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RESUMO

CARACTERIZACAO DA NOCICEPCAO EM UM MODELO DE DOR DO CANCER
DE MAMA E AVALIAGCAO DA PARTICIPACAO DO RECEPTOR TRPA1 NESTE
MODELO EM CAMUNDONGOS FEMEAS

AUTORA: Amanda Spring de Almeida
ORIENTADORA: Gabriela Trevisan dos Santos

O céancer de mama pode causar metastase 0ssea, contribuindo para a dor dos pacientes. Ainda
existe uma parcela dos pacientes com cancer de mama que apresentam tratamento inadequado
para a dor. Os mecanismos associados a dor do cancer sao ainda incertos, sendo que diversos
canais idnicos parecem estar envolvidos na transducdo de estimulos nocivos. O receptor de
potencial transitério anquirina 1 (TRPAL) € um sensor a estimulos nocivos, como o isotiocianato
de alila (AITC) e o peroxido de hidrogénio (H202). Este trabalho teve como objetivo caracterizar
a nocicepcao em um modelo de dor do cancer de mama com metéstase éssea e avaliar o
envolvimento do receptor TRPA1 neste modelo. As células 4T1 (10%) foram inoculadas na quarta
glandula mamaria de camundongos BALB/c fémeas; apés, foi realizada uma curva de tempo
para observar o desenvolvimento de alodinia mecéanica e ao frio, e alteracdo no escore facial.
Para determinar a presenca de metastase dssea, realizou-se o teste clonogénico metastatico e
avaliacdo dos niveis séricos de calcio. Aos 20 dias ap6és a inducdo do tumor, o efeito
antinociceptivo de diferentes analgésicos (paracetamol, naproxeno, codeina ou morfina), de um
agonista canabinoide (WIN 55,212-2), de antagonistas TRPAL1 (via oral de forma aguda e
repetida e intraplantar), da administracao intratecal de um oligonucleotideo antisentido (AS) para
0 TRPA1, de um antioxidante (acido a-lipoico), foram testados. Foi testado a ac¢do da
administracéo repetida de um antagonista. Foi realizada a dosagem de H20: e atividade da
NADPH oxidase e superodxido dismutase (SOD), e a expressao do receptor TRPAL. A metastase
Ossea foi confirmada pelo ensaio clonogénico e a hipercalcemia foi observada 20 dias ap0s a
inoculacdo das células. A administracdo de paracetamol, naproxeno, codeina, morfina, WIN
55,212-2, antagonistas TRPA1 (HC-030031 ou A967079), oligonucleotideo antisentido, acido -
lipoico tiveram efeito antinociceptivo. O tratamento com doses repetidas utilizando um
antagonista do TRPAL também teve efeito antinociceptivo. A injecdo intraplantar do agonista
TRPAL (AITC) causou hiperalgesia quimica 20 dias apds a inoculacdo das células 4T1. No
entanto, ndo ocorreu aumento da expressao do TRPAL no 0sso. A atividade das enzimas SOD
e NADPH oxidase e os niveis de H20O2 foram aumentados na pele da pata, no nervo ciético e no
tecido 6sseo 20 dias ap6s a inoculacéo das células 4T1. O teste de viabilidade celular mostrou
gque o antagonista do TRPAl1l (HC-030031) e o composto antioxidante ndo diminuiram a
viabilidade celular, enquanto o paclitaxel diminuiu significativamente. As células da linhagem 4T1
ndo expressam o TRPA1L. Pela técnica SAR as células 4T1 ndo tem expressao proteica a nivel
transcricional do TRPAL e nem os osteoblastos e osteclastos das linhagens estudadas. Nao ha
expressao proteica e a nivel transcricional de TRPA1 em tecido 6sseo de camundongos,
entretanto existem evidéncias da presenca de TRPV4 a nivel transcricional. Assim, este modelo
de dor do cancer pode ser uma forma confiavel para observar os mecanismos da dor induzida
por cancer de mama com metastase 0ssea ou para observar a eficacia de novos compostos
analgésicos e novos mecanismos analgésicos. Além disso, o TRPAL é um importante alvo para
o estudo da dor do cancer e desenvolvimento de novos tratamentos farmacoldgicos para a dor
do cancer.

Palavras-chave: Cancer de mama. Peroxido de hidrogénio. Morfina. Metastase 6ssea. Dor

6ssea.



ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF NOCICEPTION A NEW BREAST CANCER PAIN MODEL
AND EVALUATION OF TRPA1 PARTICIPATION IN THIS MODEL IN FEMALE MICE

AUTHOR: Amanda Spring de Almeida
ADVISOR: Gabriela Trevisan dos Santos

Breast cancer can cause bone metastasis, contributing to patients' pain. There is still a portion of
patients with breast cancer who have inadequate treatment for pain. The mechanisms associated
with cancer pain are still uncertain, and several ion channels seem to be involved in the
transduction of noxious stimuli. The transient receptor potential ankyrin 1 (TRPAL1) is a sensor for
noxious stimuli, such as allyl isothiocyanate (AITC) and hydrogen peroxide (H20). This study
aimed to characterize nociception in a breast cancer pain model with bone metastasis and to
evaluate the TRPAL receptor involvement in this model. 4T1 cells (10%) were inoculated into the
fourth mammary gland of female BALB/c mice; then, a time curve was performed to observe the
development of mechanical and cold allodynia, and changes in the facial score. To determine the
presence of bone metastasis, the clonogenic metastatic test and assessment of serum calcium
levels were performed. At 20 days after tumor induction, the antinociceptive effect of different
analgesics (paracetamol, naproxen, codeine or morphine), a cannabinoid agonist (WIN 55,212-
2), TRPAL antagonists (acute and repeated oral and intraplantar), of intrathecal administration of
an antisense (AS) oligonucleotide for TRPAL, of an antioxidant (a-lipoic acid), were tested. The
action of repeated administration of an antagonist was tested. H202> and NADPH oxidase and
superoxide dismutase (SOD) activity and TRPAL receptor expression were performed. Bone
metastasis was confirmed by clonogenic assay and hypercalcemia was observed 20 days after
cell inoculation. The administration of paracetamol, naproxen, codeine, morphine, WIN 55,212-2,
TRPAL antagonists (HC-030031 or A967079), antisense oligonucleotide, a-lipoic acid had an
antinociceptive effect. Repeated dose treatment using a TRPALl antagonist also had an
antinociceptive effect. Intraplantar injection of TRPA1 agonist (AITC) caused chemical
hyperalgesia 20 days after inoculation of 4T1 cells. However, there was no increase in TRPAL
expression in bone. SOD and NADPH oxidase enzyme activity and H202 levels were increased
in paw skin, sciatic nerve and bone tissue 20 days after inoculation of 4T1 cells. The cell viability
test showed that TRPA1 antagonist (HC-030031) and the antioxidant compound did not decrease
cell viability, while paclitaxel significantly decreased. Cells of the 4T1 lineage do not express
TRPAL. By the SAR technique, 4T1 cells do not have protein expression at the transcriptional
level of TRPA1 and neither do osteoblasts and osteoclasts of the analyzed strains. There is no
protein and transcriptional expression of TRPAL in bone tissue of mice, however there is evidence
of the presence of TRPV4 at the transcriptional level. Thus, this cancer pain model can be a
reliable way to look at the mechanisms of pain induced by breast cancer with bone metastasis or
to look at the efficacy of new analgesic compounds and new analgesic mechanisms. Furthermore,
TRPAL is an important target for the study of cancer pain and the development of new
pharmacological treatments for cancer pain.

Keywords: Breast cancer. Hydrogen peroxide. Morphine. Bone metastasis. Bone pain.
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APRESENTACAO

Esta tese apresenta os resultados e a metodologia sob forma de artigos
cientificos. O item discussao representa a interpretacao e analise dos resultados
alcancados dos artigos que compdem esse trabalho. Na parte final, sé&o
apresentadas as conclusdes gerais do trabalho, considerando todos os artigos.
Nas referéncias menciona-se somente as citagcdes utilizadas nos itens

introducgdo, revisado tedrica e discussao geral.



1 INTRODUCAO

O corpo humano possui diversos mecanismos de deteccdo de estimulos
externos que sdo essenciais para a sua sobrevivéncia. Entre estes estimulos, existe
a dor, que apesar de ser um sintoma desagradavel, é importante para proteger o
organismo humano de possiveis danos e lesdes (JULIUS; BASBAUM, 2001; LEE;
NEUMEISTER, 2020; RINGKAMP; DOUGHERTY; RAJA, 2018).

A dor, apesar de ser importante para alertar e proteger o organismo de
patdgenos e estimulos agressores, pode tornar-se prejudicial. 1sso ocorre quando a
sua sinalizacao se apresenta de forma anormal e, em alguns casos, torna-se cronica
(LEE; NEUMEISTER, 2020; RINGKAMP; DOUGHERTY; RAJA, 2018). Independente
daquilo que torna a dor um processo anormal, isso faz com que ocorra a busca por
tratamentos e medicacdes, que apesar de terem a capacidade de diminuir este
sintoma, podem levar ao desenvolvimento de efeitos adversos significativos
(TSAGARELI et al., 2018). Com isso, existe a necessidade de elucidar melhor os
mecanismos fisioldgicos da dor e encontrar melhores tratamentos para pacientes que
sofrem com dores crbnicas, como a dor neuropatica e a dor do cancer.

A Associacao Internacional para o Estudo da Dor (IASP), traz o conceito de dor
como “uma experiéncia sensitiva e emocional desagradavel associada, ou semelhante
aquela associada, a uma lesao real ou potencial’. Além disso, a IASP também traz o
conceito de nocicepcdo sendo “o processo neural de codificacdo de estimulos
nocivos” (DESANTANA et al., 2020; TREEDE, 2018). Essa diferenciacao é importante
pois os estudos sobre os mecanismos da dor que ocorrem em laboratérios utilizando
modelos animais, buscam, na verdade, entender o mecanismo da nocicepg¢éo, que
nada mais € que a ativagdo fisiologica de vias neurais por diversos estimulos
potencialmente nocivos (LEE; NEUMEISTER, 2020; SLOSKY; LARGENT-MILNES;
VANDERAH, 2015).

Devido ao fato de a dor ser um processo complexo, ela é classificada em
diferentes formas, como dor nociceptiva, inflamatdria, neuropatica ou nociplastica
(TSAGARELI et al., 2018; WOOLF, 2010). A dor nociceptiva € caracterizada como dor
aguda e esté relacionada com o sistema de protecdo do organismo em situagcdes que
possam desencadear lesdes aos tecidos, onde os neurbnios sensoriais estao alertas
a estimulos de alto limiar (LOESER; TREEDE, 2008; SNEDDON, 2018). A dor

inflamatoria também possui a fungéo de proteger o organismo, porém, esta associada
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ao aumento da sensibilidade sensorial apds lesdes teciduais para que ocorra o auxilio
na recuperacado do tecido lesionado (LOESER; TREEDE, 2008; YEKKIRALA et al.,
2017). Ja a dor nociplastica € aguela forma de dor normalmente crénica (com duracéo
maior que 3 meses) e pode se apresentar em situagcdes que ndo haja dano tecidual,
como a enxaqueca (KOSEK et al., 2016). J4& em casos onde existam uma les&o ou
disfuncdo do sistema nervoso periférico ou central, temos a presenca de dor
neuropatica (VON HEHN; BARON; WOOLF, 2012). Aléem dessas classificacdes, a dor
pode ser classificada em aguda e cronica de acordo com a sua duragcdo. Essas
classificacbes s&o importantes pois permitem o desenvolvimento de novas
terapéuticas e abordagens para o tratamento da dor, com maior eficacia e menos
efeitos adversos (BELL, 2018).

Em 2019, foi aprovado a nova classificacdo de dor cronica dentro da
Classificacao Internacional de Doencas (CID) que devera entrar em uso em 2022.
Essa atualizac&o ajuda no melhor manejo dos pacientes que sofrem com diversas
patologias dolorosas, que muitas vezes ndo tem cura e assim necessitam de cuidados
pelo resto da vida (TREEDE et al., 2019). Dentro da CID-11, encontra-se a dor do
cancer, a qual é considerada um tipo de dor cronica secundaria, e necessita de
estudos para melhores tratamentos em pacientes que sofrem com esta patologia
(LOESER; TREEDE, 2008; TREEDE et al., 2019). Isso deve-se ao fato de que
pacientes que estdo em estagio avancado da doenca tendem a sofrer com dores
cronicas, as quais podem ser proveniente do desenvolvimento da massa tumoral, bem
como devido aos tratamentos quimioterapicos e radioterapicos, pelo desenvolvimento
de metéstases, processos cirlrgicos e ainda por tratamentos a longo prazo (SMYTH
et al., 2016).

O cancer de mama € um tipo de céncer que tem grandes chances de
desenvolver metastase, sendo entdo de grande preocupacao, jA que é a o tipo de
tumor mais frequentemente diagnosticado em mulheres em todo o mundo (BRAY et
al., 2018; ZHU et al., 2015). Apesar de ter uma taxa alta de cura, que varia de 70 a
80% das pacientes, a grande preocupacdo € o fato dele ter a capacidade de
desenvolver metastases a distancia, podendo afetar outros 6rgdos, bem como 0ssos
de diversas partes do corpo, como coluna e iliaco. Isso exige extrema atencao, ja que
o desenvolvimento de metastase no 0sso pode levar ao aparecimento de dor éssea,
a qual pode limitar a qualidade de vida, bem como desenvolver fraturas, levando a um
grande estresse emocional (HARBECK et al., 2019; ZAJACZKOWSKA et al., 2019).
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Com isso, observa-se a necessidade de se desenvolver tratamentos adequados para
esses quadros de dor cronica relacionadas ao cancer.

Baseado nesta necessidade, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
desenvolveu uma escala analgésica para o tratamento da dor do cancer, possuindo
eficacia de 70% nestes quadros dolorosos. Esta escala apresenta medicamentos anti-
inflamatérios da classe dos ndo esteroides, como também o paracetamol, bem como
opioides fracos e fortes. Ainda, a escala mostra que estas classes de medicamentos
podem ser associadas a outras classes, denominadas, neste caso, como
medicamentos adjuvantes. Estes medicamentos adjuvantes s&o das classes do
anticonvulsivantes, antidepressivos, bifosfonatos e corticoisteroides (ANEKAR;
CASCELLA, 2020; WHO, 1986).

Apesar desta escala analgésica ser de extrema necessidade para o tratamento
da dor cronica proveniente do cancer, sabe-se que 0os medicamentos que a compdem
possuem diversos efeitos adversos, principalmente quando utilizados por longos
periodos (SINDHI; ERDEK, 2019). Além disso, uma parcela dos pacientes desenvolve
dor refrataria que nao € efetivamente controlada, e isso pode ocorrer pelo fato de os
mecanismos envolvendo a dor 0ssea relacionada ao cancer ainda ndo serem bem
elucidados (KOLB et al.,, 2019; ZHU et al., 2015). Acredita-se que com o
desenvolvimento do tumor, ocorre a ativacéo de diferentes canais ibnicos, bem como
liberacdo de mediadores inflamatorios e aumento na producdo de fatores de
crescimento, e assim o aparecimento da dor (SCHMIDT, 2014).

Entretanto, para entender melhor como ocorre todo esse processo, €
necessario utilizar modelos animais. Assim, muitos trabalhos ja demonstraram que a
administracdo de células tumorais diretamente nos ossos de roedores, leva ao
desenvolvimento de dor éssea proveniente do cancer (GOBLIRSCH; ZWOLAK;
CLOHISY, 2005; SLOSKY; LARGENT-MILNES; VANDERAH, 2015). E interessante
ressaltar que muitas dessas células tumorais, utilizadas em modelos animais para
avaliacao da dor do cancer, sdo de linhagem de cancer de mama, ja que este tipo de
cancer pode causa metastase 0ssea (HAVELIN et al., 2017; REMENIUK et al., 2018;
WANG et al, 2019). Muitos destes trabalhos s&o realizados para buscar o
entendimento de todo esse processo fisiolégico e assim encontrar uma nova
alternativa para o tratamento da dor do cancer (HAVELIN et al., 2017; REMENIUK et
al., 2018; WANG et al., 2019). Com isso, € necessario a caracterizacdo de modelos

animais que sejam mais fidedignos com o que ocorre clinicamente no cancer de mama
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com metastase 6ssea e desenvolvimento de dor.

Alguns modelos animais que estudam a dor buscam o entendimento do
mecanismo dos canais idnicos conhecidos como receptores de potencial transitorio
(TRPs) (ZHU et al., 2015). Os TRPs sdo amplamente expressos no corpo, sendo
encontrados no sistema nervoso central e periférico, e atuam como sensores
moleculares para estimulos térmicos e quimicos. E muitos desses canais podem ser
ativados por subprodutos do estresse oxidativo e mediadores inflamatérios (KANEKO;
SZALLASI, 2014; TODA et al., 2016). Estes receptores sdo amplamente estudados
em diversas patologias, mas em especial o0 TRP anquirina 1 (TRPAL), nos ultimos
anos tem ganhado mais visibilidade em pesquisas relacionadas com o processo da
dor oncolégica em modelos animais (ANTONIAZZI et al., 2019; BRUSCO et al., 2020;
DE LOGU et al., 2020a; FUSI et al., 2014; MATERAZZI et al., 2012; NASSINI et al.,
2011; TREVISAN et al., 2013).

O TRPA1 é um receptor que pode ser ativado por substancias irritantes, bem
como produtos derivados do estresse oxidativo. Dessa forma, muitos de seus
agonistas estéo relacionados a processos inflamatérios e dolorosos, tornando este
receptor um alvo importante de estudo para terapias antiinflamatoérias e analgésicas
(DE ALMEIDA et al., 2021; MEENTS; CIOTU; FISCHER, 2019).

Ja foi demonstrado a ativacdo do TRPA1 em modelos de dor do cancer, onde
0s animais demonstraram comportamento nociceptivo apos a inoculacdo das células
tumorais, e apoés o tratamento, o qual buscou diminuir a expressao do receptor TRPA1,
a nocicepcao foi aliviada (YE et al., 2011). Outros estudos também ja demonstraram
essa associacdo, onde o antagonismo do TRPA1l diminuiu a nocicepgao
(ANTONIAZZI et al., 2019; BRUSCO et al., 2020; MAQBOUL; ELSADEK, 2017; ZHAO
et al.,, 2019). Entretanto, nesses modelos, as células tumorais foram inoculadas
diretamente no 0sso, no nervo ciatico ou na pele da pata dos animais (ANTONIAZZI
et al., 2019; BRUSCO et al., 2020; MAQBOUL; ELSADEK, 2017; ZHAO et al., 2019).
Com isso, € interessante desenvolver mais estudos que avaliem a ativacdo do TRPAL
em modelos onde as células sejam inoculadas no sitio primario, como a glandula
mamaria, e fisiologicamente ocorra o processo de metastase 6ssea.

Além disso, sabe-se que pacientes com dor do cancer necessitam muitas vezes
de tratamentos analgésicos por longos periodos. Entretanto, como ja foi mencionado,
inimeros medicamentos clinicamente utilizados possuem muitos efeitos adversos,

como a tolerancia. Isso faz com que os pacientes continuem sentindo dor e por muitas
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vezes desistam de seus tratamentos para o cancer (MAGEE et al., 2019; NEUFELD;
ELNAHAL; ALVAREZ, 2017). Dessa forma, é interessante buscar novas estratégias
para tratamentos mais longos para a dor do cancer, que ndo possuam esses efeitos.

J4 se sabe que a ativacdo do TRPALl por agonistas enddgenos, esta
relacionada ao desenvolvimento de nocicep¢ao em camundongos (ANTONIAZZI et
al., 2019). Porém, quando falamos em dor Gssea, ainda ndo se sabe se existe 0
aumento de agonistas TRPAL no tecido 0sseo, e até mesmo a expressdo deste
receptor neste local, o que poderia estar relacionado com a dor 6ssea proveniente de
metastase.

E importante salientar, que o papel do TRPA1 em diferentes tipos de cancer ja
foi explorado, ndo somente para o tratamento da dor, mas para outros fins
relacionados ao cancer (BUJAK et al., 2019; CHEN et al., 2014; DE ALMEIDA et al.,
2021; FATTORI et al.,, 2016; LIBERATI et al., 2013; SANTONI et al., 2019;
TAKAHASHI et al., 2018; YANG et al., 2019). Mas, ainda existem questdes a serem
respondidas, para assim buscar melhores tratamentos para os pacientes que sofrem
com este sintoma. Com isso, percebe-se que o papel do receptor TRPAL € importante
no desenvolvimento da dor do cancer, sendo entdo, um importante alvo para estudos
e desenvolvimento de novos medicamentos relacionados a esta patologia.

Assim, o objetivo deste estudo foi caracterizar a nocicep¢do em modelo de dor
do cancer de mama metastatico e avaliar o envolvimento do receptor TRPAL neste

modelo em camundongos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 DOR

O sistema sensorial tem como funcdo informar ao cérebro sobre o que esta
ocorrendo com o corpo usando diferentes vias sensoriais. Por isso, existem varios
sistemas sensoriais relevantes no organismo humano para deteccdo de estimulos
internos e externos. Estes podem ser de natureza visual, auditiva, olfatoria, tatil ou
ainda dolorosa. Dessa forma, cada estimulo é identificado por estruturas especificas
das vias sensoriais, que expressam receptores sensiveis para as formas especificas
de estimulos. Neste contexto, a dor é normalmente utilizada pelo organismo humano
como um sistema de protecado para prevencao de lesdes teciduais, sendo essencial
para a sobrevivéncia (JULIUS; BASBAUM, 2001; LEE; NEUMEISTER, 2020;
RINGKAMP; DOUGHERTY; RAJA, 2018).

A capacidade de distinguir os estimulos nocivos daqueles que séo indcuos é
relevante para a sobrevivéncia e bem-estar dos animais vertebrados ou invertebrados
(BURRELL, 2017; SNEDDON, 2018). Isso foi confirmado ainda no ano de 1906,
guando um pesquisador chamado Sherrington propds a existéncia de nociceptores,
0S quais jA se sabem que sao neurbnios sensoriais primarios, que realizam a
transducao de estimulos dolorosos em tecidos periféricos, que poderiam gerar lesdes
teciduais (BURKE, 2007). A dor pode ser provocada por qualquer estimulo que tenha
potencial de danificar um tecido, ou seja, estimulos de alto limiar. Com isso, a dor
alerta o organismo de possiveis patbgenos ou estimulos agressores que possam vir
a causar danos maiores para o individuo (LEE; NEUMEISTER, 2020; RINGKAMP;
DOUGHERTY; RAJA, 2018).

Apesar da sensacdo de dor ser uma maneira de proteger o organismo, em
algumas patologias a sua sinalizagao pode se apresentar anormal e tornar-se cronica,
sendo prejudicial ao organismo acometido (LEE; NEUMEISTER, 2020; RINGKAMP;
DOUGHERTY; RAJA, 2018). Neste caso pode-se citar a dor neuropatica que é
causada por doencga ou danos no sistema nervoso, ou a dor inflamatoria crénica, onde
a inflamacao nas articulacdes passa a ndo ser mais um fator benéfico a reestruturacao
do tecido e este sintoma pode ser de dificil tratamento (WOOLF, 2010).

Neste cenario, a dor € um sintoma que frequentemente leva a busca por

tratamentos ou 0 uso constante de medicamentos, 0s quais nem sempre traréo o alivio
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desejado e poderao causar efeitos adversos (TSAGARELI et al., 2018). Independente
da origem, a dor crénica € incapacitante, tornando-se uma doenca ou sintoma com
grande impacto na qualidade de vida do individuo e de sua familia, bem como na
sociedade (RINGKAMP; DOUGHERTY; RAJA, 2018). Cabe salientar que a dor,
apesar de estar relacionada com a transmisséo de estimulos nocivos por parte dos
nociceptores, também pode ser modulada por experiéncias emocionais, sendo entao
considerada como um fendmeno subjetivo (TSAGARELI et al., 2018).

Dessa forma, a Associagéo Internacional para o Estudo da Dor (IASP) define a
dor como “uma experiéncia sensitiva e emocional desagradavel associada, ou
semelhante aquela associada, a uma leséo real ou potencial” (DESANTANA et al.,
2020). Assim, pode-se notar que muitas vezes a dor é de dificil avaliacdo devido ao
fato de cada individuo experimentar este estimulo de forma pessoal, trazendo
diferentes conotacgdes fisicas e emocionais (LEE; NEUMEISTER, 2020; RINGKAMP;
DOUGHERTY; RAJA, 2018). Por isso, compreender quais sdo 0S mecanismos
fisiologicos pelos quais os estimulos nocivos podem ser percebidos pelo organismo,
€ essencial para o entendimento dos diversos tipos de patologias dolorosas e suas
possiveis formas de tratamento.

Dessa maneira, para o estudo fisiologico da dor, utiliza-se o termo nocicepgéao,
definido pela IASP como “o processo neural de codificagcdo de estimulos nocivos”,
sendo que este processo pode ocorrer sem que ocorra dor ou vice-versa (TREEDE,
2018). Assim, é descrito que os estimulos nocivos que sao mensurados em modelos
experimentais em animais sdo descritos como nocicep¢do (LEE; NEUMEISTER,
2020; SLOSKY; LARGENT-MILNES; VANDERAH, 2015). A nocicepcéao € a ativacao
fisiologica das vias neurais por estimulos de alto limiar, como temperaturas extremas,
forca mecanica ou compostos quimicos. Estes estimulos induzem alguma acado
comportamental ou uma resposta de escape, tanto em animais quanto em humanos.
Ainda, estes tém a capacidade de ativar fibras aferentes especializadas presentes no
sistema nervoso periférico (SNP) (conhecidas como nociceptores). Os nociceptores
tem a morfologia pseudo-unipolar na periferia, tendo uma terminacéao livre em 6rgaos
internos e na pele, e outra terminacéo no corno dorsal da medula espinal ou no tronco
cerebral (LEE; NEUMEISTER, 2020; LEFAUCHEUR, 2019; RINGKAMP;
DOUGHERTY; RAJA, 2018).

Os nociceptores possuem corpos celulares que se localizam no ganglio do

nervo trigémeo (para as inervacdes da face), no ganglio da raiz dorsal (para as
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inervacdes do corpo) e nos ganglios nodoso e vagal (para as visceras). No SNP, a
dor tem relacdo com a ativacdo destes nociceptores que possuem fibras nervosas de
pequeno diametro, as quais podem ser mielinizadas, conhecidas como fibras Ad, ou
fibras ndo mielinizadas, conhecidas como fibras C. As fibras C tém conducé&o mais
lenta e possuem menor didmetro, estando relacionadas com as sensagdes de dor em
gueimacao, mal localizada, difusa e continua. As fibras Ad, de maior didametro e com
velocidade mais rapida que as fibras C, estdo associadas com as sensacdes de
picada, pontiagudas, dor aguda e bem localizada (BASBAUM et al., 2009; LEE;
NEUMEISTER, 2020; RINGKAMP; DOUGHERTY; RAJA, 2018). Estas fibras
reconhecem o sinal nociceptivo através de diferentes canais idnicos, ou ainda por
receptores acoplados a proteina G, e assim este sinal € conduzido até o corno dorsal
da medula espinhal, onde é realizada a primeira sinapse. Ap0s a sinapse espinal, o
sinal € conduzido até diferentes estruturas do sistema nervoso central (SNC) através
de vias para o processamento cerebral da dor, ocorrendo a percepcao da dor
(LEFAUCHEUR, 2019).

No corno dorsal da medula espinal, os nociceptores ativam neurbnios de
segunda ordem, pela geracéo do potencial de agédo que ocorre por conta da liberagcéo
de neurotransmissores excitatorios, como o glutamato, a substancia P e o peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), e assim o sinal ascende para estruturas
do SNC. Apoés o processo de sinapse na medula espinal, a informacéo nociceptiva
ascende pelo trato espinotalamico até chegar no talamo e posteriormente € projetada
para o cortex somatossensorial. Através desta via, a dor é discriminada para o
reconhecimento do local e da intensidade do estimulo doloroso (JULIUS; BASBAUM,
2001; WOOLF, 2010). A segunda via percorrida pelos axonios provenientes do corno
dorsal da medula espinhal, é a via espinoparabraquial amigdaloide. Esta via é
constituida de projecdes do nucleo parabraquial e amigdala, que convergem para o
cértex insular, responsavel pelo descontentamento e sofrimentos associados a dor, e
para o cortex cingulado, envolvido na aversdo emocional e na rea¢do autonémica ao
estimulo desencadeador da dor. Com isso, é possivel notar que estas regides séo
capazes de relacionar o aspecto afetivo-emocional com a experiéncia dolorosa
(BASBAUM et al., 2009; OSSIPOV; DUSSOR; PORRECA, 2010).

A sinapse entre neurbnios nociceptivos na medula espinal e a liberacdo dos
neurotransmissores, depende da ativacao de diferentes canais idbnicos como 0s canais

de sédio dependentes de voltagem e do influxo de calcio causado pela abertura de
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canais de célcio dependentes de voltagem (principalmente do tipo N), porém outros
canais podem estar envolvidos nestes mecanismos como os TRPs (BASBAUM et al.,
2009; DUBIN; PATAPOUTIAN, 2010; JULIUS, 2013; OSSIPOV; DUSSOR;
PORRECA, 2010).

Devido ao fato da transmisséo do estimulo doloroso ser um processo complexo,
o qual envolve componentes sensoriais e fatores emocionais, ela pode ser classificada
de diferentes formas (Figura 1) (TSAGARELI et al., 2018; WOOLF, 2010). A dor
nociceptiva é geralmente uma forma de dor aguda que esta associada a protecédo do
organismo em processos que podem causar lesbes potenciais ou reais aos tecidos,
onde os neurbnios sensoriais estdo alertas a estimulos de alto limiar (LOESER,;
TREEDE, 2008; SNEDDON, 2018). Este tipo de dor deve permanecer intacta apés a
administracdo de um analgésico, ou pode ser bloqueada com o uso de anestésicos
locais. A perda da capacidade de detectar a dor nociceptiva, devido a alteragdes raras
no gene SC9A que esta envolvido na codificacdo dos canais de sédio regulados por
voltagem 1.7 (Nav 1.7), pode levar a danos teciduais frequentes nestes pacientes,
demonstrando a necessidade da detecg¢éo constante de estimulos aversivos (RAOUF,;
QUICK; WOOD, 2010; WOOLF, 2010).

