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RESUMO

RECEPTORES B2 E B1 DE CININAS SENSIBILIZAM OS RECEPTORES DE
POTENCIAL TRANSITORIO ANQUIRINA 1 E VANILOIDE 4 CONTRIBUINDO
PARA OS SINTOMAS DE DOR MUSCULOESQUELETICA INDUZIDOS PELO
ANASTROZOL

AUTORA: Maria Fernanda Pessano Fialho
ORIENTADORA: Sara Marchesan de Oliveira

O anastrozol, um inibidor da aromatase (IA), induz sintomas musculoesqueléticos dolorosos,
que reduzem a qualidade de vida dos pacientes podendo levar a descontinuagdo da terapia.
Estudos tém sido realizados para compreender os mecanismos envolvidos nesses sintomas
dolorosos para melhor controla-los. Neste sentido o Receptor de Potencial Transitério
Anquirina 1 (TRPA1), e os receptores B, (BzR) e B1 (B:iR) de cininas contribuem para o
desenvolvimento e manutencdo de sintomas dolorosos associados ao uso dos IA. Outro alvo
potencial que pode estar envolvido nesses sintomas dolorosos € o Receptor de Potencial
Transitorio Vaniloide 4 (TRPV4), que esta colocalizado com o TRPAL em neur6nios sensoriais
primarios. No entanto, o envolvimento do TRPV4, bem como a possivel sensibilizacdo do
TRPAL e do TRPV4 pelas vias de sinalizacdo a jusante da ativacdo dos B2R e B1iR na dor
induzida por anastrozol sdo desconhecidas. O modelo de dor musculoesquelética foi induzido
pela administracdo oral de anastrozol em camundongos C57BL/6 machos. O anastrozol causou
sintomas de dor (alodinia mecénica e perda de for¢ca muscular) em camundongos, 0s quais
foram reduzidos pelos antagonistas dos B2R (Icatibant), Bi:R (DALBK) ou TRPAL (A967079).
A administracdo local de agonistas dos B2R (bradicinina), BiR (DABK) ou TRPAL (AITC)
(todos em doses subnociceptivas) induziu um comportamento de nocicep¢do espontanea,
aumentou e prolongou os parametros dolorosos em camundongos tratados com anastrozol, os
quais foram atenuados pelo pré-tratamento com seus respectivos antagonistas. Utilizando
agonistas, antagonistas desses receptores e um protocolo de dessensibilizacdo in vivo
confirmamos a interagdo entre os B2R, B:R e TRPA1 nos sintomas dolorosos induzidos pelo
anastrozol. A administracdo local de inibidores da PLC, PKC ou PKA também atenuou os
sintomas dolorosos induzidos pelos agonistas dos B2R, B:R ou TRPAL em animais previamente
tratados com anastrozol. O HC067047, antagonista do TRPV4, reduziu a alodinia mecanica e
a perda de forca muscular induzida pelo anastrozol. Em animais previamente tratados com
anastrozol, a administragao local dos agonistas TRPV4 (4a-PDD ou solugéo hipotonica), B2R
(bradicinina) ou B1R (DABK) (todos em doses subnociceptivas) aumentou 0s comportamentos
de dor induzidos pelo anastrozol, os quais foram reduzidos pelo pré-tratamento com o
antagonista do TRPV4. A inibicdo local das vias de sinalizacdo dependentes da ativacdo dos
receptores de cininas, PLC, PKC ou PKCg atenuou 0s pardmetros dolorosos induzidos pelos
agonistas TRPV4, B2R ou B:R em animais previamente tratados com anastrozol. Dessa
maneira, confirmamos o envolvimento do TRPV4, bem como a interagdo intracelular dos
receptores de cininas (B2R e B1R) com o0 TRPAL1 (via sinalizacdo da PLC/PKC e PKA) e com
0 TRPV4 (via sinalizacdo da PLC, PKC e PKCe). Assim, a regulagdo dos receptores de cininas
ou do TRPA1 e TRPV4 incentiva o tratamento direcionado para mitigar o impacto potencial
dos sintomas dolorosos relatados pelos usuarios dos 1A, como o anastrozol.

Palavras-chave: inibidores da aromatase; terapia enddcrina adjuvante; vias intracelulares;
TRPs; cancer de mama.



ABSTRACT

KININ B2 AND B1 RECEPTORS SENSITIZE THE POTENTIAL TRANSIENT
ANKYRIN 1 AND VANILLOID 4 RECEPTORS CONTRIBUTING TO
ANASTROZOLE-INDUCED MUSCULOSKELETAL PAIN SYMPTOMS

AUTHOR: Maria Fernanda Pessano Fialho
ADVISOR: Sara Marchesan de Oliveira

Anastrozole, an aromatase inhibitor (Al), induces painful musculoskeletal symptoms, which
reduce patients’ quality of life and may lead to therapy discontinuation. Studies have been made
to understand the mechanisms involved in these painful symptoms to manage them better. In
this sense, the Transient Receptor Potential Ankyrin 1 (TRPA1) and kinin B2 (B2R) and B:
(B1R) receptors contribute to the development and maintenance of painful symptoms associated
with Al use. Another potential target that might be involved in the painful symptoms is
Transient Receptor Potential Vanilloid 4 (TRPV4), which is co-localized with the TRPAL
channel in primary sensory neurons. However, the involvement of TRPV4 and the possible
sensitization of TRPAL and TRPV4 by signalling pathways downstream of B2R and B:R
activation in anastrozole-induced pain are unknown. The musculoskeletal pain model was
induced by oral administration of anastrozole in male C57BL/6 mice. Anastrozole caused pain
symptoms (mechanical allodynia and loss of muscle strength) in mice, which were reduced by
B2R (Icatibant), BiR (DALBK) or TRPAL (A967079) antagonists. The local administration of
B2R (bradykinin), B:R (DABK) or TRPAL (AITC) agonists (all in sub-nociceptive doses)
induced overt nociceptive behaviour and enhanced and prolonged the painful parameters in
anastrozole-treated mice, which were attenuated after pre-treatment with their respective
antagonists. Utilizing agonists, antagonists of these receptors, and an in vivo desensitization
protocol, we confirmed the interaction between B2R, B:R, and TRPAL in the painful symptoms
induced by anastrozol. The local administration of PLC, PKC or PKA inhibitors attenuated the
painful symptoms induced by B2R, B:R or TRPA1 agonists in animals previously treated with
anastrozole. HC067047, TRPV4 antagonist, reduced the anastrozole-induced mechanical
allodynia and muscle strength loss. In animals previously treated with anastrozole, the local
administration of the TRPV4 (4a-PDD or hypotonic solution), B2R (bradykinin) or BiR
(DABK) agonists (all in sub-nociceptive doses) enhanced the anastrozole-induced pain
behaviours, which were reduced by pre-treatment with TRPV4 antagonist. Local inhibition of
signalling pathways dependent on kinin receptor activation, PLC, PKC, or PKCe pathways
attenuated the painful parameters induced by TRPV4, B2R and BiR agonists in animals
previously treated with anastrozole. In this way, we confirmed the involvement of TRPV4, as
well as the intracellular interaction of kinin receptors (B:R and B:R) with TRPAL (via
PLC/PKC and PKA signalling) and TRPV4 (via PLC, PKC and PKCe signalling). Thus,
regulating kinin receptors or the TRPA1 or TRPV4 encourages targeted treatment to mitigate
the potential impact of painful symptoms reported by Al users, such as anastrozole.

Keywords: aromatase inhibitors; adjuvant endocrine therapy; intracellular pathways; TRPs;
breast cancer.
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APRESENTACAO

Nos itens INTRODUCAO e REVISAO BIBLIOGRAFICA constam a introducio e
uma reviséo da literatura sobre os temas abordados nesta tese, respectivamente. A metodologia
utilizada, resultados obtidos, discussdes pertinentes e referéncias bibliograficas que compdem

esta tese estdo apresentados nos itens descritos abaixo, e representam a integra deste estudo:

(1) ARTIGO CIENTIFICO 1, publicado no periodico internacional Pharmaceutics
(Qualis Al na Area Ciéncias Biologicas 11, Fator de impacto 5,4 e indice H 85 em
2024);

(i)  ARTIGO CIENTIFICO II, publicado no periddico internacional Molecular
Neurobiology (Qualis A1 na Area Ciéncias Bioldgicas 11, Fator de impacto 5,1 e
indice H 130 em 2024);

O item DISCUSSAO e CONCLUSOES encontrado no final desta tese, apresenta

interpretacdes e comentarios gerais sobre os artigos cientificos I e Il contidos neste estudo.

As ABREVIATURAS e REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS referem-se somente
aquelas que aparecem nos itens INTRODUCAO, REVISAO BIBLIOGRAFICA e
DISCUSSAO desta tese, uma vez que as abreviaturas e referéncias utilizadas para a elaboracéo

dos artigos cientificos estdo mencionadas nos mesmos.

No item APENDICE | consta a capa de artigos complementares a essa tese, produzidos
como primeira autoria durante o periodo de doutorado e publicados nas revistas: Pharmacology
& Therapeutics (Qualis A1 na Area Ciéncias Bioldgicas 1, Fator de impacto 13,5 (em 2024) e
indice H 220): “Animal models of fibromyalgia: What is the best choice?”.
Inflammopharmacology (Qualis Al na Area Ciéncias Bioldgicas |1, Fator de impacto 5,8 (em
2024) e indice H 61): “Could the fibromyalgia syndrome be triggered or enhanced by COVID-
19?”. European Journal of Pharmacology (Qualis A1 na Area Ciéncias Bioldgicas 11, Fator de
impacto 5,0 (em 2024) e indice H 197): “Involvement of peripheral mast cells in a

fibromyalgia model in mice”.
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Nos itens ANEXOS constam as autoriza¢des do Comité de Etica em Uso Animal da
Universidade Federal de Santa Maria para o uso dos animais de experimentagéo e a licenca para

utilizacdo do artigo cientifico.
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1. INTRODUCAO

O céancer é um importante problema de saude global e uma das principais causas de
morbilidade e mortalidade. A incidéncia do cancer aumentou nas Ultimas décadas devido ao
aumento da expectativa de vida, mudancas no estilo de vida e melhores métodos de diagndstico
(SIEGEL et al., 2023; SUNG et al., 2021). A dor é o sintoma sensorial mais comum em
pacientes com cancer (BENNETT et al., 2019), e sua prevaléncia pode aumentar durante e apos
0 regime terapéutico (procedimentos cirurgicos, radioterapia e/ou tratamento antineoplasico)
(BENNETT et al., 2019; MANTYH, 2006).

O céncer da mama é o cancer mais comum entre as mulheres no mundo todo (11,7%),
com uma estimativa de milhdes de novos casos anualmente (2,3 milhdes de novos casos) e
responsavel por 15,5% das mortes por cancer no ano de 2020 (SIEGEL et al., 2023; SUNG et
al., 2021). As pacientes com cancer de mama podem desenvolver sintomas dolorosos causados
pelo proprio tumor e suas metéstases, procedimentos cirurgicos, ou tratamentos oncolégicos
(BENNETT et al., 2019; LOIBL et al., 2021; MANTYH, 2006), sendo a dor crbnica relatada
em 74% dos casos (HAMOOD et al., 2018).

Atualmente, a terapia endocrina adjuvante representa uma abordagem terapéutica
indispensavel para mulheres diagnosticadas com cancer de mama positivo para receptores
hormonais, uma vez que melhora consideravelmente a qualidade de vida e as taxas de
sobrevivéncia das pacientes (TENTI et al., 2020; WAKS; WINER, 2019). A terapéutica
adjuvante com inibidores da aromatase (Als) é principal terapia sistémica, recomendada por
um longo periodo (5-10 anos), para mulheres p6s-menopausa apds o diagnostico de cancer de
mama, sendo mais comumente prescrito o anastrozol (64% dos casos) (BURSTEIN et al., 2019;
GIBSON et al., 2009; NYROP et al., 2016; TENTI et al., 2020; WAKS; WINER, 2019).

Embora o uso desta classe de medicamento seja considerado seguro e promissor,
muitos pacientes relatam efeitos adversos significativos desde o inicio do tratamento (HENRY
et al., 2008; LAROCHE et al., 2014; TENTI et al., 2020; WAKS; WINER, 2019). Sintomas
musculoesqueléticos dolorosos, caracterizados por rigidez matinal, dores articulares, mialgia e
diminuicdo da forca, sdo sintomas dolorosos diarios de muitos pacientes (30-60%) que utilizam
0s Als (CREW et al., 2007; HENRY et al., 2008; LAROCHE et al., 2014). Infelizmente, as
abordagens terapéuticas que atenuam a dor associada a disturbios articulares inflamatorios séo
ineficazes para aliviar a dor relatada pelo pacientes em tratamento com IAs (CREW et al.,
2007), motivo pelo qual pelo menos um quarto dos pacientes descontinuam a terapia (HENRY

et al., 2008). Uma vez que o sucesso da terapia com IAs depende da habilidade dos pacientes
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em aderir ao tratamento, estudos que objetivem intervencdes para aliviar os sintomas dolorosos
nesses pacientes sdo necessarios (CREW et al., 2007).

Esforcos tém sido feitos para elucidar os mecanismos envolvidos nos sintomas
dolorosos relacionados ao uso dos Als e assim, melhor trata-los (BRUSCO et al., 2023; DE
LOGU et al., 2016; FIALHO et al., 2023a, 2023b; FUSI et al., 2014; ROBARGE et al., 2016).
Os estudos atuais concentraram-se na capacidade dessa classe de medicamento em modular a
excitabilidade dos neurénios sensoriais (ROBARGE et al., 2016), o qual parece ser um
mecanismo dependente da estimulacdo direta dos Receptores de Potencial Transitorio
Anquirina 1 (TRPAL, do inglés Transient Receptor Potential Ankyrin 1) pelos IAs (FUSI et al.,
2014). Embora os autores sugiram que o TRPA1 seja um dos principais mediadores das a¢oes
pré-algésicas dos 1As, a concentracdo de 1As necessaria para sua ativacdo in vitro é maior do
gue aquela encontrada no plasma de pacientes (FUSI et al., 2014). Dessa forma, as evidéncias
atuais nao descartam que outras vias pré-algésicas operem sozinhas ou em conjunto no
desenvolvimento e manutencdo desses sintomas dolorosos. De fato, a ativagdo do Receptor
Ativado por Protease-2 (PAR2, do inglés Protease activated receptor 2) pareceu mediar em in
vitro a sensibilizacdo do TRPAL, contribuindo para a dor induzida pelos Als (FUSI et al., 2014).
Além disso, os Receptores B2 (B2R) e B: (B1R) de cininas também parecem estar mediando o
desenvolvimento dos sintomas dolorosos associados ao uso de 1As (BRUSCO et al., 2023;
FUSI et al., 2014).

Relevantemente, a ativacdo de ambos os receptores de cininas, B:R e BiR, em
neurdnios sensoriais medeiam a sensibilizacdo dos Receptores de Potencial Transitorio (TRPs,
do inglés Transient Receptor Potential), como o0 TRPAL e o Receptor de Potencial Transitério
Vanil6ide 4 (TRPV4, do inglés Transient Receptor Potential Vanilloid 4), e contribui para o
desenvolvimento e manutencdo de comportamentos dolorosos em diferentes modelos de dor
(BANDELL et al., 2004; BAUTISTA et al., 2006; COSTA et al., 2018; FERREIRA; DA
SILVA; CALIXTO, 2004; PENG; POOLE; VELDHUIS, 2022; WANG et al., 2008b). Estudos
demonstram que a proteina quinase C (PKC, do inglés Protein kinase C) e a proteina quinase
A (PKA, do inglés Protein kinase A) formadas apos a estimulacéo de diferentes subtipos de
receptores acoplados a proteina G (GPCRs, do inglés G Protein-Coupled Receptors), sdo
capazes de fosforilar, por via intracelular, 0 TRPAL e o0 TRPV4 e modular a sua ativagdo
(PENG; POOLE; VELDHUIS, 2022; VELDHUIS et al., 2015). Além disso, a liberagdo de
célcio (Ca®") dos estoques intracelulares e as substancias metabolizadas durante a hidrélise do
acido araquidodnico (AA) sdo sensibilizadores intracelulares bem estabelecidos do TRPAL e
TRPV4 (ANDRADE; MEOTTI; CALIXTO, 2012; BAUTISTA et al., 2006; PENG; POOLE;
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VELDHUIS, 2022; SCHMIDT et al., 2009; WANG et al., 2008b; WENG et al., 2012).
Portanto, esses mecanismos potencialmente interligados dependentes de GPCRs, como 0s
receptores de cininas, podem aumentar a atividade do TRPA1 e do TRPV4 e/ou o trafego para
a membrana, permitindo a amplificacdo de sintomas dolorosos (PENG; POOLE; VELDHUIS,
2022; SCHMIDT et al., 2009).

Até o momento o envolvimento do TRPV4 e se a ativacdo dos B2R e B1R as vias de
sinalizagdo a jusante da ativacdo de B2R e B1R contribuem para a sensibilizacdo dos canais
TRPAL e TRPV4 no modelo de dor induzido por IAs, como o anastrozol, sdo desconhecidas.
Embora a contribui¢do individual do TRPAL e dos receptores de cininas no modelo de dor
induzida por 1A ja tenha sido esclarecida (BRUSCO et al., 2023; FUSI et al., 2014), € plausivel
sugerirmos que esses receptores possam estar atuando em conjunto para sustentar tais sintomas
dolorosos.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 DOR E NOCICEPCAO

A dor é uma experiéncia subjetiva, individual e tem papel fundamental de sinalizar
para 0 organismo danos potenciais ocasionados por estimulos fisicos, térmicos e quimicos
nocivos, protegendo-o de futuras lesbes, e consequentemente torna-se essencial para a
sobrevivéncia e 0 bem-estar de um organismo (BASBAUM et al., 2009; KUNER; KUNER,
2021; OSSIPOV; MORIMURA; PORRECA, 2014; TRACEY, 2017). A dor é considerada uma
experiéncia complexa, pois além de provocar uma sensacao desagradavel, € capaz de gerar
angustia, aflicdo, decréscimo da produtividade no trabalho com consequente reducdo da
qualidade de vida dos pacientes por ela acometidos (PANDELANI et al., 2023; WILLIAMS;
CRAIG, 2016). Segundo a Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP, do inglés
International Association for the Study of Pain), a dor é definida como “uma experiéncia
sensorial e emocional desagradavel associada, ou semelhante a aquela associada, a uma lesdo
tecidual real ou potencial” (RAJA et al., 2020). Assim, embora utilizemos uma Unica palavra,
dor, para descrever uma ampla gama de sensagdes desagradaveis associadas ao desconforto e
desprazer, a dor é influenciada por fatores bioldgicos, psicoldgicos e sociais (BASBAUM et
al., 2009; CHO; DEOL; MARTIN, 2021; RAJA et al., 2020).

Ainda gue a nocicepcao e a dor sejam considerados termos distintos, a dor causada por
uma lesdo ndo pode ocorrer sem a nocicepcdao (SNEDDON, 2018). A dor é considerada uma
experiéncia individual e subjetiva, pois os individuos aprendem a descrevé-la por meio de suas
experiéncias, emocg0Oes, expectativas, contexto cultural e estado mental (BASBAUM et al.,
2009; CHO; DEOL; MARTIN, 2021; RAJA et al., 2020). Ja a nocicepcao, refere-se apenas ao
componente sensorial da dor, incluindo todos os processos de codificacdo e processamento de
informacdes desencadeadas pelos estimulos nocivos (LOESER; TREEDE, 2008; PRESCOTT;
RATTE, 2017; SNEDDON, 2018). Assim, por envolver fatores emocionais dificeis de serem
avaliados em animais, a dor em modelos experimentais é geralmente avaliada pelo componente
sensorial, conhecido como nocicep¢do (DEUIS; DVORAKOVA; VETTER, 2017; LOESER,;
TREEDE, 2008; SNEDDON, 2018).

2.1.1 Transmisséo da Dor

O processo nociceptivo € iniciado quando estimulos nocivos, sejam eles fisicos,
térmicos ou quimicos sdo detectados por uma subpopulacdo de fibras aferentes primarias ou
tambem conhecidos como neurénios de primeira ordem (BASBAUM et al., 2009; BASBAUM;

JESSELL, 2000). As fibras aferentes primarias possuem quatro componentes funcionais: O
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terminal periférico, parte da fibra localizada na periferia do corpo ou nos tecidos, responsavel
por detectar e realizar a transducdo dos estimulos sensoriais em sinais elétricos, iniciando os
potenciais de acdo. O ax6nio, responsavel por conduzir os potenciais de acao, e o corpo celular
que controla a identidade e a integridade do neurbnio, e integra os potenciais de acao
transmitidos pelos terminais periféricos. Por dltimo, o terminal central, componente que forma
0 elemento pré-sinéptico no sistema nervoso central (SNC) (VIANA; VOETS, 2019; WOOLF;
MA, 2007).

Os corpos celulares das fibras aferentes primarias inervam diferentes regides do corpo
e estdo localizados em diferentes ganglios sensoriais (BASBAUM et al., 2009; FIORE et al.,
2023). Os corpos celulares que inervam o tronco e os membros do corpo séo encontrados no
ganglio da raiz dorsal (DRG, do inglés dorsal root ganglion), localizados ao longo da coluna
vertebral e considerado parte do sistema nervoso periférico (BASBAUM et al., 2009; VRIENS;
NILIUS; VOETS, 2014). J4 0 ganglio do trigémeo abriga os corpos celulares dos neur6nios que
inervam a cabega, e € responsével por transmitir informacgdes sensoriais da face, boca e outras
estruturas cranianas (VILLANUEVA; NOSEDA, 2013). O ganglio nodoso abriga os corpos
celulares das fibras aferentes vagais, e transmite as informacdes sensoriais dos 6rgéos internos,
como o coracdo, os pulmdes, o trato gastrointestinal e outros (BASBAUM et al., 2009;
GEBHART; BIELEFELDT, 2016).

Essas fibras apresentam uma morfologia Unica, constituida por um Gnico axénio
originado do corpo celular que divide-se em dois ramos: Um ramo se estende aos tecidos
periféricos, como pele, mucosa e 6rgdos internos, e 0 outro ramo estendendo-se para 0 SNC
(medula espinhal ou tronco encefélico), retransmitindo as informacfes sensoriais detectadas
nos tecidos periféricos para os neurbnios de segunda ordem (BASBAUM et al., 2009;
BOURINET et al., 2014; TODD; R.H, 2013; VIANA; VOETS, 2019). Dessa forma, as fibras
aferentes primarias sdo classificadas como neurénios pseudo-unipolares, e sua morfologia é
altamente adaptativa para sua funcionalidade, pois permite que um Unico neurdnio seja
responsavel tanto pela deteccdo dos estimulos indcuos ou nocivos na periferia quanto pela
transmissdo rapida desses sinais para o0 SNC, onde esses sinais serdo processados e interpretados
como estimulo sensorial indcuo ou doloroso (BASBAUM et al., 2009; BINGHAM et al., 2009;
DUBIN; PATAPOUTIAN, 2010; KUNER; KUNER, 2021).

Para que ocorra a transmissdo sensorial, seja ela in6cua ou nociva, € necessario a
ativacdo das fibras aferentes primarias (BASBAUM et al., 2009; MEYER et al., 2008). Assim,
baseando-se na sua funcdo (isto é, velocidade de conducdo) quanto de suas caracteristicas

anatdmicas (tamanho da fibra axonal ou mielinizacdo), 0s neurdnios sensoriais primarios séo
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classificados em duas principais categorias, as fibras do tipo A ou do tipo C (BASBAUM et al.,
2009; BOURINET et al., 2014; DUBIN; PATAPOUTIAN, 2010; MEYER et al., 2008).

As fibras aferentes primarias sdo subclassificadas em fibras AP, Ad e fibras C (Figura
1A). As fibras AP sdo altamente mielinizadas e por isso apresentam didmetro (4-20 um) e corpo
celular de tamanhos grande (> 40 um), 0 que favorece uma condugdo muito rapida do estimulo
sensorial (> 30-70 m/s). Além disso, as fibras AP sdo ativadas por estimulos de baixo limiar
conduzindo principalmente estimulos tateis discriminativos (por exemplo, toque leve, pressao
e vibracdo) e sdo responsaveis pela localizacdo e postura do corpo no espaco, fenémeno
denominado de propriocepcdo. Apesar desse tipo de fibras transmitirem normalmente estimulos
de baixo limiar que sinalizam as sensac¢@es indcuas, sabe-se que em algumas condicdes de dor
crbnica, essas fibras podem estar contribuindo para a transmissdo de estimulos nocivos
(COSTIGAN; SCHOLZ; WOOLF, 2009; KUNER; FLOR, 2017).

Os outros dois tipos de fibras aferentes primarias, Ad e C, sdo responsaveis por
conduzir os estimulos nocivos, e por isso sdo tradicionalmente conhecidas como nociceptores
ou “fibras de dor” (D’MELLO; DICKENSON, 2008; KUNER; FLOR, 2017). Elas podem
responder a diferentes modalidades de estimulos nocivos, incluindo estimulos mecanicos,
térmicos e quimicos. Embora alguns nociceptores respondam apenas a um unico tipo de
estimulo, outros sdo responsivos para dois ou mais estimulos, sendo denominados como
nociceptores polimodais, capazes de detectar diversos estimulos sensoriais (BASBAUM et al.,
2009; BESSOU; PERL, 1969; PARICIO-MONTESINOS et al., 2020). Dessa forma, considera-
se que 0s nociceptores possuem diferentes propriedades biofisicas e moleculares que permitem
detectar e responder seletivamente a estimulos nocivos (BASBAUM et al., 2009; PARICIO-
MONTESINOS et al., 2020).
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AP (azul escuro, mielinizadas), A (em verde claro, finamente mielinizadas) e C (em rosa, ndo-mielinizadas). As
fibras sensoriais primarias, A, Ad e C, detectam estimulos indcuos ou nocivos (mecanico, térmico ¢ quimico) e
conduzem o sinal sensorial até o corno dorsal da medula espinhal via potenciais de agdo. (B) Essas fibras fazem
sinapse com interneurdnios espinhais (laranja) que ativam neurdnios motores, conduzindo a informagéo até o
tecido muscular, na periferia, sinalizando a rapida retirada da parte do corpo em contato com o estimulo
potencialmente nocivo. (C) As fibras aferentes primarias podem projetar-se para as laminas mais superficiais (I-
111) ou mais profundas (IV-VI) do corno dorsal da medula espinhal. Nessa regido também sdo encontradas as
células nociceptivas especificas (NS) que séo capazes de fazer sinapses com as fibras Ad e C; enquanto nas laminas
profundas (IV-V) encontram-se os neurdnios de faixa dindmica ampla (FDA) que recebem informacdes dos trés
tipos de fibras. As fibras aferentes primérias fazem sinapse com neurénios de segunda ordem no corno dorsal da
medula espinhal que enviam as informagdes sensoriais para regides supra-espinhais por meio de duas principais
vias ascendentes. (D) Os neurdnios da via espinotalamica (em rosa) se projetam da medula espinhal até o tdlamo
lateral, medial ou posterior, onde neur6nios de terceira ordem conectam-se com o cértex somatossensorial primario
(CS1) e secundario (CS2), cortex insular ou cértex pré-frontal, e determina o componente sensorial-discriminativo,
localizacdo e a intensidade e aspectos cognitivos do estimulo nocivo (E) Os neur6nios da via espinoparabraquial
amigdaloide (em azul) partem da medula espinhal até a amigdala, e desta para o cortex insular e cingulado,
estabelecendo o componente afetivo-emocional da dor. (F) Vias descendentes da dor (em verde) projetam-se de
areas encefélicas para &reas do tronco encefalico como a substancia cinzenta periaquedutal (PAG) e medula rostral
ventromedial (RVM), que ao serem ativadas sdo capazes de modular o processamento espinhal da dor. Adaptado
de Benarroch (2008), D’Mello; Dickenson (2008), Ossipov; Dussor; Porreca (2010); Finnerup et al (2021). Partes
da Figura foram elaboradas usando imagens da Servier Medical Art, fornecidas pela Servier, licenciadas sob uma
licenga ndo-portada Creative Commons Attribution 3.0.

