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RESUMO

POTENCIALIZACAO DA SI’N[RROME DOLOROSA INDUZIDA POR
PACLITAXEL PELA INIBICAO DA ENZIMA CONVERSORA DE
ANGIOTENSINA E O ENVOLVIMENTO DAS CININAS

AUTORA: Indiara Brusco
ORIENTADORA: Sara Marchesan de Oliveira

O paclitaxel é um agente quimioterapico amplamente utilizado no tratamento de
tumores solidos. No entanto ele causa efeitos adversos que limitam a sua utilizag&o,
como a sindrome de dor aguda e a neuropatia sensorial periférica. Essas alteragdes
sensoriais levam a reducdo da dose ou a interrupgdo da quimioterapia comprometendo a
qualidade de vida dos pacientes. Entre 0s mecanismos envolvidos na dor neuropética
estd a ativacdo dos receptores de cininas. A ativacdo desses receptores desencadeia
nocicepc¢ao e resposta inflamatoria. Além disso, a sinalizacao desses receptores pode ser
potencializada por inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA), os quais
inibem a degradacdo das cininas. Embora estudos demonstrem o envolvimento das
cininas na neuropatia induzida por paclitaxel, ndo ha estudos sobre seu papel no estado
doloroso agudo induzido por esse quimioterapico. Além disso, ndo se conhece a relagédo
entre os receptores de cininas e a hipersensibilidade dolorosa aguda e cronica causada
por paclitaxel durante a inibicdo da ECA. Desta forma, avaliou-se o papel dos
receptores de cininas e o efeito da inibicdo da ECA na sindrome dolorosa aguda e
neuropatica associada ao paclitaxel. Para inducdo do estado doloroso agudo e crénico 0s
camundongos receberam administrages Unicas ou repetidas de paclitaxel,
respectivamente. O papel dos receptores de cininas foi investigado com o uso de
antagonistas desses receptores. Para investigar o efeito da inibi¢cdo da ECA na sindrome
dolorosa induzida por paclitaxel os animais receberam uma baixa dose de paclitaxel
plus Enalapril (inibidor da ECA). A hiperalgesia mecanica foi avaliada por meio dos
filamentos de von Frey e a nocicepcdo espontanea pelo tempo de lambida de pata
induzida por agonistas dos receptores B: (bradicinina) e B (des-Arg®-bradicinina). Foi
avaliada ainda a expressdo do receptor B1 e B2 no nervo ciatico, assim como, 0s niveis
de peptideos relacionados a bradicinina e a atividade da ECA no tecido plantar, soro e
nervo ciatico dos animais. Observamos que a administracdo aguda e crbnica de
paclitaxel causou hiperalgesia mecanica e comportamento nociceptivo espontaneo que
foi reduzido pelos antagonistas do receptor B:1 (DALBK e SSR240612) e do receptor B:
(Hoel40 e FR173657). Além disso, o inibidor da ECA potencializou a hiperalgesia
mecanica induzida por uma baixa dose de paclitaxel. Do mesmo modo a injecdo de
paclitaxel inibiu a atividade da ECA no nervo ciatico e no tecido plantar, aumentou a
expressdo do receptor B1 e Bz no nervo ciatico, bem como, aumentou os niveis de
peptideos relacionados a bradicinina no tecido plantar. Em conjunto, nossos resultados
suportam o envolvimento dos receptores de cininas na hipersensibilidade dolorosa
aguda e neuropatica induzida por paclitaxel e sugerem o potencial terapéutico dos
antagonistas dos receptores de cininas para o tratamento desta sindrome. Uma vez que,
a hipertensdo é co-morbidade mais comum que afeta pacientes com cancer, o seu
tratamento com inibidores da ECA em pacientes submetidos ao quimioterapico
paclitaxel deve ser revisto, ja que poderia potencializar a sindrome dolorosa induzida
por ele.

Palavras-chave: Quimioterapia. Bradicinina. Neuropatia. Hiperalgesia Mecanica.
Nocicepcao Espontanea.



ABSTRAT

POTENTIATION OF PACLITAXEL-INDUCED PAIN SYNDROME BY
ANGIOTENSIN I-CONVERTING ENZYME INHIBITION AND
INVOLVEMENT OF KININS

AUTHORA: INDIARA BRUSCO
ADVISORA: SARA MARCHESAN DE OLIVEIRA

Paclitaxel is a chemotherapeutic agent widely used in the treatment of solid tumors.
However, it causes adverse effects that limit their use, such as acute pain syndrome and
peripheral sensory neuropathy. These sensory changes lead to dose reduction or
discontinuation of therapy compromising the quality of life of patients. Among the
mechanisms involved in neuropathic pain is activation of kinin receptors. The activation
these receptors trigger nociceptive and inflammatory responses. Moreover, the signaling
these receptors can be enhanced by angiotensin I-converting enzyme (ACE) inhibitors
which inhibit the degradation of kinins. Although studies have shown the involvement
of kinins on paclitaxel-induced neuropathy, there are no studies on its role in acute
painful syndrome caused by this chemotherapy. Furthermore, it is not known the
relationship between the kinin receptors and the acute or chronic hypersensitivity
caused by paclitaxel during ACE inhibition. Thus, we evaluated the role of kinin
receptors and the effect of the ACE inhibition on acute and neuropathic pain syndrome
associated with paclitaxel. For induction of acute and chronic painful syndrome mice
received single or repeated administration of paclitaxel, respectively. The role of kinin
receptors was investigated using antagonists of these receptors. In order to investigate
the effect of the ACE inhibition on paclitaxel-induced painful syndrome the animals
received a low dose of paclitaxel plus enalapril (ACE inhibitor). Mechanical
hyperalgesia was assessed using the von Frey filaments and the spontaneous
nociception by time of paw licking induced by Bi (Bradykinin) and B2 (des-Arg°-
bradykinin) receptors agonists. It was also evaluated the expression of the By and B>
receptors in the sciatic nerve, the bradykinin-related peptides levels and ACE activity in
plant tissue, serum and sciatic nerves of animals. We observed that paclitaxel caused
mechanical hyperalgesia and spontaneous nociceptive behaviour that was reduced by
antagonists of kinin receptors B: (DALBK and SSR240612) and B> (Hoel40 and
FR173657). Moreover, the ACE inhibitor enhanced the mechanical hyperalgesia
induced by a low dose of paclitaxel. Likewise, paclitaxel injection inhibited ACE
activity in the sciatic nerve and in the plantar tissue, increased expression of B; and B>
receptors in the sciatic nerve and increased bradykinin-related peptides levels in the
plantar tissue. Together, our data support the involvement of kinin receptors in the acute
or chronic pain hypersensitivity paclitaxel-induced and suggest Kkinin receptor
antagonists to treat this painful syndrome. Because hypertension is the most frequent
co-morbidity affecting cancer patients, treatment of hypertension with ACE inhibitors in
patients undergoing paclitaxel chemotherapy should be reviewed, since ACE inhibitors
could enhance the paclitaxel-induced pain syndrome.

Key words: Chemotherapy. Bradykinin. Neuropathy. Mechanical Hyperalgesia.
Spontaneous Nociception.
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1 INTRODUCAO

O paclitaxel (Taxol®) é um agente quimioterapico amplamente utilizado para
tratar a proliferacdo de células cancerosas de varios tipos de tumores solidos
(GUASTALLA; DIERAS, 2003; GORNSTEIN; SCHWARZ, 2014). No entanto, o seu
uso esta associado a uma sindrome de dor aguda, que se desenvolve nos primeiros dias
de tratamento, e afeta grande proporcéo de pacientes, causando morbidade (LOPRINZI
et al., 2007; REEVES et al., 2012; RIGO et al., 2013; ROWINSKY et al., 1993). Além
disso, o paclitaxel provoca neuropatia sensorial periférica, caracterizada por dor
espontanea, hiperalgesia mecanica, dorméncia e formigamento das extremidades distais,
comprometendo a qualidade de vida dos pacientes (FOROSYTH et al., 1997; OCHI-
ISHI et al., 2014; RIGO et al., 2013; ROWINSKY et al., 1993; SISIGNANO et al.,
2014).

Os sintomas sensoriais durante o tratamento com paclitaxel podem afetar
negativamente o tratamento antineoplasico, uma vez que, geralmente levam a uma
reducdo da dose ou a interrup¢do do tratamento com o quimioterapico (DOUGHERTY
et al., 2004; POLOMANO et al., 2001). Apesar da investigacdo de diversas terapias
para a prevencdo e/ou tratamento da dor aguda e neuropética, até 0 momento ndo ha
terapias comprovadas para estas situacdes (LOPRINZI et al., 2011; PACHMAN et al.,
2011). Desta forma, modelos animais estdo sendo desenvolvidos para elucidar os
mecanismos envolvidos na sindrome dolorosa induzida por paclitaxel (COSTA et al.,
2011; POLOMANO et al., 2001; RIGO et al., 2013).

Tem sido mostrado o envolvimento de receptores de cininas na dor aguda e
neuropatica induzida por diferentes modelos (FERREIRA et al., 2005, 2008; GABRA,;
SIROIS, 2002; LAI et al., 2006; QUINTAO et al., 2008; WERNER et al., 2007) e por
quimioterapicos (BUJALSKA et al., 2008; BUJALSKA, MAKULSKA-NOWAK,
2009; COSTA et al., 2011). Embora estudos demonstrem o envolvimento das cininas na
neuropatia induzida por paclitaxel (COSTA et al., 2011), ndo ha estudos sobre seu
papel na dor aguda induzida por este quimioterapico.

As cininas sdo potentes peptideos algogénicos enddgenos que atuam atraves da
ativacdo dos receptores B1 e B> (CALIXTO et al., 2000; HIRATE et al, 2006). Os
receptores B> medeiam & maioria dos efeitos fisioldgicos das cininas na nocicepgao e na
resposta inflamatoéria e sdo expressos de um modo constitutivo em todos os tecidos
periféricos e centrais. Este receptor exibe uma elevada afinidade para a bradicinina (BK)
e calidina (FERREIRA et al.,, 2002; MOREAU et al., 2005). Por outro lado, 0s

receptores B: sdo0 normalmente ausentes ou sub-expressos e sdo regulados
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positivamente durante algum processo inflamatorio e apo6s lesdo tecidual; eles sdo
ativados pelos metabdlitos das cininas des-Arg®-Bk (DABK) e Lys-des-Arg®-Bk
(CALIXTO et al.,, 2004; FOX et al.,, 2003). A ativacdo dos receptores B; e B>
desencadeia nocicepcdo espontanea (dor independente de estimulo), hiperalgesia
(aumento da resposta a um estimulo que normalmente é doloroso) e alodinia (dor
devido a um estimulo que normalmente ndo provoca dor) (LOESER; TREEDE, 2008)
em humanos e em modelos de animais experimentais (CALIXTO et al., 2001; DRAY;
PERKINS, 1997; FERREIRA et al., 2002).

A bradicinina pode ser clivada em metabdlitos inativos pela a¢do da enzima
conversora de angiotensina (ECA) (CASSIM et al., 2002; ERDOS et al., 2010). Estudos
prévios demonstraram que inibidores da ECA potencializam a sinaliza¢do do receptor
B1 e By para cininas (ERDOS et al., 2010). Além disso, uma das co-morbidades mais
comuns que afeta pacientes com cancer € a hipertensdo, que atinge aproximadamente
34% desses pacientes e € amplamente tratada com inibidores da ECA. Uma vez que, 0
paclitaxel provoca uma sindrome dolorosa caracterizada por dores agudas e neuropatia
sensorial periférica e inibidores da ECA impedem a degradacdo das cininas o efeito da
inibicdo da ECA poderia potencializar o estado doloroso induzido por paclitaxel
(MANCIA et al., 2013; REYES-GIBBY et al., 2009).