A dor inflamatoria também possui a fungdo de proteger o organismo, porém,
estd associada ao aumento da sensibilidade sensorial apds lesdes teciduais para que
ocorra o0 auxilio na recuperacéo do tecido lesionado. Na dor inflamatoria observa-se a
ativagdo do sistema imune com a liberagdo de mediadores inflamatérios de neur6nios
sensoriais ou de células inflamatérias causando a sensibilizacdo dos nociceptores.
Dessa maneira, individuos acometidos por este tipo de dor sentem a sensacao
dolorosa frente a estimulos que antes eram descritos como inofensivos, que seria a
caracterizacao do sintoma de alodinia. Ainda assim, estes individuos podem relatar o
aparecimento de dor exacerbada frente a estimulos que antes ja causavam dor, um
sintoma denominado como hiperalgesia (LOESER; TREEDE, 2008; YEKKIRALA et
al., 2017). Na dor inflamatéria aguda este tipo de hipersensibilidade auxilia a
resguardar o tecido lesado, porém na artrite reumatoide ou em outras formas de artrite,
a dor inflamatdria crénica necessita de controle com o uso de medicamentos de forma
continua (YEKKIRALA et al., 2017).

Além disso, a dor nociplastica € aquela forma de dor que é normalmente crbnica
(com duracao maior que 3 meses). Ela pode ser observada em situacées em que nao

h&a dano tecidual detectavel, como no caso da fibromialgia ou da enxaqueca (KOSEK
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et al., 2016). Ja para a dor neuropatica é observada lesdo ou disfuncdo do SNP ou
SNC, que causa consequentemente anormalidades das vias nociceptivas mesmo
apos a resolucdo da lesdo neuronal (VON HEHN; BARON; WOOLF, 2012). Assim,
ocorre a facilitacdo da geracéo de estimulos dolorosos devido a sensibiliza¢ao central
elou periférica, com o aparecimento de dor espontanea, alodinia e hiperalgesia
(LOESER; TREEDE, 2008; WOOLF, 2010). A dor neuropatica periférica pode ser
detectada apO0s a administracdo de quimioterapicos utilizados no tratamento do
cancer. Neste caso, este tipo de dor pode influenciar na terapéutica e reduzir a
qualidade de vida dos pacientes (FLATTERS; DOUGHERTY; COLVIN, 2017).

Em 2019, foi aprovada a nova classificacao de dor crbnica para a Classificacao
Internacional de Doencas (CID), a CID-11, que devera entrar em vigor em 2022.
Dentro dela as dores crbénicas foram divididas em duas categorias: dores primarias e
dores secundéarias. A dor crénica primaria € definida como dor que persiste ou recorre
por mais de trés meses, em uma ou mais regides anatdbmicas, e esta associada a
sofrimento emocional ou incapacidade funcional, podendo interferir nas atividades
sociais e diarias do individuo. Exemplos de dores cronicas que estdo nesta categoria
séo as dores cronicas generalizadas, como a fibromialgia, dores regionais complexas,
cefaleia priméaria cronica e dor orofacial, como a enxaqueca cronica e disturbio
temporomandibular, além da dor visceral primaria crénica, como a sindrome do
intestino irritavel, e dores musculoesqueléticas primaria cronica, como dor lombar
inespecifica. A dor crdnica secundéria esté relacionada a outras doengas como causa
subjacente, onde essa dor pode inicialmente ser considerada um sintoma. Dentro
desta classificacdo podemos citar a dor cronica relacionada ao cancer, dor crbénica
pés-cirirgica ou pos-traumatica, dor neuropatica cronica, dor crénica secundaria
orofacial ou de cabeca, dor crénica secundaria visceral e dor crénica secundaria
musculoesquelética (TREEDE et al., 2019).

E importante ressaltar que tem se dado énfase a estudos sobre dores dificeis
de serem enquadradas como um sintoma unico, como ocorre na dor do cancer, que
agora faz parte do CID-11, sendo um tipo de dor cronica secundaria. Neste caso, a
dor depende de muitos fatores e pode muitas vezes possuir caracteristicas de dor
neuropatica ou inflamatéria (MANTYH, 2013).

O aparecimento da dor do cancer pode estar relacionado com varios processos
importantes de serem entendidos e estudados. O crescimento tumoral pode causar

dano tecidual tanto no local de crescimento primario como em locais de metastase,
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levando a liberacdo de uma grande quantidade de mediadores inflamatérios. Além
disso, a expansdo do tumor pode levar a compressdo dos nociceptores ou ao dano
ao sistema nervoso, levando a dor neuropatica (FALK; DICKENSON, 2014
FLATTERS; DOUGHERTY; COLVIN, 2017). Dessa maneira, torna-se importante
investigar os mecanismos envolvidos na dor do cancer para que o tratamento desta

forma de dor seja mais eficaz.

Figura 1 - Classificacéo dos tipos de dores.
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2.2 DOR DO CANCER

A dor oncoldgica € um problema frequente encontrado pelos pacientes durante
a doenca e muitas vezes € causada pela proliferacdo do cancer, metastase do cancer
nos 0ssos, tratamento do cancer e/ou cirurgia (HUI; BRUERA, 2014; PORTENOY,
2011). No entanto, € um sintoma dificil de controlar, causando ansiedade, depresséo,
fadiga, alteracdo do apetite e distarbios do sono; e, posteriormente, interferindo na
gualidade de vida dos pacientes (PORTENQY, 2011). A dor no cenario do cancer
ainda é inadequadamente controlada, mostrando a importancia da busca por novas
terapias e do cumprimento adequado das diretrizes para o tratamento da dor (HUI;
BRUERA, 2014).

A avaliacdo da dor em pacientes com cancer deve caracterizar-se apds a
gueixa de dor, levando em consideracdo o estado da doenca subjacente,
esclarecendo a dor em termos de sua causa, sindrome e fisiopatologia e obtendo
detalhes sobre outros fatores que podem contribuir para a doengca (SEXTON;
ATAYEE; BRUNER, 2018). O aparecimento deste sintoma afeta drasticamente a
gualidade de vida dos pacientes (HENSON et al., 2020; LIEPE, 2018; MANTYH et al.,
2002). Pacientes que se apresentam em estagios avancados da doenca relatam o
aparecimento da dor cronica (SMYTH et al., 2016). Aproximadamente 35% a 96% dos
destes pacientes sofrem por diferentes graus de dor, dos quais cerca de 30%
apresentam dor persistente e intensa (HENSON et al., 2020; LIEPE, 2018; ZHU et al.,
2015).

O cancer de mama é uma preocupacdo comum de saude publica em todo o
mundo, mesmo com as diferentes e inovadoras terapias para diminuir a prevaléncia e
mortalidade (ZHU et al.,, 2015). Este tipo de cancer € o tumor maligno mais
frequentemente diagnosticado em mulheres, além de ser a principal causa de morte
por cancer em mulheres em todo o mundo (BRAY et al., 2018). Cerca de 40 a 89%
das pacientes com cancer de mama teréao dor cronica (BOKHARI; SAWATZKY, 2009;
LIEPE, 2018). O cancer de mama é frequentemente curavel em cerca de 70 a 80%
das pacientes quando esta no estagio inicial e ndo desenvolveu metastase
(HARBECK et al.,, 2019). No entanto, esse tipo de céancer comumente produz
metastases a distancia que podem afetar os pulmdes, o cérebro, o figado e 0s 0sso0s.
Como o cancer de mama avancado s6 é considerado tratavel, é relevante controlar a

dor 0ssea, prevenir fraturas dsseas e reduzir o estresse emocional (HARBECK et al.,
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2019; ZAJACZKOWSKA et al., 2019).

A dor 6ssea € um dos tipos mais comuns de dor crénica nestes pacientes, e a
principal razéo para este tipo de dor € devido a metastase de cancer ao 0sso, sendo
0 0ss0 0 primeiro local de metastase para esse cancer primario (HIASA et al., 2017;
ZHU et al., 2015). O cancer de mama é a causa mais comum de cancer com doenca
metastatica, e aproximadamente 73% dos pacientes que apresentam cancer de mama
em estagio terminal desenvolvem metastases 0sseas (CURRIE et al., 2013; SHENOY
et al., 2016). Estes individuos apresentam um estado de dor complexa sofrendo com
dor espontanea, sem nenhum estimulo aparentemente claro, e dor evocada, aquela
gue é causada por um estimulo, como o simples movimento de caminhar (CURRIE et
al., 2013; LIEPE, 2018; MANTYH et al., 2002).

Dessa forma, a dor induzida pelo cancer envolve mecanismos inflamatorios e
neuropaticos, pois a expanséo do tumor induz danos nos tecidos e libera¢do de varios
mediadores inflamatérios. Além disso, o cancer também pode comprimir ou crescer
dentro de um nervo sensorial, causando alteragcdes neuropaticas, ocasionando o
aparecimento desta dor, que € gerada por lesdo ou patologia do sistema
somatossensorial em seus elementos periféricos (dor neuropética periférica) ou no
SNC (dor neuropatica central) (FALK; DICKENSON, 2014; MANTYH, 2018)

As metastases 0sseas, além de levarem o individuo a desenvolver dor, estdo
relacionadas a eventos potencialmente fatais relacionados ao esqueleto como as
fraturas Osseas (GUISE, 2013). O desenvolvimento de metastase necessita de
diferentes processos, sendo que se um deles ndo estiver completo, o aparecimento
de metastase ndo ocorre (BIEHLER-GOMEZ; GIORDANO; CATTANEO, 2019). A
‘cascata metastatica” € o processo em que as células tumorais sdo disseminadas
através da corrente sanguinea ou dos vasos linfaticos para érgaos distantes do local
de desenvolvimento do tumor primario. Ao aderirem neste local, as células tumorais
se proliferam e promovem a angiogénese dentro do novo o6rgdo (DUPRE;
REDELMAN; HUNTER, 2007). A “invasao” é o processo que se relaciona com a
adesdo das células tumorais a matriz extracelular que posteriormente leva a
degradacdo da mesma por fatores diversos que sao secretados, 0s quais se
diferenciam em cada tipo de tecido, como as metaloproteinases (MCSHERRY et al.,
2007).

A “migracéo e mobilidade” é o processo em que as células metastaticas migram

do local priméario, sendo que estas sdo capazes de migrar isoladamente ou



23

coletivamente. As células metastaticas de tumores de mama altamente diferenciados,
sdo capazes de migrar coletivamente, necessitando da presenca de juncdes
intercelulares. Entretanto, células que migram isoladamente podem fazer isso de duas
maneiras, através de movimento mesenquimal dependente de protease ou movimento
independente de protease (MCSHERRY et al., 2007). Outro ponto importante para o
desenvolvimento de metastase € o “microambiente tumoral”, o qual € critico para a
proliferacdo de células metastéaticas. Diferentes células, tanto do sistema imune
guanto do proprio 6rgdo, vao interagir com as células tumorais, e juntamente com
vasos sanguineos e linfaticos e com a matriz extracelular, formam um ambiente
adequado para o desenvolvimento do tumor metastatico (GEIGER; PEEPER, 2009;
NGUYEN; BOS; MASSAGUE, 20009).

O microambiente 6sseo possui fatores de crescimento, que séo liberados
durante a reabsorcdo dssea, 0s quais sdo capazes de atrair células tumorais e
estimular a proliferacdo deste tumor metastatico. Além disso, as células de cancer de
mama sao capazes de secretar fatores osteoblasticos e osteclasticos que promovem
diferenciacdo das células 6sseas em osteoblastos (células formadoras de 0sso) e
osteoclastos (células de remodelacdo Ossea) e consequente ativagdo. Assim, 0S
osteoblastos sintetizam fatores de crescimento, que ficam armazenados na matriz
Ossea, até que a atividade dos osteoclastos os liberte, promovendo assim a
proliferacéo de células tumorais (GOODMAN et al., 2009; ZHOU; LIU; WANG, 2018).
O mecanismo do processo de metastase dssea é complexo e envolve interacdes entre
as células tumorais, osteoblastos, osteoclastos e a matriz 6ssea mineralizada, porém
este mecanismo ainda vem sendo bastante discutido, mas pode ser chamado de “ciclo
vicioso” devido a interacdo continua entre o tumor metastético e as células do estroma
0sseo (FUTAKUCHI; FUKAMACHI; SUZUI, 2016; LEIBBRANDT; PENNINGER,
20009).

As células tumorais ao atingirem o microambiente 6sseo, secretam fatores que
estimulam os osteoblastos, como o peptideo relacionado ao horménio paratiredideo
(PTHrP). Os osteoblastos que sao ativados aumentam a expressao do ligante do
receptor ativador do fator nuclear kappa B (RANKL). Ja foi demonstrado em estudos,
gue o RANKL, por ligar-se ao seu receptor RANK, é essencial ha mediagdo da
ativacao de osteoclastos (LIPTON; GOESSL, 2011; WU et al., 2018). Os osteoclastos
ativados degradam a matriz éssea produzindo acido forte e proteinases como as

metaloproteinases. A degradacdo 0ssea pelos osteoclastos libera alguns fatores de
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crescimento, dentre eles o fator de crescimento tumoral B (TGFB), o qual esta
armazenado na matriz 6ssea, e juntamente com o0s outros fatores, estimulam o
crescimento do tumor e levam ao aumento dos niveis de PTHrP derivado do tumor
(DELAISSE et al., 2003; FUTAKUCHI; FUKAMACHI; SUZUI, 2016; ZHOU et al.,
2018). Esse processo continuo faz com que ocorra a aceleracao estromal do tumor
no microambiente 6sseo, proporcionando um local fértil que leva a acéo agressiva das
células tumorais que chegarem a este local (FUTAKUCHI; FUKAMACHI; SUZUI,
2016). Com isso, as metéstases Osseas podem ser divididas em trés tipo: as
osteoliticas, osteoblasticas ou mistas. No cancer de mama as metastases sao
predominantemente osteoliticas, pois estdo relacionadas ao aparecimento de
hipercalcemia em 30% dos pacientes com metastase Ossea, fraturas Osseas e
principalmente a dor 0ssea grave (BIEHLER-GOMEZ; GIORDANO; CATTANEO,
2019).

Curiosamente, a presenca e a intensidade da dor ndo estdo necessariamente
correlacionadas com o tamanho ou o numero de neoplasias ativas. Enquanto alguns
sitios metastaticos sdo completamente indolores, outros causam dor severa a partir
de uma Unica metastase 0ssea, mesmo na auséncia de fratura (BUEHLMANN et al.,
2018; FALK; DICKENSON, 2014). Isso é provavelmente o resultado de diferentes
balancos entre os mecanismos periféricos e centrais e a capacidade dos sistemas
moduladores centrais de reduzir a atividade periférica, podendo ambos variar entre os
pacientes. Além disso, a neuropatia no cancer de mama pode surgir como
consequéncia subsequente da intervencéo terapéutica, tal como quimioterapia ou
cirurgia. Os mecanismos envolvidos na fisiopatologia sdo induzidos de forma
periférica e centralmente, e impulsos alterados do osso e tecidos circundantes
poderiam resultar em um estado de hiperexcitabilidade geral dos neurénios no corno
dorsal da medula espinhal (FALK; DICKENSON, 2014). Devido a estes fatores,
pacientes em estagios avancados desta doenca relatam a presenca de dor em
atividades simples, necessitando assim, de uma terapéutica adequada para a melhora
deste sintoma (BALLANTYNE; KALSO; STANNARD, 2016; CURRIE et al., 2013;
MANTYH et al., 2002).

2.3 TRATAMENTOS PARA DOR DO CANCER E MECANISMOS INOVADORES
ESTUDADOS
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2.3.1 Tratamentos para dor do cancer

O tratamento para a dor do cancer pode seguir diferentes guias e protocolos
dependendo do manejo que cada pais adota. Porém, a OMS, possui uma escala
analgésica, a qual é utilizada como uma estratégia para diminuir a dor e seus efeitos
de forma adequada (Figura 2). A escala analgésica descreve passo a passo, através
de uma hierarquia de medicamentos, quais compostos analgésicos devem ser
utilizados para cada estagio da dor do cancer em geral aliados a outras abordagens
intervencionistas (ANEKAR; CASCELLA, 2020). A escala analgésica da OMS foi
criada no ano de 1986 e possui eficacia de 70% para o tratamento da dor do cancer
(ANEKAR; CASCELLA, 2020; WHO, 1986). Hoje a escala da dor da OMS inclui quatro
etapas que foram revisadas ao longo dos anos, as quais sao:

e Primeira etapa: para dor leve, inclui analgésicos ndo opioides, como os
anti-inflamatoérios ndo esteroides (AINEs) e paracetamol (grupo de
analgésicos ndo opioides), associados ou nédo a medicamentos
adjuvantes. Essa etapa pode ser associada na Escala Visual Analdgica

(EVA) da dor, que vai de 0 a 10, aos pontos 1, 2 e 3.

¢ Segunda etapa: para dor leve a moderada, inclui a utilizacéo de opioides
fracos, como tramadol, hidroxicodona e codeina. Esses medicamentos
podem ser associados aos analgésicos ndo opioides ou ainda a um
medicamento adjuvantes. Na EVA, esta etapa relaciona-se aos pontos
4,5e6.

e Terceira etapa: para dor moderada a intensa, inclui a utilizacdo de
opioides fortes, como a morfina, oxicodona, tapentadol, metadona,
buprenorfina, fentanil, hidromorfona e oximorfona. Esses medicamentos
podem ser associados a analgésicos nao opioides ou a medicamentos

adjuvantes. Na EVA, esta etapa relaciona-se aos pontos 7, 8, 9 e 10.

7

e Quarta etapa: esta etapa é considerada de intervencédo, pois inclui
diferentes praticas intervencionistas ou aplicacdo de farmacos por via
espinal ou local para o alivio da dor intensa. Estas praticas podem ser
utiizadas em combinacdo com opioides potentes e outros
medicamentos para dor. A etapa de intervengéo ocorre quando o médico

detecta uma falha na producdo de analgesia adequada, mesmo com
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altas doses de opioides, ou ainda quando ha o desenvolvimento de
efeitos adversos intensos. Esta etapa inclui abordagens de
neuromodulacéo, estratégias neurocirargicas, administracdo intratecal
ou local de analgésicos ou anestésicos, analgesia epidural, radioterapia
paliativa, bloqueio nervoso, fisioterapia, terapia ocupacional e

procedimentos ablativos.

Em relagédo as terapias adjuvantes, que podem ser utilizadas nas etapas de
controle da dor, estas englobam indmeros compostos de diferentes classes
farmacologicas. Estes medicamentos sdo anticonvulsivantes (gabapentina e
pregabalina), lidocaina tépica ou capsaicina, antidepressivos triciclicos (TCAs,
incluindo nortriptilina e amitriptilina), inibidores de recaptacdo de serotonina-
norepinefrina (IRSNs, venlafaxina e duloxetina), inibidores seletivos da recaptacéo da
serotonina (ISRSs), bisfosfonatos e corticosteroides. Ainda, para a dor neuropatica
relacionada ao cancer, podem ser utilizados antidepressivos ou anticonvulsivantes.
Também, agentes topicos (como a capsaicina e a lidocaina) podem ser Uteis em
alguns casos, bem como tramadol e/ou opioides fortes no tratamento da dor
neuropatica (ANEKAR; CASCELLA, 2020; BALLANTYNE; KALSO; STANNARD,
2016; DERRY et al.,, 2017; HUI; BRUERA, 2014; LIU et al.,, 2017; WHO, 1986;
PORTENOQY, 2011; SINDHI; ERDEK, 2019; VARRASSI et al., 2018). E importante
salientar que a escala analgésica deve ser usada em uma abordagem bidirecional e
gue se a dor crbénica diminuir ou desaparecer, os medicamentos podem ser alterados
de acordo com as etapas ja mencionadas. Ainda, o manejo da dor também deve seguir
a causa inicial do sintoma (ANEKAR; CASCELLA, 2020; HUI; BRUERA, 2014, LIU et
al., 2017; PORTENOQY, 2011).
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Figura 2 - llustracdo da Escala Analgésica da Dor

Para pacientes em Intervencao
tratamento oncolégico Neuromodulacdo

Dor moderada
a intensa

Opioides fortes
Dor leve

a moderada

Opioides fracos
Dor leve

Analgésicos
nao opioides

Adjuvantes
Anticonvulsivantes e Antidepressivos

Fonte: Autora.

2.3.2 Tratamentos para dor 6ssea induzida pelo cancer

O controle da dor 6ssea, proveniente do cancer com metastase 6ssea, tem seu
controle muito parecido com a dor do cancer em geral. Dever ser controlado por uma
abordagem multimodal, utilizando-se de estratégias farmacoldgicas e/ou nao
farmacolégicas (HENSON et al., 2020; ZAJACZKOWSKA et al., 2019). Entretanto,
alguns pontos podem ser considerados.

Devido ao fato da dor 6ssea induzida pelo cancer ser originada, principalmente
pela proliferacdo e consequente migracdo de células tumorais, 0s proprios
tratamentos anticancer, como radioterapia, quimioterapia e cirurgia, podem reduzir a
dor do individuo. Isso ocorre pelo fato destes tratamentos diminuirem o crescimento,
a proliferacdo e a infiltracdo das células cancerigenas no tecido 6sseo (SINDHI;
ERDEK, 2019; ZAJACZKOWSKA et al., 2019b). Além disso, a utilizacdo de
analgésicos, também pode auxiliar neste processo. Assim, estas abordagens tem a

capacidade de reduzir a dor e aumentar a qualidade de vida dos pacientes (FELLER
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et al., 2019; SINDHI; ERDEK, 2019)

Ainda, para pacientes resistentes a estas terapias analgésicas, existem outras
opcOes que podem ser analisadas: neurodestruicdo e neuromodulacédo (SINDHI;
ERDEK, 2019). A neurodestruicdo induz a interrup¢éo das vias da dor para o cérebro
a partir da medula espinhal, podendo ser utilizada em casos de doenca metastatica
espinal. Entretanto, o efeito analgésico € curto, sendo Uutii em casos de baixa
expectativa de vida. A neuromodulacdo também pode ser usada para dor intratavel
de origem neuropatica, e a estimulacdo elétrica da medula espinal pode ser util para
esse conjunto de pacientes (SINDHI; ERDEK, 2019).

Além disso, em casos seletivos de dor 0ssea difusa e refrataria, existe a opcéo
de administracao sistémica de radiofarmacos direcionados aos 0ssos (samario-153 e
estroncio-89) (GUERRA LIBERAL; TAVARES; TAVARES, 2016). Ainda, existe o
tratamento com radioterapia por feixe externo (EBR), sendo muito Gtil para dor em
pacientes com risco de fratura patolégica ou pacientes com compressao da medula
espinal, com resultados obtidos rapidamente (LACHGAR; SAHLI; BENJAAFAR, 2017;
ZAJACZKOWSKA et al., 2019).

Em relacdo a tratamentos sistémicos para dor 6ssea, existem os inibidores de
osteoclastos (bifosfonatos e denosumabe) que retardam a ostedlise e reduzem a dor
(FELLER et al., 2019; SINDHI; ERDEK, 2019; ZAJACZKOWSKA et al., 2019). Os
bifosfonatos também sé&o Uteis no tratamento da hipercalcemia maligna e na reducgao
de fraturas patolégicas. Eles agem retardando o dano 6sseo causado pelo céancer,
reduzindo os niveis de calcio no sangue e diminuindo os riscos das fraturas 6sseas.
A acdo dessa classe de medicamentos se da basicamente pelo fato de suas moléculas
terem a capacidade de se ligar fortemente ao osso e impedir a reabsorcéo 0ssea,
através da diminuicdo da atividade dos osteoclastos (ERDOGAN; CICIN, 2014).
Dessa forma, os pacientes que apresentam dor Gssea generalizada, podem ser
tratados com a administracdo destas substancias (clodronato, pamidronato,
zoledronato ou ibandronato) (O’CARRIGAN et al., 2017; ZAJACZKOWSKA et al.,
2019). O denosumabe é um anticorpo monoclonal humano que inibe o RANKL,
diminuindo a maturacao e proliferacdo dos osteoclastos e, em seguida, a destruicéo
0ssea mediada pelos osteoclastos (LUENGO-ALONSO et al., 2019; SINDHI; ERDEK,
2019; ZAJACZKOWSKA et al., 2019).

Os (glicocorticoides (dexametasona e prednisona) sao utilizados como

adjuvantes nestes casos, e também podem reduzir a dor do cancer 6sseo em casos
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avancados. Eles tem a capacidade de reduzir a inflamagédo e o edema, sendo os
analgésicos adjuvantes mais utilizados para o tratamento da dor éssea induzida pelo
cancer (ZAJACZKOWSKA et al., 2019).

2.3.3 Efeitos adversos dos tratamentos farmacolégicos para dor do cancer e

dor 6sseainduzida pelo cancer

Apesar da necessidade dos tratamentos farmacoldgicos analgésicos para
pacientes com dor do céncer, sabe-se que 0s medicamentos possuem efeitos
adversos, ainda mais quando utilizados continuamente e por longos periodos de
tempo (SINDHI; ERDEK, 2019). Os AINEs podem levar a toxicidade gastrointestinal,
cardiovascular e renal (BINDU; MAZUMDER; BANDYOPADHYAY, 2020; SINDHI;
ERDEK, 2019; ZAJACZKOWSKA et al., 2019). Os opioides estao relacionados com
guadros de constipacdo, podendo também levar ao aparecimento de quadros com
nauseas, vomitos, sonoléncia, confusdo mental, coceira, retencdo urinaria e
hipogonadismo. Além disso, os opioides podem induzir hiperalgesia, bem como
alucinacéo e delirio em doses altas (BRUERA; PAICE, 2015; SINDHI; ERDEK, 2019;
ZAJACZKOWSKA et al., 2019).

Em relacdo aos analgésicos adjuvantes, € muito importante estar atento as
interac6es medicamentosas. I1sso, deve-se ao fato de que, 0s pacientes em tratamento
oncologico podem estar fazendo uso de outras medicactes (ZAJACZKOWSKA et al.,
2019). Além disso, alguns adjuvantes podem induzir a sonoléncia, retencdo urinaria,
boca seca, prisdo de ventre, nauseas e tonturas (ZAJACZKOWSKA et al., 2019).

Para a dor Ossea, o0 tratamento com radiofarmacos pode causar
mielossupressédo, toxicidade renal e aumento de dor (SINDHI; ERDEK, 2019;
ZAJACZKOWSKA et al., 2019). Os bifosfonatos podem induzir a osteonecrose da
mandibula, entretanto seus efeitos adversos mais frequentes séo artralgia, mialgia,
febre e fragueza, além de nauseas, edema periférico, dispneia e nauseas
(ERDOGAN; CICIN, 2014; O'CARRIGAN et al., 2017; ZAJACZKOWSKA et al., 2019).
O denosumabe também pode aumentar o risco de osteonecrose da mandibula, mas
seus efeitos adversos mais comuns sdo nausea, fraqueza e diarreia (ERDOGAN,;
CICIN, 2014; O'CARRIGAN et al., 2017; ZAJACZKOWSKA et al., 2019). E em relacao
aos glicocorticoides, estes devem ser utilizados em um curto periodo de tempo, caso

contrario, os efeitos adversos estao relacionados a imunossupressao, hiperglicemia,
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hipertenséo, psicose e Ulceras gastricas (ZAJACZKOWSKA et al., 2019).

Por todas essas razbes, a utilizacdo dos farmacos analgésicos deve ser
limitada e acompanhada por um profissional responsavel. Além disso, 45% dos
pacientes com cancer sao acompanhados por dor que ndo pode ser efetivamente
controlada. Uma das razdes para isso, pode ser devido ao fato de os mecanismos
moleculares envolvidos na dor do cancer 6sseo ainda ndo terem sido bem
esclarecidos (KOLB et al., 2019; ZHU et al., 2015b). Assim, ainda € necessaria a
busca por novos tratamentos e o desenvolvimento de novos farmacos para a dor do

cancer, através da elucidagdo dos mecanismos envolvidos neste sintoma.

2.3.4 Possiveis mecanismos envolvidos no desenvolvimento da dor do cancer

Os mecanismos associados a dor do cancer sdo ainda incertos, mas acredita-
se que possa ocorrer a ativacdo de diferentes canais ibnicos apés a instalacdo do
tumor no tecido, como o0s canais iGnicos ativados por acidos (ASIC), os canais de
potencial transitorio vaniléide 1 (TRPV1), os receptores canabinoides (CB1 e CB2),
bem como um aumento na producgao de fatores de crescimento (fator de crescimento
neuronal, NGF e o fator neurotréfico derivado do cérebro, BDNF) e a liberacdo de
mediadores inflamatorios (triptase e trifosfato de adenosina — ATP) (SCHMIDT, 2014).
Também, as causas da dor relacionada ao cancer dependem de muitos fatores,
incluindo tipo de tumor, local, estagio da doenca, além da tolerancia do paciente a dor,
sendo assim considerada uma doenca heteréloga (PLANTE; VANITALLIE, 2010).

As neurotrofinas, NGF e o BDNF, tém sido estudadas na inducéo de dor dssea
causada por cancer. Usando diferentes modelos de dor 6ssea induzida por cancer por
injecdo de células de cancer de mama, foi observado que o NGF esta envolvido no
surgimento de danos causados por tumor, dor de cancer (sensibilizacdo de
nociceptores) e inducédo de neuroma (BLOOM et al., 2011; JIMENEZ-ANDRADE et
al., 2011; MANTYH et al., 2010). Além disso, o BDNF esta envolvido na dor éssea
induzida por cancer por meio da modulacdo dos receptores N-metil D-Aspartato
(NMDA) para o glutamato, portanto, essa neurotrofina contribuiu para a sensibilizagéo
central e nocicepcdo em modelos de dor 6ssea induzida por cancer distintos induzidos
pela injecdo de células de cancer de mama (TOMOTSUKA et al., 2014; WANG et al.,
2012).

Ainda, o fator de necrose tumoral-a (TNFa), uma citocina pré-inflamatéria, esta
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envolvida na dor éssea induzida por cancer apos a inoculagédo do cancer de mama, e
0S niveis dessa citocina estdo aumentados em animais com cancer (LOZANO-
ONDOUA; SYMONS-LIGUORI; VANDERAH, 2013). Os niveis de outras citocinas e
guimiocinas pro-inflamatérias (interleucina-6, proteina inflamatoéria de macréfagos-1
ou CCL2 e proteina inflamatéria de macréfagos-1a ou CCL3) foram aumentados nas
amostras de extrudado de medula 6ssea em animais dor 6ssea induzida por cancer
(LOZANO-ONDOUA; SYMONS-LIGUORI; VANDERAH, 2013). Ademais, os niveis de
interleucina-1B (IL-1B) foram aumentados na tibia e medula espinhal em um modelo
de CIBP ap6s injecdo de células de cancer de mama e um efeito antinociceptivo
induzido por antagonista do receptor de IL-1 (BAAMONDE et al., 2007).

