do GRD de animais com DM e os niveis de
expressdo dos subtipos de canais TTX-S e TTX-R foram diferencialmente afetados
pelo DM.

Contudo, Campanucci, Krishnaswamy e Cooper (2010) demonstraram que a
transmissao sinaptica no GCS encontra-se alterada pelo DM. Essa alteracdo parece
estar ligada a producdo excessiva de alguns compostos. A transmissao sinaptica
apresenta-se diminuida ja na primeira semana apos a indu¢cdo ao DM e progride de
acordo com a evolucao da doenca.

O exame dos padrdes de expressdo génica global em ganglios de ratos
controle e diabéticos revelou diferencas marcantes na expressao génica em
neurdnios do ganglio celiaco (GC) ganglio mesentérico superior (GMS) e do GCS sob
condi¢cBes de controle e em resposta ao DM. Neur6nios do GC e do GMS dissociados
em cultura demoram mais para iniciar o crescimento de neurites do que neurdnios do
GCS. Além disso, as atividades das enzimas antioxidantes sdo significativamente
mais baixas em GC / GMS do que em GCS (SEMRA; SMITH; LINCOLN, 2004).

Cameron et al (2001) examinaram a evolucdo temporal das alteracdes na
perfusdo do GCS em ratos diabéticos induzidos por STZ. Uma semana apo0s a

inducdo do DM ja causou um déficit de perfusdo de 46%, que foi aumentando ate
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54% ao longo de 24 semanas. Assim, observa-se que houve reducdo precoce,
profunda e de longa duragdo na perfusdo ganglionar podendo afetar de forma
deletérica a funcdo do corpo da célula neural e contribuir para a neuropatia
autonomica.

Silva-Dos-Santos et al., (2020) verificaram que em ratos induzidos ao DM via
STZ, que ocorren alteracdes dos parametros eletrofisiol6gicos passivos, tais como: o
potencial de membrana em repouso (RMP), a resisténcia de entrada (Rin), a reobase,
limiar do potencial de acdo, amplitude e a duragdo do PA, assim como alteracdes no
ascendente maximo (dV / dtasc) e descendente (dV / dtdesc) de neurdnios do GCS.

2.6 Simulagéo computacional dos canais Nay

O desenvolvimento das técnicas de eletrofisiologia na primeira metade do
século XX representou um grande avanco para a area de neurociéncias, permitindo
uma melhor compreensdo das propriedades elétricas de células excitaveis. Ao
mesmo tempo a abordagem neurofisiologica passou a ser dividida em duas linhas
sendo uma preocupada em observar as respostas e as propriedades das células
conectadas ao sistema neuronal e a segunda utiliza a integracdo de conceitos
biofisicos que buscam compreender os mecanismos dos canais i6nicos (QUINOUD,
2016).

Com a criacao da técnica de patch-clamp, facilitou a realizacéo de registros das
correntes elétricas com base nas vias de transporte e o0s potenciais elétricos em
células isoladas. O emprego dessa técnica permitiu que os modelos teéricos fossem
desenvolvidos para simulacdo de tais potenciais e correntes. O estudo dos canais
ibnicos passou a ter ainda maior importancia devido a sua relacdo com algumas
doencas (PROKS; ASHCROFT, 2009).

Um exemplo do citado anteriormente é que a atividade elétrica dos neurénios
sensoriais periféricos esta intimamente relacionada a sua capacidade de geracado e
conducéo de potencial de acdo promovida pelos canais ibnicos (ou ionéforos) de Nay
localizados ao longo da membrana axonal. Esse papel dos Nay, € essencial na

eletrogénese neural e fez emergir um novo alvo importante para novas abordagens
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terapéuticas com o objetivo de atenuar o disparo neural que resulta na resposta
dolorosa (LIU; WOOD, 2011).

Gracgas aos avancos da ciéncia e da computacao ocorridas na segunda metade
do século XX, onde o avanco da capacidade e da velocidade computacional é cada
vez maior, j& € possivel simular de forma eficaz uma variedade de processos
biolégicos partindo de dados ja produzidos de forma experimental (NEVES, 2013).

Conforme Sundt et al. (2015) explicam que a simulacdo computacional do
funcionamento neuronal é uma ferramenta valiosa para a compreensédo da fisiologia
das células do sistema nervoso. Para que essa simulacdo ocorra, € necessario ter um
modelo que descreva satisfatoriamente o fendmeno que se deseja investigar. Uma
vez que o modelo analogo elétrico da membrana neuronal esteja construido, é
possivel determinar as equagdes matematicas que regem a sua dinamica e, com
essas equacdes, € possivel utilizar simulagbes numéricas para a resolucdo das
equacodes, seja elas em situacdes estacionarias ou dinamicas.

Os trabalhos de Hodgkin e Huxley (1952) (modelo H-H), forneceram a base
matematica para a simulacao de propriedades elétricas das membranas neuronais. A
partir desses foi possivel obter satisfatoriamente o PA do axénio gigante de lula sendo
importantes para comparar posteriormente com os dados de modelos simulados.
Dessa forma, o modelo H-H é a base para construcdo de novos estudos que
descrevam o comportamento das propriedades elétricas das células. Como exemplos,
Sacchi et al (1998) e Sundt et al. (2015) que desenvolveram uma simulacao
computacional do PA dos neurbénios do GCS de ratos utilizando como base o modelo

H-H, que inicialmente envolveram seis fluxos de correntes iénicas.
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3. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

Levando-se em consideragcdo que a ocorréncia de DM apresenta-se como um
relevante e crescente problema de saude em todo o mundo, sendo frequentemente
associado aos altos custos com saude. E que a0 mesmo tempo autores como
Campanucci, Krishnaswamy e Cooper (2010), Hong et al. (2004), Cameron et al
(2001), Silva-Dos-Santos et al (2020) mostram em suas pesquisas que as alteracdes
presentes nas complicagbes do DM possuem relacdo com a expressao/funcdo dos
canais idnicos, alterando o funcionamento dos Nay.

Desta forma verificamos a necessidade de realizarmos maiores estudos a fim
de conhecermos detalhes sobre a evolucdo dos casos de neuropatia diabética.
Ressalta-se que o estudo da expressao/funcdo dos canais iGnicos questdo exigem a
realizacdo de atividades experimentais. Na maioria dos casos, essas atividades
necessitam de muito tempo para a sua realizacdo, além de carecer de um amplo
financiamento e recursos, bem como a utilizacdo de animais.

O trabalho pioneiro introduzido no modelo H-H foi a base a criacdo de outros
modelos matematicos deterministicos, sendo Uteis para o estudo do comportamento
das condutancias ibnicas e das membranas nervosas. Com isso realizar a
modelagem dinamica das correntes de Nay torna-se uma realidade.

Diante do exposto anteriormente, a realizacdo deste estudo justifica-se pelo fato
de que: a utlizagdo de métodos alternativos de estudo dos Na, através das
simulacdes computacionais, apresenta-se como uma ferramenta importante para
investigacdo de suas alteracdes. Além disso pode ainda ajudar a reduzir o tempo das
atividades experimentais, bem como a diminuicdo dos recursos utilizados como o0 uso
de animais.

Visto isto, este trabalho propde utilizar uma ferramenta alternativa para o
desenvolvimento de simulacfes das correntes de Na+. Por meio desta, sera permitido
gue o0 nosso estudo possa observar o que ocorre com 0s sinais eletrofisiol6gicos de

forma simulada e comparar com valores de dados experimentais.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral:

Investigar as correntes de Nat+ dependentes de voltagem de animais controle e
diabéticos induzidos por estreptozotocina e realizar a simulacdo computacional

dessas correntes.