As fibras Ad sdo finamente mielinizadas, apresentam didmetro (2-5 pum) e corpo
celular (30-40 um) de tamanhos médio, possuindo uma velocidade de conducdo réapida (12-30
m/s) do estimulo nocivo, e sdo conhecidas por mediar a dor “rapida” e bem localizada
(BASBAUM et al., 2009; BOURINET et al., 2014; WANG; THYAGARAJAN, 2022) (Figura
1A). Esse tipo de fibra pode ser subdividida em fibra do tipo I, que respondem a estimulos
mecanicos e quimicos, mas possui um alto limiar de detecgdo para o calor (> 50°c) e as do tipo
Il que possuem um alto limiar para a deteccdo de estimulos mecénicos e baixo limiar para a
deteccdo do calor (BASBAUM et al., 2009; BINGHAM et al., 2009; BOURINET et al., 2014;
KUNER, 2010).

A segunda classe de nociceptores é constituida de fibras nociceptivas do tipo C
(Figura 1A), as quais ndo sdo mielinizadas e por isso tém diametro (0,4-1,2 um) e corpo celular
(< 25 pum) de tamanhos pequenos, o que a faz conduzir lentamente (0,5-2 m/s) os estimulos
nocivos, conferindo o que popularmente identificamos como dor latejante ou “secundaria”. As

fibras C detectam seletivamente estimulos nociceptivos ou dolorosos por possuirem alto limiar
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de ativacdo (BASBAUM et al., 2009; BOURINET et al., 2014; MELLO; DICKENSON, 2008;
SHIERS et al., 2021). As fibras C sdo subdivididas em fibras C peptidérgicas e néo
peptidérgicas (BASBAUM et al., 2009; BINGHAM et al., 2009; SHIERS et al., 2021). As
subpopulacdes de fibras C sdo ainda mais diversas do que apenas esses dois subconjuntos, uma
vez que elas se originam de linhagens distintas durante o seu desenvolvimento, e portanto
podem ser subdivididas por meio de diferentes marcadores moleculares (BACHY et al., 2011,
BOURINET et al., 2014; LUO et al., 2007; SHIERS et al., 2021).

As fibras C peptidérgicas sdo assim denominadas por liberarem neuropeptideos pré-
inflamatGérios como a substancia P (SP) e o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP,
do inglés calcitonin gene-related peptide). Além disso, elas também expressam o receptor de
tropomiosina relacionada a quinase A (TrkA, do inglés tropomyosin-related kinase A) que
responde ao fator de crescimento do nervo (NGF, do inglés nerve growth factor). Ao passo que
as fibras C ndo peptidérgicas sdo compostas principalmente por neurénios que expressam 0
receptor de neutrofina c-Ret, que é alvo do fator neurotréfico derivado da glia. Como
mencionado, essas duas subpopulacbes de fibras C ndo sdo molecularmente homogéneas,
refletindo em diferentes fungdes na deteccdo das informacdes sensoriais. Por exemplo, as
células positivas para o receptor c-Ret contém uma populacdo de neurdnios que expressam
conjugados de glicol na superficie celular, conhecidos como isolectina B4 (IB4) (BOURINET
et al., 2014; MOLLIVER et al., 1995; SHIERS et al., 2021) e receptores purinérgicos (por
exemplo P2X3) (BASBAUM et al., 2009; BINGHAM et al., 2009). Além disso, um subgrupo
especifico de células Ret-positivas e negativas para IB4 corresponde as fibras C
mecanorreceptoras de baixo limiar que expressam especificamente a tirosina hidroxilase e o
transportador vesicular de glutamato VGIlut3 (BOURINET et al., 2014; LI et al., 2011; SEAL
et al., 2009). No entanto, apesar das claras diferencas entre as duas populacdes de fibras C,
ainda sdo necessarios mais estudos para esclarecer os diferentes tipos funcionais de estimulos
que elas podem responder (BASBAUM et al., 2009; BINGHAM et al., 2009; PARICIO-
MONTESINOS et al., 2020; SCHOLZ; WOOLF, 2002; SHIERS et al., 2021).

A medula espinhal é considerada o principal centro de processamento sensorial do
SNC, pois realiza conexdes importantes entre regides periféricas e supra-espinhais
(BOURINET etal., 2014) (Figura 1C). A medula espinhal pode ser subdividida em 10 laminas
(I-X), que se estendem da regido mais superficial a regido mais profunda (D’MELLO;
DICKENSON, 2008). As laminas I-VI formam o corno dorsal da medula espinhal, que contém
as terminagdes centrais dos neurdnios aferentes primarios, interneurénios envolvidos no

processamento sensorial e 0s neurdnios de projecdo ou também conhecidos como neurénios de
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segunda-ordem (BASBAUM et al., 2009; KUNER, 2010; KUNER; KUNER, 2021). O corno
ventral da medula espinhal (localizado nas ld&minas mais profundas), por outro lado, contém
neurdnios envolvidos no controle motor (KUNER; KUNER, 2021; VRIENS; NILIUS;
VOETS, 2014) (Figura 1C).

A organizagdo laminar do corno dorsal da medula espinhal (I-VI) também sugere
papéis funcionais distintos das fibras aferentes primarias e dos interneurdnios espinhais. As
laminas | e 1l (também conhecida como zona marginal e substancia gelatinosa,
respectivamente), constituem o principal alvo para os nociceptores (fibras nociceptivas Ad e
C). No entanto, vale ressaltar que essas fibras, em menor nimero, também podem ser projetadas
para as laminas mais profundas do corno dorsal da medula espinhal (D’MELLO,;
DICKENSON, 2008; KUNER; KUNER, 2021; TODD, 2010). A lamina Il pode ser
frequentemente subdividida em duas partes: interna (Ili) e externa (llo) (BASBAUM et al.,
2009; KUNER, 2010). Por exemplo, as fibras C peptidérgicas se projetam para a lamina | e
para a parte mais externa da lamina Il (llo), enquanto as fibras C ndo peptidérgicas séo
direcionadas para a parte mais interna da lamina Il (Ili). Por outro lado, as fibras AP
(responsivas a estimulo sensoriais inGcuos) projetam-se para as laminas | e I1o, bem como para
a regido mais profunda do corno dorsal, a lamina V. Estudos anatdmicos e analises
eletrofisiol6gicas demonstraram que as fibras que se projetam na lamina | geralmente
respondem a estimulos nocivos (por exemplos, fibras Ad e C), enquanto as que se projetam
para alamina Ill e V sdo geralmente responsivos a estimulagdo indcua (por exemplo, fibras Af)
(BASBAUM et al., 2009; BOURINET et al., 2014; D’MELLO; DICKENSON, 2008; KUNER,
2010; KUNER; FLOR, 2017; TODD, 2010) (Figura 1C).

Na regido mais superficial do corno dorsal da medula espinhal, laminas I e I, também
sdo encontradas as células nociceptivas especificas (NS, do inglés nociceptive specific), as quais
sdo capazes de fazer sinapses com as fibras Ad e C, uma vez que elas disparam potenciais de
acdo quando um estimulo doloroso é detectado na periferia (BOURINET et al., 2014;
COGHILL, 2020; D’MELLO; DICKENSON, 2008). Nas laminas mais profundas, lamina V,
existe outro tipo de neurénio denominado de neurdnio de faixa dindmica ampla (FDA), o qual
recebe informacdes dos trés tipos de fibras sensoriais e, portanto, responde a uma ampla gama
de estimulos desde o toque leve e a estimulos nocivos (mecénico, térmico e quimico)
(BOURINET et al., 2014; COGHILL, 2020; D’MELLO; DICKENSON, 2008) (Figura 1C).
Vale ressaltar que outros tipos células ndo neuronais sdo encontrados na medula espinhal como

astrcitos e microglia (células gliais), e também sdo capazes de influenciar na transmissao da
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dor, especialmente sob condicdes patoldgicas (D’MELLO; DICKENSON, 2008; FIORE et al.,
2023; KUNER, 2010; KUNER; FLOR, 2017).

No corno dorsal da medula espinhal também ha presenca de interneurdnios, os quais
compdem a grande parte da populacdo neuronal em todo corno dorsal e estdo
predominantemente na lamina | e Ill (HUGHES; TODD, 2020; SORKIN; TONY, 2013;
TODD, 2017). Esses interneurdnios podem ser classificados em excitatorios, os quais liberam
0 neurotransmissor glutamato, e inibitorios que liberam os neurotransmissores acido gama
aminobutirico (GABA, do inglés, gamma-aminobutyric acid) e glicina. Sendo assim, 0s
interneurdnios sdo capazes de aumentar ou diminuir a resposta das células NS e FDA, e
consequentemente tem habilidade de modular a saida do sinal nociceptivo do corno dorsal da
medula espinhal (BOURINET et al., 2014, D’MELLO; DICKENSON, 2008; HUGHES,;
TODD, 2020; SORKIN; TONY, 2013; TODD, 2017).

Para que a experiéncia sensorial seja iniciada, seja ela in6cua ou nociva, é necessario
que os estimulos sensoriais sejam reconhecidos na periferia e retransmitidos até o SNC,
processo conhecido como transducao sensorial, a qual a energia do estimulo é convertida em
correntes ibnicas (BASBAUM et al., 2009; BINGHAM et al., 2009; GOLD, 2013). O processo
de transducdo sensorial é estabelecido a partir da despolarizacdo da membrana neuronal, e pode
ser iniciado por trés maneiras principais (GOLD, 2013).

Um potencial gerador por ser originado diretamente pela ativacgéo e abertura de canais
idnicos, incluindo principalmente os TRPs, canais de sddio (Na*), canais idnicos sensiveis a
acido (ASIC, do inglés acid-sensing ion channel), entre outros (BINGHAM et al., 2009;
CATERINA et al., 1997; GRACE et al., 2014; JULIUS, 2013). A medida que o estimulo
sensorial atinge o limiar critico de ativacdo dos canais idnicos, ocorrerd a abertura desses canais
expressos na membrana do neurdnio sensorial e promovera a entrada de ions carregados
positivamente, como Na* e Ca®' para dentro da célula (GOLD, 2013). O processo de
despolarizacdo da membrana neuronal, ou seja, a inversdo temporaria na sua polaridade
(interior da celula se torna positivamente carregado em relacéo ao exterior), € crucial para o
processo de transmissdo do impulso nervoso, pois é o primeiro passo na geragdo de um
potencial de acdo, que serd propagado em direcdo ao SNC (BASBAUM et al., 2009; GOLD,
2013; MELLO; DICKENSON, 2008). Alem disso, diferentes estimulos sensoriais também
podem atuar nos GPCRs expressos nos nociceptores, levando a ativacdo de cascatas de
sinalizacdo intracelulares, capazes de modificar a atividade desses canais i6nicos e impulsionar
o disparo do potencial de acdo (GOLD, 2013).
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Um segundo mecanismo subjacente ao potencial gerador envolve o fechamento de
canais responsaveis por gerar correntes hiperpolarizantes, como os canais de potassio (K*)
(ROCHA-GONZALEZ; MAO; ALVAREZ-LEEFMANS, 2008). O fechamento dos canais de
K* é um mecanismo indireto capaz de contribuir para uma corrente despolarizante, devido a
distribuicdo de ions K dentro e fora do neur6nio, pois 0s neurdnios nociceptivos apresentam
alta concentracéo intracelular de K* (GOLD, 2013; ROCHA-GONZALEZ; MAO; ALVAREZ-
LEEFMANS, 2008). Dessa maneira, quando ocorre o fechamento dos canais de K* permite que
o interior do neurénio permaneca mais positivo, facilitando que o potencial de membrana se
eleve para um valor acima do limiar de potencial de acdo. Vale ressaltar que, para a eficiéncia
desse mecanismo € necessario que uma corrente de despolarizacao, por exemplo a abertura de
canais de Na*, esteja simultaneamente ativa (GOLD, 2013; ROCHA-GONZALEZ; MAO;
ALVAREZ-LEEFMANS, 2008). O terceiro mecanismo é também indireto e depende de uma
associacdo entre um canal idnico capaz de conduzir a despolarizagdo da membrana, e um canal
ibnico controlado por baixa tenséo capaz de empurrar o potencial de membrana acima do limiar
de potencial de a¢do (GOLD, 2013; LIU et al., 2010).

A transmissdo dos estimulos sensoriais é transmitida, via potenciais de acdo, até o
corno dorsal da medula espinhal pelos neurénios aferentes primarios (neurénios de primeira
ordem). Quando 0s potenciais de a¢do atingem os terminais pré-sinapticos no corno dorsal da
medula espinhal ocorre conexdes com neurdnios motores (fibras eferentes, os quais conduzem
ainformacéo do SNC para a periferia contribuindo para o reflexo de retirada do membro afetado
pelo estimulo potencialmente nocivo) (DERDERIAN; TADI, 2019; VRIENS; NILIUS;
VOETS, 2014) (Figura 1B).

Além disso, quando os potenciais de a¢do alcancam os terminais pré-sinapticos no
corpo dorsal da medula espinhal, ocorre a abertura dos canais de calcio dependentes a voltagem
(VGCCs, do inglés, voltage-gated calcium channel) que contribuem para a exocitose de
neurotransmissores excitatorios das vesiculas sinapticas. Por exemplo, o glutamato que ao ligar-
se em receptores glutamatérgicos pos-sinapticos disparam potenciais pos-sinapticos
excitatorios (BASBAUM et al., 2009; BOURINET et al., 2014). O glutamato é capaz de ativar
receptores ionotrdpicos (canais i6nicos) ou metabotropicos (GPCRS) presentes em neur6nios
pos-sinapticos. Entre os receptores ionotrépicos, destaca-se o receptor a-amino-3-hidroxil-5-
metil-4-isoxazol propiénico (AMPA) e o N-metil-D-aspartado (NMDA), os quais sdo altamente
permeaveis ao fon Ca?*. Uma vez que o glutamato é liberado do terminal pré-sinaptico, ocorre
ativacdo destes receptores e um maior influxo de Ca?* para dentro do neurdnio pos-sinaptico,

resultando na despolarizacdo da membrana, que possui papel fundamental na plasticidade
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sinptica no corno dorsal da medula espinhal (KUNER; KUNER, 2021; LARSSON, 2009;
TONG; KAFTAN; MACDERMOTT, 2008). Curiosamente, embora o0s receptores sensiveis ao
glutamato estejam majoritariamente presentes nos terminais centrais dos aferentes primarios,
onde contribuem para a transmissao sinaptica na medula espinhal, eles também sdo encontrados
na periferia, onde podem impulsionar a geragéo do potencial de acdo (GOLD, 2013; PARK;
HAN, 2022).

A composicao das substancias liberadas no corno dorsal da medula espinhal depende
do tipo de fibra que sera ativada. Dependendo do estimulo, algumas fibras nervosas sensoriais
também liberam o fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF, do inglés brain-derived
neurotrophic factor), trifosfato de adenosina (ATP, do inglés Adenosine triphosphate),
quimiocinas, fator de necrose tumoral-o. (TNF-a), entre outros. Uma vez liberados, eles se ligam
aos seus respectivos receptores sindpticos nos neurénios do corno dorsal da medula espinhal
e/ou aos seus receptores expressos em celulas ndo neuronais da medula espinhal (BASBAUM
et al., 2009; FIORE et al., 2023). Ademais, apés a ativacdo das fibras C peptidérgicas ocorre a
liberacdo de SP e CGRP que ativam seus respectivos GPCRs, conhecidos como receptor de
neurocinina 1 (NKZ1, do inglés, neurokinin 1) e receptor de calcitonina 1l e 2 (CGRP-1 e CGRP-
2), expressos tanto a nivel periférico quanto central (BINGHAM et al., 2009; CHOI; DI
NARDO, 2018; SHIERS et al., 2021). A nivel periférico, a liberacio desses neuropeptideos
causa uma forma especifica de inflamacéao, conhecida como inflamacao neurogénica. Esse tipo
especifico de inflamagcdo gera um aumento na permeabilidade vascular com subsequente
extravasamento plasmatico e edema, acumulo de células inflamatorias, especialmente
neutrdfilos, e liberacdo de diversos mediadores inflamatérios (CHOI; DI NARDO, 2018;
GEPPETTI et al., 2008).

Esse processo inflamatério periférico pode promover uma reducdo do limiar de
ativacdo e a amplificacdo da resposta dos nociceptores periféricos, fenbmeno denominado como
sensibilizacdo periférica. Uma vez estabelecida a sensibilizacdo periférica, 0s nociceptores séo
capazes de amplificar a inflamacdo local, liberando mais neurotransmissores que junto com 0s
mediadores inflamatérios liberados por células inflamatorias infiltradas e ativadas sdo capazes
de atrair mais células inflamatdrias, contribuindo para exacerbar ainda mais o processo
inflamatorio. Consequentemente, ocorre um aumento da eficacia sinaptica no corno dorsal da
medula espinhal gerando uma resposta aumentada dos neurbnios nociceptivos do SNC,
provocando a denominada sensibilizagdo central (BASBAUM et al., 2009; COSTIGAN;
SCHOLZ; WOOLF, 2009; JAYAKAR et al., 2021; MCCABE, 2004).
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Uma vez ocasionada a sensibilizagdo central, o SNC pode amplificar a dor,
aumentando seu grau, duragdo e extensdo (plasticidade sinéptica) (KUNER; KUNER, 2021;
WOOLF, 2010). A liberacdo de neuropeptideos a nivel de SNC contribui ainda mais para o
aumento dos niveis de glutamato, causando assim um feedback positivo e uma exacerbacdo da
plasticidade sindptica (BINGHAM et al., 2009; CHOI; DI NARDO, 2018; KUNER; KUNER,
2021). Dessa forma, a liberagdo de neurotransmissores e neuropeptideos facilitam a sinapse dos
neurdnios aferentes primarios com os neurénios de segunda ordem no corno dorsal da medula
espinhal (BASBAUM et al., 2009; BINGHAM et al., 2009).

O neurdnio de segunda ordem ascende o sinal nociceptivo da medula espinhal (espino)
até o tadlamo (regido cerebral; talamica) lateral, posterior e medial, pela via denominada
espinotalamica (BASBAUM et al., 2009; BINGHAM et al., 2009; KUNER; KUNER, 2021)
(Figura 1D). No talamo lateral, constituido pelo ndcleo talamico lateral posterior e nucleo
ventral posterior inferior, os neurdnios de terceira ordem se projetam para diferentes regioes
corticais, como o cértex somatossensorial primario (CS1) ou secundario (CS2). As projectes
do talamo lateral para as regides do CS1 e CS2 medeiam o0 aspecto sensorial-discriminativo da
dor, por exemplo, "quando, onde e qudo forte". Sabe-se que a localizacdo e a intensidade do
estimulo nocivo sdo identificadas pelo CS1, enquanto o tipo do estimulo (por exemplo, térmico
ou mecanico) é determinado no CS2. Além disso, grande parte das fibras da via espinotalamica
tem como alvo o talamo posterior, constituido pelo nicleo posterior, ndcleo suprageniculado e
o0 nucleo pulvinar anterior. Atualmente sabe-se que as projecGes da via espinotalamica para o
nacleo pulvinar anterior estdo relacionadas com a dor p6s-AVC (VARTIAINEN et al., 2016) e
as respostas frente a estimulos dolorosos na pele (BASTUJI et al., 2016). Ao passo que, 0 nicleo
posterior tem projecdes para a insula posterior (DUM; LEVINTHAL; STRICK, 2009),
contribuindo para os aspectos cognitivos da dor e para a geracdo da percep¢do dolorosa
(BASBAUM et al.,, 2009; KUNER; KUNER, 2021). Finalmente, as fibras da via
espinotalamica também podem se projetar para o talamo medial, constituido pelo ndcleo
mediodorsal, nucleo lateral central e o nucleo parafascicular. As celulas retransmissoras desses
nacleos projetam-se principalmente para o cortex cingulado e cortex pré-frontal (DUM,;
LEVINTHAL; STRICK, 2009; KUNER; KUNER, 2021). Assim, essas projecdes medeiam
aspectos motores, orientacdo atencional e 0 componente emocional da percepcéo da dor. Juntos,
a ativacdo do tdlamo medial pode desencadear a atividade do cértex cingulado anterior,
contribuindo para a qualidade emocional e aversiva da percepcdo da dor (BASBAUM et al.,
2009; BINGHAM et al., 2009; KUNER; KUNER, 2021).
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A outra via capaz de conduzir estimulos do corno dorsal da medula espinhal (espino)
ao cortex insular e cingulado, através de conexdes no nlcleo parabraquial (tronco encefélico;
parabraquial) e na amigdala (amigdala) ¢ a via espinoparabraquial-amigdaldide, e representa
um caminho direto para o sistema limbico (Figura 1E). Ambas as estruturas, o cértex cingulado
e amigdala, fazem parte do sistema limbico, onde as dimensdes afetivo-emocionais da dor séo
processadas. O descontentamento e o sofrimento relacionados a dor sdo reconhecidos pela
regido anterior do cértex cingulado, enquanto a aversdo emocional e a reacdo autonémica ao
estimulo que evoca a dor, sdo determinados no cortex insular (BASBAUM et al., 2009;
KUNER; KUNER, 2021). E importante ressaltar que varios outros sistemas, como diversas
projecBes para o hipocampo, hipotdlamo e potencialmente outras vias através do tronco
cerebral, também podem contribuir para a percepcdo multifacetada da dor gerada no cértex
(KUNER; KUNER, 2021).

O processamento espinhal das informag6es nociceptivas esta sob poderoso controle
inibitorio e facilitatério, que partem de diferentes locais do tronco cerebral com longas
projecdes descendentes até o corno dorsal espinhal, conhecidas como modulagéo dos circuitos
descendentes da dor (JULIUS; BASBAUM, 2001; OSSIPOV; MORIMURA; PORRECA,
2014). A substancia cinzenta periaquedutal (PAG, do inglés periaqueductal gray matter)
localizada no tronco encefélico, é a primeira regido cerebral elucidada como parte do sistema
modulatério da dor. Sua localizagdo no tronco encefalico é primordial para que essa regido
exerca um forte controle descendente da dor, pois essa regido é responsavel por integrar
maultiplas regides corticais que receberam os estimulos nociceptivos ascendentes, como o cortex
somatossensorial, cortex pré-frontal, cortex insular, cortex cingulado anterior, amidala e
hipotalamo (BINGHAM et al., 2009; OSSIPOV; MORIMURA; PORRECA, 2014).

Além disso, a PAG realiza conexdes com a medula rostroventromedial (RVM, do
inglés rostral ventromedial medulla) localizada na parte inferior do tronco encefalico,
considerada o transmissor final da via descendente, uma vez que essa regido ira projetar-se
diretamente para corno dorsal da medula espinhal (OSSIPOV; MORIMURA; PORRECA,
2014) (Figura 1F). A RVM exerce um efeito modulador bidirecional da dor, tanto inibindo
quanto facilitando a dor. Esses efeitos da via descendente da dor sdo mediados pela existéncia
de dois tipos de neurdnios encontrados na RVM, conhecidos como células “liga” (on) e células
“desliga” (off). Quando ativas as células on sdo capazes de facilitar a transmissao nociceptiva
e assim causar a hiperalgesia (aumento da sensibilidade dolorosa frente a estimulos nocivos), e
as células off quando ativas sdo capazes inibir a transmissao nociceptiva e assim produzir um

efeito antinociceptivo. Esse efeito de ativacdo das células off € necessario para as acOes
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analgésicas dos opidides enddgenos ou quando administrados por microinjecdo na RVM (PAN;
FIELDS, 1996; SALAS etal., 2016). Ambos os neurdnios, on e off, partem da RVM e projetam-
se amplamente até o corno dorsal da medula espinhal, especificamente para as laminas I, Il e V
(FIELDS; MALICK; BURSTEIN, 1995; VANEGAS; BARBARO; FIELDS, 1984 ). Como
resultado, esses neuronios sdo capazes de provocar uma modulacdo positiva ou negativa,
respectivamente, na transmisséo dolorosa (OSSIPOV; MORIMURA; PORRECA, 2014).

Entre as varias populacdes de axbnios que se projetam do encéfalo para a medula
espinhal, os neurdénios monoaminérgicos (serotoninérgico, noradrenérgico e dopaminérgicos)
tém atraido atencdo especial, pois eles tém sido considerados uma via alternativa para a
modulagdo da transmisséo dolorosa a partir da via descendente da dor (BENARROCH, 2008).
Atualmente, o que se sabe é que 0s ax6nios serotoninérgicos se originam no nucleo magnus da
rafe (constituinte da RVM, localizado no tronco cerebral), enquanto os neurdnios positivos para
noradrenalina e dopamina s&o originados no locus coeruleus e da area tegmental ventral (ambos
constituintes do tronco cerebral), respectivamente. Esses axonios projetam-se e sdo amplamente
distribuidos por todo corno dorsal da medula espinhal, mas sdo encontrados em maiores
guantidades nas laminas | e I (BENARROCH, 2008; FIELDS; BASBAUM; HEINRICHER,
2005).

A via monoaminérgica descendente a qual inclui neurdnios positivos para serotonina,
noradrenalina ou dopamina, age em diferentes subtipos de receptores capazes de inibir ou
facilitar a transmissdo nociceptiva a nivel de corno dorsal da medula espinhal (OSSIPOV;
MORIMURA; PORRECA, 2014). Uma vez que neurdnios positivos para monoaminas e as
células on e off sdo capazes de modular a transmissdo nociceptiva, sugere-se que o desequilibrio
na ativacdo/inibicéo da via descendente da dor seja capaz de alterar a resposta nociceptiva frente
a um estimulo nocivo periférico, e essas alteracBes poderiam sustentar diferentes estados
patoldgicos da dor. Portanto, a via descendente da dor representa um importante alvo
farmacologico para o manejo da dor (BENARROCH, 2008; FIELDS; BASBAUM;
HEINRICHER, 2005; OSSIPOV; MORIMURA,; PORRECA, 2014).