Assim, é importante elucidar os mecanismos envolvidos na sindrome dolorosa
aguda e neuropatica crénica induzida por paclitaxel, bem como investigar se o uso de
inibidores da ECA combinado a esse quimioterapico pode potencializar esta sindrome
dolorosa. Desta forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar o envolvimento dos
receptores B1 e B> para cininas e o efeito da inibicdo da ECA na hipersensibilidade
dolorosa aguda e crénica induzida por paclitaxel, assim como apontar o potencial dos

antagonistas dos receptores B1 e B> para cininas no tratamento desta sindrome dolorosa.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar o envolvimento dos receptores B: e B2 para cininas e o efeito da
inibicdo da ECA na hipersensibilidade dolorosa aguda e cronica induzida por paclitaxel

em camundongos, bem como, apontar uma alternativa terapéutica para trata-la.

2.2 Obijetivos Especificos

2.2.1 Avaliar o desenvolvimento da hiperalgesia mecénica induzida pela

administracdo aguda (Unica) ou cronica (repetida) de paclitaxel;

2.2.2 Investigar o papel dos receptores B; e B para cininas na

hipersensibilidade dolorosa aguda e crénica induzida por paclitaxel.

2.2.3 Avaliar o efeito da inibicdo da ECA na hipersensibilidade dolorosa aguda

e cronica induzida por paclitaxel.

2.2.4 Apontar o potencial terapéutico dos antagonistas dos receptores B: e B>
para cininas no tratamento da sindrome dolorosa aguda e cronica associada ao

paclitaxel.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 DOR E NOCICEPCAO

A dor é uma experiéncia individual subjetiva que envolve a percepcdo de um
estimulo aversivo. E composta de dimensbes sensoriais, afetivas e cognitivas
(NAVRATILOVA; PORRECA, 2014). Sua origem e seu duplo papel como uma funcao
fisioldgica fundamental e por outro lado, como uma doenca debilitante tem fascinado os
cientistas durante séculos (KUNER, 2010). O termo dor é classicamente definido pela
Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (“IASP”-International Association for
the Study of Pain) como “uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel,
associada a uma lesdo tecidual real ou potencial, ou descrita em termos de tal lesdo”. Ja
a nocicepc¢do é um termo fisiolégico que se refere ao componente sensorial da dor e
compreende 0s processos neurais de codificacdo e processamento dos estimulos nocivos
(LOESER; TREEDE, 2008; NAVRATILOVA et al., 2010).

A capacidade de detectar estimulos nocivos € essencial para a sobrevivéncia e
bem-estar de um organismo (WOOLF, 2010). Desta forma, a dor € um recurso
fundamentalmente desagradavel de protecdo, uma vez que sua aversao, ou seja, sua
dimensao afetiva promove a retirada de estimulos prejudiciais aos tecidos e inibe acdes
que poderiam prejudicar ainda mais as areas lesadas (NAVRATILOVA; PORRECA,
2014). Porém, mesmo que a dor normalmente funcione como uma resposta de alerta e
de carater adaptativo, ela pode se tornar um sintoma debilitante (WOOLF, 2010). Essa
condicdo surge quando a dor que ocorre ap6s uma lesdo aguda persiste além do
processo natural de cura e se estende além de sua utilidade de protecdo
(NAVRATILOVA; PORRECA, 2014). Neste caso, a dor ¢ mal adaptada e acredita-se
resultar do funcionamento anormal do sistema nervoso e por iSso apresenta uma
caracteristica patoldgica (GRACE et al.,, 2014). Desta forma, ela pode levar a
implicagbes em diversos niveis como psicolégico e emocional, social, fisiologico e
também econémico (KING; FRASER, 2013; NAVRATILOVA; PORRECA, 2014).

Comumente a dor ¢ definida como aguda ou crbnica. A dor aguda refere-se a
dor de inicio recente e de duracdo provavelmente limitada que geralmente tem uma
relacdo temporal e causal identificavel (READY; EDWARDS, 1992; RUSSO; BROSE,
1998). Apresenta funcdo bioldgica de preservacdo da integridade e da defesa, sendo
consequéncia de uma lesdo ou iminéncia de leséo tecidual (JULIUS; BASBAUM,

2001). Ja a dor cronica geralmente persiste além do tempo de cura de uma lesdo ou
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quando a plasticidade neuronal que ocorre durante a doenga mantém a dor mesmo apos
a resolucdo da lesdo. Frequentemente, a dor crénica pode ndo ter causa claramente
identificavel (ASHBURN; STAATS, 1999; MACINTYRE, 2010; READY;
REDWARDS, 1992; RUSSO; BROSE, 1998). Além disso, é um dos principais fatores
que levam a incapacidade e intensa reducdo da qualidade de vida dos pacientes
(JULIUS; BASBAUM 2001). Ainda, a dor crdnica pode estar associada com prejuizos
afetivos e cognitivos, tais como ansiedade, depressdo, anedonia e déficits de
aprendizagem (NAVRATILOVA; PORRECA, 2014).

A nivel de sistema nervoso periférico e central, varios mecanismos moleculares
e celulares operam isoladamente ou em combinagdo para produzir diferentes formas de
dor, as quais podem ser nociceptiva, inflamatoria ou neuropéatica (SCHOLZ; WOOLF
2002). A dor nociceptiva esta associada a protecdo fisiolégica do organismo em
circunstancias que podem causar dano potencial aos tecidos (WOOLF, 2010). Este tipo
de dor ocorre em resposta a estimulos nocivos e continua apenas na presenca mantida
deles. E a dor que nos alerta a estimulos como uma picada de agulha ou quando
tocamos algo muito quente ou muito frio (TORRES et al., 2006). A perda da capacidade
em detectar estimulos nociceptivos, como em doencas hereditarias associadas a
insensibilidade congénita a dor (COX et al., 2006; INDO, 2001), leva a lesdes repetidas
e auto mutilacdo, o que demonstra a funcdo altamente adaptavel e importante deste tipo
de dor (COSTIGAN et al., 2009).

Para que ocorra o processamento dos estimulos nociceptivos, sejam eles
mecanicos, térmicos ou quimicos é necessaria a ativacdo de nociceptores que sao
terminacfes nervosas livres de neur6nios nociceptivos capazes de traduzir e codificar
estimulos nocivos e de transmitir estas informacGes até estruturas supra-espinhais
envolvidas na percepcdo da dor (WOOLF; MA, 2007; WOOLF, 2010). O corpo celular
dos neurdnios nociceptivos esta localizado em diferentes ganglios, como o ganglio da
raiz dorsal que se dirige para o corpo (tronco e membros), o ganglio nodoso até as
visceras e 0 ganglio do trigémio que se dirige para a face (cabeca, cavidade oral e
pescoco) (MANTYH et al., 2006; BASBAUM et al., 2009). A partir de cada ganglio da
raiz dorsal origina-se um axdnio que se divide em dois troncos, sendo que um deles se
dirige para os tecidos periféricos e o outro para a medula espinhal no caso dos nervos
espinhais ou para o tronco encefalico no caso dos nervos cranianos (DEVOR, 1999).

Baseado em critérios anatdmicos e funcionais, diferentes tipos de fibras sdo
capazes de conduzir estimulos sensoriais (BASBAUM et al., 2009). Essas fibras

aferentes sensoriais sdo as fibras AP, fibras Ad e fibras C. As fibras AP sdo fibras
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mielinizadas, de grande didmetro, apresentam velocidade de condugdo muito répida,
respondem a estimulos de baixo limiar (ndo-nocivos) e estdo envolvidas na
propriocepcdo. Apesar de estas fibras serem especializadas na deteccdo de estimulos
inbcuos como o tato, elas também sdo capazes de transmitir impulsos nervosos
nociceptivos, por exemplo, apds uma alteracdo nervosa causada por agentes
quimioterapicos. Por outro lado, corpos celulares de médio didmetro incluem as fibras
Ad as quais sdo levemente mielinizadas e com velocidade de conducédo rapida. Ja as
fibras C sdo fibras ndo mielinizadas, de pequeno diametro e possuem velocidade de
conducdo lenta do estimulo doloroso. Tanto as fibras Ad quanto as fibras C estdo
envolvidas na nocicepgdo mecénica, térmica ou quimica, bem como, na neuropatia
induzida por quimioterapicos (BASBAUM et al 2009; GRACE et al., 2014; JULIUS;
BASBAUM, 2001; MANTHY, 2006).

Desta forma, sendo 0s nociceptores terminacGes periféricas de axonios
oriundos de neurdnios sensoriais nociceptivos, cujos corpos celulares estdo no ganglio
da raiz dorsal (DUBIN; PATAPOUTIAN, 2010), eles atuam como neurdnios de
primeira ordem que conduzem estimulos dolorosos a partir da periferia até o sistema
nervoso central (MANTHY, 2006; GRACE et al., 2014). Primeiramente, ap6s 0s
nociceptores serem ativados, a informacdo sensorial é transmitida, via potenciais de
acao, da periferia até o corno dorsal da medula espinhal, principalmente para as laminas
I, 11 e IV. Quando o potencial de acdo alcanca terminagfes pré-sinapticas na medula
espinhal, ocorre a abertura de canais de célcio sensiveis a voltagem com conseqliente
influxo de célcio e liberacdo de neurotransmissores excitatorios, principalmente
substancia P e glutamato na medula espinhal. Estes neurotransmissores ativam
neurdnios nociceptivos de segunda ordem gue transmitem as informag6es nociceptivas
até centros superiores. Esta informacdo pode ascender por duas vias nociceptivas até o
cortex somatossensorial, insular e cingulado onde as diferentes dimensdes da dor serdo
processadas. Uma das vias pelas quais a percepcao do estimulo doloroso pode ascender
¢ através do trato espinotalamico em direcdo ao tdlamo, com consequente
direcionamento da informacgdo, por neurdnios de terceira ordem, para 0 cortex
somatosensorial (via espinotalamica), o qual fornece informacdes sobre a localizacao e
a intensidade do estimulo doloroso. Apds esse processo é normal que ocorra uma
resposta reflexa de retirada do membro afetado ao estimulo nocivo, através da ativagdo
de um neurdnio motor reflexo (BASBAUM et al., 2009; GRACE et al., 2014;
OSSIPQV et al., 2010). A outra via pela qual a percepcéo do estimulo doloroso pode

ascender é através de projecGes do nucleo parabraquial e amigdala as quais convergem
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para o0 cortex insular e cortex cingulado (via espinoparabraquial amigdaloide), o qual é
capaz de atribuir o componente afetivo emocional a experiéncia dolorosa (BASBAUM
et al., 2009; OSSIPOV et al., 2010).

A segunda forma de dor, denominada dor inflamatoria, é também adaptativa e
tem funcdo de proteger o organismo. No entanto, a sensibilidade sensorial é aumentada
apos o dano tecidual de maneira a auxiliar a recuperacdo da lesdo. Para exercer essa
funcdo o sistema nervoso sensorial sofre uma profunda mudanca na sua capacidade de
resposta. Além de ocorrer dor espontanea, estimulos que normalmente eram indcuos
passam a produzir dor (alodinia) e respostas a estimulos que ja eram nocivos passam a
ser exageradas e prolongadas (hiperalgesia) (COSTIGAN et al., 2009; LOESER;
TREEDE, 2008; WOOLF, 2010). A dor inflamatdria € causada pela ativacdo do sistema
imune e por lesdo ou infeccdo tecidual. Mediadores inflamatérios podem ativar
diretamente os nociceptores evocando dor ou podem agir em conjunto para produzir
uma sensibilizagdo do sistema nervoso somatossensorial. Esta forma de dor € de fato
uma das caracteristicas principais da inflamacdo (WOOLF, 2010) e normalmente
desaparece ap0s a resolucdo da lesdo tecidual inicial. No entanto, em doencas cronicas
tais como artrite reumatdide a dor persiste durante tanto tempo quanto a inflamacéo é
ativa (MICHAUD et al., 2007).