4.2 Objetivos especificos:

e Registrar as correntes de Na+ dependentes de voltagem do GCS de animais
controle e com DM induzida por estreptozotocina;

e Simular as correntes de Na+ dependentes de voltagem do GCS de animais
com base nos dados coletados em laboratorio.

e Comparar os dados simulados com os dados experimentais obtidos no GCS

dos animais controle e DM para fazer ajustes no modelo;
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Animais experimentais e ainducao do diabetes

Os dados experimentais das correntes ibnicas foram obtidos por meio da
técnica do patch clamp em neurdnios dissociados do GCS de ratos controle e ratos
com diabetes induzido por STZ. Foi utilizada a espécie Rattus novergicus da
variedade Wistar (ambos os sexos) que foi fornecida pelo Biotério Central do Instituto
Superior de Ciéncias Biomédicas da UECE. O manuseio e a utilizacdo desses
animais obedeceram as normas estabelecidas pelas diretrizes para cuidados com
animais de experimentacédo da UECE, sendo que esse projeto obteve aprovacao junto
ao comité de ética em pesquisa animal da UECE através do protocolo
080921131/2020.

Como modelo escolhido para a inducdo do diabetes, foi utilizado a substancia
Estreptozotocina (conhecida pela abreviatura de STZ, do inglés) no qual a inducao foi
realizada ja na fase adulta do animal (42 semana de vida). Os animais foram mantidos
em jejum por 8h e, em um grupo de animais (grupo diabetes - DM) foi injetada STZ
(65 mg/kg via i.p.) diluida em citrato de sodio (100 mM, pH ajustado para 4,5). O
segundo grupo (grupo controle - CT) recebeu somente a solucdo veiculo em volume
equimolar.

Esse modelo de inducdo do DM é utilizado em animais devido a dois fatores
descritos por Wei et al (2003) e Arulmozhi et al (2004) sendo eles: o primeiro é a
proximidade que o modelo oferece em relacdo a doenca em seres humanos. Ja o
segundo é gque pode ser utilizado para inducéo do diabetes tipo I.

Nos dois grupos experimentais, os valores glicémicos foram monitorados
semanalmente, sempre no mesmo dia e horério, através da coleta de um pequeno
volume de sangue pela cauda e determinacdo da glicemia por glicosimetro (Accu
Check, Roche Diagnostics). Apds a confirmacéo da inducéo do diabetes pela medida
da glicemia (glicemia acima de 200 mg/dL de sangue), os animais foram colocados
em caixas coletivas e separados em seus respectivos grupos. Os animais foram

mantidos por 8 semanas apés a inducdo do DM. J& na 122 semana de vida, 0s
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animais foram devidamente anestesiados para a realizacdo da eutanisia e
posteriormente a dissecacao para a retirada dos GCS.

Para obtencdo dos neurdnios individuais, os GCS’s foram acondicionados em
solucdo salina balanceada de Hank zero-Ca2+/Mg2+ (HBSS, em mM: NaCl 137,93;
KCI 5,33; KH2PO4 0,44; NaHCO3 4,0; Na2HPO4 0,3 e glicose 5,6) seguida por
solucdo de colagenase tipo | (1,0 mg/ml) e dispase grau Il (1,0 mg/mL) durante 75
minutos e tripisina (2,5 mg/ml) por 15 minutos, ambas em HBSS em banho-maria a
37°C. Apols as solugbes de dissociacdo, os neurdnios do GCS foram separados dos
tecidos adjacentes por uma suave trituracdo em meio de Eagles modificado por
Dulbecco (DMEM). A esse meio, foi acrescentado 10% de soro fetal bovino, 100 U/ml
de estreptomicina e 0,1 mg/ml de penicilina. Os neurbnios foram plagueados em
laminulas tratadas com Poli-DLisina 0,01%, incubados em ar atmosférico saturado

com 5% CO2, mantidos a 37°C e utilizados no periodo de 8 a 48 h.

5.2 Registro eletrofisioldgico com a técnica de patch clamp

Os aspectos funcionais e eletrofisiologicos dos canais Na+ do grupo CT e grupo
DM foram obtidos através da técnica de patch clamp.

Os protocolos de estimulacdo, de registro e analise dos dados foram pré-
programados e gerados por um software em computador (PCLAMP versao 10, Axon
Instruments) e os dados armazenados em computador por um sistema de conversao
analogico/digital e aquisicdo de dados (modelo Digidata 14400, Axon Intruments,
Foster City, CA, EUA). Ressalta-se que a mensuracdo dos registros eletrofisioldgicos
da técnica de Patch Clamp foi realizada na configuracdo de célula inteira conhecida
como modo Whole Cell utilizando-se um amplificador de Axopatch 200B. O registro
das correntes ionicas foi feito com pipetas de vidro Flint (Perfecta, SP, Brasil) com
resisténcia de ponta entre 1,5 e 3,0 MQ e preenchidas com solucéo que possibilitasse
o isolamento da corrente ibnica apropriada a finalidade do experimento.

A solucdo que banhou a célula mimetizou a concentracdo eletrolitica do meio
extracelular, com ajustes apropriados. A capacitancia da célula, bem como a

resisténcia de acesso, foi compensada (60 - 90%) pelos circuitos préprios do
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amplificador e as subtracbes das correntes capacitivas e de vazamento nos registros
foram retiradas utilizando o protocolo de subtracdo P/4 (BEZZANILLA &
ARMSTRONG, 1977). De forma a registrar a ativacao e/ou inativacdo das correntes
ibnicas, foi aplicado protocolos de pulsos de potencial, ou voltagem, a célula. Nesses
protocolos, o valor da voltagem foi clampeada (isto é, fixada) em valores pré-
determinados e coletados os valores das correntes ionicas devido a esses valores de
voltagem.

Para o registro das correntes de Na+, a solugdo externa teve a substituicdo dos
ions K+ por Colina, reducao da concentracdo de Ca2+ e o acréscimo de TEA e Cd,
gue sao bloqueadores dos canais de K+ e Ca2+, respectivamente.

Figura 3: Modelo de Patch Clamp.
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Desenho esquemdtico do sistema de “Patch Clamp® (A) configuragdo "Whole Cell”; (B)
“set up” para os registros eletrofisiolégicos (retirado de: WILLIAM, 2003)

5.3 Modelos Neuronais e Simulacdo Computacional

A modelagem computacional do potencial de acdo nos axénios tive inicio com os
trabalhos de Hodgkin e Huxley (1952) no qual as pesquisas buscavam a

determinacdo de um modelo baseado em dados experimentais do potencial de acao
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no axénio gigante de lula durante a primeira metade do século XX. Quinaud (2016)
destaca que o modelo apresentado anteriormente, fornece a base da maioria dos
modelos subsequentes de potenciais de acdo e também de modelos de fluxo de
corrente através de canais iGnicos.

Para este estudo, a simulacdo foi baseada em dois modelos anélogos elétricos
da membrana sendo estes: o modelo de Hodgkin e Huxley (Modelo H-H, 1952) e o
modelo de Sacchi et al. (1998), proposto para os neurénios do GCS. Estes modelos
ao serem utilizados levam em conta as propriedades passivas e ativas da membrana
celular e, embora o modelo H-H seja a base para o modelo de Sacchi e
colaboradores, ele foi utilizado inicialmente para a construcdo da idéia do analogo
elétrico de membrana e como as alteragbes propostas tornam as simula¢cdes mais
proximas dos dados experimentais para o GCS.