2.2.1. Tipos de dor

A dor pode ser classificada quanto a sua duracéo e suas caracteristicas em dor aguda e
dor cronica. A dor aguda é de curta duracdo e geralmente resultante de uma leséo tecidual
recente em uma parte especifica do corpo. Esse tipo de dor é restrito ao local da lesdo, pode

durar segundos, minutos, horas ou até algumas semanas, mas apresenta uma duracdo limitada
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e desaparece a medida que a lesdo se cura. Ao contrério, a dor cronica é considerada uma dor
patoldgica, que persiste por um periodo prolongado, persistindo ap6s o periodo de cura e pode
ndo ter uma causa claramente identificavel (JAYAKAR et al., 2021; JULIUS; BASBAUM,
2001; KUNER, 2010; KUNER; FLOR, 2017; KUNER; KUNER, 2021). A dor em si é bastante
complexa, e pode ser resultado de diversos mecanismos moleculares e celulares que operam
isoladamente ou em conjunto, tanto ao nivel de sistema nervoso central quanto periférico, para
produzir as diferentes formas de dor, a dor nociceptiva, inflamatoria, nociplastica e neuropatica
(BASBAUM et al., 2009; JAYAKAR et al., 2021; SCHOLZ; WOOLF, 2002; WOOLF, 2010).
Dessa forma, a dor ndo € um fendmeno unitério, e, portanto, ndo existe e nem deve existir uma
Unica classe de analgésicos universalmente eficazes. Em vez disso, € crucial compreender que
existem quatro subtipos principais de dor com subgrupos adicionais dentro de cada subtipo,
cada uma podendo exigir intervencdes terapéuticas distintas (COHEN; VASE; HOOTEN,
2021; COLLOCA et al., 2017; WOOLF, 2020).

2.2.1.1 Dor Nociceptiva

A dor nociceptiva é conhecida por atuar como um sistema de protecdo fisiologica e/ou
alerta precoce, essencial para a sobrevivéncia do organismo, pois esse tipo de dor é capaz
detectar e minimizar o contato do tecido afetado com estimulos potencialmente perigosos ou
nocivos. A dor nociceptiva é o tipo de dor que sentimos ao tocar em algo muito quente ou muito
frio, tocar em um objeto afiado ou pontiagudo, ou seja, é quando diferentes estimulos nocivos
de alto limiar sdao capazes de agir sobre as fibras aferentes primarias (fibras Ad e C), e assim,
desenvolver a dor nociceptiva (BASBAUM et al., 2009; JAYAKAR et al., 2021; PRESCOTT;
RATTE, 2017; SCHOLZ; WOOLF, 2002; WOOLF, 2010, 2020; WOOLF; MA, 2007) (Figura
2). A ativacao dos nociceptores causa reflexos de retirada protetores e chama a nossa atencao
de maneira imediata, 0 que nos ajuda a aprender quais 0s estimulos que sdo perigosos e que
devem, no futuro, ser evitados (BASBAUM et al., 2009; PRESCOTT; RATTE, 2017). Com
isso, a dor nociceptiva é considerada uma resposta normal do organismo frente a insultos
nocivos a fim de evitar danos teciduais (BASBAUM et al., 2009; DAI, 2016; JAYAKAR et al.,
2021; PRESCOTT; RATTE, 2017; WOOLF, 2020).
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Figura 2 — Mecanismo da dor nociceptiva. O reconhecimento da dor nociceptiva ocorre por meio de canais
ibnicos sensiveis a estimulos térmicos (calor ou frio), mecanicos ou quimicos, localizados na periferia das fibras
sensoriais primarias. A informagao nociceptiva é reconhecida e conduzida até a medula espinhal e regides corticais,
onde a informacg&o nociceptiva é processada como um sinal doloroso. Adaptado de Dai (2016). Partes da Figura
foram elaboradas usando imagens da Servier Medical Art, fornecidas pela Servier, licenciadas sob uma licenca
ndo-portada Creative Commons Attribution 3.0.

Uma vez que a dor nociceptiva serve como um importante mecanismo de defesa para
o individuo, a deficiéncia deste sistema de protecdo pode resultar em sérios problemas. Ha
estudos que demonstram que a doenca denominada insensibilidade congénita ou indiferenca a
dor é devido a rara delecdo do gene SCN9A, gene que codifica o canal de Na* dependente de
voltagem 1.7 ou gera a perda de funcdo do receptor de tropomiosina TrkA. Individuos com
delecdo desse gene normalmente danificam a lingua e os Iabios ao comer, os dedos das maos
ao explorar objetos, ou ndo reconhecem quando quebram um membro, o que reduz a expectativa
de vida e pode levar a morte precoce (BENNETT; WOODS, 2014; DRISSI; WOODS;
WOODS, 2020; SUN et al., 2020). Por outro lado, a super expressao desse gene pode resultar
na hiperexcitabilidade dos neurdnios no corno dorsal da medula espinhal, resultando em dor
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intensa. Em vista disso, a dor nociceptiva é uma dor essencial para manter a integridade corporal
(BASBAUM et al., 2009; BINGHAM et al., 2009; WOOLF; MA, 2007).

As fibras A3 e C sdo as responsaveis por detectar perifericamente os estimulos
ambientais nocivos (térmico, mecanico ou quimico) por meio de receptores especificos ou
canais ionicos sensiveis a esses estimulos. Assim a informacéo nociceptiva é conduzida por
meio de potenciais de acdo até a medula espinhal e posteriormente até regides corticais, onde a
informacdo nociceptiva é processada como um sinal doloroso (BINGHAM et al., 2009;
SCHOLZ; WOOLF, 2002). Canais ionicos sdo fundamentais para o desenvolvimento e
manutencdo da dor nociceptiva (BASBAUM et al., 2009; DAI, 2016) (Figura 2). Nos ultimos
anos, 0s canais iénicos, como os canais de Na*, TRPs e ASIC tém sido identificados como
receptores-chave para a transmissdao da dor nociceptiva (DAI, 2016; HWANG; OH, 2007;
VOLKERS; MECHIOUKHI; COSTE, 2014). Juntos, esses canais atuam como sensores de
varios estimulos, uma vez que estimulos exdgenos térmicos, mecanicos e quimicos sdo capazes
de ativa-los direta ou indiretamente e contribuir para percep¢éo da dor nociceptiva (BASBAUM
et al., 2009; DAI, 2016; VRIENS; NILIUS; VOETS, 2014). Preservar a dor nociceptiva €
essencial, e por isso que normalmente ndo se planeja sua intervencdo terapéutica, exceto durante
ou apds a cirurgia ou imediatamente apds grandes traumas (JAYAKAR et al., 2021; WOOLF,
2020).

2.2.1.2 Dor inflamatéria

A dor inflamatdria difere da dor nociceptiva, pois ela ndo tem como objetivo somente
proteger o organismo frente a um estimulo potencialmente nocivo e sim, lidar com as
consequéncias causadas pelo dano tecidual a fim de contribuir para a cura e reparo da parte do
corpo lesionado (COSTIGAN; SCHOLZ; WOOLF, 2009; JAYAKAR et al., 2021). A dor
inflamatdria, ocorre como parte da resposta normal do hospedeiro contra patdgenos ou apds um
dano tecidual, incluindo aquela causada por estimulos térmicos, mecanicos e quimicos. Esse
tipo de dor é resultante de uma resposta inflamatoria, evento onde as células e mediadores
inflamatdrios colaboram para neutralizar e eliminar os estimulos prejudiciais e permitir a
manutencdo da homeostasia tecidual (BASBAUM et al., 2009; BINGHAM et al., 2009;
JAYAKAR et al., 2021; MATSUDA,; HUH; JI, 2019; WOOLF, 2020).

O contato do organismo frente a um patdgeno ou o dano tecidual pode causar
alteraces fisiologicas nos neurdnios sensoriais primarios, recrutamento e ativacéo de células

ndo neuronais (por exemplo, macrofagos, neutrofilos, mastocitos, e entre outros), ocasionando
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a liberagdo de diversos mediadores pro-algésicos enddgenos (como a substancia P, CGRP,
bradicinina, prostaglandinas, NGF, ATP, histamina, proteases e entre outros), as quais
compdem o fendmeno conhecido como “sopa inflamatéria” (Figura 3). A liberacdo desses
mediadores inflamatdrios gera a ativacéo direta ou indireta dos nociceptores, sensibilizando os
terminais periféricos, e consequentemente promovendo uma reducéo do limiar de ativacdo dos
nociceptores, promovendo a sensibilizacdo periférica (BINGHAM et al., 2009; JAYAKAR et
al., 2021; VOSCOPOULOS; LEMA, 2010; WOOLF, 2020). A sensibilizacdo periférica
possibilita que um estimulo de baixa intensidade, que normalmente ndo seria percebido como
doloroso passe a ser nocivo (alodinia) e estimulos nocivos que ja sdo dolorosos passem a ser
detectados de forma mais exagerada e prolongada (hiperalgesia). Uma vez estabelecida a
sensibilizacdo periférica, os nociceptores sensibilizados causam uma maior liberacdo de
neuropeptideos e neurotransmissores excitatérios no corno dorsal da medula espinhal,
amplificando a inflamacdo local e excitabilidade sinéptica e assim, ocasionado a sensibilizagéo
central (BASBAUM et al., 2009; BINGHAM et al., 2009) (Figura 3).
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Figura 3 — Mecanismos da dor inflamatéria. A dor inflamatéria é caracterizada pela liberacdo de mediadores
pré-inflamatérios pelos nociceptores ativados ou células ndo neuronais que residem ou se infiltram na area
lesionada. Esses mediadores incluem histamina, glutamato, ATP, adenosina, bradicinina, prostaglandinas (por
exemplo, PGE2), tromboxanos, leucotrienos, endocanabindides, fator de crescimento nervoso (NGF), fator de
necrose tumoral o (TNF-a), interleucina 1B (IL-1p), proteases, espécies reativas de oxigénio (ROS), substéncia P,
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CGRP, ocasionando um fenémeno denominado como “sopa inflamatéria”. Esses fatores podem ativar indireta ou
diretamente os neurdnios sensoriais, ligando-se a um ou mais receptores de superficie celular, promovendo uma
reducdo do limiar de ativagcdo dos nociceptores, ocasionando a sensibilizacdo periférica. Quando ocorre a
sensibilizacdo periférica, os nociceptores sao capazes de causar uma maior liberagdo de neuropeptideos (SP e o
peptideo relacionado ao gene da calcitonina, CGRP) e neurotransmissores excitatorios (glutamato) no corno dorsal
da medula espinhal, amplificando a inflamagéo local e assim, contribuindo para o aumento da excitabilidade da
membrana neuronal e eficacia sinaptica no corno dorsal, fendmeno denominado de sensibilizacdo central.
Adaptado de Scholz e Woolf (2002). Partes da Figura foram elaboradas usando imagens da Servier Medical Art,
fornecidas pela Servier, licenciadas sob uma licenca ndo-portada Creative Commons Attribution 3.0.

Normalmente, a dor inflamatoria desaparece apos a resolucéo da lesdo tecidual inicial.
No entanto, em dores inflamatdrias crbnicas, a dor continua ndo é adaptativa porque a
inflamacéo ndo desaparece e a cura ndo ocorre (JAYAKAR et al., 2021; KUNER; KUNER,
2021). Nessas situac@es, a combinacdo de inflamagdo crénica e dor continua constitui um
grande problema clinico a ser controlado, podendo a dor ser considerada mal-adaptativa ou
patoldgica (COSTIGAN; SCHOLZ; WOOLF, 2009; JAYAKAR et al., 2021; MINHAS;
CLAUW, 2021). A dor persiste enquanto a inflamagdo estiver ativa devido as diferentes
alteracdes neuronais. A plasticidade ou remodelamento do processamento neuronal podem
variar dependendo do tipo de dor e das contribuicdes relativas de fatores periféricos e centrais
(KUNER; KUNER, 2021), porém atualmente se sabe que € um dos principais fatores da
transicdo da dor aguda para um estado de dor cronica (KUNER; KUNER, 2021;
VOSCOPOULOS; LEMA, 2010). A neuroplasticidade é responsavel pelas alteracdes
funcionais dos nociceptores, as quais podem ser divididas em modulacdo ou modificacdo. A
modulacéo é caracterizada por mudancas reversiveis na excitabilidade dos neur6nios sensoriais
primarios e centrais por modificacdo quimica de receptores e canais idnicos, levando uma maior
ativacdo de cascatas de transducdo sensorial. Por outro lado, a modificacdo representa
alteracdes mais duradouras na expressao de transmissores, receptores e canais i6nicos ou na sua
estrutura, maior interacdo e sobrevivéncia dos neurdnios. Juntos, todas essas alteracOes
contribuem para a transicdo da dor aguda para a dor crénica (KUNER; KUNER, 2021;
VOSCOPOULOS; LEMA, 2010).

Atualmente, ndo ha disponivel no mercado uma Unica modalidade terapéutica capaz
de reverter completamente o processo inflamatorio e os sintomas dolorosos observados nas
dores inflamatorias (JAYAKAR et al., 2021; KUNER, 2010; WOOLF, 2020). A principal
abordagem dos tratamentos farmacologicos disponiveis no mercado envolve inibir a sintese ou
0 acumulo de moléculas de sinalizacdo liberadas nos locais da les&o. Dessa forma, a utilizagdo
de anti-inflamatorios ndo esteroidais, que blogueiam a sintese de prostaglandina E2 (PGE2),

bem como anticorpos anti-fator TNF-a. ou anti-IL-1 sdo recomendados para o tratamento desse
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tipo de dor (JAYAKAR et al., 2021; POGATZKI-ZAHN; CHANDRASENA; SCHUG, 2014;
VILLARREAL et al., 2013; WOOLF, 2020). Além disso, a manipulagdo farmacoldgica com
diferentes classes de antidepressivos tém alcancado destaque no manejo clinico da dor
inflamatdria cronica (KUNER, 2010; KUNER; KUNER, 2021). No entanto, os analgésicos
atualmente disponiveis apresentam varios problemas importantes, incluindo baixa eficécia e
maltiplos efeitos adversos (JANG et al., 2021; MCANALLY; BONNET; KAYE, 2020;
MOORE et al., 2015). Neste sentido, existe uma enorme necessidade de melhorar a seletividade
dos mecanismos de dor a fim de reduzir os efeitos adversos, e ampliar a acdo para melhorar a
eficacia (WOOLF, 2020).

2.2.1.3 Dor Nociplastica

Antigamente acreditava-se que a dor cronica poderia surgir através de duas fontes
principais: nociceptiva, associada a uma entrada continua de uma lesdo tecidual real ou
ameacada, ou neuropatica, causada por uma lesdo ou doenca que afeta o sistema nervoso
somatossensorial. Esses preceitos deixaram outras condi¢Ges de dor crénica, com fendtipos bem
caracteristicos, mas sem evidéncia clara de envolvimento nociceptivo ou neuropatico sem um
termo bem definido (AYDEDE; SHRIVER, 2018; FITZCHARLES et al., 2021; KOSEK et al.,
2016). Baseado nisso, a IASP implementou o termo o dor nociplastica, ou também conhecida
como disfuncional, para definir a “dor que surge da nocicep¢ao alterada, apesar de ndo haver
evidéncia clara ou ameaca de dano tecidual real causando a ativacdo de nociceptores periféricos
ou evidéncia de doencga ou lesdo do sistema somatossensorial causando a dor” (KOSEK et al.,
2016; RAJA et al., 2020). Dessa forma, o termo “dor nociplastica” tem sido amplamente
aplicado para definir dores cronicas causadas por um processamento nociceptivo alterado, como
fibromialgia, sindrome de dor complexa regional, sindrome do intestino irritavel e outros
distarbios de dor visceral “funcionais” (FITZCHARLES et al., 2021; JAYAKAR et al., 2021;
KOSEK et al., 2016).

As bases mecanicistas subjacentes a esse tipo de dor ndo sdo totalmente elucidadas
(KOSEK et al., 2016; RAJA et al., 2020). No entanto, baseado em diferentes evidéncias, 0s
mecanismos atualmente conhecidos podem ser divididos em trés principais categorias
(BULDYS et al., 2023) (Figura 4). A primeira inclui mecanismos supraespinhais, como uma
hiperexcitabilidade a estimulos sensoriais nocivos, hiperatividade e aumento da conectividade
entre as regides do cérebro responsaveis pela percep¢éo dolorosa (FITZCHARLES et al., 2021;
HASHMI et al., 2013). Além disso, uma diminuicdo da atividade e da conectividade das areas

cerebrais responsaveis pela inibicdo da dor (como diminuicdo da sinalizacdo GABAEérgica) e
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aumento da concentracdo de substancia P também s&o mecanismos supraespinhais observados
(FITZCHARLES et al., 2021). A segunda categoria inclui mecanismos espinhais, como
neuroplasticidade na medula espinhal, transmissdo sinaptica amplificada, diminuicdo da
atividade de interneurénios inibitorios espinhais e ativacdo do sistema imunoldgico entre as
células ndo neuronais (células gliais) na medula espinhal (FITZCHARLES et al., 2021,
HIRAGA et al., 2022; POPKIROV et al.,, 2020). A terceira categoria inclui mecanismos
periféricos relacionados a uma super expressdo de receptores e canais i6nicos nos nociceptores
e a um acoplamento entre os sistemas nervosos periférico e simpatico (FITZCHARLES et al.,
2021). Dessa forma, os sintomas observados na dor nociplastica englobam uma dor multifocal
generalizada ou intensa, ou ambas, bem como sintomas comdrbidos, como fadiga, disturbios
do sono, distarbios cognitivos, hipersensibilidade a estimulos ambientais, ansiedade e humor
deprimido (FITZCHARLES et al., 2021; KOSEK et al., 2016).

Fibromialgia
Sindrome de dor complexa regional
___ Sindrome do intestino irritdvel

Sem lesdo neural

Sem inflamacgéo

§ neurotransmissores inibitorios
1 neutrotransmissores excitatorios
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Sensibilizacao central Sensibiliza¢do periférica

Figura 4 — Mecanismos da dor nociplastica. Nao ha estimulo nocivo ou inflamagéo detectavel ou dano ao
sistema nervoso. A dor nociplastica consiste em uma amplificacdo sensorial anormal ocasionada por diferentes
alteragcBes moleculares a nivel de sistema nervoso periférico e central. Partes da Figura foram elaboradas usando
imagens da Servier Medical Art, fornecidas pela Servier, licenciadas sob uma licenca ndo-portada Creative
Commons Attribution 3.0.
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Dessa maneira, além do alivio da dor, o tratamento da dor nocipléstica deve incluir a
melhoria da funcdo e o alivio das comorbidades (FITZCHARLES et al., 2021). Os tratamentos
para a dor nociplastica sdo idealmente multimodais, compreendendo terapias nao
farmacologicas e farmacoterapia. Analgésicos tradicionais, como relaxantes musculares, anti-
inflamatorios ndo esteroidais, paracetamol e opidides, sdo menos eficazes para a dor
nociplastica do que para a dor inflamatoria. Alguns medicamentos receberam aprovagdo
regulatdria para algumas condigdes nociplasticas, por exemplo, gabapentindides. No entanto,
0s mecanismos patofisiolégicos que contribuem para a dor nociplastica ainda sdo escassos, e
0os medicamentos atualmente aprovados para o seu tratamento ndo apresentam um efeito
clinicamente satisfatorio (FITZCHARLES et al., 2021).

2.2.1.4 Dor Neuropética

A dor neuropética € conhecida por ser uma dor que ndo é protetora, e sim mal-
adaptativa, resultante do funcionamento anormal do sistema nervoso. Esse tipo de dor ndo é
consequéncia de um sintoma de algum distarbio, mas sim de um estado de doenca patologico
capaz de causar lesdes no sistema nervoso somatossensorial (FINNERUP; KUNER; JENSEN,
2021; SCHOLZ et al., 2019). A dor neuropatica pode ser resultado de lesdes centrais, resultante
de um acidente vascular cerebral ou esclerose multipla ou lesdes periféricas, ocasionadas por
traumas mecanicos, doengas metabdlicas como o diabetes, produtos quimicos neurotdxicos e
infeccdo, bem como, associados ao proprio cancer ou ao tratamento quimioterapico, entre
outros (COSTIGAN; SCHOLZ; WOOLF, 2009; DEVOR, 2013; FINNERUP; KUNER,;
JENSEN, 2021; GILRON; BARON; JENSEN, 2015). A dor neuropética é frequentemente
caracterizada por sintomas comuns de um estado doloroso como alodinia e hiperalgesia e
sintomas peculiares, como parestesia (sensacdes cutaneas, como frio, calor, formigamento,
agulhadas e adormecimento) e disestesia (enfraquecimento ou alteracdo na sensibilidade dos
sentidos, como do tato) (COLLOCA et al., 2017; DEVOR, 2013; FINNERUP; KUNER,;
JENSEN, 2021).

Uma lesdo ou doenca do sistema nervoso somatossensorial leva a uma transmissao
alterada e desordenada dos sinais sensoriais. Quando um dano é gerado no sistema nervoso
somatossensorial, alteracfes estruturais e funcionais dos nociceptores sdo observadas. Por
exemplo alteragdes em canais i6nicos, com aumento da fungdo dos canais de Na* levando ao
aumento da excitabilidade neuronal, juntamente com uma perda de canais de K*, que
normalmente contribuem para modular a atividade neuronal (BANNISTER et al., 2020;
COLLOCA et al., 2017; COSTIGAN; SCHOLZ; WOOLF, 2009). Além disso, no terminal
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central dos nociceptores, ocorre um aumento na expressido e funcdo de canais de Ca®*,
aumentando a liberagdo de neurotransmissores excitatorios. Essas alteragdes moleculares nos
nociceptores desencadeiam potenciais de a¢éo ectopicos, onde as fibras danificadas ou intactas
se tornam hiperexcitaveis. Ao passo que a sensibilizacdo periférica induz a formacdo de
descargas ectdpicas, multiplas alteracbes podem estar ocorrendo centralmente, incluindo um
desequilibrio entre a sinalizagdo central excitatoria e inibitdria, de modo que os interneurénios
inibitdrios e o sistema de controle descendente da dor figuem comprometidos. Além disso,
ocorre uma regulacéo negativa dos receptores opioides e GABA e dos interneur6nios no corno
dorsal da medula espinhal, resultando na “desinibi¢ao” da dor e facilitando a transmisséo de
sinais sensoriais a nivel de SNC (COLLOCA et al., 2017; COSTIGAN; SCHOLZ; WOOLF,
2009; DEVOR, 2013; FINNERUP; KUNER; JENSEN, 2021; WOOLF, 2010) (Figura 5).
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Figura 5 — Mecanismos da dor neuropética. Diferentes condi¢fes podem afetar o sistema nervoso periférico ou
central, como acidente vascular cerebral (AVC), esclerose maltipla, traumas mecanicos, infecgdes virais (HIV e
herpes), antiretrovirais, quimioterapicos ou cancer e causar a dor neuropatica. Apés a lesdo nervosa sdo observadas
diferentes alteracBes nas fibras periféricas, ganglio da raiz dorsal, medula espinhal e cérebro, que facilitam a
transmisséo de sinais sensoriais a nivel de sistema nervoso periférico e central. Adaptado de Meacham et al. (2017).
Partes da Figura foram elaboradas usando imagens da Servier Medical Art, fornecidas pela Servier, licenciadas
sob uma licenga ndo-portada Creative Commons Attribution 3.0.

Atualmente estima-se que cerca de 5-7% da populagdo mundial sofra de dor
neuropatica (BANNISTER et al., 2020; SCHOLZ et al., 2019). Embora sua prevaléncia seja
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alta, o tratamento para pacientes que sofrem de dor neuropatica muitas vezes nao sao bem-
sucedidos e muitos ndo recebem analgesia eficaz no seu regime de tratamento da dor, resultando
em uma grave incapacidade fisica e impactos negativos na qualidade de vida (BANNISTER et
al., 2020; FINNERUP; KUNER; JENSEN, 2021; TORRANCE et al., 2013). A dor neuropatica
se torna importante no cenario de pacientes diagnosticados com cancer, pois uma porcao
significativa de pacientes possui o risco de desenvolver essa condi¢do dolorosa devido a uma
lesdo neuronal induzida pelo proprio tumor ou sua metastase, ou devido as intervencdes
terapéuticas apOs o diagnostico (procedimentos cirurgicos, radioterapia e/ou tratamento
antineoplasico) (BENNETT et al., 2019; MANTYH, 2006).

2.2.1.5 Dor associada ao cancer

Dados da Organizacdo Mundial da Saiude demonstram que incidéncia do cancer vem
aumentando a cada ano, causando altas taxas de morbidade e mortalidade (WHO, 2020). Em
2020, cerca de 19,3 milhdes de novos casos e quase 10 milhdes de mortes por cancer ocorreram
no mundo todo (SUNG et al., 2021). Apesar da crescente prevaléncia do cancer, melhorias no
diagnostico e no tratamento tem resultado em um aumento significativo nas taxas de
sobrevivéncia, de modo que mesmo 0s pacientes diagnosticados com cancer avancado
sobrevivem anos ou décadas ap6s o diagnostico inicial (MANTYH, 2006; SUNG et al., 2021).
Embora a dor associada ao cancer ¢ um dos sintomas iniciais mais comuns que resulta no seu
diagndstico, 0 termo “dor do cancer” pode ser sugestivo, uma vez que essa dor pode ser
ocasionada por diversos fatores que podem englobar mecanismos inflamatdrios e neuropaticos
(BENNETT et al., 2019; MANTYH, 2006).

A dor associada ao cancer pode estar relacionada a uma leséo neuronal direta pelo
tumor primario ou metastases ou mediadores derivados de células tumorais e inflamatorias,
capazes de ativar e sensibilizar os nociceptores (BENNETT et al., 2019; MANTYH, 2006).
Além disso, em pacientes com cancer, ser submetido a uma cirurgia ou receber regime de
tratamento completo de radioterapia ou quimioterapia € um dos fatores mais importantes na
determinacdo da sobrevivéncia (BENNETT et al., 2019; MANTYH, 2006). No entanto, a
neurotoxicidade sobre os neurbnios periféricos e a dor que 0s acompanha sdo 0s principais
efeitos adversos da radioterapia e de muitos agentes antineoplasicos, incluindo taxanos (por
exemplo, paclitaxel e docetaxel), alcaldides da vinca (por exemplo, cisplatina e oxaliplatina) e
inibidores da aromatase (por exemplo, anastrozol, letrozol e exemestano) (BENNETT et al.,
2019; COLVIN, 2019; LAROCHE et al., 2014; STAROBOVA,; VETTER, 2017; WAS et al.,
2022).
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As estratégias de manejo da dor em pacientes com cancer sdo consideradas um desafio
clinico, e incluem equilibrar a dor e os efeitos adversos da analgesia para melhorar a qualidade
de vida (BENNETT et al., 2019; OLDENMENGER et al., 2009). A utilizacdo da escada
analgesica foi primeiramente recomendada pela Organizacdo Mundial da Saude como
protocolo de tratamento para proporcionar alivio da dor em pacientes com cancer
(VENTAFRIDDA et al., 1985). Ao longo dos anos, essa via analgésica sofreu diversas
modificacdes e atualmente é aplicada no tratamento da dor associada ao cancer, mas também
em condicdes dolorosas agudas e cronicas ndo oncologicas, como distarbios
musculoesqueléticos degenerativos, distlrbios de dor neuropética e outros tipos de dor crbnica
(ANEKAR; HENDRIX; CASCELLA, 2023). Embora a eficacia da escada analgésica seja
discutivel, ela fornece uma abordagem simples capaz de reduzir a morbidade relacionada a dor
em 70-80% dos pacientes (ANEKAR; HENDRIX; CASCELLA, 2023; ORHAN et al., 2008).
Dependendo do grau da dor relatada pelos pacientes, a escada analgésica pode englobar desde
anti-inflamatorios ndo esteroidais até opioides fracos ou fortes, sempre na presenca ou ndo de
medicamentos adjuvantes (ANEKAR; HENDRIX; CASCELLA, 2023). Os medicamentos
adjuvantes referem-se a um conjunto vasto de farmacos que podem ser Uteis em varias
condicGes dolorosas, e por isso, também sdo conhecidos como co-analgésicos e podem incluir
a classe de antidepressivos triciclicos, inibidores da recaptacdo de serotonina-norepinefrina,
anestésicos e terapias topicas, entre outros (ANEKAR; HENDRIX; CASCELLA, 2023;
DWORKIN et al., 2007; MOULIN et al., 2007). Além disso, estratégias ndo farmacoldgicas
sdo fortemente recomendadas para tratar a dor associada ao cancer. Apesar de ainda existir
inimeras questBes preocupantes a respeito da utilizacdo da escada analgésica, ela ainda
continua a ser uma ferramenta essencial para os médicos no tratamento da dor relacionada com
o cancer (CUOMO et al., 2019). No entanto, sdo necessarias mais pesquisas para melhor
compreender como o protocolo de utilizacdo da escada analgésica pode ser aperfei¢coado para
proporcionar alivio eficaz e seguro da dor em pacientes com cancer (CRUSH et al., 2022).

