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RESUMO 

 

CARVALHO, A.M. Efeito do tratamento quimioterápico na ação da proteína 

quinase dependente de RNA nos sistemas nociceptivo e muscular. 2017. 89f 

Dissertação (Mestrado) - Programa de Neurociências e Comportamento, Instituto de 

Psicologia, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2017. 

A dor associada ao câncer pode ser causada não somente pelos efeitos diretos ou 

indiretos da patologia primária, mas também pelo tratamento quimioterápico. A 

Cisplatina é um dos medicamentos anti-neoplásicos mais efetivos e mais 

comumente usados no tratamento de tumores sólidos. Entretanto, um de seus 

principais efeitos colaterais é a neurotoxicidade periférica. Os mecanismos 

celulares e moleculares da dor crônica induzida por quimioterápico são ainda 

bastante obscuros. Investigamos o papel da proteína quinase dependente de RNA 

(PKR) nos diferentes mecanismos neurobiológicos associados à dor crônica 

induzida pelo quimioterápico Cisplatina. O presente estudo avaliou: (1) O 

desenvolvimento de alodínia mecânica e hipernocicepção térmica em 

camundongos PKR-/- e PKR+/+ submetidos à administração do quimioterápico 

Cisplatina; (2) O estado de fosforilação das MAPKs (Erk1,2, p38 e JNK/SAP) e o 

fator de transcrição STAT-3 nas células do gânglio da raiz dorsal de animais 

tratados com Cisplatina; (3) Alterações na resistência e força muscular dos 

camundongos PKR-/- e PKR+/+ submetidos a administração do quimioterápico 

Cisplatina; (4) A proteólise muscular  em músculos EDL (glicolíticos) e soleus 

(oxidativos) de camundongos PKR-/- e PKR+/+ após tratamento com Cisplatina (5) 

A síntese proteica através de Western Blot das proteínas Akt, FoxO 1 e FoxO 4, 

S6k1  e a S6 em células C2C12 analisando temporalmente o efeito da Cisplatina 

(6h, 12h e 24h); (6) O estresse oxidativo mitocondrial em células do gânglio da raiz 

dorsal e do músculo Soleus de camundongos PKR-/- e PKR+/+ após tratamento 

com Cisplatina. Os resultados obtidos foram: (1) Que com o tratamento com 

cisplatina produziu hipernocicepção térmica e alodínia mecânica nos animais 

PKR+/+; (2) A reduz da fosforilação do p38 não justifica o quadro de 

hipernocicepção e a hipernocicepção pode ocorrer a partir do aumento da 

fosforilação de STAT  3; (3) Animais que não tem a PKR são menos vulneráveis à 



 
 

 

 
 

ação deletéria da cisplatina sobre o músculo pois todos os testes comportamentais 

para atividade motora; (4) Não houve diferença na proteólise total mas sim na 

síntese proteica em animais PKR tratados com cisplatina; (5) Há alteração na via 

Akt quando analisa temporalmente a ação da cisplatina; (6) animais PKR -/- 

apresentaram índices mais altos da respiração mitocondrial comparados aos PKR 

+/+. Este estudo combinou métodos de biologia celular e molecular com 

paradigmas comportamentais a fim de investigar os possíveis mecanismos de ação 

da PKR no desenvolvimento de hipersensibilidade sensorial após o tratamento com 

quimioterápico. Os resultados deste trabalho devem evidenciar novos mecanismos 

neurobiológicos que contribuam para o entendimento da fisiopatologia da dor 

crônica de origem neurotóxica e apontar novas estratégias terapêuticas para o 

tratamento da dor crônica causada por quimioterapia.  

Palavra-chave: 1. PKR 2. Cisplatina 3. Dor Neuropática 4. Mitocondriopatia  

5. Músculo esquelético 



 
 

 

 
 

 

ABSTRACT 

 

CARVALHO, A.M. Effect of chemotherapeutic treatment on the action of RNA-

dependent protein kinase in the nociceptive and muscular systems. 2017. 89f 

Dissertation (Master degree) - Program of Neurosciences and Behavior, Institute of 

Psychology, University of São Paulo, São Paulo, 2017. 

Pain associated with cancer can be caused by only direct or indirect products of the 

primary pathology, but also by chemotherapeutic treatment. Cisplatin is one of the 

most effective and most common anti-neoplastic drugs without the treatment of solid 

tumors. However, one of its major side effects is peripheral neurotoxicity. The cellular 

and molecular mechanisms of chronic pain induced by chemotherapy are still rather 

obscure. Investigators of role of RNA-dependent protein kinase (PKR) in the different 

neurobiological mechanisms associated with chronic pain induced by the 

chemotherapeutic Cisplatin. The present study evaluated: (1) the development of 

mechanical allodynia and thermal hypernociception in mice PKR - / - and PKR + / + 

submitted to chemotherapy Cisplatin; (2) The state of phosphorylation of the MAPKs 

(Erk1,2, p38 and JNK / SAP) and the transcription factor STAT-3 in the cells dorsal 

root ganglion of Cisplatin-treated animals; (3) Changes in muscle strength and 

strength of mice PKR - / - and PKR + / + submitted to the administration of the 

chemotherapeutic Cisplatin; (4) Muscle protein in EDL (glycolytic) and soleus 

(oxidative) muscles of mice PKR - / - and PKR + / + after treatment with Cisplatin (5) 

Western Blot Synthesis Protein of Akt, FoxO 1 and FoxO 4 S6k1 proteins and S6 in 

C2C12 cells by temporarily analyzing the effect of Cisplatin (6h, 12h and 24h); (6) 

Mitochondrial oxidative stress in dorsal root ganglion and Soleil muscle cells of PKR - 

/ - and PKR + / + mice after treatment with Cisplatin. The results obtained were: (1) 

That with the treatment with cisplatin produced thermal hypernociception and 

mechanical allodynia in the animals PKR + / +; (2) The reduced phosphorylation of 

p38 does not justify the hyperencouragement and hypernociception can occur from 

increased STAT 3 phosphorylation; (3) Animals that do not have a PKR are less 

vulnerable to the deleterious action of cisplatin on muscle for all behavioral tests for 

motor activities; (4) There was no difference in total proteolysis but in protein 



 
 

 

 
 

synthesis in PKR animals treated with cisplatin; (5) There is alteration in the Akt 

pathway when the action of cisplatin is temporarily analyzed; (6) Animals PKR - / - 

had higher mitochondrial respiration rates compared to PKR + / +. This study 

combined methods of cellular and molecular biology with behavioral paradigms to 

investigate the possible mechanisms of action of PKR in the development of sensory 

hypersensitivity after treatment with chemotherapy. The results of this program are 

mandatory, which are responsible for the development of medicines for health and 

human health. 

Key words: 1. PKR 2. Cisplatin 3. Neuropathic pain 4. Mitochondriopathy 

5. Skeletal muscle  
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1 INTRODUÇÃO  

 

A proteína-quinase ativada por RNA de fita dupla (PKR) é reconhecida como 

uma quinase serina/treonina (foi caracterizada em resposta a sinais de estresse 

específicos), ativada pela autofosforilação e conduz à fosforilação de eIF-2α, 

prejudicando sua atividade, o que resulta na inibição da síntese protéica e indução 

da apoptose (Chaplan et al., 1997; Cummins e Waxman, 1997; Malmberg e 

Basbaum, 1998; Dickinson et al., 2003; Cata et al., 2006; Garcia et al., 2006; 

Hayward, 2006). Além de sua função regulatória na tradução de proteínas, a PKR 

tem um papel na transdução de sinais e no controle transcricional através do inibidor 

das vias κB (IkB) / fator nuclear κB (NF-kB)(Gil et al., 2000; Gil et al., 2004). A PKR 

está envolvida em várias vias que envolvem uma série de fatores de transcrição que 

regulam a expressão de múltiplos genes, como o fator regulador do interferon 1 

(IRF-1), o fator Activating transcription factor 4 (ATF4) e o fator cAMP response 

element-binding protein (CREB), transdutores de sinal e ativadores de fatores de 

transcrição (Williams, 2001; Garcia et al., 2006; Xu et al., 2012). A enzima possui 

dois domínios bem caracterizados consistindo de um segmento terminal regulatório 

NH2, onde se encontram as sequências de ligação de RNAd, e o domínio catalítico 

serina/treonina na terminação carboxílica (Forman, 1990a; b; Dickinson et al., 2003). 

Recentemente, entretanto, foi relatado que PKR também fosforila sítios de tirosina e 

que este efeito influencia, tanto a ligação com RNAds, quanto a autofosforilação e a 

ativação da proteína eIF-2 (Hokfelt et al., 1994; Hayward, 2006). 

Ainda é aceito que os principais ativadores naturais de PKR são produzidos 

por células infectadas por vírus, que produzem e liberam RNAds como produto da 

replicação viral (Hokfelt et al., 1994; Hayward, 2006). Por esta razão, reconhece-se 

que esta enzima desempenhe um papel essencial na resposta imune inata à 

infecções virais (Hokfelt et al., 1994; Hayward, 2006). Entretanto, esta quinase é 

também fosforilada em resposta ao RNAds de origem celular ou mesmo sintético 

(Brown et al., 1991; Hokfelt et al., 1994; Akerley, 2000; Sekellick et al., 2000). Na 

última década, aprendemos que além de mediar um papel crítico em resposta a 

RNAds, agindo como um sensor de infecções virais, PKR é ativada por fatores tão 

diversos quanto estímulos pró-inflamatórios, fatores de crescimento, citocinas e 

estresse oxidativo (Cavaletti et al., 1995; Ma e Quirion, 2001; Malcangio e 
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Lessmann, 2003; Hayward, 2006). Desta forma, a atividade de PKR encontra-se, 

hoje, associada à regulação de funções celulares tão diferentes como diferenciação, 

transcrição, apoptose e ciclo celular (Mcguire et al., 1997; Lo et al., 1999; Mannion et 

al., 1999; Ma e Quirion, 2001; Malcangio e Lessmann, 2003; Hayward, 2006). 

 

1.1   ATIVAÇÃO DA PKR 

 

A fosforilação de PKR ocorre não somente por estímulos de origem 

extracelular, mas também pela ação da proteína ativadora de PKR, localizada no 

citosol (Millan, 1999; Mantyh et al., 2002; Marchand et al., 2005). 

A ativação de PKR por estímulos extracelulares ocorre, principalmente, pelos 

receptores da família TLR (Toll-like receptor) através da ligação com RNAds, 

lipopolisacarídeo (LPS), e peptídeoglicanos (Mannion et al., 1999; Miletic, Hanson e 

Miletic, 2004; Miletic, Hanson, Savagian, et al., 2004) desempenhando, assim, uma 

ação preponderante na ativação da resposta imune inata (Mcguire et al., 1997; 

Mantyh et al., 2002; Miletic et al., 2002; Miyabe e Miletic, 2005). Sabemos, hoje, que 

PKR sinaliza também em resposta, fatores de crescimento, como o Fator de 

Crescimento Derivado de Plaquetas (PDGF, platelet-derived gowth factor) e 

citocinas como o interferon, interleucina-1 (IL-1) e o Fator de necrose tumoral-α 

(TNF- α, tumor necrosis factor) (Mcguire et al., 1997; Mantyh et al., 2002; Miletic et 

al., 2002; Miyabe e Miletic, 2005).  