O sistema endocanabinoide presente no organismo de mamiferos engloba os
receptores canabinoides tipo 1 (CB1R), os receptores canabinoide tipo 2 (CB2R),
ligantes canabinoides enddgenos (endocanabinoides) e enzimas metabolizantes.
Todo este sistema, presente no sistema imune, no sistema nervoso central e sistema
nervoso periférico € expresso nas vias sensoriais dolorosas (SAITO; WOTJAK;
MOREIRA, 2010; STAROWICZ; FINN, 2017). Os receptores canabinoides fazem
parte da familia dos receptores acoplados a proteina G e possuem uma porcao N-
terminal extracelular, uma por¢do C-terminal intracelular e sete dominios
transmembrana. O mecanismo de transducédo dos sinais dos receptores canabinoides
envolve vias com a participacdo da proteina Gipo, inibindo a adenilil ciclase e ativando
guinases, e modulando canais idnicos, no caso de CB1R (CHAVES, 2008).

Pelo fato dos medicamentos para dor utilizados atualmente na clinica
apresentarem efeitos adversos preocupantes, a busca pela utilizacdo do sistema
canabinoide vem crescendo cada vez mais (FRAGUAS-SANCHEZ; TORRES-
SUAREZ, 2018; STAROWICZ; FINN, 2017). Dessa forma, modelos animais ja
demonstraram o efeito antinociceptivo de agonistas de receptores canabinoides para
o tratamento de diversos tipos de dores como a dor aguda, dor inflamatéria, dor
neuropatica e a dor do cancer com metastase 6ssea (BILIR et al., 2018; GU et al.,
2011; LOZANO-ONDOUA et al., 2010, 2013; STAROWICZ; FINN, 2017; UHELSKI et
al.,, 2013). O fato pelo qual os receptores canabinoides estédo relacionados com a
modulacdo da dor é devido as suas distribuicbes anatbmicas, onde estes estédo
distribuidos nas regibes envolvidas na transducdo, transmisséo, percepcao e
modulacdo da dor, tanto nas vias ascendentes quanto nas vias descendentes
(STAROWICZ; FINN, 2017).
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Dentro disso, ja foi bem demonstrado que além de possuirem efeitos
analgésicos, agonistas do CB2R utilizados em modelos de dor do cancer, também
conseguem melhorar os parametros de degradacédo 6ssea decorrente da metastase
de células tumorais (LOZANO-ONDOUA et al., 2010, 2013). Isso acontece pelo fato
das células 6sseas, osteoclastos e osteoblastos, expressarem o receptor CB2R. Para
isso, 0s agonistas desse receptor atuam regulando a atividade dos osteoblastos,
suprimindo a atividade dos osteoclastos, fazendo com que ocorra a sintese da matriz
0ssea, auxiliando na mineralizacdo do 0sso, 0 que resulta na reconstrucdo 0ssea
(LOZANO-ONDOUA et al., 2010). Entretanto, o fato de alguns agonistas canabinoides
possuirem efeitos psicotropicos, principalmente de agonistas CB1R, o que ja foi
demonstrado em modelos animais (STAROWICZ; FINN, 2017) e o fato de agonistas
CB2R néo terem apresentados bons resultados em pesquisas na fase clinica
(DHOPESHWARKAR; MACKIE, 2014; STAROWICZ; FINN, 2017), o uso destas
substancias analgésicas se torna limitante. Assim atualmente é entendido que os
canabinoides ndo serdo farmacos utilizados de forma singular e apenas como
adjuvantes na dor do cancer.

Em relagdo aos ASICs, estes canais sdo uma familia de canais de cétions
expressos principalmente em neurbnios e sdo ativados por prétons. Tanto a
distribuicdo destes canais ao longo do neuro-eixo da dor, quanto sua capacidade de
detectar mudancas fisiopatologicamente relevantes no pH do tecido que estéao
associadas a sensacdao de dor e a analgesia produzida pelo bloqueio farmacolégico
desses canais, estdo associados ao desenvolvimento de nocicepcdo (DUBE;
ELAGOZ; MANGAT, 2009).

O TRPV1 é um canal que também esta relacionado com o desenvolvimento de
nocicepgao, porem com mecanismo diferente dos receptores ja citados. Este canal é
expresso principalmente pelos neurdnios do ganglio do trigémeo (TG) e por neurénios
de pequeno diametro dentro dos ganglios sensoriais, como o ganglio da raiz dorsal
(DRG). Inicialmente, foi relatado que este canal respondia a diferentes estimulos,
como o calor nocivo (> 43°C) e a capsaicina, presente na pimenta, que funciona como
um agonista quimico. Ainda, foi demonstrado que o TRPV1 pode ser ativado por pH
baixo (= 5,9) e varios outros estimulos, que quando associados, potencializam a
ativacdo do canal (BENITEZ-ANGELES et al., 2020).

Um estudo realizado por Heo e colaboradores (2017), utilizando-se de um

modelo de dor do cancer com células de fibrosarcoma, também mostrou que os canais
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TRPV1 e ASIC séo potenciais alvos para o tratamento da dor do cancer (HEO et al.,
2017). Isso deve-se ao fato destes canais poderem ser ativados na mudanca de pH
do local para um pH mais acido, através da acidificacdo proveniente da acdo dos
osteoclastos na reabsorcao 6ssea (CAPPARIELLO et al., 2014).

Uma alternativa para a busca de novos tratamentos para a dor do cancer e
diferentes mecanismos envolvidos nesta patologia € o estudo do TRPAL. A relacéo
entre este receptor e o desenvolvimento da dor do cancer ja vem sido relatada ha
alguns anos, mas ainda poucos estudos foram publicados com essa interacdo. O
primeiro estudo avaliando esta relacdo foi em um modelo de cancer oral (YE et al.,
2011). Foi possivel observar o desenvolvimento de nocicep¢ao nos animais, a qual foi
revertida pela administracdo de anti-NGF. Ainda, foi possivel observar que o anti-NGF
diminuiu a expressédo de TRPA1 e TRPV1 do ganglio do trigémeo (YE et al., 2011).
Mais tarde, foi relatado que os tumores orais séo capazes de liberar lipidios que ativam
TRPA1 e TRPV1 nos neurbnios sensoriais, contribuindo para o aparecimento de dor
do cancer oral (RUPAREL et al., 2015). Estudos mais recentes também ja mostraram
este envolvimento, como em um modelo onde o bloqueio de vias de sinalizacao
relacionadas a producao de TNF-a e interleucinas, associadas a ativacao do TRPAL,
foi capaz de diminuir a dor neuropatica relacionada ao cancer 6sseo em roedores.
Ainda, outros estudos mais recentes jA demonstraram a acao antinociceptiva de
antagonistas TRPAL1 para diminuicdo da dor do céncer (ANTONIAZZI et al., 2019;
BRUSCO et al., 2020).

Embora ja se saiba o envolvimento do TRPA1 com a dor do cancer, nenhum
estudo descreveu a relacado deste receptor com a dor do cancer de mama metastatico
e ndo se sabe ainda se este receptor pode ser expresso no tecido 6sseo. Desse modo,
para que sejam descobertos novos tratamentos para a dor do cancer com metastase
€ necessaria a procura por mecanismos que estejam envolvidos nesta patologia.
Entretanto, para que isso ocorra, € necessario desenvolver modelos animais que
sejam fidedignos com os sintomas e progressao da doenca observados na clinica para

0 cancer de mama com metastase 0ssea.

2.4 MODELOS UTILIZADOS PARA OBSERVAR NOVOS MECANISMOS
ENVOLVIDOS NA DOR DO CANCER DE MAMA COM METASTASE OSSEA
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Atualmente existem diversos estudos demonstrando a viabilidade de modelos
animais para a avaliacdo da dor do cancer 0sseo e seus mecanismos. Antes de 1999
existiam duas formas para gerar modelos in vivo de destruicdo 6ssea induzida por
tumores (MANTYH, 2013; SLOSKY; LARGENT-MILNES; VANDERAH, 2015). A
primeira delas consistia na injecdo de células tumorais no ventriculo esquerdo do
coracdo em animais do tipo roedores. ApOs a injecdo das células, estas se
espalhavam para varios locais do corpo, incluindo a medula 6ssea. A proliferacdo das
células tumorais na medula éssea resultava na formagdo de um tumor solido dentro
do espaco intramedular e na destruicdo do osso circundante (SLOSKY; LARGENT-
MILNES; VANDERAH, 2015). Este modelo reproduz a observacdo clinica dos
sintomas de varios tipos de cancer, como o de mama, prostata e pulméo, pois
apresentam maior propensao a realizar metastase nos 0ssos (LOZANO-ONDOUA et
al., 2013; SLOSKY; LARGENT-MILNES; VANDERAH, 2015). Infelizmente, o uso
deste modelo torna dificil estudar a dor 6ssea induzida por cancer, devido a alta
variabilidade entre os animais quanto ao local e tamanho das metastases, sendo que
a extensdo do desenvolvimento do tumor em qualquer parte do animal, incluindo o
0sso, é totalmente descontrolada (MANTYH, 2013; SLOSKY; LARGENT-MILNES;
VANDERAH, 2015).

A segunda forma envolve a injecdo direta de células cancerosas no espaco
intramedular da tibia ou do fémur de roedores. Quando comparado a injecdo no
ventriculo esquerdo, essa forma possuia uma vantagem, pois assim a metastase
0ssea era assegurada. Contudo, a superficie 6ssea Umida da cabeca da extremidade
distal do fémur impedia a selagem do local de injecdo das células com agentes de
vedacdo convencionais, e onde o orificio de injecdo ndo era vedado, resultava em
uma massa tumoral extra esquelética grande e altamente variavel (SLOSKY;
LARGENT-MILNES; VANDERAH, 2015). Dessa maneira, o tumor escapava do 0SS0
e invadia os tecidos moles adjacentes, fazendo com que os resultados das pesquisas
relacionadas com a dor Ossea induzida por cancer fossem confundidos, pois essa
massa que invadia os tecidos interferia na avaliacdo de comportamento relacionado
com a dor e destruia os nervos dos animais, resultando em dor neuropatica (SABINO
et al., 2003; SLOSKY; LARGENT-MILNES; VANDERAH, 2015).

O primeiro modelo animal controlado de dor 6ssea induzida por cancer foi
relatado em 1999 por Schwei e colaboradores. Neste modelo singénico, células de

fiborossarcoma (NCTC 2472) foram implantadas diretamente no fémur de
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camundongos adultos da linhagem B6C3-Fe-a/a e C3H/HeJ. Ap6s o implante das
células, o local da injecao foi vedado com amalgama dentéaria e as células tumorais
foram confinadas no espaco da medula até que houvesse a expansao do tumor e
degradacdo Ossea induzida pelo cancer. Dessa forma, inicialmente o cancer se
proliferava no espaco intramedular do fémur e ndo invadia os tecidos moles
adjacentes. Com isso, foi possivel observar o desenvolvimento da nocicepc¢éo sendo
possivel relacionar esse comportamento ao grau de destruicdo 6ssea (SCHWEI et al.,
1999). Este modelo permite o desenvolvimento do tumor dentro do fémur e a avaliagédo
dos comportamentos relacionados a dor do cancer, limitando ao mesmo tempo uma
invasao de células tumorais a outros tecidos. Além disso, a injecao intradéssea permite
a avaliacdo simultanea de comportamentos relacionados a dor 0ssea, crescimento
tumoral, alteracdes neuroquimicas locais e centrais e remodelacdo d&ssea
(GOBLIRSCH; ZWOLAK; CLOHISY, 2005; SLOSKY; LARGENT-MILNES;
VANDERAH, 2015).

Este modelo de artrotomia seguida de inoculacdo de células tumorais e
insercao no local de injecao foi adaptada para um modelo utilizando-se ratos em 2002
por Medhurst e colaboradores. Neste modelo, as células de carcinoma de glandula
mamaria MRMT-1 foram implantadas na tibia de ratos Sprague-Dawley fémeas, e 0
local da injecdo foi selado com amalgama dentaria. Neste estudo os animais
desenvolveram alodinia mecanica, a qual foi revertida pelo uso de morfina, mas nao
pela administracdo de um inibidor seletivo da enzima ciclo-oxigenase 2 (COX-2)
(MEDHURST et al., 2002). Apos este trabalho o uso de artrotomia e injecdo 0ssea
direta seguida da aplicacdo de amalgama dentaria no local da injecdo geraram
dezenas de modelos animais distintos para a avaliagdo da dor do cancer 6sseo,
variando a espécie de roedor, o local da implantacdo (fémur, tibia, patela, umero,
calcaneo), tipo de célula tumoral (fiborosarcoma, adenocarcinoma de mama,
adenocarninoma de préstata) e a linhagem das células tumorais de origem (humano,
rato ou camundongo) (SLOSKY; LARGENT-MILNES; VANDERAH, 2015).

Como o cancer de mama é um dos principais tipos de tumor que gera
metastase 0ssea e aflige muitos pacientes, o uso de modelos animais direcionados

ao estudo desta patologia torna-se interessante e necessaria.
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2.4.1 Modelos animais de dor do cancer com utilizacdo de células de cancer de

mama

Ja foi descrito que a injecdo no fémur de células MDA-MB-231, de
adenocarcinoma de mama humano, em fémeas Balb/c, causou alodinia mecénica
(UNGARD; SEIDLITZ; SINGH, 2014). Em um outro estudo, também utilizando uma
linhagem de células de cancer de mama (66.1 cells) foi feita a injecdo das mesmas,
em camundongos, no espago intramedular do fémur, aumentando significativamente
0s comportamentos relacionados a dor no dia 7 apés a inoculacdo (MANTYH et al.,
2010; SLOSKY et al., 2016; ZHAO et al., 2013). Seguindo esta mesma linha, células
da linhagem MRMT-1 também foram inoculadas no fémur de ratas Sprague-Dawley e
levaram o desenvolvimento de alodinia mecénica (ZHU et al., 2018).

Além das linhagens ja descritas (SLOSKY; LARGENT-MILNES; VANDERAH,
2015; UNGARD; SEIDLITZ; SINGH, 2014; ZHU et al., 2018), outras linhagens de
células de cancer de mama séo utilizadas para o estudo de dor do cancer ésseo. As
células Walker 256 sdo muito utilizadas por possuirem capacidade metastatica
elevada e sdo geralmente injetadas na tibia dos animais. Apds a inoculacao destas
células em ratos Sprague-Dawley, os animais podem desenvolver comportamentos
relacionados a dor, como alodinia mecéanica, hiperalgesia ao calor e dor evocada por
movimento (DING et al.,, 2017; SLOSKY; LARGENT-MILNES; VANDERAH, 2015;
WANG et al., 2019). Ainda, existem outras linhagens de cancer de mama utilizadas
para inumeros estudos, principalmente relacionados a dor do cancer (HAVELIN et al.,
2017; REMENIUK et al., 2018).

Entretanto, como pode ser observado, a maioria dos estudos realizados para
avaliar a dor do cancer, fazem uso de linhagens de células tumorais capazes de
desenvolver metastase 6ssea quando injetadas diretamente no osso. Esses modelos
apesar de serem muito utilizados desde a sua descoberta, ndo demonstram o que
ocorre realmente na clinica. Com isso, seria interessante utilizarem-se modelos em
gue as células cancerigenas possam desenvolver metastase 6ssea naturalmente,
sem que haja injecao direta no 0sso.

O primeiro modelo em que as células cancerigenas foram inoculadas em um
local de desenvolvimento de tumor primario, neste caso na glandula maméaria de
camundongos BALB/c, para desenvolvimento de metéastase 0ssea foi desenvolvido
em 1999 (LELEKAKIS et al., 1999). Baseado nisso, um estudo realizado em 2013,
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utilizou duas linhagens de células de cancer de mama (67NR e 4T1) com o intuito de
avaliar a atividade pro-metastatica das células T, e para isso as células 4T1 (células
metastaticas) foram inoculadas na quarta glandula mamaria de camundongos BALB/c
fémeas, e apos o periodo de 16 dias, foi observado a presenca de metastase 0ssea
derivada desta linhagem celular (LELEKAKIS et al., 1999; MONTEIRO et al., 2013).

Além de mostrarem capacidade de metastase 6ssea, as células 4T1 ja vem
sendo utilizadas em estudos para a avaliacdo da acao citotoxica de quimioterapicos
(WANG et al., 2015; YERLIKAYA et al., 2016). Em um estudo in vitro, as células 4T1
de camundongos BALB/c foram cultivadas em meio RPMI-1640 com soro fetal bovino
para avaliarem o tratamento de cancer de mama envolvendo o antioneplasico
bortezomib (YERLIKAYA et al., 2016). Em outro estudo, in vivo, utilizando-se de
camundongos fémeas BALBI/c, as células 4T1 foram inoculadas nos animais através
de injec&o intratibial para o crescimento de tumores nos 0ssos e no pulmao,
objetivando os efeitos do quimioterapico do letrozol nas metastases provenientes de
cancer de mama (WANG et al., 2015). Além disso, outro quimioterapico utilizado para
o tratamento do cancer de mama, o paclitaxel, ja teve seus efeitos avaliados através
do uso de células 4T1 em camundongos (ELOY et al., 2017).

Além disso, a injecdo de células 4T1 no fémur de camundongos machos e
fémeas induziu comportamento relacionado a dor, onde as fémeas tiveram um inicio
mais precoce da nocicepcdo, porém com ambos o0s géneros desenvolvendo
degradacdo 6ssea semelhante (FALK; DICKENSON, 2014). Em outro estudo, usando
camundongos Balb/c fémeas, houve o desenvolvimento de dor espontanea, alodinia
mecanica e hiperalgesia ao calor apés injecdo de células 4T1 no fémur (ZHAO et al.,
2013). Outro estudo demonstrou que a inoculacdo tibial de células 4T1 em
camundongos Balb/c fémeas levou ao desenvolvimento de alodinia mecénica,
hipersensibilidade ao frio, hiperalgesia ao calor e comportamentos nociceptivos
espontaneos (ABDELAZIZ; STONE; KOMAROVA, 2014). Porém, até o momento da
realizacdo deste estudo, o modelo de inoculacdo de células 4T1 diretamente na
glandula mamaria de camundongos néo havia sido utilizada para verificar a presenca
de nocicepcéo, ou ainda testar novos mecanismos que poderiam estar envolvidos na
dor do cancer metastatico no cancer de mama.

Considerando o que foi exposto, o presente estudo traz um diferencial, pois
utiliza um modelo animal de cancer de mama metastatico, avaliando a nocicepcao,

atraves da inoculacdo das células cancerigenas na glandula mamaria dos animais.
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Isso mostra 0 que ocorre clinicamente quando se fala em dor do cancer de mama por
metastase em pacientes (SMYTH et al., 2016). Assim, primeiramente este modelo foi
desenvolvido e validado para que posteriormente fosse avaliado a participacdo do

TRPA1 nesta forma de nocicepcao.

2.5 RECEPTOR DE POTENCIAL TRANSITORIO ANQUIRINA 1
2.5.1 Receptores de Potencial Transitorio — TRP

Os receptores de potencial transitério (TRP) séo sensores celulares polimodais
envolvidos em uma grande variedade de processos celulares, e atualmente, mais de
50 membros da familia dos TRPs ja foram caracterizados (MONTELL, 2005). Nos
mamiferos a familia dos TRPs é representada por 28 diferentes proteinas agrupadas
em 6 familias, conforme a sua sequéncia de aminoacidos e sendo divididas em: TRPV
(vanildide), TRPA (anquirina), TRPC (canbnico), TRPM (melastatina), TRPML
(mucolipina) e TRPP (policistina) (KANEKO; SZALLASI, 2014; MONTELL, 2005).

Os canais TRP sdo compostos estruturalmente de seis dominios
transmembrana (S1-S6) sendo que suas regides amino e carboxiterminais estéo
localizadas intracelularmente possuindo comprimentos variaveis. A porcao
carboxiterminal esta presente nos diferentes canais, e pode conter uma sequéncia
composta de 23 a 25 residuos de aminoacidos e € utilizada como uma regido para
marcacao e descoberta de novos receptores da familia de TRP (VENKATACHALAM,;
MONTELL, 2007). Contudo, diversas repeticbes de anquirina, uma proteina que
promove a ligacdo do esqueleto proteico a bicamada lipidica, podem estar presentes
na regido amino-terminal. Estas repeticdes atuam fazendo a mediacao de interacdes
especificas entre as proteinas e os receptores TRP. Além disso, estas repeticbes
estdo envolvidas na formacdo de complexos macromoleculares entre a membrana
plasmatica e o citoesqueleto (VENKATACHALAM AND MONTELL, 2007).

Os canais TRP sdo amplamente expressos no corpo e atuam como sensores
moleculares para estimulos térmicos e quimicos. Varios canais TRP funcionam como
termorreceptores (termo-TRP) em fibras sensoriais periféricas sendo ativados por
uma faixa diferente de temperaturas, como o TRPV1l que é ativado por altas
temperaturas (= 43 ° C) ou o TRPM8 um sensor para temperaturas baixas (< 25 ° C)
(KANEKO; SZALLASI, 2014). Além disso, alguns desses receptores (TRPV1, TRPV4
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e TRPA1l) também podem ser ativados por subprodutos do estresse oxidativo,
incluindo peroxido de hidrogénio (H202) (BAI; LIPSKI, 2010; MATERAZZI et al., 2012;
TODA et al., 2016).

Além disso, esses receptores sao encontrados no sistema nervoso central e
periférico, mas também em células ndo neuronais distintas (como células epiteliais e
gueratinécitos). Assim, esses canais estdo implicados em Varios processos
fisiologicos (transducdo nociceptiva, percepcdo do paladar e percepcdo da
osmolaridade) e patoldgicos (obesidade, bexiga hiperativa e cancer). Além disso,
diferentes canais do TRP tém sido estudados para o tratamento da dor inflamatéria e
neuropatica, incluindo TRPV1, TRPV3, TRPA1, TRPM8, TRPM3 e TRPVA4. Portanto,
0 uso de compostos direcionados aos canais TRPs sistémicos deve ser
cuidadosamente estudado antes do uso para prevenir a inducao de efeitos adversos
(KANEKO; SZALLASI, 2014; MORAN; SZALLASI, 2018).

Mutagcdes nos receptores TRP s&o relacionadas ao desenvolvimento de
diferentes doencas, mostrando a importancia destes canais em processos fisioldgicos
(LEVINE; ALESSANDRI-HABER, 2007; NILIUS, 2007). E interessante ressaltar que
varias proteinas TRP foram associadas a diferenciacdo, migracdo, apoptose,
angiogénese e proliferacdo de células cancerosas. Além disso, distintos canais TRP
estdo envolvidos na mecanotransducéo por meio da migracdo celular, e esses canais
podem ser responsaveis pela metastase do cancer, incluindo TRPV4, TRPM7 e
TRPM4. Assim, os TRPs podem ser usados como novos indicadores de
diagnéstico/prognéstico para a progressdao do tumor e alvos relevantes para o
tratamento do cancer, mas ainda ha necessidade de mais pesquisas neste campo
(BUJAK et al., 2019; CHEN et al., 2014; FATTORI et al., 2016; LIBERATI et al., 2013;
SANTONI et al., 2019; YANG et al., 2019).

Um estudo realizado por Kremeyer e colaboradores (2010) mostrou que uma
mutacdo com ganho de funcéo para o receptor TRPA1 poderia levar a uma sindrome
familiar de dor episddica, demonstrando a importancia deste receptor para a
transducdo de estimulos dolorosos (KREMEYER et al., 2010). Estudos ja
demonstraram a relacdo deste receptor com a dor presente em modelos de animais
de dor do cancer e dor neuropatica causada pela administracdo de quimioterapicos
(FUSI et al., 2014; MATERAZZI et al., 2012; NASSINI et al., 2011; TREVISAN et al.,
2013).
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2.5.2 Receptor de Potencial Transitorio Anquirina 1 (TRPA1)
2.5.2.1 Aspectos gerais do canal TRPA1

O receptor TRPA1 (Figura 3) foi isolado pela primeira vez em culturas de
fibroblastos, e € um canal ndo seletivo permeavel ao célcio (ANDRADE; MEOTTI;
CALIXTO, 2012; BARALDI et al., 2010). Este canal é o Unico representante da
subfamilia da anquirina em mamiferos. O receptor TRPAL foi originalmente proposto
para ser um sensor de frio nocivo (€17 °C), mas essa denominacédo difere entre as
espécies e, em algumas espécies, pode ser um sensor de calor nocivo. Ainda ha
necessidade de mais pesquisas para descobrir se o TRPA1l atua como um
termorreceptor intrinseco em humanos. No entanto, a administracdo de antagonistas
do TRPAL nédo alterou a temperatura corporal em estudos pré-clinicos, e 0 TRPAL
n&o influenciou a preferéncia térmica em camundongos (FERNANDEZ-CARVAJAL et
al., 2020; MORAN; SZALLASI, 2018). Assim, atualmente esse canal é considerado
um alvo relevante para a hipersensibilidade ao frio em modelos animais de dor
(FERNANDEZ-CARVAJAL et al., 2020; MORAN E SZALLASI, 2018).

O TRPAL é ativado por diversos compostos naturais de agao irritante, como o
cinamaldeido (encontrado na canela), isotiocianato de alila (AITC, presente na
mostarda e wasabi), alicina (encontrada no alho), carvacrol (encontrado no orégano e
tomilho), gingerol (de gengibre) e timol (encontrado no tomilho). Esse receptor
também pode ser ativado por muitos irritantes ambientais, como o crotonaldeido
(encontrado na fumaca do cigarro), nicotina, acroleina (um aldeido reativo encontrado
na fumaca e na queima de gordura), cloro e formaldeido. Além desse receptor ser
ativado por 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE, produzido apos da peroxidacado lipidica),
hipoclorito (a reacdo da enzima mieloperoxidase causa aumento dos niveis desse
composto), produtos reativos de oxigénio (peroxido de hidrogénio - H202), espécies
reativas de nitrogénio (RNS), prostaglandinas ciclopentenonas e metilglioxal (formado
apos o metabolismo anormal da glicose) produzidos durante o estresse oxidativo e
dano tecidual (FERNANDEZ-CARVAJAL et al., 2020; MORAN E SZALLASI, 2018).
Dessa forma, muitos de seus agonistas estdo relacionados a processos inflamatorios
e dolorosos, tornando o TRPA1 um importante alvo de estudo para terapias anti-
inflamatdrias e analgésicas (DE ALMEIDA et al., 2021; MEENTS; CIOTU; FISCHER,
2019).
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O canal TRPA1 é expresso tanto em neurbnios sensiveis a dor quanto em
outras células ndo neuronais, como células B pancreaticas, células de Schwann,
astrocitos, células ciliadas do ouvido interno, células epiteliais no pulmao, intestino
delgado, pancreas e bexiga e células enterocromafins (DE LOGU et al., 2020b;
FERNANDEZ-CARVAJAL et al., 2020). Bandell e colaboradores (2004) foram os
primeiros a relatar que o TRPAL quando ativado era capaz de causar uma sensacao
dolorosa (BANDELL et al., 2004). A patrtir disso, muitos estudos tém demonstrado a
associacdo do TRPA1l com processos dolorosos relacionados as mais diversas
patologias, como na dor do céancer e na dor neuropatica periférica causada pela
administracdo de quimioterapicos (MEENTS; CIOTU; FISCHER, 2019).

Figura 3 — Estrutura molecular do receptor TRPAL.
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Fonte: Adaptado de Zygmunt e Hogestatt, 2014.

2.5.2.2 Participacéo do receptor TRPAL na dor do cancer

A relacdo entre TRPAL e o desenvolvimento de dor oncoldgica no inicio da
doenca foi demonstrada pela primeira vez em um modelo de cancer oral usando
camundongos BALB/c (YE et al., 2011). As células HSC-3 foram inoculadas no
assoalho da boca dos camundongos (modelo de cancer oral). Além disso, essas
células também foram administradas na superficie plantar da pata traseira direita para
avaliar o desenvolvimento da nocicepcao (modelo de dor oncoldgica). Depois disso,
os camundongos desenvolveram alodinia tatil, que foi revertida pela administracéo de
anti-NGF. Além disso, o tratamento com anti-NGF foi capaz de melhorar o tempo de

mastigacdo de animais com cancer oral. O tratamento com essa droga também levou
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a diminuicdo da expressédo de TRPA1 e TRPVL1 nas células do TG, aliviando assim a
nocicepc¢ao dos animais (YE et al., 2011).

De forma semelhante, foi demonstrado que os tumores orais sdo capazes de
liberar lipidios que ativam TRPA1 e TRPV1 nos neurdnios sensoriais, contribuindo
assim para o aparecimento da dor do cancer oral (RUPAREL et al., 2015). Para tanto,
foram utilizados ratos Sprague Dawley, que receberam injecdo intraplantar de um
extrato lipidico de células HSC2, HSC3 ou HSC4. Observou-se que esse extrato
lipidico induziu alodinia térmica e mecanica em ratos, onde, neste caso, apenas a
alodinia térmica (pelo teste de calor radiante) foi mediada pelos receptores TRPAL e
TRPV1 (RUPAREL et al., 2015).

Além da relagcdo com cancer oral, em um estudo onde foram utilizados ratos
Copenhagen, células tumorais anaplasticas-1 foram inoculadas no nervo ciatico, e foi
possivel observar o aumento da expressdao do TRPA1l (em neurbnios DRG) e o
desenvolvimento de hipersensibilidade ao frio e mecanica (MAQBOUL; ELSADEK,
2017). Em outro modelo, camundongos C57BL/6 foram injetados com células de
melanoma (células B16-F10) na pata traseira e alodinia mecéanica e ao frio e o
comportamento de tigmotaxia (uma medida para dor espontédnea que avalia o
comportamento locomotor do animal) foram detectados 14 dias ap0s a inje¢do das
células tumorais. Também foi possivel observar que a ativacdo do receptor TRPAL
estava relacionada ao processo de estresse oxidativo, sendo essencial para o
desenvolvimento da nocicepgdo do cancer em camundongos (ANTONIAZZI et al.,
2019).

Ainda, utilizando células Walker 256 inoculadas na tibia de ratos Wistar, foi
demonstrado que o bloqueio das vias de sinalizacéo relacionadas ao TNF-a e a
producdo de IL-6, associadas a ativacdo do TRPAL, levam a diminuicdo da dor
neuropatica relacionada ao cancer 6sseo em camundongos. A administracdo
intraperitoneal de um inibidor da sintese de TNF-a (pentoxifillina) e de um inibidor do
complexo IL-6R-gp130 (SC144), atenuou o desenvolvimento de hipersensibilidade
mecanica e térmica nos animais. Além disso, a administracdo intraperitoneal do
antagonista TRPA1 (HC-030031) também melhorou esses parametros de nocicepcao.
Ainda, a pesquisa mostrou que a administracdo de inibidores (pentoxifillina e SC144)
foi capaz de diminuir a expressao do receptor TRPAL no tecido DRG (ZHAO et al.,
2019).

Outro estudo recente mostrou que camundongos C57BL/6 tratados com
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dacarbazina em combinac¢do com células de melanoma (células B16-F10) inoculadas
na pata traseira desenvolveram alodinia mecanica e ao frio, e estes parametros foram
reduzidos pelo bloqueio de receptor TRPAL utilizando antagonistas seletivos do canal
ou animais com delecdo génica para o TRPAL. Este foi o primeiro estudo que avaliou
a nocicepgéao induzida por quimioterapia em um modelo de dor associada a tumor
(BRUSCO et al., 2020).