No que diz respeito as simulagdes, utilizamos um modelo simplificado de célula,
onde os neurdnios foram modelados como estruturas esféricas, de volume e forma
bem definidos, e com membrana com caracteristicas isotrOpicas, isto €, que
apresenta as mesmas propriedades fisicas e quimicas, independente da direcéo
considerada. Os meios intracelular e extracelular foram considerados isopotenciais,
isto €, possuem o mesmo valor de potencial elétrico quando medido em dois pontos
diferentes no mesmo meio. Dessa forma, toda a variacdo de potencial elétrico sera
investigada sobre a membrana celular. Levamos em consideracédo ainda os analogos
elétricos de membrana onde existe um elemento capacitor de membrana (Cm) em
paralelo com condutancias e baterias (fontes de voltagem). JA o modelo H-H utiliza
duas condutancias ativas (a condutancia ao Na+ e ao K+) e uma passiva (uma
condutancia de vazamento). Como relacdo ao modelo de Sacchi et al. (1998)
envolveu o uso de cinco condutancias ativas (uma de Na+ , uma de Ca2+ e trés tipos
diferentes de condutancias ao K+) e duas condutancias passivas (uma associada ao
vazamento e outra ao K+).

No préximo passo foi a realizacdo das simulacfes, para isso utilizamos um
computador com configuracdo que permitissem um bom desempenho e rapidez nas
simulacdes. A configuracdo utilizada foi processador Intel® Celeron Core I3 82
geracdo 1,10 GHz, 8,00 GB de memoria RAM e 1 TB de meméria ROM. Utilizamos
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ainda uma plataforma para as simulacdes conhecido como Dev-C++ versdo 6.30,
sendo este um software que oferece um ambiente de desenvolvimento integrado para o
desenvolvimento de aplicacdes. Este programa foi utilizado para aprendizado inicial dos
conceitos de programacdo e para a resolucado das equacdes dos modelos analogos
elétricos dos neurbnios, logo ele apresenta todas as funcionalidades e padrdes
necessarios para a escrita, compilacdo, debugging e execucdo de programas ha
linguagem C e C++.

Uma vez realizadas as simulacdes, estas foram geradas com os codigos em
linguagem C e comparadas entre os diferentes modelos (H-H e Sacchi) e com
diferentes incrementos de tempo. Além do mais, foram feitas modificacdes nas
condutancias individuais, para verificar qual a influéncia dessas condutancias na

atividade elétrica dos neurdnios.

5.4 Comparacdo dos dados simulados com os registros eletrofisiologicos

experimentais

Uma vez que os dados simulados na linguagem C foram obtidos, eles foram
comparados com os dados experimentais. Para isso, utilizamos os dados de registros
eletrofisiolégicos das correntes ibnicas dos neurdnios do GCS. Estes dados foram
coletados e fornecidos através de colaboracdo com o Laboratorio de Eletrofisiologia -
LEF, do Instituto Superior de Ciéncias Biomédicas - ISCB, da Universidade Estadual
do Ceara, Campus Itaperi - Fortaleza.

Ao adquirirmos os dados experimentais, eles foram comparados com os dados
simulados utilizando uma alternativa ao método dos minimos quadrados (ABDI,
2007). Vale ressaltar que este método procura realizar o melhor ajuste para um
conjunto de dados minimizando a soma dos quadrados da diferenca entre o valor
simulado juntamente com o valor encontrado experimentalmente. Contudo, uma das
premissas é que os dados simulados apresentem uma dependéncia linear. Como 0s
dados das correntes idnicas sdo dados néo lineares, também foi necessario utilizar
métodos alternativos, como a transformacdo de dados néo lineares em lineares e,

assim, proceder com a utilizacdo do método
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5.5 Andlise estatistica

Inicialmente, os dados das simulagbes computacionais e experimentais foram
testados e separados em varidveis paramétricas e ndo-paramétricas. Para as
variaveis classificadas como paramétricas, os dados foram expressos como média +
erro padrdo da média e para variaveis ndo-paramétricas como média * desvio padréo.
O numero de experimentos esta denotado pela indicagdo “n”. Para a analise de
diferenca estatistica entre grupos (dados experimentais e simulados na situacdo
controle e diabetes) foi utilizado o teste t de Student sendo o nivel de significancia de
5 % (p < 0,05).

A tabulacao, os gréaficos e as analises estatisticas dos dados foram realizados
por uma combinacdo de software e programas: SigmaPlot 14.5 (Systat, CA, EUA),
Excel 365 (Microsoft, Washington D.C., EUA) e Pclamp 10.6 (Axon Intruments, CA,

EUA).
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6 RESULTADOS

6.1 Caracterizacdo do modelo animal

Inicialmente, realizamos a caracterizacdo dos parametros metabodlicos da
inducdo do diabetes nos animais. A figura 4 no painel (A) apresenta a evolucao da
massa corpoérea (g), dos animais do grupo CT com o grupo DM. J& o painel (B) faz a
relacéo entre a Glicemia (mg/dL) dos animais do grupo CT com os animais do grupo
DM. Ressalta-se que a figura apresenta as 08 semanas de observacdo apos a
inducdo do DM.

Figura 4: Relagdo entre a Massa corporea e Glicemia dos animais controle e
diabéticos (Painel A — massa corporea (g); Painel B — glicemia (mg/dL). Os dados

“ ”

estdo expressos com média £+ E.P.M. e o “n” representa 0 numero de animais

utilizados.
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Conforme visto na figura, verificamos que ao longo das 08 semanas de
observacédo, os animais do grupo CT (n = 05), apresentaram um aumento gradual da
massa corporea chegando a 260,30 + 11,82 g, enquanto que a massa corpOrea dos
animais grupo DM (n = 03) chegou a 150,34 + 21,31g, permanecendo assim

significativamente menor quando observamos os dados em relacdo ao grupo CT.

10
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Quando comparado a massa dos animais na Ultima semana, verificamos que houve
diferenca estatistica significante (p < 0,05, teste-t de Student).

Com relacéo ao painel B da figura 4, ela apresenta a relacdo de concentracao
de glicose - mg/dL- medida na cauda dos animais durante as 08 semanas de
observacdo. Podemos verificar que os niveis de glicose do grupo DM manteve-se
elevado em todo o tempo da pesquisa com valores em torno de 450 mg/dL, o que
caracteriza que de fato os animais estavam com DM.

Ja quanto ao grupo CT apresentado, verificamos que os niveis de glicose
mantiveram-se estaveis sempre com variagbes proxima de 100 mg/dL. Ao
compararmos os valores da glicose no grupo CT e no grupo DM ao final da 82
semana, houve diferenca estatistica significante (p < 0,05, teste-t de Student). A
evolucdo completa da relacéo entre a massa e a glicemia tanto do grupo CT quanto
do grupo DM estéo apresentados na tabela O1.

Tabela 1. Dados da massa corporea e glicemia dos grupos CT e DM observados

durante as semanas de evolucéo e apos a inducao do diabetes.

Semanas Massa (g)/CT Massa (g)/DM (rﬁgljllcdeLr;]/lélT (n%'/%?_r)r}g‘M
1 92,13 £ 5,23 76,28 + 2,74 131,60 £ 2,29 445,67 + 21,65
2 141,11 + 10,57 106,56 + 9,35 127,00 £ 1,22 477,00 £19,14
3 167,75 £ 12,65 117,3+9,21 127,5+ 9,13 537,00 £ 47,47
4 178,35+ 7,25 134,08 + 16,04 112,80 £ 6,57 479,33 42,31
5 204,65 £ 10,24 142,13 £ 19,63 121,00 £ 3,94 529,00 £ 39,63
6 226,14 £ 10,26 155,97 £ 17,84 111,20 £5,74 488,33 £ 44,09
7 240,18 £ 11,36 154,96 + 23,17 106,60 + 1,63 490,00 £ 53,52
8 260,38 £ 11,82 150,34+21,31* 112,60 + 2,66 453,00 £ 25,97*
*. diferenca estatistica comparado ao grupo controle (P < 0,05, teste-t de Student).

