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Resumo: O ganglio da raiz dorsal € um aglomerado heterogéneo de corpos celulares que podem
expressar diferentes isoformas de canais de Na* que sdo essenciais para geracdo do potencial
de acdo. Nesses neurdnios podemos encontrar as isoformas 1.1, 1.2, 1.6, 1.7, 1.8 e 1.9. Portanto,
esse trabalho objetivou modelar os potenciais de acdo experimentais de neurdnios isolados e
identificar a expressdo das isoformas de canais de Na* 1.7 e 1.8. Foram encontrados dois
padrdes de células classificados como Ao e Ain. Os potenciais de a¢éo do tipo Ainf expressaram
33,33 + 4,41 mS/cm? e 2,38 + 0,69 mS/cm? das isoformas 1.7 e 1.8 respectivamente e no tipo
Ao 115,00 + 38,32 mS/cm? e 0,36 *+ 0,18 mS/cm? A simulacdo respondeu aos dados
experimentais de forma parcial e encontramos que células do tipo Ains possuem uma maior
expressao da isoforma 1.8.
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1. INTRODUCAO

O ganglio da raiz dorsal (GRD) é um aglomerado de células nervosas responsavel por
encaminhar informacGes periféricas em direcdo ao sistema nervoso central (SNC) (DEVOR,
1999). O GRD possui uma grande diversidade de canais ibnicos e uma caracteristica que
diferencia os neurénios sdo as expressdes dos canais de sodio dependentes de voltagem (NaV),
que sdo essenciais para deflagrar um potencial de acdo (PA) (KRISHNAM et al., 2009). Nos
neuronios do GRD estdo presentes os NaV’s 1.1, 1.2, 1.6, 1.7, 1.8 e 1.9 (GONCALVES et al.,
2018; JI, 2017) e com essas diferencas entre 0s neurdnios, pesquisas buscaram classifica-los de
diferentes formas. Uma dessas classificacGes relacionou o formato do PA e a velocidade de
conducdo. Foram encontrados grupos de PA’s com diferentes formatos e de maiores e menores
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velocidades de conducéo nervosa e associados a eles informacgdes levadas para o0 SNC, como
mecanocepgdo, propriocepcdo e nocicepcdo (HARPER; LAWSON, 1985b,a). A literatura
descreve que 0s PA’s enviados ao SNC para sinalizar informagdes mecanoceptivas e
proprioceptivas possuem uma maior velocidade de conducdo e um PA de curta duracdo (< 2,0
ms). Em contrapartida, 0s neurénios nociceptivos possuem uma menor velocidade de conducao
e uma maior duracdo do PA (> 2,0 ms). Outro método de classificacdo de diferentes PA’s é
usando a 12 e 22 derivada do sinal, recentemente proposto por (Silva-Alves et al, 2023).

Com o avanco da tecnologia computacional, as linguagens de programacgéo vém sendo
bastante utilizadas nos diferentes ramos da ciéncia, pois 0s modelos computacionais permitem
coletar dados de forma rapida e com baixo custo. Com isso, novas pesquisas com base no
modelo matematico descrito por Hodgkin e Huxley (1952) (modelo H-H) usado para simular o
potencial de acdo que se propaga no axonio gigante de lula, buscam criar modelos matematicos
para simular PA’s e correntes idnicas de neurdnios de diferentes tecidos. Sacchi et al., (1998) e
Parul Verma et al. (2019) com base no modelo H-H escreveram um modelo matematico de PA
de neurdnios do ganglio cervical superior (GCS) e GRD respectivamente.

Em 1976 Erwin Neher e Bert Sakmann desenvolveram a tecnica de patch-clamp que
permite medir correntes idnicas atraves de um canal ibnico, mas também permite a medida do
potencial de membrana neuronal e suas variagdes, como o0 PA em neurdnios isolados. Dessa
forma, com os PA’s possiveis de serem obtidos pela técnica experimental e por modelos
matematicos, podemos analisar semelhancas e divergéncias entre os métodos, de modo a
simular com boa aproximacdo os dados experimentais e investigar o potencial de acéo e as
correntes iénicas de uma Unica vez. Com isso, reduzimos o nimero de experimentos realizados
que, consequentemente, reduz o nimero de animais experimentais utilizados para investigar
propriedades elétricas dos neurénios. Além disso, a utilizacdo dessas simulagdes pode auxiliar
na previsdo do que pode ser encontrado nos experimentos eletrofisiolégicos e no
comportamento neuronal.