Finalmente, ha a dor neuropatica que é relativamente comum, ndo protetora e
mal-adaptativa (WOOLF, 2010). Esta dor patolégica ndo é um sintoma de alguma
doenca, mas sim um estado de doenca do sistema nervoso periférico ou central. Surge
como uma consequéncia direta de uma lesdo ou doengca que afeta o sistema
somatossensorial alterando sua estrutura e funcdo (WOOLF, 2010; GRACE et al.,
2014). Ela é caracterizada por sintomas como hipersensibilidade mecénica ou térmica,
alodinia, parestesias e sensacdo de queimacdo principalmente nas extremidades
(BLACKBURN-MUNRO, 2004). E a forma de dor que pode resultar de traumas
mecanicos, doencas metabdlicas como o diabetes, produtos quimicos neurotdxicos,
infeccdo, acidente vascular cerebral, esclerose mdultipla, bem como, é o sintoma
sensorial associado ao proprio cancer ou ao tratamento quimioterapico, entre outros
(CONSTIGAN et al., 2009).

A dor associada ao cancer, por exemplo, pode estar presente em qualquer
momento durante o curso da doenca e sua frequéncia e intensidade tende a aumentar
com o avango dos estagios da doenca (MANTHY, 2006). A dor € um sintoma
encontrado entre 30% e 60% dos pacientes com cancer, sendo que as neuropatias

periféricas representam uma das suas principais causas. Além disso, a condigdo
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dolorosa é um grande problema que dificulta a recuperacéo e reabilitacdo dos pacientes
oncologicos (BROWN et al., 2014).

Desta forma, a elucidacdo dos mecanismos relacionados a dor é fundamental
para 0 desenvolvimento de tratamentos que visam especificamente as causas
subjacentes e ndo apenas os sintomas (SCHOLZ; WOOLF 2002). Devido o aumento da
expectativa de vida dos pacientes com cancer, novas terapias baseadas em mecanismos
precisam ser desenvolvidas para reduzir a dor e a neuropatia sensorial relacionada ao
cancer. Assim, 0s pacientes oncoldgicos sob tratamento com quimioterapicos poderiam
ter uma vida mais produtiva, satisfatéria e com melhor qualidade (MANTHY, 2006;
ZHU et al., 2015).

3.2 DOR ASSOCIADA AO PACLITAXEL

Dados da Organizagdo Mundial da Saude no “World Cancer Report 20147,
demonstram que o cancer € uma das principais causas de morte no mundo e que sua
incidéncia estd aumentando assustadoramente. O relatério prevé ainda que 0s casos
mundiais de cancer vdo aumentar de 14 milhdes em 2012 para 19 milhdes em 2025 e
para 24 milhGes em 2035 (STEWART; WILD, 2014; ZHU et al., 2015). Embora a taxa
de sobrevida dos pacientes venha sendo melhorada devido aos avangos do tratamento
oncolégico, os pacientes sofrem os efeitos da doenca, sendo que a dor é o sintoma mais
comum deles (ZHU et al., 2015).

Além da dor relacionada ao proprio tumor ou suas metastases, a etiologia da
dor oncoldgica pode estar relacionada aos métodos de diagnéstico ou, ainda, a terapia
antineoplasica (MANTYH et al., 2006). A terapia antineoplasica € responsavel por
sintomas dolorosos em aproximadamente 15-25% dos pacientes que recebem
quimioterapia, radioterapia ou procedimento cirdrgico (HIGGINSON, 1997). Além
disso, a incidéncia de neuropatia periférica induzida por quimioterapia ocorre em 30-
70% dos pacientes que recebem algum tipo de tratamento quimioterapico
(QUASTHOFF; HARTUNG, 2002; MANTYH, 2006). O tratamento oncolégico € um
dos fatores mais importantes para a sobrevivéncia e qualidade de vida dos pacientes, no
entanto seus efeitos secundarios como dor e neurotoxicidade limitam a sua utilizagéo
(QUASTHOFF; HARTUNG, 2002; TAY; HO, 2009). Infelizmente, a gravidade da dor
do cancer muitas vezes € subestimada e apesar da atual disponibilidade de farmacos
analgésicos eficazes para o tratamento de diversas condi¢des dolorosas o0 manejo clinico
da dor do céancer continua a ser insatisfatorio (WORKING GROUP NIENTEMALE
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DEI et al.,, 2016). Desta forma, é necessario o desenvolvimento de novas terapias
capazes de amenizar os sintomas dolorosos em pacientes oncologicos (ZHU et al.,
2015).

O paclitaxel (Taxol ®), originalmente isolado da Taxus brevifolia € uma droga
antineoplasica amplamente utilizada para tratar a proliferacdo de células cancerosas de
varios tipos de tumores solidos, incluindo cancer de mama, ovério, pulmao, cabeca e
pescoco (GORNSTEIN; SCHWARZ, 2014; GUASTALLA; DIERAS, 2003). Ele atua
como um agente de ligacdo de microtubulos, estruturas compostas e polimerizadas por
heterodimeros de a e B tubulina, que desempenham papéis fundamentais em processos
celulares vitais, como a segregacdo cromossdmica e o transporte intracelular (BAAS;
AHMAD, 2013; CONDE; CACERES, 2009). Sabe-se que o paclitaxel interage com um
sitio especifico na B-tubulina de microtdbulos no interior do citoplasma, resultando em
polimerizagdo e estabilizagdo dos mesmos, formando assim feixes anormais. Como
consequéncia acaba reprimindo a instabilidade dindmica dos microttbulos resultando na
perturbacao da divisdo celular (De BRABANDER et al., 1981; SNYDER et al., 2001).

A instabilidade dindmica dos microtibulos durante a mitose € essencial porque
a dindmica de polimerizagdo do fuso mitético realiza o alinhamento correto e a
segregacdo de cromossomos para as células filhas. A perda de instabilidade dindmica
causada pela estabilizacdo dos microtibulos pelo paclitaxel leva a interrupcdo da mitose
celular na fase G2/M e, consequentemente, a morte celular das células cancerosas por
apoptose (JORDAN; WILSON, 2004).

Além de estarem envolvidos na polimerizagdo do fuso mitético, os
microtUbulos sdo também essenciais para o neurénio maduro pés-mitético. Apresentam
funcBGes importantes para a manutencdo da morfologia neuronal altamente alongada,
transporte axonal e pelo rapido movimento de carga entre o corpo celular e o axénio
distal (CARLSON; OCEAN, 2011). Desta forma, apesar de ndo estarem dividindo as
células, os neurbnios sdo igualmente susceptiveis ao paclitaxel e isto provoca
complicagdes graves para a sua utilizacgdo como um agente terapéutico (PARK et al.,
2011). Ha evidéncias de que o paclitaxel atua diretamente sobre o axdnio e induz a
interrupgdo do transporte axonal. Devido o seu mecanismo de agdo nas células em
divisdo, foi presumido que a estabilizagdo dos microtibulos contribui para este efeito
neurotoxico (GORNSTEIN; SCHWARZ, 2014).

Desta maneira, embora esse mecanismo resulte no efeito desejado sobre o
tumor, ele pode tornar o paclitaxel toxico para o tecido normal (DOUGHERTY et al.,
2004; TOFTHAGEN et al., 2011). Pacientes submetidos a quimioterapia desenvolvem
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uma neurotoxicidade que normalmente se caracteriza por uma neuropatia sensorial
periférica. Esta € um comum efeito colateral primario e queixa principal dos pacientes
com cancer em tratamento quimioterapico, podendo persistir por anos ap6s o tratamento
(VELASCO; BRUNA, 2010; WU et al., 2014).

Embora estratégias venham sendo propostas para superar a resisténcia do
paclitaxel sobre a barreira hematoencefalica, ele ainda possui uma baixa capacidade em
atravessa-la (ZHAO et al., 2015) e assim acaba alterando majoritariamente o sistema
nervoso periférico e por isso conduz a uma neuropatia axonal predominantemente
sensorial (PARK et al., 2011). Tem sido demonstrado que essa neuropatia surge devido
aos efeitos deletérios do paclitaxel sobre a morfologia do nervo ciético, tais como a
perda de fibras nervosas além da degeneracédo do axdnio (BENBOW et al., 2016).

A neuropatia sensorial periférica  se manifesta nos pacientes
predominantemente como hipersensibilidade a estimulos frios e mecénicos e dor
espontanea (DOUGHERTY et al., 2004; TOFTHAGEN et al., 2011). Os sintomas
sensoriais incluem dorméncia, formigamento e dor em queimacao que iniciam de forma
simétrica nas extremidades distais, méos e pés, devido a um processo de degeneracdo de
axonios sensoriais distais (POLOMANO et al., 2001; ROWINSKY et al., 1993).

Além disso, o0 uso do paclitaxel estd associado a uma sindrome de dores agudas
referidas como “artralgias e mialgias induzidas por paclitaxel”. Estas dores acometem
até 58% dos pacientes e geralmente se desenvolvem dentro de 1-3 dias (LOPRINZI et
al., 2007, 2011), ou até mesmo 3 horas apds a infusdo de paclitaxel (MOULDER et al.,
2010). O fato dos sintomas dolorosos surgirem nos primeiros dias de tratamento se
correlaciona com estudos realizados em animais que mostraram lesdo no nervo 24 horas
apos a administracdo de paclitaxel (LOPRINZI et al., 2007). Além disso, esta dor aguda
pode estar diretamente relacionada com a gravidade da dor neuropética (dor que surge
como consequéncia direta de uma lesdo ou doenca que afeta o sistema
somatossensorial) (RIGO et al., 2013).

O inicio dos sintomas sensoriais durante o tratamento com paclitaxel
geralmente conduz a uma reducdo da dose ou a interrupcdo da terapia, afetando
negativamente os resultados do tratamento contra o cancer (DOUGHERTY et al., 2004;
POLOMANO et al., 2001). A neuropatia pode persistir por meses ou anos (TANABE et
al., 2013), e até 30% dos pacientes apresentam sintomas graves com altas doses de
paclitaxel (CARLSON; OCEAN, 2011) tendo, a longo prazo, um impacto negativo
sobre a qualidade de vida (OCHI-ISHI, 2014).
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Outro efeito colateral do uso do paclitaxel é a mielossupressdo, a qual pode ser
neutralizada pelo fator estimulante de colbnias de granuldcitos (ROWINSKY et al.,
1993). Por outro lado, apesar de muitas terapias terem sido investigadas para a
prevencdo e/ou tratamento da dor aguda e neuropética, até 0 momento, nenhuma droga
eficaz estd disponivel clinicamente para prevenir ou minimizar o efeito de
neurotoxicidade (LOPRINZI et al., 2011; PACHMAN et al., 2011). Além disso, 0
diagnostico correto deste estado doloroso geralmente é negligenciado e 0s mecanismos
da neuropatia periférica induzida por paclitaxel permanecem desconhecidos (HALDER
etal., 2013; OCHI-ISHI et al., 2014; TRUINI et al., 2013).

Desta forma, a identificacdo de novas terapias como adjuntos aos
quimioterapicos para minimizar os efeitos colaterais indesejados causados por ele séo
urgentemente necessarias (JANES et al., 2014). Sabe-se que, para tratar a neuropatia
periférica induzida por paclitaxel deve-se primeiro entender como esse mecanismo
funciona através de modelos animais experimentais (WU et al., 2014). Assim, modelos
animais de dor aguda e neuropéatica induzida por paclitaxel usando ratos ou
camundongos foram desenvolvidos para elucidar os mecanismos envolvidos nestas
dores (CATA et al., 2006; COSTA et al., 2011; POLOMANO et al., 2001; RIGO et al.,
2013; TATSUSHIMA et al., 2011; XIAO et al., 2008).

Diversos mecanismos pelos quais o paclitaxel causa neuropatia tém sido
sugeridos, entre eles, estdio o comprometimento de axdnios de fibras sensoriais,
especialmente as fibras mielinizadas AP as quais sdo as fibras preferencialmente
lesionadas (DOUGHERTY et al., 2004). Os receptores TRPV4 (Receptor de potencial
transitério do tipo vanildide 4) e TRPAL1 (Receptor de potencial transitério do tipo
anquirina 1) (MATERAZZI et al., 2012) também parecem estar envolvidos na dor
neuropéatica causada por quimioterdpicos, bem como a ocorréncia da plasticidade
sinaptica na medula espinal (CHEN et al., 2014). Ainda, a sinalizacdo via TLR4
(Receptor do tipo Toll 4), MAP quinase (Proteina-quinase ativada por mitégeno), NFkB
(fator nuclear kappa B) (LI, Y. et al., 2015) e a up-regulagéo da CX3CL1 (quimiocina-
fractalkine) via NFkB (LI, D. et al., 2015) também foram relatadas. O paclitaxel
tambem parece promover vacuolizagdo mitocondrial em axénios dos nervos periféricos
(JAGGI; SINGH, 2012) e a liberacdo de substancia P na medula espinhal (CHIBA et
al., 2016).