Atualmente, a necessidade clinica em suprimir ou amenizar os sintomas dolorosos séo
dificilmente atendidas, e o sofrimento pessoal e 0s custos econémicos sociais da dor associadas
ao cancer sao substanciais (BENNETT et al., 2019; MANTYH, 2006; TENTI et al., 2020).
Dessa maneira, a elucidacdo dos mecanismos e vias subjacentes relacionadas dor associada ao
cancer, seja ela causada pelo préprio tumor e suas metastases ou pelas intervencdes terapéuticas
(procedimentos cirurgicos, radioterapia e tratamento antineoplasico) sdo fundamentais para o
desenvolvimento de tratamentos que visam especificamente as causas subjacentes, e ndo apenas
os sintomas (SCHOLZ; WOOLF, 2002; WOOLF, 2020).
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2.2. DOR ASSOCIADA AOS INIBIDORES DA AROMATASE

O céancer de mama é o cancer mais prevalente entre as mulheres, com incidéncia
mundial de 11,7% (2,3 milhdes de novos casos) e responsavel por 15,5% das mortes por cancer
no ano de 2020 (SUNG et al., 2021). Apesar da alta taxa de mortalidade anual, mulheres
diagnosticadas com cancer de mama apresentam uma sobrevida de cinco anos superior a 80%,
principalmente devido & deteccédo precoce e as melhorias na abordagem terapéutica (HAMOOD
et al., 2018; MILLER et al., 2016). No entanto, as pacientes com cancer de mama podem
desenvolver sintomas deletérios, que levam a incapacidade e reducdo da qualidade de vida
(HAMOOD et al., 2018). Entre os sintomas apresentados pelas pacientes, a dor cronica é
relatada em 74% dos casos (HAMOOD et al., 2018), e pode ser originaria do proprio tumor,
procedimentos cirurgicos, ou tratamentos oncoldgicos (ALMEIDA et al., 2020; BENNETT et
al., 2019; BRUSCO et al., 2017; FUSI et al., 2014).

Com base na expressdo de receptores de estrogénio, receptores de progesterona ou
receptores para o fator de crescimento epidérmico humano tipo 2 (HER2, do inglés Human
epidermal growth factor receptor-type 2), o cancer de mama é dividido em trés subtipos
principais: Receptor hormonal positivo (estrogénio e/ou progesterona), HER-2 positivo ou
cancer de mama triplo negativo (auséncia dos trés receptores) (LOIBL et al., 2021). O cancer
de mama positivo para os receptores hormonais (estrogénio e/ou progesterona) é o mais
prevalente entre os 3 subtipos principais, acometendo 70% das pacientes (WAKS; WINER,
2019). A terapia enddcrina adjuvante, que neutraliza o crescimento tumoral promovido pelo
horménio estrogénio, é a principal terapia sistémica para o cancer de mama hormonal e as
opcOes de terapia diferem com o climatério das mulheres (pré- ou pds-menopausa) (WAKS;
WINER, 2019). Para mulheres po6s-menopausa, a terapia enddcrina adjuvante inclui
principalmente os inibidores da aromatase (IAs) de terceira geracdo, sendo mais comumente
prescritos o anastrozol (64%), letrozol (48%) e o exemestano (31%) (GIBSON et al., 2009;
NYRORP et al., 2016; WAKS; WINER, 2019). Essa classe de drogas tem como mecanismo de
acao inativar a aromatase, enzima que catalisa a conversdo de androgenos em estrdégenos,
principalmente em locais extra gonodais, como glandulas supra-renais, pele, musculos e tecido
adiposo (NABHOLTZ, 2008). Portanto, a inibicdo da enzima aromatase tende a potencializar
a privacdo do estrogénio no tecido periférico, relacionando a uma condi¢cdo de menopausa
espontanea (NABHOLTZ, 2008). Os IAs podem ser utilizados como terapia priméria e nesse
caso, sdo recomendados por pelo menos cinco anos apos o diagndstico ou podem ser usados
como terapia sequencial ou estendida com tamoxifeno (2 a 3 anos subsequentes) (BURSTEIN
etal., 2019; NYROP et al., 2016; TENTI et al., 2020).
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A terapia endocrina adjuvante é considerada um tratamento seguro e promissor para
mulheres diagnosticadas com cancer de mama positivo para receptores hormonais (TENTI et
al., 2020). Entre as terapias adjuvantes aprovadas atualmente, os 1As apresentam maior eficacia
antitumoral e melhor perfil de seguranca, assim, a utilizacdo dessa classe ¢ amplamente
recomendada na prética clinica (HERSHMAN; LOPRINZI; SCHNEIDER, 2015). Embora o0s
IAs sejam amplamente utilizados, aproximadamente um ter¢o dos usuarios relatam uma série
de efeitos adversos significativos durante o periodo de tratamento, os quais podem incluir
disturbios sexuais, exacerbacdo dos sintomas da menopausa (declinio da densidade mineral
Ossea, ondas de calor, distarbios do sono, fadiga e dores musculoesqueléticas), sofrimento
emocional, ansiedade e depressao, funcdo cognitiva prejudicada, eventos cardiovasculares e
musculoesqueléticos (HENRY et al., 2008; HERSHMAN; LOPRINZI; SCHNEIDER, 2015;
LAROCHE et al., 2014; TENTI et al., 2020; WAKS; WINER, 2019). Os sintomas
musculoesqueléticos dolorosos, caracterizados por rigidez matinal, dores articulares, mialgia e
diminuicdo da forca, parecem ser sintomas diarios preponderantes nesses pacientes (HENRY
et al., 2008; TENTI et al., 2020). Em alguns casos, esses sintomas dolorosos podem ser
reconhecidos como dor articular (36%), dor difusa (22%), tendinite (22%), dor mista (11%) ou
neuropatica (9%) (CREW et al., 2007; HENRY et al., 2008; LAROCHE et al., 2014). A falta
de efeito analgésico de algumas classes de medicamentos e a persisténcia de sintomas dolorosos
diarios impactam significativamente na qualidade de vida dos pacientes e diretamente na adesédo
ao tratamento, levando a pelo menos um quarto dos pacientes a descontinuar a terapia (CREW
etal., 2007; HENRY et al., 2008). Portanto, estudos que objetivem intervencdes para aliviar 0s
sintomas dolorosos nesses pacientes sdo indispensaveis e destaca uma oportunidade para um
futuro direcionamento terapéutico que possa controlar a intensidade da dor associada aos 1As,
e consequentemente melhorar a adesdo ao tratamento.

A génese da dor associada ao uso dos IAs ndo esta clara, mas pode ser atribuida por
varios fatores: privacdo do estrogénio, terapia hormonal prévia e/ou quimioterapia a base de
taxanos (por exemplo, paclitaxel e docetaxel), artralgia pré-existente ou procedimento cirurgico
apos o diagnostico de cancer de mama (mastectomia parcial ou total) (CREW et al., 2007;
GAILLARD; STEARNS, 2011; LAROCHE et al., 2014; SCHUG et al., 2019; TENTI et al.,
2020). Além disso, abordagens farmacologicas que atenuam sintomas dolorosos fortemente
similares aos causados pelos 1As sdo ineficazes para aliviar a dor relatada pelos usuarios dos

IAs (CREW et al., 2007). Assim, elucidar os mecanismos e vias subjacentes a esta condi¢édo
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dolorosa em modelos experimentais pode ter um potencial translacional para desenvolver novos
alvos com foco no tratamento dos sintomas de dolorosos associados ao uso dos IAs.

Alguns mecanismos tém sido propostos para explicar os sintomas dolorosos
associados ao uso dos IAs, entre eles a capacidade dessa classe em modular a excitabilidade
dos neurdnios sensoriais (ROBARGE et al., 2016), o qual parece ser um mecanismo dependente
da estimulacdo direta dos IAs ao TRPAL (FUSI et al., 2014). Embora os autores sugiram que o
TRPAL ¢ o principal mediador dos mecanismos nociceptivos dos IA, a concentracéo de 1A
necessaria para sua ativacdo in vitro € maior do que aquela encontrada no plasma de pacientes
(FUSI et al., 2014), sugerindo que outros fatores pré-algésicos e alvos farmacoldgicos estéo
contribuindo na sensibilizagdo do TRPAL nesse modelo de dor. De fato, estudos anteriores
relataram que o peroxido de hidrogénio (H202, agonista endogeno do TRPAL) e
androstenediona (substrato de aromatase e agonista do TRPAL) sdo considerados mediadores
adicionais que contribuem na sensibilizagdo do TRPAL e nos sintomas dolorosos associados ao
uso dos IAs (DE LOGU et al., 2016; FUSI et al., 2014). Além disso, a funcdo alterada de outros
receptores, como 0 PAR;, e receptores B1 (B:R) e B2 (B2R) de cininas também parecem estar
contribuindo para o desenvolvimento dos sintomas dolorosos associado aos IA (BRUSCO et
al., 2023; FUSI et al., 2014). Portanto, os achados atuais indicam que fatores prd-algésicos
adicionais ou vias de sinalizagdo que possam ativar ou sensibilizar o TRPAL ou outros membros
da superfamilia dos TRPs, como por exemplo 0 TRPV4, podem estar atuando em conjunto com
0s 1As para desencadear tais sintomas dolorosos.

Os canais TRPAL e 0 TRPV4 estdo envolvidos no desenvolvimento e manutencdo da
dor em vérios modelos, como aqueles induzidos por quimioterapicos ou sintomas dolorosos
associados a tumores (ALESSANDRI-HABER et al.,, 2004; ALMEIDA et al., 2020;
ANTONIAZZI etal., 2019; BRUSCO et al., 2020; COSTA et al., 2018; DE LOGU et al., 2021;
MATERAZZI et al., 2012; NASSINI et al., 2011; TREVISAN et al., 2013). Além disso,
evidéncias tém sugerido que as cininas e seus B2R e/ou B:R desempenham um papel critico na
neuropatia periférica induzida por antineoplasicos e na dor causada por alguns tipos de cancer
(BRUSCO et al., 2017, 2023; BUJALSKA; TATARKIEWICZ; GUMULKA, 2008; COSTA
etal., 2011; FUJITA et al., 2010). Ambos B2R e B1R sdo co-localizados com os canais TRPA1
e TRPV4 em fibras aferentes primarias, e sdo capazes de modular a transmisséo de estimulos
dolorosos (JORDT et al.,, 2004; MA; HEAVENS, 2001; RODRIGUES; RUVIARO;
TREVISAN, 2022; STORY et al, 2003; VAY; GU; MCNAUGHTON, 2012;
WOTHERSPOON; WINTER, 2000). Além disso, a ativa¢cdo de ambos o0s receptores de cininas

em neurdnios sensoriais podem mediar a sensibilizacdo intracelular do canal TRPAL e do canal
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TRPV4, e contribuir para o desenvolvimento e manutencdo de diferentes modelos de dor
(BANDELL et al., 2004; BAUTISTA et al.,, 2006; COSTA et al., 2018; FERREIRA; DA
SILVA; CALIXTO, 2004; MEOTTI et al., 2017; WANG et al., 2008b).

Assim, os canais TRPAL e TRPV4 atuam como sensores de alteracdes extracelulares
e intracelulares, tornando-os potenciais alvos terapéuticos para o tratamento da dor patoldgica.
Dessa maneira, é plausivel sugerir que o TRPAL e 0 TRPV4 e sua sensibilizagdo intracelular
mediada pelos B2R e BiR possam atuar em conjunto para sustentar os sintomas dolorosos

induzidos pelos Als, como o anastrozol.

2.3 CININAS E SEUS RECEPTORES

O sistema cinina-calicreina é considerado uma complexa cascata multienzimatica
(LEEB-LUNDBERG et al., 2005). Esse sistema € essencial em processos fisiologicos e
patoldgicos, como inflamacdo, vasodilatacdo, contracdo do mdasculo liso, cardioprotecéo,
permeabilidade vascular, controle da pressdo arterial, coagulacdo e dor (KASHUBA et al.,
2013). O sistema cinina-calicreinas é constituido por interacdes complexas entre seus varios
componentes: calicreinas (enzimas teciduais e plasmaticas envolvidas na sintese de cininas),
cininogénios (glicoproteinas percursoras de cininas), cininases (enzimas que metabolizam as
cininas), as préprias cininas e seus receptores (BzR e BiR) (DUTRA, 2017; MARCEAU,
REGOLI, 2004) (Figura 6).



48

Clivagem
Proteolitica

EH

Fator XII TSRS
{ v
Fator XIla [ J
= y —> =

D1 Y] VDA ERIRAFRLT
£ V. Vb y. R ['
W \ D14 D24 DLV
|
3 E B E
Cininogénio de alto peso molecular Cininogénio de baixo peso molecular
(120 kDa) (6875 kDa)

BN Pro  Pro  Gli | Fen [IS&f Pro  Fen [ Arg | ‘Midasesi Lis Pro  Pro  Gli [ Fen
Bradicinina Calidina
Cininase I1 ~\_Cininase I Cininase 1~ Cininase 11
\ /
ECA (ECA)
e v v
Pro  Pro  Gli | Fen IS Pro  Fen Lis Pro  Pro  Gli [ Fen Pro _ Fen
I
o Des-Arg’-Bradicinina (DABK) Des-Arg'’-Calidina (DAKd) =B
Peptideos inativos Peptideos inativos
Bradicinina
Calidina
Membrana
Plasmatica

R B D

PLC

Transmissao da dor

~~" Despolarizagio
da membrana

Citosol e

Pi o0
»»»»» X DX e €0 e e e e ( X DR
........ X OO A A6 X
Qe YcG
A\ A - CGRP ®e
A %o ry e SP
TRPs Canais iénicos controlados Liberagdo de neuropeptideos

por voltagem

Figura 6. Cininas e seus receptores. A conversao do fator XIl em fator Xlla, medeia a ativa¢do da pré-calicreina
em calicreina, iniciando a producéo das cininas. Os cininogénios sdo substratos para a formacéo das cininas pela
acdo de enzimas cininogenases, como a calicreina plasmatica e a tecidual. A calicreina plasmatica age sobre o
cininogénio de alto peso molecular formando a bradicinina, enquanto a calicreina tecidual age sobre o cininogénio
de baixo peso molecular formando a calidina. Uma vez formadas, as cininas podem ser metabolizadas pelas
cininases. As cininases | metabolizam as cininas, bradicinina e calidina, formando os metabdlitos ativos des-Arg®-
bradicinina (DABK) e des-Arg!®-calidina (DAKd). Enquanto as cininases Il (ou conhecida como enzima
conversora de angiotensina - ECA) transformam a bradicinina ou a calidina em fragmentos inativos. Além disso,
a calidina pode ainda ser convertida em bradicinina pela acdo de aminopeptidases. Uma vez produzidas as cininas,
bradicinina e a calidina, exercem seus efeitos pela ativacdo dos B2R, ao passo que seus metabdlitos ativos des-
Arg, ativam o BiR. A ativacdo B2R e B1R subtipo Goq leva a ativacéo da fosfolipase C (PLC) que hidrolisa o PIP;
em diacilglicerol (DAG) e trifosfato de inositol (IPs). O IP; promove a liberacdo de célcio (Ca?*) do reticulo
endoplasmatico. Ambos Ca?* e DAG podem ativar a proteina quinase C (PKC). DAG pode ser hidrolisado pela
DAG lipase, levando a formagao da &cido araquiddnico (AA). Além disso, a fosfolipase A2 (PLA;) pode hidrolisar
os fosfolipidios de membrana, gerando o AA. O AA formado é convertido pela ciclooxigenase (COX) e
lipooxigenase (LOX) em inimeros metabolitos. A producéo e o acimulo dos segundos mensageiros sdo capazes
de causar a fosforilagdo de diferentes canais idnicos, estimulando o influxo de ions para dentro das células,
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despolarizacdo da membrana e os potenciais de acdo a jusante para a transmissdo central da dor. Adaptado de
Moreau et al. (2005), Kashuba et al. (2013) e Geppetti et al. (2015). Partes da Figura foram desenhadas usando
imagens da Servier Medical Art da Servier, licenciadas sob uma licenga Creative Commons Attribution 3.0 néo
portada.

Esse sistema é iniciado pela conversdo do fator XII em fator Xlla, o qual medeia a
ativacdo da pré-calicreina em calicreina plasmatica, e dessa maneira se inicia a producdo das
cininas (Figura 6) (KASHUBA et al., 2013). Os cininogénios séo considerados substratos para
a formacdo das cininas pela acdo de enzimas cininogenases, como a calicreina tecidual e a
plasmatica (KASHUBA et al., 2013; LEEB-LUNDBERG et al., 2005). A calicreina plasmatica
age sobre o cininogénio de alto peso molecular, formado por seis dominios onde o D1-D3
incluem a cadeia pesada e 0 D5-D6 a cadeia leve, essas cadeias sao ligadas por D4 que contém
a sequéncia da bradicinina. Ja a calicreina tecidual age sobre o cininogénio de baixo peso
molecular, constituido por cinco dominios, D1-D3 incluem a cadeia pesada e o D5 a unica
cadeia leve presente. As duas cadeias também sdo ligadas por D4, que inclui a sequéncia
conhecida por calidina (MOREAU et al., 2005) (Figura 6).

Uma vez formadas, bradicinina e a calidina podem ser metabolizadas por peptidases,
conhecidas como cininases. As cininases | (carboxipeptidases M e N) removem aminoacidos
terminais da bradicinina e da calidina formando os metabdlitos ativos des-Arg®-Bk (DABK) e
des-Arg'°-calidina (DAKd), respectivamente (CASSIM; MODY; BHOOLA, 2002;
KASHUBA et al., 2013). Enquanto s cininases Il (também conhecida como enzima conversora
de angiotensina I, ECA) transformam a bradicinina e a calidina em fragmentos inativos
(KASHUBA et al., 2013; MOREAU et al., 2005). No entanto, a calidina pode ainda ser
convertida em bradicinina pela acio de aminopeptidases (GUIMARAES et al., 1973). Uma vez
produzidas as cininas, bradicinina e a calidina, exercem seus efeitos pela ativacdo dos B2R, ao
passo que seus metabdlitos ativos des-Arg, ativam os B:R (LEEB-LUNDBERG et al., 2005;
MOREAU et al., 2005) (Figura 6).

Os B2R e BiR pertencem a grande familia de GPCRs, subtipo Goaq (LEEB-
LUNDBERG et al., 2005). Sua estimulacdo resulta na producdo de segundos mensageiros
intracelulares, a partir da ativacdo da fosfolipase C (PLC, do inglés phospholipase C), que
hidrolisa o fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP,, do inglés phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate) em diacilglicerol (DAG) e trifosfato de inositol (IP3, do inglés inositol
trisphosphate) (Figura 6). O IP; promove a liberacdo de Ca?* do reticulo endoplasmatico, e
ambos Ca** e DAG ativam a PKC, localizada na superficie da membrana plasmatica e ao ser

ativada é capaz de fosforilar diferentes proteinas-alvo. O DAG também pode ser hidrolisado
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pela DAG lipase para gerar 2-araquidonoliglicerol seguido pela formagdo do AA dependente
da acdo do monoacilglicerol lipase (LEEB-LUNDBERG et al., 2005, MOHAMMAD
NEZHADY; RIVERA; CHEMTOB, 2020). Além disso, a estimulagdo dos GPCRs subtipo Gaq
também pode gerar a ativagéo da fosfolipase Az (PLAz, do inglés phospholipase A2), a qual é
capaz de hidrolisar fosfolipidios de membrana, gerando o AA. Uma vez formado, o AA pode
ser convertido pelas enzimas ciclooxigenase (COX) e lipooxigenase (LOX) em prostaglandinas
e leucotrienos, respectivamente (Figura 6) (LEEB-LUNDBERG et al., 2005).

A principal diferenca entre os dois tipos de receptores de cininas esta no padréo de
expressao dessas proteinas (LEEB-LUNDBERG et al., 2005; MOREAU et al., 2005). Os B2R
sdo expressos constitutivamente na superficie celular de varios tecidos (por exemplo, sistema
nervoso gastrointestinal, cardiovascular, respiratério, geniturinério, periférico e central)
(MOREAU et al., 2005), mediando diferentes acdes das cininas na nocicep¢do e na resposta
inflamatoria (FERREIRA et al., 2002; MOREAU et al., 2005). Por outro lado, B1R séo
normalmente sub expressos e regulados positivamente durante algum processo inflamatério
(DUTRA, 2017). Evidéncias demonstram que 0 B1R pode ser expressos constitutivamente em
neurdnios de pequeno e médio diametro e fibras C peptidérgicas ou ndo peptidérgicas (MA,
2001; MA; HILL; SIRINATHSINGHJI, 2000). Além disso, a expressao constitutiva ndo
neuronal do B+R inclui células do sistema imunolégico (por exemplo macrofagos, fibroblastos
e neutrdfilos) e células endoteliais (EHRENFELD et al., 2006; SCHAEFFER et al., 2001). No
entanto, ambos receptores, B2R e B1R, séo expressos em estruturas importantes para modulagao
da dor, como nociceptores, DRG, neurbnios, nervo ciatico, medula espinhal, talamo, cértex
cerebral, hipotadlamo, células satélites, ganglios simpaticos, células gliais (astrécitos e
microglia) (BRUSCO et al., 2017; CALIXTO et al., 2004; COSTA et al., 2011; FERREIRA et
al., 2005; GROGER et al., 2005; MA, 2001; MARCEAU; REGOLI, 2004; NEGRAES et al.,
2015; SILVA et al., 2016).

Fisiologicamente, a agdo das cininas nas células endoteliais levam a sintomas cléssicos
de inflamacao, resposta vascular e dor no tecido lesionado (LEEB-LUNDBERG et al., 2005;
MARCEAU et al.,, 2020). Patologicamente, a ativacdo dos receptores de cininas pode
desencadear a nocicepgao esponténea, alodinia e hiperalgesia mecénica e térmica em humanos
e animais experimentais (BRUSCO et al., 2017; CALIXTO et al., 2004; COSTA et al., 2018;
WERNER et al., 2007). Os efeitos das cininas podem ser diretos ou indiretos, e estdo envolvidos
em diferentes condigdes dolorosas agudas e cronicas (BRUSCO et al., 2017; COSTA et al.,
2018; FERREIRA et al., 2008; MEOTTI et al., 2017; SILVA et al., 2016; WERNER et al.,
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2007). Indiretamente, quando o0s receptores de cininas sdo ativados por seus ligantes, eles
ativam diferentes cascatas de sinalizacdo intracelular, que por sua vez, séo capazes de fosforilar
outras proteinas (LEEB-LUNDBERG et al., 2005; MOREAU et al., 2005) (Figura 6). O
processo de fosforilacdo intracelular pode levar a uma variedade de respostas celulares, como
a sensibilizacdo de diferentes receptores envolvidos em processos dolorosos, como por exemplo
0s TRPs (MOCHLY-ROSEN; DAS; GRIMES, 2012). Dessa maneira, a ativacdo e/ou
sensibilizacdo dos TRPs constitui um evento secundario das cininas e de seus receptores nos
neurdnios sensoriais e contribui para diferentes condi¢des dolorosas (GEPPETTI et al., 2015;
PENG; POOLE; VELDHUIS, 2022).

2.4 RECEPTORES DE POTENCIAL TRANSITORIO (TRPS)

Os TRPs séo sensores celulares envolvidos em uma grande variedade de processos
celulares (ANDRADE; MEOTTI; CALIXTO, 2012). Atualmente, em mamiferos a familia de
canais TRPs consiste em 28 diferentes proteinas, as quais sdo divididas em 6 subfamilias
denominadas de acordo com a sua homologia e ndo em relagéo a funcionalidade (ANDRADE;
MEOTTI; CALIXTO, 2012). Todos os canais TRPs compartilham algumas semelhancas
estruturais, incluindo seis dominios transmembrana (TM1 a TM6) e um loop de formacéo de
poro entre 0 TM5 e TM6, o qual permite a passagem seletiva de cations. Além disso, 0s canais
TRPs possuem a por¢cdo amino (NH2)- e carboxi (COOH)-terminais localizadas
intracelularmente, podendo possuir comprimentos varidveis (VIANA, 2016; WILD;
MESSLINGER; FISCHER, 2015).

Os TRPs sdo amplamente distribuidos pelos tecidos, de modo que cada célula do corpo
provavelmente expresse um ou mais subtipos (CATERINA; PANG, 2016). Além disso, 0s
TRPs séo considerados sensores polimodais, uma vez que podem ser controlados por um
conjunto diversificado de estimulos fisicos, quimicos, variando de ions e pequenas moléculas
a calor, frio e estimulo mecéanico (CATERINA; JULIUS, 2001; JIANG; GAMPER; BEECH,
2011; RAMSEY; DELLING; CLAPHAM, 2006). Todos os TRPs atualmente conhecidos séo
considerados seletivos para cations (ions com carga positiva), com pouca ou nenhuma
permeabilidade anidnica (ions com carga negativa). No entanto, sua seletividade relativa entre
0s cations pode variar. Enquanto que a maioria dos TRPs sdo chamados de canais de cations
ndo seletivos, mostrando permeabilidade a ambos cations monovalentes (Na*) e divalentes
(Ca?" e magnésio, Mg?"), alguns sdo altamente seletivos para Ca?* ou Na* (CATERINA;
PANG, 2016).
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A entrada do fon Ca®" através dos canais TRPs contribui para mudancas nas
concentragOes de Ca?* intracelular e consequentemente é capaz de aumentar a atividade de
alguns canais TRPs ou modular a atividade praticamente todos eles (ANDRADE; MEOTTI;
CALIXTO, 2012; HO; LEE, 2015). A capacidade de muitos canais TRPs de mediar o influxo
de Ca?* em neurbnios, queratindcitos, melandcitos ou células imunes fornece um mecanismo
pelo qual esses canais influenciam na proliferacdo celular, diferenciacdo, citotoxicidade,
migracdo celular e uma série de outros processos relevantes para saude e na doenca
(CATERINA; PANG, 2016). Outra funcdo importante dos TRPs é na despolarizacdo da
membrana. Em neurénios sensoriais, a despolarizagdo neuronal mediada por TRPs em reposta
a uma série de estimulos quimicos, térmicos e mecénicos desencadeia o disparo do potencial
de acdo, levando a sensacao de dor, temperatura ou coceira (BASBAUM et al., 2009).