Em condições de estresse fosforilação de PKR pode ocorrer também através 

da ação da proteína citosólica PACT (Protein Activator of the interferon-induced 

protein kinase) (Millan, 1999; Marchand et al., 2005). Estas proteínas são capazes 

de induzir a autofosforilação de PKR de forma independente de RNAds, sendo que o 

aumento transitório da expressão de PACT em células de mamíferos foi capaz de 

aumentar os níveis de autofosforilação de PKR e induzir a fosforilação do fator de 

iniciação da tradução eIF2α inibição da síntese protéica e apoptose (Millan, 1999; 

Marchand et al., 2005; Vaughn et al., 2015). Em camundongos, também foi isolada 

uma proteína homóloga de PACT, conhecida como ativador X de PKR (RAX) (Lipton 

et al., 1989; Honore et al., 2000; Mantyh et al., 2002). De maneira semelhante a 

PACT, situações de estresse celular induzem uma rápida fosforilação de PKR 

através da ativação de RAX (Lipton et al., 1989; Mantyh et al., 2002). 
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1.2   REGULAÇÃO DE SINALIZAÇÃO INTRACELULAR DA PKR 

 

Diversas vias de transdução são afetadas a partir da ativação de PKR (Fig. 1). 

Um dos primeiros alvos descritos para PKR foi o fator de transcrição IRF-1, um 

supressor tumoral ausente em pacientes com leucemia (Forman, 1990b; Cummins e 

Waxman, 1997; Mannion et al., 1999; Miletic, Hanson e Miletic, 2004; Miyabe e 

Miletic, 2005; Hayward, 2006) e que, aparentemente, medeia mecanismos 

apoptóticos desencadeados por PKR (Malcangio e Lessmann, 2003). Outro alvo são 

proteínas da família STAT (Signal Transducers and Activators of Transcription), 

proteínas envolvidas em diversas funções biológicas e que participam ativamente 

das vias de sinalização intracelular desencadeadas por interferons e outras citocinas 

(Pace et al., 1997; Miletic et al., 2002; Miletic, Hanson e Miletic, 2004; Miletic, 

Hanson, Savagian, et al., 2004).  

A associação entre PKR e STAT pode, também, ocorrer de forma indireta, 

sem uma interação direta substrato-quinase.  Este  parece  ser  o  caso  de  STAT-1 

(Scholz e Woolf, 2002),  cujo  estado  de  fosforilação  permanece inalterado pela 

ação exclusiva de PKR (Lo et al., 1999; Marchand et al., 2005; Hayward, 2006). 

Neste caso, a PKR controlaria uma cascata de quinases na qual ERK (Extracellular 

regulated protein kinases) seria a responsável pela fosforilação de STAT-1. Outro 

importante alvo de PKR são as MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases), quinases 

de serina/treonina que regulam diversos eventos celulares (Tsuda et al., 2005). Em 

mamíferos, as MAPKs estão classificadas em várias famílias, sendo as principais 

ERK, p38 e JNK (Tsuda et al., 2005). Tanto p38, quanto JNK, são dependentes da 

fosforilação de PKR para uma efetiva resposta intracelular desencadeada pela ação 

de LPS ou citocinas do tipo de IFN-α, IL-1 ou TNF-α (Ashburn e Lipman, 1993; 

Hokfelt et al., 1994; Omana-Zapata et al., 1997; Lo et al., 1999; Hayward, 2006).  

A proteína ATF-3, um dos membros da família CREB (cAMP response 

element-binding protein) de fatores de transcrição, também é um dos alvos de ação 

de PKR (Hokfelt et al., 1994; Woolf e Salter, 2000; Scholz e Woolf, 2002). ATF-3 é 

expressa em quantidades muito baixas sob condições fisiológicas e sua ativação 

está associada a mecanismos de lesão celular (Hokfelt et al., 1994; Woolf e Salter, 

2000). Por fim, o NFκB, um fator de transcrição que controla a expressão de genes 

associados com respostas imune e inflamatória, diferenciação celular e apoptose, 
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representa um dos alvos mais conhecidos de PKR (Lo et al., 1999; Lever et al., 

2003; Zhuang et al., 2005; Zieglgansberger et al., 2005). O principal mecanismo de 

regulação da atividade de NFκB é sua interação com moléculas inibitórias da família 

IKKB (Zhuang et al., 2005). Estas proteínas são fosforiladas pelo complexo IKK, que 

as degrada, permitindo, assim, a translocação de NFκB para o núcleo, onde irá 

regular a transcrição de diversos genes (Lever et al., 2003). 

 

 

 
Figura 1 -  Vias de transdução da proteína PKR 

Neste trabalho investigaremos alguns dos possíveis efeitos do tratamento com o 

quimioterápico cisplatina sobre os mecanismos de ação de PKR. 

 

1.3  MECANISMOS DE AÇÃO DA CISPLATINA 

 

A cisplatina (cis -diamminedichloroplatinum II) é um complexo inorgânico 

composto por um átomo de platina rodeado por grupos cloreto e amina na posição 

cis (Chiorazzi et al., 2015). Ela é dos medicamentos anticancerígenos mais 

utilizados de tumores sólidos, incluindo câncer de cabeça e pescoço, do endométrio, 

esófago, pulmão, melanoma maligno, carcinoma adrenocortical, câncer de ovário, 
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mama, colo do útero e da bexiga. A cisplatina atua na célula tumoral através de 

mecanismos como danos de DNA e produção de espécies reativas de oxigênio, que 

levam à morte celular por apoptose (Li et al., 2004; Wang e Lippard, 2005). A morte 

celular também pode ocorrer por necrose quando a célula é exposta a altas 

concentrações de platina (Chaudhry et al., 1994; Wang e Lippard, 2005; Carozzi et 

al., 2015).  

A administração clínica de cisplatina é limitada pelos seus efeitos 

secundários, que incluem nefrotoxicidade, neurotoxicidade, toxicidade do trato 

gastrointestinal e toxicidade da medula óssea (mielossupressão) (Saleh e El-

Demerdash, 2005; Carozzi et al., 2015). Participa da nefrotoxicidade pode ser 

controlada com hidratação e administração de manitol, diuréticos ou acetozolamida 

e tiol (Bates et al., 2002).  

Os mecanismos de neurotoxicidade são um dos aspectos menos conhecidos, 

mas se evidenciam clinicamente por dor persistente, parestesia, ataxia sensorial, 

desmielinização e degeneração axonal dos neurônios periféricos (Cavaletti et al., 

1995; Lo et al., 1999; Carozzi et al., 2015). Os neurônios do gânglios da raiz dorsal 

são considerados os principais alvos de ação da cisplatina, podendo causar danos 

no DNA nuclear e morte celular (Cavaletti et al., 1995; Carozzi et al., 2015) e (Huang 

et al., 2010). Embora o efeito da cisplatina em danos no DNA nuclear tenha sido 

amplamente investigado, sua interação com DNA mitocondrial foi apenas 

recentemente investigado (Podratz et al., 2011). A cisplatina forma adutos com o 

DNA mitocondrial a uma taxa semelhante ao DNA nuclear e estes adutos promovem 

a inibição da replicação de DNA mitocondrial, alteração da transcrição e 

anormalidades morfológicas dentro da mitocôndria de neurônios do gânglio da raiz 

dorsal (Podratz et al., 2011) (Fig. 2).  
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Figura 2 - Representação esquemática do mecanismo da ação da cisplatina. Adaptado de BARNES, 

2004. 

 

Por sua vez, outros eventos ligados à atuação da Cisplatina devem ser 

levados em consideração. Existem grandes indícios de disfunções renais 

provocadas pelo acúmulo de cisplatina nas mitocôndrias existentes nos rins 

(Karasawa e Steyger, 2015; Zhu et al., 2015), como resultado ocorre a 

desestabilização da função mitocondrial e elevação nos níveis de espécies reativas 

de oxigênio (ROS) (Karasawa e Steyger, 2015). A consequência final é a diminuição 

da captação de cálcio pela mitocôndria e liberação de fatores pró-apoptóticos 

(Podratz et al., 2011). Os canalículos renais ficam inutilizados, sobretudo os túbulos 

cortorcidos distais, apresentam grande concentração de mitocôndrias, culminando 

em um quadro de falência renal (Ozkok e Edelstein, 2014; Santos Na 2017).  

 Diversos estudos sugerem a grande participação da cisplatina na gênese dos 

processos inflamatórios que comprometem não somente a função renal, mas 

também demais tecidos, como componentes nervosos e articulações, resultando em 

dores que perduram mesmo após o tratamento quimioterápico (Pan et al., 2015). O 

fator de transcrição nuclear (NF-kB) pode ser ativado e translocado para o núcleo 

devido a utilização de cisplatina (esta induz a degradação da proteína inibidora 

IκBα)(Gil et al., 2000). Já no núcleo, NF-kB viabiliza a transcrição de genes 

codificadores de mediadores inflamatórios (Miller et al., 2010). Dessa forma ocorre o 

aumento da expressão do fator de necrose tumoral (TNF-α), citocina de grande 

destaque na inflamação sistêmica. TNF-α provoca danos aos tecidos diretamente 

por meio do receptor de TNF tipo 1 (TNFR1) ou indiretamente através de uma 

Membrana celular 
Reconhecimento de 

proteínas 

Inibição da 

transcrição 

Tentativa de reparo 
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resposta inflamatória considerável por meio do receptor de TNF tipo 2 (TNFR2) 

(Ramesh e Reeves, 2003). 

 TNF- α também é responsável pela ativação de um grande número de 

citocinas pró-inflamatórias, como interleucinas-1,4,6 (IL-1β, IL-4, IL-6), fator de 

crescimento de transformação (TGF-β 1) e a proteína quimiotáxica para monócitos 

(MCP-1)(Honore et al., 2000). Moléculas de adesão também podem ter suas 

expressões induzidas pela atuação de TNF-α, incluindo a molécula de adesão 

intercelular (ICAM-1), molécula de adesão da célula vascular-1 (VCAM-1) e 

selectina-E. Dessa forma células inflamatórias são atraídas para diferentes tecidos, 

provocando aumento de sensibilidade local, dores e desconforto nos pacientes 

afetados (Hartmann e Lipp, 2003; Miller et al., 2010; Gonçalves et al., 2013).    

 

1.4  CISPLATINA E NEUROPATIA PERIFÉRICA 

 

Uma complicação comum da quimioterapia é a neurotoxicidade que muitas 

vezes se manifesta como neuropatia periférica. Muitos medicamentos contra o 

câncer podem causar neuropatia periférica, incluindo a Cisplatina, sendo que a 

incidência pode ser de até 90%.(Windebank e Grisold, 2008).  A neuropatia 

periférica está intimamente relacionado com a dose cumulativa total de fármaco para 

a cisplatina (Gregg et al., 1992). A neuropatia sensorial é predominantemente 

diagnosticada após queixas iniciais de dormência ou parestesias nas partes distais 

das extremidades (Marchal et al., 2014). A perda de função sensorial de fibras com 

ataxia sensorial é comum. A ototoxicidade pode resultar em perda auditiva e 

vertigens (Hyppolito et al., 2005). Embora a neuropatia periférica induzida por 

quimioterapia seja um efeito colateral que limite a dose da quimioterapia, o seu 

curso clínico é semelhante a outras neuropatias tóxicas.  

 

1.5  PLASTICIDADE NEURAL INDUZIDA PELA ESTIMULAÇÃO PERSISTENTE 

DO SISTEMA NOCICEPTIVO 

 

Há apenas duas décadas, a investigação de mediadores ou moduladores da 

dor restringia-se, principalmente, à ação periférica de prostaglandina e bradicinina 
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(Lo et al., 1999; Mannion et al., 1999; Honore et al., 2000; Marchand et al., 2005). 

Estes fatores são produzidos pela lesão tecidual ou inflamação e já eram 

reconhecidos como responsáveis pela ativação e sensibilização de neurônios 

nociceptivos periféricos (Scholz e Woolf, 2002). Algumas outras moléculas 

começavam a ser reconhecidas como mediadores centrais da dor, em particular, o 

glutamato e a substância P, liberados por terminais nociceptivos centrais. Iniciava-

se, também, o reconhecimento de que o óxido nítrico era produzido por neurônios da 

coluna dorsal da medula espinal e de que agiria como um potencializador da 

excitabilidade dos circuitos centrais de transmissão da dor (Lo et al., 1999; Mannion 

et al., 1999; Mantyh et al., 2002; Marchand et al., 2005). 

Na última década, entretanto, um número crescente de mediadores e 

moduladores continua sendo descrito nos circuitos de transmissão da dor, 

evidenciando a complexidade do processamento da informação nociceptiva, tanto no 

neurônio periférico primário, quanto em neurônios centrais espinais e supra-espinais 

(Millan, 1999). Igualmente relevante, foi o reconhecimento de que estes novos 

mediadores eram produzidos e liberados também por células não neuronais, 

predominantemente células da glia e do sistema imune (Millan, 1999; Zimmermann, 

2001; Mantyh et al., 2002; Ji e Strichartz, 2004; Marchand et al., 2005; Hayward, 

2006; Tsuda et al., 2017). Modelos experimentais têm revelado, ainda, que a dor 

crônica de origem inflamatória é consequência, principalmente, de mudanças 

neuroquímicas, fisiológicas e morfológicas nos neurônios sensoriais, tanto 

periféricos, quanto centrais, alterando, dramaticamente, suas características 

fenotípicas e sua atividade sináptica de forma crônica (Hokfelt et al., 1994; Ji e 

Strichartz, 2004; Tsuda et al., 2005; Ueda, 2006).  

Estas mudanças determinam uma redução da atividade inibitória e um 

aumento dos eventos excitatórios nos neurônios do gânglio da raiz dorsal e da 

coluna dorsal da medula espinal, reduzindo seus níveis de excitabilidade, resultando 

na hipersensibilização de neurônios sensoriais (Millan, 1999; Moore et al., 2000; 

Lever et al., 2003; Malcangio e Lessmann, 2003) e no aparecimento de uma forma 

de dor recorrente ou permanente (Lai et al., 2001; Zimmermann, 2001; Scholz e 

Woolf, 2002; Dickinson et al., 2003; Marchand et al., 2005; Zieglgansberger et al., 

2005). 
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1.6  CISPLATINA E PROTEÓLISE MUSCULAR 

 

A fadiga é o efeito colateral mais comum da quimioterapia. No entanto, os 

mecanismos de "fadiga muscular" induzidos por drogas anticancerígenas, como a 

cisplatina, não são totalmente compreendidos. (Patrick et al., 2004; Sakai et al., 

2014). 

O turnover de proteínas, acontece continuamente no músculo esquelético, 

pode ocorrer por meio de três mecanismos intracelulares. São eles: o sistema 

proteolítico dependente de cálcio (Ca+2), o sistema autofágico lisossomal e o sistema 

dependente de ubiquitina-porteassoma (Goll et al., 2003; Wendt et al., 2004). Estes 

sistemas devem atuar de modo equilibrado, pois muitos eventos fisiológicos 

dependem dessa homeostasia, como por exemplo: a reciclagem de proteínas e 

receptores de membrana, crescimento e diferenciação celular, fornecimento de 

aminoácidos para a gliconeogênese, além de impedir que proteínas mal formadas 

permaneçam no ambiente celular (Lecker et al., 2006). A reciclagem de proteínas é 

um importante evento fisiológico para a homeostase corporal e pode ocorrer por 

diferentes vias (Goll et al., 2003; Zetter e Mangold, 2005).  

 

1.6.1 Sistema proteolítico autofágico–lisossomal 

 

Os lisossomos são organelas citoplasmáticas que possuem a capacidade de 

degradar proteínas devido à presença, em seu interior, de enzimas conhecidas 

como catepsinas. Estão presentes, também, um grande número de hidrolases 

ácidas. Juntas essas enzimas degradam proteínas citoplasmáticas e extracelulares 

(endocidatas por vesículas) (Tanida et al., 2004). Para a musculatura esquelética, a 

autofagia mediada por vesículas merece especial atenção.  

O processo de autofagia inicia-se por meio da formação de vesículas de dupla 

membrana que englobam o substrato a ser degradado e entregam para os 

lisossomos. Algumas moléculas são indispensáveis para que essa vesícula possa se 

formar adequadamente. Fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) de classe III, beclina e os 

genes autofágicos (Atg) são, por exemplo, componentes necessários para a 

formação da estrutura do pré-fagossomo, além de LC3 (microtubule associated 
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protein light chain 3) que passa por uma série de modificações pós-traducionais para 

que possa atuar na formação e isolamento do autofagossomo (Bechet et al., 2005; 

Malicdan et al., 2008). O sistema autofágico-lisossomal está diretamente relacionado 

com à atrofia em células musculares (Mammucari et al., 2007). Dessa forma os 

genes do sistema autogágico-lsossomal desempenham um importante papel em 

eventos relacionados com a degradação de proteínas em musculo estriado 

esquelético e podem ser utilizados como marcadores da autofagia tecidual 

(Mammucari et al., 2007; Zhao et al., 2007). 

 

  1.6.2 Sistema proteolítico dependente de Ca+2 

 

Este sistema, inicialmente descrito por Goll e colaboradores (Goll et al., 2003) 

em neurônios de ratos, é composto por cisteína-proteases conhecidas como 

calpaínas. Este sistema já foi encontrado na proteólise de músculo esquelético e 

cardíaco (Goll et al., 2003). 

A musculatura esquelética possuí duas classes de calpaínas: µ- e m-

calpaínas. Dependendo da concentração de Ca+2 elas podem se tornar ativas. O 

Ca+2 liga-se ao domínio regulatório (IV), ocorre a autólise da extremidade N-terminal 

e o domínio catalítico é, então, exposto. Dessa forma µ- e m-calpaínas podem atuar 

na proteólise do músculo esquelético (Goll et al., 2003; Wendt et al., 2004). 

 

 1.6.3 Sistema proteolítico dependente de ubiquitina-proteassoma 

 

Este sistema é o responsável pela degradação de grande parte das proteínas 

miofibrilares. Dessa forma é o principal sistema proteolítico envolvido na instalação e 

desenvolvimento da atrofia muscular (Jackman e Kandarian, 2004; Urso, 2009).  

São duas as etapas envolvidas com a proteólise nesse processo. A primeira 

consiste na marcação, por ubiquitina, da proteína que deve ser degradada 

(ubiquitinação). Para que isso ocorra, três enzimas são necessárias: E1 (ativadora 

de ubiquitina); E2 (carreadora de ubiquitina) e E3 (ubiquitina-ligase) (Jackman e 

Kandarian, 2004; Urso, 2009). 

A próxima etapa consiste em adicionar múltiplas unidades de ubiquitina na 

proteína alvo. Para isso, a E3 confere a especificidade necessária para a ligação das 
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moléculas em um processo iniciado por E2. Após sua poliubiquitinação o substrato 

alvo pode, então, ser reconhecido e degradado pelo proteasssoma 26S (Jackman e 

Kandarian, 2004; Urso, 2009). 

 

1.6.4.Sinalização intracelular de controle do metabolismo proteico em músculo. 

 

PI3K/AKT 

 

Hormônios anabólicos (e anti-catabólicos) como a insulina e o fator de 

crescimento semelhante à insulina (IGF-1) podem atuar sobre a musculatura através 

de ligações aos seus receptores do tipo tirosina quinase, estes irão ativar a via da 

fosfatidilinositol 3-quinase de classe I (PI3K) e a V-akt murine thymoma viral 

oncogene homolog 1 (Akt). A Akt possui atividade serina/treonina quinase e é de 

grande importância no controle da massa muscular (Bodine, Stitt, et al., 2001). 

Quando há o aumento da fosforilação da Akt (forma ativada induzida por insulina ou 

IGF-1) pode ocorrer a ativação, por fosforilação de proteínas quinases envolvidas 

com a síntese proteica, como mTOR (Mechanistic target of rapamycin) e seu 

substrato p70S6K. A hiperexpressão da Akt pode promover hipertrofia e inibir a 

atrofia muscular (Bodine, Latres, et al., 2001; Ersahin et al., 2015). 

Akt também inibe os fatores de transcrição FoxO (forkhead box class o) 

impedindo sua translocação para o núcleo e a transcrição de seus genes alvos 

(Fig.3). A FoxO regula a expressão de genes envolvidos com a atrofia e autofagia, 

como MuRf1 e atrogina-1 (Sandri et al., 2004; Mammucari et al., 2007).  Assim 

sendo, acredita-se que os sistema de proteólise autofágico e dependente de 

ubiquitina/proteassoma estejam sob regulação de uma mesma via envolvendo 

Akt/FoxO (Mammucari et al., 2007). 
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Figura 3 - Ativação da via de sinalização da PI3K/Akt, induz aumento da fosforilação dos Fatores de 

transcrição FoxO e mTor. (Adaptado de Wang, 2014 (Wang et al., 2014)) 

 

1.7 JUSTIFICATIVA 

 

Cisplatina induz estresse celular, inflamação, degeneração de nervos. Além 

de recrutar citocinas, mediadores inflamatórios, interleucinas. Baseado nos efeitos 

da Cisplatina, gostaríamos de obter respostas sobre o papel da PKR em um modelo 

utilizado para investigar a dor neuropática de origem quimiotóxica. 
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2 OBJETIVOS  

 

2.1  OBJETIVO GERAL 

 

 Analisar os mecanismo de ação da PKR sobre o efeito deletério da 

Cisplatina nos sistemas: nociceptivo, muscular e mitocondrial 

 

2.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Investigar o desenvolvimento de alodínia mecânica e hipernocicepção 

térmica em camundongos PKR-/- e PKR+/+ submetidos à administração do 

quimioterápico Cisplatina.  

 

 Investigar o efeito da inibição farmacológica de PKR sobre a atividade de 

vias intracelulares de sinalização no gânglio da raiz dorsal após tratamento 

com Cisplatina. Foram investigados os mediadores MAPKs (Erk1,2, p38 e 

JNK/SAP). 

 

 Investigar o efeito da inibição farmacológica de PKR sobre a atividade do 

fator de transcrição STAT-3 no gânglio da raiz dorsal após o tratamento com 

quimioterápico.  

 

 Analisar o impacto na força e resistência muscular em camundongos PKR-/- 

e PKR+/+ submetidos à administração do quimioterápico Cisplatina.  

 

 Avaliar o efeito da Cisplatina na proteólise total e síntese proteica em 

músculos esqueléticos (Soleus e EDL) em animais PKR -/- e PKR +/+, 

estudar o efeito in vitro da Cisplatina em células C2C12 e avaliar a 

fosforilação das proteínas da família Akt. 

 

  Investigar o estresse oxidativo mitocondrial em células do gânglio da raiz 

dorsal de camundongos PKR-/- e PKR+/+ após tratamento com Cisplatina.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS. 

 

Os protocolos experimentais descritos foram realizados de acordo com as 

normas de conduta ética com animais de experimentação propostas pelo Conselho 

Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA). Os protocolos 

experimentais descritos neste processo foram submetidos pela Comissão de Ética 

em Experimentação Animal da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto da 

Universidade de São Paulo (protocolo nº 188 / 2016). 

  

3.1  ANIMAIS 

 

Foram usados camundongos machos, pesando 20-25 g, das linhagens 

C57Bl/C6 (na investigação da fosforilação proteica), PKR-/- (não possuem a proteína 

PKR em nenhum dos alelos) e PKR+/+ (possuem a proteína PKR em ambos dos 

alelos) (foram usados na avaliação comportamental e analise da proteólise total e 

síntese proteica e respiração mitocondrial). Camundongos PKR-/- e PKR+/+, foram 

fornecidos pelo Prof. Aristóbolo Mendes da Silva do Departamento de Morfologia do 

Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade Federal de Minas Gerais. Essa 

linhagem foi aprovada pelo CTNBIO, Nº 0030/97 (Fig. 4). Em cada gaiola foram 

mantidos 5 animais em ambiente com temperatura (22 ± ºC) e umidade controlados, 

com ciclo claro:escuro de 12:12 hs (período claro a partir das 6:00 h) e com livre 

acesso a ração e água.  O experimento foi conduzido de acordo com as diretrizes 

éticas da Associação Internacional para o Estudo da Dor (Zimmermann, 1983) 

 

 

Figura 4 -Cruzamento C57Bl/6JxSV129 
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3.2  MODELO EXPERIMENTAL DE DOR NEUROPÁTICA INDUZIDA POR 

QUIMIOTERÁPICO. 

 

O modelo experimental de quimiotoxicidade consistiu da administração de 

Cisplatina (3,0mg/Kg em 1ml/Kg, intraperitoneal) 3 vezes por semana em dias 

alternados (segundas, quartas e sextas) durante 4 semanas, totalizando 36 mg/Kg 

da Cisplatina no final da última administração (quadro 1). Em conjunto com a 

administração de cisplatina, foi aplicado 1 mL de salina via subcutânea a fim de se 

minimizar os danos renais.  

 

 

 

Quadro 1 Distribuição temporal dos experimentos 

 

3.3 INJEÇÃO INTRAPERITONEAL DO PKRI 

 

Com o objetivo de investigar a repercussão da administração do PKRi- C16 

(inibidor da proteína PKR) na fosforilação proteica (JAMMI et al., 2003) 

administramos via i.p. do inibidor ou do seu controle negativo. O PKRi (PKRi) 

(Calbiochem WWR International, San Diego, EUA) é um derivado oxindole/imidazole 
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que se liga ao sítio de ligação de ATP de PKR, o que inibe a sua autofosforilação 

induzida por RNA (JAMMI et al., 2003). 

Nesse estudo, animais C57bl/6 receberam injeção i.p. de PKRi na dose de 0.2 

mg/kg em 200 µL de 0.5% DMSO, a fim de investigar o efeito do PKRi na 

fosforilação de algumas proteínas estudadas. Os animais controle receberam 

injeção de 200 µL de controle negativo. 

 

3.4  COMPORTAMENTO 

 

 Os estudos comportamentais foram realizados entre 8 e 12 horas e os 

animais submetidos a um único teste. 

 

3.4.1 Teste de sensibilidade mecânica para monitoramento de alodínia 

 

Antes do início do teste os animais foram levados ao local do teste e 

posicionados no aparato próprio para a aplicação e ficam no mínimo 1h para 

ambientação, evitando assim níveis de estresse. Para aplicação deste teste foi 

utilizada a metodologia que inicia com um filamento de força intermédia. Sempre que 

uma resposta positiva a um estímulo ocorreu, o próximo filamento mais fraco do Von 

Frey é aplicado, e sempre que ocorre uma resposta negativa é aplicado o próximo 

filamento mais forte (Figura 5). O teste continua durante cinco estímulos adicionais, 

após ocorrer a primeira mudança na resposta (Li et al., 2000). O padrão de 

respostas é convertido a um limiar de 50% de Von Frey usando a técnica descrita 

por Dixon  (Dixon, 1980). Os filamentos utilizados variaram de uma força de 0.068g 

a 3.63g (Stoelting, Wood Dale, USA). 

 

 

Figura 5- Representação do teste Von Frey 
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A resposta flexora ao estímulo mecânico foi monitorada antes da eutanásia e 

somente os animais com alodínia mecânica participaram dos experimentos. Cada 

grupo experimental teve 10-12 animais e a comparação entre diferentes grupos 

foram feitas pelo teste não paramétrico de Friedman. As diferenças foram 

consideradas significativas quando p < 0.05.  

 

3.4.2 Teste para monitoramento de hipernocicepção 

 

O teste plantar Hargreaves (Hargreaves et al., 1988) mede a resposta ao 

estímulo de calor de infravermelhos, aplicada à superfície plantar . Antes do início do 

teste os animais foram levados ao local do teste e posicionados no aparato próprio 

para a aplicação (Fig.6) e ficaram no mínimo 1h para ambientação, evitando assim 

estresse de troca de ambiente. Um estímulo térmico radiante foi posicionado por 

baixo da pata traseira e a latência da resposta de retirada da pata foi medida 

automaticamente. Os animais foram colocados individualmente em compartimentos 

de 15 cm2, sobre superfície de vidro transparente permitindo a passagem do feixe de 

luz capaz de provocar estímulo nociceptivo térmico. A estimulação foi 

automaticamente rescindida em 20s em animais refratários para evitar lesão 

tecidual. Foi determinada a latência de retirada da pata de cada pata traseira. Os 

dados foram apresentados como média ± EPM com n = 10-12. A análise estatística 

foi realizada pelo teste não paramétrico de Friedman, as diferenças foram 

consideradas significativas com um intervalo de confiança de p < 0.05. 

 

 

Figura 6 - Aparato do teste Hargreaves 
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3.4.3 Teste para atividade motora e força muscular 

 

O Rota Rod (EFF 412 – insight equipamentos, Ribeirão Preto, BR) é 

composta de uma plataforma de base e uma barra de ferro horizontal de 3 cm de 

diâmetro e 30 cm de comprimento, que tem uma superfície não escorregadia (Fig.7). 

Os animais foram testados para a sua capacidade de se manter na haste a uma 

velocidade de 19 rpm durante 10 min e 21 rpm por 50 min em 5 sessões (basal, 15d, 

30d, 45d, 60d).  

 

 

Figura 7 - Desenho ilustrativo do aparato utilizado para realizar o teste RotaRod. 

 

Os animais foram pré-selecionados através de 2 dias de aprendizagem antes 

do ensaio, avaliando sua capacidade de permanecer na haste durante o tempo 

previsto.  

Se o camundongo caísse fora da haste, seria colocado sobre a haste 

novamente. Durante a sessão, cada camundongo que caiu pelo menos quatro vezes 

em 1 min foi considerado em fadiga e retirado do teste. As estimativas de tempo do 

teste foram montadas em segundos.  

A Cisplatina foi administrada durante as primeiras 4 semanas.  É também 

possível avaliar o equilíbrio, a força de preensão e a coordenação motora do animal, 

principalmente após a lesão traumática do cérebro ou para testar o efeito de 

fármacos experimentais (Perez et al., 1998). 
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3.4.4 Teste para medir a força muscular 

 

Para avaliar a força muscular dos camundongos utilizamos em paralelo o 

grupo de animais do RotaRod. 

O instrumento escolhido foi Grip-Strength Meter que mede automaticamente a 

força de aderência (ou seja, a força do pico e a resistência do tempo) dos membros 

anteriores e/ou membros posteriores em roedores.  

O teste Grip Strength é um complemento para teste Rota-Rod para a 

coordenação motora e as experiências de função motora.  

O animal é colocado sobre uma placa de base, na frente de uma barra de 

agarrar (em forma de T ou trapézio, ou uma grade), cuja altura é ajustável. A 

ferramenta de agarrar é montada em um sensor de força conectado ao amplificador 

de pico, o que garante uma detecção confiável e automática da resposta do animal. 

O transdutor de força tem uma força máxima aplicável de 1500g, com uma 

resolução de 0.1g (Basile, 2017). 

 

3.5  IMUNODETECÇÃO DE PROTEÍNAS E DE SEUS RESÍDUOS 

FOSFORILADOS. 

 

Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e os gânglios da raiz 

dorsal foram colhidos 48 horas após a última aplicação de Cisplatina, 30 min antes 

da coleta foi aplicado inibidor de PKR via i.p. (Injeção intraperitoneal) em metade do 

grupo cisplatina, o outra metade recebeu o controle negativo. As amostras retiradas 

de camundongos sem nenhum tratamento foram consideradas grupo Naive, os 

camundongos que tiveram tratamento com salina foram considerados o grupo Sham 

e por último o grupo tratado com a cisplatina.  

Assim, os gânglios da raiz dorsal (L3-L6) de ambos os lados da medula 

espinal foram dissecados e homogeneizado em tampão de lise contendo NaCl 137 

mM, Tris 20 mM, 1% Igepal CA-630 (Sigma Aldrich), 10% de glicerol, 2% de 

ortoxantadato de sódio, 0,1% de sulfato de dodecil de sódio, fluoreto de sódio 50 

mM, EDTA 2 mM e coquetel inibidor de protease (Sigma Aldrich-P2714) a pH 7,4. 

Os homogeneizados de tecidos foram centrifugados a 40 000 g durante 10 minutos 

a 4 ° C e o sobrenadante foi recolhido para análise.  
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A concentração de proteína nos tecidos homogeneizados foi determinada por 

um ensaio de Lowry modificado (DC Protein Assay, Bio-Rad) e espectrofotometria 

(m-Quant; BioTek Instruments Inc, Winooski, VT). Alíquotas contendo 30µg de 

proteína foram dissolvidos em tampão de carga e lavadas no banho seco a 70ºC 

durante 10 minutos. As proteínas foram separadas por 10% ou 12% de Tris-glicina 

SDS-PAGE (GE Healthcare-Bioscience Corp., Piscataway, NJ) e transferidas para 

membranas PVDF (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ). Reações inespecíficas 

foram bloqueadas com leite a 5% (Nonfat Dry Milk Cell Signaling) durante 1 hora 

seguido de incubação com os seguintes anticorpos primários:  

• p-Ser(256)-Foxo1 (1:750; anticorpo de coelho – Cell Signaling, EUA); 

• p-Ser(193)-Foxo4 (1:750; anticorpo de coelho – Cell Signaling, EUA); 

• p-Ser(473)-Akt (1:500; anticorpo de coelho – Cell Signaling); 

• p- Thr(389)-S6K1 (1:500; anticorpo de coelho – Cell Signaling); 

• p-Ser(235/236) (1:500; anticorpo de coelho – Cell Signaling); 

• p-p44/42 MAPK ERK (1:1000; anticorpo de coelho – Cell Signaling); 

• p- MAPK p38 (1:1000; anticorpo de coelho – Cell Signaling); 

• p-Thr/Tyr(183/185)-JNK (1:1000; anticorpo de coelho – Cell Signaling); 

• p-Ser (727)-STAT3 (1:1000; anticorpo de coelho – Cell Signaling); 

• β-actina (1:20000; anticorpo de camundongo– Sigma-aldrich). 

Durante a noite a 4ºC. Após a incubação, a membrana foi lavada e incubada 

com anticorpo secundário (1: 2000; ECL anti-rabbit IgG, GE Healthcare Ltd, 

Buckinghamshire, Reino Unido ou 1: 2000; ECL anti-mouse Sigma Saint Louis, EUA) 

durante 1 hora à temperatura ambiente. Proteínas marcadas foram detectadas por 

quimioluminescência.  

Para a stripping e reprobing foi utilizado o tampão de remoção (ChemCruz sc-

281698) foi aplicado nas membranas durante 35 minutos à temperatura ambiente, 

lavou-se durante 15 minutos com TBS-T antes de bloquear. Posteriormente, as 

membranas foram colocadas com anticorpo primário contra β-Actin (anticorpo anti-

mouse de Actina 1: 40000, Sigma Saint Louis, EUA) para controle de carga. As 

transferências de Western foram quantificadas com o sistema de análise de imagem 

(Molecular Imaging Systems, Eastman Kodak Company, Rochester, NY, EUA). Após 

a normalização com β-Actin, os dados foram apresentados como porcentagens 
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médias da proteína aos seus respectivos níveis de intensidade de sinal encontrados 

em animais de controle que foram designados como 100%. 

 

3.6  MEDIÇÕES DE PROTEÓLISE E ATIVIDADES PROTEOLÍTICAS GLOBAIS IN 

VITRO 

 

Para experiências in vitro, os músculos soleus de camundongos PKR-/- e 

PKR+/+, tratados com cisplatina ou salina foram isolados, pesados, mantidos em 

aproximadamente seu comprimento de repouso fixando-os em suportes plásticos 

inertes e incubados a 37 ° C em tampão de bicarbonato de Krebs-Ringer (pH 7.4, 

glicose 5 mM, equilibrado com 95% de O2 e 5% de CO2). 

 

3.7  MEDIÇÕES DE PROTEÓLISE E ATIVIDADES PROTEOLÍTICAS GLOBAIS IN 

VITRO 

 

Resumidamente, após 2 h de incubação no tampão de bicarbonato de Krebs-

Ringer, a proteólise total foi determinada medindo a taxa de liberação de tirosina no 

meio de incubação na presença de cicloximximida (0,5 mM). A libertação de tirosina 

foi ensaiada usando o método fluorimétrico (Waalkes e Udenfriend, 1957). 

 

3.8  CULTURA DE CÉLULAS C2C12 

 

Os mioblastos C2C12, uma linhagem de células musculares esquelética de 

camundongo, foram cultivados conforme descrito pelo fornecedor American Type 

Culture Collection (ATCC, Manassas, VA). Resumidamente, os mioblastos C2C12 

foram cultivados em placas e foram mantidos em meio de crescimento (GM) 

contendo DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS, Thermo Fisher 

Scientific, Inc., Waltham, MA), 100 U / mL de penicilina (Sigma Aldrich) e 50 μg / ml 

de estreptomicina (Sigma Aldrich). Quando as células atingiram 80% de confluência, 

o meio foi substituído por meio de diferenciação (DM, DMEM suplementado com 2% 

de soro de cavalo (HS) 100 U / mL de penicilina e 50 μg / ml de estreptomicina). 

Após cinco dias de diferenciação as células foram incubadas na presença ou 

ausência de Cisplatina na concentração de 50µM. 
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3.9  MEDIDAS DO CONSUMO DE OXIGÊNIO 

 

Os ensaios de consumo de oxigênio foram realizados a 37 ° C por 

ventilometria de alta resolução (Oxygraph-2k, Oroboros Instruments, Innsbruck, 

Áustria) (Fig.8), equipado com agitação magnética (200 rpm) e câmara 

termostatizada a 30ºC.  

 

 

Figura 8 - Oxygraph-2k, Oroboros Instruments 

 

O seu pacote de software DatLab adequada (Oroboros) foi usado para a 

aquisição de dados (em intervalos de tempo de 2s) e a análise, incluindo o cálculo 

da derivada do tempo da concentração de oxigênio, convolução de sinal 

(dependente do tempo de resposta do sensor de oxigênio) e a correção em 

instrumental fluxo de oxigênio de fundo (La Guardia et al., 2013; Rossato et al., 

2014).  

Foram retirados em média 10 gânglios da raiz dorsal de cada animal e o 

músculo soleus de cada pata, totalizando dois músculos por animal, logo em 

seguida foram incubados em 2,1 ml de tampão de respiração MiR05 (EGTA 0,5 mM, 

3 mM de MgCl 2 .6H 2 O, L-ácido lactobiónico 60 mM, taurina a 20 mM, 10 mM de 

KH 2 PO 4, 20 mM de HEPES, 110 mM de D-sacarose, 1 g de BSA / L) a 37 ° C e a 

câmara foi fechada. Após a determinação das taxas respiratórias no estado de rotina 

(R), succinato 10 mM será adicionado para medir a respiração suportada pelo 

substrato ligado Complexo -II (estado CII), e 220 uM de ADP para determinar o 

estado Fosforilado (P). Em seguida, os seguintes moduladores da função 
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mitocondrial foram sequencialmente adicionados, oligomicina (1 ug / mL), um 

inibidor da ATP sintase para estabelecer a fosforilação ou estado do vazamento (L), 

e a hidrazona protonophore carbonil cianeto de m-clorofenilo (CCCP) (quatro 

adições de 1M cada) para determinar o estado da capacidade máxima do sistema 

de transporte de elétrons (estado ETS, E), ou, o estado desacoplado. (Fig.9). 

 

 

Figura 9 - Representação do gráfico de ensaio de Oxygraph mostrando o tempo em que as 
mitocôndrias do músculo soleus foram adicionadas à câmara de reação, seguido pela adição 
sequencial de succinato, ADP + Pi, oligomicina e três doses de CCCP. A linha azul refere-se à 
diminuição da concentração de oxigênio (eixo vertical direito) dentro da câmara e a linha vermelha ao 
fluxo de oxigênio (eixo vertical esquerdo), indicando o oxigênio consumido pela amostra de tecido. O 
eixo horizontal representa a escala de tempo de cada experimento de 80 minutos. 

 

Após terminar a sessão de ensaio, o meio contendo o tecido foi recolhido com 

uma pipeta e transferido para tubos contendo 200 mL de 8M de KOH. Três alíquotas 

de 1 mL cada foram utilizados para quantificar o conteúdo de proteína total pelo 

método de Bradford. Os resultados de proteína foram então utilizados para 

normalizar as medições da função mitocondrial.  

 

3.10 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

As análises dos testes comportamentais foram realizadas utilizando ANOVA 

de uma via para análises intragrupo e ANOVA de duas vias para comparações entre 

os grupos. Para ambos os ensaios foram aplicados pós-testes de Bonferroni para 

comparações múltiplas. As análises da imunodetecção de proteínas foram 

realizadas pelo teste t de Student não pareado para comparação entre o grupo 
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experimental e o controle. As diferenças foram consideradas significativas quando 

p<0.05 (GraphPad Prism 6 software). 

 

3.11 ASPECTOS ÉTICOS SOBRE O USO DE ANIMAIS DE EXPERIMENTAÇÃO 

 

Os protocolos experimentais descritos neste processo seguem as normas de 

conduta ética com animais de experimentação propostas pelo Colégio Brasileiro de 

Experimentação Animal. O uso de animais neste trabalho é imprescindível por não 

existirem métodos alternativos, como modelos matemáticos, simulações 

computadorizadas ou sistemas biológicos in vitro que reproduzam a complexidade 

dos fenômenos biológicos e fisiopatológicos a serem investigados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



44 
 

 
 

4 Resultados 

 

4.1  A CISPLATINA PROVOCA ALTERAÇÕES NA SENSIBILIDADE DOLOROSA 

EM CAMUNDONGOS PKR+/+ e PKR-/-. 

 

Os animais PKR+/+ tratados com cisplatina apresentaram redução do limiar 

na pata (teste Von Frey) a partir da primeira semana após o tratamento tanto em 

relação ao momento basal (p<0.001) quanto em comparação ao grupo tratado com o 

veículo (salina) (p<0.001) (Fig. 10A). Em animais PKR-/-, não houve alterações do 

limiar em nenhum dos momentos avaliados em comparação ao seu grupo controle, 

mas houve alteração a partir do 7º dia em comparação ao valor basal. 

Em relação ao limiar de resposta ao estímulo térmico (Fig. 10B) da pata (teste 

Hargreaves) apresentou-se reduzida em animais PKR+/+ tratados com cisplatina do 

7º ao 63º dia comparados com o seu grupo controle (p<0.001). Em animais PKR-/-, a 

cisplatina causou alteração da latência em comparação ao seu grupo controle 

(p<0.01), mas não em relação ao seu basal em nenhum dos momentos avaliados. 
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Figura 10 - Valores observados para a latência ao teste de Hargreaves (A) e limiar no teste de Von 
Frey (B) em animais PKR+/+ e PKR -/-, tratados com cisplatina e solução salina, no momento basal, 
durante a aplicação de quatro semanas e por cinco semanas após o fim do tratamento.  Animais que 
receberam solução veículo (salina) apresentam valores de latência maiores, quando comparados 
àqueles que receberam o quimioterápico Cisplatina, por sua vez animais PKR -/- apresentam valores 
absolutos maiores, quando comparados aos seus controles, além disso esses animais apresentam 
maior tolerância ao teste mecânico quando comparados àqueles PKR +/+. A cisplatina tornou os 
animais mais sensíveis, mesmo à filamentos de Von Frey mais finos quando comparados aos animais 
que receberam apenas solução veículo ( ***p<0.0001, ** p<0.001, * p<0.01em relação ao grupo PKR 
-/- que recebeu cisplatina, utilizando ANOVA de duas vias seguido de pós-testes de Bonferroni, n=12-
15/grupo). 
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4.2  EFEITOS DA CISPLATINA APLICADA DE FORMA SISTÊMICA NA 

FOSFORILAÇÃO DE p38, JNK E ERK1,2. E NO FATOR DE TRANSCRIÇÃO 

STAT3. 

 

Foram coletados os gânglios da raiz dorsal em animais C57Black/C6 após 48 

horas após a última aplicação de Cisplatina, 30 min antes da coleta foi aplicado 

inibidor de PKR (Calbiochem WWR) via i.p. (Injeção intraperitoneal) em metade do 

grupo cisplatina, o outra metade recebeu o controle negativo. Tratados com a 

cisplatina ou com seu veículo (salina), o mesmo ocorreu com o grupo Sham. Depois 

por Western Blot analisamos a fosforilação das proteínas p38, JNK, ERK1,2 e do 

fator de transcrição STAT3  

Nesses resultados, demostramos que a cisplatina provoca redução da 

fosforilação de p38 após quatro semanas de tratamento (p<0.05) e que o PKRi inibe 

a redução da fosforilação (Fig. 11A). 

A análise das proteínas MAPK: JNK e ERK1,2, mostrou que nos grupos 

estudados não ocorreu nenhuma diferença entre a fosforilação e controle (CTL- 

veículo) (Fig. 11B e 11C). 

No fator de transcrição STAT3, ocorreu um aumento de sua fosforilação nos 

grupos Cisplatina e Cisplatina com PKRi(p<0.05) (Fig. 11D). 
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Figura 11-  Perfis de fosforilação de (A) p38, (B) JNK e (C) ERK1,2 (D) STAT3 expressos como 
porcentagem da fração entre a proteína e a β-actina em DRG de animais C57bl/6 tratados com 
Cisplatina e salina, retirada do tecido após 30 min da administração i.p. de 0.2 mg/kg do PKRi ou seu 
veículo. Resultados expressos em média ± E.P.M. (*p<0.05 em relação ao grupo CTL, utilizando teste 
t de Student não pareado, n=5-8/grupo). 

 

4.3  MEDIDA DO PESO CORPORAL E TESTES PARA MEDIR FORÇA E 

RESISTÊNCIA MUSCULAR 

 

Baseado na observação empírica sobre ganho de peso corporal dos animais 

tratados com salina e com cisplatina resolvemos acompanhar esse peso em quatro 

grupos, sendo eles: animais PKR-/- tratados com salina ou cisplatina e animais PKR 

+/+ (WT) tratados com salina ou cisplatina.  

Foi realizado a pesagem dos animais de cada grupo por 10º semanas. Os 

valores utilizados estão apresentados como a diferença do ganho de peso a cada 

semana (delta) (Fig.12). Observa-se que animais tratados com salina tem um 

aumento de peso durante cada semana, até o ultimo dia avaliado. Já PKR-/- 

tratados com cisplatina ficaram estagnados em seu peso inicial, a partir do final do 

tratamento esses animais começaram a ter um aumento de peso corporal. Os PKR 
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+/+ tratados com cisplatina tiveram uma perda de peso durante o tratamento, 

conseguindo recuperar e aumentar seu peso apenas a partir da 5ª semana. 

 

Figura 12 - Dados em ∆ da modificação do peso corporal em animais PKR-/- e PKR +/+ tratados com 
o quimioterápico Cisplatina e com seu veículo (salina). 

Ao mesmo tempo que era feito a medida do peso corporal, foram realizados 

testes para medir a força e a resistência muscular do quatro grupos citados. 

No teste Rotarod com objetivo de analisar a resistência muscular desses 

animais (Fig. 13A), foi observado que camundongos PKR +/+ depois do início do 

tratamento com o quimioterápico, possuem uma resistência menor que 

camundongos PKR -/-. Esse dado também é demostrado quando analisamos a 

porcentagem de animais fadigados durante o exercício físico (Fig. 13B), animais 

PKR +/+ aumentam esses eventos no final do tratamento, já os PKR -/- não houve 

alteração na fadiga em nenhum dos momentos avaliados.  

No teste para avaliar a força muscular desses animais, utilizou o Grip-

Strength Meter (Fig. 13C), e semelhante ao teste de resistência muscular, animais 

PKR +/+ tratados com cisplatina, diminuíram a porcentagem de força comparado ao 

seu valor basal, essa mudança começa a partir do início do tratamento, alterando 

mais conforme o tratamento progride, chegando ao seu pico na 6ª semana, depois 

do final do tratamento (quatro semanas após) ocorre uma recuperação da força 

muscular. Já o grupo os PKR -/- também tratados com cisplatina não há alteração 

significativa da força muscular durante todo o tempo avaliado (p<0.001). 
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Figura 13- Valores observados para a resistência muscular no teste RotaRod (A) valores observados 
da fadiga muscular (B) e porcentagem da força muscular no teste o Grip-Strength Meter (C) em 
animais PKR+/+ e PKR -/-, tratados com cisplatina. Foi analisado o valor basal, o tempo durante a 
aplicação de quatro semanas e por quatro semanas após o fim do tratamento.  Animais PKR +/+ 
apresentaram valores menores, quando comparados àqueles que receberam os PKR -/- (** p<0.001, 
* p<0.01, relação entre o grupo PKR +/+ e grupo PKR -/- que receberam cisplatina, utilizando ANOVA 
de duas vias seguido de pós-testes de Bonferroni, n=12-15/grupo). 
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4.4  ALTERAÇÕES MITOCONDRIAIS EM MÚSCULO SOLEUS E GÂNGLIOS DA 

RAIZ DORSAL DE ANIMAIS PKR-/- E PKR +/+ TRATADOS COM CISPLATINA. 

 

Foi realizado o monitoramento do consumo de O2 (Fig.9) para verificar se o 

aumento do consumo de O2 corporal está relacionado a um aumento do 

metabolismo mitocondrial no gânglio da raiz dorsal e músculo soleus de animais dos 

quatro grupos que são: PKR +/+ e PKR -/- tratados com cisplatina; PKR -/- e PKR 

+/+ tratados com salina.  

As mitocôndrias isoladas foram incubadas em meio de respiração e 

energizadas com 5 µg/mL de glutamato/malato ou 5 µg/mL de succinato (substratos 

de complexo I ou II, respectivamente). Após isto, foi adicionado ADP para 

determinação do estado de fosforilação (estado III) e, a do estado de repouso 

(estado IV). 

Na respiração mitocondrial do músculo soleus (Fig.14A) encontrou-se 

diferenças significativas nos animais PKR-/- quando comparados aos animais 

PKR+/+, tratados ou não com cisplatina.  

O animal PKR-/- teve maior velocidade de respiração no Complexo I, mais 

eficiência de fosforilação (ADP) entre os grupos. Quando as mitocôndrias foram 

energizadas com succinato (complexo II), a atividade dessas proteínas foi 

aumentada, demostrando sua dependência do substrato respiratório, e ocorre 

também na presença da oligalicina (inibe a respiração relacionada à fosforilação 

oxidativa) e da CCCP (estimula a atividade máxima do sistema de transporte de 

elétrons e induz as maiores taxas de consumo de oxigênio), mas não ocorre no 

presença de Rotanona e de  AA (inibe a atividade do complexo III, sendo utilizado 

para determinar o consumo de oxigênio não relacionado à atividade da cadeia 

respiratória (Baraldi et al., 2016). 
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Figura 14- (A)Taxas respiratórias de mitocôndrias isoladas do músculo soleus de camundongos PKR 
+/+ tratados com cisplatina; PKR +/+ tratados com salina; PKR -/- tratados com cisplatina; PKR -/- 
tratados com salina. Diferença estatística com P < 0,05. A P < 0,05 vs controle. N = 5-8. a= diferença 
entre PKR-/- e PKR +/+ controle, b= diferença entre PKR -/- controle e PKR +/+ cisplatina c= 
diferença PKR -/- controle e cisplatina . (B) Taxas respiratórias de mitocôndrias isoladas do gânglio da 
raiz dorsal de camundongos PKR +/+ tratados com cisplatina; PKR +/+ tratados com salina; PKR -/- 
tratados com cisplatina; PKR -/- tratados com salina. Diferença estatística com P < 0,05. A P < 0,05 vs 
controle. N = 5-8 a= diferença entre PKR-/- e PKR +/+ controle, b= diferença entre PKR -/- controle e 
PKR +/+ cisplatina c= diferença PKR -/- controle e cisplatina. 

 

Se a mitocôndria não tiver um bom acoplamento de fosforilação oxidativa, 

espera-se um aumento na velocidade de consumo de O2 no estado IV e diminuição 

dos valores de CR-controle respiratório (estado III / estado IV) e ADP. A razão 

ADP/O é utilizada para avaliar a eficiência de fosforilação das mitocôndrias, uma vez 

que ela representa o número de moléculas de ATP sintetizadas por cada átomo de 
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oxigênio consumido. O CR juntamente com ADP são utilizados como parâmetros 

para demonstrar a funcionalidade da preparação mitocondrial (Hinkle, 2005; Ferreira 

et al., 2008; Nelson e Cox, 2014). 

Com relação a respiração mitocondrial do gânglio da raiz dorsal (Fig.14B), 

analisamos que, quando foi acrescentado o estado de fosforilação (estado III) em 

mitocôndrias energizadas com glutamato/malato, encontramos velocidades sem 

diferença estatística, porém quando foram energizadas com succinato, houve uma 

diferença significativa (p < 0,05) na velocidade da respiração no grupo PKR-/-, este 

prevalecendo sobre os grupos de PKR +/+. Quando adiciona-se a oligalicina, 

inibindo-se assim a ATP sintase, essa diferença continua, entre o grupo PKR-/- 

salina em relação ao PKR+/+ cisplatina. Quando acrescenta-se o desacoplador 

químico CCCP (que promove o retorno de H+ para a matriz através da membrana 

mitocondrial interna, reduzindo o potencial de eletroquímico de H+, 

consequentemente estimulando a máxima velocidade de transferência de elétrons e 

consumo de O2), ocorre uma diferença do grupo PKR -/- salina, em relação a todos 

os outros três grupos. Juntos esses resultados demostram que o animal controle 

sem a proteína PKR possui um fluxo de O2 mais elevado que os outros grupos. 

 

4.5  TRATAMENTO EM C2C12, SÍNTESE PROTEICA E PROTEÓLISE 

MUSCULAR EM CAMUNDONGOS PKR-/- E PKR +/+ TRATADOS COM 

CISPLATINA E PKR-/- E PKR +/+ TRATADOS COM SALINA 

 

A partir do acompanhamento do peso corporal (Fig. 12) dos animais PKR-/- e 

PKR+/+ tratados com Cisplatina ou com seu veículo, fomos avaliar qual seria o 

motivo para a diferença encontrada. 

Inicialmente foi pesado o músculo tibial anterior (fibras mistas) de cada animal 

dos quatros grupos estudados (Fig. 15A), depois do final do tratamento com o 

quimioterápico ou com seu veículo (4ª semanas de tratamento), definido-se a massa 

corporal muscular. Foi verificado que a Cisplatina reduz a massa corporal dos 

animais PKR+/+ em comparação com os PKR +/+ tratados com salina (p<0.01). Já 

em animais PKR-/-, a cisplatina não demostrou nenhuma redução da massa corporal 

quando comparado com seu grupo controle, os PKR -/- tratados com salina. 
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Figura 15 - Valores avaliados da massa corporal a partir do músculo tibial anterior de animais PKR-/- 
tratados com salina e cisplatina e PKR+/+ tratados com salina e cisplatina (A) Valores observados do 
marcador para síntese proteica, a proteína S6 (B) e Valores referente a proteólise muscular (C) em 
animais PKR+/+ e PKR -/-, tratados com cisplatina. Foi analisado músculos de animais dos quatros 
grupos citados, após 48h do final do tratamento com cisplatina ou salina.  Animais PKR +/+ 
apresentaram valores menores, quando comparados àqueles dos PKR -/- (* p<0.01, relação entre o 
grupo PKR +/+ salina e todos os outros grupo que receberam cisplatina e salina, # p<0.01 relação do 
grupo PKR -/- com o grupo PKR -/-, utilizando ANOVA de duas vias seguido de pós-testes de 
Bonferroni, n=6-8/grupo). 

 

Baseado nas diferenças entre os quatro grupos, o próximo passo foi analisar 

se havia algum efeito deletério da Cisplatina associado com a PKR na síntese 

proteica e na proteólise. Para analisar a síntese (Fig. 15B) utilizamos uma proteína 

que serve de marcador para essa ação, pois ela tem influência positiva no complexo 

de tradução e aumento da célula muscular, a S6(Ser235 / 236), o músculo utilizado 

foi o gastrocnémio. Podemos avaliar que em animais PKR +/+ a síntese proteica foi 

reduzida após o tratamento com (p<0.001), já nos animais PKR-/- não houve 

nenhuma alteração. 
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Em relação proteólise muscular (Fig.15C), analisou-se dois tipos musculares, 

o EDL, por ser um musculo glicolítico e de contrações rápidas e o Soleus, por ser 

um antagonista do EDL, sendo um musculo oxidativo e de contrações lentas. Nesse 

experimento não houve alteração significativamente entre nenhum dos grupos. 

A partir dos dados encontrados referente à síntese proteica, nos 

aprofundamos no assunto e foi feito a detecção de proteínas que participam dessa 

via (Fig. 16A), a partir da proteína Akt (Ser 473) em células mioblastos C2C12, o 

quimioterápico cisplatina foi analisado temporalmente (6h, 12h e 24h). Analisou-se 

as proteínas p-FoxO1(Ser276), p-FoxO4 (Ser 193), Akt (Ser 473), p-S6k1 (Thr380) e 

a p-S6 (Ser 235/236). 

 

 

Figura 16: Efeitos in vitro em células mioblastos C2C12, avaliando temporalmente o efeito da 

Cisplatina em níveis de fosforilação de vários substratos da Akt-(Ser473), a técnica Western Blot (A) e 

posteriormente sua quantificação e analise (B). Os valores são expressos como média±EPM de 4-8 

músculos por grupo em relação aos valores controle considerados como 100%, (*) p<0,05 vs.  
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Depois de quantificar essas proteínas (Fig.16B), chegamos aos resultados 

que demostram a diminuição do nível de atividade de fosforilação dessas proteínas 

a partir de 6h do efeito da cisplatina, sendo muito evidente nas proteínas p-FoxO1 e 

p- FoxO4 (p<0.0001). 
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5 Discussão 

 

No presente estudo, analisamos a importância da ação da proteína quinase 

dependente de RNA (PKR) como molécula sinalizadora em um modelo de origem 

quimiotóxico, utilizando o quimioterápico Cisplatina como o medicamento em estudo. 

Utilizamos abordagens comportamentais, genéticas, farmacológicas e moleculares 

para demostrar que nesse modelo a PKR modula diversas vias de sinalização 

intracelulares e alterações na respiração mitocondrial em GRD (gânglio da raiz 

dorsal) e no músculo Soleus. Estudamos os componentes nociceptivo e muscular, e 

constatamos nesses experimentos o efeito deletério da PKR em um tratamento 

quimioterápico com a Cisplatina.  

  A utilização de medicamentos quimioterápicos pode, em muitos casos, 

comprometer o bem estar do indivíduo mesmo após o término do tratamento. Os 

derivados da platina estão entre os principais fármacos empregados na clínica para 

tratamentos oncológicos e estão envolvidos com o desenvolvimento de 

determinadas alterações fisiológicas. Em sua revisão sobre as principais classes 

quimioterápicas Carozzi e Chiorazzi (Carozzi et al., 2015) discutem a importância 

dos análogos de platina na clínica oncológica, bem como algumas das alterações 

celulares induzidas por antineplásicos. Os neurônios do gânglio da raiz dorsal são 

considerados os principais alvos das drogas Pt (Platina), por serem altamente 

vascularizado, onde causam apoptose em neurônios sensoriais. A grande relevância 

da utilização de cisplatina, segundo os autores, reside no fato de sua atuação estar 

diretamente ligada ao componente genético, com a formação dos adutos de Pt-DNA 

nuclear e mitocondrial, como discutido anteriormente, impedindo que a célula 

prossiga seu processo mitótico desgovernado.   

 Entretanto, entre os efeitos colaterais da utilização de cisplatina está o 

desenvolvimento de neuropatias periféricas. Neijt e colaboradores (Neijt et al., 2000) 

demostraram a relação de mecanismos moleculares com neuropatias induzidas por 

quimioterápicos. Os dados existentes na literatura ainda são insatisfatórios, 

necessitando de melhores investigações para o delineamento das vias de 

sinalização intracelular, moléculas e receptores envolvidos, bem como uma melhor 

caracterização da severidade e evolução dessa patologia. O conhecimento obtido, 

poderia então, ser empregado em triagens clínicas melhorando qualidade de vida 
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dos pacientes com neuropatias periféricas, além de oferecer importantes dados para 

pesquisas futuras (Li et al., 2014). Por sua vez, diversos estudos têm buscado 

identificar diferentes compostos que administrados juntamente com cisplatina 

poderiam reduzir os sintomas negativos do tratamento quimioterápico (Cavaletti et 

al., 1995). Embora o risco de nefrotoxicidade tenha sido parcialmente melhorada por 

pré-hidratação intensa antes da administração de Pt-drogas, as intervenções para 

reduzir ou evitar a neurotoxicidade mostraram-se ser infrutíferas (Carozzi et al., 

2015). 

As MAPKs são ativadas sob diferentes condições de dor persistente que 

levam à indução de hipersensibilidade à dor através da regulação transcripcional. 

Alguns estudos mostraram que os inibidores de MAPK inibem hiperalgesia e alodinia 

em modelos de dor inflamatória e neuropática, mas esses inibidores têm pouco ou 

nenhum efeito na percepção basal da dor fisiológica, sugerindo um papel específico 

de MAPKs no desenvolvimento de hipersensibilidade à dor após lesão do tecido e 

do nervo (Ji e Suter, 2007; Khan et al., 2013). 

O fator de transcrição STAT3 é ativado após a lesão dos nervos central e 

periférico, a lesão traumática da medula espinhal leva a uma fosforilação rápida de 

STAT3 no parênquima da medula espinal (Yamauchi et al., 2006) e a transecção do 

nervo ciático resulta em uma ativação da via JAK / STAT3 localmente no nervo. De 

fato, a forma fosforilada de STAT3 está presente no soma do nervo sensorial nos 

gânglios da raiz dorsal (DRG) e nos neurônios motores na medula espinal ventral 

(Maclennan et al., 2000; Qiu et al., 2005). Nos nervos periféricos, a via de 

sinalização JAK / STAT3 participa da resposta local à lesão nervosa e à 

regeneração axonal (Schwaiger et al., 2000; Qiu et al., 2005). 

Em seu trabalho, Urban e Gebhart (Urban e Gebhart, 1999) evidenciam que 

danos aos nervos periféricos, ou mesmo em estruturas nervosas centrais, podem 

ocasionar dores neuropáticas que ativam vias ascendentes da dor na medula 

espinal, sendo a resposta desenvolvida por estruturas centrais de modulação da dor 

no córtex sensitivo dependente da extensão e do tipo de lesão ao componente 

sensorial. Já Bianco e colaboradores (Bianco et al., 2012) mostram que as dores 

crônicas estão relacionadas a degenerações de componentes periféricos, dessa 

forma esta pode ser referida em muitos pacientes mesmo após o término do 

estimulo que a ocasionou. Em nosso estudo, demostramos que os camundongos 
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tratados com a cisplatina, tanto os PKR-/- quanto os PKR +/+ apresentaram 

diferentes resultados comportamentais no teste de latência térmica e no teste de 

limiar mecânico, mesmo após o término da administração do fármaco. 

Inúmeros laboratórios utilizam modelos animais para avaliar parâmetros 

envolvidos com a instalação e desenvolvimento de processos dolorosos. Modelos 

animais ainda são de grande importância no estudo da dor, pois a maioria destes 

podem apresentar, quando sensibilizados, tanto o comprometimento sensorial 

quanto o motor, fornecendo dados bastante parecidos com o que ocorre em 

humanos. Entretanto, a análise comportamental ainda merece especial atenção 

(Mogil, 2009). Muitas vezes ações mecânicas inerentes ao comportamento do 

animal em análise podem ser confundidas com reações de dor, o que pode gerar 

falsos dados ao resultado final do estudo (Vadakkan et al., 2005). 

Sabe-se, por resultados de trabalhos anteriores, que a neuropatia periférica 

em camundongos assemelha-se à de humanos (Vadakkan et al., 2005; Mogil, 2009; 

Lee-Kubli e Calcutt, 2014), assim este foi o modelo animal selecionado para 

trabalharmos durante este projeto. Buscamos também correlacionar os aspectos 

comportamentais dos animais com o estudo de fatores moleculares, objetivando-se 

assim obter resultados que se complementem em um estudo abrangente sobre a 

neurobiologia da dor crônica e a relação com o sistema motor induzida por pela 

Cisplatina.  

A escolha da proteína quinase dependente de RNA (PKR) como objeto de 

estudo nos testes desenvolvidos durante este trabalho ocorreu devido a sua 

importância no ciclo celular, diferenciação, resposta ao estresse e modulação imune 

e ainda observada pela existência de moduladores diretos e indiretos específicos. A 

Cisplatina foi escolhida por ser reconhecidamente envolvida com mecanismos de 

neurotoxicidade periférica.  Pataer e colaboradores (Pataer et al., 2009) demonstram 

que PKR apresenta-se como um importante componente em vias de sinalização 

para a sobrevivência celular. Células tumorais apresentam níveis elevados dessa 

proteína, quando comparadas às normais. O nível elevado de PKR faz com que as 

vias de sobrevivência se sobreponham ao sinais pró-apoptóticos e a célula tumoral 

permanece viva. Esse pode ser um importante ponto no que diz respeito a 

resistência encontrada em muitos pacientes à diferentes classes antineoplásicas, 

bem como ao nível de agressividade do tumor em desenvolvimento. 
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Em situações de lesão tecidual, há aumento nos sinais de entrada e aumento 

da sensibilidade à estimulação no local do insulto. Isso é denominado hiperalgesia 

primária e é dependente mecanicamente do aumento da excitabilidade de 

nociceptores periféricos. Porém há uma sensibilidade aumentada aos estímulos no 

tecido não ferido adjacente ou a alguma distância do local da lesão. Isso é 

denominado hiperalgesia secundária e é dependente mecanicamente das mudanças 

na excitabilidade dos neurônios no sistema nervoso central (Urban e Gebhart, 1999; 

Gebhart, 2004). A investigação da presença de hiperalgesia e alodínia em nosso 

laboratório foram feitos respectivamente utilizando o teste Hargreaves e o teste com 

filamentos de Von Frey.  

Em nossos testes, camundongos knockout para a proteína PKR 

apresentaram limiares maiores para a tolerância ao teste mecânico de Von Frey 

(Fig. 10A), quando confrontados aos animais selvagens. Quando fazemos a análise 

entre os animais selvagens tratados com cisplatina e seu grupo controle (salina) 

podemos observar que a sensibilização durante, e após, o tratamento apresenta 

diferenças, sendo essa diferença maior no período logo após o tratamento com 

cisplatina (dias 35 a 42). Por sua vez, camundongos PKR-/- tratados com cisplatina 

apresentaram, em suas duas primeiras semanas, uma pequena sensibilização 

quando comparados ao seu estado basal, não apresentando mais diferenças até o 

final da coleta de dados. A não existência de diferenças consideráveis entre o grupo 

PKR-/- cisplatina e PKR-/- salina demonstra que animais knockout não têm 

sensibilização mecânica igual aos animais selvagens tratados com cisplatina, 

demostrando que a PKR tem um efeito pró-nociceptivo. 

Com relação ao teste de Hargreaves (Fig.10B) encontramos uma maior 

tolerância ao estímulo térmico nos animais que receberam apenas solução salina 

quando comparados àqueles que foram submetidos à injeções com o quimioterápico 

cisplatina, nesse experimento não houve influência significativa da proteína PKR.  

Esse resultado é compatível com demais estudos que avaliaram os efeitos do 

aumento da sensibilidade térmica (calor) em animais tratados com cisplatina. Ta e 

colaboradores (Ta et al., 2009) indicam resultados semelhantes, que também 

demonstram os efeitos de redução do limiar sensitivo térmico em camundongos 

após a administração de cisplatina, os mesmos apresentaram, em média, uma 

redução de 30% desse limiar, quando comparados aos animais controles.  
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A partir dos resultados comportamentais realizamos a análise de detecção de 

proteínas específicas, envolvidas em mecanismos de gênese e manutenção da dor 

crônica foram coletados os gânglios da raiz dorsal em animais C57Black, tratados 

com a cisplatina ou com seu veículo. Escolhemos a linhagem C57 Black pois 

queríamos saber se havia alguma alteração de expressão dessas proteínas com o 

inibidor de PKR (PKRi) e sem o inibidor, fazendo assim uma análise farmacológica. 

Analisamos pela técnica de Western Blot a fosforilação das proteínas p38, JNK, 

ERK1,2 e do fator de transcrição STAT3.  

Demostramos que a cisplatina tem efeito sobre a fosforilação de p38 e 

quando utilizamos o PKRi, no mesmo grupo, que são animais tratados Cisplatina 

não há uma redução da fosforilação quando comparado ao grupo sem o PKRi (Fig. 

11A), esses dados são semelhantes a outros estudos, como no trabalho do 

pesquisador Praveen Anand  (Anand et al., 2011) que demostrou que a proteína 

quinase ativada por mitógenos p38 (MAPK) está envolvida na regulação e síntese 

de mediadores inflamatórios, sendo um dos causadores da dor neuropática. 

Já nas proteínas MAPK, JNK e ERK1,2, não houve diferença entre o grupo 

controle (CTL), o grupo com cisplatina e os grupos que receberam PKRi (salina e 

cisplatina) demostrando que nessas proteínas não houve alteração a atividade 

destas vias pelo quimioterápico ou pela PKR (Fig. 11B e 11C). 

No fator de transcrição STAT3, ocorreu um aumento de sua fosforilação nos 

grupos Cisplatina e Cisplatina com PKRi (Fig. 11D), demostrando sua alteração com 

relação ao quimioterápico mas não necessariamente com a proteína PKR. 

Com intuito de avaliar viés comportamentais, realizamos a observação da 

atividade motora, por sua vez, foi realizada pelo teste com a barra rotatória (ou 

Rotarod)(Shiotsuki et al., 2010). Em sua revisão literária, Brooks e colaboradores 

(Brooks et al., 2012) que analisaram a deterioração da função motora normal dentro 

de um estado de doença sinaliza a progressão de um processo patológico 

subjacente e identifica pontos temporais sensíveis à doença de acordo com os quais 

o início dos testes terapêuticos pode ser agendado. A deterioração no desempenho 

das tarefas motoras também pode indicar o ponto em que os déficits motores 

começam a comprometer nossa capacidade de medir outros déficits dentro de 

domínios cognitivos e comportamentais. Em ensaios terapêuticos agudos, a 

separação do motor da função cognitiva ou comportamental pode ser crucial na 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Anand%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22090805
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determinação da especificidade funcional do efeito do medicamento. Se quisermos 

medir com precisão o desempenho motor na progressão da doença ou durante os 

ensaios de drogas, os testes de função motora que foram altamente otimizados em 

relação à sensibilidade devem ser aplicados. Uma vez que a coordenação e o 

equilíbrio do motor são essenciais para a função do motor normal. 

Nossos dados, durante o teste de Rotarod (Fig.13A), indicam um 

comprometimento motor maior em animais submetidos ao tratamento com cisplatina, 

quando comparados com animais que receberam apenas solução veículo. Essa 

análise foi realizada pelo número de quedas durante a caminhada dos animais pela 

barra giratória. Camundongos PKR-/- mostraram-se mais eficientes em se manterem 

equilibrados durante um maior período de tempo no equipamento, além de 

mostrarem taxas consideravelmente menores de fadiga ao teste (Fig. 13B).  

 Já os valores relativos à taxa metabólica (Fig.14), neste estudo, indicam que 

os gânglios da raiz dorsal (Fig.14B) provenientes de animais PKR-/- apresentaram 

uma maior taxa de respiração celular comparados ao seu controle, sustentando 

nossa hipótese inicial que a ausência da proteína PKR, possa de alguma forma, 

influenciar a taxa metabólica, bem como melhorar a eficiência respiratória celular. 

Por sua vez, animais tratados com cisplatina apresentaram um decréscimo para 

seus valores de consumo de oxigênio, sendo essa mais uma das debilidades 

provocadas pela utilização do quimioterápico. Animais tratados e com a presença de 

PKR apresentaram as menores taxas metabólicas. O consumo de oxigênio pelas 

células musculares (Fig.14A) também foi reduzido nos animais injetados com 

cisplatina, ao passo que animais PKR-/- apresentaram os melhores valores 

metabólicos em células extraídas do músculo soleus.  

  Os dados obtidos pela análise da taxa metabólica podem corroborar com a 

hipótese de que a ausência, ou inibição, da proteína PKR pode ser favorável em um 

quadro de estresse celular provocado pelo uso de quimioterápicos. 

  A utilização de cisplatina pode também, em muitos casos, provocar a perda 

de peso corporal. Dados literários indicam a tentativa de pesquisadores em reduzir 

estes efeitos. O estudo realizado por Sakai (Sakai et al., 2014) mostrou que a perda 

de peso corporal era semelhante nos grupos controle e cisplatina, enquanto que a 

massa muscular era menor e a expressão de MuRF1 e MAFbx era maior nos 

animais tratados com cisplatina. Neste contexto, a hipótese era que a neuropatia 
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periférica pela cisplatina, acompanhada pela ativação das vias de sinalização, 

poderia, pelo menos em parte, contribuir para a atrofia muscular induzida por 

cisplatina. Esse dado corrobora nossos dados que indicam uma queda nos pesos 

dos animais submetidos ao tratamento com o quimioterápico tanto nos animais 

knockout, quanto nos camundongos selvagens para essa proteína (esses mostraram 

uma queda mais acentuada) durante todo o período das aplicações. Após a 

interrupção do tratamento os animais voltam a ganhar peso, alcançando valores 

próximos aos camundongos que receberam apenas veículo (Fig.12). 

Essa perda de peso poderia estar relacionada a um provável excesso de 

proteólise ou com a redução da síntese proteica que ocorre nos animais tratados 

com o quimioterápico cisplatina, como indica resultados obtidos da massa muscular 

(Fig.15A) que demostra a perda da massa principalmente em animais PKR +/+ 

tratado com cisplatina.  

A análise dos níveis de fosforilação de proteínas envolvidas com a 

degradação ou síntese proteica nos animais tratados com cisplatina (Fig.15B e C), 

mostram que não houve mudança significativa na proteólise, mas sim na síntese, 

indicada pela alteração da atividade da proteína S6 (Ser235 / 236) que serve de 

marcador para síntese, pois tem influência positiva no complexo de tradução e 

aumento da célula muscular.  Ativação de S6, e posterior fosforilação de seus alvos 

a jusante também é necessária para estimular otimamente a síntese protéica. Além 

disso, observamos níveis maiores da forma fosforilada de FoxO 1 e 4 nas células de 

animais controle (Fig. 16A). Quando fosforilada, essa proteína saí do núcleo e cessa 

sua atuação como fator de transcrição para genes envolvidos com o catabolismo 

proteico (MuRF1 e atrogina-1) (Sandri et al., 2004).  

Animais tratados com cisplatina também apresentam níveis reduzidos de 

fosforilação de proteínas envolvidas com a via Akt/mTOR, (sinalização essa 

classicamente envolvida com processos de anabolismo muscular). Podemos inferir, 

desse modo, que vias de sinalização intracelular relacionadas com a síntese do 

músculo esquelético podem ser influenciadas pela utilização do quimioterápico 

cisplatina. Estes dados corroboram com os valores obtidos, neste projeto, em testes 

da atividade motora com Rotarod (Fig.13A) e de força (Fig.13C) realizados em 

animais que receberam tratamento quimioterápico.  
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Camundongos PKR +/+ que receberam cisplatina exibiram níveis de força 

muscular e atividade mecânica menores que os camundongos PKR -/- com o 

mesmo tratamento. Essa queda pode estar relacionada justamente à perda de 

massa muscular dos animais tratados com cisplatina e sua relação com a proteína 

PKR. Vale ressaltar que a atividade respiratória mitocondrial dos músculos de 

animais em quimioterapia também apresentou resultados menores aos seus 

controles, favorecendo eventos de fadiga (que realmente foi maior nesses animais, 

como indicado no Fig.13B). 

Dessa forma  a análise comportamental de comparar resultados obtidos por 

animais knockout para a proteína PKR em testes de alodínia mecânica e 

hiperalgesia térmica, juntamente com dados relativos ao estado de respiração 

celular e fosforilação de determinadas proteínas podem indicar possíveis 

correlações entre o estado fisiológico de animais submetidos ao tratamento com o 

quimioterápico cisplatina, delineando, assim, possíveis alterações que sejam 

resultado da presença  (ou não)  de PKR, após estresse celular provocado pela 

utilização de cisplatina.  
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6 Conclusão 

 

Os experimentos desenvolvidos durante este projeto apontam a proteína PKR 

como um importante componente das vias intracelulares de modulação da dor. Os 

resultados até agora obtidos nos permitem dizer que animais knockout para a 

proteína em questão apresentam um menor desenvolvimento dos efeitos colaterais 

característicos do tratamento com o quimioterápico cisplatina.  

 A proteína PKR é componente essencial para a ativação de vias 

intracelulares responsáveis pela inflamação de tecidos e geração de impulsos 

nociceptivos. Tais vias podem estar mais ativas após a administração de certas 

classes farmacológicas, sobretudo quimioterápicos como a cisplatina, um importante 

fármaco empregado contra tumores sólidos, mas responsável pelo desenvolvimento 

de alterações neurossensoriais (justamente por criar o estresse celular que ativa a 

proteína PKR e desencadeia a formação de compostos pró-inflamatórios). A 

importância desse estudo reside no fato de minimizar os possíveis efeitos danosos 

dos atuais tratamentos quimioterápicos. Esse evento pode ser obtido pela 

continuidade de estudos que desenvolvam compostos que inibam a ativação de 

PKR, mesmo em um ambiente de estresse celular, e assim possam reduzir os níveis 

de citocinas pró-inflamatórias e pró-nociceptivas, além de minimizar lesões aos 

componentes sensoriais que dão origem às alodínias e dores crônicas.    
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Anexo  

Aprovação do projeto “Ação da proteína quinase dependente de RNA na 

neurobiologia da dor crônica provocada pelo tratamento com quimioterápico” 

comissão de ética para análise de projetos de pesquisa do FMRP-USP 

 

 

 