6.2Curvas de ativacao da corrente de Na+ do GCS

Apés as 12 semanas de vida do animal, foi realizada a eutanasia e retirado o
tecido alvo no qual foi dissociado o GCS, e em seguida realizados 0s registros

eletrofisiol6gicos das correntes de Na+. Ao avaliarmos a ativacdo das correntes Na+



38

dos animais dos grupos CT e DM verificamos que houve uma reducao das amplitudes
da corrente no grupo DM conforme podemos observar. A figura 5 apresenta 0s
tracados representativos que foram utilizados na apresentacgao.

Figura 5: Tragados representativos da ativacao das correntes de Na+ nos animais
dos grupos controle (painel - A) e diabético (painel - B).

J 2 ms 2 ms

Os tracados representativos mostram as caracteristicas do formato da corrente
de Nat+ que surgiram durante a experimentacdo. Entre 0s principais aspectos
destaca-se a deflexdo para baixo e que alcanca elevados valores de amplitude
guando comparados com de outros tipos de correntes.

Analisando os picos das correntes no protocolo de corrente-voltagem, foi
possivel verificar que houve a reducao da amplitude da corrente de Na+ no grupo DM
em comparacao com o grupo CT, conforme observamos na figura 6 painel (A). Com
relacdo a condutancia ao Na+ as curvas dos animais dos grupos CT e DM estdo

apresentadas na figura 6 (painel - B).
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Figura 6: Relacao |-V da ativagdo da corrente de Na+ e condutancia maxima (painel A
— Relacao 1-V; Painel B — Condutancia maxima)
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Diante do exposto na figura 6 painel (A) € possivel verificar que a amplitude de
corrente grupo DM é de -3075,95 + 167,77 pA (n = 10), enquanto que o grupo CT
aparece com pico de -3843,49 + 342,35 pA (n = 17), sendo assim verifica-se que
existe uma diferenca de 768 pA entre os grupos analisados. Com base no disposto
anteriormente ndo houve diferenca estatistica significante (p > 0,05, teste-t de
Student), entretanto, é possivel observar que ocorreu uma alteracdo entre as
correntes analisadas entre os grupos CT e DM.

Sobre a andlise da condutancia maxima apresentada na Figura 6 painel (B),
verificamos que o grupo DM apresenta-se com valor de 71,15 + 5,76nS (n = 10),
enquanto que o grupo CT mostra com 96,41 + 7,74nS (n = 17), ou seja houve uma
reducdo significativa entre os grupos verificados. Sobre andlise estatistica houve

diferenca significante entre os grupos (p < 0,05, teste-t de Student).

1
60
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Tabela 2: Dados da ativacdo da corrente de Na+ no GCS

Parametro Controle (n=17) Diabético (n=10)
Pico Ina (pA) -3843,49 + 342,35* -3075,95 + 167,77*
Vyz — IV (mV) -20,33£1,42 -22,69 £1,01

K — IV (ms) 5,81 + 1,01 5,35+ 0,21

Ena+ (MV) 38,40 + 0,15 40,67 + 1,82
Gmax (nS) 96,41 = 7,74* 71,15 £ 5,76*

V2 —Gmax (nS) -20,70 £ 1,14 -19,23 + 1,49

K —Gmax (ms) 6,05+ 0,16 7,00 £ 0,64

*. diferenca estatistica comparado ao grupo controle (P < 0,05, teste-t de Student).

Analisando os dados da ativagao da corrente de Na+ nos neurénios do GCS na
tabela 2, verificamos que o Vi das IV’s apresenta-se no grupo CT com -20,33 £ 1,42
mV (n = 17) enquanto que no grupo DM com -22,69 + 1.01mV (n = 10). Sobre o
constante de inclinacéo K da curva da IV, o grupo CT apresenta 5,81 £ 1,01 ms (n =
17) enquanto que o grupo DM mostra valores 5,35 + 0,21 ms (n = 10). Com relagao
ao Ena+ 0 grupo CT 38,40 + 0,15mV (n = 17) enquanto que o grupo DM com 40,67 *
1,82mV (n = 10). Os valores de V1> da curva de ativacdo Gmax para o grupo CT é de
-20,70 £ 1,14 nS (n = 17) e para o grupo DM é de -19,23 + 1,49 nS (n = 10), e por
ultimo os dados de K na curva do Gmax para o grupo CT aparecem com 6,05 + 0,16
ms (n = 17) e para o grupo DM 7,00 + 0,64 ms (n = 10). Com isso de acordo com a
analise dos grupos Vi das IV, K-V, Ena, V12 de Gmax e K-Gmax N0 mostraram

diferenca estatistica significante (p > 0,05, teste-t de Student).

6.3 Curvas da inativacao da corrente de Na+ do GCS

Com relacédo a inativacdo da corrente de Na+, a figura 7 apresenta o tracado
representativo do grupo CT (painel - A). Vale destacar que esta apresenta-se com

amplitude mais elevada quando comparada com o grupo DM (painel - B).
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Figura 7: Tragados representativos da inativagédo das correntes de Na+ nos animais

controle - Painel (A) e diabético - Painel (B).

De acordo com o grafico analisado verificamos que o pico da amplitude das
correntes apresentam-se maiores no grupo CT com -3888,1 + 322,56 pA (n = 17)
enquanto que o grupo DM apresenta com -3036,41 + 128,00 pA (n = 10). Embora
tenhamos verificado que existe uma diferenca dos valores entre 0s grupos, estes nao

apresentam diferencga estatistica significante (p > 0,05, teste-t de Student).

Figura 8: Relacéo I-V da inativacdo da corrente de Ina+ € razdo l/lmax (painel A —

Relacao I-V; Painel B — razao I/lmax)

A B
1000 - 4 Controle (n=17) 129
A Diabetico (n=10)
3 E;ﬂf}fﬂ‘?ﬂﬂn OGS IR T A b fureds s Aﬁﬁﬁﬁ*‘ﬁt 101
: i,
£ 1000 §§‘ x 0
— - R ©
2 g ba E
§ o %I = 064
§ £ § o ;
} 3 ¢ “
§§§§§ E -3000 4
§§ } % 02 4
HHHHH :
-4000 4 Eﬁﬁﬁm&ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁa

T T T
-140 120 100 -80 -60 -40 -20 0 20 40 60 40 420 100 B0 -60 -40 -20 0 20 40 60

Potencial (mV) Potencial (mV)



42

Sobre os dados relativos ao Vi, da corrente o grupo controle, apresenta-se
com -48,37 + 0,69 mV (n = 17) enquanto que o grupo DM -50,49 + 1,02 mV (n = 10).
O proximo dado analisado foi a K da curva IV que se mostrou da seguinte forma: para
o grupo CT 8,43 + 0,17 ms (n = 17) enquanto no grupo DM, o valor foi de 9,02 £
0,41ms (n = 10). Nos dois casos tanto nos dados relativos ao Vi, quanto no K da
curva IV ndo mostraram diferenca estatistica significante (p > 0,05, teste-t de
Student).

Tabela 3: Dados da inativagao da corrente de Na+ no GCS.

Parametro Controle (n=17) Diabético (n=10)
Pico Ina(pA) -3888,1 + 322,56 -3036,41 + 128,00
Viz2—-IV(mV) -48,37 £ 0,69 -50,49 £ 1,02

K —IV(ms) 8,43+0,17 9,02 + 0,41

6.4 Simulacao das correntes de Na+ do GCS e comparacdo com os dados
experimentais

Apés as andlises dos dados experimentais, realizamos a simulacdo das
correntes de Na+ utilizando como base as equa¢des em um programa na linguagem
C/C++. A modelagem teve como base as as equacdes utilizadas por Belluzzi e Sacchi
(1991 e 1998). Os dados iniciais aplicado nas simulacdo pode ser encontrados na

tabela 4.