Dado a importancia do Ca?* intracelular na sinalizacdo de todos os tipos de células,
ndo é surpreendente que disfuncdes de canais permeéveis ao Ca®* sdo causadoras ou, pelo
menos, envolvidas na patogénese de véarias doencgas (NILIUS et al., 2007). As disfuncGes dos
TRPs sdo conhecidas como “canalopatias TRPS”, dado que um defeito no funcionamento do
canal é a causa direta da doenca e proporcionam uma gama de condi¢Bes patologicas. Por
exemplo, duas subfamilias de TRPs, mucolipina e policistina, foram identificadas como sendo
a causa direta de doengas hereditarias, como mucolipidose e doenca renal policistica,
respectivamente (NILIUS et al., 2014). Outro exemplo é a sindrome familiar de dor episddica,
caracterizada por uma mutacdo com ganho de funcdo para 0 TRPAL, ocasionando episddios de
dor debilitante principalmente na parte superior do corpo (KREMEYER et al., 2010). Mutacdes
que causam perda de funcdo do TRPV4 também estdo associadas a muitas doencgas graves,
como atrofia muscular escapulo peroneal espinhal, doenca de Charcot-Marie-Tooth e displasia
esquelética (NILIUS; VOETS, 2013), enquanto as muta¢des de ganho de funcédo torna o TRPV4
mutado sensibilizado a temperatura corporal (36,5°C -37,5°C) (NILIUS; VOETS, 2013). Esses
achados fornecem fortes evidéncias da importancia dos TRPs em diferentes condicdes
dolorosas, e identifica essa familia de canais como um potente alvo molecular para o tratamento
de diversas sindromes (ANDRADE; MEOTTI; CALIXTO, 2012; NILIUS et al., 2014).

2.4.1 TRPAle TRPV4

O TRPAL € o unico membro da subfamilia anquirina até agora identificado em
mamiferos. Originalmente, esse receptor era conhecido como proteina tipo-anquirina com
dominios transmembrana 1 (ANKTM1, do inglés ankyrin-like protein with transmembrane

domains protein 1), o qual foi primeiramente identificado em fibroblastos de pulméo fetal



53

humano (JAQUEMAR; SCHENKER; TRUEB, 1999). Estruturalmente, o TRPA1l é
considerado uma proteina tetramérica formada pela unido de quatro subunidades com seis
dominios transmembrana (TM1-TM®6) e inclui catorze a dezoito repeticbes de anquirina na
porcdo NH-terminal intracelular (Figura 7) (ANDRADE; MEOTTI; CALIXTO, 2012;
STORY et al., 2003). Uma vez que os outros TRPs podem variam de zero a oito repeticdes de
anquirina, o TRPAL torna-se um membro incomum entre a grande familia dos TRPs
(ANDRADE; MEOTTI; CALIXTO, 2012).
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FIGURA 7 — Estrutura do Receptor de Potencial Transitério Anquirina 1 e Vanildide 4. O Receptor de
Potencial Transitério Anquirina 1 (TRPAL) é uma proteina tetramérica formada pela unido de quadro subunidades
com seis dominios transmembranas (TM1-TM®6), e um loop de formacéo de poro na regido TM5-TM6 permitindo
a passagem de cations, como o calcio (Ca?*). Na porcédo amino (NH,)-terminal encontra-se repeti¢ces de anquirina
e residuos de cisteina (C) e lisina (K) fundamentais para agdo de agonistas eletrofilicos, bem como possiveis sitios
de fosforilacdo. Na regido carboxi (COOH)-terminal encontra-se o sitio de ligagdo do Ca?* e possiveis sitios de
fosforilagdo. Agonistas ndo-eletrofilicos agem sobre residuos de tirosina (T) ou serina (S) presentes no dominio
do poro formando ligagfes ndo-covalentes. O Receptor de Potencial Transitério Vaniloide 4 (TRPV4) é
constituido por seis dominios TM (TM1-TM6). Na regido NH,-terminal encontra-se seis dominios de anquirina e
possiveis sitios de fosforilagao e a porcdo COOH-terminal encontrada na regido TM6. Entre 0 TM3-TM4 encontra-
se residuos de tirosina (Y) e arginina (R) fundamentais para agao de agonistas derivados do forbol. No dominio de
formagdo do poro (TM5-TM®6) encontra-se residuos de tirosina aspartato (D) e metionina (M) importantes para a
seletividade e permeabilidade do Ca?". Adaptado de Viana et al. (2016) e White el al. (2016). Partes da Figura
foram desenhadas usando imagens da Servier Medical Art da Servier, licenciadas sob uma licenga Creative
Commons Attribution 3.0 ndo portada.

O TRPA1 é um canal de cation no seletivo, altamente permeavel ao Ca** (DOERNER
et al., 2007; ZURBORG et al., 2007) e aos cations divalentes [zinco (Zn?*) e cobre (Cu?*)], os

quais contribuem para a regulacdo do canal, uma vez que séo capazes de potencializar a

COOH
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atividade do canal através da interagdo com residuos de aminoacidos presentes na porcao
COOH-terminal (CORDERO-MORALES; GRACHEVA; JULIUS, 2011; SURA et al., 2012).

Sabe-se que baixas temperaturas (>17°c) e uma série de irritantes quimicos naturais,
industriais e ambientais sdo ativadores conhecidos do TRPA1 (ANDRADE; MEOTTI;
CALIXTO, 2012; NILIUS; APPENDINO; OWSIANIK, 2012). No entanto, vale ressaltar que
na presenca de dois canais idnicos (TRPV1 e TRPM3), o TRPAL demonstrou exercer um
importante papel na detec¢cdo aguda ao calor (VANDEWAUW et al., 2018). Muitos ativadores
do TRPAL sdo compostos eletrofilicos reativos, os quais podem ser encontrados naturalmente
em plantas pungentes ou picantes, como por exemplo o isotiacianato de alila (AITC, do inglés
allyl isothiocyanate) (ANDRADE; MEOTT]I; CALIXTO, 2012) ou em compostos industriais e
ambientais (ANDRADE; MEOTTI; CALIXTO, 2012; BESSAC et al., 2008; BLAIR et al.,
2016). A ativacdo do TRPA1 por compostos eletrofilicos ocorre devido a presenca de &tomos
de carbono ou enxofre eletrofilicos capazes de ligar covalentemente em grupos sulfidrilas
nucleofilicos, como os encontrados nos residuos de cisteina na por¢do NH.-terminal do
receptor, mecanismo conhecido como reacao de adicdo de Michael (EBERHARDT et al., 2014;
HINMAN et al., 2006; MACPHERSON et al., 2007).

Além disso, este canal é ativado por compostos algégenicos produzidos durante ou
apos dano tecidual e associados a condi¢cdes dolorosas como o 4-hidroxinonenal (4-HNE,
produto da peroxidacdo lipidica) (TREVISANI et al., 2007), lipideos oxidados, como a 15-
Deoxi-A 12, 14-prostaglandina J2 (15d-PGJ2) (CHEN; HACKOS, 2015), espécies reativas de
oxigénio, como H>O» ou espécies reativas de nitrogénio, como Oxido nitrico (NO)
(ANDERSSON et al., 2008, 2015; BESSAC et al., 2008). O TRPAL1 também pode ser ativado
através de mecanismos nao reativos, nos quais esses compostos nao induzem as modificacGes
covalentes, tais como o carvacrol (presente no orégano), alicina (encontrado no alho e cebola),
nicotina e muitos outros (ANDERSSON et al., 2011; ANDRADE; MEOTTI; CALIXTO, 2012,
CHEN; HACKOS, 2015). Drogas clinicamente relevantes, incluindo anestésicos gerais,
inibidores da aromatase (usados no tratamento do cancer de mama positivos para estrogénio),
diidropiridinas e alguns anti-inflamatdrios ndo esteroidais também sdo considerados ativadores
ndo eletrofilicos do TRPA1 (FAJARDO et al., 2008; FUSI et al., 2014).

Diversos estudos tém demonstrado que o TRPAL € amplamente expresso em células
neuronais e ndao neuronais. Em células neuronais, 0 mesmo é encontrado em fibras sensoriais
primarias e neurbnios do DRG, ganglio trigeminal e nodoso (ANDRADE; MEOTTI,
CALIXTO, 2012; GEPPETTI et al., 2008). Muitos neurbnios que expressam TRPA1 sdo
nociceptores que co-expressam o TRPV4 (ANDRADE; MEOTTI; CALIXTO, 2012;
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RODRIGUES; RUVIARO; TREVISAN, 2022; VAY; GU; MCNAUGHTON, 2012). A
estimulagdo dos nociceptores contendo TRPAL gera a liberagdo de neuropeptideos (CGRP e
SP) e uma série de respostas pro-inflamatdrias, como o recrutamento de células imunoldgicas,
produzindo vasodilatacdo e extravasamento plasmatico, fenbmeno denominado como
inflamacdo neurogénica (GEPPETTI et al.,, 2008). Dado que o TRPA1l é amplamente
distribuido no organismo, agonistas exdgenos e endogenos desse canal sdo capazes de mediar
diferentes respostas celulares e moleculares que estdo diretamente relacionados com diversos
estados dolorosos em roedores e humanos (ANDRADE; MEOTTI; CALIXTO, 2012; NILIUS
etal., 2007). Por esse motivo, 0 TRPAL € considerado um sensor polimodal de sinais biol6gicos
e sensor de estresse e danos teciduais (VIANA, 2016).

Ha diversos estudos demonstrando a participacdo do TRPAL em processos dolorosos
inflamatdrios agudos resultantes de incisdes cirurgica, feridas e lesbes térmicas ou processos
inflamatorios crénicos, como a gota, artrite, doencas autoimunes e outras doencas (ANDRADE;
MEOTTI; CALIXTO, 2012; ANTONIAZZI et al., 2018; DA COSTA et al., 2010; FIALHO et
al., 2020; SUGIYAMA; KANG; BRENNAN, 2017; TREVISAN et al., 2014). O TRPAl
também esta envolvido na dor neuropatica causada por lesdo do nervo, neuropatia diabética e a
neuropatia induzida por diversos quimioterapicos (paclitaxel, oxaliplatina e cisplatina)
(ANDERSSON et al., 2015; DE LOGU et al., 2017; MATERAZZI et al., 2012; NASSINI et
al., 2011). Assim, diversos antagonistas TRPA1 foram testados em diversas condi¢des
dolorosas agudas e crénicas em roedores, e apresentaram efeito antinociceptivo (BRUM et al.,
2019; DE LOGU et al., 2017; FERNANDES et al., 2016; MOILANEN et al., 2012;
TREVISAN et al., 2014).

Outro membro da familia dos TRPs que tém chamado atencdo como um alvo
importante para a transmissdo de estimulos dolorosos, é 0 TRPV4 (GARCIA-ELIAS et al.,
2014; KUMAR et al., 2018; RAJASEKHAR; POOLE; VELDHUIS, 2017; SHIBASAKI,
2020). O TRPV4 foi descrito pela primeira vez nos anos 2000 e recebeu diferentes nomes antes
da sua nomenclatura atual (GARCIA-ELIAS et al., 2014; LIEDTKE et al., 2000). Uma Unica
subunidade do TRPV4 consiste em seis regides TM1-TM6, sendo a porcdo NH-terminal
intracelular associada a regido TM1, constituida por seis dominios de anquirina, e a por¢ado
COOH-terminal encontrada na regido TM6. O dominio TM5-TM6 constitui a alga formada de
poro, que permite o fluxo de ions para dentro da célula, enquanto 0 TM3-TM4 parece compor
0 local de ligacdo aos agonistas, em particular para os compostos derivados do forbol
(GARCIA-ELIAS et al., 2014; VOETS et al., 2002) (Figura 7). Essas caracteristicas estruturais

sdo essenciais para a montagem e localizagdo do TRPV4, pois contribuem para a ativacéo e
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modulacdo desse receptor (YU et al., 2019). Além disso, 0 TRPV4 difere-se da sua subfamilia
vaniléide por apresentar um arranjo Unico de proteinas empacotadas no dominio TM1-TM4,
que sdo importantes para interacdes proteina-proteina decisivas (EVERAERTS; NILIUS;
OWSIANIK, 2010; INADA et al., 2012; PHELPS et al., 2008).

Inicialmente o TRPV4 foi descrito como um canal catiénico ndo seletivo permeével
ao Ca?* (LIEDTKE et al., 2000), mas atualmente é reconhecido como um receptor ionotrépico
polimodal permeavel a diferentes ions, como Ca?*, K*, Mg?" e Na* (GARCIA-ELIAS et al.,
2014; KUMAR et al., 2018). O TRPV4 é considerado um termo sensor ativado por temperaturas
guentes ndo nocivas (> 24-27 °C) (GULER et al., 2002; WATANABE et al., 2002b), e ao
contrario de outros canais TRP-termo, 0 TRPV4 foi originalmente reconhecido como um canal
“osmotico” ativado por turgescéncia celular induzida por hipotonicidade (LIEDTKE et al.,
2000). Além disso, estimulos mecanicos fisicos e fatores quimicos enddgenos e exdgenos,
como H202 (SURESH et al., 2015), endocanabindides (anandamida), AA e seus metabdlitos
(WATANABE et al., 2003), e derivados do forbol, como 4 alfa-forbol 12,13-didecanoato (4a-
PDD) (WATANABE et al., 2002a) sao ativadores bem estabelecidos do TRPV4 (GARCIA-
ELIAS et al., 2014).

O padrao de expressdo do TRPV4 ¢é considerado amplo, pois pode ser encontrado no
coragdo, artérias, pulmdo, pele, 0ssos, cérebro, bexiga urinéria, rim, intestino, figado, pancreas,
trato reprodutivo feminino, medula espinhal, neur6nios corticais, talamo e cerebelo, e células
do sistema imunolégico (por exemplos, macréfagos, neutréfilos e células dendriticas)
(EVERAERTS; NILIUS; OWSIANIK, 2010; KUMAR et al., 2018). Além disso, esse canal
também é encontrado em fibras sensoriais primarias, onde a proteina é amplamente expressa ao
longo dos ax6nios em direcdo as terminacfes nervosas periféricas e neurdnios do DRG, ganglio
trigeminal e nodoso (CHUNG; JUNG; OH, 2011; GARCIA-ELIAS et al., 2014; KUMAR et
al., 2018). Assim, sua extensa expressao por todo o corpo e a sua capacidade de interagir com
diferentes moléculas, justifica como o TRPV4 desempenha funcdes fisioldgicas e patologicas
importantes (KUMAR et al., 2018; YU et al., 2019).

Diversos estudos vém demonstrando a participacdo do TRPV4 em processos
inflamatdrios agudos resultantes de lesbes cutaneas ou viscerais (ALESSANDRI-HABER et
al., 2005, 2006; BRIERLEY et al., 2008; SIPE et al., 2008; TODAKA et al., 2004) ou processos
inflamatdrios cronicos, como artrites ou desordens temporomandibulares (CHEN et al., 2013;
DENADAI-SOUZA et al., 2012; O’CONOR et al., 2013). O TRPV4 também esta envolvido
na dor neuropatica causada por lesdo do nervo, neuropatia diabética ou neuropatia induzida por

diversos quimioterapicos (paclitaxel, vincristina e talidomida) (ALESSANDRI-HABER et al.,
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2004, 2008; CHEN; YANG; WANG, 2011; DE LOGU et al., 2020; DIAS et al., 2019; DING
et al., 2010; KUMAR et al.,, 2020; MATERAZZI et al., 2012; ZHANG et al., 2008).
Consequentemente, a inibicdo farmacologica ou genética do TRPV4 apresenta efeitos
antinociceptivos ou anti-inflamatorios em diversas condi¢des dolorosas agudas e cronicas em
roedores (DA, 2016; RODRIGUES; RUVIARO; TREVISAN, 2022).

A familia dos TRPs também €é conhecida por ser modulada por vias “operadas por
receptores”. Por exemplo, os GPCRs expressos em neurOnios aferentes primarios podem
utilizar os TRPs, como o TRPA1 e o TRPV4, como uma proteina efetora para amplificar a
transmissdo nociceptiva (CHEN; YANG; WANG, 2011; COSTA et al., 2018; GRANT et al.,
2007; IWATA etal., 2017, MEOTTI et al., 2017; PENG; POOLE; VELDHUIS, 2022; POOLE
et al., 2013; SCHEFF et al., 2022; VELDHUIS et al., 2015). De fato, evidéncias in vitro e in
vivo tém demonstrado que 0os GPCRs e 0s TRPs estdo interligados em uma complexa rede de
sinalizag&o intracelular, capazes de regular a sensacéo dolorosa, inflamacgéo e outros processos
fisiologicos (GEPPETTI et al., 2015; VELDHUIS et al., 2015).

2.4.1.1. TRPA1 e TRPV4 e sua interagdo com as cininas

Os GPCRs e 0s TRPs sdo proteinas de superficie celular encontradas em neurdénios
sensoriais envolvidos na deteccdo de estimulos nocivos, irritantes e inflamatérios (PENG;
POOLE; VELDHUIS, 2022; VELDHUIS et al., 2015). Atualmente, os TRPs sdo considerados
uma das principais proteinas efetoras da sinalizagdo dos GPCRs, pois 0 eixo GPCR-TRPs tém
sido considerados vital para a transmissdo da dor, coceira e inflamacdo neurogénica
(BASBAUM et al., 2009; VELDHUIS et al., 2015). Apds a ativacdo dos GPCRs, as vias
intracelulares ativadas podem convergir diretamente para os TRPs, levando a alteracdo da
atividade ou expressao do canal. Os eventos de sinalizacdo dos GPCRs podem gerar mediadores
que estimulam os TRPs (isto é, ativacdo do canal) ou melhorar suas respostas aos agonistas
TRPs (isto €, sensibilizacdo dos TRPs). Como resultado, os TRPs podem amplificar os efeitos
dos GPCRs e mediar suas contribuicbes para a transmissdo de processos dolorosos e
inflamatdrios (CLAPHAM, 2003; GEPPETTI et al., 2015).

A atividade do TRPA1 e do TRPV4 podem ser modulada por muitos GPCRs (subtipos
Gagq ou Gas), incluindo os receptores PAR2, glutamatérgicos, histaminas e cininas (B2R e B1R)
através de cascatas de sinalizagdo de segundos mensageiros (CENAC et al., 2010; CHEN;
YANG; WANG, 2011; GRANT et al., 2007; IWATA et al.,, 2017, MEOTTI et al., 2017,
VELDHUIS et al., 2015; ZHAO et al., 2014). Em sintese, a estimulacéo dos receptores B2R e
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B1R de cininas (GPCR subtipo Gaq) ativam a PLC que, por sua vez, cliva o PIP, em DAG e
IP3. O IP3 atua como um segundo mensageiro capaz de mediar a liberagdo do Ca?* armazenado
no reticulo endoplasmatico no citoplasma, enquanto o DAG atua como segundo mensageiro
que ativa a PKC, e inicia uma cascata de fosforilacdo e ativa multiplas proteinas alvo (Figura
8). A sinalizagdo da proteina Gaq também estimula a PLA>, enzima responsavel por mediar a
hidrélise de fosfolipideos de membrana e liberar &cidos graxos poliinsaturados, como 0 AA. As
enzimas, COX e LOX posteriormente convertem o AA em prostaglandinas e leucotrienos,
respectivamente (LEEB-LUNDBERG et al., 2005).

GPCR subtipo Gaq GPCR subtipo Gas
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CGRP

Canais i6nicos controlados
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Figura 8 - Mecanismo de sensibilizagdo intracelular dos Receptores de Potencial Transitorio pelos
Receptores acoplados a proteina G. A ativacdo de Receptores Acoplados a Proteina G (GPCR) subtipo Gag leva
a ativacdo da fosfolipase C (PLC) que hidrolisa o PIP, em diacilglicerol (DAG) e trifosfato de inositol (IP3). O IP3
promove a liberacdo de calcio (Ca?*) do reticulo endoplasmastico. Ambos Ca?* e DAG podem ativar a proteina
quinase C (PKC). DAG pode ser hidrolisado pela DAG lipase, levando a formagdo do acido araquidonico (AA).
Além disso, a fosfolipase A2 (PLA>) pode hidrolisar os fosfolipidios de membrana, gerando o AA. O AA formado
sofre acdo da ciclooxigenase (COX) e lipooxigenase (LOX), sendo convertido em inimeros metabolitos. A
ativacdo de GPCR subtipo Gas, ativa a adenilato ciclase (AC) que converte a adenosina trifosfato (ATP) em
monofosfato ciclico de adenosina (AMPc). Uma vez formada a AMPc, ocorre ativa¢do da proteina quinase A
(PKA). A producéo de segundos mensageiros dependentes de GPCRs subtipo Gag e Gas (Ca?*, PKC, metabdlitos
do AA e PKA) sdo agonistas intracelulares do TRPA1 e do TRPV4, que permitem a amplificacdo dos sintomas de
dolorosos. Adaptado de Chen et al. (2011) e Andrade et al. (2012). Partes da Figura foram desenhadas usando
imagens da Servier Medical Art da Servier, licenciadas sob uma licenca Creative Commons Attribution 3.0 ndo
portada.
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O TRPA1 pode ser sensibilizado por mecanismos intracelulares dependentes da
ativacdo de B2R e B:R (Figura 8) (BAUTISTA etal., 2006; CHOIl; HWANG, 2018; MEOTTI
et al., 2017; WANG et al., 2008a). De fato, estudos demonstram que a PKC dependente da
ativacdo dos receptores de cininas é capaz de fosforilar diferentes residuos de aminoacidos
intracelulares do TRPA1 e modular a sua ativacdo (VELDHUIS et al., 2015). Além disso, a
liberagdo de Ca®* dos estoques intracelulares e as substancias metabolizadas durante a hidrdlise
do AA, como o 15d-PGJ2, sdo sensibilizadores bem estabelecidos do TRPAL (Figura 8)
(ANDRADE; MEOTTI; CALIXTO, 2012; BAUTISTA et al., 2006; SCHMIDT et al., 2009;
WANG et al.,, 2008b; WENG et al.,, 2012). Assim, esses mecanismos potencialmente
interligados dependentes de receptores de cininas podem aumentar a atividade do TRPAL e/ou
o trafego para a membrana, permitindo a amplificacdo dos sintomas de dor (SCHMIDT et al.,
2009).

Além do TRPAL, os receptores de cininas podem modular a atividade do TRPV4
(COSTA et al., 2018). Estudos demonstraram que, uma vez acionadas as vias PLC e PKC, elas
sdo capazes de modular o TRPV4 por fosforilacdo de diferentes aminoacidos, localizados na
porcdo COOH-terminal, modulando a funcéo deste canal (FAN; ZHANG; MCNAUGHTON,
2009). Especificamente, a PKCe, uma isoforma dependente de Ca?* intracelular e DAG,
altamente expressa em neurbnios sensoriais apresenta um papel critico na sensibilizacédo
intracelular do TRPV4 (Figura 8) (COSTA et al., 2018; FAN; ZHANG; MCNAUGHTON,
2009). Além disso, mediadores intracelulares secundarios da ativacdo dos receptores de cininas,
como 0 AA, e seus metabdlitos sdo capazes de se ligar e ativar o TRPV4 (BERNA-ERRO et
al., 2017; WATANABE et al., 2003).

Os receptores B2R e BiR e 0 TRPAL e 0 TRPV4 séo constitutivamente expressos em
fibras aferentes primarias, e, portanto, estudos tém demonstrado que a interacdo entre esses
receptores modulam a transmissao nociceptiva (JORDT et al., 2004; MA; HEAVENS, 2001,
RODRIGUES; RUVIARO; TREVISAN, 2022; STORY et al, 2003; VAY; GU;
MCNAUGHTON, 2012; WOTHERSPOON; WINTER, 2000). Dessa maneira, evidéncias in
vitro e in vivo sugerem que os efeitos pro-algésicos das cininas podem ser mediados, pelo menos
em parte, pela sensibilizagdo intracelular do TRPA1 e do TRPV4, e contribuir para o
desenvolvimento e manutencdo de diferentes modelos de dor (BAUTISTA et al., 2006;
MEOTTI et al., 2017; SCHMIDT et al., 2009; WANG et al., 2008b).

Os IAs fazem parte do tratamento enddcrino adjuvante do cancer de mama positivo para
receptores hormonais e seu uso esta associado com o desenvolvimento de sintomas dolorosos,

o0s quais afetam a qualidade de vida dos pacientes e interferem na adeséo a terapia (GUPTA,;
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HENRY; LOPRINZI, 2020; LAROCHE et al., 2014; WAKS; WINER, 2019). Até o momento
0 envolvimento do TRPV4 e se as vias de ativacdo do B2R e BiR contribuem para a
sensibilizacdo dos canais TRPAL e o TRPV4 na dor induzida pelos 1As, como o anastrozol, sdo
desconhecidos. Embora a contribuicdo individual do TRPAL e dos receptores de cininas no
modelo de dor induzida por IA ja tenha sido esclarecida (BRUSCO et al., 2023; FUSI et al.,
2014), é plausivel sugerirmos que esses receptores possam estar atuando em conjunto,
convergindo em uma via nociceptiva comum e sustentando os sintomas dolorosos associados
ao uso do IAs. Se nossa hipotese for confirmada, o tratamento imediato e direcionado dos
sintomas algicos associados ao uso dos IAs podera contribuir para restabelecer a qualidade de
vida dos sobreviventes do cancer de mama e melhorar & adesdo dos pacientes a terapia,

contribuindo para o controle da doenca.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o envolvimento do TRPV4 e se a ativacdo dos receptores B, e B para cininas

contribuem para a sensibilizacdo dos canais TRPAL e TRPV4 no modelo de dor induzido pelo

anastrozol.

3.2 Objetivos Especificos
3.2.1 Artigo Cientifico 1:

Investigar se o tratamento sisttmico com anastrozol induz comportamentos
nociceptivos, alodinia mecanica e perda de forca muscular, em um protocolo de
tratamento repetido.

Avaliar se doses subnociceptivas locais de agonistas dos receptores B2 e By e do TRPAL
sdo capazes de potencializar os comportamentos nociceptivos induzido por anastrozol;
Investigar a possivel interagdo entre os receptores B e B1 e do TRPAL no modelo de
dor induzido por anastrozol, utilizando uma série de experimentos com agonistas e
antagonistas desses receptores;

Confirmar a possivel interacdo entre os receptores B, e B1 e do TRPAL no modelo de
dor induzido por anastrozol utilizando um protocolo de dessensibilizagdo in vivo;
Confirmar se as vias de sinalizacdo, PLC, PKC e PKA dependentes da ativacdo dos
receptores B> e B1 sensibilizam o TRPAL e contribuem para o modelo de dor induzido

por anastrozol.