Além de todas essas pesquisas, mostrando o envolvimento do TRPA1 em
diversos modelos de dor do cancer, também ja foi descrito que 0 mMRNA do TRPAl
tem aumento de expressdo em varios tipos de tumores. Ao testar os esferéides de
cancer de mama e pulmao que expressam TRPAL, foi detectado que este canal é
relevante para a sobrevivéncia das células internas. Além disso, esse receptor medeia
a resisténcia a quimioterapias que induzem a producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), e o antagonismo de TRPAL reduz o crescimento do tumor do
xenoenxerto e melhora a quimiossensibilidade. Juntos, esses resultados mostraram
gue o bloqueio do TRPAL pode ser um receptor interessante para a terapia do cancer
(TAKAHASHI et al., 2018).

Finalmente, o papel do TRPA1 em diferentes tipos de céncer foi explorado, mas
ainda ha necessidade de mais pesquisas neste campo para assumir que o
antagonismo do TRPAL poderia ser uma estratégia relevante para a terapia do cancer
(BUJAK et al., 2019; CHEN et al., 2014; DE ALMEIDA et al., 2021; FATTORI et al.,
2016; LIBERATI et al., 2013; SANTONI et al., 2019; YANG et al., 2019). E interessante
ressaltar que ndo se sabe ainda se 0s agonistas e os antagonistas do canal TRPA1
participam do desenvolvimento do tumor ou tem a capacidade de bloquear o
crescimento das células malignas no organismo.

Além disso, esses estudos ndo relatam nenhuma ativacéo ou presenca desse
receptor no tecido 6sseo. Esta investigacao € interessante uma vez que h& producéo
dos compostos oxidantes no microambiente do tumor 6sseo, e a presenca destes
neste ambiente (por exemplo, em neurdnios sensoriais), poderia elucidar melhor o
mecanismo de dor 6ssea. Outros TRPs ja foram relacionados a este processo, como
o0 TRPV1 e o TRPV4, os quais tiveram o aumento da sua expressdo na tibia de
camundongos em um modelo de dor do cancer 6sseo (HEO et al., 2017).

Com isso, é possivel perceber o canal TRPA1 € um importante receptor
relacionado as sensacdes dolorosas desenvolvidas pelo cancer e seus tratamentos.

Assim, este canal € um alvo de grande relevancia para o desenvolvimento de novas
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terapias analgésicas que tenham menores efeitos adversos e tragam uma melhoria

na qualidade de vida dos pacientes com dor do cancer.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar a nocicep¢cdo em modelo de dor do cancer de mama metastatico

e avaliar o envolvimento do receptor TRPAL neste modelo em camundongos.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Observar 0 desenvolvimento de nocicep¢ao do cancer em um modelo de dor

do cancer com metastases em camundongos;

e Observar o desenvolvimento de metastase 6ssea em um modelo de dor do

cancer com metastases em camundongos;

e Estudar o potencial analgésico de compostos disponiveis na clinica para o
tratamento da dor em um modelo de dor do cancer com metastases em

camundongos;

e Avaliar o potencial analgésico de antagonistas do receptor TRPA1 (HC-030031
e A-967079) em um modelo de dor do cancer de mama metastatico;

e Observar o desenvolvimento da dor relacionada ao cancer apos a
administracdo intratecal de oligonucleotideo anti-sentido para o receptor
TRPA1Z;

e Investigar o desenvolvimento de hiperalgesia quimica a partir da administracéao
intraplantar de um agonista TRPAL (AITC) ap0s a inducéo de nocicepcao em

um modelo de cancer;

e Avaliar a possivel participacdo do agonista endégeno do receptor TRPAL
(peroxido de hidrogénio) no nervo ciatico, na pele da pata € no 0sso apos a

inducéo de nocicepcao em um modelo de cancer;

e Avaliar a atividade das enzimas NADPH oxidase e superoxido dismutase no
nervo ciatico, na pele da pata e no 0sso apos a indugéo de nocicep¢do em um

modelo de cancer;
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Avaliar o potencial analgésico de um composto antioxidante (acido a-lipoico)

em um modelo de dor do cancer de mama metastatico;

Avaliar a viabilidade celular das células de cancer de mama inoculadas nos
animais com o tratamento de um antagonista TRPA1 (HC030031), com um
composto antioxidante (acido a-lipoico) e um medicamento quimioterapico

(paclitaxel);

Avaliar o efeito antinociceptivo, em um tratamento repetido, do antagonista
TRPA1 (HC-030031) em um modelo de do cancer de mama;

Avaliar a expressao proteica do receptor TRPAL no 0sso apos a inducéo de

nocicepcao em um modelo de cancer através da técnica de Western Blot;

Avaliar a expressdo do TRPA1 em nivel transcripcional em células de cancer

de mama de roedores.
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Abstract

Severe and poorly treated pain often accompanies breast cancer. Thus, novel mechanisms involved in breast cancer-induced
pain should be investigated. Then, it is necessary to characterize animal models that are reliable with the symptoms and
progression of the disease as observed in humans. Explaining cancer-induced nociception in a murine model of breast
carcinoma was the aim of this study. 4T1 (10%) lineage cells were inoculated in the right fourth mammary fat pad of female
BALB/c mice; after this, mechanical and cold allodynia, or mouse grimace scale (MGS) were observed for 30 days. To
determine the presence of bone metastasis, we performed the metastatic clonogenic test and measure calcium serum levels.
At 20 days after tumor induction, the antinociceptive effect of analgesics used to relieve pain in cancer patients (acetami-
nophen, naproxen, codeine or morphine) or a cannabinoid agonist (WIN 55,212-2) was tested. Mice inoculated with 4T1
cells developed mechanical and cold allodynia and increased MGS. Bone metastasis was confirmed using the clonogenic
assay, and hypercalcemia was observed 20 days after cells inoculation. All analgesic drugs reduced the mechanical and cold
allodynia, while the MGS was decreased only by the administration of naproxen, codeine, or morphine. Also, WIN 55,212-2
improved all nociceptive measures. This pain model could be a reliable form to observe the mechanisms of breast cancer-
induced pain or to observe the efficacy of novel analgesic compounds.

Keywords Allodynia - Opioids - NSAIDs - Cannabinoid - Bone metastasis - WIN 55,212-2
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common among women worldwide (Zhu et al. 2015; Shenoy
et al. 2016; Braun et al. 2017; Sarabia-estrada et al. 2017).
These metastases can develop in various bones of the body,
as well as in the spine up to the foot bone (Carlesimo et al.
2009; Adler et al. 2018). According to estimates made by
the International Association for the Study of Pain (IASP),
the prevalence of pain in breast cancer patients ranges from
40 to 89% (Bokhari and Sawatzky 2009; Satija et al. 2014).
The management of cancer-induced pain involves different
medicines following the World Health Organization (WHO)
analgesic scale. However, the continuous use of these drugs
for the chronic cancer-induced pain treatment can lead to
the appearance of several adverse effects that limit their use
(Bokhari and Sawatzky 2009; Plante and Vanitallie 2010;
Satija et al. 2014; Zhu et al. 2015). Furthermore, 45% of

@ Springer
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cancer patients are accompanied by pain that cannot be
adequately controlled (Zhu et al. 2015). Also, the analgesic
effect of cannabinoid agonists has been described recently in
models of cancer pain, but it is necessary more research to
include these compounds in the clinical setting (Craft et al.
2017).

Thus, the search for new treatments and the develop-
ment of drugs to treat breast cancer pain are urgently neces-
sary. For this, it is essential to investigate the mechanisms
involved in this symptom (Wright et al. 2016). However,
for this to occur, it is required to characterize animal mod-
els reliable to the signs and progression of the disease, as
clinically observed for breast cancer with bone metastasis.
Thus, it is interesting to use models in which the cancer
cells can develop bone metastasis naturally, without direct
injection into the bone. Lelekakis et al. (1999) observed for
the first time that 4T1 tumor cells cause bone metastasis
when inoculated in the mice’s mammary gland. Also there
is the presence of hypercalcemia in this model, a well-known
measure detected in human breast tumors (Lelekakis et al.
1999). Thus, this model is unique because the pattern of
metastatic spread closely resembles that observed in human
breast cancer.

Although Monteiro et al. (2013) showed the 4T1 cells
natural bone metastasis capacity, to date, this murine model
of metastatic breast carcinoma has not yet been used to ver-
ify the presence of nociception, or to test new mechanisms
that could be involved in metastatic cancer pain (Monteiro
et al. 2013). In this view, we aimed to validate a new model
of pain associated with breast cancer with bone metastasis
and test different analgesic drugs used in the clinical setting
to treat the cancer pain. Moreover, we observed the antino-
ciceptive effect of a cannabinoid agonist in this model of
cancer pain in mice.

Materials and Methods
Animals

Female BALB/c mice (20-30 g) were used and kept at con-
trolled temperature (22 + 1 °C) in a light/dark cycle of 12 h
(lights on 6:00 a.m. to 6 p.m.). It was provided the laboratory
standard animal’s food (Puro Lab 22 PB pelleted form, Puro
trato, Rio Grande do Sul, Brazil) and tap water ad libitum,
in ventilated cages (5 animals per cage) with wood shaving
bedding and nesting material. A total of 154 animals were
used in this study. The experiments reported in this study
were performed according to the ethical guidelines to inves-
tigate pain in conscious animals (Zimmermann, 1983). The
experiments were started after approval by the Institutional
Committee of Animal Care and Use of the Federal Univer-
sity of Santa Maria (CEUA, protocol #7536250417/2017),
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and by the Institutional Committee of Animal Care and Use
of the University of the Extreme South Catarinense (CEUA,
protocol #042-2014-02).

Induction of Breast Cancer Pain

The breast cancer pain model with metastasis was obtained
through the 4T1 cells injection (Lelekakis et al. 1999; Mon-
teiro et al. 2013). The tumor 4T1 cells were kindly provided
by Dr. Adriana Bonomo (Cancer Institute, Rio de Janeiro,
Brazil) (Monteiro et al. 2013). Using DMEM medium cells
were cultured in monolayer supplemented with 5% fetal
bovine serum and 1% penicillin/streptomycin. For cancer
induction, the cells were resuspended in phosphate buffer
and 50 pl of the cell suspension or vehicle (phosphate buffer)
were injected into the right fourth mammary fat pad of
female BALB/c mice (10* cells).

Designing the Model of Breast Cancer Pain

A baseline measurement of the animals’ threshold to the
mechanical stimulus (von Frey test), cold thermal stimulus
(acetone test), or mouse grimace scale (MGS) were per-
formed. After cells or vehicle injection, behavioral param-
eters such as the development of mechanical allodynia, cold
allodynia, and spontaneous pain (MGS determination) on
days 5, 10, 15, 20, 25, and 30 were observed. These param-
eters were initially evaluated to determinate the maximum
nociceptive effect caused by 4T1 cells inoculation. Then,
the antinociceptive effect of different compounds was tested.
The same animal was used to perform the experimental
measures (mechanical threshold, nociceptive time to acetone
test, and MGS).

Nociceptive Tests
Mechanical Allodynia

The mechanical sensitivity of animals was evaluated using
von Frey filaments of increasing intensity (0.07-2 g) as pre-
viously described (Trevisan et al. 2012). Briefly, the ani-
mals were set in the experimental site, consisting of elevated
acrylic chambers with wire mesh floor, for 1 h. After this
period, the right hind paw stimulation of each animal with
von Frey filaments was performed by the up-and-down
method. The first filament used promoted a pressure of 0.6 g,
in case of the paw withdrawal, a filament with a lower pres-
sure was applied. If no withdrawal occurred, a filament with
a higher pressure was used. In total, six simulations were
performed, using filaments of 0.07, 0.16, 0.40, 0.6, 1.0, 1.4,
or 2.0 g. With the results obtained, the value corresponding
to 50% of the threshold, in grams, that each animal supports
(threshold 50%) was calculated. A decrease in this value was
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considered as mechanical allodynia and a reversal in this fall
as an antinociceptive (anti-allodynic) effect.

Acetone Test (Cold Allodynia)

Cold thermal allodynia was measured using the modified
acetone drop method. The acetone drop (20 ul) was placed
on the plantar surface of the animal’s paw skin. The behav-
ioral responses to acetone drop were timed using a chronom-
eter (Trevisan et al. 2013).

Spontaneous Nociception Determination Using MGS

To evaluate the mouse grimace scale, the animals were
placed in transparent acrylic boxes, and they were filmed
using a high-resolution digital camera positioned on the
front and back of the box for 30 min. The animals were
then evaluated before (baseline measurement), after the
administration of cancer cells, or at 1 h after administration
of the analgesic drugs. The images were analyzed through
pre-defined scores of 0 to 2, depending on the intensity of
the pain (O—without modifications, 1—moderate, and 2—
evident). For this, it was observed the changes in the eyes
and periorbital region, ears, nose, and vibrissae of the animal
(Langford et al. 2010; Miller and Leach 2015).

Locomotor Function

The rotarod test was done as previously described (Trevisan
et al. 2012; Wang et al. 2015). On the day of the experi-
ment, the latency (in seconds) to the first fall and the num-
ber of falls were recorded for 4 min. In the open field test,
the mice were introduced to individual activity chambers
(50%x50%25 cm), which they had not been previously
exposed. Locomotor activity was considered as the number
of rearing (vertical movements) and the number of cross-
ings (horizontal movements), which were analyzed for 5 min
(Trevisan et al. 2012).

Clonogenic Metastatic Assay and Calcium Serum
Measurement

Clonogenic metastatic test supplemented with 6-thioguanine
was performed with cells obtained from the iliac bone mar-
row of BALB/c mice orthotopically injected with 4T1 tumor
cells or vehicle (PBS) 20 days after inoculation. The number
of metastatic cells in the iliac bone marrow was determined
as described before (Pulaski et al. 2000; DuPré et al. 2007;
Monteiro et al. 2013).

Animals were deeply anesthetized, and whole blood was
collected by transcardial puncture 20 days after the tumor
cells or the vehicle injection. Within one hour after coagu-
lating, the blood samples were centrifuged at 2500xg for

10 min to separate the serum. Until measurements, samples
were stored at — 80 °C. The quantitative determination of
total calcium content in serum was performed using the col-
orimetric end-point arzenazo III assay (Bioclin, Belo Hori-
zonte, Brazil) in the automated system BS 380 (Mindray,
Shenzen, China).

Treatment Protocols

Evaluation of the Antinociceptive Effect of Analgesics
Available in the Clinic and a Cannabinoid Agonist

The animals were inoculated with 4T1 cells in the fourth
mammary gland, and 20 days (time that animals presented a
maximum nociceptive response) after, the analgesic effect of
acetaminophen, codeine, naproxen, or morphine was tested.
Animals received intragastric administration of vehicle of
acetaminophen (30 mg/kg, intragastric, i.g.), naproxen
(10 mg/kg, i.g.), codeine (10 mg/kg, i.g.), morphine (10 mg/
kg, i.g.), or their vehicle (1% DMSO, 10 ml/kg, i.g.). The
choice of the treatment doses was based on previous research
(Whiteside et al. 2004; Minville et al. 2011; Rigo et al. 2013;
Raskovic et al. 2015). We also tested the antinociceptive
effect of a cannabinoid agonist, WIN 55,212-2 (3 mg/kg,
i.g.) in this model (Herzberg et al. 1997). After drugs or
vehicle administration, the development of mechanical and
cold allodynia was verified after 0.5, 1, 2, and 4 h. MGS
determination of animals was assessed | h after treatment
administration. Administration of treatments was done using
an intragastric gavage.

Statistical Analysis

Mean + SEM was used to express all values and analyzed
by Student’s 7 test, one-way or two-way analysis of vari-
ance (ANOVA) followed by Bonferroni’s post hoc test when
appropriate. GraphPad 5.0 software (San Diego, CA, USA)
was used for all tests. The P <0.05 values denote significant
difference among groups.

Results

Breast Cancer Induced Mechanical and Cold
Allodynia and Altered the MGS in Mice

Tumor cells inoculation caused mechanical allodynia from
10 up to 30 days after its injection (Fig. 1a). On days 15,
20, 25, and 30 after 4T1 cells inoculation, animals showed
cold hypersensitivity. Significant increases in MGS were
observed from 10 to 30 days when compared to control
animals or basal values (Fig. 1¢). Considering the animals
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Fig.1 4TI cells inoculation in the mammary gland in mice induced »

mechanical and cold allodynia and increased MGS. The behavioral
testing was performed for 30 days after tumor cells injection (10*
4T1 cells), and baseline values were measured before tumor inocu-
lation. Control group received PBS injection. a Change in mechani-
cal threshold determined using von Frey filaments or b nociceptive
time reaction to acetone test. ¢ Nociception facial score observed
after tumor inoculation using the facial grimace scale (MGS).
Data are expressed as mean+SEM (n=7) in a and b graphs, or as
median+interquartile in C graph. *P<0.05, ***P<0.001, when
compared to control group or baseline values [ Two-way ANOVA, fol-
lowed by Bonferroni’s post hoc test (in a, b) or nonparametric Stu-
dent’s t test for each time point evaluated (in ¢)]

presented a maximum nociceptive response 20 days after
4T1 cells inoculation, we choose the day 20 to determine
the presence of bone metastasis and to measure the analgesic
effect of the drugs.

Regarding body weight gain from 5 up to 30 days after
tumor cells injection, there was no difference between tumor
and control group (data not shown). Also, the animals inocu-
lated with tumor cells showed no change in spontaneous or
forced locomotion measured by the open field and rotarod
tests, respectively, when compared to the control group.
These measurements were also taken 20 days after tumor
cell injection (Table 1).

Development of Bone Metastasis
in a Cancer-Induced Pain Model and Determination
of Calcium Serum Levels

It was observed the presence of colonies of metastatic cells,
indicating a process of metastasis in the mice bone. The
number of metastatic cells in iliac bone marrow was deter-
mined as 18 +2 of 4T1 clones/107 cells in tumor group
(n=5), and no metastatic clones were detected in control
animals 20 days after injection of PBS. The development
of bone metastasis after the injection of breast cancer tumor
cells induced an increase in blood calcium levels (Table 2).

Antinociceptive Effect of Clinically Available
Analgesics in Cancer-Induced Pain

The oral administration of analgesics available in the clinic
to treat cancer pain, acetaminophen (30 mg/kg), naproxen
(10 mg/kg), codeine (10 mg/kg) or morphine (10 mg/kg)
induced an antinociceptive effect in this model of cancer
pain (Figs. 2, 3). All drugs presented antiallodynic effect,
concerning mechanical or cold allodynia; the antinociceptive
effect was determined from 0.5 to 2 h after their administra-
tion. Acetaminophen caused a maximum inhibition (/) on
the mechanical and cold allodynia of 50 + 6% and 72 +4% at
1 h and 0.5 h after its administration, respectively (Fig. 2a,
c). The I,,,, caused by naproxen on the mechanical and cold
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hypersensitivity was 85+5% and 95+2% at 1 h and 0.5 h
after its injection, respectively (Fig. 2b, d).

The codeine administration displayed /,,,,, of 90+ 12%
to the mechanical allodynia after 0.5 h (Fig. 3a) and 100%
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Table 1 Assessment of locomotor activity. The spontaneous locomo-
tor activity (open field) was observed for 5 min and the forced loco-
motor activity (rotarod) observed for 4 min

Group  Open field Rotarod
Crossings ~ Rearings Number of falls  Latency for
the 1st fall
(5)
Control ~ 159.9+10 18.71+2.7 1.71+0.35 72.43+20
Tumor 200+24  30.14+5 1.28+0.52 35.86+20

No significant differences were observed between the groups. The
results were expressed as mean +SEM (n=7). Student’s 7 test

Table 2 Calcium serum levels
after 20 days of 4T1 cells

inoculation in the mammary fat Control
pad of mice

Group Calcium levels (mM)

1.46+0.12
Tumor 1.91+0.08*

Data are  presented as
mean+SEM. Student t test
(n=6)

*P<0.05 when compared to
vehicle group

to the cold allodynia 1 h after its administration (Fig. 3c).
The I, caused by morphine on the mechanical and cold
allodynia was 100% at 1 h after injection (Fig. 3b, d).
Moreover, treatment with naproxen, codeine, and mor-
phine decreased MGS in this model of cancer pain at
1 h after its administration (Figs. 2f, 3e, f). The inhi-
bition percentage observed for the MGS was 50 + 10%,
62+ 16% or 78 + 15% for naproxen, codeine, or morphine,
respectively. Animals treated with acetaminophen had no
significant decrease in this pain-like behavior (Fig. 2e).

A cannabinoid agonist has antinociceptive effect
in a breast cancer pain model

The oral administration of the cannabinoid agonist WIN
55,212-2 showed an antinociceptive effect in this model
of cancer pain (Fig. 4). The cannabinoid agonist pre-
sented antiallodynic effect, concerning mechanical and
cold allodynia, from 0.5 to 2 h after its administration
and decreased pain-like behavior at 1 h after the treat-
ment. The /. to the mechanical threshold was 100%,
after 0.5 h of WIN 55,212-2 administration (Fig. 4a) and
the 7, to the cold allodynia was 65 + 8%, after 0.5 h
(Fig. 4b). Moreover, the cannabinoid agonist decreased
pain-like behavior in this new pain model with bone
metastasis, showing an antinociceptive effect at 1 h after
its administration. The I,,,, for MGS was 62 + 16%, after
1 h (Fig. 4¢).

Discussion

Cancer is a disease that affects a large part of the world
population (Desantis et al. 2014; Torre et al. 2015), and
breast cancer is the leading cause of cancer-related mor-
tality in women worldwide (Goddard et al. 2016; Cintolo-
Gonzalez et al. 2017). However, the available opioid
analgesics to pain control have adverse effects, such as
dependence and constipation (Plante and Vanitallie 2010;
Zhu et al. 2015). Thus, potential novel analgesics should
be tested using animal models of cancer-induced pain
(Mantyh 2013; Slosky et al. 2015; Hiasa et al. 2017). In
this way, we investigate cancer-induced hypersensitivity in
a murine model of breast carcinoma. Animals inoculated
directly into the mammary gland showed bone metastasis,
mechanical and cold allodynia, and alteration in the mouse
grimace scale (as indicative of spontaneous nociception).
The hypersensitivity and spontaneous nociception detected
in this model were diminished by the acute administration
of AINEs or opioids, and by a cannabinoid agonist. There-
fore, this mouse model of breast cancer could be used to
test different compounds for antinociceptive effect and to
study the mechanisms involved in breast cancer-induced
pain.

Cancer-induced pain is characterized by pathological
symptoms such as mechanical and cold hypersensitiv-
ity (Peuckmann et al. 2009; Sarabia-estrada et al. 2017).
Here, we detected that mice inoculated with tumor cells
develop mechanical and cold allodynia, measured using
von Frey test and acetone drop test, respectively. Mechani-
cal and cold allodynia were also presented in other models
of cancer-induced pain in mice and rats (Mantyh 2013;
Slosky et al. 2015; Hiasa et al. 2017). In fact, after fem-
oral implantation of 4T1 breast carcinoma cells, it was
observed the occurrence of pain-related behaviors, cold,
and mechanical allodynia (Falk et al. 2013; Zhao et al.
2013; Abdelaziz et al. 2015). Moreover, here we measured
spontaneous pain caused by cancer cells inoculation using
MGS, which is a relevant data because both mechanical
and cold allodynia are measured using reflexive tests.
MGS has been emerged as a useful resource to detected
spontaneous nociception in models of pain, by measuring
changes in the facial expression of mice (Matsumiya et al.
2012; Thomas et al. 2016). The MGS has already been
used to assess nociception in different models of pain in
mice, such as neuropathic pain (Akintola et al. 2017) and
postoperative pain (Matsumiya et al. 2012; Leach et al.
2012).

In the model used in this study, the breast tumor volume
usually starts to increase after 7-10 days of 4T1 inocula-
tion; thus, primary tumor volume is often detected in stud-
ies that may observe the antitumor activity of treatments
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«Fig.2 Acetaminophen and naproxen administration reduced mechan-
ical and cold allodynia, and naproxen diminished the mouse gri-
mace scale (MSG) in a metastatic cancer pain model in mice. a, b
Mechanical and ¢, d cold allodynia, or e, f facial grimace criteria
alteration detected 20 days after tumor cells inoculation or vehi-
cle (control group). Treatment with acetaminophen (30 mg/kg) and
naproxen (10 mg/kg) was evaluated on a time curve of 0.5, 1, 2, and
4 h to mechanical threshold and cold allodynia and during 1 h to
MGS at day 20. Data are expressed as mean+SEM (n=7) in a, b
and d, e graphs, or as median + interquartile in ¢, f graphs. *P <0.05,
##4P <0.001, when compared to control group or baseline values and
#P <0.05 when compared to tumor/vehicle group [Two-way ANOVA,
followed by Bonferroni’s post hoc test (in a—d) or nonparametric Stu-
dent’s t test for each time point evaluated (in e, )]

(Withana et al. 2012; Bouchlaka et al. 2012; Luo et al.
2015; Pereira et al. 2016; Yue et al. 2018). Here we used
animals for the time course of nociception tests until 30
days of tumor injection, because after this period primary
tumor volume may increase, impairing the detection of
the nociception tests that used reflexive measures (such as
von Frey and acetone test, data not shown). Therefore, it
is interesting to detect the antinociceptive effect of treat-
ments before tumor volume may reduce locomotor activ-
ity of animals. Here we observed that 20 days after 4T1
injection into the mammary fat pad there is no alteration
on locomotor activity of mice.

Previously, Monteiro et al. (2013) showed that bone
loss and osteoclastogenesis occurred before metastatic
bone colonization when 4T1 cells were injected into the
mammary gland (Monteiro et al. 2013). Thus, the pro-
gression of the disease is well comparable to the process
which occurs in the human mammary cancer (Pulaski and
Ostrand-Rosenberg 2001; Monteiro et al. 2013; Taka-
hashi et al. 2015). Thus, the adaptation of metastatic
cells infiltration to the bone medium allows its growth
and invasiveness (Bednarz-Knoll et al. 2011; Panis and
Pavanelli 2015), resulting in bone loss and pain (Panis and
Pavanelli 2015). In this model, the detection of mechanical
and spontaneous pain at day 10 after tumor cell implan-
tation precede the development of bone metastasis; this
may be caused by initial bone loss and osteoclastogenesis
that come first in this model and are mediated by pro-
osteoclastogenic cytokines (Monteiro et al. 2013). Also,
it was described that the levels of IL-17 and RANKL were
already increased in iliac and tibia samples at day 11 after
4T1 inoculation (Monteiro et al. 2013). Some of these
cytokines, such as IL-17 and RANKL, have already been
described to mediate pain in arthritis and mouse models of
cancer pain (Honore et al. 2000; Lipton and Goessl 2011;
Panis and Pavanelli 2015; Takahashi et al. 2015; McCarty
and DiNicolantonio 2016; Dai et al. 2018; Remeniuk et al.
2018). Also, a different study showed that 4T1 orthotopic
model caused after two weeks of tumor inoculation into
the mammary fat pad the presence of osteolytic lesion and

cortical bone loss in tibia samples, and these focal pre-
metastatic lesions occurred before bone metastases (Cox
et al. 2015).

Different models could be used to understand the mecha-
nisms involved in bone metastatic cancer-induced pain, as
the injection of tumor cells into bones, such as tibia, femur,
or calcaneus (Schwei et al. 1999; Medhurst et al. 2002; Gob-
lirsch et al. 2005; Mantyh et al. 2010; Zhao et al. 2013;
Slosky et al. 2015, 2016; Hiasa et al. 2017). However, bone
implantation of cells results in a significant number of tumor
cells inoculated directly into bone, which is a different situ-
ation from that observed in breast cancer patients. In this
view, tibial injection of 4T1 cells in mice induced nocicep-
tion after three to five weeks of tumor inoculation in bone,
showing that nociception using this model depends on tumor
grown into bone and cancer-induced osteolysis (Abdelaziz
etal. 2014).

The breast carcinoma model used in this study induces
spontaneous bone metastasis after orthotopic primary tumor
implantation, and this is a well-known feature of this model.
Thus, this breast cancer model had been used to understand
the mechanism of bone metastasis or to test novel chemo-
therapeutic drugs (Monteiro et al. 2013; Cox et al. 2015;
Luo et al. 2015; Bottos et al. 2016; Mall et al. 2016; Pereira
et al. 2016). After 2-3 weeks of tumor cells injection in the
mammary pad, it is expected to observe the presence of bone
metastasis, because 4T1 cells possess an invasive behavior
(Lelekakis et al. 1999; Pulaski and Ostrand-Rosenberg 2001;
Monteiro et al. 2013; Cox et al. 2015; Bottos et al. 2016;
Mall et al. 2016; Pereira et al. 2016). Considering this, we
choose the 20th day after tumor cell injection to describe
the presence of bone metastasis. Importantly, on this day
the animals also presented maximum nociception. Using a
clonogenic metastatic assay, we detected metastatic clones in
the iliac bone marrow, these data are in accordance with the
literature (Monteiro et al. 2013; Pereira et al. 2016) where
the metastatic cells proliferation was observed in different
regions of mice (DuPré et al. 2007; Abu et al. 2015) show-
ing the metastatic potential of this cell line. Also, at day
20 after 4T1 injection, it is also described the presence of
femur and tibia metastasis (Monteiro et al. 2013). Besides,
as bone metastasis was detected in iliac bone after 16 days
of 4T1 injection, and at day 20 femur and tibia metastasis
can detect we used the day 20 to study the antinociceptive
effect of treatments. Furthermore, it was observed increased
plasma calcium levels in animals that presented bone metas-
tasis. It has already been shown that breast cancer cells that
were implanted in mice were related to the development
of hypercalcemia (Lelekakis et al. 1999). This increases in
calcium, which is consistent with what occurs with breast
cancer patients (Yong et al. 2011).