Tabela 4: Dados da literatura para a simulagédo das correntes de Na+ do GCS

Parametro Valor
Temperatura (°C) 24°
V12 da particula m de ativacdo (mV) -36,0
k da particula m de ativacao (ms) 7,2
Condutancia maxima (uS) 9,28
V12 da particula h de inativagdo (mV) 53,2
k da particula h de inativacdo (ms) 6,5

Potencial de reversao do Na+ (mV) 40,0




Incremento de tempo dt (ms)
Incremento de voltagem dv (mV)

0,01
5,0

Fonte: Belluzzi e Sacchi (1991 e 1998).

ApOs realizar as simulagdes com os parametros apresentados anteriormente,
seguimos com a obtencéo dos tracados representativos das correntes, assim como 0s

demais parametros para andlise como a curva da IV e a curva da condutancia

maxima que se encontram na figura 9.

Figura 9: Tracados simulados da corrente de Na+ do GCS (Painel A - tracados
representativos Al- 24C° A2-37C° Painel B - Curva I-V; Painel C - Curva da

conduténcia maxima).
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Em relacdo a escolha da temperatura para realizar as simulacdes
computacionais, 0s mesmos foram utilizados como valores de referéncia
apresentados na literatura. Desta forma a temperatura de 24°C faz uma aluséo a
temperatura ambiente do laboratério em que sdo realizados os estudos
experimentais. Ja quanto a temperatura de 37°C, foi um parametro utilizado que faz
referéncia a temperatura corporal em que ocorrem 0s processos fisiologicos.

O paineis A1 e A2 da figura 9 apresentam o0s tracados representativos que
obtivemos por meio das simulacbes com temperatura de 24°C e 37°C
respectivamente. Entre as principais caracteristicas das mesmas destacamos que: o
painel Al apresenta amplitude menor. Além disso, ocorre também uma alteragéo da
cinética da corrente, sendo esta mais lenta que quando comparadas em relacdo ao
painel A2.

Ja no painel B apresentamos a relagcéo da curva corrente-voltagem IV dos dados
simulados, entre as principais caracteristicas podemos verificar que ocorre uma
variacao nas amplitudes da corrente. Logo, o dado simulado na temperatura de 24°C
apresenta amplitude de -50 nA enquanto que a simulacao realizada a 37°C chega a -
190 nA. O painel C faz uma analise das condutancias observadas no qual podemos
destacar que também ocorre uma variacdo entre a condutancia dos grupos, a
simulacdo que ocorreu a 37°C se apresenta com 3,5 uS, enquanto que a simulacao
que ocorreu a 24°C encontra-se com 0,8 uS.

Com base nos dados encontrados nos grupos experimentais CT e DM, e
também levando em consideracdo os parametros propostos por Belluzzi e Sacchi
(1991 e 1998), realizamos a substituicdo de algumas das medidas utilizadas nas
equacdes a fim de realizar ajustes e reproduzir de maneira simulada as curvas
encontradas nos grupos experimentais CT e DM. A tabela 05 apresenta as alteracdes

propostas para a curva de ativacao.



45

Tabela 5: Alteracdo dos parametros de ativagcédo da simulacdo para comparacdo com
os dados experimentais do grupo controle

Parametro Experimento Simulado Experimento  Simulado

CT CT DM DM

Pico Ina (pA) -3843,49 -3807,8 -3075,95 -2876,9

Vi — IV (MmV) -20,33 -30,0 -22,69 -29,0

K =1V (ms) 5,81 7,2 5,35 6,35

Ena (mV) 38,40 40,0 40,67 40,0

Gmax (nS) 96,41 1090,0 71,15 700

Vi, —Gmax (nS)  -20,70 48,2 -19,23 48,2

K —Gmax (ms) 6,05 6,5 7,00 6,5

Conforme podemos verificar na tabela 5 as principais modificacdes realizadas
foram do V12 que apresentou-se mais hiperpolarizado. O valor de Vi, da ativagdo no
CT partiu de -20,33 para -30,0 mV nos dados simulados do grupo DM. Com isso
conseguiu-se reproduzir valores proximos nos picos da corrente de Na+. O destaque
fica para o grupo Experimento CT e Simulado CT que tiveram a menor variacao.
Outros achados também apresentam modificacdes minimas foram os padrbes do
Gmax e do K-Gmax que sao semelhantes quando observados 0s grupos experimento
CT x simulado CT com experimento DM e simulado DM.

Apoés realizarmos a modificacdo dos valores e verificar que ocorre uma
similaridade nos padrdes das curvas 1V, realizamos entdo a comparacao dos tracados
representativos para analise do comportamento das correntes. A figura 10 apresenta
a comparacdo dos tracados representativos entre os dados experimentais com 0s

simulados tanto dos grupos CT como DM.

Figura 10: Comparacdo dos dados simulados com os experimentais do grupo
controle. Painel A - Tracado representativo Experimento CT - Simulado CT. Painel B —

tracado representativo Experimento DM - Simulado DM.
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Na analise dos tracados representativos, o painel A, faz a relacao entre o grupo
experimental CT e o Simulado CT, com isso verificamos que mostram caracteristicas
semelhantes tanto na amplitude quanto na cinética da corrente ao longo do tracado.
Da mesma forma o painel B que mostra a relacdo dos tracados entre 0s grupos
experimental DM e simulado DM apresentam caracteristicas semelhantes entre si. Ja
com relacdo |-V da ativacdo da corrente de Na+ encontra-se disposto a seguir na

figura 11.
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Figura 11: Relagdo I-V da ativagao da corrente de Na+. Painel A - Grupo CT e
Simulado CT; Painel B Grupo DM e Simulado DM.
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Ao observamos os dados do painel A, este faz a relacao entre os dados obtidos
com o grupo do experimento CT com os dados simulados do grupo CT. Verificamos
com isso a similaridade nos padrdes da curva assim como a proximidade do pico da
IV sendo ela de: -3843,49 pA no experimento CT e de -3807,8 pA para o simulado
CT. Ja no painel B a relacao entre o experimental DM apresenta-se com -3075,95 pA
enquanto que no simulado DM apresenta -2876,9 pA, vale destacar ainda que o
tracado da curva ocorre de maneira uniforme durante as variagcbes da amplitude da
corrente.

Ao finalizarmos a parte de analise dos padrdes de ativacdo da IV, seguimos
com a analise dos dados da inativacdo da corrente de Na+ para melhor
compreendermos o comportamento da mesma nos dados experimentais e simulados.
Apos realizar a simulacdo com as variaveis utilizadas, estas estdo apresentadas na

tabela 6 para melhor compreensao.
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Tabela 6: Alteracdo dos parametros de inativagdo da simulagdo para comparagao

com os dados experimentais do grupo controle.

Parametro Experimento Simulado Experimento Simulado
CT CT DM DM
Pico Ina(pA) -3888,1 -3594,4 -3036,41 -2940,9
Vir = IV(mV) -48,37 55,0 -50,49 60,0
K —1V(ms) 8,43 6,5 9,02 6,5

Como podemos verificar que os parametros utilizados no Vi, das IV sofreram
algumas variacdes sendo de: -48,3 mV para o grupo experimento CT, -55,0 mV para
0 grupo simulado CT, -50,49 mV no grupo experimento DM e de 60,0 mV no grupo
simulado DM. Sobre os dados de k da curva IV o valor de 6,5 ms foram 0os mesmos
para os grupos simulado CT e simulado DM, enquanto que o grupo Experimental CT
apresentou 8,43 ms e o grupo experimento DM 9,02 ms. Com issO conseguimos
manter o mais proximo possivel os picos das correntes de Na+ com -3888,1 pA no
experimento CT e -3594,4 pA no Simulado CT. Ja os valores de experimento DM
foram de -3036,41 pA e de -2940,9 pA no simulado DM.

Na analise dos tracados representativos merece destaque a relacdo entre os
tracados de Inativacdo do grupo experimento CT com do Simulado CT. Nesse caso
ocorre alteracdo da cinética da corrente com amplitude menor do dado simulado
guando comparado com o tracado do dado experimental. Enquanto que o tracado
entre o grupo experimento DM e simulado DM apresentam caracteristicas

semelhantes entre si. A figura 12 apresenta o tracado representativo desses grupos.
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Figura 12: Comparacdo dos dados simulados com os experimentais do grupo

Diabetes. Painel A - Tracado representativo da Inativacdo do grupo experimento CT -
Simulado CT. Painel B - Experimento DM - Simulado DM.

Figura 13: Relacao I-V da inativacdo da corrente de Na+. Painel A -Experimental CT e
Simulado CT; Painel B — Experimental DM e Simulado DM
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7 DISCUSSAO

Nosso estudo demonstrou que ocorreram trés principais achados na pesquisa
sendo eles: inicialmente o modelo de indugdo do DM mostrou-se eficaz e produziu
hiperglicemia nos animais. O segundo aspecto € que, apos analise dos dados obtidos,
verificou-se que a indugcéo do DM foi suficiente para produzir alteracdes nas correntes
de Na+ dos neurdnios do GCS. Houve assim uma diferenca significativa quando
avaliamos as curvas e tracados representativos dos grupos CT e DM de forma
experimental. Por fim, o terceiro topico que merece destaque foi que as equacdes
utilizadas conseguiram realizar as simulacdes propostas inicialmente. Sendo assim,
os tracados representativos e as curvas de ativacdo e inativacdo obtidas de forma
simulada, apresentam boa similaridade quando comparada com os dados obtidos de
maneira experimental.

Os modelos experimentais em animais séo utilizados para estudar os aspectos
relacionados a doencas. No caso, a administracdo de STZ tem sido uma forma
eficiente de promover o DM nos animais (MAGALHAES, et al 2019). A citacio anterior
pode ser explicada pelo fato de que a STZ € uma droga, com efeito, diabetogénico.
Esta atua como agente citotdxico nas células 3 pancreaticas por meio do
transportador de glicose 2 (GLUT2). A resposta final resulta na producdo de DM, com
marcante hiperglicemia, semelhante ao DM em humanos (LENZEN, 2008).

Em nosso estudo observamos que os modelos por inducdo quimica da DM
representam frequentemente similaridades a fisiopatologia esperada para o DM.
Sendo a introducdo da STZ mostrou-se como uma forma eficaz de promover a DM
nos animais estudados. ApdGs a inducdo da STZ os niveis da glicemia nos animais DM
mantiveram-se superiores a 400 mg/dL, conseguindo assim a reproducdo das
condicBes de DM nesse grupo de animais.

O resultado obtido na inducdo da DM se assemelha aos estudos de Furman
(2021) Silva-dos-Santos et al. (2020) e Silva-Alves et al. (2021) que conseguiram
induzir o DM em niveis semelhantes aos encontrados em nosso estudo. Entretanto,
Lee et al. (2022) ao utilizar a STZ na inducdo do DM conseguiram obter niveis de

hiperglicemia que chegaram a 600 mg/dL. Resssalta-se que o valor observado no


https://currentprotocols.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Furman%2C+Brian+L

51

estudo de Lee et al.,, (2022) pode ser explicado devido o simples fat de que os
animais utilizados por ele, apresentarem idade superior a 12 semanas que foi
estipulado em nossa pesquisa.

Durante a avaliagdo da massa corporal dos animais utilizados, ressaltamos
ainda que o grupo DM apresentou reducdo significativa da massa corpérea.
Mudancas negativas na manutencdo da massa corpOrea de animais sdo comuns
apo6s a administracdo de STZ. Na pesquisa de Akinlade, Owoyele e Soladoye (2021),
Yorek (2016) e de Sheikh et al. (2015) que apds induzir o DM em ratos, verificaram
gue houve perda da massa corpérea de forma progressiva quando comparada a
massa corpoOrea do grupo controle normal. O resultado acima corrobora com os dados
vistos no presente estudo, em que 0s animais dos grupos DM mostraram-se
hiperglicémicos e com reducdo da massa corpdérea nas primeiras semanas apos
inducao de diabetes.

Yorek (2016) explica que a perda de massa corpdrea constitui uma
caracteristica clara de que o animal apresenta DM, assim como ocorre em situacdes
clinicas. O autor explica ainda que uma das formas de evitar a perda de massa
corpdrea é que 0s animais sejam apoiados por um regime de tratamento especifico
com por exemplo, 0 uso de agentes hipoglicemiantes. Assim, o0 controle da glicemia
pode incluir como agente terapéutico doses de insulina e/ou medicacfes de via oral
afim de que possam manter os niveis glicémicos equilibrados.

Sobre a avaliacdo das propriedades eletrofisiolégicas da corrente de Na+ do
GCS, de acordo com Karoly et al (2010), os canais de Nay sdo as proteinas-chave no
disparo do potencial de acdo para a maioria das células excitaveis. Eles exibem um
complexo comportamento de gating dependente do potencial de membrana. Outra
caracteristica relevante € que esses canais sdo capazes de inativacdo rapida
(completa em poucos milissegundos) e diferentes formas de inativacdo lenta
(constantes de tempo variando de 100 ms a varios minutos). Sendo assim, de acordo
com o exposto anteriormente, protocolos especiais sdo usados para realizar avaliacao
dos dados eletrofisiolégicos e analise do comportamento biofisico desses canais.
Gomes (2019) ressalta que quando um estimulo elétrico é aplicado na

membrana neuronal de tal forma que seja suficiente para atingir o limiar, um PA é
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disparado. A sua primeira fase, a despolarizacdo, € provocada pelo aumento da
permeabilidade da membrana ao sédio (aumento do gNa), o que causa uma subita
abertura de canais de sédio dependentes de voltagem e permite que haja uma
abundante entrada deste ion na célula (corrente para dentro). Esta, corrente, ao
descarregar a capacitancia da membrana, provoca nova série de despolarizacao, e,
assim, abre ainda mais canais de sédio e aumenta ainda mais o influxo de sédio.

Os parametros eletrofisiolégicos que foram avaliados em nossa pesquisa
foram: as curvas de ativacéo e de inativacdo da corrente de Na+ do GCS. Entre os
principais parametros analisados estdo: Pico Ina (pA), Viz — IV (mV), K — IV (ms),
Ena+ (mV), Gmax (nS), Vi —Gmax (nS), K —Gmax (ms), bem como a analise dos
tracados representativos de cada grupo de neurdnio. Thériaulte e Chanrine (2014)
destacam que realizar a comparagcao dos transcritos do canal de Na+ em neuronios
individuais e os correlacionamos com os perfis eletrofisiolégicos dos neurdnios sdo
fundamentais para avaliar o impacto dos parametros na excitabilidade celular.

O estudo de Estacion et al (2010) e Theodore et al (2004) ao realizarem a
analise de dados eletrofisiologicos destacam que o0 primeiro passo para ajustar 0s
dados |-V é obter o ponto médio de ativacdo. Assim é fundamental o auxilio de
equacdes que possam realizar o ajuste médio da curva, um exemplo desta é a
equacao de Boltzman .

Chatelier et al (2008), também utilizou as correntes de pico que foram medidas
e normalizadas para a resposta maxima de cada célula. Os dados de ativacao e
inativacdo foram ajustados com uma equacdo de Boltzman, onde Viz e K
representam, respectivamente, a metade da tensdo maxima de ativacao e inativacao
e o fator de inclinacdo: I/Imax exp[(V V1/2)/K] }, e Imax representa a corrente maxima.
Portanto a equacédo de Boltzman, tem se mostrado como uma boa ferramenta para
realizar os ajustes dos parametros eletrofisiolégicos.

Dyment et al (2020), ao realizar a caracterizacdo eletrofisioldgica das correntes
Na+ em neurdnios, realizou 0s ajustes necessarios para analise e, conseguiu obter
diferencas significativas quando observadas a amplitude da corrente de pico e
cinética de ativacdo. Sendo assim, 0s autores sugerem que os dados obtidos se

devem a ocorréncia de mudangas nas propriedades eletro-responsivas dos neurdnios
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gue expressam o canal prejudicado.

O estudo de Yan-Li et al (2018) ao avaliar os efeitos da neuropatia periférica
induzida em ratos, conseguiu identificar que houve um aumento da expressdo e
funcdo dos Nay 1.7 em neurbnios do GRD. Ja ao avaliar as relagdes médias de
densidade da corrente e voltagem, estas se mostraram com amplitudes reduzidas que
guando comparadas com as de grupo sem neuropatia. De acordo com Huang et al
(2014) é comum que a expressao e a funcdo de Nay 1.7 estejam alterados sempre
gue avaliados modelos de carater inflamatério como em céancer, diabetes ou ainda em
dor neuropatica, sendo que esse achado repercute diretamente em modificacbes dos
parametros eletrofisiol6gicos da célula.

Estacion et al (2010), ao realizar a analise dos parametros eletrofisiologicos
dos canais de Na+, também verificou parametros de ativacao e inativacdo. Por meio
dela obteve curva I-V de dos canais de Na+ com boa definicdo, mas assim como nas
citacdes, verificou na comparacdo que existem modificacdes dos correntes de Na+,
dessa vez com reducdo das amplitudes para o grupo com diabetes.

Da mesma forma que observado nos estudos anteriores, a nossa pesquisa
corrobora com os achados. Sendo assim os animais do grupo DM apresentam
reducdo da amplitude de corrente de Na+ quando comparadas com outros grupos, no
nosso caso o grupo CT.

Observando um pouco sobre o mecanismo de inativacdo da Na+, entende-se
gue a inativacao é a expressao que descreve a reducdo na condutancia da membrana
nos Nay, a recuperacao dessa inativagdo ocorre com a repolarizagdo da membrana
(ARMSTRONG, 2006). A cinética de desativacdo obtida em nosso estudo é
semelhante aos achados do trabalho de Theodore et al (2004) e de Thériaulte e
Chahine (2014). Sendo assim, a constante de tempo para inativacdo apresentou
amplitude mais elevada no grupo CT quando comparada com o grupo DM. Nas
células avaliadas, os canais de Na+ foram inativados lentamente a 0 mV. Ou seja,
alteracbes nas propriedades funcionais dos Nayv provavelmente contribuem na
excitabilidade dos neurdnios sensoriais espinhais e podem ser uma das bases que
promovem sensacdes anormais de dor em pacientes.

Ferreira-da-Silva et al (2013) descreve em seu estudo que a modificagao da
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amplitude e dos parametros cinéticos das correntes de Na+ apresentaram alteracéo
significativa entre os grupos analisados. Em modelo adulto de ratos com DM, entre
outras alteracBes patoldgicas caracteristicas do DM humano tipo I, € comum que
ocorram modificagdes na velocidade de conducéo nervosa e downregulation nos Na..
O autor observou ainda que ocorreram alteracbes sensoriais e neurais significativas
mesmo no grupo com alteragdes glicémicas leves.

Brand&o (2016) explica que o movimento observado no tragado de inativacéo é
uma relacdo direta com a abertura dos canais de Na+. Sendo assim, como o sodio
esta em maior concentracdo do lado de fora que de dentro, os ions passam para
dentro, com uma intensidade maior no comeco, porém chega um momento em que 0S
canais vao se fechando e esse fluxo comeca a diminuir, tendendo a zero.

A inativacdo determina a disponibilidade do canal de sodio e, assim, contribui
para a excitabilidade geral da membrana, determinando a propenséao a gerar disparos
repetitivos e a extensao da retropropagacao do potencial de acao. A preferéncia pelo
estado inativado lento foi proposta como uma vantagem terapéutica potencial em
tipos especificos de epilepsia, dor neuropatica (THEODORE et al. 2004). Assim
Thériaulte e Chahine (2014) destacam que, os canais de Na+ contribuem para suas
diferentes propriedades biofisicas sendo importantes para moldar as formas de onda
do potencial de acéo e a excitabilidade geral dos neurdnios periféricos. Esclarecer as
interacdes entre os subtipos de Nay/s é um passo importante para entender o
desenvolvimento da dor neuropatica e a maturacéo e diversificacdo dos neurdnios.

Com relacdo a simulacdo das correntes de Na+ do GCS, o modelo H-H
estabeleceu as bases para o surgimento do conceito de canal i6nico, até entdo
inexistente, por constatar que as condutancias associadas aos ions sddio e potassio
eram variaveis e altamente dependentes da voltagem aplicada através da membrana
neuronal. As condutividades para esses ions foram entdo descritas por um conjunto
de equacdes diferenciais ndo-lineares capazes de predizer com grande aproximacao
os valores medidos nos axdnios gigantes de lula. Entretanto, evidéncias diretas da
existéncia de canais idnicos sO6 foram obtidas 34 anos mais tarde a partir da
realizacdo do experimento desenvolvido por Erwin Neher e Bert Sakmann
(SEPULVEDA, 2017).
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Segundo Correale (2017), a simulagcdo de canais ionicos tem sido alvo de
diversas pesquisas, e uma variedade de abordagens podem ser utlizadas,
dependendo do poder computacional disponivel, do grau de realismo que se busca e
da necessidade de reproduzir resultados utilizando-se medidas laboratoriais. Na
realidade a simulacdo de um modelo matematico ndo deve apenas ser tratada como
um repetidor automatico de resultados, mas sim como parte de um estudo que busca
a compreensao mais profunda do fendmeno em que esta sendo estudado.

Sabemos que para realizarmos as simulagbes de excitabilidade celular as
grandezas E, Gmax, | e V, apresentam variacdes ao longo do tempo. A condutancia
ao ion sddio apresenta um processo de ativacdo dos canais, envolvendo particulas do
tipo m e um outro de inativacéo, realizado pelas particulas h. De acordo com os
estudos de Belluzzi e Sacchi (1991 e 1998), funcdes matematicas continuas estéo
disponiveis que descrevem as variaveis de ativacao e inativacdo em funcéo do tempo
e da tenséo.

Em nosso estudo, realizamos as simulagbes com base nas equacdes
propostas por Belluzzi e Sacchi (1991 e 1998) e pudemos verificar que: as
propriedades das correntes de Na+ conseguiram ser reproduzidas com boa
aproximacao dos dados experimentais. Este achado € relevante e corrobora com 0s
resultados do estudo de Magistretti et al (2006), que também ao realizar simulacdes
computacionais de canais ibnicos conseguiram reproduzir resultados com uma boa
similaridade aos dados experimentais.

A pesquisa de Asfaw e Bondarenko (2019) ao utilizar o Modelo de Markov para
reproduzir o canal de Na+ humano do tip Nay 1.1 empregou trés protocolos principais
de fixacdo de voltagem: inativacdo em estado estacionario, desativacdo e
recuperacdo da inativacdo. Esses protocolos sdo realizados a fim de permitir a
determinacao de todas as propriedades de gating do canal de sddio. Ressalta-se que
a combinacdo da abordagem de protocolo de clamp de voltagem de varias etapas
com estimulacao estocastica melhorou significativamente o desempenho do método.
No entanto, este modelo ndo conseguiu reproduzir as relacbes de inativacdo do
estado estacionario, pois o potencial de semi-inativacdo simulado € muito mais

despolarizado em comparag¢ao com o valor experimental.
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Semelhante ao trabalho anterior, Rudy e Silva (2006) também estudaram o0s
canais de sddio com base no modelo de Markov. Uma das vantagens do modelo de
Markov é que ele é capaz de calcular a ocupacdo do canal em seus Varios estados
cinéticos em funcao da tenséo e do tempo (e possivelmente de outros fatores, como a
ligacdo do ligante). O canal conduz ions quando ocupa seu estado aberto (ou, em
alguns casos, varios estados abertos). Ainda segundo os autores, dados de
simulacdo utilizados no modelo de Markov se ajustam bem a quase todos os
protocolos experimentais, mas nao foi suficiente para obter o componente lento de
recuperacdo da inativacdo, necessitam assim de melhorias para adequar o0s
componentes.

Os pesquisadores ressaltam que os modelos celulares concentram-se em
simular a atividade elétrica apenas sob condicbes de controle sendo que existem
inimeras vias regulatorias capazes de exercer efeito modulador na eletrofisiologia
celular. Este efeito pode ser alcancado através da interacdo direta com outras
proteinas ou ions dos canais ibnicos, bem como as mutacdes de canais que, por sua
vez, interagem e podem modificar processos eletrogénicos (BONDARENKO et al
2004; IYER, MAZHARI E WINSLOW, 2004; RUDY E SILVA, 2006).

De acordo com; Stiles e Gray (2021) sem a orientacdo de modelos
matematicos é impossivel prever as respostas celulares a modificacdo de qualquer
dos componentes celulares (por doenca, drogas ou outras intervencdes) ou para
identificar o mecanismo subjacente com algum grau de certeza. E interessante
ressaltar que mesmo diante das dificuldades citadas anteriormente, os modelos

matematicos tem sido cada vez mais importantes para realizacdo de estudos.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Demonstramos através desse estudo que o modelo de DM utilizado mostrou-se
eficaz na indugéo do DM. Entre outros achados importantes o DM afetou diretamente
0s canais de Nay do GCS. Ocorreu a modificacdo de parametros eletrofisiolégicos
como a redugdo de amplitude da corrente e da condutadncia maxima para o grupo DM
guando comparado com o grupo CT.

Quanto ao modelo utilizado nas simulacdes dos canais de Na+, este descreveu
com eficiéncia a reproducédo dos dados encontrados de maneira experimental através
do patch clamp. Sendo assim as simula¢gOes forneceram uma boa previsdo para 0s
achados de corrente de Na+.

Espera-se que os resultados dessa pesquisa possam contribuir de maneira
direta na compreensao do comportamento dos canais de Na+, sobretudo em animais
com DM. Sendo assim, o estudo cumpre com o objetivo proposto, podendo ainda ser
utilizado como referéncia para a realizacdo de outras pesquisas relacionadas a

tematica.
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APENDICE A - PROGRAMA DE LINGUAGEM EM C UTILIZADO NAS
SIMULACOES

/* Este programa calcula das correntes de Na+ do géanglio cervical superior de ratos
com base no artigo de Belluzi e Sacchi 1998 */

#include <stdio.h>
#include <stdlib.h>
#include <math.h>

inti, j;
float Ina, gna, V, Ena, m, h, dmdt, dhdt, Tm, Tm_inat, Th, Th_inat, dt, dv, t, Q10, TC, V_com;
floatdados_ina[36][10001], m_ina[36][10001], h_ina[36][10001];

/[célculo do m

floatm_inf(float V)

{

floatm_inf;

m_inf=1/(1+exp((-29.0-V)/6.35)); //valor do artigo para Vi, =-36.0; k=7.2
returnm_inf;

}

/I calculo do h
float h_inf (float V)

floath_inf;
h_inf=1/(1+exp((V+48.2)/6.5)); // valor do artigo para V12 =53.2; k= 6.5
return h_inf;

}

int main ()

{
FILE *arq;
arg=fopen("corrente_na.txt", "w");
FILE *arg2;
arg2=fopen("m_ina.txt", "w");
FILE *arg3;
arg3=fopen("h_ina.txt", "w");
FILE *arg4;
arg4=fopen("taus_m-h.txt","w");

/lgna= 9.28; //lvalor do artigo 9.28 microS
gna= 0.9; //valor do artigo 9.28 microS
dt=0.01;

dv=5.0;

Ena= +40.0; //valor do artigo + 40.0 mV
V =-120.0;

V_com=-120.0;
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/* célculo do fator relacionado a temperatura */
TC=24.0; /ltemperatura em °Celsius. Modificar a temperatura aqui.
Q10=pow(3,((TC - 37.0)/10.0));
printf ("Temperatura = %.1f\n", TC);
printf("valor do Q10 = %.3f\n", Q10);

/* célculo do fator relacionado a temperatura */

fprintf(arg4, "v\tm\th\n");

for(i=0;i<=35; i++)

{
t=0.0;
m=m_inf(-120.0);
h=h_inf(-120.0);
i=0;
while (j<=10000)

if (j<8000)
{
V=V_com;
Tm=(1/Q10)*(0.06+1/(42.98-exp(0.08915*V)+0.9230*exp(-
0.03351*V)));
Th = (1/Q10)*((-0.0046*V+0.26)+50.85/((1 + exp((-59.46-V)/7.91
)+(1 + exp((V+ 40.94)/1.556))));
Ina = Q10*(gna*(V-Ena)*pow(m,3)*h);
dados_ina[i][j]=Ina;
dmdt= (m_inf(V)-m)/Tm;
dhdt= (h_inf(V)-h)/Th;
m=m-+(dmdt*dt);
m_ina[i][j]l=m;
h=h+(dhdt*dt);
h_inal[i][j]=h;
}
if (>=8000 && j<=10000)
{
V =0.0;
Tm=(1/Q10)*(0.06+1/(42.98-exp(0.08915*V)+0.9230*exp(-
0.03351*V)));
Th = (1/Q10)*((-0.0046*V+0.26)+50.85/((1 + exp((-59.46-V)/7.91
)+(1 + exp((V+ 40.94)/1.556))));
Ina = Q10*(gna*(V-Ena)*pow(m,3)*h);
dados_inal[i][j]=Ina;
dmdt= (m_inf(V)-m)/Tm;
dhdt= (h_inf(V)-h)/Th;
m=m-+(dmdt*dt);

m_ina[i][j]=m;
h=h+(dhdt*dt);
h_ina[i][j]=h;
}

t=t+dt;

i+



V_com=V_com+dyv;

}
t=0.0;
for (j=0; j<=10000; j++)
{
fprintf (arq, "%f\t", t);
fprintf (arg2, "%f\t", t);
fprintf (arg3, "%f\t", t);
for (i=0;i<35; i++)
{
fprintf(arqg, "%.4f\t", dados_inal[il[j]);
fprintf(arg2, "%.41\t", m_inalil[j]);
fprintf(arg3, "%.4f\t", h_inal[i][j]);
}
fprintf(arg, "\n");
fprintf(arg2, "\n");
fprintf(arg3, "\n");
t=t+0.01,
}
fclose(arq);
fclose(arg2);
fclose(arg3);
fclose(arg4);
return (0);

}
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