3.2.2 Artigo Cientifico 2:

Investigar o envolvimento do canal TRPV4 no modelo de dor induzido por anastrozol,
utilizando agonistas e antagonistas desse receptor;

Avaliar se doses subnociceptivas locais de agonistas dos receptores B, e B1 e do TRPV4
séo capazes de promover e potencializar os comportamentos nociceptivos induzido por
anastrozol,

Investigar a possivel interagdo entre os receptores Bz e B e do canal TRPV4 no modelo
de dor induzido por anastrozol, utilizando uma série de experimentos com agonistas e

antagonistas desses receptores;
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e Confirmar se a PLC, PKC e PKCe formadas pela ativacdo dos receptores B, e B

sensibilizam o canal TRPV4 e contribuem para o modelo de dor induzido por anastrozol.
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Abstract: Aromatase inhibitors (Als) cause symptoms of musculoskeletal pain, and some mechanisms
have been proposed to explain them. However, signaling pathways downstream from kinin B, (B2R)
and By (B;R) receptor activation and their possible sensitizing of the Transient Receptor Potential
Ankyrin 1 (TRPA1) remain unknown. The interaction between the kinin receptor and the TRPA1
channel in male C57BL/6 mice treated with anastrozole (an Al) was evaluated. PLC/PKC and PKA
inhibitors were used to evaluate the signaling pathways downstream from B,;R and B4R activation
and their effect on TRPA1 sensitization. Anastrozole caused mechanical allodynia and muscle
strength loss in mice. ByR (Bradykinin), BjR (DABk), or TRPA1 (AITC) agonists induced overt
nociceptive behavior and enhanced and prolonged the painful parameters in anastrozole-treated
mice. All painful symptoms were reduced by B,R (Icatibant), BjR (DALBk), or TRPA1 (A967079)
antagonists. We observed the interaction between ByR, B{R, and the TRPA1 channel in anastrozole-

induced musculoskeletal pain, which was dependent on the activation of the PLC/PKC and PKA
signaling pathways. TRPA1 seems to be sensitized by mechanisms dependent on the activation

of PLC/PKC, and PKA due to kinin receptors stimulation in anastrozole-treated animals. Thus,
regulating this signaling pathway could contribute to alleviating Als-related pain symptoms, patients’
adherence to therapy, and disease control.

Keywords: nociception; muscle strength loss; musculoskeletal pain; adjuvant endocrine therapy;
PLC/PKC pathways

1. Introduction

Cancer incidence is increasing each year, causing high morbidity and mortality rates.
Breast cancer is the most commonly diagnosed cancer, with an estimated more than 2.3 mil-
lion new cases (11.7%) per year [1]. Most breast cancer survivors carry a burden of sequelae
after diagnosis and treatment, with pain being one of the most common symptoms [1,2].
The causes of pain are varied and might be related to the adjuvant endocrine treatment
prescribed after the cancer treatment [2,3].

The third-generation aromatase inhibitors (Als) are considered first-line drugs in
the adjuvant endocrine treatment for postmenopausal women diagnosed with hormone
receptor-positive breast cancer, and the most prescribed is anastrozole, followed by letrozole
and exemestane [4-6]. The Als are recommended for at least five years after diagnosis or
may be used after therapy with tamoxifen (subsequent 2-3 years) [3,5,7]. One-third of Als
users have reported adverse effects from treatment onset [6,8,9]. Painful musculoskeletal
symptoms, characterized by morning stiffness, joint pain, myalgia, and decreased strength,
seem to be preponderant daily symptoms in these patients [3,8]. Furthermore, this painful
condition can include diffuse (22%), mixed (11%), or neuropathic (9%) pain [8-10]. The
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persistent symptoms significantly impact patients’ quality of life and treatment compliance,
leading to at least a quarter of patients discontinuing therapy [8].

The genesis of Als-related pain is unclear, but it can be attributed to factors such as
oestrogen deprivation, previous hormone therapy and/or taxane-based chemotherapy, pre-
existing arthralgia, or a surgical procedure after a cancer diagnosis (mastectomy) [3,9-12].
Therapeutic approaches that mitigate pain associated with inflammatory joint disorders
are ineffective at alleviating Als-induced pain [10]. Thus, elucidating this condition’s
underlying mechanisms and pathways in experimental models may have translational
potential for developing novel targets to treat the pain symptoms associated with Als use.

Some mechanisms have been proposed to explain Als-related pain symptoms, among
them the altered function of ion channels in sensory neurons, such as Transient Potential
Receptor Ankyrin 1 (TRPA1) [13]. Indeed, the TRPA1 channel is emerging as one of the
main mediators in several pain models, such as those induced by chemotherapeutic drugs
or tumor-related pain [14-20]. Furthermore, evidence has suggested that kinins and their
receptors, kinin By (BoR) and By (B1R) receptors, also play a critical role in peripheral
neuropathy induced by chemotherapy and in pain caused by some cancers [21-24].

Notably, both kinin receptors are co-expressed with the TRPA1 channel on sensory
neurons [25-29]. Evidence, both in vitro and in vivo, suggests that the pro-algesic effects
of kinins can be mediated, at least partly, by intracellular sensitization of TRPA1 [30-33].
Indeed, signaling pathways downstream from B;R and BR activation, including the
PLC/PKC and PKA pathways, are known sensitizers of TRPA1 [30,34]. Thus, these intra-
cellular mechanisms are part of a multifactorial complex that might control the activation
of the TRPA1 channel.

Given the above, it is plausible to suggest that kinin receptors and TRPA1 may act
together to sustain pain symptoms induced by Als. However, until now, no study has
demonstrated the signaling pathways downstream from B;R and B;R activation and their
interaction with TRPA1 in Als-induced pain, such as anastrozole. Herein, we present
evidence of the crosstalk between the kinins BoR and B{R and the TRPA1 channel and its
contribution to anastrozole-related pain in mice.

2. Materials and Methods
2.1. Drugs and Reagents

All reagents were of analytical grade and, when not mentioned otherwise, were
purchased from Sigma-Aldrich Chemical Company (St. Louis, MO, USA). Anastrozole was
acquired from Sun Farmacéutica do Brasil Ltda. (Brasil) and dissolved in 0.5% carboxy
methylcellulose (CMC). Bradykinin (Bk; B>R agonist), des-Arg”-bradykinin (DABK; B;R
agonist), Icatibant (Icat; antagonist for ByR), and des-Arg’-[Leu®]-bradykinin (DALBK;
antagonist for B1R) were prepared as stock solutions in phosphate-buffered saline (PBS;
10 mM). Allyl isothiocyanate (AITC, TRPA1 agonist) was dissolved in 10% DMSO. A967079
(A96, TRPA1 antagonist) was dissolved in 10% DMSO and 5% Tween 80 (final concentration
administered). The stock solutions of U73122 (U731, a PLC inhibitor) and GF109203X
(GF109, a PKC inhibitor) were prepared in 10% absolute ethanol, and the H89 solution (PKA
inhibitor) was prepared in 1% DMSQO. All the stock solutions were diluted to the desired
concentration just before use. The final concentration of stock solutions containing ethanol
or DMSO did not exceed 0.5% or 1%, respectively, and did not cause any detectable effect per
se. Isotonic solution (0.9% NaCl) was used as vehicle to dilute reagents administered by the
oral or intraperitoneal routes, while PBS (10 mM) was used to dilute reagents administered
by the intraplantar route. All control groups (vehicles) received the vehicles in which
the treatments were soluble. Oral and intraperitoneal treatments were administered in
mice at a volume of 10 mL/kg, while intraplantar treatments did not exceed the volume
of 20 uL per paw. The doses of the drugs used in this study were based on previous
studies [18,33,35-38].



Pharmaceutics 2023, 15, 1136

65

30f22

2.2. Animals

Male C57BL/6 mice (25-30 g) were used and maintained temperature-controlled
(22 £ 1 °C) under a 12-h light/dark cycle and with standard laboratory chow and water ad
libitum. The animals were habituated to the experimental room at least 1 h before the exper-
iments. Experimental protocols followed ethical guidelines established for investigations of
experimental pain in conscious animals [39]. The experiments also were performed follow-
ing the national and international legislation (guidelines of the Brazilian Council of Animal
Experimentation Control-CONCEA-and of the U.S. Public Health Service’s Policy on
Humane Care and Use of Laboratory Animals—PHS Policy). The experimental protocol was
approved by the Institutional Animal Care and Use Committee of the Federal University of
Santa Maria (CEUA, process numbers 2304280220,/2020 and 3026220520/2020).

Once Als caused incapacitating pain symptoms, an animal model was used. Using
an intact organism is important to obtain an adequate response from these experimental
models. In this context, male C57BL/6 mice were used based on their low oestrogen
concentrations and previous studies involving Als-associated pain [13,40]. The number of
animals and intensities of noxious stimuli used were the minimum necessary to demon-
strate the consistent effects of the treatments. The group size used for each experiment was
based on studies with protocols similar to ours [37,38,41], which were confirmed by power
calculations (G*Power version 3.1.9.7).

Allocation concealment was performed using a randomization procedure [http://
www.randomizer.org/ (accessed on 12 December 2021)] and according to the baseline
thresholds before and after the treatment administrations. All experiments were also
performed by experimenters blinded to the drug administration or the group to be tested.

2.3. Anastrozole-Induiced Pain Model

The dose of anastrozole used to induce painful behaviors in mice was based on the
human dose of 1 mg recommended by the Food and Drug Administration to treat breast
cancer in postmenopausal women [4]. Thus, from the conversion factor from human to
mouse indicated by the National Institute of Health [42] and previous studies [43,44], we
have used the dose of 0.2 mg/kg to induce a pain model in mice. The experimental protocol
consisted of administering anastrozole (0.2 mg/kg) by oral route (p.o.) or vehicle (control
group, 10 mL/kg, p.o.; 0.5% CMC). The animals were subjected to behavior assessments
after acute treatment (a single anastrozole administration) or prolonged treatment (anastro-
zole administration for 15 consecutive days). Treatments for pain are usually therapeutic;
that is, they are administered after the onset of pain symptoms. Thus, all the experimental
protocols were conducted according to this schedule: we first induced the painful symp-
toms with anastrozole administration, and then we performed antagonist or inhibitor
treatments.

2.4. Study Design for Behavioral Assessment

Mechanical allodynia (von Frey test) and muscle strength (Grip test) were evaluated
before (baseline, BL) and after the anastrozole or vehicle administration (time 0). Next,
the animals were submitted to several treatment protocols (see more details below), and
these behavioral parameters were evaluated several times (h) after treatments. In most
behavioral protocols, overt nociceptive behavior was also evaluated.

2.4.1. Pain Induction by Anastrozole

We investigated whether anastrozole systemic treatment evokes mechanical allodynia
and muscle strength loss on a repeated treatment protocol. For this, after evaluation of
the baseline paw withdrawal threshold (PWT) and muscle strength of the animals, they
were randomized into treatment groups. Mice received anastrozole (0.2 mg/kg, p.o.) or its
vehicle (0.5% CMC, p.o.) once a day for 15 consecutive days, which corresponds to a 1-year
time in humans [13]. The development of mechanical allodynia and muscle strength loss
was evaluated at days 1, 3, 7, 10, 12, and 15 from 0.5 h up to 24 h after each treatment day
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(following the protocol described in items “2.5.2 Mechanical threshold” and “2.5.3 Muscle
strength”). The experimental design is represented in Figure 1A.

2.4.2. Assessment of BoR, B R, and TRPA1 Involvement in Anastrozole-Induced Pain

To confirm the contribution of B;R, B1R, and TRPA1 channels on mechanical allodynia
and muscle strength loss induced by anastrozole, the mice received a single administration
of Icatibant (100 nmol/kg, intraperitoneal, i.p., BoR antagonist) or DALBk (150 nmol/kg,
i.p., BiR antagonist) or A967079 (100 mg/kg, p.o., TRPA1 channel antagonist) or their
vehicles (10 mL/kg, i.p. or p.o.) at 3 h after anastrozole administration. After treatments,
the PWT and muscle strength were evaluated at different time points (from 0.5 h to 5 h).
The experimental design is represented in Supplementary Figure S1.

For the first time, it was investigated whether low doses of ByR, BiR, and TRPA1
channel agonists could enhance painful behaviors in anastrozole-treated mice. For this, the
animals were previously treated with anastrozole or vehicles, and after 3 h, they received
intraplantar (i.pl.) injections of Bk (1 nmol/paw, a BoR agonist), DABk (3 nmol/paw, a BjR
agonist), or AITC (0.3 nmol/paw, a TRPA1 agonist), all in sub-nociceptive doses, or their
vehicles (20 uL/paw, i.pl.). The overt nociceptive behavior was immediately evaluated
following the protocol described in item “2.5.1 Overt nociceptive behavior”. PWT and
muscle strength were evaluated from 0.5 to 24 h after the stimuli. The experimental design
is represented in Figure 2A.

To validate the involvement of BoR, B1R, and TRPA1 channels on the behavioral parame-
ters evaluated above, other animal groups received Icatibant (100 nmol/kg, intraperitoneal,
i.p., BaR antagonist), DALBk (150 nmol/kg, i.p., BiR antagonist), or A967079 (100 mg/kg,
p-0., TRPA1 channel antagonist) at 3 h after anastrozole. After 0.5 h, the same animals were
treated with sub-nociceptive doses of their respective agonists, Bk, DABKk, or AITC, by the
intraplantar route, and the overt nociceptive behavior was immediately evaluated for 10 min.
In sequence, PWT and muscle strength were assessed until treatments with the antagonists
showed an effect. The experimental design is represented in Figure 3A.

2.4.3. Interaction Assessment of the B;R, B1R, and TRPA1 in Anastrozole-Induced
Painful Behaviors

We explored whether the interaction between both kinin receptors and TRPA1 might be
essential to mediate the anastrozole-induced pain. The animals were previously treated with
anastrozole or vehicle, and after 3 h, they received Icatibant, DALBk, or A967079. After 0.5 h,
the BzR (Icatibant) or B;R (DALBk) antagonist-treated animals received the intraplantar
injection of the TRPA1 agonist, AITC (0.3 nmol/paw, i.pl.). The animal groups treated with
the systemic TRPA1 (A967076) antagonist received the intraplantar injection of either B;R or
B R agonists (Bk or DABK, 1 or 3 nmol/paw, respectively). The overt nociceptive behavior
was evaluated immediately after intraplantar agonist administration for 10 min. In sequence,
PWT and muscle strength were assessed until treatments with the antagonists showed an
effect. The experimental designs are represented in Figures 4A and 5A.

To confirm the results about the interaction between B;R and B;R and TRPA1 in the pain
symptoms induced by anastrozole, we use an in vivo desensitization protocol (following the
protocol described in item “2.5.4 Desensitization protocol”). After 0.5 h of desensitization
protocol, the animals received anastrozole or vehicle, and after 3 h, the desensitized animals
received an intraplantar injection of AITC (0.3 nmol/paw, i.pl.), and the overt nociceptive
behavior was immediately evaluated. After that, PWT and muscle strength were assessed
several times (h). The experimental design is represented in Figure 6A.

2.4.4. Intracellular Pathways Dependent on Kinin Receptor Activation and
TRPA1 Sensitization

We also examined the participation of both intracellular signaling pathways, mediated
by PLC/PKC or PKA, in the anastrozole-induced pain. For this, animals previously treated
(3 h before) with anastrozole or vehicle received intraplantar co-injection containing either
an inhibitor of PLC (U73122, 30 pmol/paw, i.pl.), PKC (GF109203X, 1 or 3 nmol/paw,
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i.pl.) or PKA (H89, 1 nmol/paw, i.pl.) plus Bk (1 nmol/paw, i.pl.) or DABK (3 nmol/paw,
i.pl). Immediately after intraplantar injection of agonists, overt nociceptive behavior
was evaluated. Next, PWT and muscle strength were assessed until treatments with the
inhibitors showed an effect. The experimental design is represented in Figure 7A.

Next, we evaluated whether signaling pathways downstream from B;R and B;R
activation could be contributing to TRPA1 sensitization in this model. At3 h after treatments
with anastrozole or vehicle, the animals received intraplantar co-injection containing either
inhibitors of PLC, PKC, or PKA plus AITC (0.3 nmol/paw, i.pl.), and the overt nociceptive
behavior was immediately evaluated. Next, PWT and muscle strength were assessed until
treatments with the inhibitors showed an effect. The experimental design is represented in
Figure 8A.

2.5. Behavioral Experiments
2.5.1. Overt Nociceptive Behavior

We evaluated the capacities of BzR (Bk), BjR (DABk), and TRPA1 (AITC) channel ago-
nists in increasing the nociceptive response induced by anastrozole (all at sub-nociceptive
doses). For this, the animals were individually placed in chambers (transparent glass
cylinders of 20 cm diameter) and adapted for 10 min. Immediately after the intraplantar
injection of agonists in the right hind paw, the animals were observed for 10 min. The
amount of time spent (in seconds, s) licking and lifting the injected paw was considered
indicative of overt nociceptive behavior [13,44].

2.5.2. Mechanical Allodynia

The assessment of mechanical allodynia was carried out using flexible nylon filaments
(von Frey) of increasing stiffness (0.02-10 g) by the up-and-down method [45,46]. The von
Frey test is widely used in preclinical and clinical settings for measuring pain [46,47]. The
PWT was calculated from the resulting scores, as previously described [48]. The PWT was
expressed in grams (g), and a significant decrease in the PWT compared with the baseline
values was considered as mechanical allodynia.

2.5.3. Muscle Strength

The muscle strength test in mice was evaluated using a grip strength meter (Grip
Strength meter EFF 305-IInsight, Ribeirao Preto, SP, Brazil) [49], a test used in preclinical
and clinical settings for the study of musculoskeletal pain [50,51]. The test consists of the
experimenter gently holding the mouse by the base of the tail, allowing the animal to
grab the metal bar with the forelimbs and hindlimbs before being gently pulled until it
releases its grip. The forelimbs and hindlimbs muscle strength, expressed in grams (g), was
measured three times per mouse with at least 1 min between measurements.

2.5.4. Desensitization Protocol

Although the presence of BoR on nociceptive primary afferent neurons is well es-
tablished, evidence also demonstrates that BiR is expressed in some small and medium
diameter neurons and peptidergic and non-peptidergic C fibers [26,29,52,53]. In this sense,
the desensitization protocol was performed on both kinin B;R and ByR, based on and
adapted from Ferreira et al. [35]. The mice received two repeated intraplantar injections of
Bk (10 nmol/paw, i.pl.) or DABK (10 nmol/paw, i.pl.) with a 0.5 h interval between the
injections.

2.6. Statistical Analysis

The results were expressed as the mean + Standard Error of the Mean (SEM), which
were expressed as geometric means accompanied by their respective 95% confidence
limits. The Kolmogorov-Smirnov test was used to assess the normality of the data. To
meet parametric assumptions, data of mechanical threshold were log-transformed before
analyses. Parametric data were analyzed by Student’s #-test or one- or two-way ANOVA
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followed by Bonferroni’s post hoc test, using the GraphPad Prism 8.0 software (San Diego,
CA, USA). Post hoc tests were performed only when the F-value achieved the necessary
level of statistical significance (p < 0.05) and when there was no significant variance in
homogeneity [54]. The percentages of maximum inhibition (Imax) were calculated for the
maximally developed responses compared to baseline values or the control group.

3. Results

3.1. Systentic Anastrozole Induces Prolonged Pain Symptoms in Mice

Mice daily treated with anastrozole developed mechanical allodynia (from 2 h up to
6 h) (Figure 1B) and presented reduced muscle strength (from 0.5 h up to 6 h) (Figure 1C) at
days 1, 3, 7, 10, 12, and 15 after anastrozole treatment when compared to the vehicle group.
The development of maximum mechanical allodynia and muscle strength loss occurred
3 h after oral anastrozole treatment, returning to basal levels 8 h after anastrozole. Based

on this, the time of 3 h on the first day after anastrozole administration was chosen for
subsequent experiments.
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Figure 1. Repeated treatment with anastrozole induces prolonged nociceptive behaviors in mice
(A) Male C57BL/6 mice were treated by the oral route (p.0.) with anastrozole (0.2 mg/kg) or its
vehicle (0.5% CMC) once daily for fifteen days to mimic a 1-year time in humans. On the 1st, 3rd,
7th, 10th, 12th, and 15th days after treatments, a time curve (from 0.5 h up to 24 h) was performed
to evaluate mechanical allodynia development and muscle strength loss (B,C). Baseline (BL) values
were measured before anastrozole or vehicle administration. * p < 0.05, ** p < 0.01, and *** p < 0.001
vs. vehicle group. Data were expressed as the mean + SEM (n = 6/group) and analyzed by a two-way
ANOVA followed by the Bonferroni post hoc test. The arrows indicate the administration of the
anastrozole or vehicle, Veh: vehicle oral administration; ANS: anastrozole oral administration. The
arrows indicate the administration of the anastrozole or vehicle.
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3.2. Kinin B, and By Receptors and the TRPA1 Channel Contribute to Pain Induced
by Anastrozole

Corroborating other studies [13,44], Icatibant, DALBk, or A967076 reduced the me-
chanical allodynia and muscle strength loss in anastrozole-treated animals (Supplemen-
tary Figure S1). Icatibant (100 nmol/kg, i.p.) (Supplementary Figure S1B) or DALBk
(150 nmol/kg, i.p.) (Supplementary Figure S1D) reduced the anastrozole-induced mechani-
cal allodynia from 0.5 up to 2 h after their administration, with inhibitions of 56 £ 7% and
100% at 1 h after their treatments, respectively. A967079 (100 mg/kg, p.o.) (Supplementary
Figure S1F) reduced the mechanical allodynia induced by anastrozole from 0.5up to 1 h
after its administration, with inhibitions of 47 £+ 10% at 1 h. Icatibant (Supplementary
Figure S51C), DALBk (Supplementary Figure S1E), or A967079 (Supplementary Figure S1G)

also reduced the muscle strength loss induced by anastrozole from 0.5 up to 3 h after their
administration, with inhibitions of 89 £ 6%, 87 &= 11%, and 92 £ 5% at 1 h, respectively.

The intraplantar (i.pl.) injection of Bk (1 nmol/paw) (Figure 2B), DABk (3 nmol/paw)
(Figure 2E), or AITC (0.3 nmol/paw) (Figure 2H), all in sub-nociceptive doses, increased
paw licking and lifting time in anastrozole-treated compared to vehicle-treated animals, an
indication of overt nociceptive behavior. Anastrozole (0.2 mg/kg, p.0.) induced mechanical
allodynia (Time 0, Figure 2C,FI) and muscle strength loss (Time 0, Figure 2D,G,]) in mice at
3 h after its administration when compared to BL values. Intraplantar Bk, DABk, or AITC
enhanced and prolonged the mechanical allodynia (Figure 2C,EI) and muscle strength loss
(Figure 2D,G,]) from 0.5 up to 7 h after its injection in anastrozole-treated animals when
compared to the anastrozole plus vehicle group.

Icatibant (100 nmol/kg, i.p., 0.5 h prior) (Figure 3B), DALBKk (150 nmol/kg, i.p., 0.5 h
prior) (Figure 3E), or A967079 (100 mg/kg, p.o., 0.5 h prior) (Figure 3H) markedly prevented
the Bk-, DABk-, or AITC- induced overt nociceptive behavior in anastrozole-treated mice
with inhibition of 68 + 7%, 65 £ 11%, and 91 £ 3%, respectively. Icatibant reduced the
mechanical allodynia (from 0.5 h up to 1 h) (Figure 3C) and muscle strength loss (from 1 h
up to 2 h) (Figure 3D) with inhibitions of 55 & 23% (at 1 h) and 89 &+ 2% (at 1 h), respectively,
after its administration. DALBk reduced the mechanical allodynia (Figure 3F) and muscle
strength loss (Figure 3G) from 1 h up to 2 h (inhibition of 52 £ 13% at 1 h) and from 1 h up
to 3 h (inhibition of 79 & 6% at 2 h), respectively, after its administration. A967079 reduced
the mechanical allodynia (Figure 3I) and muscle strength loss (Figure 3]) from 1 h up to
2 h (inhibition of 54 + 7% and 90 + 7% at 1 h, respectively) after its administration. As
expected, sub-nociceptive doses of the Bk, DABKk, or AITC agonists did not induce overt
nociceptive behavior, mechanical allodynia, or muscle strength loss in animals previously
treated with vehicle (Figure 3).
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Figure 2. The nociceptive behaviors induced by anastrozole are enhanced and prolonged by local
administration of B;R, B1R, and TRPA1 agonists in mice. (A) Male C57BL/6 mice treated by oral
route (p.o.) with anastrozole (0.2 mg/kg) presented mechanical allodynia and muscle strength loss
compared to their vehicle (0.5% CMC). At 3 h after anastrozole administration (Time 0), the vehicle
(20 puL/paw, intraplantar, i.pl.) or sub-nociceptive doses of Bk (1 nmol/paw, i.pl., B;R agonist),
DABk (3 nmol/paw, i.pl.,, B;R agonist), or AITC (0.3 nmol/paw, i.pl.,, TRPA1 agonist) were injected
by the intraplantar route. The overt nociceptive behavior was immediately evaluated for 10 min
(B,E,H); the PWT (C,F,I) and muscle strength (D,G,J) were assessed from 0.5 h up to 24 h after
agonists’ sub-nociceptive doses. Baseline (BL) values were measured before the anastrozole or vehicle
administration. # p < 0.05, ## p < 0.01, and ### p < 0.001 vs. Veh plus Veh group. * p < 0.05, ** p < 0.01,
and ** p < 0.001 vs. ANS plus Veh group. && p < 0.01 and &&& p < 0.001 vs. Veh plus Bk/AITC
group. Data were expressed as the mean + SEM (n = 6/group) and analyzed by one- or two-way
ANOVA followed by the Bonferroni post hoc test. Veh: intraplantar, intraperitoneal, or oral vehicle

injections; ANS: anastrozole oral administration; Bk: bradykinin intraplantar treatment; PWT: paw

withdrawal threshold.
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Figure 3. The development of nociceptive behaviors induced by anastrozole is dependent on By
and Bj receptors and the TRPA1 channel in mice. (A) Male C57BL/6 mice were treated by the oral
route (p.o.) with anastrozole (0.2 mg/kg) or its vehicle (0.5% CMC) to induce painful behaviors.
At 3 h after anastrozole administration (Time 0), the animals received a single administration of
vehicle (10 mL/kg, intraperitoneal, i.p., or p.o.), Icatibant (100 nmol/kg, i.p.), DALBk (150 nmol /kg,
i.p.), or A967079 (100 mg/kg, p.o.). After 0.5 h, vehicle (20 pL/paw, intraplantar, i.pl.) or sub-
nociceptive doses of their respective agonists, Bk (1 nmol/paw, i.pl.), DABk (3 nmol/paw, i.pl.), or
AITC (0.3 nmol/paw, i.pl.), were injected via the intraplantar route. The overt nociceptive behavior
was immediately evaluated for 10 min (B,E,H); the PWT (C,F,I) and muscle strength (D,G,J) were
assessed from 0.5 h up to 5 h after agonists” sub-nociceptive doses or until treatments with the
antagonists showed an effect. Baseline (BL) values were measured before the anastrozole or vehicle
administration. ### p < 0.001 vs. Veh plus Veh group. * p <0.05, ** p < 0.01, and *** p < 0.001 vs. ANS
plus Veh group. $$ p < 0.01, and $$% p < 0.001 vs. ANS plus Bk/DABk/AITC group. + p <0.05 vs.
Veh plus Icat plus Bk group. §§ p < 0.01, and §§§ p < 0.001. Data were expressed as the mean + SEM
(n = 6/group) and analyzed by one- or two-way ANOVA followed by the Bonferroni post hoc test.
Veh: intraplantar, intraperitoneal, or oral vehicle injections; ANS: anastrozole oral administration;
Bk: bradykinin intraplantar treatment; Icat: Icatibant intraperitoneal treatment; A96: A967079 oral
treatment; PWT: paw withdrawal threshold.
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3.3. Interaction of Kinin By and By Receptors and the TRPA1 Channel Sustain the
Anastrozole-Induced Pain