2. OBJETIVOS

Esse trabalho teve como objetivo utilizar a simulacdo computacional para descrever o
PA de neurdnios do GRD de camundongos e quantificar a expressdo das isoformas de Nav’s
1.7 e 1.8, além de outras condutancias envolvidas na génese do PA.

3. METODOLOGIA

Utilizamos duas abordagens para obtencdo dos dados desse trabalho: uma experimental,
com a coleta de dados eletrofisioldgicos dos neurdnios e outra tedrica/computacional, com o
uso de um modelo analogo elétrico de membrana e simulacdo dos potenciais de agdo. Para a
obtencdo dos dados eletrofisioldgicos, foram utilizados camundongos machos da linhagem
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Swiss provenientes do biotério do Instituto Superior de Ciéncias Biomédicas da Universidade
Estadual do Ceara (ISCB-UECE) e o projeto foi submetido e aprovado pelo comité de ética da
UECE, recebendo o nimero de protocolo 080921131/2020 (CEUA-UECE). Os animais foram
eutanasiados por deslocamento cervical e os GRD’s foram dissecados e acondicionados em
solucdo de Tyrode. Para obtencdo de células isoladas os tecidos passaram por um processo de
dissociagdo. Apos a dissecacdo 0s GRD’s foram lavados com solugdo de Hank’s Balanced Salt
Solution (HBSS) adicionado 1% de antibiético (ANT-B), ap6s a lavagem os tecidos
ganglionares foram submetidos a duas solu¢des enzimaticas (Tripsina e Colagenase tipol) em
banho maria a 37°C. Apds 0 processo enzimatico os tecidos foram desbastados até que a solucdo
ficasse a mais homogénea possivel. Em seguida, 0s neur6nios dissociados foram plaqueados
em laminulas tratadas com poli-d-lisina e levadas para incubadora ajustada para a temperatura
de 37°C & 5,0% de CO: e os experimentos de patch-clamp foram realizados entre 8 e 48 horas.
Os experimentos eletrofisiologicos foram feitos em um setup de patch-clamp, composto por um
microscopio ocular, amplificador (axopatch 200B) parcialmente controlado pelo programa de
computador Clampex (versdo 10.2) e uma Digidatal440A para aquisicdo, filtro do sinal e
conversor do sinal analégico em sinal digital, e por fim um computador para armazenar 0s
registros. Foram utilizados protocolos de corrente para deflagrar o PA dos neurdnios e seus
dados registrados para posterior analise.

Na abordagem teorico/computacional, foi utilizada uma simulacdo computacional feita
na linguagem C/C++ com equacdes descritas no artigo de Parul Verma et al. (2019) e, com
alteragdes nas condutancias dos NaV’s 1.7 e 1.8 e das condutancias ao potassio (K*), fizemos
aproximacdes do tracado do PA obtido pela simulacdo com o tracado experimental. Os
modelos matematicos sdo baseados em equac0es fisicas para medicdes de correntes (Lei de
Ohm) e diferencas de potenciais (DDP) através da membrana plasmatica (analogo a um circuito
resistor-capacitor), onde as correntes ibnicas em termos matematicos possuem variaveis
adimensionais responsaveis pela dindmica dos canais idnicos e a DDP € basicamente a razdo
entre o somatério das diferentes correntes ibnicas e a capacitancia de membrana.

Para analise dos dados experimentais e computacionais utilizamos o clampfit (verséo
10.7), onde os neurdnios foram separados no grupo Ao e Ainf, diferenciados pela primeira
derivada do sinal.
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4. RESULTADOS

Inicialmente, os dados eletrofisioldégicos experimentais foram analisados e alguns
parametros eletrofisioldgicos foram coletados, como, amplitude do PA, duracdo, reobase,
inclinacdo ascendente, inclinacdo descendente e amplitude do anti-pico.

Tabela 1: Dados eletrofisiologicos experimentais e computacionais dos grupos de células
encontradas no GRD.