As the metastatic bone cancer grows, it brings nociceptive
and inflammatory responses due to nerve compression by the
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«Fig.3 Codeine and morphine attenuate evoked pain and pain-related
behavior in a metastatic cancer pain model in mice. a, b Mechanical
and ¢, d cold allodynia, or e, f facial grimace scale (MGS) alteration
detected 20 days after tumor cells inoculation or vehicle (control).
Antinociceptive effect of codeine (10 mg/kg) or morphine (10 mg/
kg) was evaluated on a time curve of 0.5, 1, 2, and 4 h to mechani-
cal and cold allodynia, or after 1 h to MGS. Data are expressed as
mean+SEM (n=7) in a, b and d, e graphs, or as median + interquar-
tile in ¢, f graphs. *P <0.05, ***P <0.001, when compared to control
group or baseline values and *P < 0.05 when compared to tumor/vehi-
cle group [Two-way ANOVA, followed by Bonferroni’s post hoc test
(in a-d) or nonparametric Student’s 7 test for each time point evalu-
ated (in e, f)]

tumor, ischemia, and release of several mediators that can
act on the afferent fibers. Thus, bone cells and cancer cells
initiate a cascade of mechanisms, including activation and
sensitization of nociceptors, which help in the pain process
and central sensitization (Mantyh et al. 2002; Doré-Savard
etal. 2010; Zhu et al. 2015). The World Health Organization
(WHO) indicates the use of an analgesic scale describing
step by step, through a hierarchy of drugs, which analge-
sic drugs should be used for each stage of cancer pain in
general, associated with the use of an analgesic adjuvant
(World Heal Organization 1986; Currie et al. 2014; Bal-
lantyne et al. 2016; Derry et al. 2017; Varrassi et al. 2018).
Thus, we choose to test different analgesics on this model
of cancer pain, using drugs present on the analgesic scale
(NSAIDs and opioids drugs). All drugs tested had antinoci-
ceptive effect in a murine model of metastatic breast carci-
noma, but acetaminophen did not reduce MGS alteration. As
expected, morphine treatment showed the best antinocicep-
tive profile when compared to acetaminophen, naproxen, or
codeine. Morphine antinociceptive effect in cancer-induced
nociception models is well described (Rigo et al. 2013; Xu
et al. 2016), and this opioid agonist is frequently used in
the clinic to treat cancer-mediated severe pain (Swarm et al.
2007). However, with the disease progression is common to
observe patients with intractable pain or to fear the opioids
adverse effects, such as opioid-induced hyperalgesia and
constipation (Vanderah et al. 2000; Varrassi et al. 2018).
The different mechanisms involved in cancer pain are not
adequately described, but the role of cannabinoid receptors

has been related to different cancer-pain models (Lozano
et al. 2011; Lozano-Ondoua et al. 2013; Uhelski et al. 2013).
Cannabinoid receptors are expressed in afferent neuron fib-
ers, immune cells (as monocytes, T cells, B cells), and bone
cells (osteoblast and osteoclasts) and when activated could
cause the antinociceptive effect, attenuating bone cancer
pain and diminish bone metastasis (Lozano-Ondoua et al.
2010; Uhelski et al. 2013). It has been reported that the
attenuation of mechanical hyperalgesia by the WIN 55,212-2
agonist seems to be related to the reduction in spontaneous
activity in C-fiber nociceptors that may decrease the conduc-
tion of stimuli to maintain the sensitization of nociceptive
neurons of the dorsal horn, and a decrease in responses of
C fibers evoked by mechanical stimuli (Uhelski et al. 2013).
In this way, we also tested in this model of cancer pain a
cannabinoid agonist (WIN 55,212-2) that already showed
antinociceptive effect in a model of cancer pain caused by
injection of 66.1 cells or CCL-11 sarcoma cells into the bone
(Lozano-Ondoua et al. 2010, 2013). In the current study, the
cannabinoid agonist showed positive results against mechan-
ical and cold allodynia and on spontaneous pain in a murine
model of breast carcinoma. As already demonstrated in a
murine model of cancer pain, it is likely that CB receptor
activation attenuated the responses of C-fiber nociceptors
and reduced bone cancer pain by inhibiting the release of
immune cell substances that excite and sensitize nociceptors
(Uhelski et al. 2013).

In conclusion, the assessment of nociception in a murine
model of metastatic breast carcinoma showed the presence
of mechanical and cold hypersensitivity and alteration in the
MGS measures that could be used to test the antinocicep-
tive effect of tested compounds. Also, in this cancer-induced
pain model, we detected the antinociceptive effect of clini-
cally used analgesics, following the WHO analgesic scale.
Besides, a cannabinoid agonist also reduced nociception in
this murine model of metastatic breast carcinoma, showing
the importance of cannabinoid receptors for cancer-mediated
sensitization. Finally, this breast cancer model could be used
in future studies to measure the antinociceptive and anti-
metastatic effect of compounds or to study the mechanisms
involved in these processes.
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« Fig.4 Effect of WIN 55,212-2, a cannabinoid agonist, in a metastatic
cancer pain model in mice. a Mechanical and b cold allodynia, and
¢ facial grimace scale (MGS) alteration detected 20 days after tumor
cells inoculation or vehicle (control). Antinociceptive effect of WIN
55,212-2 (30 mg/kg) was evaluated on a time curve of 0.5, 1, 2, and
4 h to mechanical and cold allodynia, or after 1 h to MGS. Data are
expressed as mean+SEM (n=7) in a, b graphs, or as median + inter-
quartile in ¢ graph. *P <0.05, *#**P <0.001, when compared to con-
trol group or baseline values and *P <0.05 when compared to tumor/
vehicle group [Two-way ANOVA, followed by Bonferroni’s post hoc
test (in a, b) or nonparametric Student’s t test for each time point
evaluated (in ¢)]
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ABSTRACT

Breast carcinoma causes severe pain, which decreases the quality of life of patients. Current treatments produce
adverse effects and have limited efficacy. Transient potential receptor ankyrin 1 (TRPA1) is related to the onset
of cancer and neuropathic pain. The aim of this study was to evaluate the involvement of TRPA1 in a model of
breast carcinoma. We injected 4T1 cells in the fourth caudal mammary fat pad of female BALB/c mice, and after
20 days we observed mechanical and cold allodynia and spontaneous nociception behavior (mouse grimace scale
detection, MGS). TRPA1 selective antagonist (HC-030031 or A-967079) administration or intrathecal adminis-
tration of TRPA1 antisense (AS) oligonucleotide was performed. The activity of NADPH oxidase, superoxide
dismutase (SOD) and hydrogen peroxide (H,0,) levels were d. The chemical hyp ia produced by a
TRPA1 agonist (allyl isothiocyanate, AITC) was also detected. The administration of TRPA1 antagonists, TRPA1
AS, or antioxidant, transiently at d MGS, or hanical and cold allodynia. Intraplantar injection of AITC
also caused nociception. NADPH oxidase or SOD activity and H,O, levels were increased in the sciatic nerve and
hind paw skin samples. The 4T1 cells did not express TRPA1, and the use of HC-030031 or a-lipoic acid did not
reduce the cytotoxic effect of a chemotherapeutic drug (paclitaxel). Thus, TRPA1 could be investigated as a
target for breast carcinoma pain treatment.

1. Introduction

carcinoma, as well as for the treatment of pain due to the disease,
emphasizes the importance of the morbidity of this pathology [6,7].

Despite the current advances in therapy and efforts to reduce in-
cidence and mortality, breast carcinoma is still a significant public
health concern worldwide [1-3]. Pain is one of the most feared and
troublesome symptoms among breast carcinoma patients [4,5]. Al-
though cancer pain can occur at any time during the disease, it fre-
quently increases with cancer progression, and prevalence of pain
ranges from 75 % to 90 % in patients with metastatic or advanced-stage
cancer [4]. The search for more effective treatments for breast

Abbreviations: ASICs, acid ing ion ch

Despite the amount of information available on the treatment of
cancer pain, a considerable proportion of cancer patients receive in-
sufficient treatment [8]. Thus, unrelieved pain continues to be an es-
sential concern [9]. At this time, opioids are the most effective an-
algesics available for the treatment of moderate to severe cancer pain.
However, continuous opioid use can lead to several adverse effects,
such as constipation and hyperalgesia [10,11]. Given that the analge-
sics used to treat cancer pain are ineffective and cause critical adverse

Is; TRPV1, transient receptor potential vanilloid 1; TRPA1, transient receptor potential ankyrin 1; MGS, mouse

grimace scale; PBS, phosphate buffer saline; AITC, allyl isothiocyanate; HRPO, Horseradish peroxidase; 4-HNE, 4-hydroxy-2-nonenal; H,0., hydrogen peroxide; SOD,
superoxide dismutase; SRA, Sequence Read Archive; CDS, coding DNA sequence; AS, antisense; a-LA, a-lipoic acid; PAC, paclitaxel; i.pl, intraplantar; i.t., intrathecal;

i.g., intragastric
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effects, studies have been carried out to find innovative treatments
[12].

The mechanisms associated with cancer pain are still uncertain, but
the activation of several ion channels, including acid-sensing ion
channels (ASICs) and transient receptor potential vanilloid 1 (TRPV1),
and TRP ankyrin 1 (TRPA1), have been described as involved in cancer
pain induction [13]. It has also been reported that activation or sensi-
tization of nociceptors by protons or oxidant compounds leads to hy-
persensitivity in cancer pain [14,15]. The TRPA1 is a non-selective
cation channel co-expressed with TRPV1 in peptidergic sensory fibers
[16,17]. This receptor can be activated by natural irritants (including
allyl isothiocyanate found in mustard oil) and oxidant compounds
produced in the site of tissue injury (4-hydroxynonenal and hydrogen
peroxide). Also, it can also be activated/sensitized by protons and in-
flammatory substances [18,19,70]. The role of TRPA1 has been in-
vestigated in neuropathic pain induced by several chemotherapeutic
drugs, where it seems to be activated by oxidant compounds [20,21].
TRPA1 also appears to be essential to the maintenance of neuropathic
pain induced by trauma or chemotherapeutic drugs [20-24]. Our re-
search group recently showed that TRPA1 antagonism, or genetic de-
letion of the receptor, reduced the nociception observed in a model of
metastatic melanoma in mice [13]. However, the involvement of
TRPA1 in a model of breast carcinoma-induced nociception was not
evaluated. It has also been reported that administration of 4T1 breast
cancer cells to the mouse mammary gland leads to the development of
bone metastasis, leading to mechanical and cold allodynia [25,26].
Thus, the current study was aimed at assessing the participation of the
TRPA1 receptor in a model of breast carcinoma in mice.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Female adult BALB/c mice (20 —30 g) were used. They were kept at
a controlled temperature (22 = 1°C) in a light/dark cycle of 12h (h)
(lights on 6:00 AM to 6 PM). Standard laboratory animal food (Puro Lab
22 PB pelleted form, Puro Trato, Rio Grande do Sul, Brazil) and water
were provided freely. They were kept in individually ventilated cages (5
animals per cage) with wood shaving bedding and nesting material.
This strain of mice was chosen because the 4T1 lineage tumor cells
developed only in BALB/c mice. The animals were taken to the ex-
periment room for adaptation for at least 1 h before each experiment.
Each animal was used in just one test. The experiments were started
after approval by the Ethics Committee on Animal Experimentation of
the Universidade Federal de Santa Maria (protocol number
7536250417/2017) and by the Ethics Committee on Animal
Experimentation of the Universidade do Extremo Sul Catarinense
(protocol number 042-2014-02). All experimental protocols followed
the Animal Research: Reporting in vivo Experiments (ARRIVE) guide-
lines [27]. The number of animals was the minimum necessary to de-
monstrate the consistent effects of treatments and was calculated using
the GPower program.

2.2. Drugs and reagents

Unless otherwise specified, all reagents were from Sigma-Aldrich
Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

2.3. Induction of breast carcinoma pain

Experiments were conducted with 4T1 cells (ATCC® CRL2539™).
The murine model of breast carcinoma was obtained through the in-
oculation of 4T1 cells in the right caudal fourth mammary fat pad
[25,26,28]. Cells were cultured in monolayer using DMEM medium
supplemented with 5 % fetal bovine serum and 1 % penicillin/strep-
tomycin. For cancer induction, the cells were resuspended in phosphate
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buffer (10* cells/ml), and then 50 ul of the cell suspension or vehicle
(phosphate buffer) were injected into the right caudal mammary gland
of the mouse. The tumor 4T1 cells were kindly provided by Dr. Adriana
Bonomo (Cancer Institute, Rio de Janeiro, Brazil) [25].

2.4. Nociceptive tests

2.4.1. Mechanical allodynia

To study mechanical sensitivity stimuli, tests were performed using
von Frey filaments of increasing intensity (0.07—2g) as previously
described [29]. Briefly, the animals were set in the experimental site,
consisting of elevated chambers with metal screen floor, for 1 h. After
this period, the right hind paw stimulation of each animal with von Frey
filaments was performed by the up-and-down method. The first fila-
ment promoted a pressure of 0.6 g. In case of withdrawal of the paw, a
filament with a lower pressure was applied. If no withdrawal occurred,
a filament with a higher pressure was used. In total, six stimulations
were performed, using filaments of 0.07; 0.16; 0.40; 0.6; 1.0; 1.4 or 2.0.
With the results obtained, the value corresponding to 50 % of the
threshold, in grams, that each animal supports (threshold 50 %) was
calculated. A reduction in this value was considered mechanical allo-
dynia and reversal as an antinociceptive (anti-allodynic) effect.

2.4.2. Acetone test (cold allodynia)

Cold thermal allodynia was measured using the modified acetone
drop method. After the animals were set, a drop of acetone (20 uL) was
placed on the skin surface of the animal's paw. Then, behavioral re-
sponses to acetone drop were timed, as previously described [21].

2.4.3. Mouse grimace scale (MGS)

The MGS is a useful measure for assessing spontaneous pain in an-
imals [30]. To evaluate the mouse grimace scale, the animals were
placed in transparent acrylic boxes, and were filmed using a high-re-
solution digital camera positioned on the front and back of the box for
30 min (min). The animals were then evaluated before (baseline mea-
surement) and 1h after administration of treatment. Afterward, with
the aid of a program (Rodent Face Finder®), different images were se-
lected in which the face appears in an ideal position to evaluate the
facial expression. In this way, the images were analyzed through pre-
defined scores of 0-2, depending on the intensity of the pain (0- without
modification, 1 - moderate, and 2 - evident). We observed changes in
the eyes and the periorbital region, ears, nose, and vibrissae of the
animals [31].

2.5. Treatment protocols

2.5.1. TRPA1 selective antagonists

In the first part of the experiments, we evaluated the TRPA1 in-
volvement in a cancer pain model using TRPA1 selective antagonists.
Intragastric  (i.g.) HC-030031 (300mgkg~'/10mL), A-967079
(100 mg kg"l/lO mL, i.g.), or their vehicle (DMSO 1 % in NaCl 0.9 %),
were administered by intragastric gavage at day 20 after 4T1 cell or
vehicle (PBS) inoculation. Mice were tested before (baseline), 20 days
after cell or vehicle inoculation (time 0), or 1, 2, and 3 h after treat-
ments. The dose of TRPA1 antagonists was selected based on previous
studies [13,32].

2.5.2. TRPA1 antisense oligonucleotide

In the second set of experiments, TRPA1 involvement in a cancer
pain model was evaluated using the TRPA1 antisense oligonucleotide
administered via intrathecal injection (5pL of volume). The animals
received TRPA1 antisense oligonucleotide (AS; 5° TCTATGCGGTTATG
TTGG 3; 30 ug/10 mL) or its control (TRPA1 mismatch oligonucleotide
— MM; 5" ACTACTACACTAGACTAC 3’; 30 ug/10 mL), three times a day
for 3 consecutive days (days 17, 18, and 19, after cell inoculation). Mice
were tested before (baseline) and 20 days after cell or vehicle
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inoculation. The doses of antisense used are already standardized and
capable of reducing mRNA for this receptor in mouse dorsal root
ganglion (DRG) [33]. The antisense oligonucleotide was purchased
from Sintese Biotecnologia in Brazil.

2.5.3. Assessment of the antinociceptive potential of an antioxidant
compound

In a different protocol, a-lipoic acid (100 mgkg /10 mL, i.g.), or
its vehicle (DMSO 1 % in NaCl 0.9 %), was administered. Mice were
tested before (baseline), 20 days after cell or vehicle inoculation (time
0), or 1, 2, and 3 h after treatment. The dose of a-lipoic acid was se-
lected based on previous studies [13].

2.6. Evaluation of the development of chemical hyperalgesia induced by
AITC

The mice received AITC (1 nmol/paw, 20 pL) intraplantar (i.pl.)
injection in the right hind paw. Spontaneous nociception (lick paw)
induced by administration of AITC was recorded for 5 min as previously
described [34]. We also evaluated the antinociceptive effect of HC-
030031 i.g. administration in the chemical hyperalgesia induced by
AITC. For this, HC-030031 (300 mgkg 1) was injected 1 h before the
intraplantar AITC injection.

2.7. Evaluation of the local effect of TRPA1 antagonist and an antioxidant
compound

The antinociceptive effect of intraplantar injection of HC-030031 or
a-lipoic acid was performed as previously described [21]. Twenty days
after cell or vehicle inoculation (time 0) mice received intraplantar
(i.pl.) injection of HC-030031 (100 pg/paw), a-lipoic acid (10 pg/paw)
or vehicle (1 % DMSO in 0.9 NaCl) on the right (ipsilateral) or left
(contralateral) hind paw 0.5h after treatment, mechanical or cold al-
lodynia was detected on the right hind paw.

2.8. Biochemical assays

2.8.1. Hydrogen peroxide (H202) production assay

The possible increase in the concentration of hydrogen peroxide was
measured in the sciatic nerve and hind paw skin samples 20 days after
injection of 4T1 cells. For this, samples were obtained from mice after
euthanasia, via chemical method using thiopental 50 mg kg ~'/10 mL.
The tissue samples were homogenized at 4 °C for 30's, each with 3 mL of
phosphate buffer (50 mM - pH 7.4) containing 5 mM sodium azide. The
homogenate was centrifuged at 10,000 x g at 4 °C for 20 min. The H,0,
content was determined by the red phenol method using horseradish
peroxidase (HRPO). 1.5mL of the assay, 0.5mL of the supernatant
homogenate, and 0.5 mL phenol red (200 pg/mL) and HRPO (100 pg/
mL) were added and incubated at 25 °C for 10 min. After incubation,
100 pL of 1M NaOH was added and the absorbance was determined
spectrophotometrically at 610 nm. The results were expressed as mil-
limole equivalents of H,O, per mg of protein, based on a standard
HRPO-mediated oxidation curve of phenol red by H,0,. The reaction
was read in a microkinetic reader (Fisher Biotech BT, 2000), and pro-
tein content was measured using the Bradford method (1987) [13,35].

2.8.2. Evaluation of NADPH oxidase activity

NADPH oxidase activity was assessed in sciatic nerve and hind paw
skin samples 20 days after inoculation of the cancer cells or in the
control group using a commercially available assay kit (CY0100, cyto-
chrome c reductase, NADPH Assay Kit, Sigma-Aldrich, Milan, Italy).
The samples were homogenized in phosphate buffer (50 mM - pH 7.4)
and centrifuged for 10 min at 3000 x g at 4 °C, and the supernatant was
centrifuged for 40 min at 10,000 x g at 4 °C. The final supernatant was
used to determine NADPH activity. Values of NADPH oxidase activity
were described as U/mL/mg of protein [13].
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2.8.3. Evaluation of superoxide dismutase (SOD) activity

For the evaluation of SOD activity, sciatic nerve and hind paw skin
samples were observed 20 days after inoculation of cancer cells, or from
the control group. They were homogenized in Tris-HCI buffer (100 mM,
pH 7.4, 100 mM sucrose, 10mM EDTA and 46 mM KCl), and cen-
trifuged at 2000 x g at 4°C for 3 min. The sample (20 pl) was then
mixed with adrenaline (20 pl, 60 mM) and glycine buffer (1000 mL,
50 mM, pH 11), incubated at 33°C, and changes in absorbance were
observed at 480 nm and monitored for 5 min. Values of SOD activity
were described as U/mL/mg of protein [13].

2.9. Reverse transcription-quantitative real time PCR (RT-qPCR)

Total RNA from 4T1 cells or mouse dorsal root ganglion (DRG)
mRNA measurement was isolated with Trizol (Life Technologies), based
on the manufacturer's protocol and quantified using a Nanodrop ND-
1000. cDNA was synthesized from 300 ng of RNA treated with DNase
(RNase-free, Invitrogen) using High-Capacity c¢DNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems). Quantification of specific pro-
ducts was done using Power SYBR™ Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems) and double-stranded products were amplified using spe-
cific primers for TRPA1 (forward 5-GCAGGTGGAACTTCATACCA
ACT-3’, reverse 5-CACTTTGCGTAAGTACCAGAGTGG-3) in StepOne™
equipment (Applied Biosystems) with the following protocol: 10 min
95°C, (155 95°C, 1 min 60 °C)x40 cycles. A final step was included to
obtain the dissociation curve (15s 95°C, 1min 60°C, 15s 95°C).
Threshold cycles (Ct) calculated by StepOne Software v2.3 were nor-
malized to the expression of the gene and calculated by normalization
with the Hprt (forward 5-GCAGACTTTGCTTTCCTTGG-3’, reverse
5-TACTGGCCACATCAACAGGA-3’) and fOe2;-actin (forward 5-CATT
GCTGACAGGATGCAGAAGG-3’, reverse 5-TGCTGGAAGGTGGACAGT
GAGG-3). Relative amounts were calculated using the 2T method
[71]. Primer specificity in all samples was confirmed by single peak
performances of PCR products in melt curve analysis.

2.10. Sequence read archive (SRA) experiment analysis

In order to search TRPA1 transcripts in deep-sequencing 4T1 cells
grown in vitro, we took advantage of three Sequence Read Archives
(SRAs) available at the NCBI platform. Bioproject PRIEB5797 contains
the transcriptomes of 4T1 cells. Briefly, total RNAs from 4T1 cells were
extracted in triplicate, and barcoded mRNA-seq cDNA libraries were
prepared in triplicate and deep-sequenced using the Illumina HiSeq
2000 platform. The transcriptome reads were downloaded using the
SRA Toolkit and individually mapped against the entire coding DNA
sequence (CDS) of trpal (NM_001348288) and as internal control gapdh
(NM_001289726) of mice. We planned the reads using the program
Geneious R9.0 [36] and a pairwise identity of 99 %.

2.11. Cell viability measurement by 3(4-5-dimethyl)-2-5-diphenyl
tetrazolium bromide (MTT) salt reduction assay

Experiments were conducted in 4T1 cells (ATCC® CRL2539™). The
possible cytotoxic effect of HC-030031, a-lipoic acid, and paclitaxel
was evaluated through cell viability assay by MTT. Briefly, the 4T1 cells
were seeded into 96-well plates (density of 5 x 10%/mL) at a volume of
200 pL/well and cultured for 24 h to allow them to adhere to the plates.
After, the cells receiving vehicle, vehicle plus DMSO 0.05 %, HC-
030031 (100, 30, 10, 3 or 1 pM), a-lipoic acid (100, 30, 10, 3 or 1 uM),
or paclitaxel (100, 30, 10, 3 or 1 pM) were incubated for 24 h. MTT
(20 pL, 5mg/mL) was added to each well on the day of the test, and
culture was sustained for 4 h at 37 °C incubator with 5 % CO,. The
supernatant was then discarded, and the residue was washed with PBS.
Then, 150 pL. DMSO was added, and the cells were incubated for 10 min
to dissolve the formazan crystals. The plate was then read on a mi-
croplate reader (SpectraMAX i3, Molecular Devices Sunnyvale, CA) at
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492 nm. The experiments were repeated in triplicate. The results were
expressed as the viability percentage when compared to control
[37,38]. After this, the HC-030031 (100 uM) or a-lipoic acid (100 pM)
were associated with paclitaxel (100 pM), to observe if the HC-030031
or a-lipoic acid interfered with the paclitaxel chemotherapeutic action.

2.12. Statistical analysis

All values were expressed as mean * S.E.M and analyzed by
Student's t-test, One-way or Two-way analysis of variance (ANOVA)
followed by Bonferroni's post hoc test when appropriate. All experi-
ments were carried out using GraphPad 5.0 Software (San Diego, CA,
USA). The P < 0.05 values denote significant differences among
groups. The operator of the experiment and the data analysis were
blinded. Data and statistical analysis are in accordance with re-
commendations on experimental design and analysis in pharmacology.

3. Results

3.1. Antinociceptive effect of TRPA1 antagonists in a murine model of
breast carcinoma

The intragastric administration of TRPA1 receptor antagonists, HC-
030031 (300 mg kgfl) or A-967079 (100 mg kg’l), showed an anti-
allodynic effect in a model of breast carcinoma in mice. HC-030031 and
A-967079 compounds presented mechanical and cold anti-allodynic
effects at 1 and 2h after its administration (Fig. 1A-D). Moreover,
treatment with TRPA1 receptor antagonists decreased MGS in this
model of cancer pain at 1h after its administration (Fig. 1E and F).

3.2. Antinociceptive effect of a TRPA1 receptor antisense oligonucleotide
injection in a murine model of breast carcinoma

TRPA1 AS oligonucleotide intrathecal administration induced an
anti-allodynic effect for mechanical and cold allodynia, and also re-
duced MGS score (Fig. 2). TRPA1 MM oligonucleotide administration
did not alter mechanical threshold, nociceptive response caused by
acetone test, or MGS (Fig. 2).

3.3. The injection of 4T1 cells in the mammary gland in mice induced the
production of TRPA1 agonists in sciatic nerve and paw skin

Tumor cell inoculation increased the H,0, concentration (Fig. 3A
and B), NADPH oxidase (Fig. 3D and E), and SOD activity (Fig. 3G and
H) in both sciatic nerve and hind paw skin, and increased NADPH
oxidase (Fig. 3F) when compared to the control group.

3.4. The antioxidant a-lipoic acid caused an antinociceptive effect in a
model of breast carcinoma in mice

The intragastric administration of an antioxidant, a-lipoic acid
(100 mgkg 1), induced an anti-allodynic effect in a model of breast
carcinoma in mice (Fig. 4A and B). a-lipoic acid presented a reduction
in mechanical threshold 1 h after its administration, and this decrease
was sustained for nociception time until 2h after the antioxidant ad-
ministration (Fig. 4A and B). Also, the antioxidant administration in
animals that received only vehicle (PBS) paw injection did not alter
mechanical threshold nor cold nociception measurements (Fig. 4).
Moreover, treatment with a-lipoic acid decreased MGS in this model of
cancer pain at 1h after its administration (Fig. 4C).

3.5. Intraplantar injection of HC-030031 or a-lipoic acid induced anti-
allodynic effect and TRPA1 agonist (AITC) i.pl. injection caused chemical

hyperalgesia in a murine model of breast carcinoma

The intraplantar injection of a TRPA1 antagonist or an antioxidant
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compound induced an antinociceptive effect in a model of breast car-
cinoma in mice (Fig. 5A and B). The antinociceptive effect of these
compounds were local given that when HC-030031 or a-lipoic acid
were injected in the contralateral paw, there was no antinociceptive
activity in the measured hind paw (right side).

Moreover, intraplantar administration of the TRPA1 agonist (AITC,
1 nmol/paw) causes chemical hyperalgesia in a metastatic cancer pain
model in mice (Fig. 5A). In mice treated 1h before with the TRPA1
antagonist HC-030031 (300mgkg '), the spontaneous nociception
behavior induced by chemical hyperalgesia was reduced (Fig. 5C).

3.6. HC-030031 and a-lipoic acid did not reduce the paclitaxel cytotoxic
effect on 4T1 cells in vitro

The toxicity development of HC-030031 and a-lipoic acid was as-
sessed in vitro using the 4T1 cell line through MTT assay, which re-
vealed that HC-030031 and a-lipoic acid did not alter cell viability,
regardless of the concentrations tested in comparison with the control
group (Fig. 6A and B). On the contrary, 4T1 incubation with paclitaxel
(PAC) showed a reduction in cell viability (30 and 100 pM), after 24 h
of incubation when compared to control samples (Fig. 6C).

In the second set of experiments, the association of HC-030031 and
a-lipoic acid with paclitaxel to cell viability was evaluated, to observe
whether HC-030031 and a-lipoic acid interfered with the PAC che-
motherapeutic effect. MTT assay showed that HC-030031 at the highest
concentrations (100 pM), when associated with PAC highest con-
centration (100 uM; able to decrease cell viability, as described above)
did not interfere with the chemotherapeutic action related to cell via-
bility, but a-lipoic acid reduced PAC induced toxicity (Fig. 6D).

3.7. Reverse transcription PCR (RT-qPCR) and Sequence Read Archive
(SRA) experiments showed no TRPA1 expression in the 4T1 cells

The 4T1 cells were examined for TRPA1 mRNA levels, to confirm
the absence of TRPA1 receptors. There was no amplification for the 4T1
cell samples assessed by qRT-PCR, confirming the lack of TRPA1 ex-
pression in these cells, but we observed the TRPA1 mRNA presence in
DRG samples (Fig. 6E). The gRT-PCR results were established through a
second approach using the 4T1 cell RNA deep-sequencing in triplicate.
We found no reads mapped against the trpal CDS for three independent
transcriptome experiments. As an internal control, we used the gapdh
gene, which presented more than 10,000 reads with 100 nt in size. Al is
not expressed in 4T1 cells grown in vitro.

4. Discussion

Breast carcinoma is a type of tumor that is highly capable of de-
veloping chronic pain [39]. Cancer pain is usually difficult to manage in
the clinical setting, and several studies have been carried out to explore
new mechanisms involved in this type of hypersensitivity, considering
that unalleviated cancer pain expressively decreases the quality of life
of patients [40]. Opioids are still the leading therapy used to reduce
moderate to severe cancer pain [1,10]. Unfortunately, these medicines
induce several adverse effects [41,42]. The TRPA1 channel has been
reported to be involved in neuropathic pain induction and main-
tenance, especially neuropathic pain caused by chemotherapy, such as
oxaliplatin, paclitaxel and bortezomib [20,21,23]. Consequently, if
TRPA1 activation is also involved in cancer pain, treatment with TRPA1
antagonists could be used to manage cancer pain and chemother-
apeutic-induced neuropathic pain, which are usually present in cancer
patients [8,43]. In a recent study, we reported that TRPA1 is also in-
volved in cancer pain in a model of metastatic melanoma in mice [13].
Our study was based on previous studies [25,26], which showed that, a
few days after inoculation with 4T1 strain breast cancer cells in the
mouse mammary gland, bone metastases develop. In addition, it has
previously been shown [26] that the model of 4T1 cell inoculation in
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Fig. 1. TRPALI selective antagonist intragastric administration reduced mechanical and cold allodynia or diminished the mouse grimace scale (MGS) in a murine
model of breast carcinoma. (A, B) Mechanical and (C, D) cold allodynia, or (E, F) MGS alteration detected 20 days after tumor cells inoculation or vehicle (control
group). Intragastric treatment with HC-030031 (300 mgkg ™) or A-967079 (100 mgkg ~!) was evaluated on a time curve of 1, 2 and 3 h to the mechanical threshold
and cold allodynia and during 1h to MGS at day 20. Data are expressed as mean + S.E.M. (n = 7). *P < 0.05, when compared to the control group or baseline
values and “P < 0.05 when compared to tumor/vehicle group (Two-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test).

the mouse mammary gland, besides presenting bone metastases, causes
the development of nociception observed as mechanical and cold al-
lodynia. In this study we only measured the mechanical and cold al-
lodynia in the right hind paw, but before when we characterize the
model [26] we also detected the development of mechanical and cold

allodynia in the left hind paw (data not show). In this model we observe
that the onset of nociception occurs days after tumor cell inoculation,
which is consistent with the onset of bone metastasis [25,26]. Meta-
static cells travel to the bone, which is a favorable site for the devel-
opment of metastases through the bloodstream, thereby inducing the
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Fig. 2. TRPA1 antisense (AS) intrathecal oligonucleotide administration re-
duced nociception observed in a murine model of breast carcinoma. The AS
antinociceptive effect was evaluated on (A) mechanical or (B) cold thermal
stimulus and in (C) mouse grimace scales (MGS). The administration of mis-
match (MM) oligonucleotide did not induce the antinociceptive effect. The
nociceptive tests were performed 20 days after 4T1 cell inoculation. Baseline
measures are graphically represented, and time O represents measures per-
formed 20 days after tumor cell inoculation or PBS in mice. Data are expressed
as mean + S.EM. (n = 8). *P < 0.05, when compared to PBS +MM-treated
group; P < 0.05, when compared to tumor + MM-treated group (Two-way
ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test).
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production of inflammatory substances, which can activate receptors,
thus leading to the onset of nociception. In addition, the tumor may
compress or grow within a sensory nerve, leading to neuropathic pain
[44,45]. It is important to note that the 4T1 cells used in the breast
carcinoma model have already demonstrated high metastasis potential
to bone and other tissues [25,26,46,47]. Thus, we could also relate the
development of nociception with bone metastasis process caused by
4T1 cells inoculated in the mammary gland of mice.