Intraplantar Bk (1 nmol/paw, i.pl.) and DABk (3 nmol/paw, i.pl.), at sub-nociceptive
doses, induced significant overt nociceptive behavior (Figure 4B,E) and enhanced the me-
chanical allodynia (Figure 4C,F) and the muscle strength loss (Figure 4D,G) in anastrozole-
treated animals compared to the vehicle plus vehicle group. A967079 (100 mg/kg, p.o.,
0.5 h prior) markedly prevented the sensitizing effect induced by Bk (Figure 4B) and DABk
(Figure 4E) in anastrozole-treated animals on the overt nociceptive behavior with inhi-
bitions of 79 £ 7% and 66 £ 26%, respectively, compared to the anastrozole plus Bk or
DABk groups. A967079 also prevented Bk- and DABk-induced responses on mechanical
allodynia from 0.5 h up to 1 h for both agonists (inhibition of 77 + 20% and 30 + 5% at 1 h,
respectively) (Figure 4C,F) and muscle strength loss from 0.5 h up to 2 h for both agonists
(inhibition of 100% and 65 £ 11% at 0.5 h, respectively) (Figure 4D,G).
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Figure 4. TRPA1 channel contributes to the nociceptive behaviors induced by B,R and By R agonists
in anastrozole-treated mice. (A) Male C57BL/6 mice were treated by the oral route (p.o.) with
anastrozole (0.2 mg/kg) or its vehicle (0.5% CMC) to induce painful behaviors. At 3 h after anastrozole
administration (Time 0), the animals received a single administration of vehicle (10 mL/kg, p.o.) or
A967079 (100 mg/kg, p.o.). After 0.5 h, vehicle (20 pL/paw, intraplantar, i.pl.) or sub-nociceptive
doses of agonists, Bk (1 nmol/paw, i.pl.) or DABk (3 nmol/paw, i.pl.), were injected by the intraplantar
route. The overt nociceptive behavior was immediately evaluated for 10 min (B,E); the PWT (C,F)
and strength muscle (D,G) were assessed until treatments with the antagonist showed an effect.
Baseline (BL) values were measured before the anastrozole or vehicle administration. ## p < 0.01
and ### p <0.001 vs. Veh plus Veh group. * p < 0.05, ** p < 0.01, and *** p < 0.001 vs. ANS plus
Bk/DABk group. Data were expressed as the mean + SEM (n = 6/group) and analyzed by one- or
two-way ANOVA followed by the Bonferroni post hoc test. Veh: intraplantar, intraperitoneal, or oral
vehicle injections; ANS: oral administration of anastrozole; Bk: bradykinin intraplantar treatment;
A96: A967079 oral treatment; PWT: paw withdrawal threshold.
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The sensitizing effect induced by TRPA1 agonist AITC (0.3 nmol/paw, i.pl.) on overt
nociceptive behavior, mechanical allodynia, and muscle strength loss was prevented by
pre-treatment with B;R and B;R antagonists. Icatibant (100 nmol/kg, i.p., 0.5 h prior)
markedly inhibited the responses induced by AITC (0.3 nmol/paw, i.pl.) on the overt
nociceptive behavior (Figure 5B; inhibition of 80 + 16%), mechanical allodynia (Figure 5C),
and muscle strength loss (Figure 5D) from 0.5 h up to 3 h (inhibition of 49 + 17% at 2 h)
and from 0.5 h up to 2 h (inhibition of 90 £ 7% at 1 h) after its administration, respectively.
The sensitizing effect induced by AITC in anastrozole-treated animals also was prevented
by the pre-treatment with DALBk (150 nmol/kg, i.p., 0.5 h prior) on the overt nociceptive
behavior (Figure 5E; inhibition of 81 £ 10%), mechanical allodynia (Figure 5F), and muscle
strength loss (Figure 5G) from 0.5 h up to 2 h (inhibition of 62 £ 18% at 1 h and inhibition
of 99 £ 1% at 1 h, respectively). These results suggest the cooperation between kinin B;R
and B;R and TRPA1 channel to mediate nociceptive parameters induced by anastrozole.
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Figure 5. Kinin B, and By receptors contribute to the nociceptive behaviors induced by the TRPA1
agonist in anastrozole-treated mice. (A) Male C57BL/6 mice were treated by the oral route (p.o.) with
anastrozole (0.2 mg/kg) or its vehicle (0.5% CMC) to induce painful behaviors. At 3 h after anastrozole
administration (Time 0), the animals received a single administration of Icatibant (150 nmol/kg,
i.p.) or DALBk (100 nmol/kg, i.p.). After 0.5 h, vehicle (20 uL/paw, intraplantar, i.pl.) or AITC
(0.3 nmol/paw, i.pl,; sub-nociceptive dose) were injected by the intraplantar route. The overt
nociceptive behavior was immediately evaluated for 10 min (B,E); the PWT (C,F) and strength muscle
(D,G) were assessed until treatments with the antagonist showed an effect. Baseline (BL) values

were measured before the anastrozole or vehicle administration. ### p < 0.001 vs. Veh plus Veh
group. * p < 0.05, *** p < 0.001 vs. ANS plus AITC group. Data were expressed as the mean + SEM
(n = 6/group) and analyzed by one- or two-way ANOVA followed by the Bonferroni post hoc test.
Veh: intraplantar, intraperitoneal, or oral vehicle injections; ANS: oral administration of anastrozole;

Icat: Icatibant intraperitoneal treatment; PWT: paw withdrawal threshold.
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The desensitization protocol by intraplantar injection of Bk (Figure 6B) or DABk
(Figure 6E) completely abrogated the AITC-induced overt nociceptive behaviors in
anastrozole-treated mice (inhibitions of 93 £ 3% and 91 =+ 7%, respectively) compared to
anastrozole plus AITC-treated non-desensitized mice. In these same animals, the local
desensitization with Bk and DABk also abolished the mechanical allodynia from 0.5 h
up to 3 h (inhibition of 47 & 10% at 0.5 h and 27 &+ 5% at 1 h, respectively) (Figure 6C,F)
and muscle strength loss from 0.5 h up to 1 h (inhibition of 33 + 2% and 32 £ 2% at 0.5 h,
respectively) (Figure 6D,G) after its injections, when compared to the non-desensitized
group anastrozole plus AITC.

A Bradykinin (10 nmol/paw, i.pl)
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Figure 6. Kinin B, and By receptors are required to stimulate TRPA1 and cause nociceptive behaviors
in anastrozole-treated mice. (A) Male C57BL/6 mice received two repeated intraplantar injections
of Bk (10 nmol/paw, intraplantar, i.pl.) or DABk (10 nmol/paw, i.pl.) with 0.5 h of the interval
between the injections. After 0.5 h of the last administration, the animals were treated by the oral
route (p.o.) with anastrozole (0.2 mg/kg) or its vehicle (0.5% CMC) to induce painful behaviors. After
3 h, the animals received a single injection of vehicle (20 uL/paw, i.pl.) or AITC (0.3 nmol/paw, i.pl,;
sub-nociceptive dose). The overt nociceptive behavior was immediately evaluated for 10 min (B,E);
the PWT (C,F) and strength muscle (D,G) were assessed until the desensitization protocol showed
an effect. Baseline (BL) values were measured before the anastrozole or vehicle administration.
##p <0.01 and ### p < 0.001 vs. Veh plus Veh group. * p < 0.05, ** p < 0.01, and *** p < 0.001 vs.
ANS plus AITC group. Data were expressed as the mean + SEM (n = 6/group) and analyzed by
one- or two-way ANOVA followed by the Bonferroni post hoc test. Veh: intraplantar or oral vehicle
injections; ANS: oral administration of anastrozole; Bk: bradykinin intraplantar treatment; PWT: paw
withdrawal threshold.
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3.4. Intracellular Pathways Dependent on Kinin By and B; Receptor Activation Cooperate to
Sensitize TRPA1 in Anastrozole-Treated Mice

Firstly, we evaluated the activation of signaling pathways downstream from the B,R
in the anastrozole-induced pain model. The local inhibition of PLC (U73122, 30 pmol/paw,
i.pl.) or PKC (GF109203X, 1 nmol/paw, i.pl.) significantly attenuated the overt nociceptive
behavior induced by a sub-nociceptive dose of Bk in animals treated with anastrozole
(Figure 7B), with inhibitions of 25 + 5% and 65 + 8%, respectively. Moreover, the U73122
and GF109203X inhibitors reduced Bk-induced responses on mechanical allodynia (inhi-
bition of 42 & 9% at 1 h and 45 + 13% at 2 h after its injections, respectively) (Figure 7C)
and muscle strength loss (inhibition of 60 & 3% and 38 + 8% at 1 h after its injections,
respectively) (Figure 7D) in anastrozole-treated mice. In addition, the local inhibition of
PKA (H89, 1 nmol/paw, i.pl.) decreased the Bk-induced responses on the overt nociceptive
behavior (inhibition of 62 £ 3%) (Figure 7B), mechanical allodynia (inhibition of 36 £ 10%
at 1 h after its injection) (Figure 7C), and muscle strength loss (inhibition of 39 £+ 3% at 0.5 h
after its injection) (Figure 7D) in anastrozole-treated mice.

After that, we assessed the contribution of signaling pathways downstream from the
BiR. The overt nociceptive behavior induced by a sub-nociceptive dose of DABk in animals
treated with anastrozole was attenuated when DABK was co-injected with inhibitors of
PLC (U73122) or PKA (H89), with inhibitions of 60 + 23% and 67 + 23%, respectively
(Figure 7E). Furthermore, both inhibitors also reduced the responses induced by DABk
on mechanical allodynia (inhibition of 35 &+ 6% and 33 £ 5% at 1 h after its injections,
respectively) (Figure 7F) and on muscle strength loss (inhibition of 89 £ 3% and 66 £ 6%
at 1 h after its injections, respectively) (Figure 7G) in anastrozole-treated mice. The PKC
inhibitor (GF109203X) at a dose of 3 but not 1 nmol/paw attenuated the overt nociceptive
behavior (inhibition of 89 + 4%) (Figure 7E), mechanical allodynia (inhibition of 38 & 10%
at 1 h after its injection) (Figure 7F), and muscle strength loss (inhibition of 76 + 4% at 1 h
after its injection) (Figure 7G) induced by a sub-nociceptive dose of DABk in anastrozole-
treated animals.

Next, we evaluated whether signaling pathways downstream from B;R and BiR
activation could be contributing to TRPA1 activation in this model. The inhibition of PLC
and PKC by U73122 and GF109203X, respectively, reduced the overt nociceptive behavior
induced by a sub-nociceptive dose of AITC in animals treated with anastrozole compared
to the anastrozole plus AITC group (Figure 8B), with inhibitions of 94 £ 3% and 97 + 2%,
respectively. Furthermore, both inhibitors, U73122 and GF109203X, reduced AITC-induced
responses on overt nociceptive behavior (inhibition of 49 + 1%) (Figure 8B), mechanical
allodynia (inhibition of 28 + 7% at 1 h after its injection) (Figure 8C), and muscle strength
loss (inhibition of 52 == 7 % at 1 h after its injection) in previously anastrozole-treated mice
(Figure 8D).
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Figure 7. The signaling pathways downstream from the kinin B, and By receptors are activated
and contribute to the nociceptive behaviors induced by kinin agonists in anastrozole-treated mice.
(A) Male C57BL/6 mice were treated by the oral route (p.o.) with anastrozole (0.2 mg/kg) or its
vehicle (0.5% CMC) to induce painful behaviors. At 3 h after anastrozole administration (Time 0), the
animals received the intraplantar (i.pl.) co-injection of U73122 (30 pmol/paw, i.pl., PLC inhibitor),
GF109203X (1 or 3 nmol/paw, i.pl., PKC inhibitor), or H89 (1 nmol/paw, i.pl., PKA inhibitor), and a
sub-nociceptive dose of Bk (1 nmol/paw, i.pl.) or DABk (3 nmol/paw, i.pl.). The overt nociceptive
behavior was immediately evaluated for 10 min (B,E); the PWT (C,F) and strength muscle (D,G) were
assessed until treatments with the inhibitors showed an effect. Baseline (BL) values were measured
before the anastrozole or vehicle administration. ### p < 0.001 vs. Veh plus Veh group. * p < 0.05,
**p<0.01, and *** p < 0.001 vs. ANS plus Bk group. Data were expressed as the mean + SEM
(n = 6/group) and analyzed by one- or two-way ANOVA followed by the Bonferroni post hoc test,
except for the U73122 effect on overt nociceptive behavior induced by ANS plus Bk and the H89 effect
on overt nociceptive behavior induced by ANS plus DABK, which were analyzed by Student’s ¢-test.
Veh: intraplantar or oral vehicle injections; ANS: oral administration of anastrozole to induce the pain
model; Bk: bradykinin intraplantar treatment; U731: U73122, a PLC inhibitor; GF109: GF109203X, a
PKC inhibitor; PWT: paw withdrawal threshold.
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Figure 8. PLC/PKC and PKA signaling pathway inhibition attenuated the nociceptive behaviors
induced by the TRPA1 agonist in anastrozole-treated mice. (A) Male C57BL/6 mice were treated
by the oral route (p.o.) with anastrozole (0.2 mg/kg) or its vehicle (0.5% CMC) to induce painful
behaviors. At 3 h after anastrozole administration (Time 0), the animals received the intraplantar
(i.pl.) co-injection of U73122 (30 pmol/paw, i.pl., PLC inhibitor), GF109203X (1 nmol/paw, i.pl.,
PKC inhibitor), or H89 (1 nmol/paw, i.pl.,, PKA inhibitor), and a sub-nociceptive dose of AITC
(0.3 nmol/paw, i.pl.). The overt nociceptive behavior was immediately evaluated for 10 min (B); the
PWT (C) and strength muscle (D) were assessed until treatments with the inhibitors showed an effect.
Baseline (BL) values were measured before the anastrozole or vehicle administration. ### p < 0.001 vs.
Veh plus Veh group. ** p < 0.01, and *** p < 0.001 vs. ANS plus AITC group. Data were expressed as
the mean + SEM (n = 6/group) and analyzed by one- or two-way ANOVA followed by the Bonferroni
post hoc test. Veh: intraplantar or oral vehicle injections; ANS: oral administration of anastrozole;
U731: U73122, a PLC inhibitor; GF109: GF109203X, a PKC inhibitor; PWT: paw withdrawal threshold.
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4. Discussion

Als are the mainstay of endocrine treatment for postmenopausal women diagnosed
with hormone receptor-positive breast cancer [3,7]. However, they cause musculoskele-
tal pain, leading to non-adherence or discontinuation of therapy [8]. Although the par-
ticipation of the TRPA1 channel and kinins B;R and B;R in Al-induced pain is well
characterized [13,44], the interaction between these receptors in the development and main-
tenance of pain remains unknown. In this study, single or repeated (for 15 days) anastrozole
administration caused pain symptoms (mechanical allodynia and muscle strength loss) in
mice. The local administration of B;R, B1R, or TRPA1 agonists induced overt nociceptive
behavior and enhanced and prolonged the pain parameters in anastrozole-treated mice.
All painful behaviors mentioned above were attenuated by B3R, B1R, or TRPA1 antagonists.
The interaction between B;R and B;R and the TRPA1 channel was confirmed using agonists
and antagonists of these receptors and an in vivo desensitization protocol. Furthermore,
we showed that signaling pathways downstream from B;R and B;R activation involving
PLC, PKC, and PKA are crucial factors in sensitizing TRPA1 and contributing to sustaining
anastrozole-induced pain symptoms.

In clinical practice, patients receive anastrozole for long periods, and many develop
musculoskeletal pain that persists throughout the treatment [3,8]. In this study, we showed
for the first time that anastrozole treatment for 15 days induced pain behavior in mice
without causing desensitization, similar to other Als (exemestane and letrozole) [13]. The
maximum pain behavior occurred 3 h after anastrozole treatment, which is consistent with
the peak plasma concentration of anastrozole in humans (24 h after administration) [55].

Local exposure to agonists of kinin receptors (BzR or B;R) and TRPA1 (at doses that
generally do not cause nociception) is associated with immediate nociceptive responses
lasting for a few minutes and more prolonged nociceptive behaviors in animals previously
sensitized [13,38,40,56]. Although we have utilized sub-nociceptive doses of BoR and B;R
and TRPA1 agonists, it is worth mentioning that bradykinin (a B2R agonist) and AITC (a
TRPA1 channel agonist) can evoke pain behaviors in a dose-dependent manner in naive
animals [35,57,58]. However, even with increasing DABk doses (a B;R agonist), it does not
induce painful behaviors in naive animals [23,35,59], only in animals previously sensitized
by different pain models [23,57,59], such as after anastrozole treatment. Corroborating
with these results, we showed for the first time that the intraplantar administration of ByR,
B1R, or TRPA1 agonists caused overt nociceptive behavior and enhanced the mechanical
allodynia and loss of muscle strength of anastrozole-treated but not vehicle-treated mice,
which were reduced by pre-treatment with their respective antagonists. In fact, systemic
ByR, ByR, or TRPA1 antagonists also reduced the mechanical allodynia and loss of muscle
strength of Als-treated mice [13,44].

Although Als activate the TRPA1 channel, the Al concentration needed for its activa-
tion in vitro is higher than that in patient plasma [13], suggesting that additional factors
interact to increase the sensitivity of TRPA1 to Als. Indeed, previous studies have reported
that TRPA1 endogenous agonists are pro-algesic mediators that contribute to sensitiz-
ing TRPA1 and generating Al-induced painful conditions [13,40]. Furthermore, PAR-2
activation also sensitizes TRPA1, causing Als-induced pain [13]. Therefore, the current
findings indicate that other pro-algesic factors or signaling pathways that might activate or
sensitize TRPA1 may act along with Als to trigger pain symptoms. In this sense, BjR and
B3R activation could sensitize the TRPA1 channel once they are co-expressed in sensory
neurons and participate in the painful stimulus transmission [25,27-29,60]. Once studies
have shown that BoR and B4R interact with TRP channels, including TRPA1 [30,31,35,37,61],
we hypothesized that B,R and B1R activation is a prerequisite for enhancing the sensitivity
of TRPA1 to Als.

Confirming this hypothesis, ByR and B1R antagonists prevented the sensitizing effect
of the TRPA1 agonist on pain parameters in anastrozole-treated animals. Furthermore, the
TRPA1 antagonist also prevented pain behaviors induced by B;R and B;R agonists, similar
to other studies [33,62]. Our results are also consistent with previous studies showing that
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the pharmacological inhibition or genetic deletion of TRPA1 reduces pain responses to
intraplantar injections of BoR and B¢R agonists [30,33].

The repeated or continuous stimulation of G protein-coupled receptors (GPCRs) results
in a desensitization process, i.e., a loss or reduction of their response [63]. Utilizing
an in vivo desensitization protocol, we reinforced the interaction between B;R and B;R
and the TRPA1 channel in the pain symptoms induced by anastrozole. The intraplantar
TRPA1 agonist injection in previously anastrozole-treated mice failed to cause pain-related
behaviors in animals submitted to desensitization protocol by B;R and B;R agonists. To
date, there have been no studies performing the B;R desensitization protocol. However,
both B;R and B;R receptors can be expressed in sensory neurons [29]. Once Ferreira
et al. [35] demonstrated that repeated administration of Bk resulted in ByR desensitization,
a GPCR, we adapted the experimental protocol for B;R desensitization. Together, these
results suggest that the TRPA1 channel might be sensitized downstream from B;R and
B1R activation, contributing to pain symptoms induced by anastrozole. However, the
underlying pathways activated by kinin receptors and the putative sensitizers of TRPA1
involved in this process have not yet been elucidated. In this sense, we investigated the
involvement of PLC/PKC- and PKA-dependent signaling pathways on TRPA1 sensitization
from B>R and B{R activation.

B»R and B R stimulation leads to the activation of the PLC/PKC-dependent signaling
pathway [64], resulting in increased cytosolic calcium (Ca?*) levels and diacylglycerol
release. Diacylglycerol can activate PKC or be hydrolyzed by diacylglycerol lipase to
generate 2-arachidonolyglycerol, followed by arachidonic acid formation dependent on
monoacylglycerol lipase [64,65]. The PLC/PKC pathway activation contributes to sen-
sitizing sensory neurons, and therefore, it is critical for developing acute and chronic
pain conditions [37,66-68]. Once PLC/PKC pathway inhibition reduces the painful behav-
iors [37,67-69], we evaluated the involvement of this signaling pathway dependent on B;R
and B;R activation in anastrozole-treated mice. Our findings indicate that PLC and PKC
activation sustains the sensitizing effect of BoR and B4R agonists in anastrozole-treated
animals once inhibition of their activity significantly attenuates the pain symptoms in
animals. Consistent with these findings, previously published data has confirmed that
activating the PLC/PKC signaling pathways dependent on kinin receptors is essential to
assist hypersensitivity in several pain conditions in rodents [31,33,35,37,59,70].

Although less evident, some studies suggest that kinin receptors might sensitize noci-
ceptors dependent on PKA activation [31,35,71]. Indeed, PKA signaling mediates different
types of pathological pain [72-75], while its inhibition reduces the neural response [31,32]
and pain behaviors [74,76,77]. Here, we identified that PKA activation seems to be critical
in mediating the anastrozole-induced pain because its blockade reversed B;R and B;R
agonist-induced sensitizing effects. It is plausible that kinin receptor activation leads to
the activation of PKA by indirect mechanisms dependent on prostaglandin production.
Arachidonic acid, formed by PLC/PKC signaling, is rapidly converted by cyclooxygenases
to prostaglandins, which prostanoid receptors activate, stimulating cAMP production by
adenylyl cyclase. cAMP activates PKA, which phosphorylates signaling proteins, including
the TRPA1 channel, contributing to its activation [31,34,78]. Nonetheless, more studies are
necessary to elucidate PKA activation followed by B;R and B;R activation.

The TRPA1 channel might be sensitized by intracellular mechanisms dependent on BoR
and B;R activation [30,31,33,71]. The signaling molecules that activate TRPA1 downstream
of PLC/PKC, or PKA are widely debated in the literature [30,32,34]. The substances me-
tabolized during arachidonic acid hydrolysis, the release of Ca®* from intracellular stores,
and TRPA1 phosphorylation by PKC and PKA are well-elucidated mechanisms [30-32,34].
These mechanisms are potentially linked and could enhance TRPA1 activity and/or traf-
ficking to the membrane, allowing the amplification of pain symptoms [32]. We found that
inhibition of the PLC/PKC and PKA pathways attenuated the overt nociceptive behavior
and the sensitizing effect on pain symptoms induced by a TRPA1 agonist in anastrozole-
treated animals. Our findings suggest that PLC/PKC and PKA may act downstream from
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B;R and ByR activation to sensitize the TRPA1 channel, leading to painful anastrozole-
induced symptoms. Since anastrozole action is peripherally restricted [79] and the agonists
of the ByR, BiR, and TRPA1 channels and PLC/PKC and PKA signaling pathways in-
hibitors were locally administered, it is plausible that all the painful symptoms observed in
this study are due to peripheral effects.

We reported that the B;R and B1R activation-dependent PLC/PKC and PKA intracel-
lular signaling pathways seem to interact to sensitize the TRPA1 channel in anastrozole-
induced pain. Thus, direct TRPA1 activation by anastrozole and indirect TRPA1 stimulation
from B;R and B R activation appear to converge in a common nociceptive pathway. The
interaction between kinin receptors and the TRPA1 channel suggests a novel paradigm
to explain the development of the pain symptoms induced by anastrozole. Therefore,
regulating the activation of signaling pathways downstream of B;R and B;R would be a
promising alternative for developing drugs to treat Als-related pain, such as anastrozole.
The prompt and targeted treatment of pain symptoms might contribute to (i) re-establishing
the quality of life of breast cancer survivors, (ii) improving adherence to Al therapy, and
(iii) consequently contributing to disease control.
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Abstract

Anastrozole, an aromatase inhibitor, induces painful musculoskeletal symptoms, which affect patients’ quality of life and
lead to therapy discontinuation. Efforts have been made to understand the mechanisms involved in these painful symptoms
to manage them better. In this context, we explored the role of the Transient Receptor Potential Vanilloid 4 (TRPV4), a
potential transducer of several nociceptive mechanisms, in anastrozole-induced musculoskeletal pain in mice. Besides, we
evaluated the possible sensibilization of TRPV4 by signalling pathways downstream, PLC, PKC and PKCe from kinin
B, (B,R) and B, (B,R) receptors activation in anastrozole-induced pain. Anastrozole caused mechanical allodynia and
muscle strength loss in mice. HC067047, TRPV4 antagonist, reduced the anastrozole-induced mechanical allodynia and
muscle strength loss. In animals previously treated with anastrozole, the local administration of sub-nociceptive doses
of the TRPV4 (40-PDD or hypotonic solution), B,R (Bradykinin) or B;R (DABk) agonists enhanced the anastrozole-
induced pain behaviours. The sensitizing effects induced by local injection of the TRPV4, B,R and B|R agonists in ani-
mals previously treated with anastrozole were reduced by pre-treatment with TRPV4 antagonist. Furthermore, inhibition
of PLC, PKC or PKCe attenuated the mechanical allodynia and muscle strength loss induced by TRPV4, B,R and B|R
agonists. The generation of painful conditions caused by anastrozole depends on direct TRPV4 activation or indirect, e.g.,
PLC, PKC and PKCe pathways downstream from B,R and B|R activation. Thus, the TRPV4 channels act as sensors of
extracellular and intracellular changes, making them potential therapeutic targets for alleviating pain related to aromatase
inhibitors use, such as anastrozole.
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Introduction

Cancer is the second leading cause of death worldwide, with
incidence rates overspreading in recent decades [1]. Breast
cancer is the most common in women, estimated at more
than 2.3 million new cases yearly [1, 2]. Due to advances in
oncological therapies, many breast cancer patients survive
for many years, and the majority are sequelae after diagno-
sis and oncologic treatments, with pain being a prevalent
symptom [1, 3]. Causes of pain reported by breast cancer
survivors might be caused by the tumour itself or its metas-
tases or the treatment regimen (chemotherapy, radiation,

and adjuvant endocrine therapies) affecting patients’ quality
of life and may lead to premature discontinuation of treat-

ments [1, 3].

Adjuvant endocrine therapies, such as aromatase inhibi-
tors (AI), represent the main pharmacologic approach for
women diagnosed with hormone receptor-positive breast
cancer and are prescribed for at least five years after can-
cer diagnosis [2, 4]. Anastrozole is the Al most prescribed
(in 64% of cases) for breast cancer-diagnosed postmeno-
pausal women [2, 5, 6]. Although well tolerated, Al are not
entirely free of adverse events [2, 7, 8]. About 30—60% of Al
users experience pain, mainly musculoskeletal symptoms,
described as symmetrical joint pain, morning stiffness,
myalgia, and decreased strength. Furthermore, in some
cases, these painful symptoms resemble diffuse (22%),
mixed (11%), or neuropathic (9%) types of pain which often
determines incomplete treatment [7-9]. Also, drugs com-
monly used to treat pain caused by inflammatory joint dis-
orders have poor or no effect in softening Al-induced pain
[9, 10]. Therefore, pursuing new mechanisms and pathways
involved in these pain processes that might manage pain
intensity is indispensable.

Efforts have been made to understand the mechanisms
involved in painful symptoms related to Al use to manage
them better. Increasing interest has been given to receptors
and ion channels expressed on sensory neurons as potential
targets to explain the genesis of pain symptoms reported by
Al users [11-13]. Indeed, studies have demonstrated that the
Transient Receptor Potential Ankyrin 1 (TRPAT1), kinin B,
(B,R) and B, (B,R) receptors contribute to the development
and maintenance of Al-associated symptoms [11, 13]. Fur-
thermore, signalling pathways dependent on B,R and B|R
activation, PLC, PKC and PKA sensitize TRPA1, favouring
anastrozole-induced painful symptoms [12]. Beyond that,
current evidence does not exclude that pro-algesic factors
additional might operate alone or together to induce Al use-
related pain [11-14].

A potential pharmacological target that might be
involved in Al-associated painful symptoms is another TRP
family member, the TRP Vanilloid 4 (TRPV4), which is

@ Springer

co-localized with the TRPA1 channel in primary sensory
neurons [15, 16]. The TRPV4 is a non-selective cationic
channel that mediates the ions influx, such as calcium ions
and is widely expressed in peripheral and central neuronal
and non-neuronal tissues [17, 18]. TRPV4 can be activated
by hypo-osmolarity, mechanical stimulus, and innocuous
warm temperatures (27-35 °C). Endogenous (such as ara-
chidonic acid and hydrogen peroxide (H,O,)) or exogenous
(such as 4a-phorbol 12,13-didecanoate (40-PDD)) sub-
stances also activate the TRPV4 channel [16-21]. Further-
more, the TRPV4 is emerging as a major component in the
nociceptive mechanisms in pain models strongly related to
symptoms caused by Al, such as musculoskeletal and neu-
ropathic pain [16, 22-29]. Although the activation mecha-

nisms of TRPV4 may vary, its intracellular phosphorylation
mediated by protein kinases is a predominant mechanism
for its modulation and, thus, facilitates the development of
painful conditions [16, 18, 30-32]. Indeed, signalling path-
ways downstream from B,R and B|R activation, including
the PLC, PKC and PKCe pathways, are known by phos-
phorylate and sensitise the TRPV4 [23, 32, 33]. Thus, the
TRPV4 channels act as sensors of extracellular and intracel-
lular changes, making them potential therapeutic targets for
treating pathological pain.

It is plausible to suggest that TRPV4 and its sensibiliza-
tion mediated by kinin B,R and B;R may act together to
sustain Al-induced pain symptoms. However, until now, no
studies have demonstrated the TRPV4 involvement and its
sensibilization by signalling pathways downstream from
B,R and B;R activation in Al-induced pain, such as anas-
trozole. Herein, we provide evidence of TRPV4’s contribu-
tion to the anastrozole-induced pain model. Furthermore,
we showed that signalling pathways downstream, PLC,
PKC and PKCe from B,R and B)R activation, contribute to
TRPV4 sensitizing in this pain model.

Materials and Methods
Drugs and Reagents

All reagents utilized were analytical grade and, when not
mentioned, were purchased from Sigma-Aldrich Chemical
Company (St. Louis, MO, USA). Anastrozole was acquired
from Sun Farmacéutica do Brasil Ltda (Brazil) and dissolved
in 0.5% carboxymethylcellulose (CMC). Bradykinin (Bk;
B,R agonist), des-Arg’-bradykinin (DABk; B,R agonist),
Icatibant (B,R antagonist) and des-Arg’-[Leu®]-bradykinin
(DALBK; B|R antagonist) were prepared as stock solutions
in phosphate-buffered saline (PBS; 10 mM). HC067047
(TRPV4 antagonist) was dissolved in 5% DMSO and 5%
Tween 80 (final concentration administered). The stock
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solutions of 4a-Phorbol 12,13-didecanoate (4a-PDD,
TRPV4 agonist) were prepared in 100% DMSO, U73122
(PLC inhibitor) and GF109203X (PKC inhibitor) were pre-
pared in 10% absolute ethanol and €V 1-2 solution (PKCe
inhibitor) was prepared in PBS. All the stock solutions were
diluted to the desired concentration just before use. The
final concentration of all solutions containing ethanol or
DMSO did not exceed 0.5% and 2%, respectively, and did
not cause any detectable effect per se. The hypotonic solu-
tion (deionized water, TRPV4 agonist) was prepared before
use. Isotonic solution (0.9% NaCl) was used as the vehicle
of hypotonic solution and to dilute reagents administered
by oral or intraperitoneal route. PBS (10 mM) was used to
dilute reagents administered by the intraplantar route. All
control groups (vehicles) received the vehicles in which the
treatments were solubilized. Oral and intraperitoneal treat-
ments were administered in mice in a volume of 10 mL/
kg. The intraplantar injection did not exceed the volume of
20 pL per paw, except when co-injected with the hypotonic
solution (30 pL per paw). The doses of the drugs used in this
study were based on previous studies [13, 23, 34-36].

Animals

Male C57BL/6 mice (25-30 g) were used and maintained at
temperature-controlled (22 + 1 °C) under a 12-h light / dark
cycle and with standard laboratory chow and water ad libi-
tum. The animals were habituated to the experimental room
at least 1 h before the experiments. Experimental protocols
followed ethical guidelines for investigations of experimen-
tal pain in conscious animals [37]. The experiments also
were performed following the national and international
legislation (guidelines of the Brazilian Council of Animal
Experimentation Control — CONCEA — and of the U.S.
Public Health Service’s Policy on Humane Care and Use
of Laboratory Animals — PHS Policy). The experimental
protocol was approved by the Institutional Animal Care and
Use Committee of the Federal University of Santa Maria
(process #3026220520/2020 and #4535190722/2022). The
choice of the male sex was based on previous studies [11,
12, 14] and due to their low oestrogen concentrations since
anastrozole is used in breast cancer-diagnosed postmeno-
pausal women treatment [2, 4].

The number of animals and the intensities of noxious
stimuli used were the minimum necessary to demonstrate
the consistent effects of the treatments. A group size of 6
animals was used for experiments with anastrozole Al based
on power calculations (G*Power version 3.1.9.7). Alloca-
tion concealment was performed using a randomization pro-
cedure (http://www.randomizer.org/) and according to the
baseline thresholds before the treatment administrations. All

experiments were also performed by experimenters blinded
to drug administration or the group to be tested.

Anastrozole-Induced Pain Model

The dose of anastrozole used to induce painful behaviours
in mice was based on the human dose of 1 mg recommended
by the Food and Drug Administration to treat breast can-
cer-diagnosed postmenopausal women [5]. Thus, from the
conversion factor from human to mouse indicated by the
National Institute of Health [38] and according to previous
studies [12, 13, 39], we have used the dose of 0.2 mg/kg to
induce the pain model in mice. The experimental protocol
consisted of administrating anastrozole (0.2 mg/kg) by oral
route (p.o.) or vehicle (control group, 10 mL/kg, p.o.; 0.5%
CMC).

In clinical practice, anastrozole is used daily over long
periods (from 5 up to 10 years). However, we observed
recently that independent of the treatment anastrozole time
(a single administration or during 15 consecutive days of
treatment), the mice developed painful behaviours similarly
on all days evaluated [12]. Based on that, we used single
anastrozole administration in this study to assess the TRPV4
involvement in the anastrozole-induced pain model.

Study Design for Behavioural Assessment

Since previous studies have shown that Als do not cause
stimuli-independent pain at any time after the treatment
[11-13], we evaluate the stimuli-evoked pain (mechanical
allodynia) and muscle strength. Mechanical allodynia (von
Frey test) and muscle strength (Grip test) were evaluated
before (baseline) and at 2 h after the anastrozole or vehicle
administration (time 0, baseline 2). Next, the animals were
submitted to several treatment protocols (see more details
below), and these behavioural parameters were re-evalu-
ated at various times after treatments. Furthermore, we had
chosen the time (h) when agonists’ intraplantar treatment
induced the maximum nociceptive effect in anastrozole-
treated mice to evaluate the antagonist and inhibitors’ phar-
macological effects.

Assessment of TRPV4 Involvement in Anastrozole-Induced
Pain

To evaluate the participation of TRPV4 on mechanical allo-
dynia and muscle strength loss induced by anastrozole, the
mice received a single administration of HC067047 (10 mg/
kg, intraperitoneal, i.p., TRPV4 channel antagonist) or its
vehicle (10 ml/kg, i.p.) at 2 h after anastrozole adminis-
tration. The mechanical paw withdrawal threshold (PWT)
and muscle strength were evaluated at different time points
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(from 0.5 h up to 3 h) subsequently to treatments [(follow-
ing the protocol described below (“Mechanical Allodynia”
and “Muscle strength™)]. The experimental design is repre-
sented in Fig. 1A.

After, we investigated whether sub-nociceptive doses of
TRPV4 channel agonists could sensitize the painful behav-
iours of the anastrozole-treated mice. For this, the animals
were previously treated with anastrozole or vehicle. After
2 h of anastrozole or vehicle administration, the animals
received intraplantar (i.pl.) injection of 4a-PDD (3 nmol/
paw, TRPV4 agonist) or hypotonic solution (deionized
water, 20 pL/paw, TRPV4 agonist), or their vehicles (20
pL/paw, i.pl.). Mechanical PWT and muscle strength were
evaluated from 0.5 up to 5 h after agonist injections. Other
animal groups received HC067047 at 2 h after anastrozole.
After 0.25 h of HC067047 treatment, the same animals
were treated with sub-nociceptive doses of their agonists,
4a-PDD or hypotonic solution by i.pl. route. After 1 h of
agonist injections (time of the maximum nociception), the
mechanical PWT and muscle strength loss were measured
to evaluate the antinociceptive effect of the TRPV4 antago-
nist HC067047. The experimental designs are represented
in Fig. 2 A and Fig. 3 A.

Interaction Assessment of the Kinin Receptors and TRPV4 in
the Anastrozole-Induced Painful Behaviours

First, we investigated whether sub-nociceptive doses of
kinin B,R and B R agonists could enhance the painful
behaviours of the anastrozole-treated mice. For this, the ani-
After 2 h of anastrozole or vehicle administration, the ani-
mals received intraplantar (i.pl.) injections of Bk (1 nmol/
paw, B,R agonist) or DABk (3 nmol/paw, B|R agonist) or
their vehicles (20 pL/paw, i.pl.). Mechanical PWT and mus-
cle strength were evaluated from 0.5 up to 5 h after the kinin
B,R and B,R agonist injections. The experimental design is
represented in Fig. 4A.

After, we explored whether the interaction between kinin
receptors, B,R and B|R, and TRPV4 might contribute to
anastrozole-induced pain. For this, the animals were treated
with anastrozole or vehicle. After 2 h of anastrozole or vehi-
cle administration, mice received HC067047 (10 mg/kg,
i.p. TRPV4 antagonist), or Icatibant (100 nmol/kg, i.p., B;R
antagonist), or DALBk (150 nmol/kg, i.p., B;R antagonist)
or their vehicles (10 mL/kg, i.p.). After 0.25 h of antago-
nists’ treatments, the animal group treated with the systemic
TRPV4 antagonist received the intraplantar injection of
either B,R or B R agonists (Bk or DABK, 1 or 3 nmol/
paw, respectively). Further, kinin B,R or B|R antagonists-
treated animals received the i.pl. injection of TRPV4 ago-
nists, 40-PDD (3 nmol/paw) or hypotonic solution (20 pL/
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paw). After 1 h of agonists injections (time of the maximum
nociception), the mechanical PWT and muscle strength loss
were measured to evaluate the antinociceptive effects of the
kinin B,R and B R and TRPV 4 antagonists. The experimen-
tal designs are represented in Fig. 4 A and 5 A.

Intracellular Pathways Dependent on Kinin Receptors
Activation and TRPV4 Sensitization

We evaluated whether intracellular signalling pathways
dependent on kinin B,R and B,R activation mediate the
anastrozole-induced pain. The animals were treated with
anastrozole or vehicle. After 2 h of anastrozole or vehicle
administration, these mice received intraplantar co-injection
containing either inhibitor of PLC (U73122, 30 pmol/paw,
i.pl), PKC (GF109203X, 1 nmol/paw, i.pl.) or PKCe (¢V1-
2, 10 nmol/paw, i.pl.) plus kinin B,R and BR agonists, Bk
(1 nmol/paw, 1.pl.) or DABK (3 nmol/paw, i.pl.). At | h after
intraplantar injections, the mechanical PWT and muscle
strength were assessed. The experimental design is repre-
sented in Fig. 6A.

Next, we evaluated whether signalling pathways down-
stream from B,R and B R activation could contribute to
TRPV4 sensitization in this pain model. At 2 h after of
anastrozole or vehicle administration, the animals received
intraplantar co-injection containing either inhibitor of PLC,
PKC or PKCeg plus TRPV4 agonists, 4a-PDD (3 nmol/paw)
or hypotonic solution (20 pL/paw). At 1 h after intraplantar
injections, the mechanical PWT and muscle strength were
assessed. The experimental design is represented in Fig. 7A.
Behavioural Experiments

Mechanical Allodynia

The assessment of mechanical allodynia was carried out
using flexible nylon filaments (von Frey) of increasing
stiffness (0.02—10 g) by the Up-and-Down method [40,
41]. The von Frey test is widely used in pre-clinical and
clinical settings for measuring pain [42, 43]. The PWT to
the mechanical stimulus was calculated from the resulting
scores as previously described [44]. The mechanical PWT
was expressed in grams (g), and a significant decrease in the
PWT compared with the baseline values or control group
was considered mechanical allodynia.

Muscle Strength

The muscle strength test in mice was evaluated using a grip
strength meter (Grip Strength meter EFF 305 — Insight,
Ribeirdo Preto, SP, Brazil) [45], a test used in preclinical
and clinical settings for the study of musculoskeletal pain
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[46, 47]. The test consists of the experimenter gently hold-
ing the mouse by the base of the tail, allowing the animal to
grab the metal bar with the forelimbs and hindlimbs before
being gently pulled until it releases its grip. The forelimbs
and hindlimbs muscle strength, expressed in grams (g), was
measured 3 times per mouse with at least 1 min interval
between measurements. A significant decrease in muscle
strength compared with the baseline values or control group
was considered muscle strength loss.

Statistical Analyses

The results were expressed as the mean+ standard error
of the mean (SEM), which were expressed as geometric

means accompanied by their respective 95% confidence
limits. Parametric data were analysed by two-way analysis
of variance (ANOVA) followed by Bonferroni’s post hoc
test using the GraphPad Prism 8.0 software (San Diego,
CA, U.S.A)). To meet parametric assumptions, mechanical

A - Pain model induction

Vehicle (10 ml/kg, i.p.) or
HC067047 (10 mg/kg, i.p.)

Anastrozole (0.2 mg/kg, p.o.)

!
@

l

oo [ T T

threshold data were log-transformed before analyses. The
inhibition percentages were calculated for the maximal
developed responses compared to baseline 1 values or the
control group. P-values less than 0.05 (P <0.05) were con-
sidered statistically significant.

Results

TRPV4 Channel Contributes to Pain Induced by
Anastrozole

Mice treated with anastrozole (0.2 mg/kg, p.o.) developed
mechanical allodynia and muscle strength loss at 2 h after

administration (Time 0, Fig. 1B, and C) when compared to
baseline values. The intraperitoneal (i.p.) treatment with
TRPV4 antagonist HC067047 (10 mg/kg, i.p.) reduced
the anastrozole-induced mechanical allodynia and muscle
strength loss from 0.5 up to 2 h after its administration

Mechanical allodynia
Muscle strength

v

[ )
Baseline (BL) 0

2 hours after the
anastrozole treatment

© Anastrozole (p.o.) + Vehicle (i.p.)

wk®

— *

o0 %

B 14

= 1

2.
HHH

0.1
BL 0 0.5 1 2 3

Time after treatment (h)

Fig. 1 Anastrozole-induced painful behaviours are dependent on
TRPV4 in mice. (A) Male C57BL/6 mice treated by oral route (p.o.)
with anastrozole (0.2 mg/kg) presented mechanical allodynia and mus-
cle strength loss compared to baseline (BL) values. At 2 h after anas-
trozole administration (Time 0), the mice received a single intraperito-
neal (i.p.) treatment of HC067047 (10 mg/kg, i.p., TRPV4 antagonist)
or its vehicle (10 ml/kg, i.p.). The mechanical PWT (B) and strength

0.5 1 2 3

Time curve (hours)

@ Anastrozole (p.o.) + HC067047 (i.p.)

C

100~
2L 80
=
)
5
5 60
o
2
§ 40
Hit
20
BL 0 0.5 1 2 3

Time after treatment (h)

muscle (C) were evaluated again from 0.5 up to 3 h after antagonist
treatment. Baseline (BL) values were measured before anastrozole
administration. “*p <0.001 vs. BL values. *p <0.05, and ***p <0.001
vs. Anastrozole plus Vehicle group. Data were expressed as the
mean+ SEM (n=6/group; two independent experiments with n=3
mice/each experiment) and analyzed by two-way ANOVA followed
by the Bonferroni post hoc test. PWT: paw withdrawal threshold
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(Fig. 1B and C), with inhibition of 100% and 34 +2%at | h
after treatment, respectively.

The intraplantar (i.pl.) injection of TRPV4 agonist,
40-PDD (3 nmol/paw; sub-nociceptive dose) enhanced
the mechanical allodynia (from 0.5 up to 2 h) and muscle
strength loss (from 0.5 up to 3 h) in anastrozole-treated
mice when compared to the anastrozole plus vehicle group

A - Painmodelinduction  TRPV4 antagonist

Vehicle (10 ml/kg, p.o) or
Anastrozole (0.2 mg/kg, p.o.)

L

HC067047
(10 mg/kg, i.p.)

(Fig. 2B and C), with the maximum increase in the noci-
ceptive response of 3.3- and 1.3-fold at 1 h after injections,
respectively. HC067047 (0.25 h prior of 4a-PDD) reduced
the mechanical allodynia and muscle strength loss (Fig. 2D
and E) induced by 4a-PDD, with inhibition of 55 + 7% and
60+3% at 1 h after 4a-PDD injection, respectively (Fig. 2D
and E).

TRPV4 agonist

Vehicle (20 ul/paw, i.pl.) or ) )
4a-PDD (3 nmol/paw, i.pl.) Mechanical allodynia
[ Muscle strength

O—@—— T T —@

° @ g '

Baseline (BL)

2 hours after the vehicle or
anastrozole treatment
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© Anastrozole (p.o.) + Vehicle (i.pl.)

0.23h 05 1 2 3 5

Time response curve (hours)

{3 Vehicle (p.o.) + 40-PDD (i.pl.)
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@ Anastrozole (p.o.) + HC067047 (i.p.) + 4a-PDD (i.pl.)
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Fig. 2 TRPV4 agonist, 4a-PDD, enhanced the anastrozole-induced
painful behaviours. Male C57BL/6 mice were treated oral route (p.o.)
with anastrozole (0.2 mg/kg) or its vehicle (0.5% CMC) to induce
painful behaviours. At 2 h after anastrozole administration (Time 0),
the vehicle (20 pl/paw, intraplantar, i.pl.), or the sub-nociceptive dose
of 40-PDD (3 nmol/paw, i.pl., TRPV4 agonist) were injected by intra-
plantar route. The mechanical PWT (B) and muscle strength (C) were
assessed from 0.5 h up to 5 h after the agonist’ injection. In another set
of experiments, the anastrozole-treated mice received a single treat-
ment of vehicle (10 ml/kg, intraperitoneal, i.p.) or HC067047 (10 mg/
kg, i.p.). After 0.25 h of HC067047 treatment, vehicle (20 pl/paw,
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Muscle strength (g)

BL 0 0.5 1 2

Time after agonist injection (h)

BL 0 1h

intraplantar, i.pl.) or the sub-nociceptive dose of 40-PDD (3 nmol/paw,
TRPV4 agonist) was injected by the intraplantar route. The mechani-
cal PWT (D) and muscle strength (E) were assessed 1 h after agonist
injection. Baseline (BL) values were measured before the anastro-
zole or vehicle administration. ##p<0.001 vs. Vehicle plus Vehicle
group. *p <0.05, and ***p <0.001 vs. Anastrozole plus Vehicle group.
9 <0.001 vs. Anastrozole plus 40-PDD group. Data were expressed
as the mean+SEM (n=6/group; two independent experiments with
n=3 mice/each experiment) and analyzed by two-way ANOVA fol-
lowed by the Bonferroni post hoc test. PWT: paw withdrawal threshold
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Like 40-PDD, hypotonic solution (another TRPV4
agonist) also enhanced mechanical allodynia (from 0.5 h
up to 1 h) and muscle strength loss (from 0.5 h up to 3 h)
(Fig. 3B and C) in previously anastrozole-treated animals
when compared to the anastrozole plus vehicle group, with
the maximum increase in the nociceptive response of 3.4-
and 1.3-fold at 1 h after agonist injection, respectively.
HC067047, administered 0.25 h before TRPV4 agonist,
reduced the hypotonic solution-induced mechanical allo-
dynia and muscle strength loss in anastrozole-treated mice,
and their respective local agonists, providing additional evi-
dence of the involvement of TRPV4 in this pain model.

As expected, sub-nociceptive doses of the 40-PDD or
hypotonic solution agonists did not alter the mechanical
PWT and muscle strength loss in animals previously treated
with vehicle (Fig. 2 and Fig. 3).

Interaction Between Kinin Receptors and the
TRPV4 Channel Contributes to Anastrozole-Induced
Nociceptive Behaviours

The intraplantar injection of sub-nociceptive doses of Bk (1
nmol/paw, i.pl.) and DABK (3 nmol/paw, i.pl.) enhanced the
mechanical allodynia (Fig. 4B, with the maximum increase
in the nociceptive response of 1.8- and 1.7-fold at | h after
injections, respectively), and muscle strength loss (Fig. 4C,
with the maximum increase in the nociceptive response of
1.3- at 1 h after agonist injections) in anastrozole-treated
mice. The pre-treatment with HC067047 (10 mg/kg, i.p.,
administered 0.25 h before Bk- and DABk-agonists) pre-
vented the Bk- and DABKk-induced responses on mechanical
allodynia at 1 h after agonist injections, with inhibition of
32 +3% and 20 +4%, respectively (Fig. 4D). Furthermore,
the pre-treatment with HC067047 also prevented the sen-
sitizing effect induced by Bk and DABK in anastrozole-
treated mice on muscle strength loss, with inhibition of
67+ 1% and 55+4% at 1 h after agonist injections, respec-
tively (Fig. 4E).

Furthermore, the sensitizing effect of TRPV4 agonists,
4a-PDD (3 nmol/paw) and hypotonic solution (deionized
water) on mechanical allodynia and muscle strength loss
were prevented by pre-treatment with kinin B,R and B\R
antagonists. Icatibant, a B,R antagonist (150 nmol/kg, i.p.,
administered 0.25 h before TRPV4 agonists), inhibited
the responses induced by 4a-PDD or hypotonic solution
(Fig. 5B and C) on mechanical allodynia (with inhibition
of 30+9% and 60+ 8% respectively) (Fig. 5B) and mus-
cle strength loss (with inhibition of 26 +3% and 68 + 6%,

respectively) at 1 h after agonist injections, in previously
anastrozole-treated mice (Fig. 5C).

DALBEK, a kinin B|R antagonist, also prevented the sen-
sitizing effects of 4a-PDD or hypotonic solution (Fig. SD
and E) in anastrozole-treated mice on mechanical allo-
dynia (with inhibition of 24+7% and 68+9%, respec-
tively) (Fig. 5D) and muscle strength loss (with inhibition
of 28 + 6% and 70 + 6%, respectively) (Fig. SE) at 1 h after
agonist injections. Altogether, these results suggest the

cooperation between kinin B, and B, receptors and TRPV4
Activation Cooperate in Sensitising the TRPV4

Channel in Anastrozole-Treated Mice

Firstly, we confirmed the activation of signalling pathways
downstream from kinin B,R on the anastrozole-induced
pain model. The local inhibition of PLC (U73122, 30 pmol/
paw, i.pl.) or PKC (GF109203X, 1 nmol/paw, i.pl.) reduced
Bk-induced responses on mechanical allodynia (inhibition
of 54 + 8% and 38 + 4% at 1 h after treatments, respectively)
(Fig. 6B) and muscle strength loss (inhibition of 76 +9%
and 57+9% at 1 h after treatments, respectively) (Fig. 6C)
in mice treated with anastrozole. Moreover, the inhibition
of PKCe (¢V1-2, 10 nmol/paw, i.pl.) attenuated the Bk-
induced responses on the mechanical allodynia and muscle
strength loss (inhibition of 21 +12% and 40+6% at 1 h
after treatments, respectively) (Fig. 6B and C) in anastro-
zole-treated mice.

After, we assess the contribution of signalling path-
ways downstream from kinin B|R. The responses induced
by DABk on mechanical allodynia (Fig. 6D) and muscle
strength loss (Fig. 6E) were reduced by the inhibitors of
PLC (U73122, inhibition of 38 + 8% and 87 + 8% at 1 h after
treatment, respectively) or PKC (GF109203X, 26 + 6% and
58 +8% at 1 h after treatment, respectively) in anastrozole-
treated mice. In addition, the inhibitor of PKCs (eV1-2)
reduced DABk-induced responses on mechanical allodynia
and muscle strength loss (Fig. 6D and E) (inhibition of
24 +4% and 45+ 5% at 1 h after treatment, respectively) in
anastrozole-treated mice.

After that, we evaluated whether signalling pathways
downstream from kinin B,R and B|R activation could con-
tribute to TRPV4 activation in an anastrozole-induced pain
model. The local treatment with PLC (U73122) and PKC
(GF109203X) inhibitors reduced TRPV4 agonists (40-PDD
and hypotonic solution)-induced responses on mechanical
allodynia (inhibition of 26 +4% and 31 + 5%, respectively
and 44 +8% and 50+ 10% at | h after treatments, respec-
tively) (Fig. 7B and D) and muscle strength loss (inhibition
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Fig. 3 TRPV4 agonist, hypotonic solution, enhanced the anastrozole-
induced painful behaviours. Male C57BL/6 mice were treated oral
route (p.o.) with anastrozole (0.2 mg/kg) or its vehicle (0.5% CMC)
to induce painful behaviours. At 2 h after anastrozole administration
(Time 0), the isotonic solution (vehicle, 20 pl/paw, intraplantar, i.pl.) or
the hypotonic solution (deionized water, 20 pl/paw, i.pl.,, TRPV4 ago-
nist) were injected by intraplantar route. The mechanical PWT (B) and
muscle strength (C) were assessed from 0.5 h up to 5 h after the agonist
injection. In another set of experiments, the anastrozole-treated mice
received a single treatment of vehicle (10 ml/kg, intraperitoneal, i.p.)
or HC067047 (10 mg/kg, i.p.). After 0.25 h of HC067047 treatment,

of 66+2% and 51+5%, respectively and 57+4% and
44+ 6% at 1 h after treatments, respectively) (Fig. 7C and
E) in previously anastrozole-treated mice. