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RESUMO

Aproximadamente 86% dos individuos submetidos a um tipo de cirurgia reportam sentir
dor poés-operatoéria (DPO), a qual a intensidade da dor é frequentemente moderada a
severa, iniciando de maneira aguda e podendo se tornar crénica. Além disso, poucos
mecanismos tém sido descritos na literatura que elucidam a génese da DPO. Diante
desse contexto, 0 presente estudo investigou a participacdo do receptor de potencial
transiente vanildide do tipo 1 (TRPV1) a ativacdo da via PI3BK/AKT/mMTOR na medula
espinhal de camundongos submetidos a um modelo DPO. Para tal, foram utilizados
camundongos machos (20-25g) da linhagem C57BL6. O modelo de DPO utilizado foi 0
de inciséo e retracdo de pele e musculo (IRPM) e o limiar nociceptivo foi avaliado pelo
teste de von Frey filamentos. Para a avaliagdo farmacologica da via PI3K/AKT/mTOR e
do receptor TRPV1 na DPO, os animais receberam por via intratecal bloqueador e
inibidores especificos para TRPV1, PI3K, AKT, mTOR os quais foram administrados no
14° dia de DPO, seguido da avaliacdo do limiar nociceptivo. No 14° dia os animais que
receberam administracao intratecal dos inibidores da via PISBK/AKT/mTOR e o bloqueador
do TRPV1 apresentaram aumento do limiar nociceptivo. Na andlise biomolecular, a
expressao de PI3K p110v e AKT (Thr 308) ndo foram modificadas apdés DPO. No entanto,
foi observado aumento da expresséo dos receptores TRPV1 (p<0,05) e p-mTOR (Ser
2481) (p<0,05) comparado ao grupo naive. De acordo com os resultados obtidos, nés
sugerimos o envolvimento da via PI3BK/AKT/mTOR e do receptor TRPV1 na fisiopatologia
da DPO, porém o aumento dos niveis de expressdo da via PISK/AKT/mTOR, pelo
receptor TRPV1 néo foi observada.

Palavras-chave: TRPV1; via PI3K/AKT/mMTOR; células da glia; dor pds-operatoria;

cirurgia.



ABSTRACT

Approximately 86% of individuals undergoing a type of surgery report experiencing post-
operative pain (POP), which is often moderate to severe, starting acutely and may become
chronic. Furthermore, few mechanisms have been described in the literature that
elucidate the genesis of POP. Given this context, the present study investigated the
participation of the transient potential receptor vanilloid type 1 (TRPV1) in the activation
of the PISK/AKT/mTOR pathway in spinal glial cells during POP. Male mice (20-25g) of
the C57BL6 lineage were used. The POP model used was the muscle incision and
retraction surgery (SMIR) and the nociceptive threshold was assessed using the von Frey
filament test. For the pharmacological evaluation of the TRPV1/PI3K/AKT/mTOR
pathways and glial cells in POP, the animals received intrathecal blockers and specific
inhibitors for TRPV1, PI3K. AKT, mTOR which were administered on the 14th day of POP,
followed by assessment of the nociceptive threshold. On the 14th day, animals that
received intrathecal administration of the PIBK/AKT/mTOR pathway inhibitors and the
TRPV1 blocker showed an increase in the nociceptive threshold. In the biomolecular
analysis, an increase in the expression of TRPV1 receptors (p<0.05) and p-mTOR
(p<0.05) was observed compared to the naive group. However, TRPV1 blockade did not
alter mTOR expression. According to the results obtained, we suggest the involvement of
the PIBK/AKT/mTOR and TRPV1 pathway in the pathophysiology of POP, however the

relationship of TRPV1 in the activation of the pathway was not observed.

Keywords: TRPV1; PI3BK/AKT/mTOR pathway; glial cells; postoperative pain; surgery.
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1 INTRODUCAO

Estima-se que mais de 300 milh6es de pessoas em todo o mundo sado submetidas
a cirurgias todos os anos (Fuller; Bharde; Sikandar, 2023). Devido a alta incidéncia de
cirurgias, pode ser que em algum momento da vida, o individuo necessite passar por
algum procedimento cirargico, seja ele minimamente invasivo ou de grande porte. No
entanto apos o evento cirargico, a dor surge como consequéncia, da incisdo promovida
aos tecidos, durante a prestacdo de cuidado (Fuller; Bharde; Sikandar, 2023). A dor
aguda pés-operatoria possui um papel fisioldgico protetivo, onde o individuo relata um
aumento da sensibilidade na regido e ao redor da area operada. Este aumento da
sensibilidade dolorosa ocorre em resposta a sensibilizacdo periférica e/ou central, que
inicialmente contribui para que o individuo proteja a regido, favorecendo o
restabelecimento tecidual até o retorno da sua integridade (Woolf, 2018).

Embora a dor cumpra um papel protetivo, a0 mesmo tempo sua intensidade
exacerbada e persistente é um fator de risco para cronificacdo. Apés o dano tecidual, os
nociceptores ficam sensibilizados, os principais sintomas relatados pelos individuos no
pds-operatorio sdo a presenca de alodinia (estimulo in6cuo € percebido como doloroso)
e de hiperalgesia (exacerbacao da dor, mediante um estimulo nocivo) na area operada e
ao redor (Woller et al., 2017). Estima se que cerca de 10% a 50% dos pacientes
submetidos a uma intervencdao cirargica desenvolva dor pos-operatéria crénica (DPOC)
persistente com duracéo superior a trés meses. Destes, cerca de 2 a 25% dos individuos
apresentam DPOC persistente severa, sendo que esta incidéncia pode variar de acordo
com a regido operada (Fuller; Bharde; Sikandar, 2023; Schug; Bruce, 2017). Muitos
profissionais da area da saude negligenciam a dor pdés-operatoria (DPO), pois a
consideram como um evento esperado (Garcia et al., 2017). No entanto, este quadro
doloroso, quando mau gerenciado, pode levar consequéncias tanto fisicas como
psicoldgicas.

Nesta perspectiva existem varias escalas que podem ser utilizadas para mensurar
a intensidade da dor. Estas escalas sao de facil aplicabilidade, e ajudam a identificar
individuos que apresentam dor, auxiliando o profissional de saude a elaborar estratégias

terapéuticas que sejam mais efetivas para o manejo do sintoma doloroso (Breivik et al.,
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2008; Haefeli; Elfering, 2005). Os principais farmacos utilizados no manejo da dor pos-
operatoria sao os opioides, anti-inflamatérios ndo esterdidais (AINES), anestésicos locais.
Entretanto outros medicamentos podem ser usados isoladamente ou como adjuvantes,
para outras complicacfes ou diferentes tipos de dores que surgem apods o procedimento
cirargico. Como exemplos de medicamentos utilizados nesses casos encontram-se
opioides, como o tramadol; AINES, como o paracetamol; gabapentina (anticonvulsivante
analogo estrutural do acido gamaminobutirico [GABA]); anticoagulantes e outros
relacionados aos sintomas (Brigham; Ji; Becker, 2021). No entanto, apenas uma pequena
parcela de individuos apresenta reducdo satisfatéria dos sintomas e geralmente o
tratamento farmacoldgico ofertado, vem acompanhado de efeitos adversos importantes
(Garcia et al., 2017). Diante desde cenério, varios pesquisadores se debrucam no estudo
da dor, com o intuito de descobrir quais sdo 0os mecanismos envolvidos na fisiopatologia
DPO, para que assim possam pensar em novas formas de terapia para tratamento da
dor.

Apos a leséo tecidual, é observado modificacBes na via nociceptiva. Evidéncias
cientificas tém demonstrado que a via PISK/AKT/mTOR envolvida da traducdo de
proteinas como a interleucina 1B (IL-1B), fator de necrose tumoral-a (TNF-a), interleucina
IL-6 (IL-6) em modelos experimentais de dor, estdo supra regulada tanto no nervo
periférico como no sistema nervoso central (SNC) de animais submetidos a modelos
experimentais de dor neuropatica e nociceptiva induzidas, incluindo a prépria DPO (Duan
et al., 2018; Guo et al., 2017; Kondo; Saegusa; Tanabe, 2018; Xu et al., 2011). mTOR
guando ativada, fosforila proteinas dowstream como S6K e 4E proteinas de ligacéo (4E-
BP). Em circunstancias normais a 4E-BP esta ligada a proteina de iniciacdo eucarittica
(elF4-E), porém quando a 4E-BP é fosforilada pela mTOR, a elF4-E se dissocia de 4E-
BP e se une outas proteinas de iniciacdo, formando um complexo de proteinas elF4 que
e fundamental para a iniciacédo da traducao de proteinas.

A proteina mTOR integra sinais tanto intracelulares como extracelulares para
controle de processos celulares, dentre eles, a tradugdo do acido ribonucleico
mensageiro (MRNA). Na superficie da membrana plasmatica encontra-se Varios
receptores, que podem ser ativados por moléculas endogenas, liberadas durante o

processo inflamatorio, resultando na ativacdo de vias de sinalizacdo intracelulares.
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Dentre estes receptores localizados na membrana plasmatica, o receptor de potencial
transitério vaniloide tipo 1 (TRPV1) € um receptor transmembranar, que pode ser ativado
por ligantes enddgenos, exdgenos e estimulo térmico. A ativacdo do TRPV1 promove um
influxo de cétions, modificando a atividade de proteinas intracelulares. Visto que o TRPV1
possui um importante papel da transducgéo de estimulo nocivo, e que 0 mesmo tem o0 seu
limiar de ativacdo reduzido apds o dano tecidual, nés hipotetizamos que a ativacao do
TRPV1, localizado na regido da medula espinal, possa contribuir no aumento da
expressdo da via PI3K/AKT/mTOR, aumentando a traducdo de mRNA, em animais

submetidos a DPO.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A DOR

Embora desagradavel a dor € um mecanismo imprescindivel para nossa
sobrevivéncia, pois tem como fung&o nos alertar de alguma ocorréncia de um dano real
ou potencial que possa comprometer a homeostase do organismo (De Ridder; Adhia;
Vanneste, 2021). Dado a importancia deste mecanismo de alerta e protecdo, mediante
um estimulo nocivo, estudos tem sugerido que o feto no seu primeiro trimestre de
gestacdo, ja possui este sistema protetivo, devido a presenca da subplaca cortical, uma
estrutura Unica que esta presente apenas durante o desenvolvimento fetal e neonatal
precoce, responsavel pela formacéo da primeira rede cortical (Thill, 2022, 2023).

A Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (do Inglés, International
Association for the Study of Pain - IASP) € composta por varios integrantes que tem o
mesmo objetivo: pesquisar e difundir o conhecimento sobre a dor. Com a finalidade de
padronizar uma linguagem mundial a respeito da terminologia da dor, varios especialistas
se reuniram, para propor uma definicdo que abranja todos os tipos de dores. De acordo
com a ultima atualizacdo proposta pela IASP, a dor é definida como uma experiéncia
sensitiva e emocional desagradavel associada, ou semelhante aquela associada, a uma
lesdo tecidual real ou potencial (Raja et al., 2020). De acordo com esta definicao,
percebe-se que a dor ndo é composta puramente pelo aspecto biolégico, mas é
influenciada por fatores psicolégicos e sociais. Estes aspectos quando integrados no
SNC juntamente com a experiéncia de vida de cada individuo, faz com que a percepcao
da dor seja subjetiva (Kuner; Kuner, 2021).