We therefore explored the TRPA1 role in nociception observed in a
murine model of breast carcinoma, using pharmacological and genetic
tools. Our data showed that TRPA1 is involved in mechanical and cold
hypersensitivity, and facial grimace criteria induced by tumor injection
in mice. These findings were confirmed using TRPA1 antagonist (HC-
030031 and A-967079) intragastric administration or by TRPA1 anti-
sense oligonucleotide intrathecal injection. An increase in the produc-
tion of H,O, (a TRPA1 agonist), which could maintain TRPA1 activa-
tion/sensitization, was also found in this model. An antioxidant
compound (a-lipoic acid) showed antinociceptive effect and reduced
MGS in the current model, reinforcing the involvement of reactive
substances in the maintenance of TRPA1 activation. Finally, all these
findings indicate that TRPA1 participates in the development of breast
cancer pain.

In the present study, we observed the presence of mechanical and
cold allodynia 20 days after tumor cell injection, as well as an increase
in MGS. These are interesting results, considering that spontaneous pain
is often present in cancer patients [48], and spontaneous pain-related
behaviors need to be better evaluated in preclinical pain studies [49].
The model used here could therefore be considered for the investigation
of reflexive (using the von Frey test and acetone test) and non-reflexive
(MGS) nociception measures in mice [26]. Moreover, we detected that
i.g. administration of TRPA1 antagonists (HC-030031 and A-967079)
reduced mechanical and cold hypersensitivity and reduced MGS in the
mice. These antagonists were injected in commonly used doses to test
the TRPALI role in pain models in mice [20,21,32]. It has recently been
described that TRPA1 plays an important role in the presence of pain in
a metastatic melanoma model [13]. The TRPA1 participation in models
of chemotherapeutic-induced neuropathic pain was also previously
observed, which is a typical type of pain detected in patients with
cancer [20,21,23,24]. Moreover, TRPA1 has been investigated to in-
duce trigeminal and peripheral neuropathic pain after nerve injury
[6,7,22,32], inflammatory pain [6,7,21], and migraine [50]. Thus,
TRPA1 antagonists are described as potential analgesics to control
chronic pain [50].

The results obtained using TRPA1 antagonists were confirmed using
the TRPA1 antisense (AS) oligonucleotide intrathecal injection. TRPA1
AS injection abolished cancer pain-induced nociception and sponta-
neous pain-related behavior. These data are in line with those for the
model of cancer pain caused by the intraplantar injection of melanoma
cells [13]. Considering the data obtained by TRPA1 antagonist ad-
ministration and TRPA1 antisense oligonucleotide injection, it seems
that TRPA1 activation is relevant to nociception in this metastatic
cancer pain model. The development of tolerance is an important ad-
verse effect of opioid agonists. It would be interesting to evaluate this
effect for TRPA1 antagonists in a model of cancer pain, given that
opioids are the standard therapy for treating cancer pain. Previously,
Wei et al. [69] showed that the tolerance induced by morphine ad-
ministration was attenuated by a TRPAl antagonist. Future studies
should be conducted to determine whether repeated administration of
TRPA1 antagonists develop tolerance, and a further study if TRPA1
blockage could hamper opioid-induce tolerance in a model of cancer
pain.

TRPA1 is a known sensor for reactive compounds, such as acrolein
[19], H,0, [70] and 4-hydroxy-2-nonenal (4-HNE) [18]. Thus, the
TRPA1 channel could be activated or sensitized in this cancer pain
model by an endogenous agonist, such as HO.. It is well known that
H,0, is able to gate the TRPA1 channel [51], and its production has
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Fig. 3. Administration of 4T1 tumor cells induced an increase in oxidative compound production and enzymatic activity in a murine model of breast carcinoma. The
oxidative status of cancer pain development was assessed through (A and B) H,0, concentration, (C and D) NADPH oxidase and SOD (E and F) activity, in mouse
sciatic nerve or skin paw tissues. The measurements were performed 20 days after 4T1 cell injection. Control group mice were injected with vehicle (PBS). Data are
expressed as mean *+ S.E.M. (n = 7). *P < 0.05, when compared to control (PBS) group (Student’s t-test).

been associated with TRPA1 activation in neuropathic and in-
flammatory models of pain [22,32,52]. H,0, levels were increased in
mice 20 days after tumor inoculation, and NADPH oxidase and SOD
activities were also augmented, a factor that could cause H,O, in-
creased production. It has been reported that reactive oxygen species
could be involved in cancer pain development, but a potential receptor
that could be gated by reactive compounds involved in cancer pain has
not yet been reported [15]. It has been reported that administration of
Walker 256 cells (rat mammary gland carcinoma cells) into the in-
tratibial space in rats increases the levels of reactive oxygen species,
such as H0,, suggesting that ROS plays a role in cancer metastatic pain

development [53]. The levels of 4-HNE have not been evaluated in a
cancer pain model, but this mediator is relevant for the maintenance of
TRPA1 activation in several models of pain [54]. Further supporting
our findings, increasing levels of NADPH oxidase have already been
shown in a murine breast tumor model [55]. Also, after the injection of
B16-F10 cells into the hind paw [13], there was an increase in H,O,
production and NADPH oxidase activity in the paw skin.

The participation of reactive substances in this model was also de-
tected using a-lipoic acid i.g. administration, which showed an anti-
nociceptive effect and decreased spontaneous pain-like behavior in this
metastatic cancer pain model. It was previously demonstrated that a-
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Fig. 4. Antioxidant a-lipoic acid administration reduced mechanical and cold
allodynia; this treatment also decreased the mouse grimace scale (MGS) in a
murine model of breast carcinoma. The a-lipoic acid (100 mg kg ') effect was
measured on (A) mechanical threshold, (B) cold allodynia, evaluated from 1 to
3 h after intragastric (i.g.) administration, and (C) for 1h to MGS. The noci-
ceptive tests were performed 20 days after 4T1 cell injection. Baseline measures
are graphically represented, and time 0 represents measures performed 20 days
after tumor cell inoculation or PBS injection in mice. Data are expressed as
mean * SEM. (n=7). *P < 0.05, when compared to the vehicle+PBS-
treated group; “P < 0.05, when compared to the tumor -+ PBS-treated group
(Two-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test).

lipoic acid acute injection induced an antinociceptive effect in models
of chemotherapeutic-induced neuropathic pain and neuropathic pain
induced by nerve injury [21,22,32], revealing the role of reactive
compounds in neuropathic pain. It has also been reported that treat-
ment with HC-030031 and a-lipoic acid with local application de-
creased the nociception parameters in a persistent sensory neuropathy
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Fig. 5. Local administration of a-lipoic acid and local administration of HC-
030031 transiently reverse mechanical and cold hypersensitivity, and TRPA1
agonist administration (AITC) caused chemical hyperalgesia in a model of
breast carcinoma in mice. HC-030031 (100 pg/paw) or a-Lipoic acid (10 pg/
paw) reduce the (A) mechanical and (B) cold allodynia induced by injection of
4T1 cells after 20 days in the paw ipsilateral (ipsi) to the injection. Values are
mean + SEM of (n = 7), *P < 0.05. (C) The AITC (1 nmol) was administrated in
the hind paw of mice and the nociception time was 5 min. Treatment with HC-
030031 (300 mgkg ', i.g.) was 1 h before AITC injection. Data are expressed as
mean + S.EM. (n = 7). *P < 0.001, when compared to AITC+ tumor group;
#P < 0.001, when compared to AITC + tumor+HC group (Two-way ANOVA
followed by Bonferroni’s post hoc test in graph A and B; One-way ANOVA
followed by Bonferroni’s post hoc test in graph C).

induced by a chemotherapy model in mice [21]. Here, we observed that
local treatment with the TRPA1 antagonist and the antioxidant pro-
duces analgesia in a breast cancer pain model. The a-lipoic acid an-
algesic effect was previously described in patients, showing that this
antioxidant has therapeutic capabilities for the treatment of pain-re-
lated disorders [56,57].

In a final set of experiments, we checked whether a TRPA1l
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Fig. 6. 4T1 cell viability assessed in vitro by MTT assay and Reverse transcription PCR (RT-qPCR) for TRPA1 mRNA in DRG and 4T1 cells. (A) HC-03003 (1-100 uM),
(B) a-lipoic acid (1-100 uM), (C) paclitaxel (PAC, 1-100 uM). (D) HC-030031 (100 uM), a-lipoic acid (100 uM) associated with PAC (100 uM). (E) Control samples
denote only DMEM culture medium. Control plus DMSO samples indicate DMEM culture medium plus DMSO 1 %. *P < 0.05, “**P < 0.001, when compared to
control samples (One-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test). * P < 0.05 when compared PAC to a-lipoic acid + PAC (One-way ANOVA followed by

Bonferroni’s post hoc test in graph A, B, C and D; Student’s t-test in graph E).

antagonist or an antioxidant could reduce paclitaxel toxicity in 4T1
cells using the MTT assay. It was not tested before and is an interesting
issue regarding paclitaxel is usually used to treat breast cancer [58,59].
It was found that HC-030031 did not alter paclitaxel chemotherapeutic
effect, but a-lipoic acid altered its activity. Cell viability experiments
testing drugs used in cancer treatment associated with other com-
pounds have already been used in other studies [60,61]. These tests
assist in research that seeks the possible synergism between substances
already used and also to assess whether one substance interferes with
the effect of another [60,61]. Some studies show the action of sub-
stances with analgesic effects without interfering in the chemother-
apeutic action when using the cell viability test [62-64]. Duloxetine has
been reported to improve painful chemotherapy-induced peripheral
neuropathy in mice without interfering with the effect of oxaliplatin
and paclitaxel [64]. In addition, another study demonstrated that the
use of fingolimoid, used for the multiple sclerosis treatment, when used
for the treatment of paclitaxel-induced peripheral neuropathy, has an-
algesic effect without altering the chemotherapeutic action in rats [62].
Still, it has been reported that cannabidiol also decreases the pain
caused by paclitaxel in mice without modifying the action of this che-
motherapeutic agent [63]. However, in our study, the association be-
tween a-lipoic acid and paclitaxel altered the chemotherapy action on
the cell viability of breast cancer cells. This may be related to the fact
that some antioxidant agents inhibit the formation of tumor cell free
radicals and also inhibit the apoptosis of these cells, thus decreasing the
sensitivity to chemotherapy [65]. However, it has been reported that
the a-lipoic acid action in vivo, in rats, does not alter the action of
paclitaxel [66]. Neither HC-030031 nor a-lipoic acid incubation alone
altered cell viability. Moreover, 4T1 cells did not express the TRPA1
receptor, similar to that observed for B16-F10 cells [13].

Breast carcinoma affects women worldwide and is responsible for
the onset of pain that can be persistent and intense, decreasing the

patient’s quality of life. Currently, the best analgesic treatment is the
use of opioids. However, these drugs cause numerous adverse effects
[1,10,12,67]. Therefore, new strategies for the management of breast
cancer pain should be sought out. We observed a high contribution of
TRPA1 in the development of breast cancer pain, both in mechanical
and cold allodynia and in spontaneous pain, which are the most pro-
blematic conditions of cancer pain [68]. The blockade of TRPA1 by its
antagonists shows the importance of new therapeutic strategies for the
improvement of breast cancer pain.
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ABSTRACT

Aims: Breast cancer-induced chronic pain is usually treated with opioids, but these compounds cause various
adverse effects. Transient receptor potential ankyrin 1 (TRPA1) is involved in cancer pain; also, endogenous
TRPA1 agonists are dssuudlcd Wth cancer pain duvtlopmcnl The aim of this study was to observe the anti-
nociceptive effect of a ref se TRPA1 istration and the production of endogenous TRPA1
agonists and TRPA1 expression in bone tissue in a model of breast cancer pain in mice. Second, we used a
sequence reading archive (SRA) strategy to observe the presence of this channel in the mouse bone and in mouse
bone cell lines.

Main methods: We used BALB/c mice for experiments. The animals were subjected to the tumor cell inoculation
(4 T1 strain). HC-030031 (a TRPA1 antagonist) treatment was done from day 11 to day 20 after tumor inocu-
lation. TRPA1 expression and biochemical tests of oxidative stress were performed in the bone of mice (femur).
SRA strategy was used to deteet the TRPA1 presence.

Key findings: Repeated treatment with the TRPA1 antagonist produced an antinociceptive effect. There was an
increase in hydrogen peroxide levels, NADPH oxidase and superoxide dismutase activities, but the expression of
TRPAL in the bone tissue was not altered. SRA did not show TRPA1 residual transcription in the osteoblast and
osteoclast cell lines, as well as for mice cranial tissue and in mouse osteoclast precursors.

Significance: The TRPA1 receptor is a potential target for the development of new painkillers for the treatment of

bone cancer pain.

1. Introduction

Advanced breast cancer is commonly associated with chronic pain
due to bone metastasis [1-3]. Besides, opioids are commonly used drugs
in treating bone pain, but these compounds cause adverse effects, such
as tolerance, which develops due to repeated-dose treatment, limiting
their use. This adverse effect is frequent in patients who take long-term
use of opioids, so they need to increase the drug dose, increasing the
incidence of other side effects [4]. In a previous study, we demonstrated
the role of transient receptor potential ankyrin 1 (TRPA1) in a model of
breast cancer-induced nociception in mice accompanied by bone
metastasis development [5]. However, it is unknown whether repeated-

dose administration of a TRPA1 antagonist can cause an antinociceptive
effect in a cancer pain model.

Moreover, different studies showed an increase in the production of
TRPA1 endogenous agonists (hydrogen peroxide, HyO3), NADPH oxi-
dase and superoxide dismutase (SOD) activities in cancer pain models.
Increased levels of HyO2 and NADPH oxidase activity were observed in
the paw skin of mice inoculated with melanoma cells (B16F10) [6]. In
addition, in the paw skin and in the sciatic nerve of mice inoculated with
breast cancer cells (4 T1 cells), an increase in the levels of H,0,, and
NADPH oxidase and SOD activity was observed [5]. Thus, TRPA1 acti-
vation by endogenous agonists is related to the development of cancer
nociception [5,6]. Nevertheless, it was not investigated if there is an
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increase of TRPA1 agonists into the bone in a breast cancer model with
metastasis or a model of cancer-induced bone pain (CIBP).

Different TRPs channels seemed to be involved in bone processes. It
was already described the possible relationship of TRPV4 in osteoclast
formation promoted by acidosis [7]. Besides, TRPV1 is involved in the
proliferation and differentiation of osteoblasts [8]. Previously, the
participation of TRPV1 in CIBP was described in different studies
[9-11]. Recently, it was demonstrated that TRPA1 antagonism reduced
the nociception in a model of CIBP in rats [12]. However, until now, no
study describes if TRPA1 can be expressed in bone tissue.

Thus, the objective of the current study was to investigate the anti-
nociceptive effect of a TRPA1 antagonist after its repeated administra-
tion and the production of TRPA1 endogenous agonists and TRPA1
immunoreactivity in the bone of mice submitted to a breast cancer pain
model. Second, we used a sequence read archive (SRA) strategy to
observe the TRPA1 presence in the bone of mice and mice bone cell
lines.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Female adult BALB/c mice (20-30 g) were used. They were kept at a
controlled temperature (22 + 1 °C) in a light/dark cycle of 12 h (h)
(lights on 6:00 AM to 6 PM). Standard laboratory animal food (Puro Lab
22 PB pelleted form, Puro Trato, Rio Grande do Sul, Brazil) and water
were provided freely. They have been kept in individually ventilated
cages (5 animals per cage) with wood shaving bedding and nesting
material. This strain of mice was chosen because the 4 T1 lineage tumor
cells developed only in BALB/c mice. The animals were taken to the
experiment room for adaptation for at least 1 h before each experiment.
Each animal was used in just one test. The experiments were started after
approval by the Ethics Committee on Animal Experimentation of the
Universidade Federal de Santa Maria (protocol number 7536250417/
2017) and by the Ethics Committee on Animal Experimentation of the
Universidade do Extremo Sul Catarinense (protocol number 042-2014-
02). All experimental protocols followed the Animal Research: Report-
ing in vivo Experiments (ARRIVE) guidelines [13]. The number of ani-
mals was the minimum necessary to demonstrate the consistent effects
of treatments and was calculated using the GPower program.

2.2. Breast cancer pain model

A baseline measurement of the animals’ threshold to the mechanical
stimulus (von Frey test) and thermal stimulus to cold (acetone test) was
performed first. After that, the animals were inoculated with 4 T1 cells
(10° cells/site) in the fourth mammary gland, and the development of
breast cancer pain with bone metastasis occurred according to a previ-
ous study [14-16]. 4 T1 cells were cultured in monolayer using DMEM
medium supplemented with 5% fetal bovine serum and 1% penicillin/
streptomycin. For cancer induction, the cells were resuspended in
phosphate buffer, and then 50 pl of the cell suspension or vehicle
(phosphate buffer) were injected into the right caudal mammary gland
of the mouse (50 pl). The 4 T1 cells were kindly provided by Dr. Adriana
Bonomo (Cancer Institute, Rio de Janeiro, Brazil) [15].

2.3. Treatment protocol

To evaluate whether the effect of the TRPA1 antagonist, HC-030031,
is capable of lasting more than two hours, as previously reported [5], a
repeated dose treatment was carried out for ten days. First, baseline
measurements for mechanical and cold allodynia were taken. After the
animals were inoculated with 4 T1 cells in the fourth mammary gland
[16], and on the 11th day after the tumor cells inoculation, the treat-
ment with the TRPA1 antagonist (HC-030031, 100 mg/kg intragastric, i.
g.) started for the next ten consecutive days, once a day (treatment was
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carried out from day 11 to day 20 after tumor cell inoculation). The dose
of 100 mg/kg was used before and induced an antinociceptive effect;
thus, we selected this dose to be used in this study [17]. The animals
started to be treated on the eleventh day after tumor induction, because
we have previously demonstrated that nociception develops after the
tenth day of inoculation [16].

Thus, nociceptive tests were performed on the day of the nociceptive
peak (20 days), based on a protocol previously described [16,18]
(Fig. 1). The tests for treatment nine (day 19 after tumor inoculation)
were performed 24 h after treatment, on day 20 (last day of treatment).
Then, 20 days after tumor inoculation animals were kept at the site of
the nociceptive test evaluation one hour before nociception measure-
ment. After that, the nociceptive measures related to the treatment of
day 19 were measured. Then, the animals received the last dose of
treatment, and 1 h later, the nociceptive measures were evaluated again
(Fig. 1).

The animals were divided into the following groups: without tumor -
treated with vehicle (1% DMSO in saline, 10 ml/kg, intragastric, i.g.);
without tumor - administered with HC-030031 (100 mg/kg, i.g.); tumor
- treated with vehicle (1% DMSO in saline, 10 ml/kg, i.g.); tumor -
administered with HC-030031 (100 mg/kg, i.g.).

2.4. Nociceptive tests

2.4.1. Mechanical threshold

To detect the mechanical sensitivity, tests were performed using von
Frey filaments of increasing intensity (0.07-2 g) as previously described
[5,21]. Briefly, the animals were set in the experimental site, consisting
of high chambers with a meshed metal floor, for 1 h. After this period,
the stimulation with von Frey filaments of each animal’s right hind paw
was performed following the up-and-down method. The first filament
promoted a pressure of 0.6 g. In case of withdrawal of the paw, a fila-
ment with a lower pressure was applied. If no withdrawal occurred, a
filament with a higher pressure was used. In total, six stimulations were
performed, using filaments of 0.07; 0.16; 0.4; 0.6; 1.0; 1.4 or 2.0 g. With
the results obtained, the value corresponding to 50% of the threshold, in
grams, that each animal supports (threshold 50%) was calculated. A
reduction in this value was considered mechanical allodynia and
reversal as an antinociceptive (anti-allodynic) effect.

2.4.2. Cold sensitivity

Cold thermal sensitivity was measured using the modified acetone
drop method. After the animals were set, a drop of acetone (20 pl) was
placed on the animal’s paw’s skin surface. Then, behavioral responses to
acetone drop were timed, as previously described [5,22].

2.5. Biochemical assays

2.5.1. Hydrogen peroxide (H202) production assay

The concentration of HyO» was measured in the bone (femur) sam-
ples 20 days after injection of 4 T1 cells or control animals. For this,
samples were obtained from mice after euthanasia via chemical method
using thiopental 50 mg/kg/10 ml. The tissue samples were homoge-
nized on ice with 300 pl of Tris/HCl buffer (50 mM - pH 7.4) and
centrifuged (1.000 xg) at 4 °C for 10 min. Sodium azide (25 mM) was
added to the supernatant and centrifuged again at 12.000 xg at 4 °C for
20 min. The H30; content was determined by the red phenol method
using horseradish peroxidase (HRPO). Thus, 50 pl of the supernatant
homogenate, 25 pl of phenol red (100 pg/ml), 5 pl of HRPO type II (EC:
1.11.1.7) (50 pg/ml) were added and incubated in the dark at 25 °C for
10 min. After incubation, 10 pl of 1 M NaOH was added, and the
absorbance was determined spectrophotometrically at 610 nm. The re-
sults were expressed as micromole of HyO; per mg of protein, based on a
standard HRPO mediated oxidation curve of phenol red by H05. The
reaction was read in a microkinetic reader (Fisher Biotech BT, 2000),
and protein content was measured using the Bradford method (1987)
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antagonist (100 mg/kg) or vehicle
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Fig. 1. Graphic demonstration of the treatment protocol with repeated doses of TRPA antagonist (I1C-030031) for 10 days.

[22-25].

2.5.2. Evaluation of NADPH oxidase activity

NADPH oxidase activity was assessed in bone (femur) samples 20
days after inoculation of the cancer cells or in the control group using a
commercially available assay kit (CY0100, cytochrome ¢ reductase,
NADPH Assay Kit, Sigma-Aldrich, Milan, Italy). The samples were ho-
mogenized in Tris/HCl buffer (50 mM - pH 7.4) and centrifuged for 10
min at 1.000 xg at 4 °C. The supernatant was used to determine NADPH
activity. Values of NADPH oxidase activity were described as U/ml/mg
of protein [5,6].

2.5.3. Evaluation of superoxide dismutase (SOD) activity

For the evaluation of SOD activity, bone samples were collected and
analyzed 20 days after inoculation of cancer cells or from the control
group. They were homogenized in Tris-HCl buffer (50 mM - pH 7.4) and
centrifuged at 1.000 xg at 4 °C for 10 min. Different volumes of the
samples (5, 10, and 15 pl) were then mixed with adrenaline (30 pl, 60
mM - pH 2.0) and sodium carbonate buffer (255, 260 e 265 pl; 50 mM -
pH 10.2), incubated at 30 °C, and changes in absorbance were observed
at 480 nm and monitored for 5 min. Values of SOD activity were
described as U/ml/mg of protein [24-26].

2.6. Western blot

The Western blot analysis was carried out as previously described
[27] with minor modifications, samples were taken 20 days after in-
jection of 4 T1 cells or control animals. The right femur was removed
and homogenized on ice in tissue protein extraction reagent (T-PER)
(Thermo Scientific) supplemented with HaltTM protease and phospha-
tase inhibitors Cocktail (100x) (Thermo Scientific). Homogenized
samples were then centrifuged at 10.000 xg at 4 °C for 5 min, and the
supernatant was kept for further manipulation. A sample aliquot (20 pg
protein) of the supernatant was diluted in Laemmli buffer and distilled
water and subjected to a temperature of 90 °C for 5 min. The protein was
then subjected to electrophoresis on SDS-polyacrylamide gel and
transferred to a polyvinylidene fluoride membrane (PVDF). After
blocking the membrane with 2.5% (w/v) bovine serum albumin (BSA) in
Tris (TBS) for 1 h, it was exposed to primary rabbit antibody for 12 h at
4 °C for the detection of TRPA1, 1:200 (NOVUS Biologicals, Littleton,
CO, USA). At the end of this period, the membranes were washed three

times in Tris containing 0.01% (v/v) Tween 20 (TBS-T) and incubated
again with a secondary horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit
1gG antibody 1:3000 for 3 h. The membranes were visualized by
chemiluminescence ECL (Therme Scientific, Rockford, IL, USA) and the
density of the specific bands were observed using an image processing
program (ImageJ 1.32 J, Wayne Rasband, USA) and standardized
against a control (mouse primary monoclonal antibody to p-actin
1:5000; Thermo Scientific, Rockford, IL, USA).

2.7. Sequence read archive (SRA) experiment analysis

To search for transcripts we used sequence reading files (SRAs)
available on the NCBI platform. The transcripts of TRPA1, TRPV1, and
TRPV4 specifically in bone cell lines cultured in vitro (MC3T3; RAW
264.7) and fresh tissues from mice were investigated. The bioprojects
used were PRINA421705 for MC3T3 cells, PRINA565987 for RAW
264.7, PRINA601128 for cranial tissues from BALB/C and C57BL/6
mice, and PRINA428369 for osteoclast precursors at baseline and after
RANKL stimulation. Besides, to search for TRPA1, TRPV1, and TRPV4
transcripts in mice, we used SRAs available on the NCBI platform.
Briefly, total RNAs from these cells were extracted in triplicate, and
barcoded mRNA-seq c¢cDNA libraries were prepared in triplicate and
deep-sequenced using the Illumina platforms. The transcriptome reads
were downloaded using the SRA Toolkit and individually mapped
against the entire coding DNA sequence (CDS) of trpal, trpv] e trpv4
(NM_001348288). We mapped the reads using the program Geneious
R9.0 [28] and a pairwise identity of 99%.

2.8. Statistical analysis

The data are expressed as mean -+ standard error of mean and were
statistically analyzed using Student’s t-test, two-way analysis of variance
(ANOVA), and repeated measure ANOVA, followed by Bonferroni post
hoc test when appropriate. P values lower than 0.05 (P < 0.05) were
considered to be significant. GraphPad 5.0 software (San Diego, CA,
USA) was used for statistical analysis.
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3. Results

3.1. Antinociceptive effect of repeated treatment with the TRPA1
antagonist

The repeated administration of TRPA1 antagonist for 10 days, HC-
030031 (100 mg/kg, i.g.), showed an anti-allodynic effect in a model
of breast carcinoma in mice. HC-030031 caused mechanical and cold
anti-allodynic effects on day 20 before the 10th dose administration and
1 h after the 10th dose injection of the antagonist (Fig. 2A-B). The
maximum inhibition (Imax) for the mechanical threshold for the treat-
ment was 80 + 18% and for cold allodynia was 65 + 10%, respectively,
concerning the first evaluation that was done 24 h after the 9 injected
dose. The Imax for the mechanical threshold for the treatment was 60 +
9% and for cold allodynia was 69 + 5%, concerning the second evalu-
ation (1 h after the last administration of HC-030031 on the 20 days
after tumor inoculation). The tumor growth in the animals’ breasts was
verified during this period, showing that the antagonist did not alter this
process (data not shown).

3.2. The injection of 4 T1 cells in the mice’s mammary gland induced the

TRPA1 agonist production in the bone.

H,0, concentration (Fig. 3A), NADPH oxidase (Fig. 3B), and SOD
activity (Fig. 3C) were increased in the bone samples 20 days after the
inoculation of breast cancer cells. There was a 57% increase in H,0,
concentration, 82% in NADPH oxidase activity, and 74% in SOD activity
in the tumor group compared to the control group.

3.3. The TRPA1 expression in bone was not increased after the
inoculation of 4 T1 tumor cells

The 4 T1 cells inoculation did not induce alteration in TRPA1
immunoreactivity in bone tissue evaluated 20 days after tumor inocu-
lation (Fig. 4).

3.4. Absence of TRPAI expression at the transcriptional level in rodent
bone cells

Through the SRA experiments, a cell line that originates mouse os-
teoblasts in vitro (MC3T3) presented residual transcription of TRPV4
when compared to a housekeeping gene control (i.e., gapdh, data not
shown), and no reads were found for both TRPA1 and TRPV1. The same
result was also found in a murine cell line that originates in vitro oste-
oclasts (RAW 264.7). In a similar trend as observed for transcriptional
analysis of TRPA1, TRPV1, and TRPV4 in cranial tissue in BALB/c and
C57BL/6 revealed that mice lack transcription of TRPA1 and TRPV1 in
this tissue but presented transcripts for TRPV4. Even osteoclast and
osteoblasts (from C57BL/6) precursors at baseline and induced with
RANKL presented no TRPA1 transcription (Table 1).

4. Discussion

Breast cancer is often related to the development of bone metastasis
that generates severe pain. Cancer pain is usually treated with opioids
that induce tolerance, which develops due to repeated dose treatment,
and other adverse effects [29]. Previously, it was described in a breast
cancer model in mice the development of bone metastasis and pain-
related behaviors [5,16]. Thus, in the current study, we showed that
the repeated administration of the TRPA1 antagonist had an anti-
nociceptive effect that lasted 24 h after the 9 day of injection on day 20
after tumor inoculation. Also, the inoculation of the breast cancer cells
causes the TRPA1 agonist production (H,03) and increases the enzyme
activity responsible for generating these by-products (NADPH oxidase
and SOD). However, TRPA1 immunoreactivity was not altered in the
bone tissue in this model. Also, we observed, via SRA experiments, the
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Fig. 2. TRPA1 selective antagonist intragastric repeated administration
reduced mechanical and cold allodynia in a murine model of breast carcinoma.
The mechanical threshold and cold allodynia were evaluated on the last day of
treatment with repeated doses intragastric with I1C-030031 (100 mg/kg) or
vehicle (at 20 days of tumor inoculation). One measure was observed 24 h after
the 9 day of treatment on day 20 after tumor inoculation. Another measure was
observed 1 h after the last dose administered on day 20 after tumor inoculation.
Data are expressed as mean + S.EM. (n = 10). *P < 0.05, when compared to
the control group or baseline values and *P < 0.05 when compared to tumor/
vehicle group (Two-way ANOVA followed by Bonferroni's post hoc test and
repeated measure ANOVA).

expression of TRPA1 and TRPV1 receptor at the transcriptional level is
not present in mouse bone cells line. Besides, in SRAs experiments, we
show no transcriptional expression for TRPA1 and TRPV1 in osteoclasts
and osteoblasts in mice, but there is for TRPV4. Even in cranial tissue of
C57BL/6 mice, there is no expression of TRPA1, which is not observed in
BALB/c mice, but, for both, there is a transcriptional level of the TRPV4
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Fig. 3. Administration of 4 T1 tumor cells induced an increase in oxidative
compounds production and enzymatic activity in the bone in a murine model of
breast carcinoma. The oxidative status of cancer pain development was assessed
through (A) HyO, concentration, (B) NADPH oxidase, and (C) SOD activity in
mouse bone (femur). The measurements were performed 20 days after 4 T1 cell
injection. Control group mice were injected with vehicle (PBS). Data are
expressed as mean + S.E.M. (n = 5). *P < 0.05, when compared to control
(PBS) group (Student’s t-test).

channel.

In the treatment of cancer pain, the most commonly used analgesics
are opioids, which are used for long periods and in repeated doses, but
these drugs have many adverse effects [4]. Thus, we observed whether
the TRPA1 antagonism, for a prolonged period, could develop an anti-
nociceptive effect for a longer time, since, regarding cancer pain, HC-

2]
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Fig. 4. TRPA1 expression in the bone in a breast cancer pain model. The
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Table 1
Transcriptional expression of TRPs cell lines of bone cells for in vitro culture,
mouse bone cells, and mouse cranial tissue.

Cell/receptors TRPA1 TRPV1 TRPV4
MC3T3 No No Yes
RAW 264.7 No No Yes
Mice osteoclasts C57BL/6 No No Yes
Mice osteoblasts C57BL/6 No No Yes
BALB/c cranial tissue No No Yes
C57BL/6 cranial tissue No No Yes

030031 has been shown to have an antinociceptive effect in up to a
maximum of two hours after acute intragastric administration [5]. This
is an essential step since the opioids used in these patients produce
adverse effects [29]; therefore, it is necessary to search for other drugs
with long-lasting analgesic effects. Besides, in this study, we observed
that the treatment with repeated doses of HC-030031 did maintain its
antinociceptive effect, thus showing a therapeutic potential for patients
with CIBP. In addition to this finding, it has been shown previously that
TRPA1 blockade was able to attenuate the tolerance induced by
repeated administration of morphine in rats [30]. With this evidence,
TRPA1 antagonism is an essential target for prolonged analgesic treat-
ment in patients with CIBP.

In other studies that report cancer pain in models of tumor cell
inoculation or with chemotherapy treatment involving TRPAI, it was
described that the activation of this receptor might be caused by the
production of the oxidative compounds that act as TRPA1 agonists
[5,6,23]. However, these studies do not report any activation of this
receptor on bone tissue. This investigation is interesting since there is a
production of these oxidizing compounds in the bone tumor microen-
vironment, and if the receptor was present in this environment (e.g., in
sensory neurons), the mechanism of bone pain could be better eluci-
dated. Thus, we evaluated the oxidative stress generated in the bone
through the HO, concentration and the NADPH oxidase and SOD
enzyme activities, which were increased. The increase in H2O; levels
and NADPH oxidase, and SOD activities has already been demonstrated
in the hind paw tissue and the sciatic nerve, in this same model, in
another study [5]. Additionally, an enhancement in SOD activity was
only demonstrated in rat bones (tibia and femur), in ovariectomy, and
type 1 diabetes mellitus model [31,32].

Studies have already demonstrated the relationship between TRPs
and cancer pain development, such as TRPV1, TRPV4, and TRPA1
[11,16,33,34]. Among these findings related to cancer pain, it was re-
ported that the TRPV1 activation by a substance derived from the tumor
tissue induced bone cancer development [9]. Besides, the regulation of
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the TRPV1 pathway is related to the inhibition of peripheral and central
sensitization in a CIBP model [35]. Besides, increased TRPV1 and TRPV4
expression in tibia tissue were also demonstrated in a CIBP in mice [10].
Regarding TRPAL1, it has already been established that the appearance of
neuropathic pain during the development of bone cancer in rats in an
arthrotomy model may be involving this receptor [12]. Also, noci-
ception can also occur in a tumor cell inoculation model in the mam-
mary gland of mice with bone metastasis depending on TRPA1
activation [5].

However, few studies showed the expression of these TRPs in bone
tissue. Regarding TRPV1, its expression in the mouse femur has been
demonstrated [36,37], and it was also considered a bone nociceptor, as
it is present in L3 and L4 DRGs in rats [38]. Concerning TRPV4, its
expression was demonstrated in a bone cell line (mesenchymal cells)
[39], and about TRPA1, we showed in this study that there is no evi-
dence of its expression in bone tissue cells. It is interesting to note that in
almost all cell lines of bone cells for in vitro culture, as for osteoclasts
and osteoblasts and cranial tissue, there is no transcriptional expression
for TRPA1 and TRPV1, but there is for TRPV4 channel. TRPV4 is
involved with cancer-induced neuropathy [33] and bone cancer pain
[10]. Moreover, it has been shown that this receptor is expressed in
mesenchymal stem cells, which can originate bone cells [39]. Thus, in
addition to having already been reported that this receptor is a potential
target for cancer treatment [40], we can suggest that it is an important
target to understand bone cancer pain and the mechanisms involved
behind this symptom.

Few studies show the direct relationship of the TRPA1 channel with
cancer pain, as did Almeida and collaborators (2020). Therefore, we
continue to seek to elucidate the role of TRPA1 in cancer pain, including
the process of bone metastasis. So, in this work, in addition to showing
the antinociceptive effects of a repeated HC-030031 treatment in mice,
we seek to unravel the involvement of the receptor in the bone tumor
development process. We brought results that show the increase of
TRPA1 agonists in the bone, however, this receptor does not appear to
be expressed in the researched bone cells. Thus, our work contributes to
this process of elucidating the participation of the TRPA1 receptor in
breast cancer-induced bone cancer pain, showing that we still need more
studies to soon deal with this symptom that affects so many individuals.

5. Conclusions

The repeated treatment with the TRPA1 antagonist demonstrates
that this is a potential therapeutic target for the long-term treatment of
pain in patients who develop cancer with bone metastasis. Besides, we
have demonstrated an increase in the production of TRPA1 receptor
agonists in the mice’s bone. Considering we have not seen any alteration
in TRPA1 expression in the bone of animals that developed the breast
cancer pain model, and we have also not found TRPA1 expression at the
transcriptional level, in rodent bone cells, probably what induces bone
nociception is the activation of TRPA1 by endogenous agonists in sen-
sory neurons present in this microenvironment.

Financial support

This study was supported by the Conselho Nacional de Desenvolvi-
mento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq, process #422376/2016-7).

CRediT authorship contribution statement

Amanda Spring de Almeida Conceptualization, Formal analysis,
Methodology, Investigation, Supervision, Validation, Visualization,
Writing - original draft, Writing - review & editing. Gabriele Cheiran
Pereira: Formal analysis, Methodology, Investigation, Validation,
Writing - review & editing. Evelyne S. Brum: Formal analysis, Meth-
odology, Investigation, Validation, Writing - review & editing. Cassia
Regina Silva: Formal analysis, Methodology, Investigation, Validation,

Life Sciences 276 (2021) 119469

Writing - review & editing. Caren Tatiane de David Antoniazzi:
Investigation, Writing - review & editing. Daniel Ardisson-Araiijo:
Investigation, Methodology, Writing - review & editing. Sara Marche-
san Oliveira: Resources, Writing - review & editing. Gabriela Trevi-
san: Conceptualization, Funding acquisition, Methodology, Project
administration, Resources, Supervision, Writing - original draft, Writing
- review & editing.

Declaration of competing interest
The authors declare no potential conflicts of interest.
Acknowledgments

Fellowships from the Conselho Nacional de Desenvolvimento Cien-
tifico (CNPq) and Coordenagao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES) are acknowledged. Amanda Spring de Almeida is the
recipient of a Ph.D. fellowship from CAPES [process #1687637].
Gabriela Trevisan is the recipient of an award from CNPq [process
#303531/2020-7].

References

[1] P.Mantyh, Bone cancer pain: causes, consequences, and therapeutic opportunities,
Pain 154 (2013) $54-862, htips://doi.org/10.1016/j.pain.2013.07.044.

21 l‘LA Swarm, J.A. Paice, D.L. Anghelescu, M. Are, J.Y. Bruce, S. Buga, M. Chwistek,

sland, D. Craig, E. Gafford, H. Greenlee, E. Hansen, A.H. Kamal, M.

M. Kamdar, S. LeGrand, S. Mackey, M. Rachel McDowell, N. Moryl, L.M. Nabell,

S. Nesbit, N. O’Connor, M.W. Rabow, E. Rickerson, R. Shatsky, J. Sindt, SG Urba,

J.M. Youngwerth, L.J. Hammond, L.A. Gurski, Adult cancer pain, version 3.2019,

JNCCN J. Natl. Compr. Cancer Netw 17 (2019) 977-1007, https://doi.org

10.6004/jncen.2019.0038.

R. Zajaczkowska, M. Kocot-Kepska, W. Leppert, J. Wordliczek, Bone pain in cancer

patients: mechanisms and current treatment, Int. J. Mol. Sci. 20 (2019), https://

doi.org/10.3390/ijms20236047.

[4] A. Satija, S.M. Ahmed, R. Gupta, A. Ahmed, S.P.S. Rana, S.P. Singh, S. Mishra, S.
Bhatnagar, Breast cancer pain management - a review of current & novel
therapies., Indian J. Med. Res. (2014).

[5] A.S. de Almeida, F.K. Rigo, S.D.T. De Pra, A.M. Milioli, G.C. Pereira, D.D.
Liickemeyer, C.T. Antoniazzi, S.Q. Kudsi, D.M.P.A. Aratijo, S.M. Oliveira, J.
Ferreira, G. Trevisan, Role of transient receptor potential ankyrin 1 (TRPA1) on
nociception caused by a murine model of breast carcinoma, Pharmacol. Res. 152
(2020). doi:https://doi.org/10.1016/j.phrs.2019.104576.

".D.D. Antoniazzi, R. Nassini, F.K. Rigo, A.M. Milioli, F. Bellinaso,

I. Camponogara, C.R. Silva, A.S. de Almeida, M.F. Rossato, F. De Logu, S.

M. Oliveira, T.M. Cunha, P. Geppetti, J. Ferreira, G. Trevisan, Transient receptor
potential ankyrin 1 (TRPA1) plays a critical role in a mouse model of cancer pain,
Int. J. Cancer 144 (2019) 355-365, https://doi.org/10.1002/ijc.31911.

[71 K. Kato, L. Morita, Promotion of osteoclast differentiation and activation in spite of
impeded osteoblast-lineage differentiation under acidosis: effects of acidosis on
bone metabolism, Biosci. Trends 7 (2013) 33-41, htips://doi.org/10.5582,
bst.2013.v7.1.33.

[8] R. Mikami, K. Mizutani, A. Aoki, Y. Tamura, K. Aoki, Y. Izumi, Low-level ultrahigh

frequency and ultrashort-pulse blue laser irradiation enhances osteoblast

extracellular calcification by upregulating proliferation and differentiation via

transient receptor potential vanilloid 1, Lasers Surg. Med. 50 (2018) 340-352,

hittps://doi.org/10.1002/1sm.22775.

Y. Wan, New mechanism of bone

[3

61

[9

ncer pain: tumor tissue derived endogenous
formaldehyde induced bone cancer pain via TRPV1 activation, Adv. Exp. Med.
Biol. 904 (2016) 41-58. doi:http doi.org/10.1007/978-94-017-7537-3 4.

[10] M.H. Heo, J.Y. Kim, I. Hwang, E. Ha, K.U. Park, Analgesic effect of quetiapine in a
mouse model of cancer induced bone pain, Korean J. Intern. Med. 32 (2017)
1069-1074, hiig ‘doi.org/10.3904/kjim.2015.

[11]1 H. Wakabayashi, S. Wakisaka, T. Hiraga, K. Hala, R Nishimura, M. Tominaga,

T. Yoneda, Decreased sensory nerve excitation and bone pain associated with
mouse Lewis lung cancer in TRPV1-deficient mice, J. Bone Miner. Metab. 36
(2018) 274-285, https://doi.org/10.1007/500774-017-0842-7.

[12] D. Zhao, D.F. Han, S.S. Wang, B. Lv, X. Wang, C. Ma, Roles of tumor necrosis factor-
« and interleukin 6 in regulating bone cancer pain via TRPA1 signal pathway and
beneficial effects of inhibition of neuro-inflammation and TRPA1, Mol. Pain 15
(2019), https://doi.org/10.1177/1744806919857981.

[131 J.C. Mcgrath, E. Lilley, Implementing guidelines on reporting research using
animals ( ARRIVE etc .): new requirements for publication in BJP, (2015)
3189-3193. doi:https://doi.org/10.1111/bph.12955.

[14] M. Lelekakis, J.M. Moseley, T.J. Martin, D. Hards, E. Williams, P. Ho, D. Lowen,
J. Javni, F.R. Miller, J. Slavin, R.L. Anderson, A Novel Orthotopic Model of Breast
Cancer Melastasis to Bone, 1999,

[15] A.C. Monteiro, A.C. Leal, T. Gongalves-Silva, A.C.T. Mercadante, F. Kestelman, S.
B. Chaves, R.B. Azevedo, J.P. Monteiro, A. Bonomo, T cells induce pre-metastatic




A.S. de Almeida et al.

(161

n71

18]

211

[22]

[23]

[24]

[26] M.

271

osteolytic disease and help bone metast ablishment in a mouse model of
metastatic breast cancer, PLoS One 8 (2013) 1-13, https://doi.org/10.1371/
journal.pone.0068171.

A.S. de Almeida, F.K. Rigo, S.D.T. De Pra, A.M. Milioli, D.P. Dalenogare, G.

C. Pereira, Characterization of cancer-induced nociception in a murine model of
breast carcinoma, Cell. Mol. Neurobiol. (2019), https://doi.org/10.1007 /510571
019-00666-8.

S.R. Eid, E.D. Crown, E.L. Moore, H.A. Liang, K.C. Choong, S. Dima, D.A. Henze, S.
A. Kane, M.O. Urban, HC-030031, a TRPA1 selective antagonist, attenuates
inflammatory- and neuropathy-induced mechanical hypersensitivity, Mol. Pain 4
(2008) 1-10, hitps://doi.org/10.1186,/1744-8069-4-48.

AN. Lozano-Ondoua, A.M. Symons-Liguori, T.W. Vanderah, Cancer-induced bone
pain: mechanisms and models, Neurosci. Lett. 557 (2013) 52-59, https://doi.org/
10.1016/j.nenlet.2013.08.003.

G. Trevisan, M.F. Rossato, C.I.B. Walker, J.Z. Klafke, F. Rosa, S.M. Oliveira,

R. Tonello, G.P. Guerra, A.A. Boligon, R.B. Zanon, M.L. Athayde, J. Ferreira,
Identification of the plant steroid -spinasterol as a novel transient receptor
potential vanilloid 1 antagonist with antinociceptive properties, J. Pharmacol. Exp.
‘Ther. (2012), hitps://doi.org/10.1124/jpet.112.195909.

G. Trevisan, S. Materazzi, C. Fusi, A. Altomare, G. Aldini, M. Lodovici, R.
Patacchini, P. Geppetti, R. Nassini, Novel Therapeutic Strategy to Prevent
Chemotherapy- Induced Persistent Sensory Neuropathy by TRPA1 Blockade, vol.
73 (2013) 3120-3132. doi:https://doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-12-4370.

L Brusco, S. Li Puma, K.B. Chiepe, E. da Silva Brum, C.T. de David Antoniazzi, A.
S. de Almeida, C. Camponogara, C.R. Silva, F. De Logu, V.M. de Andrade,

J. Ferreira, P. Geppetti, R. Nassini, S.M. Oliveira, G. Trevisan, Dacarbazine alone or
associated with melanoma-bearing cancer pain model induces painful
hypersensitivity by TRPA1 activation in mice, Int. J. Cancer 146 (2020)
2797-2809, https://doi.org/10.1002/ijc.32648.

C. Camponogara, E.S. Brum, N.S. Pegoraro, 1. Brusco, F.G. Rocha, M.

M. Brandenburg, D.A. Cabrini, E. André, G. Trevisan, S.M. Oliveira, Neuronal and
non neuronal transient receptor potential ankyrin 1 mediates UVB radiation
induced skin inflammation in mice, Life Sci. 262 (2020), 118557, htips://doi.org/
10.1016/j.1f5.2020.118557.

G.C. Pereira, E. Piton, B.M. dos Santos, R.M. da Silva, A.S. de Almeida, D.

P. Dalenogare, N.S. Schiefelbein, M.F.P. Fialho, R.N. Moresco, G.T. dos Santos,

S. Marchesan, G.V. Bochi, Apocynin as an antidepressant agent: in vivo behavior
and oxid > parameters modulation, Behav. Brain Res. 388 (2020), 112643,
https://doi.org/10.1016/j.bbr.2020.112643.

W.S. Oliveira, J.B. Minotto, M.R. de Oliveira, A. Zanotto-Filho, G.A. Behr, R.F.
Rocha, J.C.F. Moreira, F. Klamt, Scavenging and antioxidant potential of
physiological taurine concentrations against different reactive oxygen/nitrogen
species, Pharmacol. Reports. 62 (2010) 185-193. doi:hitps://doi.
org/10.1016/81734-1140(10)70256-5.

M.A. Casu, A. Sanna, G.P. Spada, M. Falzoi, R. Mongeau, L. Pani, Effects of acute
and chronic valproate treatments on p-CREB levels in the rat amygdala and nucleus
accumbens, Brain Res. 1141 (2007) 15-24, https://doi.org/10.1016/j.
brainres.2007.01.004.

[28]

[29]

[301

[311

[32]

[331]

[31]

[35]

[36]

[37]

[38]

391

[401

Life Sciences 276 (2021) 119469

M. Kearse, R. Moir, A. Wilson, S. Stones Havas, M. Cheung, S. Sturrock, S. Buxton,
A. Cooper, S. Markowitz, C. Duran, T. Thierer, B. Ashton, P. Meintjes,

A. Dr d, Geneious basic: an i d and dable desktop software
platform for the organization and analysis of sequence data, Bioinformatics 28
(2012) 1647-1649, https://doi.org/10.1093/bioinformatics/bts199.

E. Bruera, J.A. Paice, Cancer pain management: safe and effective use of opioids,
Am. Soc. Clin. Oncol. Educ. B. (2015) €593-¢599. doi:10.14694/edbook_an.201
5.35.e593.

H. Wei, H.Y. Wu, H. Fan, T.F. Li, AN. Ma, X.Y. Li, Y.X. Wang, A. Pertovaara,
Potential role of spinal TRPA1 channels in antinociceptive tolerance to spinally
administered morphine, Pharmacol. Reports. 68 (2016) 472-475. doi:https://doi.
org/10.1016/j.pharep.2015.11.008.

Y. Yang, X. Zheng, B. Li, S. Jiang, L. Jiang, Increased activity of osteocyte
autophagy in ovariectomized rats and its correlation with oxidative stress status
and bone loss, Biochem. Biophys. Res. Commun. 451 (2014) 86-92, https://doi.
org/10.1016/j.bbrc.2014.07.069.

M. Rivoira, V. Rodriguez, G. Picotto, R. Battaglino, N. Tolosa de Talamoni,
Naringin prevents bone loss in a rat model of type 1 diabetes mellitus, Arch.
Biochem. Biophys. 637 (2018) 56-63, hitps://doi.org/10.1016/j.abb.2017.12.001.
A. Magboul, B. Elsadek, Expression profiles of TRPV1, TRPV4, TLR4 and ERK1/2 in
the dorsal root ganglionic neurons of a cancer-induced neuropathy rat model,
PeerJ. 2018 (2018), https://doi.org/10.7717/peerj.4622.

C.L. So, M.J.G. Milevskiy, G.R. Monteith, Transient receptor potential cation
channel subfamily V and breast cancer, Lab. Investig. 100 (2020) 199-206,
https://doi.org/10.1038/541374.019 0348 0.

7. Li, J. Zhang, X. Ren, Q. Liu, X. Yang, The mechanism of quercetin in regulating
osteoclast activation and the PAR2/TRPV1 signaling pathway in the treatment of
bone cancer pain., Int. J. Clin. Exp. Pathol.. 11 (2018) 5149-5156. http://www.
nebi.nlm.nih.gov/pubmed/31949595%0Ahttp://www.pubmedcentral.nih.gov/
articlerender.fegi?artid=PMC6963045.

M. Hanaka, K. Iba, T. Dohke, K. Kanaya, S. Okazaki, T. Yamashita, Antagonists to
TRPV1, ASICs and P2X have a potential role to prevent the triggering of regional
bone metabolic disorder and pain-like behavior in tail-suspended mice, Bone 110
(2018) 284-294, https://doi.org/10.1016/j.bone.2018.02.006.

K. Kanaya, K. Iba, T. Dohke, S. Okazaki, T. Yamashita, TRPV1, ASICS and P2X2/3
expressed in bone cells simultaneously regulate bone metabolic markers in
ovariectomized mice, J. Musculoskelet. Neuronal Interact. 16 (2016) 145-151.

S. Nencini, M. Ringuet, D.H. Kim, Y.J. Chen, C. Greenhill, J.J. Ivanusic,
Mechanisms of nerve growth factor signaling in bone nociceptors and in an animal
model of inflammatory bone pain, Mol. Pain 13 (2017) 1-19, hitps://doi.org/
10.1177/1744806917697011.

R. Das, C. Goswami, TRPV4 expresses in bone cell lineages and TRPV4-R616Q
mutant causing Brachyolmia in human reveals “loss of interaction™ with
cholesterol, Biochem. Biophys. Res. Commun. 517 (2019) 566-574, hiips://doi.
0rg/10.1016/j.bbre.2019.07.042.

S. Yu, S. Iuang, Y. Ding, W. Wang, A. Wang, Y. Lu, Transient receptor potential
ion-channel subfamily V member 4: a potential target for cancer treatment, Cell
Death Dis. 10 (2019), https://doi.org/10.1038/541419-019-1708-9.

77



78



79
5 DISCUSSAO

O céncer é uma doengca que afeta grande parte da populacdo mundial
(DESANTIS et al., 2014; TORRE et al., 2015) e o cancer de mama € a principal causa
de mortalidade relacionada ao cancer em mulheres em todo o mundo (BROOK et al.,
2018). Este tipo de tumor é altamente capaz de desenvolver metéstase éssea,
resultando no aparecimento de um sintoma debilitante que é a dor cronica (BIEHLER-
GOMEZ; GIORDANO; CATTANEO, 2019; SCULLY et al., 2012).

A dor do cancer geralmente € de dificil tratamento no cenario clinico atual, e
varios estudos tém sido feitos para explorar novos mecanismos envolvidos nesse tipo
de patologia, considerando que a dor cronica do cancer diminui expressivamente a
qualidade de vida dos pacientes (AHMAD et al.,, 2018). No entanto, apesar dos
esforcos para tratar a dor relacionada ao cancer, os opioides ainda séo a principal
terapia utilizada para reduzir a dor do cancer moderada a grave (GEORGE et al.,
2019). Porém, esses medicamentos induzem vérios efeitos adversos (SATIJA et al.,
2014; THOMAS et al., 2016; VARRASSI et al., 2018) como tolerancia, dependéncia e
constipacdo (PLANTE; VANITALLIE, 2010). Assim, potenciais novos analgésicos
devem ser testados utilizando modelos animais de dor induzida por cancer.

Diferentes modelos podem ser utilizados para entender os mecanismos
envolvidos na dor induzida por cancer metastético 6sseo, como a injecdo de células
tumorais nos 0ssos, como tibia, fémur ou calcdneo (GOBLIRSCH; ZWOLAK;
CLOHISY, 2005; HIASA et al., 2017; MANTYH et al., 2010; MEDHURST et al., 2002;
SCHWEI et al., 1999; SLOSKY; LARGENT-MILNES; VANDERAH, 2015; ZHAO et al.,
2013). No entanto, a implantagdo Ossea das células resulta em um numero
significativo de células tumorais inoculadas diretamente no 0sso, situacdo diferente
daquela observada em pacientes com cancer de mama.

Dentro disso, Monteiro et al. (2013) mostraram que a perda 0ssea e a
osteoclastogénese ocorreram antes da coloniza¢cdo metastatica 6ssea quando foram
injetadas células 4T1 na glandula mamaria de camundongos (MONTEIRO et al.,
2013). Neste modelo, a progressdo da doenca € bem comparavel ao processo que
ocorre no cancer de mama humano (MONTEIRO et al., 2013; PULASKI; OSTRAND-
ROSENBERG, 2001; TAKAHASHI et al., 2015). Dessa forma, a adaptacdo da
infiltracdo de células metastaticas ao meio 6sseo permite seu crescimento e
invasividade (BEDNARZ-KNOLL; ALIX-PANABIERES; PANTEL, 2011; PANIS;
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PAVANELLI, 2015), resultando em perda 6ssea e dor (PANIS; PAVANELLI, 2015).
Entdo, este modelo ortotépico de cancer de mama ja foi utilizado para entender o
mecanismo de metastase 0ssea ou para testar novas drogas quimioterapicas (WANG
et al., 2015; YERLIKAYA et al., 2016). Entretanto, a investigagao do desenvolvimento
de dor induzido por cancer neste modelo animal precisava ser elucidada.

Os animais inoculados com células de cancer de mama diretamente na
glandula mamaria mostraram metastase 6ssea, alodinia mecéanica e ao frio, e
alteracdo na escala de escore facial de camundongos (um escore utilizado como
indicativo de nocicepcao espontanea). A hipersensibilidade e a nocicepgao
espontanea detectadas neste modelo foram diminuidas pela administracdo aguda de
AINEs ou opioides e por um agonista canabinoide. A dor induzida por cancer é
caracterizada por sintomas patolégicos, como hipersensibilidade mecéanica e térmica
(PEUCKMANN et al., 2009; SARABIA-ESTRADA et al., 2017).

Assim, no primeiro estudo publicado foi identificado que camundongos
inoculados com células tumorais desenvolvem alodinia mecénica e ao frio. Estes
comportamentos foram detectados usando o teste de von Frey e o teste da acetona,
respectivamente. O desenvolvimento de alodinia mecéanica e ao frio também foi
observado em outros modelos de dor induzida por cancer em camundongos e ratos
(HIASA et al., 2017; LOZANO-ONDOUA et al., 2013; SLOSKY; LARGENT-MILNES;
VANDERAH, 2015). De fato, apds o implante femoral das células de carcinoma
mamario 4T1, observou-se a ocorréncia de comportamentos relacionados a dor,
alodinia mecanica e ao frio (ABDELAZIZ; STONE; KOMAROVA, 2014; LOFGREN et
al., 2018; MILADINOVIC et al., 2018; ZWOLAK et al., 2008). Além disso, neste estudo
detectou-se o0 aparecimento de nocicep¢cao espontanea causada pela inoculacédo de
células cancerigenas utilizando a medida de escore facial (MGS), que é um dado
relevante, porque tanto a alodinia mecanica como ao frio sdo medidas de testes
reflexivos. A medida de escore facial tem emergido como um recurso Util para detectar
nocicepcao espontanea em modelos de dor (AKINTOLA et al., 2017; TUTTLE et al.,
2018).

Neste modelo, a deteccdo de alodinia mecanica e nocicepcdo espontanea
ocorreu no dia 10 apdés o implante de células tumorais, e este periodo precede o
desenvolvimento de metastase 0ssea; isso pode ser causado por perda éssea inicial
e osteoclastogénese que vém em primeiro lugar neste modelo e sdo mediadas por

citocinas pro-osteoclastogénicas (MONTEIRO et al., 2013). Algumas dessas citocinas,
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como IL-17 e RANKL, ja foram descritas como mediadoras de dor em modelos de
artrite e dor do cancer em ratos (DAI et al., 2018; HONORE et al., 2000; LIPTON;
GOESSL, 2011; MCCARTY; DINICOLANTONIO, 2016; PANIS; PAVANELLI, 2015;
REMENIUK et al., 2018; TAKAHASHI et al., 2015).

Apés 2-3 semanas de injecdo de células tumorais na glandula mamaria, foi
observado a presenca de metastase 0Ossea, pois as células 4T1 possuem um
comportamento invasivo (BOTTOS et al., 2016; COX et al., 2015; LELEKAKIS et al.,
1999; MALL et al., 2016; MONTEIRO et al., 2013; PEREIRA et al., 2016; PULASKI,;
OSTRAND-ROSENBERG, 2001). Considerando isso, o 20° dia apés a injecao das
células tumorais foi escolhido para descrever a presenca de metastase Ossea. E
importante ressaltar que, neste dia, 0s animais também apresentaram nocicepcao.
Utilizando um ensaio clonogénico metastatico, foi detectado clones metastaticos na
medula 0ssea iliaca, e estes dados estdo de acordo com a literatura (MONTEIRO et
al. 2013) onde a proliferacdo de células metastaticas foi observada em diferentes
regibes de camundongos (ABU et al., 2015; DUPRE; REDELMAN; HUNTER, 2007)
mostrando o potencial metastatico desta linhagem celular.

Além disso, foi observado aumento dos niveis plasmaticos de calcio nos
animais que apresentaram metastase 6ssea. Ja foi demonstrado que as células de
cancer de mama que foram implantadas em camundongos estavam relacionadas ao
desenvolvimento de hipercalcemia (LELEKAKIS et al., 1999). Este aumento dos niveis
de célcio plasméticos é consistente com o0 que ocorre com pacientes com cancer de
mama com metastase 6ssea (YONG et al., 2011). A medida que o cancer 6sseo
metastatico se desenvolve, ele traz respostas nociceptivas e inflamatérias devido a
compressdo do nervo pelo tumor, isquemia e liberagcdo de varios mediadores que
podem atuar sobre as fibras aferentes. Assim, células 6sseas e células cancerigenas
iniciam uma cascata de mecanismos, incluindo ativacdo e sensibilizacdo de
nociceptores, que auxiliam no processo de dor e sensibilizagdo central (DORE-
SAVARD et al., 2010; MANTYH et al., 2002; ZHU et al., 2015).

Para o controle da dor a OMS indica o uso de uma escala analgésica
descrevendo passo a passo, através de uma hierarquia de farmacos, quais
medicamentos analgésicos devem ser utilizados para cada estagio da dor do cancer
em geral associada ao uso de adjuvante analgésico (BALLANTYNE; KALSO;
STANNARD, 2016; CURRIE et al., 2014; DERRY et al., 2017; ORGANIZATION, 1986;
VARRASSI et al., 2018). Assim, foi optado por testar diferentes analgésicos neste
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modelo de dor oncoldgica, utilizando drogas presentes na escala analgésica (AINEs
e opioides). Todas as drogas testadas tiveram efeito antinociceptivo neste modelo,
mas o0 paracetamol ndo reduziu a alteracdo de escore facial. Como esperado, 0
tratamento com morfina apresentou o melhor perfil antinociceptivo quando comparado
ao paracetamol, naproxeno ou codeina. O efeito antinociceptivo da morfina em
modelos de nocicepcéao induzidos pelo cancer é bem descrito (RIGO et al., 2013; XU
et al., 2016), e este agonista opioide € frequentemente utilizado na clinica para tratar
a dor severa mediada pelo cancer (SWARM et al.,, 2019). Entretanto, com a
progresséo da doenca € comum observar pacientes com dor intratdvel ou que sofrem
com os efeitos adversos dos opioides, como hiperalgesia e constipacdo (VANDERAH
et al., 2000; VARRASSI et al., 2018).

Os diferentes mecanismos envolvidos na dor do cancer ndo séo
adequadamente descritos, mas o papel dos receptores canabinoides tem sido
relacionado a diferentes modelos de dor do cancer (LOZANO-ONDOUA et al., 2013;
UHELSKI et al., 2013). Os receptores canabinoides sdo expressos em fibras
neuronais aferentes, células imunes (como mondocitos, células T, células B) e 6sseas
(osteoblastos e osteoclastos) e, quando ativados, podem causar efeito
antinociceptivo, atenuar a dor do céancer 6sseo e diminuir a metastase Ossea
(LOZANO-ONDOUA et al., 2010; UHELSKI et al., 2013). Ja foi relatado que a
atenuacdo da hiperalgesia mecéanica pelo agonista WIN 55,212-2 parece estar
relacionada a reducédo da atividade espontanea em nociceptores (fibra C) que podem
diminuir a condugdo de estimulos para manter a sensibilizacdo de neur6nios
nociceptivos do corno dorsal e uma diminui¢cdo nas respostas de fibras C evocadas
por estimulos mecanicos (UHELSKI et al., 2013).

Desta forma, também foi testado neste modelo de dor do cancer um agonista
canabinoide (WIN 55,212-2) que ja apresentou efeito antinociceptivo em um modelo
de dor do cancer causada pela injecdo de células 66.1 ou células de sarcoma CCL-
11 no osso, ambas linhagens de células de cancer de mama (LOZANO-ONDOUA et
al., 2010, 2013). No presente estudo, 0 agonista canabinoide mostrou reducédo da
alodinia mecanica e ao frio, e dor espontanea. Como ja demonstrado em um modelo
de dor do cancer em camundongos, € provavel que a ativagcdo do receptor canabinoide
atenue as respostas dos nociceptores da fibra C e reduza a dor do cancer 6sseo por
inibir a liberacdo de substancias inflamatorias que ativam e sensibilizam os

nociceptores (UHELSKI et al.,, 2013). Ainda, em um estudo mais recente, foi
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demonstrado que outro composto (MJN110), inibidor da monoacilglicerol lipase, é
capaz de aumentar a producdo enddgena de 2-araquidonilgliceral, ativando
receptores CB1 e CB2, e inibindo a dor (THOMPSON et al., 2020). Também ja foi
relatado a interagéo entre o WIN 55,212-2 e o TRPA1 (AKOPIAN et al., 2008; KOCH
et al., 2011), mostrando a capacidade do agonista canabinoide em ativar 0 TRPAL,
levando a dessensibilizacdo das respostas nociceptivas de agonistas TRPAL e assim
apresentando efeito antinociceptivo (AKOPIAN et al., 2008). Ainda, é interessante que
outro mecanismo do agonista canabinoide relacionado a receptores TRPs, onde suas
baixas concentracfes sdo capazes de mediar respostas anti-inflamatoérias via TRP
(LOWIN, PONGRATZ e STRAUB, 2016), ja foi discutido, e provavelmente isso se
deve a sua capacidade de dessensibilizar estes canais. Dessa forma, € possivel
observar que a inativagao de canais TRPs, como o0 TRPAL e a ativacao de receptores
canabinoides, ambos via tratamento com o agonista canabinoide WIN 55,212-2, é
interessante para a diminuicdo da nocicepcao. Com isso, observa-se a importancia do
sistema endocanabinoide na atenuacéo da dor do cancer em modelos animais.

O modelo caracterizado neste trabalho pode ser uma forma confiavel para
observar os mecanismos da dor induzida por cancer de mama ou para observar a
eficacia de novos compostos analgésicos e outros mecanismos. Desta maneira o
envolvimento do TRPAL foi avaliado neste processo de dor, pois o esse receptor foi
descrito como envolvido na indugéo e manutengéo da dor neuropética (BUEHLMANN
et al.,, 2018; FUSI et al., 2014, MATERAZZI et al., 2012; NASSINI et al., 2011;
TREVISAN et al., 2013; RIGO et al., 2013; YOON; OH, 2018). Consequentemente, se
a ativacdo do TRPAL também estiver envolvida na dor do cancer, o tratamento com
antagonistas do TRPAL poderia ser empregado para controlar a dor do cancer e a dor
neuropatica induzida por quimioterapia, que geralmente estdo presentes em pacientes
com cancer (BUEHLMANN et al., 2018; YOON; OH, 2018). Além disso, em um estudo
recente, foi demonstrado que o TRPA1 também esta envolvido na dor do cancer em
um modelo de melanoma metastatico em camundongos (ANTONIAZZI et al., 2019).

Nessa viséo, o papel do TRPAL foi explorado na nocicepcéo observada em um
modelo de cancer de mama em camundongos, utilizando ferramentas farmacolégicas
e genéticas. Os dados deste estudo mostraram que o TRPAL esta envolvido na
hipersensibilidade mecéanica e ao frio e na alteracdo do escore facial induzidos pela
inoculacéo do tumor em camundongos em um modelo de inoculacéo de células de

cancer de mama na glandula maméaria dos animais. Estes resultados foram
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confirmados utilizando a administragéo intragéstrica de antagonistas de TRPA1 (HC-
030031 e A-967079) e por injecdo de oligonucleotideo anti-sentido para TRPAL.
Ainda, foi observado um aumento na produgéo de H202 (um agonista do TRPA1) nos
tecidos avaliados, 0 que poderia manter a ativagao/sensibilizacdo do TRPA1 neste
modelo.

Primeiro, foi detectado que a administracdo de antagonistas do TRPA1 de
forma intragastrica (HC-030031 e A-967079) reduziu a hipersensibilidade mecéanica e
ao frio e o escore facial nos camundongos. Esses antagonistas foram injetados em
doses comumente usadas para testar o papel do TRPA1 em modelos de dor em
camundongos (NASSINI et al., 2011; TREVISAN et al., 2013, 2016). Além disso, o
papel do TRPAL1 ja foi investigado na inducdo da dor neuropatica trigeminal e periférica
apos lesao nervosa (DE LOGU et al., 2017; TREVISAN et al., 2016), dor inflamatoria
(PEREIRA et al., 2017) e enxaqueca (BENEMEI et al., 2014). Assim, os antagonistas
do TRPALl séo descritos como medicamentos potenciais para o controle da dor
cronica (BENEMEI et al., 2014; MORAN; SZALLASI, 2018).

Os resultados obtidos utilizando antagonistas de TRPAL1 foram confirmados
utilizando-se a injecdo intratecal de oligonucleotideo anti-sentido de TRPAL (AS). A
injecdo de TRPA1 AS reduziu o desenvolvimento de nocicepg¢éao induzida pela dor do
cancer e o comportamento relacionado com a dor espontanea. Esses dados estdo de
acordo com aqueles observados para o modelo de dor causado pela administracao
de células de melanoma (ANTONIAZZI et al., 2019). Considerando os dados obtidos
pela administracdo de antagonistas de TRPAL e a injecao de oligonucleotideo anti-
sentido de TRPAL, parece que a ativacdo de TRPAL é importante para a nocicepgao
neste modelo de dor do cancer de mama.

O TRPA1 é um sensor conhecido para compostos reativos, como acroleina e
4-HNE (SOUZA MONTEIRO DE ARAUJO et al., 2020). Assim, o canal TRPAL poderia
ser ativado ou sensibilizado neste modelo de dor por cancer metastatico por um
agonista endoégeno, como o H202. Sabe-se que sua producgéo tem sido associada a
ativacdo do TRPA1 em modelos neuropaticos e inflamatoérios de dor (DE LOGU et al.,
2017; SUGIYAMA et al., 2018; TREVISAN et al., 2014, 2016). De fato, os niveis de
H202 foram aumentados nos camundongos 20 dias ap06s a inoculagdo do tumor, e a
atividades da NADPH oxidase e da SOD também aumentaram, um fator que poderia
impulsionar o aumento da producdo de H202 (VIANA, 2016). Além disso, foi descrito

gue espécies reativas de oxigénio poderiam estar envolvidas no desenvolvimento da
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dor do cancer, mas nao foi indicado um potencial receptor que pudesse ser bloqueado
por compostos reativos envolvidos na dor do cancer (ZHOU et al., 2018). Ainda,
apoiando estes achados, a atividade aumentada da NADPH oxidase ja foi
demonstrada em um modelo de tumor de mama em camundongos (RABBANI et al.,
2010). E importante salientar que os niveis destes compostos se apresentaram
aumentados também nos 0ssos dos animais, 0 que poderia estar associado com o
desenvolvimento de dor 6ssea proveniente do desenvolvimento de metastases. Pouco
se sabe sobre isso, mas um aumento na atividade da SOD ja foi demonstrado em
0sso0s de ratos (tibia e fémur), em ovariectomia e em modelo de diabetes mellitus tipo
1 (RIVOIRA et al., 2018; YANG et al., 2014). Entretanto, a expressao proteica do
TRPAL nao foi observada no tecido 6sseo neste modelo. Isso pode estar de acordo
com outros achados, por experimentos utilizando uma plataforma de Sequence Read
Archive (SRA), onde a expressdo dos receptores TRPAl e TRPV1 em nivel
transcricional ndo esta presente em linhagem de células ésseas de camundongos.
Além disso, um composto antioxidante (acido a-lipoico) apresentou efeito
antinociceptivo e reduziu os parametros de escore facial no modelo estudado,
reforcando o envolvimento de substancias reativas nesse modelo de dor. Foi
previamente demonstrado que a inje¢do aguda de &cido a-lipoico induziu um efeito
antinociceptivo em modelos de dor neuropatica induzida por quimioterapico e dor
neuropatica induzida por lesdo nervosa (DE LOGU et al.,, 2017; TREVISAN et al.,
2013, 2016), revelando o papel de compostos reativos na dor neuropatica. Também,
ja foi relatado que o tratamento com HC-030031 ou acido a-lipoico por injecédo
intraplantar diminuiu os parametros de nocicepcdo em um modelo de neuropatia
causada pela administracdo de bortezomib (TREVISAN et al., 2013). Embora este
mesmo efeito ainda ndo tenha sido descrito em relagdo a dor do cancer 4sseo, aqui
observamos que o tratamento local com o antagonista do TRPAL e o antioxidante
produzem analgesia em um modelo de dor do cancer com metastase 6ssea. Com
esses resultados em torno do efeito antinociceptivo do composto antioxidante e todas
as pesquisas ja mencionadas, torna-se interessante ressaltar que o receptor TRPAL
pode ser ativado por espécies reativas de oxigénio, como € o caso do H202. Esta
substancia enddgena origina-se do radical superdxido, que além de ser uma espécie
reativa de oxigénio, é considerado também um radical livre, que pode ter seu efeito
suprimido no organismo através da acdo de compostos antioxidantes. Dessa forma, a

acao do composto antioxidante analisado esta intimamente relacionada com a
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diminuicdo da ativacdo do TRPAL por seus compostos enddgenos, como 0 Hz20:.
Finalmente, todos esses achados indicaram que o TRPAL participa dos mecanismos
de dor do cancer.

Também, foi investigado se o uso de um antagonista de TRPA1 ou do composto
antioxidante poderia reduzir a toxicidade do paclitaxel em células 4T1 utilizando o
ensaio MTT. O paclitaxel € um composto comumente utilizado para o tratamento da
do cancer de mama e tem como efeito adverso a inducdo de neuropatia periférica
(GRIFFITHS et al., 2018). Verificou-se que o HC-030031 ou o acido a-lipoico nao
causaram efeito citotoxico. Além disso, a associacdo do antagonista TRPAL1 nao
alterou o efeito do quimioterapico na viabilidade celular, mas a associacdo entre o
antioxidante e o paclitaxel apresentou alteracdo no resultado. Entretanto, ja foi
observado que esta alteracdo pode ocorrer pelo fato de substéncias com poder
antioxidante inibirem a formacao de radicais livres nas células tumorais, inibindo dessa
forma a apoptose destas células, diminuindo a sensibilidade do medicamento
guimioterapico (SALGANIK, 2001). Porém, ainda notamos que mesmo com a
pequena reducdo da viabilidade celular entre a associacdo do paclitaxel e do
antioxidante, o quimioterapico continuou tendo efeito significativo sobre a viabilidade
das células tumorais. Sabe-se que o poder dos quimioterapicos para o tratamento do
cancer é valioso pelo fato de reduzir a viabilidade das células tumorais. Entretanto, a
utilizacao destas drogas leva os pacientes a desenvolver sintomas dolorosos como a
neuropatia periférica (GRIFFITHS et al., 2018). Estudos j& demonstraram a relacao
do aparecimento da dor pela ativacdo do receptor TRPA1 com o uso de
guimioterapicos em camundongos (MATERAZZI et al., 2012). Foi relatado que a
injecdo sistémica de bortezomib aumentou a alodinia mecanica e ao frio e que o
blogueio do receptor TRPAL atenuou estes comportamentos de dor (TREVISAN et al.,
2013). Além disso, ja foi descrito que a neuropatia periférica induzida por paclitaxel foi
parcialmente reduzida por um antagonista de TRPA1 (HC-030031) (MATERAZZI et
al., 2012).

O cancer de mama com metastase 0ssea afeta mulheres em todo o mundo e é
responsavel pelo aparecimento de dor que pode evoluir para dor persistente e intensa,
diminuindo a qualidade de vida dos pacientes (BROOK et al., 2018; LIEPE, 2018).
Nesses casos, a utilizacdo prolongada de medicamentos analgésicos, como 0s
opioides, é uma das formas de tratar a dor. Entretanto, sabe-se que isso leva ao

aparecimento de inumeros efeitos adversos (GEORGE et al., 2019). Assim, foi
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observado se o antagonismo do TRPAL, por um periodo prolongado, poderia
desenvolver um efeito antinociceptivo por mais tempo. Com isso, foi relatado que o
tratamento com doses repetidas de HC-030031 manteve seu efeito antinociceptivo,
demonstrando potencial terapéutico para pacientes que sofrem com dor do cancer
0sseo. Os mecanismos relacionados a este fato ainda precisam ser elucidados nos
proximos estudos, mas uma hipétese pode ser o fato de o uso repetido por dias de
um antagonista TRPAL levar a dessenssibilizacdo do receptor, ou ainda, outra
hip6tese pode ser que o tratamento repetido pode ter uma agdo anti-inflamatéria,
diminuindo agonistas enddégenos do receptor, levando a um efeito antinociceptivo
prolongado. Além desse achado, foi demonstrado anteriormente que o bloqueio do
TRPAL foi capaz de atenuar a tolerancia induzida pela administracdo repetida de
morfina em ratos (WEI et al., 2016).

Apesar de néo ter sido observada a expresséo proteica do TRPA1 nos 0ssos
dos animais, e ndo a encontrar em nivel transcricional, foi possivel verificar nos
experimentos SRA a presenca do TRPV4 em células de tecido dsseo de
camundongos. Isso torna-se importante pelo fato deste receptor ja ter sido relacionado
ao desenvolvimento de dor oncolégica e sua expressao proteica ter sido relatada em
tecido 6sseo de camundongos em modelos de dor do cancer (MAQBOUL; ELSADEK,
2018; SO; MILEVSKIY; MONTEITH, 2020). Isso, deixa uma lacuna interessante para
o desenvolvimento de novas pesquisas relacionas aos TRPs e a dor do cancer ésseo.
Apesar destes ultimos achados em tecido 6sseo, isso ndo invalida a relacdo do TRPAL
com a dor do cancer, ja que as pesquisas presentes neste trabalho vém de encontro
a outros estudos, que ja demonstraram a relacdo do TRPAL com o desenvolvimento
de dor durante o desenvolvimento de cancer 6sseo (ZHAO et al., 2019).

A avaliagdo da nocicepcdo em um modelo de cancer de mama em
camundongos mostrou a presenca de hipersensibilidade mecénica e ao frio e
alteracéo no escore facial, medidas que poderiam ser utilizadas para testar o efeito
antinociceptivo dos compostos em estudo. Além disso, neste modelo de dor induzida
por cancer, foi detectado o efeito antinociceptivo dos analgésicos usados
clinicamente, seguindo a escala analgésica da OMS. Infelizmente, o melhor
tratamento atual em uso sdo o0s opioides, que causam inameros efeitos adversos
(CANDIDO; KUSPER; KNEZEVIC, 2017; GEORGE et al., 2019; XU et al., 2016).

Assim, novas estratégias para o tratamento da dor do cancer devem ser

buscadas, encontrando novos alvos que estéo relacionados ao desenvolvimento da
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dor. Dessa forma, foi verificado também que um agonista canabinoide reduziu a
nocicepcdo neste modelo de cancer e mama metastatico em camundongos,
mostrando a importancia dos receptores canabinoides para a sensibilizacdo mediada
por céancer. Além disso, € notavel uma alta contribuicio do TRPA1 no
desenvolvimento da dor do cancer de mama, tanto na alodinia mecénica e ao frio
guanto na nocicep¢ao espontanea, que sao as condicdes mais problematicas da dor
do cancer (EVERDINGEN et al., 2007; MAGEE et al., 2019). A busca pelo
entendimento do mecanismo da dor do cancer com o receptor TRPAL, baseado nesta
pesquisa, também levou a publicacdo de um artigo de revisdo abordando a relagéo
dos TRPs com a dor do cancer (DE ALMEIDA et al., 2021), e ainda a escrita de um
capitulo de livro sobre este mesmo tema. Isso mostra a importancia de estudar novos
alvos, como o TRPA1, para o tratamento deste sintoma.

O bloqueio do TRPA1 por seus antagonistas, tanto em tratamento agudo ou em
tratamento com doses repetidas, e até mesmo a atenuacgéo da dor por um composto
antioxidante, mostra a existéncia de possiveis novas estratégias terapéuticas para a
melhora da dor do céncer de mama com metastase 6ssea. Além disso, estes achados
abrem um novo caminho para a busca de tratamentos analgésicos relacionados a dor
do cancer 6sseo em relacdo a outros canceres capazes de produzir metastase 0ssea,

como cancer de prostata e cancer de pulmao.
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6 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste estudo pode-se concluir que:

1.

Foi observado o desenvolvimento de nocicepcéo (alodinia mecéanica e ao frio e
alteracdo do escore facial) em um modelo de dor do cancer com metastase

ossea;

Através do ensaio de clonogénico e da presenca de hipercalcemia foi detectado
a presenca de metastase 6ssea proveniente da inoculacdo de células 4T1 na

glandula maméaria de camundongos fémeas;

Os compostos disponiveis na clinica, como paracetamol, naproxeno, codeina
e morfina, bem como um agonista canabinoide, apresentaram efeito

antinociceptivo em um modelo de dor do cancer de mama;

Os antagonistas do receptor TRPA1 (HC-030031 e A-967079) mostraram efeito
antinociceptivo em um modelo de dor do cancer de mama, também a
administracdo intraplantar de HC-030031 reduziu a hipersensibilidade neste

modelo;

A administracdo intratecal de oligonucleotideo antisentido para o receptor
TRPA1 mostrou a diminuicdo de parametros nociceptivos em um modelo de
dor do cancer de mama, comprovando o envolvimento deste receptor neste

modelo de dor;

O desenvolvimento de hiperalgesia quimica através de um agonista de TRPAL
apos a inducéo de nocicepcao neste modelo de dor do cancer foi observada, e
foi diminuida com a administragdo de um antagonista de TRPA1 (HC-030031),
comprovando mais uma vez o envolvimento deste receptor neste modelo de

dor;
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7. Foi observado o aumento da atividade da enzima NADPH oxidase e dos niveis
de peroxido de hidrogénio, bem como o aumento na atividade da SOD na pele

da pata e no nervo ciatico apos 20 dias da inoculacdo das células tumorais;

8. A administragdo de um composto antioxidante (acido a-lipoico) por via
intragastrica ou intraplantar apresentou efeito antinociceptivo neste modelo de

dor do cancer de mama;

9. O uso dos compostos HC-030031 e acido a-lipoico in vitro ndo alterou a
viabilidade celular das células 4T1 ou modificou o efeito citotéxico do

guimioterapico paclitaxel;

10. As células 4T1 ndo apresentam expressao do receptor TRPAL;

11. Existe producao de perodxido de hidrogénio, bem como aumento da producéo
de NADPH e SOD em tecido 6sseo de animais submetidos a este modelo de

dor do cancer;

12. O tratamento com doses repetidas utilizando um antagonista do TRPA1 teve

efeito antinociceptivo;

13. A expressdo do receptor TRPALl no tecido 0sseo apo0s a inducdo de

nocicepcao em um modelo de cancer nao foi alterada;

14. Nado ha expresséo proteica de TRPA1 em tecido 6ésseo de camundongos,

entretanto existem evidéncias da presenca de TRPV4.

Todas as evidéncias aqui apresentadas demonstram a relacdo do receptor
TRPA1 no desenvolvimento de nocicep¢cdo em um modelo de dor do cancer de mama
com metéastase 6ssea. Cabe ressaltar que o modelo estudado € mais fidedigno ao que
ocorre na clinica, demonstrando que, através de mais estudos, este receptor pode ser

um alvo farmacoldgico para o tratamento desta patologia.
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7 PERSPECTIVAS

Tendo em vista a relagao do receptor estudado, TRPA1, com o desenvolvimento
de dor em um modelo de cancer de mama com metastase 0ssea, a continuidade dos
estudos deve seguir para que os antagonistas TRPA1 possam ser, futuramente,
utilizados como alvo terapéuticos para o tratamento da dor do cancer. Além disso, foi
observado que o TRPV4 também pode possuir relacdo com a dor do cancer ésseo,
além de estar presentes nesse tecido. Assim, mais pesquisas que envolvam este
receptor S0 necessarias, para que mais alvos terapéuticos sejam estudados, e dessa

forma, sejam desenvolvidos melhores medicamentos para a dor do céancer.
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ANEXOS

Segue abaixo os certificados dos Comités de Etica no Uso de Ani
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mais da Universidade do Extremo Sul Catarinense e Universidade Federal de Santa

Maria.

¥
e _CEUA
Universidade do Extremo Sul Catarinense
Comissio de Etica no Uso de Animais
Resolucédo

A Comisséo de Etica no Uso de Animais, normatizada pela Resolugdo n.
02/2011/Céamara Propex e pela Lei Federal 11.794/08, analisou o projeto abaixo.

Protocolo: 042-2014-02
Professor responsdvel: Gabriela Trevisan dos Santos

Equipe: Juliano Ferreira, Flavia Karine Rigo, Leticia Bitencourt Mendes, Denize
Angioletto, Cléber Marcio Lima, Yanka Oliveira Coelho, Edinara da Silva Silveira,
Lara Back

Titulo: ‘Desenvolvimento de um novo modelo de dor do cancer de mama e
avaliacao da participacao do receptor TRPA1 neste modelo em camundongos”.

Este projeto foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodolégicos. Toda e
qualquer alteragdo do Projeto devera ser comunicada a CEUA. Foi autorizada a
utilizagdo do total de 154 Camundongos Balb/C, com 60 dias, pesando
aproximadamente 30 g. Os membros da CEUA néo participaram do processo de
avaliagdo dos projetos em que constam como pesquisadores. Para demais
duvidas, contatar a CEUA pelo e-mail ceua@unesc.net. .

The Ethics Commitee on Animal Use on Research, sanctioned by the
resolution number 02/2011/Céamara Propex, in accordance with federal law number
11.794, has analyzed the following Project:

Protocol number: 042-2014-02

Principal Investigator: Gabriela Trevisan dos Santos

Researchers: Juliano Ferreira, Flavia Karine Rigo, Leticia Bitencourt Mendes,
Denize Angioletto, Cléber Marcio Lima, Yanka Oliveira Coelho, Edinara da Silva
Silveira, Lara Back

Project title: “Development of a novel model of breast cancer pain and the
evaluation of TRPA1 receptor participation in this model in mice.”

The project was Approved in its ethical and methodological aspects. Any
alteration of the original version of this project must be previously submitted to the
Commitee for further analyzes. May you have further questions, please contact us
on www.unesc.net/propex/ceua or by e-mail: ceua@unesc.net.

Criciuma, 10 de setembro de 2014.

VILSON HEINZEN CARDOSO
Coordenador Adjunto da CEUA
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Desenvolvimento de um novo modelo de dor do cancer de mama e avaliacdo da
participagao do receptor TRPA1 neste modelo em camundongos", protocolada sob o CEUA n® 7536250417, sob a responsabilidade
de Gabriela Trevisan dos Santos e equipe; Amanda Spring de Almeida; Enzo Disconzi; Guilherme Vargas Bochi; Jady Moraes
Franco; Patricia Severo do Nascimento; Sabrina Qader Kudsi - que envolve a producao, manutencao e/ou utilizacao de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com
os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentac&o Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comisséo de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal de Santa Maria (CEUA/UFSM) na reunido de 25/05/2017.

We certify that the proposal "Development of a novel model of breast cancer pain and the evaluation of TRPA1 receptor
participation in this model in mice", utilizing 224 Heterogenics mice (224 females), protocol number CEUA 7536250417, under the
responsibility of Gabriela Trevisan dos Santos and team; Amanda Spring de Almeida; Enzo Disconzi; Guilherme Vargas Bochi;
Jady Moraes Franco; Patricia Severo do Nascimento,; Sabrina Qader Kudsi - which involves the production, maintenance and/or use
of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or
teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by
the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of
the Federal University of Santa Maria (CEUA/UFSM) in the meeting of 05/25/2017.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 05/2017 a 03/2021 Area: Bioguimica E Biologia Molecular

Origem: Biotério externo

Espécie: Camundongos heterogénicos sexo: Fémeas idade: 60 a 60 dias N: 224
Linhagem: BALB/c Peso: 20a30g

Resumo: A dor relacionada ao cancer é um dos mais importantes sintomas em termos de prevaléncia e consequéncias potenciais,
sendo assim o tratamento adequado deste tipo de dor deve ser prioridade na clinica. Tumores como o de mama frequentemente
apresentam metdstases 6sseas e estas contribuem para a dor incapacitante, prejudicando as tarefas diérias e a qualidade de vida
dos pacientes. A terapéutica mais adequada para o tratamento da dor do céncer envolve diferentes classes de analgésicos de
acordo com a severidade da dor, sendo que os opioides sdo os farmacos mais efetivos disponiveis. Porém o uso continuo de
opioides para o tratamento de dor do cancer pode levar ao aparecimento de efeitos adversos graves. Mesmo com diversas
informagdes sobre o tratamento adequado da dor do cancer, é ainda descrito que 43% dos pacientes com cancer apresentam
tratamento inadequado para a dor. Os mecanismos associados a dor do cancer sao ainda incertos, sendo que diversos canais
i6nicos parecem estar envolvidos na transducdo de estimulos nocivos no cancer. O receptor TRPAL é um sensor a estimulos
nocivos, como o isotiocianato de alila (AITC, encontrado no éleo de mostarda) e o peréxido de hidrogénio. Além disso, j& foi descrito
a participagao deste receptor em uma série de patologias dolorosas, como dor inflamatéria e neuropatica. Dessa maneira, o canal
TRPA1 é um alvo em potencial para a descoberta de novos analgésicos. Porém, até o momento ndo foi avaliado se o receptor
TRPA1 poderia estar envolvido no desenvolvimento da dor do cancer. Entdo este projeto tem como objetivo principal avaliar o
envolvimento do receptor TRPAL na dor do cancer de mama com metéstases dsseas e também promover o desenvolvimento de
um modelo para este tipo de dor. Para isso serdo utilizados camundongos BALB/c fémeas (20-30 g). A inducéo da dor do cancer
sera realizada pela inoculagdo de 105 células 4Tl na quarta glandula mamaria, e os testes de dor serdo realizados em diferentes
periodos de tempo e também no dia do pico nociceptivo a ser verificado, ap6s a inoculagdo. Primeiramente, serd avaliado o
desenvolvimento de nocicepcdo (alodinia mecanica e ao frio nocivo, dor espontanea e comportamentos relacionados a dor) no
modelo de dor do cancer de mama com metdstases dsseas, onde serdo testados diversos farmacos ja disponiveis para o
tratamento da dor do cancer (morfina, paracetamol, naproxeno e codeina). Para avaliar a participacdo do receptor TRPA1 serdo
utilizados os antagonistas TRPA1 especificos (HC-030031 e A-967079) e também a administragao intratecal de oligonucleotideo
anti-sentido para o receptor TRPA1. O desenvolvimento de hiperalgesia quimica serd avaliada pela administracdo de um agonista
TRPAL (AITC) administrado por via intraplantar. Apds a inducdo da dor do cancer de mama com metastases 6sseas serao
investigados diversos parametros como: producdo de agonistas endégenos do TRPAL (peréxido de hidrogénio e 4-hidroxinonenal),
atividade de enzimas (NADPH oxidase, superdxido dismutase, mieloperoxidase, NAGase), presenca de macréfagos e a variacdo na
expressao do canal TRPAL no nervo ciatico e na pele da pata. Também serd avaliado o efeito antinociceptivo do composto
antioxidante (&cido ?-lipdico) neste modelo de dor do cancer. Dessa forma, o presente projeto ird promover a procura por novos
alvos que possam ser utilizados para o desenvolvimento de analgésicos para o tratamento da dor do cancer de mama com
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metdastases. Palavras-chave: 4-hidroxinonenal, peréxido de hidrogénio, opioides, metéstase dssea.

Local do experimento: Laboratério de Pesquisa Experimental da Fisiopatologia da Dor

Santa Maria, 26 de maio de 2017

Profa. Dra. Daniela Bitencourt Rosa Leal Prof. Dr. Denis Broock Rosemberg
Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comisséo de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Santa Maria Universidade Federal de Santa Maria
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