Experimental Modelagem

Parametros Aint (n=3) Ao (n=4) Aint (n=3) Ao (n=4)
Reobase (pA) 433,33 £145,3 1025 +221,3 433,33 £ 1453 1025 + 221,3
Amplitude (mV) 81,34 +3,27 79,79 +£8,32 82,03 + 3,62 80,015 + 8,50
dV/dtasc(Vs™) 74,62 +3.98 62,98 +17,34 69,23 +8,20 100,88 + 31,48
dV/dtgesc (Vs™) -32,18 £4,07 -75,63 £ 22,90 -21,85 + 2,38 -36,77 £ 5,78

Duragéo 3,88 +0.41 3,31 +1,58 4,30 + 0,72 2,19+ 0,24

Amp.ant-pico (mV) -2.58 + 5,72 12,80 + 6,89 5,67 +1,45 8,85 + 2,27

Apos a utilizacdo do analogo elétrico de membrana, criamos um modelo computacional
de acordo com as equacdes do artigo de Parul Verma et al. (2019) baseadas no formalismo de
Hodgkin e Huxley. Uma vez com o modelo que simulava o PA dos neurdnios do GRD, foram
feitas alteracdes no modelo de modo que o tracado simulado se tornasse 0 mais proximo
possivel do tracado experimental em termos dos parametros eletrofisiologicos analisados. Dos
experimentos, e de acordo com a classificacdo proposta por Silva-Alves et al., (2023), dois
grupos de células foram identificados: Ao, que sdo neurbnios sem inflexao na parte descendente
do PA e Aint, N0 qual apresenta a inflexdo. Os tragados representativos desses neurdnios estéo
mostrados na figura 1. Foram obtidos para as células Ao n = 4 e Ains n = 3. A capacitancia media
do grupo Ao a Ainf foi 35,30 £ 8,89 pF e 32,88 + 7,06 pF, respectivamente, e os dados
eletrofisioldgicos dos dados experimentais e simulados estdo mostrados na tabela 1.
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Figura 1: Tracados representativos experimentais e simulados dos formatos de PA dos
grupos Ainf € Ao € as curvas que representam a primeira derivada do PA.

Na figura 1, temos uma representacéo de dados experimentais e simulados dos grupos
de celulas Ag e Ainf, onde foi feito o tragado que representa a curva reproduzida por pontos de
tangéncia do PA, ou seja, a curva que representa a primeira derivada dos tracados
experimentais. Conforme visto, o formato do PA simulado tanto para o grupo Ao quanto Aint
(painéis b e d) possuem bastante semelhanga com os dados experimentais (painéis a e ¢). Com
relacdo aos dados eletrofisiologicos da tabela 1, vemos que os parametros reobase e amplitude
do PA séo bastante proximos tanto no grupo Ao e Ainr. Ja 0S outros parametros apresentam
valores proximos, como a duragdo e a dV/dtasc. Os parametros que mais se distanciaram entre
os dados simulados e experimentais foram a dV/dtqesc € a amplitude do anti-pico.

Para as simulacdes, utilizamos os valores iniciais de condutancias descritas no modelo
de (Parul Verma et al., 2019), que usou condutancias dos NaV’s 1.7 ¢ 1.8 iguais a 18,0 e 7,0
mS/cm?, respectivamente, e condutancias maxima ao potéassio (GKmax) igual a 13,11 mS/cm?,
além da condutancia de vazamento igual a 0,0575 mS/cm?. Conforme citado anteriormente,
realizamos ajustes nesses valores para aproximar o dado simulado ao dado experimental e a
tabela 2 apresenta os ajustes médios das condutancias para 0s grupos Ao e Ainf.
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Tabela 2: Dados de condutancias médias usadas nas simula¢des para aproximacdo do
potencial de acdo experimental.

Parametros Aint (N=3) Ao (n=4)
Gna1.7 (MS/cm?) 33,33+4,41 115,00 + 38,32
Gnats (MS/cm?) 2,38 £ 0,69 0,36 £ 0,18

Gk (mS/cm?) 2,38 £ 0,62 0,90+£1,20

Gia (MS/cm?) 7,33+ 1,53 6,33 + 2,0
Guazamento (MS/cM?) 0,87 + 0,37 0,56 + 0,12

Como visto na tabela 2, as células do tipo Ainf tiveram uma condutancia maxima ao
Na* (GNa'max) igual a 37,71 + 4,29 mS/cm? onde 93,33% ¢ de NaV 1.7 e 6,66% NaV 1.8.
Enquanto as células do tipo Ao alcangaram uma GNa*max de 115,36 + 38,5 mS/cm?, expressando
99,68% de NaV 1.7 e 0,31% de NaV 1.8. Podemos perceber que ambos tipos de células tém a
o NaV17 como majoritario. No entanto, as células do tipo Ao expressam uma menor GNa"max e
a condutancia ao NaV1.g minima (< 1% de GNa*max), enquanto células do tipo Ains expressaram
uma GNa*max menor e 0 NaVig foi expresso em uma quantidade significativa (>5% de
GNa'max). Para as demais condutancias, podemos notar que estdo todas reduzidas nas células
do tipo Ao, em destaque as condutdncias ao potassio que contribuem para a fase de
hiperpolarizacdo do PA.

5. DISCUSSAO

Nesse trabalho, utilizamos um modelo que descreve o PA dos neurénios do GRD de
roedores e comparamos 0s parametros desse modelo com dados obtidos experimentalmente.
Encontramos que a simulacdo descreveu os dados experimentais de formal razoavel, pois
alguns parametros tiveram uma aproximacao muito boa (amplitude e reobase), enquanto outras
nem tanto, vide dV/dtqesc. De acordo com Ferreira-da-Silva et al (2013) e Leal-Cardoso (2010)
os PA’s do GRD de ratos tiveram dV/dtasc média maior que 100 V/s e na tabela 1, podemos ver
que a dV/dtasc média é menor que 100 V/s. No entanto, podemos notar que o0 ndmero de
experimentos realizados nesse trabalho foi de n = 7, mas vejamos que 0s dados possuem uma
tendéncia a se aproximar dos dados encontrados na literatura. Na figura 1, observamos uma
semelhanca entre os tracados experimentais e simulados quando comparamos 0s painéis (a e ¢)
e (b e d). Em contrapartida, os potenciais de repouso usados nas simulacdes que melhor
representaram os PA’s experimentais foi de -60,0 mV. A figura 1, baseada na figura
desenvolvida por Silva-Alves (2023) mostra além dos PA’s experimentais ¢ simulados, o
modelo das curvas produzidas pelos pontos de tangencia que possuem dois diferentes formatos,
semelhante ao que Silva-Alves (2023) propde para células do tipo Ag e Ainr.
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Na tabela 2, observamos que os neur6nios do tipo Aint que apresentam PA’s com
inflexdo na fase descendente e expressaram uma maior condutancia ao NaVi.s. Logo, podemos
associar essa inflexdo encontrada em células do tipo Aint € ndo foi encontrada em células do
tipo Ao a essa diferenca de condutancias do NaV1g, que corrobora com a pesquisa realizada por
(BLAIR; BEAN, 2003) que associaram essa inflexdo a expressdo do NaV1ge a canais de célcio
dependentes de voltagem. Ferreira-da-Silva e colaboradores (2009) estudando as alteracGes
dos parametros eletrofisioldgicos de neurénios do GCS causados pela exposicdo ao 1,8 cineol,
terpeno presente em Oleos essenciais de varias plantas (SANTOS & RAO, 1997), mostrou que
0 1,8 cineol é capaz de bloquear o PA desses neur6nios.

6. CONCLUSAO

As equacOes matematicas utilizadas para gerar um PA de neurdnios do GRD com
alteracOes dos valores das condutancias ao Na*, K* e vazamento descreveram parcialmente os
dados experimentais, com boa aproximacao de alguns parametros e outros ndo. No entanto,
com o modelo analisado, quando o resultado da simulacéo foi o mais proximo possivel do dado
experimental, conseguimos de forma deterministica mostrar que celulas com inflexdo na fase
descendente do PA possuem uma maior condutancia do NaV1g e a na literatura ha indicios que
confirmam esse resultado. Portanto, por mais que o modelo ndo tenha respondido perfeitamente
ao dado experimental, o que ja era esperado, pois estamos tratando de um sistema biologico
altamente complexo, ele é util para descricdo do PA desses neurdnios e pode ser utilizado para
previsdo do comportamento neuronal.
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