A dor aguda, também conhecida como dor fisiolégica, tem um papel puramente
adaptativo. Seu tempo de resolucdo néo deve exceder o periodo de trés meses, caso o
sintoma de dor persista além deste periodo, a dor se torna crénica sendo considerada
uma doenca (Bell, 2018; Treede et al., 2019). Além do tempo de duracéo dos sintomas,
a dor também pode ser categorizada de acordo com seus mecanismos subjacentes em
nociceptiva, neuropatica e nociplastica (Nicholas et al., 2019; Scholz et al., 2019; Treede

et al., 2019). De acordo com a IASP a dor nociceptiva € decorrente da ativacdo de
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nociceptores, que estédo localizados na pele, musculo, articula¢cdes e nas visceras. Os
nociceptores sdo ativados por estimulos de alta intensidade. Diferente da dor nociceptiva,
na dor neuropatica (DN) a lesdo e/ou a doenca acomete a via somatossensorial que
conduz o estimulo até o SNC. Por fim, a dor nociplastica é caracterizada pela alteracéo
da nocicepcao, pois ndo é possivel detectar uma causa aparente para a dor, visto que o
sistema somatossensorial estd preservado e ndo h4 ativacdo dos nociceptores
(Fitzcharles et al., 2021; Nicholas et al., 2019). Estes mecanismos neurofisiolégicos
nociceptivo, neuropatico e nocicplastico podem se sobrepor, o que denominamos de dor
mista.

O sistema somatossensorial € quem conduz as sensac¢des de tato, propriocepcéo,
calor, frio, vibracéo e dor da periferia para o0 SNC (Pasluosta; Kiele; Stieglitz, 2018). O
sistema somatossensorial possui subpopulacdes de fibras nervosas que sao diferentes
entre si do ponto de vista estrutural e funcional (Lee; Neumeister, 2020). Os neurdnios
sensoriais que conduzem impulsos do sistema nervoso periférico (SNP) para o SNC séo
chamados de neurbnios de primeira ordem. Anatomicamente os corpos celulares dos
neurénios sensoriais estao localizados no ganglio da raiz dorsal (GRD) ou ganglio
trigeminal. Os mesmos emitem dois prolongamentos, sendo um periférico em direcdo a
pele (derme e/ou epiderme) e outro central em direcdo a medula espinhal ou tronco
encefalico, onde fazem sinapse com neurbnio de segunda ordem (Bourne; Machado;
Nagel, 2014; Doody; Bailey, 2019).

Os neur6nios de primeira ordem séo constituidos por trés tipos de fibras diferentes,
sendo elas a AB, Ad e C. As fibras AB sdo altamente mielinizadas, possuem rapida
velocidade de conducéo, sendo responsavel pela transmissao de estimulo tatil, vibracao,
presséao e propriocepcédo. Ja as fibras Ad sdo menos mielinizadas e possuem velocidade
de conducédo intermediaria, sdo ativadas por estimulo térmico e mecéanico de alta
intensidade. E por fim as fibras do tipo C, também denominadas de polimodais por
responder a estimulos mecanico, térmico e quimico sao amielinicas com velocidade de
conducgédo lenta, e possuem o0 campo receptivo menor. Ambas as fibras Ad e C sao
responsaveis pela transmissdo dos estimulos potencialmente nocivos, e por isso, elas

séo denominadas como fibras nociceptivas (D’Mello; DickensoN, 2008).
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A extremidade das fibras nociceptivas sdo constituidas por terminagdes nervosas
livres denominadas nociceptores, que sao receptores de alto limiar, ativados por
temperatura extrema, pressao intensa e produtos quimicos (Dubin; Patapoutian, 2010).
O fato do nociceptor detectar o estimulo nocivo e traduzir o estimulo em sinal elétrico,
nao significa que isto ir4 resultar em dor, pois o estimulo nocivo pode ser modulado ao
longo da via nociceptiva. A transducao € apenas uma das etapas da dor nociceptiva que
ocorre antes do estimulo nocivo chegar ao SNC. Vale ressaltar que a dor pode ocorrer
na auséncia da ativacao dos nociceptores, um exemplo € a dor nociplastica (Fitzcharles
et al., 2021).

Existe uma variedade de receptores, que podem ser canais idbnicos ou receptores
especializados na deteccdo de estimulos especificos, expressos nas terminacoes
nervosas livres, como por exemplo, os receptores de potencial transitorio (TRP), TRPV1,
TRPV2, TRPV3, melastatina 8 (TRPM8), canais ibnicos sensiveis a acidos (ASICs),
receptor ionotropico P2X3 (P2X3R), receptor de bradicicnina (BK1, BK2) que detectam
estimulo nocivo e traduz em sinal elétrico (Dubin; Patapoutian, 2010; Scholz; Woolf,
2002). Por exemplo, a abertura do TRPV1 mediante estimulo nocivo, resulta num influxo
de ions de célcio na célula. Este influxo de carga positiva altera o potencial de membrana,
facilitando a ativacdo de canais idnicos controlados por voltagem, resultando na geragao
do potencial de acdo (PA) (Yam et al., 2018). O PA ir4 se propagar pelo neurbnio de
primeira ordem até a regido do corno dorsal da medula espinhal (CDME). A partir dai,
libera uma variedade de substancias de seus terminais centrais, que tém o potencial de
excitar os neurdnios de segunda ordem, que estdo localizados principalmente nas
laminas I, Il e V de rexed (Lee; Neumeister, 2020; Viana, 2018). Os neurdnios de segunda
ordem cruzam contralateral a medula e ascendem principalmente pela via
espinotalamica, conduzindo o estimulo até o talamo lateral, medial e posterior. E no
nacleo poéstero-lateral ventral (VPL) do talamo que os neurdnios de projecdo talamo-
cortical se projeta para o cortex somatossensorial, onde de fato o estimulo nocivo sera
inicialmente interpretado, possibilitando a posterior identificagdo dos aspectos sensorio-
discriminativo da dor como localizagéo, intensidade e qualidade (Chen; Abdi, 2022;
Kuner; Kuner, 2021). Os neurdnios nociceptivos de segunda ordem também se projetam

para varias regibes do tronco encefalico, como a formacgédo reticular, grupo
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noradrenérgico Al, ndcleos parabraquiais, &rea intercolicular e substancia cinzenta
periaqguedutal (PAG), entre outras regides envolvidas no componente afetivo motivacional
e cognitivo avaliativo da dor (Kuner; Kuner, 2021).

O estimulo nociceptivo, ao ser transmitido da periferia ao SNC, pode ser modulado
a nivel medular pela ativagédo das fibras AB que irdo excitar os interneurdnios inibitorio,
ou pela ativacao das fibras descendentes inibitorias localizadas no bulbo ventromedial
rostral (do inglés RVM). A partir dai se projetam para a medula espinhal liberando
neurotransmissores como serotonina (5-HT), noradrenalina (NA), opidides que modulam
a atividade dos neurbnios de primeira e segunda ordem, reduzindo ou cessando a
transmissao do estimulo nocivo (Peng et al., 2023).

A via nociceptiva € dividida didaticamente em quatro etapas, denominadas de
transducéo, transmissado, modulacéo e percepcéao (Figura 1). O estimulo nociceptivo sera
percebido como doloroso, apenas quando atingir a regido do cortex cerebral, que
combinado com a integracdo de varios fatores como psicologico, social, cognitivos,
experiéncias passadas irdo modular a experiéncia dolorosa, fazendo com que o individuo
se afaste do risco ou dano real (Bourne; Machado; Nagel, 2014).

E importante que haja um equilibrio no sistema de transmissdo e modulagéo da
dor. Pois a falha do sistema de transmissdo, como no caso de insensibilidade a dor ou
quando o sistema de facilitacdo descendente esta hiperativado, como no caso das dores
cronicas, acarreta prejuizo reduzindo a qualidade de vida dos individuos (Schon; Parker;
Woods, 2020).
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Figura 1 - Via ascendente da dor
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Fonte: Adaptado de Chen e Abdi (2022).

Legenda: Via aferente responsavel pela transmisséo do estimulo nocivo da periferia até regides superiores
envolvidas no processamento da dor. GRD: ganglio da raiz dorsal, PAG: substéncia cinzenta
periaquedutal, RVM: medula rostroventromedial; PFC: cértex pré-frontal, ACC: cértex cingulado
anterior, S1: cértex somatossensorial 1, S2: cortex somatossensorial 2.

2.2 DOR POS-OPERATORIA

Recentemente a IASP, juntamente com a Organiza¢do Mundial da Satude (OMS)
elaboraram um sistema de classificacdo para dores crénicas, com o intuito auxiliar os
profissionais da saude na identificagdo e diagndstico mais assertivo do tipo de dor
cronica. Esta nova classificacdo encontra-se disponivel na classificacdo internacional de
doencas, décima primeira revisao (CID-11). Com base nesta classificacdo a dor cronica
é dividida em priméaria e secundaria (Treede et al., 2019). As dores crdnicas primarias
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foram ainda divididas em subcategorias, de modo geral, inclui todos os tipos de dores
nociplastica, onde ndo é possivel detectar a causa, a propria dor é a doenca. Ja as dores
cronicas secundarias surgem como consequéncia de um evento prévio. Este sistema de
classificacdo mais abrangente, além de auxiliar no diagndstico, pode permitir que estudos
futuros relatem a incidéncia dos tipos de dor com mais precisdo (Treede et al., 2019).

Dentro das subclassificacbes das dores crbnicas secundérias, encontra-se a
DCPO, que surge como consequéncia de uma dor pés-operatéria aguda (Schug et al.,
2019). Estima-se que o numero de pessoas com DCPO tende a aumentar nos proOXimos
anos, devido ao aumento da expectativa de vida, sedentarismo e maior procura para
realizacdo de cirurgias estéticas (Weiser et al., 2008). Dentre as causas mais frequentes
de DCPO, estao as cirurgias de coluna vertebral, histerectomia, amputacdes, artroplastia,
herniotomia, cirurgia de mama, toracotomia (Schug et al., 2019).

Embora ndo exista uma correlacéo direta entre a extensao da lesao e intensidade
da dor, estudos tém demonstrado que cirurgias de grande porte, como por exemplo,
cirurgia de toracotomia apresentam maior incidéncia de DPOC variando de 6% a 85%
com relacédo a cirurgias de pequena magnitude, como por exemplo, cirurgia de dente
variando de 6% a 13% (Rosenberger; Pogatzki-Zahn, 2022; Schug et al., 2019). A DPO
€ uma consequéncia da incisdo da pele e tecidos, que resulta de um processo
inflamatorio local. Embora a incisdo seja um procedimento controlado pelos médicos
durante a prestacdo de cuidados, os individuos relatam sentir dor de moderada a alta
intensidade. A DPO tem sido relatada como uma das complicacdes cirdrgicas mais
temidas pelos pacientes (Simanski et al., 2014). Muitas vezes esta dor é subestimada
pelos profissionais de saude, que a consideram normal apdés a intervencao cirtrgica. No
entanto, o sintoma doloroso quando mal gerenciado, pode atrasar o processo de
recuperacao do individuo.

A perpetuacao do sintoma doloroso apdés a cirurgia, que supera o tempo normal
de cicatrizacdo dos tecidos, é considerada cronica (Treede et al., 2019). Ainda nédo esta
claro porque alguns individuos desenvolvem DCPO e outros nado, entretanto alguns
fatores de risco foram apontados o qual predispde o surgimento da DCPO. Os fatores de
risco podem estar relacionados ao procedimento cirargico ou a particularidades de cada

individuo, visto que a dor € multidimensional (Al-Mahrezi; Al-Shidhani, 2018). Individuos
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que apresentam alteragcdes psicologicas como ansiedade, distirbio do humor,
catastrofizacdo da dor sdo candidatos a desenvolverem DCPO. Ser jovem, do sexo
feminino, fumante, indice de massa corporal (IMC) elevado, alteracbes genéticas,
presenca de dor prévia de moderada a alta intensidade, seja pela condi¢do atual ou outro
tipo de dor pré-existente, também predispdem o surgimento da DCPO (Kraychete et al.,
2016; Rosenberger; Pogatzki-Zahn, 2022).

Dentre os fatores de risco relacionados a cirurgia, que predispdem a cronificacao,
incluem técnica cirargica aberta, cirurgias com tempo de duracdo prolongado, lesao
nervosa e dor intensa no pos-operatoério (Kraychete et al., 2016; Rosenberger; Pogatzki-
Zahn, 2022). Além disso, complicacbes pOs-operatérias, como reoperacao, infec¢do ou
terapias adjuvantes, como radio ou quimioterapia, séo fatores de risco adicionais para o
surgimento da DCPO (Rosenberger; Pogatzki-zahn, 2022). Antes de iniciar qualquer
procedimento cirargico, é importante que o profissional faga uma avaliacdo minuciosa do
individuo, para detectar os fatores de risco presentes e implementar estratégias, com o
objetivo de prevenir a DCPO (Gulur; Nelli, 2019).

2.2.1 Modelos experimentais utilizados no estudo da DPO

Embora a compreensédo dos fatores de risco seja importante para identificar
individuos mais suscetiveis a desenvolver DCPO, é importante compreender e
reconhecer os mecanismos celulares e moleculares que estdo envolvidos na transi¢ao
da dor aguda para dor crénica. Os modelos animais nos permitem explorar os possiveis
mecanismos envolvidos na cronificacdo, visto que em humanos este tipo de abordagem
€ inviavel. Varios modelos experimentais foram desenvolvidos para mimetizar a DPO
clinica (Fuller; Bharde; Sikandar, 2023).

O primeiro modelo de DPO desenvolvido foi o de incisédo plantar (Brennan;
Vandermeulen; Gebhart, 1996). Desde entédo, devido ao aumento no niamero de casos
de individuos com dor persistente apos a cirurgia, varios outros modelos experimentais
foram criados, modificando o local da incisdo (por exemplo térax, coxa, pescoco,
abddémen, cauda entre outras regides), a profundidade da incisdo (superficial ou profunda
envolvendo o tecido muscular) (Fuller; Bharde; Sikandar, 2023; Pogatzki-Zahn; Segelcke;
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Zahn, 2018). Alguns modelos experimentais foram criados para mimetizar a DN
latrogénica, que pode ocorrer principalmente em cirurgias de maior complexidade. Estas
variacfes nos modelos experimentais tendem a imitar os mais variados tipos de cirurgias
realizadas em ambulatérios e centros hospitalares especializados.

Com base no conhecimento adquirido dos estudos pré-clinicos, sabe-se que o
trauma tecidual ocasionado pela incisdo na pele e/ou musculo promove alteracdes tanto
a nivel periférico, medular e supra medular. Essas alteracbes podem perdurar mesmo

apos a cicatrizacao dos tecidos (Lavand’Homme, 2017).

2.2.2 Sensibilizacao periférica

A DPO apresenta mecanismos neurofisiolégicos predominantemente do tipo
nociceptiva inflamatoria, podendo ter um componente neuropatico associado, caso haja
lesdo nervosa durante a intervencdo cirdrgica. Individuos que relatam sintomas de dor
em queimacao, choque elétrico, formigamento no trajeto do nervo lesionado, sdo sinais
de que o nervo foi lesionado durante a intervencdo cirdrgica. O trauma cirdrgico
decorrente do corte da pele e/ou musculo realizado pelo médico para ter acesso a regiao
de interesse, gera um processo inflamatorio local. O conteldo intracelular das células
danificadas pela incisdo é liberado para o meio extracelular, dentre eles a bradicinina,
ions potéassio, ions de hidrogénio, fator de crescimento do nervo (NGF) e trifosfato de
adenosina (ATP). Estas substancias contribuem para o processo de sensibilizacao
(Chapman; Vierck, 2017; Segelcke; Pradier; Pogatzki-Zahn, 2019).

As células imunoldégicas residentes no local da les@o ou circulantes séo atraidas
por quimiotaxia para ajudar no reparo tecidual e restabelecimento da fungéo. As células
imunoldgicas liberam véarios mediadores como prostaglandina, bradicinina, histamina,
interleucina 13 (IL-1B), fator de necrose tumoral-a (TNF-a), interleucina IL-6 (IL-6) e NGF
(Basbaum et al.,, 2009) (Figura 2). Estas substancias liberadas na éarea lesionada
irdo atuar diretamente em seus receptores expressos nos neurdnios sensoriais
periféricos, modulando a excitacdo neuronal e transdug&o do sinal (Baral; Udit; Chiu,
2019; Grace et al.,, 2021; Ji; Xu; Gao, 2014; Pinho-Ribeiro; Verri; Chiu, 2017). As
quimiocinas CCL17 e CCL22 séo super reguladas na DPO pelas células dendriticas.
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Essas quimiocinas se ligam no receptor CCR4 expressos nos neurdnios periféricos,
aumentando a excitabilidade neuronal, contribuindo no processo de hiperalgesia térmica
e mecanica (Silva et al., 2022).

Os neurbnios de primeira ordem expressam diversos receptores, dentre eles o
receptor de tropomiosina relacionado a quinase A (TrkA). A ligacdo do NGF ao receptor
TrkA promove mudanga conformacional, resultando na ativacdo de proteinas
intracelulares como a p38, envolvida no aumento da expressdo do TRPV1. A PI3K
também ativada mediante a ativacdo do receptor TrkA pelo NGF. A PISK uma vez
fosforilada, fosforila residuo especifico do TRPV1 reduzindo seu limiar de ativacdo
(Bonnington; McNaughton, 2003).

Assim como o TRPV1, outros canais i6nicos e canais dependente de voltagem séo
supra regulados nos neurbnios nociceptivos como ASIC3, Nav 1.7, facilitando a
despolarizacdo dos neurbnios na DPO (Pogatzki-Zahn; Segelcke; Schug, 2017;
Rosenberger; Pogatzki-Zahn, 2022). Do mesmo modo, as fibras A responsaveis pela
transmissao de estimulos ndo nocivos apresentam alteracées no seu fenoétipo, apos leséo
tecidual. Estas fibras AR passam a expressar receptores nociceptivos que normalmente
sao expressos apenas nas fibras C e Ad, como consequéncia as fibras AB passam a
fazer sinapse com neurdnios nociceptivos espinhais.

A inflamacdo no local da inciséo cirlrgica, pode ser intensificada pelos neurénios
nociceptivos que possuem propriedades eferente secretando neuropeptideos proé-
inflamatorios como a substancia P (SP), CGRP e neuroquinina A. Estas substancias
contribuem na intensificacdo do processo inflamatério, promovendo vasodilatacdo e
ativacdo dos mastdcitos que se degranulam, liberando histamina, bradicinina e
prostaglandina (Basbaum et al., 2009). Embora o tempo de cicatrizacéo dos tecidos seja
diferente, a depender do local e extenséo da lesdo, o processo inflamatorio tende a se
resolver dentro de uma a duas semanas. Entretanto esse processo inflamatorio pode
persistir indefinidamente, mesmo na auséncia dos sinais cardinais (dor, inchaco, rubor,
calor e perda de funcao). A persisténcia destas substancias inflamatérias de baixo grau

pode contribuir na perpetuacdo do sintoma doloroso pés-operatorio.
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Figura 2 - Representacado de um modelo de dor pos-operatéria
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Fonte: Adaptado de Al-Mahrezi e Al-Shidhani (2018).

Legenda: O dano tecidual promovido pelo bisturi, resulta na liberacdo de mediadores pré inflamatérios para
promover o reparo tecidual No entanto estes mediadores podem induzir a sensibilizagdo
periférica, reduzindo o limiar de ativacdo dos nociceptores o que resulta no aumento da
excitabilidade das fibras nociceptivas, potencializando a geracao de potenciais de agao.

2.2.3 Mecanismos centrais envolvidos da DPO

Assim como na sensibilizag&o periférica, a sensibilizacdo central faz parte de um
processo adaptativo e autolimitado, sendo considerada um componente chave da
hipersensibilidade a dor pds lesé@o. A sensibilizagdo central tem como finalidade gerar
uma amplificacdo das vias centrais da dor, de modo que o individuo evite se mover ou

tocar na regido lesada até que a integridade dos tecidos se restabeleca (Woolf, 2018).
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Porém em algumas circunstancias, a sensibilizacdo central pode se prolongar se
tornando mal adaptativa, como no caso da DCPO e outros tipos de dores cronicas.

Um aumento nos niveis de glutamato € observado no CDME durante a leséo,
promovendo despolarizacdo sustentada dos neurdnios de segunda ordem. O glutamato
€ o principal neurotransmissor excitatorio do SNC, e se liga nos receptores inotropico
como N-methyl-D-aspartate (NMDA), alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropiénico
(AMPA), cainato e receptores metabotropicos acoplado a proteina G. Dentre estes
receptores o0 NMDA parece ser critico para o desenvolvimento da sensibilizacao central
em modelo de dor neuropatica (Mao et al., 1992), inflamacé&o (Ren; Dubner, 1993) e
irritacdo quimica (Chaplan; Malmberg; Yaksh, 1997). No entanto, na DPO induzida por
incisao plantar, os receptores NMDA localizados no CDME né&o contribuiram no processo
de hipersensibilidade mecénica como observado em outros estudos. A administracédo
intratecal do antagonista NMDA antes da incisao plantar (Pogatzki; Zahn; Brennan,
2000), bem como apds a incisao plantar (Zahn; Brennan, 1998), ndo modificou o limiar
nociceptivo mecanico, demonstrando que estes receptores, nado possuem uma
contribuicéo significativa no processo de iniciacdo e manutencao da DPO. Considerando
a particularidade da ativacdo dos receptores NMDA que € blogueado pelo ion magnésio,
possivelmente o modelo de inciséo plantar ndo gerou aumento da excitabilidade neuronal
suficiente para expelir o ion magnésio do receptor NMDA e promover o influxo de calcio.

Em contrapartida, os receptores AMPA desempenham um papel importante na
hiperalgesia pés-operatdria. Os mecanismos pelo qual o trafego dos receptores AMPA é
aumentado na membrana plasmética pds-sinptica, ocorre por meio da fosforilacdo da
subunidade GIuR1 do receptor AMPA em Serina-831 pela fosfoquinase C gama (PKCy),
gue aumenta o influxo de ions calcio, apos a ligacdo do glutamato nos receptores AMPA
favorecendo a excitabilidade do neurénio de segunda ordem (Wang et al., 2013).

Em alguns casos a resolucao da DPO ocorre por conta de um estado chamado de
sensibilizacdo latente, isso significa que mesmo que a dor desapareca, a cirurgia
predispde o surgimento de dor persistente diante de um novo insulto nocivo subsequente
(Gulur; Nelli, 2019). A perda da homeostase ap0s lesdo tecidual leva a ativacdo do
sistema de modulacdo da dor inibitério na tentativa limitar a intensidade e a duragéao da
hipersensibilidade. Esta resposta adaptativa € denominada de alostase onde um novo



28

estado biolégico se instala para gerar um equilibrio de alto nivel entre o sistema inibitorio
e 0 sistema pro-nociceptivo (Richebé; Capdevila; Rivat, 2018). Este sistema
compensatorio em algum momento pode entrar em exaustao devido a sua super ativacao
ou diante de um novo estimulo nocivo subsequente, retornando ao quadro de
hiperalgesia (Richebé; Capdevila; Rivat, 2018).

As células da glia presentes na medula espinhal sdo importantes protagonistas da
sensibilizacdo central, inclusive essas células estédo envolvidas na génese e manutencéo
da DPO (Elisei et al., 2020; Ying et al., 2014). A glia, em conjunto, sdo células abundantes
no SNC, superando em grande parte os neurbnios. Além disso, elas ndo possuem
capacidade de transmitir impulsos nervosos. Quando ativada, a micrdglia sofre alteracbes
morfolégicas como hipertrofia proliferacdo, aumento dos marcadores e receptores de
superficie celular, além de alteracdes nas atividades funcionais, por exemplo, a liberacéo
de substancias pro-inflamatorias (Bradesi, 2010). Assim, substancias liberadas tanto pela
micréglia quanto pelos astrécitos durante a dor, podem ativar o neurénio de 22 ordem no
CDME, potencializando o impulso nociceptivo (Grace et al., 2014), contribuindo para

sensibilizacdo central.

2.3 TRPV1

O receptor de potencial transitério (TRP) representa uma grande familia
diversificada de canais ibnicos que respondem a uma ampla gama de estimulos quimicos
e fisicos. Com base na sua homologia de sequéncia, os canais TRP sé&o divididos em
sete subfamilias denominadas TRPC (canénico), TRPA (anquirina), TRPM (melastatina),
TRPP (policistico), TRPML (mucolipina), TRPN (sem canais C de potencial
mecanorreceptor) e TRPV (vaniléide) (Zhang et al., 2023). Destes canais idnicos o TRPV
€ subcategorizado em seis membros, sendo o TRPV1 o mais bem caracterizado, diante
de seu papel na fisiologia da dor e outras fungdes fisiologicas. O TRPV1 € um canal
homotetrameros simétrico, onde cada subunidade é composta por quatro modulos, o
sensor de voltagem (S1-S4), regido do poro (S5-S6) e a por¢cao N-terminal e C-terminal

localizados na regido citoplasmatica (Latorre et al., 2007; Lee et al., 2015) (Figura 3).
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David Julius foi o pesquisador laureado com o prémio Nobel no ano de 2021, ao
descobrir que a capsaicina, um componente pungente da pimenta malagueta, ao ser
ingerida, se liga aos receptores TRPV1 causando a sensacdo de dor ardente (Logan,
2021). O TRPV1 pode ser expresso em células neuronais e ndo neuronais. Na periferia
o0 TRPV1 é expresso em fibras sensoriais nociceptivas (Caterina et al., 1997). Este
receptor também pode ser encontrado em varias regides do SNC que estdo diretamente
ou indiretamente envolvidos com a via nociceptiva, como cértex somatossensorial, cortex
cingulado anterior (CCA), insula, RVM, PAG, amigdala, CDME, hipotalamo, nucleos
talamicos e células da glia (Choi et al., 2016).

Além da capsaicina outros ligantes exdgenos podem ativar os receptores TRPV1,
como eugenol, resiniferatoxin (RTX), canabinoides (canabidiol, tetrahidrocanabinol,
canabinol, canfora) derivados animais (gambierol, brevetonina), derivados do gengibre
(gingerol 6 e gingerol 8). Varias substancias quimicas enddgenas, denominadas
endovaniloide podem ativar diretamente o0s receptores TRPV1, por exemplo,
endocanabindides, pH baixo, substancias geradas do metabolismo lipidico sob condi¢des
inflamatorias (Van Der Stelt; Di Marzo, 2004). A maioria deles sdo derivados de acidos
graxos, incluindo aminas (anandamida, N-araquidonoildopamina, N-oleoiletanolamina, N-
araquidonolilserina), acidos eicosatetraenoicos oxigenados (produtos de lipoxigenase e
seus analogos hidroxilicos, prostaglandinas e leucotrienos) e acido lisofosfatidico
(Benitez-Angeles et al., 2020; Mickle; Shepherd; Mohapatra, 2015; Schumacher, 2010).
Enquanto outras moléculas como NGF, IL-1B, TNF, prostaglandin E2 (PGE2), leukotriene
B4, bradicicnina podem modular alostericamente a atividade do TRPV1 reduzindo seu
limiar de ativacdo (Baral; Udit; Chiu, 2019; Elokely et al., 2016). Como resultado
da ativacdo do TRPV1, um influxo dos ions de sddio e célcio alteram o potencial de
membrana, o que pode levar a ativacdo de canais de sédio e céalcio dependentes de
voltagem resultando no disparo do PA (Caterina; Julius, 2001). Além da funcdo de
transducéo do estimulo nocivo, o TRPV1 possui um papel eferente, o influxo de ion célcio
na célula decorrente da ativacdo do TRPV1 promove fusdo das vesiculas contendo
neuropeptideos como SP e CGRP para a periferia, evento denominado como inflamagéo
neurogénica. A liberacdo destes neuropeptideos no local da leséo promove vasodilatacado

e ativam mais células imunes, levando a liberacdo de mediadores pro-inflamatoérios que
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resultam em um ciclo de feedback de sinalizacdo positiva, causando potencializagcédo da
ativacdo do canal TRPV1 (Julius, 2013).

Visto que na DPO véarios mediadores que compdem a “sopa inflamatéria” sédo
liberados, estas substancias ao se ligarem nos seus respectivos receptores promovem
mudancas pos-traducionais com ativagdo de quinases intracelulares, como a PKA, PKC,
MAPK, p38, PI3k que influenciam na sensibilidade do TRPV1, por meio da fosforilagdo
de sitios especificos do TRPV1 (Lee et al., 2015; Palazzo et al., 2010). Esta mudanca na
sensibilidade do TRPV1 permite que ele seja ativado por um estimulo de menor
intensidade, levando a uma hipersensibilidade a estimulos nocivos apés lesao tecidual.
Entretanto, um efeito de dessensibilizacdo pode ocorrer mediante a exposi¢ao
prolongada ou sob altas concentracdes de capsaina, estimulando o TRPV1, levando a
um periodo refratario de longa duracao (Caterina; Julius, 2001; Frias; Merighi, 2016). O
papel do TRPV1 como um receptor nociceptivo nos neurbnios nociceptivos ja € bem
descrito na literatura, no entanto o papel destes receptores no SNC, principalmente a
nivel medular, precisa de melhor compreenséao, visto que sua expressao se encontra
alterada em condicdes patolégicas de dor nociceptiva e neuropatica (Choi et al., 2016;
Echeverry; Rodriguez; Torres, 2016).
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Figura 3 - Estrutura do TRPV1
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Fonte: Adaptado de Cui et al. (2016).

Legenda: Arquitetura geral do canal TRPV1. (A) Organizacdo de dominio dos médulos TRPV1
representado em uma visdo bidimensional. O dominio transmembrana é composto por seis
segmentos. Os dominios S1 a S4 formam o sensor de voltagem, S5 a S6 formam o canal ibnico
seletivo. O TRPV1 é composto por uma por¢cdo C-terminal e N-terminal. Possui residuo
especifico para ligagdo de endovalinoides, prétons e sitios de fosforilagdo para as proteinas
quinase C (PKC), proteina quinase A (PKA) e calmodulina (CAM).

2.4 PIBK-AKT-mTOR

Embora os estudos tenham avancado na compreenséao da fisiopatologia da DPO,
o tratamento ainda € limitado, os mecanismos envolvidos nesse processo necessitam de
maiores investigacdes. Sendo assim, a via “alvo da rapamicina em mamiferos” (do inglés
MTOR: mammalian target of rapamycin) pode ser um importante mecanismo envolvido
na DPO a nivel espinhal.

A via mTOR esta inserida dentro do complexo da via de sinalizagéo intracelular

fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K)/proteina quinase B (AKT), a qual tem sido considerada
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uma via regulatéria fundamental nos processos de tradugdo que envolvem progressao
do ciclo celular, sobrevivéncia celular, migracdo e sintese proteica (Corradetti; Guan,
2006; Wong; Engelman; Cantley, 2010) (Figura 4). Uma vez fosforilada, a PI3K converte
o PIP2 (fosfatidilinositol-4, 5-bifosfato) em PIP3 (fosfatidilinositol-3, 4, 5-trifosfato)
(Mantyh et al., 2011; Martelli et al., 2007) recrutando assim, proteinas que contenham
homologia com a pleckistrina (PH), como a AKT e a PDK1 (proteina-quinase 1
dependente de fosfoinositideo-3) (Kang et al., 2005). A intera¢do do dominio PH da AKT
com o PIP3 provocaré alteracfes conformacionais na molécula de AKT, resultando na
exposicdo de dois sitios de fosforilagdo (Thr 308 no dominio quinase e Ser 473 no
dominio regulatério) (Jacinto et al., 2006). A completa ativacdo de AKT somente ocorre
por meio de dois eventos: no primeiro, AKT é parcialmente ativada pela fosforilagdo por
PDK1 na Thr 308; no segundo, a ativacdo completa de AKT requer a fosforilacdo do Ser
473 por mTOR-Rictor (Foster; Fingar, 2010).

A regulagdo de mTOR pela proteina AKT pode ocorrer direta ou indiretamente
(Laplante; Sabatini, 2009). Diretamente, a proteina AKT pode ativar mTOR pela
fosforilacdo nos dominios Thr 2446 e Ser 2448 dessa proteina e, indiretamente, ela pode
inibir a atividade do complexo TSC1/TSC2 (hamartina/tuberina) (Zhang et al., 2003). O
complexo TSC1/TSC2 atua como uma proteina de ativagdo da GTPase (GAP), inibindo
a proteina G Rheb (homdlogo de Ras enriquecido no cérebro). Por fosforilar TSC2, a AKT
perturba o complexo TSC, permitindo assim que a Rheb se ligue ao ATP e converta-se
do estado GDP-Rheb (inativo) para o estado GTP-Rheb (ativo). GTP-Rheb, por sua vez,
se liga ao dominio quinase de Regulatory associated protein of mMTOR” (RAPTOR) (Inoki
et al., 2002; Zhang et al., 2003) e essa ligacdo provoca alteracdes conformacionais no
complexo mTOR-Raptor promovendo sua ativacao (Long et al., 2005).

A proteina mTOR € uma serina/treonina quinase, considerada membro da familia
proteina-quinase, envolvida em mudltiplas funcbes celulares (Zoncu; Efeyan; Sabatini,
2011). Essa proteina pode formar dois novos complexos com fungdes diferentes:
MTORC1 e mTORC2. As proteinas mTOR RAPTOR) e “40 kDa proline-rich AKT
substrate” (PRAS40) sao especificas de mTORC1. Ja as proteinas “rapamycinin sensitive
companion of mMTOR” (RICTOR), “mammalian stress-activated map kinase-interacting
protein 1” (mSIN1) e “protein observed with RICTOR” (PROTOR) sao especificas de
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MTORC2. Enquanto a mTORC2 é responsavel pela fosforilagdo de alguns membros do
grupo de quinases AGC, como AKT (S473), e tem sido relacionada ao controle do
citoesqueleto, a mMTORC1 € um complexo bem caracterizado como um regulador da
sintese de proteinas, principalmente de moléculas envolvidas na transmisséo do impulso
nociceptivo (Liu; Lv; Ren, 2018; Zoncu,; Efeyan; Sabatini, 2011).

O processo de traducdo de proteinas é dividido em trés etapas, sendo elas
iniciacdo, elongacéo e terminacao (Proud, 2007). J& é bem estabelecido que ativacdo de
MTORCL1 pode regular a traducédo de proteinas, através da fosforilacdo da proteina de
ligacdo ao fator de iniciacdo eucaridtica 4E (4E-BP1) e p70 ribossomal S6 proteina
quinase 1/2 (S6K1/2) (Figura 4). A proteina 4E-BP1 permanece ligada ao fator de
iniciacdo eucariotico 4E (elF4E) impedindo a traducéo (Alberts et al., 2002; Jia et al.,
2024). No entanto a fosforilacgdo de 4E-BP1 pela mTORC1 altera sua atividade,
permitindo que elF4E se dissocia de 4E-BP1, ficando livre para se ligar na regido cap de
7-metil-guanina na extremidade 5' do RNAm juntamente com outras proteinas envolvidas
na iniciacao da traducdo (Roux; Topisirovic, 2018). A ativacdo de mTOR também induz a
fosforilacdo de outras proteinas dowstream com as proteinas ribossémicas S6 (S6) e a
S6K1/2 que por sua vez ativa e a fator de iniciacao eucariético 4B (elF4B) que se unem
as outras proteinas de iniciacdo da traducdo formando um complexo de proteinas,
envolvidas na primeira etapa da transducéo (Proud, 2007).

Prévios estudos ja haviam demonstrado que tanto a inibicdo da PI3K quanto da
via PI3K/AKT reverteu a DN e inflamatéria em ratos e camundongos e que essas
proteinas estdo envolvidas na sensibilizacdo central da dor (Ji et al., 1999; Pezet et al.,
2008; Walker et al., 2007). Além disso, 0 mMTOR também foi identificado em neurénios
sensoriais e no CDME durante o processo nociceptivo, evidenciando a sua contribuicdo
para a amplificacdo da resposta nociceptiva (Géranton et al., 2009). Nesse contexto, 0s
estudos encontraram que a administracao intratecal de rapamicina, um inibidor especifico
de mTOR, induz antinocicep¢do em modelos de dor inflamatéria em roedores (Géranton
et al., 2009; Price et al., 2007).

Guo et al. (2017) demonstraram que apos inducéo da DN em ratos houve aumento
da expresséo de OX-42 (um marcador de microglia) e de PI3K, AKT e mTOR no CDME.
Além disso, a inibicdo da PI3K por um inibidor especifico reduziu a alodinia mecénica
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induzida pela neuropatia e a expresséo do OX-42. Entretanto, outro estudo demonstrou
que tanto a expressao da AKT quanto do OX-42 estava aumentada em CDME, em
modelo experimental de cancer 6sseo em ratos e essa expressao foi reduzida em animais
pré-tratados com um inibidor de AKT (Jin et al., 2015). Em relacdo a DPO, ainda é

escasso as evidéncias que demonstram como a via PIBK/AKT/mTOR é ativada.

Figura 4 - Via PIBK/AKT/mTOR
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Fonte: Adaptado de Lutz et al. (2015).

Legenda: Via PI3K/AKT/mTOR envolvida na traducéo das proteinas. A ativacdo de mTOR mediante a
ativacdo da PI3K/AKT, resulta na ativacédo de proteinas dowstream como de 4E-BP1/2, S6K1/2,
S6. A fosforilagdo de 4E-BP1/2 provoca a libertagdo de elF4E que fica entéo livre para se
combinar com o complexo de iniciagao da tradugdo. O elF4B também faz parte do complexo de
proteinas envolvidas na iniciagéo, apés sua fosforilagcdo por S6K1. 4E-BP1/2: proteina de ligacéo
ao fator de iniciacao eucariética 4E; 40S: uma pequena subunidade ribossdmica eucarittica; 60S:
uma grande subunidade ribossémica eucariética. elF4E/B/G/A: fator de iniciagdo da traducéo
eucariodtica 4E/4B/4AG/4A. mTOR: alvo da rapamicina em mamiferos; p: fosforilado; S6K1/2: p70
ribossomal S6 Quinase 1/2.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo teve como objetivo investigar o envolvimento dos receptores
TRPV1 sobre os niveis de expressdo da via PI3BK/AKT/mTOR na medula espinhal na

DPO em camundongos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o envolvimento dos receptores TRPV1 na medula espinhal, de
camundongo com DPO induzida por IRPM,;

e Verificar o envolvimento espinhal da via PI3BK/AKT/mTOR em modelo de DPO
induzida por IRPM;

e Avaliar expressao espinhal dos receptores TRPV1 e da via PIBK/AKT/mTOR em
modelo de DPO induzida por IRPM;

e Avaliar a participacao dos receptores TRPV1 sobre os niveis de expressao da via
PISK/AKT/mTOR em modelo de DPO induzida por IRPM.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

Para a realizagdo dos experimentos foram utilizados camundongos machos da
linhagem C57BL6, pesando entre 20 e 25 g, provenientes do biotério central da
Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL). Os animais permaneceram em condicfes
padrées de temperatura (22 °C), ciclo claro/escuro (12 h/12 h) e umidade de 65%, com
livre acesso a racdo e agua até o inicio de cada experimento. Além disso, os animais
foram alojados em caixas de polipropileno, sendo 6 animais por caixa. Todos 0s
experimentos seguiram as normas de ética estabelecidas para experimentacao,
recomendadas pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UNIFAL-MG. O
presente projeto foi aprovado pelo CEUA/UNIFAL-MG, sob o protocolo n: 0007/2021
(Anexo A).

4.2 SUBSTANCIAS UTILIZADAS

Substancia para inibicdo da via PISBK/AKT/mTOR e bloqueio dos receptores
TRPV1

v’ SB-366791 (Sigma, EUA peso molecular=287,74). Bloqueador do TRPV1
dissolvido em DMSO, concentracdo de 28.774 ug e 2.8774 ug/volume de 5 pl
(Fernandes et al., 2011);

v AS605240 (Sigma, EUA): inibidor da PI3K, diluido em solucéo salina estéril (0,9%)
e 3% de DMSO, concentragao 5 pg/volume de 5 ul, adaptado de Manjavachi et al.
(2019);

v A6730 (Sigma, EUA): inibidor da AKT, diluido em DMSO (1%); concentragéo 1 e
0,1 pg/ volume de 5 pl (Xu et al., 2020);

v' Rapamicina (Sigma, EUA): inibidor do mTOR foi diluido em solucao salina estéril

(0,9%), concentracéo 1 e 0,1 pg/ volume de 5 pl (Zhang et al., 2013).
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Todas as substancias e veiculos foram administradas por via intratecal (i.t). Para
tal administracdo, os animais foram previamente sedados, para que assim possibilitasse
a palpacao dos espacos intervertebrais lombares L4-L5. A sedacéao foi realizada por meio
de um sistema de vaporizacédo de isoflurano, previamente calibrado, com um fluxo de
oxigénio de 2 L/min, dispensando via cone nasal 3% de isoflurano para inducédo da
sedacdo e 2% para manutencao (Figura 5). ApGs a sedacéo, realizou se a tricotomia da
regido dorsal dos animais, seguido da assepsia com alcool 70%, seguido da
administracdo das substancias de acordo com o respectivo grupo. A administracédo foi
feita por meio de uma seringa ultrafina 6 mm X 0,25 mm (cepalab®) de acordo com o
procedimento descrito (Hylden; Wilcox, 1980). O movimento de flinch da cauda do
camundongo é observado apdOs a introducdo da agulha no espaco sub-araquinoide,

certificando que a agulha esta no local correto, para administracéo intratecal.

Figura 5 - Imagem ilustrativa demonstrando a via de administrac¢ao intratecal

Fonte: Autora (2024).

Legenda: Posicionado do camundongo em decubito ventral, sobre a cama de anestésico inalatério. O
fusinho foi colocado sob orificio do sistema de inalagdo. Apds a sedacéo a agulha foi introduzida
no espaco intratecal, para administracédo das substancias.
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4.3MODELO DE DOR POS-OPERATORIA (DPO)

Para a realizacdo da DPO foi utilizado o modelo de incisdo e retracdo de pele e
muasculo (IRPM), adaptado de Flatters (2008). Primeiramente o0s animais foram
anestesiados com injecdo intramuscular, administrada no musculo gastrocnémio direito,
com uma solugcdo composta por quetamina (60 mg/Kg) e xilazina (8 mg/Kg). O volume
utilizado foi de 0,01 ml a cada 10 gramas de peso do animal. Apds a sedacao dos animais,
detectado pela auséncia do reflexo de pingcamento da cauda e do reflexo interdigital, foi
realizado a tricotomia do membro inferior direito seguido da assepsia da regido com
povidona iodo.

Os animais foram entdo posicionados em decubito dorsal em uma placa de
aguecimento (INSIGHT, BRASIL) com intuito de prevenir a hipotermia. Com auxilio de
um bisturi uma incisdo de 8 mm de comprimento na regido da coxa do animal, a 3 mm
medial a veia safena. Além disso, uma outra incisdo com 5 mm de comprimento foi
realizada na camada muscular superficial (masculo gréacil), aproximadamente 3 mm
medial ao nervo safeno. A regido superficial do musculo foi afastada, permitindo a
insercdo de um micro retrator esterilizado, com extremidades espacadas em uma
distancia de 2 a 3 mm, com 4 mm de profundidade de cada dente (Figura 6). A pele e o
musculo superficial da coxa permaneceram retraidos de 8 a 10 mm por um periodo de
uma hora (Elisei et al., 2020) (Figura 7). Nos olhos e na regido de retragdo dos musculos
foi gotejada solucdo salina estéril (0,9%) para evitar ressecamento da cérnea e a
desidratacéo tecidual.

Os animais foram monitorados durante o procedimento e, quando necessario, foi
fornecido anestesia adicional utilizando uma subdose anestésica de quetamina e xilazina
(1/3 da dose total). Apo6s o periodo de retracdo de uma hora, os tecidos foram suturados
com fios de sutura de seda 4.0 e ap0s a recuperacdo da anestesia, todos 0s animais
foram colocados em suas respectivas caixas e mantidos aquecidos sob a luz de uma

lampada incandescente.
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Figura 6 - Imagem ilustrativa do retrator utilizado para IRPM

;El_

Fonte: Autora (2024).

Flgura 7 - Etapa da C|rurg|a de IRPM para inducéo da DPO

Fonte: Autora (2024).

Legenda: A) ApOs a tricotomia e assepsia do local da IRPM, foi feita uma incisdo da pele;
B) incisdo dos musculos superficiais e colocacéo do retrator;
C) sutura da inciséo.

4.4 AVALIACAO DO LIMIAR NOCICEPTIVO

Com o intuito de investigar a DPO, os animais foram submetidos a avaliacdo do
limiar nociceptivo mecanico utilizando os filamentos de von Frey de diversa espessura
(0,02; 0,04, 0,07; 0,16; 0,4; 0,6; 1,0; 1,4 e 2,0 g) (AESTHESIA®, EUA) de acordo com o
método padronizado em nosso laboratério anteriormente (De Oliveira et al., 2020).
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Primeiramente, os camundongos foram colocados em caixas de vidro com
compartimentos individuais, sobre uma grade de metal que permite a exposicédo da pata
dos animais, por um periodo de 60 minutos, com a finalidade de permitir a ambientacao
dos animais ao aparato (Figura 8A). Apés o periodo de ambientacao, a avaliacéo iniciou
se aplicando o filamento de menor espessura de forma perpendicular sobre superficie
plantar da pata traseira direita do animal por trés vezes. Se nenhuma resposta
comportamental como retirada brusca, lambida ou agitacéo for identificada apds as trés
tentativas é aplicado o filamento subsequente mais espesso, por trés vezes e assim
sucessivamente até observamos uma resposta comportamental, frente ao estimulo
mecanico.

ApoOs identificar o filamento capaz de evocar resposta comportamental de
nocicepcao, este processo € repetido por trés vezes, com intervalo de trés minutos. A
média das 3 medi¢cdes em gramas foi considerada como o limiar nociceptivo mecéanico

dos animais (Figura 8 A e B).
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Figura 8 - Imagem ilustrativa do aparato utilizado para avaliagdo do limiar nociceptivo

FAVOR LAVAR AS CAIXAS DE VIDRO £ A GRADE APOS O 150

Fonte: Autora (2024).

Legenda: A) caixas de vidros com compartimento individual para os camundongos;
B) assoalho de tela vazado, permitindo a aplicagdo do filamento perpendicular a pata traseira
direita do animal.

4.5 QUANTIFICAGCAO DA EXPRESSAO DE PROTEINAS POR WESTERN BLOT

Além dos ensaios comportamentais, 0 presente estudo analisou o0s niveis de
proteinas do TRPV1, PI3K, AKT, mTOR por meio da técnica de western blot. Esse
experimento foi importante para verificar a participagdo do TRPV1 na ativacdo da via

proposta.
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No 14° dia os animais com DPO e naive foram eutanasiados com uma overdose
de quetamina e xilazina seguido da decapitacdo. Os segmentos da regiao lombar da
medula espinhal de L4 a L6 foram extraidos cirurgicamente, e armazenados em
microtubos e congelados instantaneamente a -196 °C em nitrogénio e mantidos em -80°C
até o dia do processamento. Para homogeneizac¢ao dos tecidos, foi adicionado em cada
amostras 150 yL de uma solugdo tampéo de ensaio radioimunoprecipitador (RIPA —
R0278, SIGMA®, EUA), contendo 10% de um coquetel inibidor de proteases (P2714,
SIGMA®, EUA) e 1% de um coquetel inibidor de fosfatases (P0044, SIGMA®, EUA).
ApOGs a homogeneizacéo, as amostras foram centrifugadas a 15000 rpm por 10 minutos
a 4 °C e o sobrenadante foi aliquotado em microtubos e armazenados a -80 °C para dar
sequéncia no experimento.

Posteriormente, foram utilizadas 60 ug de proteinas acrescidas de tampéo de
amostra Laemmli 4x (BIO-RAD, EUA) com 10% de B-mercaptoetanol que foram
aguecidas em banho maria a seco por 5 minutos a 95 °C. Em seguida, as amostras com
um volume total em 20 pL foram pipetados no gel de poliacrilamida na concentragcédo de
12% ou 6% dependendo do tamanho da proteina, seguido da eletroforese no gel de
poliacrilamida utilizando um aparato Mini- PROTEAN Tetra Vertical Electrophoresis Cell
(BIO-RAD®, EUA) com corrente inicial de 80 V no gel entrada e de 120 V no gel de
corrida. ApGs esta etapa de eletroforese, as proteinas foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose Amershan (SIGMA®, USA) com poro de 0,45 um de didmetro,
por meio do sistema Trans-Blot Turbo (BIO-RAD®, EUA). Para confirmar se as proteinas
foram de fato transferidas para a membrana de nitrocelulose, foi adicionado a solucéo de
Ponceau 0,3%. Apds a confirmacdo da transferéncia a membrana foi lavada com o
tampéo de lavagem TBS-Tween (TBST) 1x até a remocdo completa do Ponceau e em
seguida colocada em solucéo de bloqueio contendo 5% de albumina de soro bovino (BIO-
RAD®, EUA) por 2 horas.

ApOs o periodo de blogueio, a membrana foi lavada com TBS-T 1x por cinco vezes
de cinco minutos e incubada overnight com o anticorpo primario especifico descrito na
Tabela 1. No dia seguinte, a membrana foi novamente lavada por cinco vezes de cinco
minutos com TBS-T e incubada por um duas horas com o anticorpo secundario

correspondente (Tabela 1). Posteriormente a membrana foi novamente lavada cinco
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vezes por cinco minutos cada lavagem com TBS-T 1x. As bandas proteicas foram entao

detectadas por uma reacdo de quimioluminescéncia de acordo com a intensidade da

densidade oOptica de imunorreatividade pelo sistema Chemidoc (Bio-Rad, EUA) e

analisadas pelo software ImageLab (Bio-Rad, EUA).

Tabela 1 - Anticorpos utilizados para a quantificacao de proteinas pela técnica de Western

Blot

Anticorpo Fabricante Diluicao Anticorpo Fabricante | Diluicdo

Primario cadigo secundario cadigo de
referéncia referéncia

TRPV1 Sigma-Aldrich 1:5000 anti-mouse  Sigma-Aldrich ~ 1:2000
(A2228) lgG-HRP (A9044)

PI3K p110v Santa Cruz 1:1000 anti-rabbit ~ Sigma-Aldrich ~ 1:2000
(Sc 7177) lgG-HRP (Sc-2004)

PIK3CG Invitrogen 1:1000 anti-rabbit ~ Sigma-Aldrich ~ 1:2000
(PA5-102022) lgG-HRP (Sc-2004)

AKT (pan  Cell Signalling 1:1000 anti-rabbit ~ Sigma-Aldrich ~ 1:2000

C67E7) (4691S) lgG-HRP (Sc-2004)

p-AKT1 (Thr Cell Signalling 1:1000 anti-rabbit ~ Sigma-Aldrich ~ 1:2000

308) (13038S) lgG-HRP (Sc-204)

p-mTOR Cell Signalling 1:1000 anti-rabbit ~ Sigma-Aldrich ~ 1:2000

(Ser 2481) (2974L) lgG-HRP (Sc-2004)

mTOR Sigma- 1:1000 anti-rabbit ~ Sigma-Aldrich ~ 1:2000
Aldrich IgG-HRP (Sc-2004)
(SAB5700779

Fonte: Autora (2024).
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4.6 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

4.6.1 Avaliacao do limiar nociceptivo de camundongos com DPO

Inicialmente, todos os animais tiveram o limiar nociceptivo avaliado pelos
filamentos de von Frey. Posteriormente os animais foram divididos aleatoriamente em
dois grupos DPO (animais submetidos ao procedimento cirargico de IRPM para inducéo
da DPO) e naive (animais que ndo passaram por nenhuma intervencao). Apos a inducéo
da DPO nos dias 1, 3, 5, 7, 10, 14 e 21 foi avaliado o limiar nociceptivo para verificar as
modificacdes da resposta nociceptiva ao longo do tempo e estabelecer o dia que os

demais procedimentos foram realizados (Figura 9).

Figura 9 - Delineamento experimental avaliagdo do limiar nociceptivo

AVALIACAO DO LIMIAR NOCICEPTIVO \

TEMPO (dias) l

MB 0 1 3 5 7 10 14 21
| l | | | | | | |

T
l 1’
DPO ou

NAIVE

Fonte: Autora (2024).

Legenda: Protocolo experimental para a avaliacdo do limiar nociceptivo. Primeiramente foi realizada a MB
pelo teste de von Frey, seguido do modelo de cirurgia de DPO, logo apds novas medidas no limiar
nociceptivo foram realizadas nos dias 1, 3, 5, 7, 10, 12,14 e 21 dias.

Nota: i.t: intratecal; MB: medida basal; DPO: dor pés-operatoria.

4.6.2 Avaliacao da participacao dos receptores TRPV1 e da via PIBK/AKT/mTOR
na medula espinhal de camundongos com DPO
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O envolvimento da via PI3K/AKT/mMTOR e dos receptores TRPV1 foram
investigados na fisiopatologia da DPO a nivel medular. Para tal investigagdo, 0s
experimentos foram realizados na seguinte sequéncia, primeiramente os camundongos
foram avaliados pelo teste de von Frey, para obter medida basal do seu limiar nociceptivo.
Apos a avaliagdo basal os animais foram distribuidos em dois grupos experimentais naive
e DPO (submetidos a cirurgia de IRPM). Passados 14° dias da inducdo da DPO os
animais foram reavaliados novamente pelo teste de von Frey para confirmar a presenca
da alodinia mecanica induzida pela DPO. Apés a confirmacéo da presenca da alodinia
mecanica, 0s animais receberam administracao i.t dos inibidores da PI3K/AKT/mTOR e
bloqueador do TRPV1 de acordo com seus respectivos grupos, seguido da avaliacao do
limiar nociceptivo nos seguintes tempos 1, 3, 5, 7 e 24 horas (Figura 10).

Grupos para investigacdo do envolvimento dos receptores TRPV1 na DPO, a
concentracdo do bloqueador SB-366791 (peso molecular= 287,74), foi selecionada de
acordo com o estudo de Fernandes et al. (2011).

e NAIVE

e DPO

e NAIVE + SB-366791 (28.774 ug/volume de 5 pl)
e DPO + SB-366791 (28.774 ug/ volume de 5 pl)
e DPO + SB-366791 (2.8774 ug/volume de 5 pl)

Grupos para investigacao do envolvimento da PI3k na DPO, a concentragédo do

inibidor AS605240 foi selecionada de acordo com o estudo de Manjavachi et al. (2019).
e NAIVE
e DPO
e NAIVE + AS605240 (5 ug)
e DPO + AS605240 (5 ug)
e DPO + AS605240 (0,5 ug)

Grupos para investigacado do envolvimento de AKT na DPO, a concentracao do

AS6730, foi selecionada de acordo com o estudo de Xu et al. (2020):
e NAIVE
e DPO
e NAIVE + AS6730 (1 ug)
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e DPO + AS6730 (1 pg)
e DPO + AS6730 (0,1 ug)
Grupos para investigacao do envolvimento de mTOR na DPO, a concentragdo de

rapamicina utilizada, foi selecionada de acordo com o estudo de Zhang et al. (2013).

o NAIVE

e DPO

e NAIVE + rapamicina (1 ug)

e DPO + rapamicina (1 ug)

e DPO + rapamicina (0,1 ug)

Figura 10 - Delineamento experimental da sequéncia de execuc¢ao dos experimentos

AVALIACAO DO LIMIAR NOCICEPTIVO

TEMPO (h)
R, S 14° DIA 1 2 3 5 7 24
| | l L3 9 1
) ‘|"
]
DPO ou e —— i A —————
NAIVE ADMINISTRACAQO VIA I.t:
- SB-366791,
- AS605240;
-A6730;
- RAPAMICINA

Fonte: Autora (2024).

Legenda: Protocolo experimental da ordem de execucéo dos experimentos. Primeiramente foi realizado a
MB do limiar nociceptivo pelo teste de von Frey seguida da DPO. No 14° dia hovas medidas no
limiar nociceptivo foram realizadas seguida da administracdo das substancias i.t e avaliacdo do
limiar nociceptivo. Nota: i.t: intratecal; MB: medida basal; DPO: dor pos-operatdria.

4.6.3 Avaliacao da expresséo da via PIBK/AKT/mTOR e dos receptores TRPV1 na

medula espinhal de camundongos com DPO
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Esta etapa foi realizada com o intuito de verificar se a DPO promove alteracdes
nos niveis de expressdo de proteina dos receptores TRPV1 e da PI3K/AKT/mTOR na
medula espinhal. Inicialmente os camundongos foram divididos em dois grupos DPO e
naive, no 14° dia apo6s a inducédo da DPO os animais foram eutanasiados e o segmento
da coluna lombar foi coletado para posterior analise dos niveis de expressao de proteinas
utilizando a técnica de Western Blot (Figura 11).

Grupos para analise da expresséao de proteinas:

e DPO

e Naive

Figura 11 - Delineamento experimental da sequéncia de execucao dos experimentos

AVALIACAO DO LIMIAR NOCICEPTIVO

DIAO 14° DIA

I I .
EUTANASIA

DPO ou COLETA DA MEDULA

ESPINHAL SEGMENTO
NAIVE LOMBAR

ANALISE DA
EXPRESSAO:
PI3K
AKT
mTOR
TRPV1

Fonte: Autora (2024).

Legenda: Protocolo experimental da ordem de execucao dos experimentos. No 14° dia apds a DPO os
animais foram eutanasiados e o segmento da medula espinhal foi coletado para posterior anélise
dos niveis de expressao das proteinas.

Nota: DPO: dor pds-operatéria.
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4.6.4 Avaliacao da participacdo dos receptores TRPV1 na ativacdao da via
PI3BK/AKT/mTOR na DPO

Apoés analise dos niveis de expressao proteica da PI3K/AKT/mMTOR e dos
receptores TRPV1, esta etapa do experimento tem a finalidade de verificar se os
receptores TRPV1 contribuem na ativacdo da via de sinalizagdo intracelular
PISK/AKT/mTOR. Os animais foram divididos em dois grupos DPO e NAIVE, no 14° dia
de DPO o segmento da coluna lombar foi coletado apos trés horas da administracao i.t
do bloqueador (SB-36679) do TRPV1, para posterior anélise da expresséo das proteinas
(Figura 12).

Grupos para analise da expressédo de proteinas:

o NAIVE
e DPO+ SB-366791

Figura 12 - Delineamento experimental da coleta da medula espinhal

AVALIA Cff ODO LIMIAR NOCICEPTIVO
TEMPO (h)
DIA 0 14° DIA 3
| I | R
'm?v%“ EUTANASIA
*ADMINISTRACA'O VIAit:
COLETA DA MEDULA

- SB-366791 ESPINHAL SEGMENTO

LOMBAR

Fonte: Autora (2024).

Legenda: Protocolo experimental ilustra a ordem de execucgéo dos experimentos. No 14° dia ap6s a DPO
0s animais receberam administracédo i.t do bloqueador dos receptores TRPV1 (SB-366791). Trés
horas apds a administracdo do bloqueador, os animais foram eutanasiados e o segmento da
medula espinhal foi coletado. Nota: i.t: intratecal; DPO: dor pds-operatéria.
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4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados como a média = E.P.M. Para o tratamento
estatistico dos dados comportamentais, foi utilizado a analise de variancia de duas vias
(Two-way ANOVA). Ja o tratamento estatistico dos dados obtidos nos ensaios
moleculares foi realizado por meio do teste t student ndo pareado. As analises do ANOVA
foi seguida pelo pos teste de Bonferroni para comparacdes multiplas e foram
consideradas estatisticamente significativos os valores de p<0,05. A analise estatistica e
a preparacao dos gréaficos foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism, versao
5 (GraphPad Software, EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 AVALIACAO DO LIMIAR NOCICEPTIVO MECANICO APOS A CIRURGIA DE DOR
POS-OPERATORIA

Inicialmente os animais foram submetidos a cirurgia de DPO e o limiar nociceptivo
foi avaliado ao longo do tempo até o 21° dia pelo teste de von Frey (Grafico 1).

Observa-se que o grupo DPO apresentou uma reducdo do limiar nociceptivo
mecanico, no primeiro dia apds a cirurgia com valor de (F1,10= 9,8, p=<0,001,) comparado
ao grupo naive. O limiar nociceptivo permaneceu reduzido do 1° ao 21° dia de avaliacéo,

apos a DPO (p=<0,001) comparado ao grupo naive.

Gréfico 1 - Avaliacdo do limiar nociceptivo mecéanico apos a cirurgia de DPO

1.2~
® DPO + NAIVE
G
o 091
~
-
o
3
‘s 0.64
o
c
L
3
;,E- 0.3- o
R kkek KAk A O s
0.0 L 1 A} T L L L)

MB *+ 1 3 5 7 10 14 21
Tempo (Dias)

Fonte: Autora (2024).

Legenda: A seta vermelha indica que a DPO foi realizada ap6s a MB. Os dados foram analisados utilizando
ANOVA Two-way, seguido do poés-teste de comparagdes multiplas Bonferroni; *** indica
significancia estatistica (p< 0,001) com relacdo ao grupo naive. NUmero de animais por grupo
n=6.

Nota: MB: medida basal; DPO: dor pés-operatoéria; (g) gramas.
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5.2 INVESTIGACAO DA PARTICIPACAO DOS RECEPTORES TRPV1 NO LIMIAR
NOCICEPTIVO DE CAMUNDONGOS COM DOR POS-OPERATORIA

Visto que os animais com DPO apresentaram alodinia mecéanica até o 21° dia de
avaliacdo, nés avaliamos a participacdo dos receptores TRPV1 no 14° dia de DPO
(Grafico 2). Os animais submetidos ao modelo de DPO, que ndo receberam
administracdo do SB-366791 apresentaram uma reducao do limiar nociceptivo avaliado
pelo teste de von Frey no 14° dia, quando comparado ao grupo naive em todos os tempos
avaliados 1, 3, 5, 7e 24h (F4,24= 8.175, p<0,001).

No 14° dia os camundongos que receberam administragcéo i.t do SB-366791 na
concentracdo de 28.774ug ou 2.8774ug, apresentaram aumento do limiar nociceptivo
comparado ao grupo DPO. A concentracdo de SB-366791 28.774ug aumentou o limiar
nociceptivo nos seguintes tempos apds sua administracao 12, 32, 52 e 72 hora (p<0,001)
comparado ao grupo DPO. J4 a concentracdo de SB-366791 de 2.8774ug aumentou o
limiar nociceptivo na 12 e 32 hora apds a sua administracdo comparado ao grupo DPO
(p<0,001).
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Gréfico 2 - Avaliagdo do limiar nociceptivo mecanico apos administracdo do SB-366791
bloqueador do receptor TRPV1 de animais submetidos a DPO

1.0y = DPO = NAIVE -~ NAIVE+ SB-366791 (28.774 pg/5 pl)
¥ DPO+SB-366791 (28.774 pg/5 pl) # DPO+SB-366791 (2.8774 pg/5 pl)
0.81
— i
X-
o]
2
a 0.6
@
)
Q
Qo
c
:“:’ 0.4
E
-
0.2
0.0

Tempo (h)

Fonte: Autora (2024).

Legenda: A seta vermelha indica o 14° dia ap6s a inducédo da DPO, onde foi realizado a administracdo do
SB-366791. Os dados representam a média + E.P.M. do limiar nociceptivo em gramas. Os dados
foram analisados utilizando ANOVA Two-way, seguido do pOs-teste de comparagdes multiplas
Bonferroni; *** indica significancia estatistica (p< 0,001) com relagdo ao grupo naive e ### com
relacdo ao grupo DPO. N=6 a 5 animais por grupo.

Nota: MB: medida basal; DPO: dor pés-operatéria; (g) gramas.

5.3 INVESTIGACAO DA PARTICIPACAO DA PI3K NO LIMIAR NOCICEPTIVO DE
CAMUNDONGOS COM DOR POS-OPERATORIA

O Gréfico 3 demonstra os resultados do grupo DPO que recebeu a administracao
intratecal do inibidor da PI3K AS605240 5 pg ou 0,5 pg. Apds a administracdo desta
substancia, na concentragdo de 5 pg observa-se um aumento do limiar nociceptivo nos
seguintes tempos avaliados 32, 52 e 72 hora ap6s a administracdo, comparado ao grupo
DPO (F4,24=8.231, p<0,001). Na 32 hora também foi observado um aumento do limiar
nociceptivo, no grupo DPO que recebeu a menor concentracdo do AS605240 0,5 pg

comparado ao grupo DPO (p<0,001).
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Gréfico 3 - Avaliacdo do limiar nociceptivo mecéanico ap6s administracdo do AS605240

inibidor da PI3K animais submetidos a DPO

08, e DPO ® NAIVE + NAIVE+AS605240 (5 ug/5 pl)
* DPO+AS605240 (5 ug/5 pl) * DPO+AS605240 (0,5 ug/5 pl)
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Fonte: Autora (2024).

Legenda: A seta vermelha indica o 14° dia ap6s a indu¢éo da DPO, onde foi realizado a administracao do
AS605240. Os dados representam a média + E.P.M. do limiar nociceptivo em gramas. Os dados
foram analisados utilizando Two-way ANOVA, seguido do pds-teste de comparagdes multiplas
Bonferroni; *** indica significAncia estatistica (p< 0,001) com relacdo ao grupo naive e ###
comparado ao grupo DPO. N=6 a 5 animais por grupo.

Nota: MB: medida basal; DPO: dor pés-operatéria; (g) gramas.

5.4 INVESTIGACAO DA PARTICIPACAO DA AKT NO LIMIAR NOCICEPTIVO DE
CAMUNDONGOS COM DOR POS-OPERATORIA

Apos verificarmos o envolvimento da PI3K na DPO, os animais receberam
administracdo intratecal do inibidor da AKT A6730 com o objetivo de investigar seu
envolvimento.

Apés a administracdo i.t A6730 na concentracdo de 1 pug os animais apresentaram
aumento do limiar nociceptivo. Este aumento do limiar nociceptivo foi observado nos
seguintes tempos avaliados 12, 32 e 52 hora, comparado ao grupo DPO (F4,24=8.665,
p<0,001). J& na administracdo de A6730 com a menor dose 0,1 pg foi observado um
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aumento do limiar nociceptivo iniciando na 12 hora ap6s sua administragdo perdurando

até a 72 hora de avaliacdo comparado ao grupo DPO (p<0,001) (Grafico 4).

Grafico 4 - Avaliacdo do limiar nociceptivo mecéanico apés administracdo do AS6730

inibidor da AKT em animais submetidos a DPO

081 & DPO = NAIVE + NAIVE+AB730 (1 pg/ 5 pl)
+ DPO+AS6730 (1 ug/5 ul) & DPO+AS6730 (0,1 ug/5 pl)
— 0.6
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Fonte: Autora (2024).
Legenda: A seta vermelha indica o 14° dia apés a indugdo da DPO, onde foi realizado a administragdo do

A6730 intratecal. Os dados representam a média + E.P.M. do limiar nociceptivo em gramas. Os
dados foram analisados utilizando ANOVA Two-way, seguido do pOs-teste de comparacdes
multiplas Bonferroni; *** indica significaAncia estatistica (p< 0,001) com rela¢@o ao grupo naive ou
### comparado ao grupo DPO. N=6 a 5 animais por grupo.

Nota: MB: medida basal; DPO: dor pds-operatéria; (g) gramas.

5.5 INVESTIGAGAO DA PARTICIPACAO DE mTOR NO LIMIAR NOCICEPTIVO DE
CAMUNDONGOS COM DOR POS-OPERATORIA

A participacdo de mTOR foi investigada no 14° dia apés a DPO (Grafico 5). O
grupo DPO que recebeu administracao i.t do inibidor mTOR rapamicina na dose de 1 ug
apresentou aumento do limiar nociceptivo nos seguintes tempos avaliado 12 hora
(F4,24=6.147, p<0,001), 32 hora (p<0,01) e 52 hora (p<0,001) comparado ao grupo DPO.
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Ja a administragdo da rapamicina na dose de 0,1 pg promoveu aumento do limiar

nociceptivo nos seguintes momentos avaliados 12 hora (p<0,01) e 32 hora (p<0,01).

Grafico 5 - Avaliacao do limiar nociceptivo mecéanico apos administracdo da rapamicina

inibidor de mMTOR em animais submetidos a DPO
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Fonte: Autora (2024).

Legenda: A seta vermelha indica o 14° dia de DPO, onde foi realizado a administracio da rapamicina. Os
dados representam a média = E.P.M. do limiar nociceptivo em gramas. Os dados foram
analisados utilizando ANOVA Two-way, seguido do poés-teste de comparagBes multiplas
Bonferroni; ***, ### indica significancia estatistica (p< 0,001) com relacdo ao grupo naive ou DPO.
N=6 a 5 animais por grupo.

Nota: MB: medida basal; DPO: dor pds-operatéria; (g) gramas.

5.6 INVESTIGACAO DA EXPRESSAO DOS RECEPTORES TRPV1 NA DOR POS-
OPERATORIA

Visto que os receptores TRPV1 possuem um importante papel na nocicepcgao, nés
investigamos sua participacdo a nivel medular, em camundongos submetidos a DPO.
Ademais foi verificado se os niveis da expressao do TRPV1, estariam aumentados na

regiao medular lombar ap6s a DPO.
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De acordo com o Gréfico 6 observa-se que a expressao dos receptores TRPV1
apos a DPO analisados pela técnica de Western blot aumentou no 14° dia de DPO

comparado ao grupo naive (p <0,05).

Gréfico 6 - Andlise da expressao dos receptores TRPV1 no segmento lombar da medula
espinhal no 14° dia de DPO

NAIVE DPO

B-actina - a— -~ 95KD

180+

TRPV1 -actina(% do controle)

Fonte: Autora (2024).

Legenda: Os dados sao expressos como a média + E.P.M. da expressao relativa de TRPV1 pela 3-actina
como porcentagem da expressao do grupo naive. Os dados foram analisados utilizando o teste
T ndo pareado. N=4 animais por grupo. DPO: dor pés-operatéria; TRPV1: receptor de potencial
transiente vanildide 1; KD:kilodaltons.

5.7 AVALIACAO DA EXPRESSAO DA VIA PI3K/AKT/mTOR NO 14° DIA DE DOR
POS-OPERATORIA

Foi investigado os niveis da expressao proteica da via PI3K/AKT/mTOR no
segmento medular lombar de animais com DPO pela técnica de Western Blot.

Observa-se no Gréfico 7 que ndo houve aumento da expressao de PI3k e Akt dos
sitios de fosforilacéo investigado PI3Kp110v e AKT (Thr 308) apos a DPO comparado ao
grupo naive (p>0,005). No entanto, observa-se que a mTOR aumentou seus niveis de
expressao proteica no 14° dia ap6s a DPO no segmento lombar (p<0,005). O sitio de

fosforilacdo investigado na mTOR foi Ser 2481.
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Gréfico 7 - A, B e C Analise dos niveis da expressdo da PI3K/AKT/mTOR na medula

espinhal apés a DPO
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Fonte: Autora (2024).

Legenda: Andlise da expressdo das proteinas: A) PI3K; B) AKT e C) mTOR na medula espinhal no
segmento lombar no 14° dia. Foi utilizado Teste t student ndo pareado; ** P<0,05 indica
significancia estatistica em relagdo ao grupo naive; (grupo PI3k n=3; mTOR n=3), (grupo AKT
n=4). DPO: dor pés-operatéria.
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5.8 INVESTIGACAO DO BLOQUEIO DO TRPV1 SOB OS NIVEIS DE EXPRESSAO
PROTEICA DE mTOR APOS DOR POS-OPERATORIA

Identificamos o0 envolvimento da mTOR molecularmente e no teste
comportamental apdés a administracdo da rapamicina seu inibidor. Nesta etapa
subsequente investigamos se a administracdo do blogueador do TRPV1 administrado i.t
influencia nos niveis de expresséao proteica de p-mTOR (Ser 2481).

De acordo com os dados apresentados abaixo no grafico 8 ndo foi observado
mudanca na expressdo de mTOR apds o blogueio do TRPV1 pelo SB-366791 na
concentragéo de 28.774 ug / 5ul.

Grafico 8 - Analise dos niveis de expressao proteica de mTOR apds bloqueio dos

receptores TRPV1
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Fonte: Autora (2024).

Legenda: Analise da expressao de mTOR nos segmentos lombares da medula espinal no 14° dia apés a
DPO. A coleta da medula foi realizada 3 horas apds a administragdo do bloqueador do TRPV1.0s
dados sd@o expressos como a média + E.P.M. da expressao relativa de p-mTOR /mTOR total
como porcentagem da expressao do grupo naive. Os dados foram analisados utilizando o teste t
student ndo pareado. N=4 animais por grupo. DPO: dor p6s-operatéria; SB-366791 (bloqueador
do TRPV1); KD:kilodaltons
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6 DISCUSSAO

A via PISK/AKT/mTOR, bem como os receptores TRPV1, parecem estar
envolvidos na fisiopatologia da DPO induzida por IRPM, uma vez que o bloqueio dos
receptores TRPV1 assim como a inibi¢do da via PI3BK/AKT/mTOR no 14° dia aumentou
o limiar nociceptivo dos animais, promovendo um efeito antialodinico. O presente estudo
utilizou o modelo de IRPM (Flatters, 2008) para o estudo da DPO em ratos, porém com
algumas modificagbes para camundongo descrita por Elisei et al. (2020).

A cirurgia de IRPM foi realizada com o objetivo de padronizar e verificar o pico da
nocicepcao. O sinal de alodinia iniciou vinte e quatro horas apés a IRPM e perdurou até
0 vigésimo primeiro dia de avaliacdo nociceptiva. Estes dados corroboram com os dados
encontrados na literatura onde o modelo de IRPM foi capaz de reduzir o limiar nociceptivo
dos camundongos (Elisei et al., 2020; Ying et al., 2014). No entanto, no estudo de YANG
et al., 2019 a alodinia mecéanica persistiu até o décimo quarto dia, essa diferenca pode
ser justificada devido as diferencas de tracdo do retrator utilizado para IRPM.

Assim como o presente estudo, evidéncias cientificas tém demonstrado que a
inibicdo da via PI3K/AKT/mTOR por seus respectivos inibidores administrados
sistemicamente (Izumi et al., 2015) a nivel medular (Guo et al., 2017; Liu; Lv; Ren, 2018;
Xu et al., 2020) tanto quanto a nivel supra espinhal (Kondo; Saegusa; Tanabe, 2018;
Zhang et al., 2019) aumenta o limiar nociceptivo de modelos animais com dor ciatica
induzida pelo tecido uterino (Liu et al., 2019), dor do cancer 6sseo (Zhang et al., 2019).
dor neuropatica (Guo et al., 2017; Kondo; Saegusa; Tanabe, 2018) e inflamatéria (Xu et
al., 2020). O presente estudo também sugere o envolvimento desta via na fisiopatologia
da DPO no 14° dia visto que, a administracao intratecal dos inibidores PISK/AKT/mTOR
promoveu uma resposta comportamental antialodinica.

Embora a via PIBK/AKT/mTOR esteja envolvida no processo de nocicepgdo em
varios modelos de dor, existe uma lacuna na literatura demonstrando como esta via &
ativada na DPO. Nossa hipotese é que os receptores TRPV1 aumenta a expresséao desta
via, e consequentemente sua atividade, uma vez que estes receptores exercem um
importante papel na nocicepgédo. Primeiramente investigamos farmacologicamente a

contribuicdo dos receptores TRPVL1 localizados na regido da medula espinhal, apos a
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administracdo i.t do bloqueador dos receptores TRPV1. Uma hora ap6s a administracédo
do blogueador os animais apresentaram aumento do limiar nociceptivo que perdurou até
a 32 hora na concentracdo 2.8774 ug, e até a 72 hora na concentracdo de 28.774 ug.
Semelhante aos nossos resultados, outros estudos também demonstraram a participacao
do TRPV1 em modelo experimental de incisdo plantar através da administracdo i.p do
bloqueador do TRPV1l e uso de animais knockout para TRPV1 aliviando a
hipersensibilidade térmica (Izumi et al., 2015).

Com o objetivo de fortalecer estes achados, nés avaliamos se no 14° dia de DPO
ocorre mudanca nos niveis de expressao de proteinas dos receptores TRPV1. Utilizando
a técnica de Western blot ndés identificamos aumento nos niveis da expressao de
proteinas no grupo DPO comparado ao grupo naive. Esse aumento nos niveis da
expressdo TRPV1 ndo ocorre a nivel periférico, pelo menos nos dias iniciais que sucede
a DPO (IZUMI et al., 2015; Pogatzki-Zahn et al., 2005). Porém mesmo nao havendo
aumento nos niveis de expressao perifericamente, eles contribuem ao desenvolvimento
da alodinia mecanica e hipersensibilidade térmica. Os autores demonstraram que 0S
animais knockout para TRPV1 nédo desenvolvia comportamento de hipersensibilidade
térmica. A sensibilidade desses receptores pode ser aprimorada durante da DPO, onde
varios mediadores séo liberados como NGF, PGE2, ATP, que aos se ligarem nos seus
sitios especificos, promovem ativacao de proteinas intracelulares que podem fosforilar
sitios especificos do TRPV1, reduzindo seu limiar de ativagdo nos neurénios (Cui et al.,
2016; Palazzo et al., 2010).

A ativacao do TRPV1, seja por calor nocivo ou por seus ligantes enddégenos resulta
no influxo de calcio nas células. O célcio desempenha um importante papel na regulacéo
de inumeros funcbes, dentre elas a ativacdo de enzimas dependentes de calcio. A
contribuicdo dos receptores TRPV1 localizados nos neurbnios de primeira ordem na
nocicepcao é bem conhecido, no entanto nos investigamos se a ativacdo do TRPV1
localizados na medula espinhal pode resultar na ativacao da via de sinalizacao envolvida
na transducéo de proteinas PI3BK/AKT/mTOR.

Alguns estudos ja demonstraram que a via PI3K/AKT/MTOR é regulada
positivamente em modelos de dor nociceptiva e neuropatica (Guo et al., 2017; Kondo;

Saegusa; Tanabe, 2018) e inflamatéria (Xu et al., 2020). Inclusive a relagédo do receptor
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TRPV1 com a PISK/AKT foi demonstrado em um estudo de lesé&o cerebral induzida pelo
frio no SNC (Liu et al., 2017). Entretanto na DPO a relacdo do TRPV1 com a via de
traducdo das proteinas ainda ndo foi demonstrada. A principio utilizamos a técnica de
Western blot para analisar se os niveis de fosforilagdo destas proteinas foram supra
regulados no 14° dia de DPO. A medula espinhal dos animais foi coletada para
investigacdo dos seguintes sitios de fosforilagdo PI13K p110y, p-AKT1 (Thr 308) e p-mTOR
(Ser 2481). De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, houve aumento da
expressao p-mTOR (Ser 2481) mas ndo da PI3K p110v e p-AKT1 (Thr 308). Embora os
niveis da expressao PI3K p110vY e p-AKT1 (Thr 308) ndo foram supra regulados na DPO,
nés nao podemos descartar a possibilidade do seu envolvimento, uma vez que
farmacologicamente a administracdo de seus inibidores resultou em aumento do limiar
nociceptivo. Talvez outros sitios de fosforilacdo estejam envolvidos, mas ndo os PI3K
pl110v e p-AKT1 (Thr 308). Estudos prévios da literatura demonstram que a ativagao de
MTOR é dependente da PI3K no GRD (Duan et al., 2018) e CDME de animais com dor
neuropatica induzido oxaliplatin e constricdo crénica do nervo ciatico (CCl) (Guo et al.,
2017) e dor inflamatéria provocada pela administracao de carragenina (Xu et al., 2011).
Assim como a PI3K, a AKT localizada no CDME de camundongos com DPO induzido por
incisdo plantar também medeia a ativacdo de mTOR. A administracdo do inibidor de AKT
MK2206 intratecal reduz a expressdo de mTOR e consequentemente alivia a alodia
mecanica (Xu et al., 2020).

A mTOR é uma proteina que esta envolvida no processo de traducéo de proteinas
uma vez ativada mTOR fosforila proteinas downstream envolvidas na traducdo dos
RNAmM. Izumi et al. (2015) demonstrou em seu estudo com ratos com incisdo plantar,
gue houve um aumento da p-mTOR em neurdnios nociceptivos sensiveis ao calor que
expressam TRPV1. O aumento do transportador vesicular de glutamato (VGLUT20) que
facilita a liberacdo do glutamato no CDME foi associado ao aumento da atividade mTOR.
O aumento da p-mTOR também foi encontrada na regido do CDME e foi colocalizada
com astrocitos em ratos com dor inflamatéria (Xu et al., 2011) e microglia em
camundongos com incisao plantar (Xu et al., 2020).

No presente estudo observamos um aumento da expressao da p-mTOR no CDME

em animais com DPO com relag&o ao grupo naive, que corroboram com estudos prévios



62

da literatura. Como etapa subsequente deste projeto nés hipotetizamos que o bloqueio
dos receptores TRPV1 poderia reduzir a atividade da proteina mTOR a traducéo de
proteinas pr6 inflamatoria. Entretanto o bloqueio dos receptores TRPV1 pela
administracéo i.t de SB-366791 néo influenciou a nos niveis de expressdo de mTOR.
Embora nossa hipotese ndo tenha sido confirmada, ndo podemos descartar o
envolvimento dos receptores TRPV1 contribuindo para ativagéo da via. Por se tratar de
um estudo in vivo outros receptores podem estar sendo ativados, e promovendo o influxo
de célcio, e consequentemente isso mascara a contribuicdo do TRPV1 na ativacao de
MTOR. Prova disso, identificamos que a ativacéo dos receptores NMDA pelo glutamato
em animais com dor do cancer 6sseo, promove influxo de calcio que pode ativar a via
PISK/AKT/mTOR (Lutz et al., 2015). Uma vez ativada a mTOR ir& fosforilar S6k1/2 e 4E-
BP1 promovendo a traducdo de proteinas pro-inflamatéria que contribuem para
sensibilizacdo central. Vale ressaltar que a mMTOR é ativada ndo sé pelas enzimas
PISK/AKT, mas por diversas outras proteinas a upstream como a proteina quinase
ativada por mitégeno (MAPK), proteina ribossomal s6 quinase beta-1 (s6kl1), Ikka,
quinase 1 de ligacdo a tank (TBK1) entre outras, que pode fosforilar diretamente a mTOR.
O complexo de proteinas ao redor da mTOR como a Raptor e a mLST8 quando ativadas
por ERK1/2, INK, PKA também pode promover ativacdo da mTOR (Melick; Jewell, 2020).
Diante da complexidade dos mecanismos envolvidos in vivo, nds sugerimos que
estudos futuros com cultura de célula estabelecam melhor a relagcdo do TRPV1 com a

MTOR na medula espinhal.
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7 CONCLUSAO
Diante do exposto, nés sugerimos o envolvimento da via PI3BK/AKT/mTOR e

TRPV1 na fisiopatologia da DPO, porém a ativacao da via PIBK/AKT/mTOR pelo receptor
TRPV1 né&o foi observada
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