Diversos estudos tem mostrado o envolvimento das cininas na dor aguda e
neuropatica induzida por diferentes modelos (FERREIRA et al., 2005, 2008; GABRA,;
SIROIS, 2002; LAI et al., 2006; QUINTAO et al., 2008; WERNER et al., 2007) e por
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guimioterapicos (BUJALSKA et al., 2008; BUJALSKA; MAKULSKA-NOWAK,
2009). Também tem sido demonstrado o envolvimento de receptores de cininas na
neuropatia induzida por paclitaxel (COSTA et al., 2011), no entanto ndo ha estudos
sobre seu papel na dor aguda induzida por este quimioterapico. Os receptores B; e B>
das cininas podem ser modulados de diferentes maneiras, inclusive pela inibicdo da
ECA, a qual é capaz de promover a degradacao da bradicinina. Uma vez inibida, a ECA
ndo sera capaz de degradar a bradicinina em metabolitos inativos. A bradicinina é um
importante agonista do receptor B> para cininas e também € utilizada como substrato
para formar agonistas do receptor B; (ERDOS et al., 2010).

Além de a ECA degradar a bradicinina ela exerce outras fungdes no organismo,
tais como a conversdo da angiotensina | em angiotensina Il, um importante
vasoconstritor. Os efeitos cardioprotetores dos inibidores da ECA véao além da
regulagdo dos efeitos vasoconstritores da angiotensina Il, envolvendo ainda a
potencializagio da sinalizagéo via receptores B1 e B2 para cininas (MARIN-CASTANO,
et al., 2002; ERDOS et al., 2010). E sabido que os inibidores da ECA sdo farmacos
amplamente utilizados para o tratamento da hipertensdo (MANCIA et al., 2013), a qual
é a co-morbidade mais comum que afeta pacientes com cancer, especialmente cancer de
mama, podendo afetar aproximadamente 34% destes pacientes. Uma vez que inibidores
da ECA impedem a degradacdo das cininas e o paclitaxel causa uma sindrome dolorosa
aguda e cronica o efeito da inibicdio da ECA em pacientes submetidos a esse
quimioterdpico poderia potencializar a hipersensibilidade dolorosa induzida pelo
paclitaxel (REYES-GIBBY et al., 2009).

3.3 SISTEMA CALICREINA-CININAS

Os componentes do sistema calicreina-cininas tém sido investigados desde
1909 quando os cirurgides franceses Abelous e Bardier observaram que a injecao
intravenosa de uma fragdo da urina humana causava efeito hipotensor (ABELOUS;
BARDIER, 1909; NEGRAES et al., 2015). Em 1928, os pesquisadores alemaes Frey e
Kraut atribuiram este efeito a presenca de uma substancia, que chamaram de calicreina
(do grego kallikreas, termo para o pancreas), uma vez que o principio hipotensor era
similar ao encontrado no péancreas (FREY; KRAUT, 1928; YAROVAYA;
NESHKOVA, 2015). Entre a década de 40 e 60 houve a identificagdo da Bk e da
calidina (WERLE et al., 1961), da cininase |1 (ERDOS, 1961), da cininase Il (YANG;
ERDOS, 1967) e dos cininogénios (HABERMANN, 1963). E entre a década de 70 e 80
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os receptores para cininas foram caracterizados (REGOLI; BARABE, 1980;
YAROVAYA; NESHKOVA, 2015).

O sistema calicreinas-cininas é formado por interagdes complexas entre seus
varios componentes, as enzimas teciduais e plasmaticas envolvidas na sintese das
cininas (calicreinas), os precursores das cininas (cininogénios), as enzimas que
degradam as cininas (cininases), as proprias cininas e 0s seus receptores (B: e B>)
(MARCEAU; REGOLI, 2004; BARRETT et al., 2014) (Figura 1).

Os cininogénios sdo glicoproteinas de baixo (66 KDa) ou alto peso molecular
(120 KDa) que apresentam em sua estrutura uma porcdo N-terminal (cadeia pesada) e
uma porcdo C-terminal (cadeia leve) ligadas por uma ponte dissulfeto, além de uma
porcdo de cininas intercalando estes polipeptideos terminais (CASSIN et al., 2002;
KAPLAN et al., 2002). Os cininogénios possuem seis dominios, incluindo a sequéncia
de aminoécidos da bradicinina, que lhes confere propriedades distintas e especificas
como inibicdo de cisteino proteases ou sitios de ligacdo a macromoléculas (CASSIM et
al., 2002; KASHUBA et al., 2013; MOREAU et al., 2005).

Os cininogénios sdo sintetizados primeiramente em hepatdcitos, liberados na
circulagdo e distribuidos por varios tecidos do organismo. Eles constituem o substrato
para formacdo das cininas pela acdo de um grupo de proteases chamadas de
cininogenases, dentre as quais a calicreina tecidual e a plasmatica sdo as mais potentes
(BARRETT et al., 2014; CALIXTO et al., 2000). As calicreinas diferem em relacdo ao
seu peso molecular, ponto isoelétrico, especificidade para substratos, caracteristicas
imunoldgicas, tipo de cinina liberada, gene codificador e seqiéncia de aminoécidos
(BHOOLA et al., 1992; CASSIM et al., 2002; 2009; KLAPHAN et al., 2002;
MARCEAU; REGOLI 2004; UENO; OH-ISHI, 2003). A producao das cininas pode ser
controlada por inibidores enddgenos de calicreinas, como por exemplo, a al-antitripsina
no caso da calicreina tecidual, e a a2-macroglobulina e o inibidor esterase C1 para a
calicreina plasmatica (CASSIM et al., 2009).

A calicreina plasmatica € uma serina protease sintetizada e secretada
predominantemente pelo figado como uma proteina inativa, um zimogénio, chamada de
pré-calicreina plasmatica. Além do figado a pré-calicreina plasmatica pode ser
encontrada em diversos tecidos como rim, placenta, cérebro, células endoteliais,
leucdcitos, fibroblastos, entre outros (CASSIM et al., 2002). A pré-calicreina pode ser
ativada em situagdes patoldgicas (principalmente pela ativacdo do fator XII ou via de
contato) ou em situacOes fisioldgicas (independente do fator XII) (KAPLAN et al.,

2002; KASHUBA et al., 2013). Essa via pode iniciar por dois mecanismos, sendo que, 0
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primeiro € dependente da auto-ativacdo do fator XII em fator Xlla por meio de uma
alteracdo conformacional. Assim, além de iniciar a via intrinseca da cascata de
coagulacao e fibrinolitica, o fator Xlla medeia a clivagem proteolitica e a ativacdo da
pré-clicreina em calicreina o que inicia a producdo de cininas. O segundo mecanismo
pode ocorrer independentemente do fator XII, por exemplo, as proteinas
policarboxilpeptidase e de choque térmico 90 (HSP90) podem ser ativadoras da pré-
calicreina em calicreina (HARRIS et al., 2000; JOSEPH et al., 2002; MOREAU et al.,
2005; YAROVAYA; NESHKOVA, 2015). Em ambas as circunstancias o resultado ¢ a
hidrolise, mediada pela calicreina plasmatica, dos residuos arginina®®-serina®® e
lisina®*®-arginina®! do cininogénio de alto peso molecular resultando em um peptideo
de nove aminoécidos, a bradicinina (Arg* — Pro? — Pro® — Gly* — Phe® — Ser® — Pro’ —
Phe-Arg®) (MOREAU et al., 2005; MORI et al., 1981).

As calicreinas teciduais sdo serinas proteases secretadas por diversos 6rgaos e
células como pancreas, rim, baco, neutrdfilos, pituitéria, placenta, glandulas sudoriparas
e sebaceas, sistema nervoso central, e nervos periféricos (YAROVAYA; NESHKOVA,
2015; YOUSEF et al., 2003). Assim como a calicreina plasmatica, a calicreina tecidual
se forma a partir de uma pré-calicreina, porém age preferencialmente sobre o
cininogénio de baixo peso molecular formando o decapeptideo calidina (Lys!-
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bradicinina) por hidrolisar os residuos amino-terminais metil®”-lisina®®° e carboxi-

389_serina3®

terminais arginina . Quando se trata de roedores, tanto a calicreina
plasméatica como a tecidual formam preferencialmente bradicinina (CAMPBELL,
2003). Além disso, a calidina pode ser convertida em bradicinina através da clivagem
do residuo de lisina N-terminal por aminopeptidases plasmaticas (GUIMARAES et al.,
1973). A bradicinina, juntamente com a calidina e os dois metabolitos, des-Arg®-
bradicinina e a des-Arg'°-calidina, constituem as quatro cininas biologicamente ativas
(MARCEAU; REGOLLI, 2004).

Depois de formadas, as cininas se difundem através dos capilares ou vasos
linfaticos dos tecidos e sdo rapidamente inativadas por um conjunto de peptidases
chamadas cininases, entre elas as principais sdo as cininases do grupo | e do grupo Il
(MOREAU et al., 2005). As cininases | sdo representadas pela enzima carboxipeptidase
M (membrana) que age preferencialmente em peptideos contendo residuos de arginina
na por¢do C-terminal e carboxipeptidase N (plasma) que age preferencialmente em
peptideos contendo lisina na por¢do C-terminal. Desta forma, elas sdo capazes de

remover os aminoacidos terminais das moléculas da bradicinina e da calidina, formando
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os metabodlitos ativos des-Arg®-bradicinina e des-Arg'%-calidina, respectivamente
(CASSIM et al., 2002).

A enzima carboxipeptidase M pode ser encontrada ancorada na membrana ou
solivel e assim amplamente distribuida pelo figado, rins, vasos sanguineos, intestino,
cérebro e nervos periféricos (ZHANG et al., 2013). Ela pode regular de forma alostérica
o receptor B; para cininas, aumentando sua afinidade pela des-Arg®-bradicinina. Além
disso, a carboxipeptidase M pode formar um complexo com o receptor B», se expressa
préxima a ele, e assim facilitar a ativacao do receptor B2 pelo seu agonista, a bradicinina
(ZHANG et al., 2011; 2013).

As cininases Il séo representadas pela enzima conversora de angiotensina
(ECA) e pela endopeptidase neutra. A endopeptidase neutra (neprilisina ou
encefalinase) € uma metaloprotease capaz de clivar o dipeptideo C-terminal da
bradicinina de maneira semelhante & ECA, podendo agir ainda em outros peptideos
(KASHUBA et al., 2013). A ECA ¢é primeiramente sintetizada como uma proteina
ligada @ membrana que é posteriormente liberada na circulacdo (COSTEROUSSE et al.,
1992). E uma enzima responsavel por clivar o dipeptideo Phe®-Arg® da porcdo C-
terminal da bradicinina, transformando-a em um metabdlito inativo, sendo que, a des-
Phe8-Arg® bradicinina formada pode ser novamente degradada pela ECA, liberando o
dipeptideo Ser®-Pro’(CASSIM, et al., 2002; ERDOS et al., 2010).

A ECA faz a ligacdo entre o sistema renina angiotensina e o sistema calicreina
cininas. Esta enzima € capaz de atuar na conversdao do horménio angiotensina | no
potente vasoconstritor angotensina 1l e também é capaz de inativar o peptideo
vasodilatador bradicinina, regulando desta forma a pressdo arterial (MARIN-
CASTANO, et al., 2002; NEGRAES et al., 2015). Por isso, inibidores da ECA s&o
comumente utilizados para o tratamento da hipertensdo (MANCIA et al., 2013) sendo
uma das classes de farmacos mais bem sucedidas para o tratamento de alteragdes
cardiovasculares e renais (MARCEU; REGOLI, 2004). Eles podem ainda agir como
agonistas alostéricos diretos do receptor Bi para cininas, facilitando a ligagdo dos
agonistas desse receptor, as des-Arg-cininas (ERDOS et al., 2010; IGNJATOVIC et al.,
2002). Os inibidores da ECA também atuam como potencializadores alostéricos
indiretos da atividade das cininas no receptor B> através de interacdes com a ECA na
superficie celular, onde ambos estdo co-localizados (CHEN et al., 2006; ERDOS et al.,
2010).

Além de aumentar a sinalizacdo dos receptores B:1 e B2, 0s inibidores da ECA

sdo capazes de promover um aumento dos niveis de bradicinina que serve como
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substrato para a enzima cininase I, resultando na geracdo do agonista do receptor By,
des-Arg®-bradicinina (ERDOS et al., 2010). Outras cininases como a aminopeptidase P,
as cininases A e B e a prolilcarboxipeptidase também podem hidrolizar, e
consequentemente inativar as cininas (CASSIM et al., 2002; ERDOS; SKIDGEL,
1997).
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Figura 1 — A auto ativacio do fator XII em fator Xlla medeia a ativa¢do da pré-clicreina em
calicreina o que inicia a producédo de cininas. Os cininogénios constituem o substrato para formagdo das
cininas pela agcdo de cininogenases, dentre as quais a calicreina tecidual e a plasmética sdo as mais
potentes. A calicreina plasmética age sobre o cininogénio de alto peso molecular formando a bradicinina.
Ja a calicreina tecidual age sobre o cininogénio de baixo peso molecular formando a calidina. As cininas
podem ser inativadas por peptidases chamadas cininases. As cininases Il (enzima conversora de
angiotensina-ECA) transformam a bradicinina em um metabdlito inativo. No entanto, as cininases |
removem aminodcidos terminais da bradicinina e da calidina formando os metabdlitos ativos des-Arg®-
bradicinina e des-Arg'’-calidina. A bradicinina e a calidina exercem seus efeitos pela ativagdo dos
receptores B para cininas, ao passo que seus metabélitos des-Arg, ativam receptores B; para cininas.

As cininas exercem a maior parte dos seus efeitos bioldgicos através da
ativacdo de dois tipos de receptores acoplados a proteina G, denominados de receptores
B1 e B2 (LEEB-LUNDBERG et al., 2005). Esses receptores apresentam sete dominios
transmembrana, com uma por¢do N-terminal extracelular e outra por¢do C-terminal
intracelular. A ativacdo destes receptores desencadeia a estimulacdo de diferentes
sistemas de segundos mensageiros, conforme o tipo celular e a proteina G envolvida
(MOREAU et al., 2005).

Os receptores de cininas se acoplam a proteina Ggq e Gi, para estimular
aumentos de Ca? intracelular e a producio de fatores de relaxamento derivados do

endotélio, incluindo o éxido nitrico, que por sua vez aumenta a permeabilidade vascular
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e a vasodilatacdo (LEEB-LUNDBERG et al., 2005). Na maioria das vezes a ativacdo
desses receptores envolve a via da fosfolipase C, com consequente formacéo de inositol
3-fosfato e diacilglicerol e a ativacdo da proteina quinase C (LEEB-LUNDBERG et al.,
2005; SHARMA; AL-SHERIF, 2006). Ao serem estimulados podem ainda ativar canais
de potéssio sensiveis ao calcio, a adenilato ciclase, a fosfolipase A2, a dxido nitrico
sintase e varias proteinas quinases (BHOOLA et al.,, 1992; BLAUKAT, 2003;
FERREIRA et al., 2008). Os sinais mediados pelo receptor B, sdo geralmente mais
transitdrios, enquanto que a estimulacéo de receptores B; causa respostas prolongadas
(BLAUKAT et al., 2003).

O receptor B> é expresso de um modo constitutivo mediando agdes fisioldgicas
das cininas na nocicepcdo e na resposta inflamatéria. Ja foi identificado no sistema
gastrointestinal, cardiovascular, respiratério, genitourinario, bem como no sistema
nervoso central e periféerico (MOREAU et al., 2005). Este receptor exibe uma elevada
afinidade para a bradicinina (Bk) e calidina (FERREIRA et al., 2002). Por outro lado, 0
receptor B1 é normalmente ausente ou sub-expresso em condicdes fisiologicas, porém
pode ser regulado positivamente durante processos inflamatorios ou lesdo tecidual. Ele
exibe uma elevada afinidade para os metabolitos das cininas des-Arg®-BK (DABK) e
Lys-des-Arg®-BK, (CALIXTO et al., 2004; EHRENFELD et al., 2011; LEEB-
LUNDBERG et al., 2005). A sua expressdo pode ocorrer predominantemente em
neurdnios de pequeno e médio diametro e de fibras C peptidérgicas e ndo peptidérgicas
(MA et al., 2000, 2001). O receptor B: pode ainda ser expresso em regides néo-
neuronais como células do sistema imune (macréfagos, fibroblastos, neutrofilos) e em
células endoteliais (EHRENFELD et al., 2006; SCHAEFFER et al., 2001).

O receptor B1 encontra-se no reticulo endoplasmatico, onde ocorre a formagéo
de homo-oligbmeros, que parece ser necessaria para sua translocacdo e expressdo
funcional na membrana (SANDEM; LEEB-LUNDBERG, 2013). Sugere-se também
outro mecanismo para sua regulacdo. Esse mecanismo se daria pela interacdo do
receptor B; com a enzima carboxipeptidase M, regulando assim a sua sinalizagéo via Bk
e calidina, sem a necessidade de clivagem. Desta forma, a Bk causaria alteracdes
conformacionais na carboxipeptidase M levando a sinalizagéo intracelular via receptor
B1 (ZHANG et al. 2011). A expressdo do gene do receptor B1 pode ainda ser regulada
por citocinas, via proteina MAP quinase e via fatores de transcrigdo, tais como o NF-kB
( MOREAU, et al., 2005).

Agindo sobre os receptores B: e Bz, as cininas medeiam processos fisiologicos

e patoldgicos. Fisiologicamente, sua acdo sobre as celulas endoteliais levam aos
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sintomas classicos da inflamacdo, da resposta vascular e de dor a lesdo tecidual
(MARCEAU; REGOLLI, 2004; LEEB-LUNDBERG et al., 2005). Estudos em animais
demonstram que a injecdo intraplantar de agonistas dos receptores B e B para cininas
potencializa a nocicep¢do espontanea em animais neuropaticos a qual é bloqueada por
antagonistas destes receptores (WERNER et al., 2007). Além disso, neurdnios aferentes
ndo mielinizados também expressam receptores para cininas, o que explica a capacidade
deste peptideo em produzir dor e ativar respostas reflexas pelo sistema nervoso
autbnomo (MARCEAU; REGOLLI, 2004). Desta forma, alem de seu papel fisiologico
evidéncias demonstram o envolvimento das cininas em condi¢es dolorosas agudas
(FERREIRA et al., 2008; SILVA, et al., 2014), e cronicas tais como neuropatias (LAI
et al., 2006; QUINTAO et al., 2008; WERNER et al., 2007) assim como na dor
neuropatica induzida por quimioterapicos (BUJALSKA et al., 2008; COSTA et al.,
2011). Seus efeitos podem ser diretos ou associados com a estimulacdo de mediadores
secundarios incluindo prostanoides, taquicininas, citocinas, produtos derivados de
mastocitos, além do oOxido nitrico (CALIXTO et al., 2000; MARCEAU;
BACHVAROQV, 1998).

Portanto, antagonistas dos receptores das cininas, por interagir com o0s
receptores B1 e Bz, podem ser moléculas alvo para o tratamento de condicgdes
patofisioldgicas como hipertensdo, doencas das vias aéreas, cancer, diabetes, doencas
inflamatdrias, asma, alergia, edema cerebral, e sepse. Conclusfes mais claras precisam
ser definidas sobre a aplicabilidade clinica desses antagonistas nessas condicfes
(SHARMA,; AL SHERIF, 2006). No entanto, estudos tém mostrado que o antagonista
do receptor By, Icatibant (Hoe 140), € clinicamente eficaz para o tratamento de
angioedema hereditario sendo bem tolerado pelos pacientes sem provocar efeitos
adversos graves (BAS, 2012). Assim, o potencial de antagonistas de receptores para
cininas como novos agentes analgésicos que ndo resultem em tolerdncia ou
dependéncia, ou outros efeitos adversos tem atraido grande interesse para estudos
clinicos (MARCEAU; REGOLI, 2004).
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4 MANUSCRITO CIENTIFICO

A metodologia, os resultados e a discussdo inseridos nesta dissertacdo
apresentam-se sob a forma de manuscrito cientifico. O manuscrito esta disposto na

mesma forma a qual foi submetido a revista cientifica Scientific Reports.
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Abstract

Paclitaxel is a chemotherapeutic agent used to treat solid tumours. However, it causes
an acute and neuropathic pain syndrome that limits its use. Among the mechanisms
involved in neuropathic pain caused by paclitaxel is activation of Kkinin receptors.
Angiotensin I-converting enzyme (ACE) inhibitors can enhance kinin receptor
signalling. The goal of this study was to evaluate the role of kinins and the effect of the
ACE inhibition on paclitaxel-associate acute (P-APS) and chronic neuropathic pain
syndromes (CIPN) in mice. Herein, we show that paclitaxel caused mechanical
hyperalgesia and spontaneous nociceptive behaviour that was reduced by antagonists of
Kinin receptors B:1 (DALBk and SSR240612) and B, (Hoel40 and FR173657).
Moreover, enalapril (an ACE inhibitor), enhanced the mechanical hyperalgesia induced
by a low dose of paclitaxel. Likewise, paclitaxel injection inhibited ACE activity and
increased expression of By and B> receptors and bradykinin-related peptides levels in
peripheral tissue. Together, our data support the involvement of kinin receptors in the
hypersensitivity to pain induced by paclitaxel and suggest kinin receptor antagonists to
treat this syndrome. Because hypertension is the most frequent co-morbidity affecting
cancer patients, treatment of hypertension with ACE inhibitors in patients undergoing
paclitaxel chemotherapy should be reviewed, since this could enhance the paclitaxel-
induced pain syndrome.

Key words: Bradykinin, chemotherapy, mechanical hyperalgesia, neuropathy,

nociceptive behaviour.
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INTRODUCTION

Paclitaxel (Taxol®) is an antineoplastic drug widely used alone or with other
drugs in the treatment of many types of solid tumours, including breast, ovarian, lung,
and head and neck cancers’. However, the use of paclitaxel is limited by its adverse
effects. A prevalent adverse effect produced by paclitaxel is a painful syndrome, which
affects a large proportion of patients (up to 70%) causing morbidity, impairing physical
function, and compromising life quality 2.

Paclitaxel-induced pain includes pain that occurs some hours after paclitaxel
treatment (paclitaxel-associated acute pain syndrome, P-APS) and pain that persists for
weeks to years after cessation of treatment (chemotherapy-induced chronic peripheral
neuropathy-CIPN)*>4%6, Although many therapies have been investigated for the
prevention and/or treatment of both P-APS and CIPN, there is no proven therapy that is
widely accepted®®. Moreover, the mechanisms related to the induction and maintenance
of paclitaxel-induced pain syndromes is not fully understood. Thus, animal models of
acute and neuropathic paclitaxel-induced pain have been developed to elucidate the
mechanisms involved, as well as to indicate efficacious treatments for these painful
states’®,

Hypertension is the most common comorbidity and a risk factor for peripheral
neuropathy affecting patients with cancer®. Such patients frequently use angiotensin
converting enzyme (ACE) inhibitors, which have been associated with breast cancer
recurrence’®!!, Notably, the use of ACE inhibitors increased the risk to patients for
developing acute and neuropathic pain'?!3. Such an effect of ACE inhibitors is related
to the increase in the peptide bradykinin and its metabolites, which act at both kinin By
and B2 receptors that have pro-nociceptive action**. Accordingly, it has been
demonstrated that kinin receptor antagonism or gene deletion reduced chronic
neuropathic pain in animal models, including that induced by chemotherapeutic
drugs®®17 Although evidence has shown the involvement of kinins on paclitaxel-
induced neuropathy, there are no studies on its role in acute painful condition caused by
this chemotherapy. In light of these findings, the aim of this study was to assess the
participation of kinins and angiotensin converting enzyme in models of paclitaxel-

induced chronic (CIPN) and acute (P-APS) pain syndromes in mice.
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RESULTS

Mechanical hyperalgesia induced by paclitaxel

Acute or chronic paclitaxel administration (1 mg/kg, i.p.), but not vehicle,
produced a significant decrease in the PWT in response to mechanical stimuli of von
Frey filaments, featuring mechanical hyperalgesia. P-APS was demonstrated when
mechanical hyperalgesia was observed at 12 and 24 h (86 + 18% and 91 + 10% of
threshold reduction, respectively) after acute administration (Figure 1A). CIPN was
demonstrated when repeated injection of paclitaxel induced hyperalgesia at 21 days (91
+ 12% threshold reduction compared to vehicle) and 28 days (92 + 6% threshold
reduction compared to vehicle) after the beginning of the treatment (Figure 1B). Thus,
we selected 1 day and 21 days after the beginning of the paclitaxel administration to

characterise the role of kinins in the P-APS and CIPN models.

Effect of B1 or Bz receptor antagonists on paclitaxel-induced mechanical
hyperalgesia

We next assessed the effect of peptide and non-peptide B: and B> receptors
antagonists in P-APS and CIPN (Figure 2 and Figure 3). Treatment with B; (DALBK;
150 nmol/kg, i.p.) or B> (Hoel40; 100 nmol/kg, i.p.) peptide receptor antagonists
reversed the mechanical hyperalgesia induced by acute paclitaxel administration
observed from 0.5 up to 1 h or from 0.5 up to 2 h after drug administrations,
respectively. Maximal inhibitions after treatments were 99 + 15% and 94 £ 11% at 0.5 h
after treatments, respectively (Figure 2A and 2C). Moreover, DALBk (150 nmol/kg,
i.p.) or Hoeld40 (100 nmol/kg, i.p.) were able to reverse mechanical hyperalgesia
induced by chronic paclitaxel administration from 0.5 up to 1 h and from 0.5 up to 2 h
after treatment with maximal inhibition of 90 = 7% and 95 + 3% at 1 h after treatments,
respectively (Figure 2B and 2D).

Similar effects were observed for B: (SSR240612; 150 nmol/kg, i.p.) or B>
(FR173657; 100 nmol/kg, i.p.) non-peptide receptor antagonist. Anti-hyperalgesic
effects were observed from 1 h up to 6 h and from 1 h up to 4 h after antagonist
administrations, with maximal inhibition of 56 + 8% and 100% at 1 h after treatments,
respectively (Figure 3A and 3C). Likewise, SSR240612 (150 nmol/kg, i.p.) or
FR173657 (100 nmol/kg, i.p.) also reversed mechanical hyperalgesia induced by
chronic paclitaxel administration from 1 h up to 6 h after antagonist administrations
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with inhibitions of the 93 = 9% and 86 = 11% at 2 h after treatments, respectively
(Figure 3B and 3D).

Moreover, it was also observed that the acute and chronic paclitaxel
administration (1 mg/kg, i.p.) were capable of increasing bradykinin-related peptide

levels in plantar tissue when compared with vehicle group (Table 1).

Spontaneous nociceptive behaviour induced by selective B1 or B2 receptor
agonists is prevented by antagonists these receptors in paclitaxel-treated animals

To confirm the previous findings, we also investigated if paclitaxel
administration could cause a painful hypersensitivity to kinin receptors agonists. The
intraplantar injection of low doses of the selective Bi receptor agonist DABK (1
nmol/paw, i.pl.) or the selective B> receptor agonist Bk (1 nmol/paw, i.pl.) was unable
to produce spontaneous nociception in animals treated acutely or chronically with
vehicle (Figure 4A and 4B). On the other hand, DABk or Bk caused nociceptive
behaviour in the animals one day after acute administration or 21 days after the first
chronic paclitaxel administration (Figure 4A and 4B).

Other groups of animals were pre-treated with By or B> receptor antagonists
DALBK (150 nmol/kg, i.p.) or Hoe140 (100 nmol/kg, i.p.) respectively, and after 0.5 h
animals received Bk (1 nmol/paw, i.pl.) or DABk (1 nmol/paw, i.pl.). The spontaneous
nociceptive behaviour induced by DABk or Bk was largely prevented by the B1 receptor
antagonist DALBK (150 nmol/kg, i.p.; 76 £ 8% of inhibition) or by the B> receptor
antagonist Hoe140 (100 nmol/kg, i.p.; 68 + 12% of inhibition), respectively (Figure 4C
and 4E) after acute paclitaxel administration. We also observed that spontaneous
nociceptive behaviour induced by DABK or by Bk prevented by DALBK (150 nmol/kg,
I.p.; 71 £ 22% of inhibition) or by Hoel40 (100 nmol/kg, i.p.; 100% of inhibition),
respectively, after chronic paclitaxel administration (Figure 4D and 4F). Next, we
showed that acute and chronic paclitaxel administration (1 mg/kg, i.p.) was capable of

increasing B and B> receptor expression in the sciatic nerve (Figure 5).

Effect of inhibition of ACE in paclitaxel-induced pain syndrome

The acute and chronic high dose of paclitaxel administration (1 mg/kg, i.p.)
itself was able to inhibit ACE activity in the sciatic nerve and paw tissue, but not in the
serum, when compared with animals treated with vehicle (Table 2). Additionally, we
demonstrated that a low dose of paclitaxel (0.001 mg/kg, i.p.) has no effects on ACE

activity after either acute or chronic administration (Table 2). However, administration
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of the selective ACE inhibitor enalapril (30 mg/kg, p.o.) with a low dose of paclitaxel
reduced the ACE activity in serum, the sciatic nerve, and paw tissue when compared
with vehicle plus paclitaxel group (Table 2). Thus, we chose the low dose of paclitaxel
to determine whether an ACE inhibitor could potentiate the P-ASP or the CIPN.

The acute and chronic treatment with a low dose of paclitaxel (0.001 mg/kg
caused a reduction in the animals’ mechanical thresholds when compared with baseline
values (Figure 6). Treatment with the ACE inhibitor, enalapril (30 mg/kg, p.o.),
increased the mechanical hyperalgesia induced by low paclitaxel dose (0.001 mg/kg,
I.p.). This was observed after both acute (maximal reduction of 80 + 4% at 2 h) and
chronic administration (maximal reduction of 62 + 6% at 1 h) when compared with
animals that received vehicle (saline, 10 mL/kg, p.o.) (Figure 6).

Finally, acute and chronic low dose of paclitaxel (0.001 mg/kg, i.p.) also
increased the expression of B1 and B: receptors in the sciatic nerve (Figure 7) as well as
the bradykinin-related peptide levels in plantar tissue (Table 1), as compared to the
vehicle group. Enalapril did not modify the expression of kinin receptors (data not

shown) or the bradykinin levels.

DISCUSSION

Paclitaxel, a staple chemotherapeutic agent used in cancer patients, is
associated with an acute pain syndrome and peripheral neuropathic pain which can be
severe and debilitating 2*>8, Although some analgesic drugs are used to treat
chemotherapy-induced acute and neuropathic pain, no standard therapy has been
established to treat these symptoms and once the kinins are involved in acute and
chronic painful conditions'®2%?1:22 caused or not by chemotherapy, in the present study,
we provide evidence, that in addition of neuropathic pain, there is the involvement of
Kinins and their By and B> receptors in mechanical hyperalgesia and in nociceptive
behaviour acute induced by the chemotherapeutic agent paclitaxel. Furthermore, we also
showed the potentiation of mechanical hyperalgesia induced by the ACE inhibitor,
enalapril, administered in animals pretreated with paclitaxel. These results are relevant
because the pain syndrome is a hallmark response in patients undergoing paclitaxel
chemotherapy?®.

Firstly, we demonstrated that acute paclitaxel injection was able to cause
mechanical hyperalgesia in mice starting 12 h after its administration, which is in

according to pre-clinical and clinical data which demonstrated that paclitaxel-induced
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acute pain in patients or rats begin as early as 3 h or within 1 to 2 days after its
administration*®24, Moreover, animals that received chronic paclitaxel administration
developed neuropathic pain characterised by mechanical hyperalgesia 21 and 28 days
after it administration, and these data are similar to pre-clinical31¢25and clinical data®.

The mechanical hyperalgesia induced by acute or chronic paclitaxel treatment
was reverted by systemic administration of the kinin B1 or B> peptide antagonists
DALBK or Hoel40, respectively. B1 and B2 non-peptide antagonists SSR240612 and
FR173657, respectively triggered a longer anti-hyperalgesic effect than the peptide
antagonists. These results confirm the involvement of B: and B; receptors in paclitaxel-
induced mechanical hyperalgesia. These results are consistent with those of a previous
study that demonstrated the involvement of kinin receptors in the development of acute
painful conditions!*® and also in the maintenance of chronic painful conditions in
experimental models, such as neuropathies??1:222627 Results of previous studies also
indicate the involvement of kinin receptors in chemotherapy-induced neuropathic pain,
which are also consistent with our results!>16:28,

In addition to mechanical hyperalgesia, some patients report persistent pain at
rest, movement-associated pain, or both, after chemotherapy with paclitaxel that is
characteristic of neuropathic pain?. Apart from paclitaxel-induced mechanical
hyperalgesia, we found that kinin Bi or B receptor agonists were able to induce
spontaneous nociceptive behaviour in animals that received acute or chronic paclitaxel
administration at doses that normally did not cause over nociception. Consistent with
our findings, previous data in the literature demonstrate that the peripheral injection of
B:1 receptor agonists rarely induces nociception in naive animals®3:3233  The
spontaneous nociceptive behaviour caused by DABK or Bk after acute or chronic
paclitaxel administration was prevented by co-administration of the kinin B1 or B>
receptor antagonists, DALBk or Hoel40, respectively. These results agree with
previously published studies in which neuropathic animals presented over nociception
after intraplantar DABk or Bk injections, which are blocked by systemic DALBk or
Hoe140 injections?>?2, Moreover, studies carried out with By receptor knockout mice
have suggested that, in addition to chronic pain, the B receptor is also greatly involved
in acute pain development. For instance, B1 receptor deficient mice present hypoalgesia
against the acute nociception induced by capsaicin or formalin and by high intensity
heat stimuli®*3>. Further, previous data demonstrates that the nociceptive response to
intraplantar injection of bradykinin was absent in Bz receptor knockout mice, indicating

that stimulation of B> receptors is an essential step in the induction of some nociceptive
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responses®. This data clearly demonstrates the involvement of B; and By receptors in
spontaneous nociceptive behaviour.

Because the most common co-morbidity that affects cancer patients is
hypertension that is usually treated with ACE inhibitors, we observed that systemic
administration of enalapril, an ACE inhibitor, enhanced mechanical hyperalgesia after
acute or chronic administration of a low dose of paclitaxel. This hyperalgesic effect may
have been caused by action of enalapril at both By and B receptors, since ACE
inhibitors can act as direct allosteric agonists of B receptors at a site that differs from
site of the peptide ligand des-Arg-kinin, facilitating their binding®"*®. Further, ACE
inhibitors also act as indirect allosteric enhancers of kinin activity on B> receptors via
interactions with ACE on the cell surface, where ACE and the B receptor are co-
localised on the cell membrane®, In addition to the increase in By and B2 receptor
signalling by ACE inhibitors, ACE inhibitors also block bradykinin inactivation, which
activates By receptors and acts as a substrate for kininase | enzyme, resulting in the
generation of the B; receptor agonist, des-Arg®-bradykinin3,

In addition to the ability of ACE inhibitors to enhance mechanical hyperalgesia
induced by a low dose of paclitaxel, enalapril plus paclitaxel also inhibited the ACE
activity in the serum, the sciatic nerve, and paw tissue. This is consistent with previous
data that demonstrated a wide distribution ACE not only in the serum, but at individual
tissue sites*. Moreover, paclitaxel plus vehicle at a high dose, but not at a low dose,
was able to inhibit ACE activity only in paw tissue and the sciatic nerve but not in the
serum, suggesting that paclitaxel is able to inhibit ACE activity. Since paclitaxel causes
endothelial damage, it could reduce the levels of ACE in these cells*. Thus, treatment
of hypertension with ACE inhibitors in cancer patients undergoing paclitaxel
chemotherapy should be avoided because it could enhance the paclitaxel-induced pain
syndrome. This is an interesting observation because many cancer patients, including
those with breast and ovarian cancer, are concomitantly treated for hypertension with
ACE inhibitors®3842,

Furthermore, we also observed that acute or chronic paclitaxel administration
increased the expression of B; and B> receptors in the sciatic nerve of animals. Similar
results were previously reported, where levels of expression of kinin B1 receptor mRNA
was up-regulated in the sciatic nerve and in paw tissue after partial sciatic nerve
ligation®®. Together, these results are consistent with previous studies'® that
demonstrated the involvement of B: and B: receptors in paclitaxel-induced peripheral

neuropathy.
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Despite the established role of kinin receptors in mediating the effects of ACE
inhibition, there are controversies regarding the increase in kinin levels after ACE
inhibitor treatment®. In our study, we observed that bradykinin-related peptide
increased kinin levels in paw tissue after acute or chronic paclitaxel treatment;
corroborating the hypothesis that paclitaxel acts as an ACE inhibitor. Likewise,
previous studies** demonstrate increased kinin levels in the paw tissue of rats after
administration of ACE inhibitors. On the other hand, we did not find increased Kkinins
levels in the serum, which is consistent with related data® in which bradykinin levels in
plasma, even after ACE inhibition, were lower than the effective doses of exogenous
peptide. In addition, in serum, we did not find increased Kkinins levels in the sciatic
nerve after acute or chronic paclitaxel treatment. This is probably because acute
paclitaxel treatment increased kininase | activity (data not shown) in the sciatic nerve.
Thus, kininase | could use bradykinin as substrate to form des-Arg-kinin*. Based on
these results, we conclude that is not plausible that ACE inhibitors increase bradykinin
levels because ACE inhibitors can enhancers the kinins actions does not necessarily by
inhibit its degradation*®.

Apart from its constitutive expression in some tissues, B1 receptor expression
can be up-regulated under inflammatory and nociceptive conditions, especially in the
central nervous system3#7_ It has been suggested that B1 receptors present on peripheral
sensory neurons require some kind of previous stimulation to initiate their nociceptive
action*®. On the other hand, B receptors are expressed constitutively in many cells
types and tissues. Activated B> receptors produce overt nociception and hyperalgesia to
sensory stimuli4®*,

Because paclitaxel does not readily cross the blood-brain barrier, it specifically
affects the peripheral nervous system, and leads to a predominantly sensory axonal
neuropathy!. Furthermore, due to the peptide nature of DALBk and Hoe-140, it appears
more likely that their effects reported herein resulted from blockade of peripheral kinin
receptors. Altogether, these data indicate that, in addition of neuropathic pain,
mechanisms mediated by kinin By and B> receptors contribute to paclitaxel-induced
acute pain syndrome. Thus, selective kinin Bi or B> receptor antagonists might
represent valuable tools for the control of P-APS and CIPN, since studies have shown
that Icatibant (Hoel140) is clinically effective for treating hereditary angioedema and is

well tolerated by patients and presents no severe adverse effects®?.
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Moreover, data suggest that ACE inhibitor therapy in patients that are in
treatment with paclitaxel requires careful consideration, since we showed that ACE

inhibition enhances the paclitaxel-induced pain syndrome.

Methods

Animals

Experiments were performed using adult male Swiss mice (30-35 g). Animals
were kept at a controlled temperature (22 + 1°C) on a 12 h light/12 h dark cycle with
food and water ad libitum. Animals were acclimated to the experimental room
approximately 2 h before experiments. All experiments were performed in accordance
with the ethical guidelines established for investigations of experimental pain in
conscious animals® and were also approved by the Committee on the Ethical Use of
Animals of the Federal University of Santa Maria (CEUA, process number 152/2014).
Behavioural evaluations were performed blindly with respect to drug administration.
The authors exerted all efforts to minimise the number of animals used and their

suffering.

Drugs

Bradykinin (Bk; B> receptor agonist), Hoe 140 (selective B2 receptor
antagonist), des-Arg®-bradykinin (DABK; B: receptor agonist), and des-Arg®-[Leu]-
bradykinin (DALBK; selective Bi receptor antagonist) were purchased from Sigma
Chemical Company (St. Louis, USA). Enalapril maleate was from local suppliers.
SSR240612 (non-peptide antagonist of the B1 receptor) and FR173657 (non-peptide
antagonist of the B> receptor) were obtained from Sanofi-Aventis (Germany). The
fluorescent substrates dansyl-Ala-Arg and (N-[3-(2-furyh)-acryloyl]-L-phenyl alanyl
glycyl glycine (FAPGG) were purchased from Bachem (California, USA). Stock
solutions of the peptides were prepared in phosphate-saline buffer (PBS) in siliconised
plastic tubes, maintained at -18°C, and diluted to the desired concentration just before
use. Paclitaxel (6 mg/mL paclitaxel in Cremophor EL and dehydrated ethanol) was
purchased from Glenmark (Buenos Aires, Argentine), and was dissolved in PBS. The
doses of the drugs used in this study were based in previous studies or pilot

experiments!4193053,
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Paclitaxel-induced painful syndrome model

In order to induce nociception (which was evaluated as mechanical
hyperalgesia or spontaneous nociceptive behaviour), paclitaxel was administered as
previously described’®. For acute treatments, mice received only one intraperitoneal
(i.p.) injection at a high (I mg/kg) or low (0.001 mg/kg) dose of paclitaxel. For chronic
treatments, four i.p. injections of paclitaxel at a high (1 mg/kg) or low (0.001 mg/kg)
were administered on alternating, successive days (at days 1, 3, 5, and 7), resulting in a
cumulative dose of 4 mg/kg (high dose protocol) or 0.004 mg/kg (low dose protocol).

Mechanical hyperalgesia was evaluated at 6, 12 and 24 h after acute treatment
with paclitaxel (1 mg/kg, i.p.) or at 14, 21 and 28 days after the first injection of chronic
paclitaxel treatment. Separate groups of animals were also investigated for spontaneous
nociceptive behaviour (induced by Bi or B> receptor agonists) one day after acute

treatment or 21 days after the first injection of chronic paclitaxel treatment (1 mg/kg,
i.p.).

Evaluation of nociceptive behaviour

Mechanical hyperalgesia

Mechanical hyperalgesia was evaluated with a series of flexible nylon von Frey
filaments of increasing stiffness (0.02-10 g) using the Up-and-Down method®*5%¢, The
development of mechanical hyperalgesia was defined as a reduction in the paw
withdrawal threshold (PWT) (g) when compared with the baseline values.
Measurements were performed one day after acute administration or 21 days after the

first chronic paclitaxel administration.

Spontaneous nociceptive behaviours

After acute or chronic paclitaxel administration (1 mg/kg, i.p.) or vehicle,
animals were individually placed in chambers (transparent glass cylinders of 20 cm
diameter) and were adapted for 20 min. These animals then received injections via the
intraplantar (i.pl) route of By (DABK; 1 nmol/paw, i.pl.) or B2 (Bk; 1 nmol/paw; i.pl.)
receptor agonists (both at submaximal doses) or vehicle (20 uL/paw, i.pl.). The amount
of time licking the injected paw was measured with a stopwatch and was evaluated for
10 min. This was considered as spontaneous nociceptive behaviour and the results were

expressed in seconds *°.
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Treatments

One day after acute administration or 21 days after the first chronic
administration of paclitaxel (1 mg/kg, i.p.) or vehicle, animals received intraperitoneal
(i.p.) treatment with peptide B1 or By receptors antagonists, DALBk (150 nmol/kg, i.p.)
or Hoel40 (100 nmol/kg, i.p.), respectively, as well as with the non-peptide B: or B>
receptor antagonists, SSR240612 (150 nmol/kg, i.p.) or FR173657 (100 nmol/kg, i.p.).
Mechanical hyperalgesia was evaluated from 0.5 h up to as long as 24 h after
treatments, when necessary.

Mechanical hyperalgesia was also evaluated after oral (p.o.) treatment with the
angiotensin I-converting enzyme inhibitor, enalapril (30 mg/kg), in animals previously
exposed to low paclitaxel doses (0.001 mg/kg, i.p.; one or four paclitaxel injections) or
vehicle. Mechanical hyperalgesia was evaluated from 0.5 h up to 4 h after treatments.

To verify the involvement of kinin receptors (B: and B>) in the spontaneous
nociceptive behaviour induced by paclitaxel, B1 or B> receptor antagonists DALBk or
Hoel40, respectively, were used. One day after acute administration or 21 days after the
first administration of chronic treatment with paclitaxel or vehicle, the animals received
intraperitoneal administration of DALBK (150 nmol/kg, i.p.) or Hoe140 (100 nmol/kg,
I.p.). 0.5 h following these administrations, the animals received intraplantar injections
of B1 (DABK; 1 nmol/paw, i.pl.) or B> (Bk; 1 nmol/paw, i.pl.) receptor agonists and the

spontaneous nociceptive behaviour was evaluated.

Measurement of kinin levels

Kinin levels in serum, paw tissue, or sciatic nerve were measured one day after
acute administration or 21 days after the first chronic paclitaxel administration (1 mg/kg
or 0.001 mg/kg, i.p.) or vehicle. Similar measurements were also performed after
treatment with enalapril (30 mg/kg) in animals previously exposed to low paclitaxel
doses (0.001 mg/kg, i.p.; one or four paclitaxel injections). Kinin levels were measured
by enzyme immunoassays by using a high-sensitivity kit for bradykinin (Bachem,
USA)®". The concentration of total protein in the samples of serum, paw tissue and
sciatic nerve were determined as described in previous studies®®, and the concentration
of bradykinin-related peptides normalised to the protein concentration. The results were

expressed in ng/mg protein.
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Evaluation of B1 and B2 receptor expression

Expression of B and By receptors in the sciatic nerve samples was assessed by
Western blotting after acute administration (1 mg/kg and 0.001 mg/kg, i.p.) or 21 days
after the first chronic paclitaxel administration (1 mg/kg and 0.001 mg/kg, i.p.). Western
blot analysis was performed as previously described14. B-actin staining served as a
loading control. A specific anti-By or anti-Bz primary antibody (anti-B: or anti-B>
polyclonal antibodies; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) was used. The
results were normalised to control group densitometry values and expressed as the

relative amount of By or B, immunoreactivity.

Determination of angiotensin I-converting enzyme (ACE) activity

ACE is an enzyme responsible for degrading Kinins to inactive metabolites.
Thus, we evaluated the activity of this enzyme in serum, paw tissue and sciatic nerve of
mice one day after acute administration or 21 days after the first chronic paclitaxel
administration (1 mg/kg and 0.001 mg/kg, i.p.), as well as 2 h after administration of the
ACE inhibitor, enalapril (30 mg/kg, p.0.). For measuring ACE activity, samples were
incubated in the presence of the ACE substrate (N-[3-(2-furyh)-acryloyl]-L-phenyl
alanyl glycyl glycine (FAPGG). The product was measured at 340 nm, and the results

expressed as nmol of cleaved substrate/microlitre/minute.

Statistical analysis

Results were expressed as the means * standard error of the mean (S.E.M.).
Statistical analysis was performed using GraphPad Prism 6.0 software. Significance of
differences between groups was evaluated with a Student’s t-test, one-way analysis of
variance (ANOVA) followed by Student-Newman-Keuls’ test, Tukey’s test, or a two-
way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test, when appropriate. To meet
parametric assumptions, the data of mechanical threshold were log transformed before
analysis. P values less than 0.05 (P < 0.05) were considered significant. No statistical
methods were used to predetermine group sizes, but our group sizes are similar to those

reported in previous publications in the field.
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Figure 1. Paclitaxel induces acute and chronic mechanical hyperalgesia in mice. Effects
of (A) acute (1 mg/kg, i.p.) or (B) chronic (1 + 1 + 1 + 1 mg/kg, i.p.) administration of
paclitaxel or vehicle (10 mL/kg, i.p.) on paw withdrawal threshold (PWT) in response
to a mechanical stimulus in mice. B denotes baseline threshold before paclitaxel
injection. Data are expressed as the means + S.E.M. of 5 animals per group. ~"P < 0.01
when compared with the vehicle pre-treated group; two-way ANOVA followed by
Bonferroni’s post hoc test.
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Figure 2. Effect of B1 (DALBK) or B> (Hoel40) receptor antagonists on mechanical
hyperalgesia induced by paclitaxel. Time-course curves resulting from pre-treatment
with DALBKk (150 nmol/kg, i.p.; A,B) or Hoe140 (100 nmol/Kkg, i.p.; C,D) in animals
that received acute paclitaxel administration (1 mg/kg), i.p.) (A and C) or chronic
paclitaxel administration (1 + 1 + 1 + 1 mg/kg, i.p.) (B and D). B denotes the baseline
threshold before paclitaxel administration, while 0 indicates the basal mechanical
threshold one day after paclitaxel administration (A and C) 21 days after the first
paclitaxel administration (B and D) and before treatment with DALBK or Hoe140. Data
are expressed as the mean + S.E.M. of 7 animals per group (A,C or D) and 6 animals
per group (B). *P < 0.05, **P < 0.01 and ***P < 0.001 when compared with the PBS
group; two-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test.*P < 0.01 when
compared with the basal mechanical threshold (B); one-way ANOVA followed by
Tukey’s test.
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Figure 3. Effect of B: (SSR240612) or B> (FR173657) receptor antagonists on
mechanical hyperalgesia induced by paclitaxel. Time-course curves resulting from pre-
treatment with SSR240612 (150 nmol/kg, i.p.; A and B) or FR173657 (100 nmol/kg,
i.p.; C and D) in animals that received acute paclitaxel administration (1 mg/kg, i.p.) (A
and C) or chronic paclitaxel administration (1 + 1 + 1 + 1 mg/kg, i.p.) (B and D). B
denotes the baseline threshold before paclitaxel administration, while O indicates the
basal mechanical threshold one day after paclitaxel administration (A and C) or 21 days
after the first paclitaxel administration (B and D) and before treatment with SSR240612
or FR173657. Data are expressed as the mean = S.E.M. of 6-8 animals per group (A), 8
animals per group (C), and 6-7 animals per group (B and D). *P < 0.05, **P < 0.01 and
***p < 0.001 when compared with the PBS group; two-way ANOVA followed by
Bonferroni’s post hoc test. “*P < 0.001 when compared with the basal mechanical
threshold (B); one-way ANOVA followed by Tukey’s test.
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Figure 4. Effect of By or B receptor agonists or antagonists on nociceptive behavior
induced by paclitaxel. (A and B) Nociceptive behavior induced by B: (DABK; 1
nmol/paw, i.pl.) or B2 (Bradykinin; 1 nmol/paw, i.pl.) receptor agonists in mice that
received (A) acute or (D) chronic administration of paclitaxel or vehicle. (C and E)
Effect of B:1 (DALBK, 150 nmol/kg, i.p.; C) or B2 (Hoel40, 100 nmol/kg, i.p.; E)
receptor antagonists on nociceptive behavior induced by DABK (1 nmol/paw, i.pl.) or
Bradykinin (1 nmol/paw, i.pl.) in mice after (C and E) acute or (D and F) chronic
paclitaxel or vehicle administration. Data are expressed as the mean £ S.E.M. of) 5to 7
animals per group to (A,C, D,E or F) or 4 to 5 animals per group (B).*P < 0.05, **P <
0.01 and ***P < 0.001 when compared with the vehicle group; #P < 0.01, *#P < 0.001
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when compared with the DABk/PBS (C and D) or Bk/PBS (E and F) group; one-way
ANOVA followed by Student-Newman-Keuls’ test.
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Figure 5. Levels of expression of kinin B: and B2 receptors in the sciatic nerve after
acute or chronic paclitaxel administration. B1 (A, B) or Bz (C, D) receptor expression in
the sciatic nerve of animals that received vehicle or acute paclitaxel administration (1
mg/kg for A and C) or chronic paclitaxel administration (1 + 1 + 1 + 1 mg/kg for B and
D). Data are expressed as the mean + S.E.M. (n = 3 per group). P < 0.05 when
compared with the vehicle group; Student's t test.
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Figure 6. Effect of Enalapril (30 mg/kg, p.o.) or vehicle (saline 10 mg/kg, p.o) on
mechanical hyperalgesia induced by paclitaxel (0.001 mg/kg; i.p.). Time-course curves
in animals that received (A) acute (0.001 mg/kg, i.p.) or (B) chronic (0.001 + 0.001 +
0.001 + 0.001 mg/Kkg, i.p.) paclitaxel administration. B denotes the baseline threshold
before paclitaxel administration, while O indicates the basal mechanical threshold one
day after paclitaxel administration (A) or 21 days after of first paclitaxel injection (B).
Data are expressed as the mean = S.E.M. of 5-6 animals per group (A) and 8-9 animals
per group (B). *P < 0.05, **P < 0.01 when compared with the saline group; two-way
ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test. *P < 0.05, #P < 0.01 when compared
with basal mechanical threshold (B); one-way ANOVA followed by Tukey’s test.
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Figure 7. Levels of expression of kinin B: and B> receptors in the sciatic nerve after
acute or chronic low dose paclitaxel administration. B1 (A, B) or B2 (C, D) receptor
expression in the sciatic nerve of animals that received vehicle or acute paclitaxel
administration (0.001 mg/kg to A and C) or chronic paclitaxel administration (0.001 +
0.001 + 0.001 + 0.001 mg/kg, to B and D). Data are expressed as the mean + S.E.M. (n
= 3 per group). "P < 0.05, “P < 0.01 when compared with the vehicle group; Student's t
test.
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Table 1

Bradykinin levels in the paw tissue of animals that received vehicle or acute or
chronic paclitaxel (PAC) administration. Effect of the vehicle (10 mL/kg, i.p.) or acute
(0.001 mg/kg, i.p. or 1 mg/kg, i.p.) or chronic (0.001 + 0.001 + 0.001 + 0.001 mg/kg or
1+ 1+ 1+ 1mg/kg, i.p.) administration of paclitaxel (PAC) on levels of bradykinin
(ng/mg protein) in paw tissue of mice.

Chronic
Administration

Acute
Administration

Treatment (ng/mg protein) (ng/mg protein)
Vehicle (10 mL/kg) 1.23+04 1.30+04
PAC (0.001 mg/kg) 417+04* 295+05*
PAC (1 mg/kg) 293+08* 281+03*

Data are expressed as the mean £ S.E.M. (n = 5 for vehicle group; n = 5 for
paclitaxel 0.001 mg/kg; n = 3-6 for paclitaxel 1 mg/kg) “P < 0.05, when compared with
the vehicle group; Student's t test.

Table 2.

ACE activity in the serum, the sciatic nerve, and paw tissue of animals that
received vehicle (10 mg/kg, i.p.) or acute (1 mg/kg, i.p.) or chronic (1 +1 +1 + 1
mg/kg, i.p.) paclitaxel (PAC) administration or ACE activity 2 h after treatment with
vehicle (saline 10 mg/kg, p.o.) or Enalapril (30 mg/kg, p.o.) in animals that received
acute (0.001 mg/kg, i.p.) or chronic (0.001 + 0.001 + 0.001 + 0.001 mg/kg, i.p.)
paclitaxel (PCT) administration.

Serum Sciatic nerve Paw tissue
nmol/uL/min nmol/uL/min nmol/uL/min
Treatment Acute Chronic Acute Chronic Acute Chronic
administration administration administration administration administration administration
Vehicle
(10 mL/kg) 0.22 +0.03 0.29 +0.03 0.39+0.03 0.41 +0.03 0.39 +0.05 0.40 + 0.05
PAC (0.001 mg/kg) 0.33+0.02 0.45 +0.05 0.21 +0.03 0.35+0.02 0.39 +0.06 0.39+0.13
+ Vehicle
PAC (0.001 mg/kg) 0.12 £0.01***  0.11 + 0.03*** 0.09 + 0.01** 0.12 + 0.01*** 0.14 + 0.04** 0.11 + 0.03**
+ Enalapril
PAC (1 mg/kg) 0.25 +0.03 0.30+0.01 0.05 + 0.02*** 0.23 £ 0.02** 0.13 £ 0.03*** 0.22 £ 0.02**

Data are expressed as the mean + S.E.M. (n = 5-6 samples per group). P <0.01, ""P <
0.001 when compared with the vehicle group; Student's t-test.
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5 CONCLUSAO

Tendo em vista os resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir que:

» Os receptores B1 e B para cininas estdo envolvidos na sindrome dolorosa

aguda e neuropatica cronica induzida pelo paclitaxel;

» O paclitaxel aumenta a expressdo dos receptores B: e B> para cininas no
nervo ciatico, assim como os niveis de peptideos relacionados a bradicinina no tecido

plantar;

» O paclitaxel inibe a atividade da ECA no nervo ciatico e no tecido plantar.
Ainda, a associagdo de paclitaxel em uma baixa dose com um inibidor da ECA

potencializa a inibi¢do desta enzima no nervo ciatico, tecido plantar e soro.

» A inibicdo da enzima conversora de angiotensina potencializa a sindrome

dolorosa aguda e crénica em animais submetidos a uma baixa dose de paclitaxel.

As evidéncias sugerem que 0 uso de antagonistas seletivos dos receptores By e
B2 para cininas podem representar uma ferramenta valiosa para o controle da sindrome
dolorosa aguda e neuropatica induzida pelo paclitaxel. Assim como, a terapia com
inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA) em pacientes que estdo em
tratamento com paclitaxel requer cuidados, uma vez que a inibicdo da ECA potencializa

a sindrome dolorosa induzida por paclitaxel em animais experimentais (Figura 2).
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Figura 2 — Proposta para o efeito da inibicdo da enzima conversora de angiotensina (ECA)

e 0 envolvimento das cininas na sindrome dolorosa induzida por paclitaxel.

Os receptores By e B para cininas estdo envolvidos na sindrome dolorosa aguda e neuropética
crénica induzida pelo paclitaxel, uma vez que o paclitaxel aumenta a expressdo dos receptores B; e
B- para cininas assim como, aumenta 0s niveis de peptideos relacionados a bradicinina. Além disso,
o paclitaxel inibe a atividade da ECA impedindo a degradacdo da bradicinina. Desta forma, a
bradicinina age como agonista do receptor B, e serve como substrato para a cininase | a qual
origina os metabolitos Des-Arg, agonistas do receptor B:. A inibicdo da ECA pelo paclitaxel
potencializa a sindrome dolorosa, ja que, além de impedir a degradacéo das cininas, inibidores da
ECA agem como agonistas alostéricos diretos do receptor B, e como potencializadores alostéricos
indiretos da atividade das cininas no receptor B,. Apos ativacao dos receptores B: e Bo, 0 estimulo
doloroso serd transmitido por meio dos nociceptores até a medula espinhal e deste para o cortex

somatossensorial, onde o processo discriminativo-sensorial da dor serd identificado.
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6 PERSPECTIVAS

» Verificar os niveis de peptideos relacionados a bradicinina apds a

administracao de paclitaxel plus enalapril.

» Verificar a expressdo dos receptores B e B> para cininas no nervo ciatico

apos a administracdo de paclitaxel plus enalapril.

» Realizar o ensaio da atividade da ECA purificada in vitro para comprovar

que o paclitaxel é capaz de inibi-la.
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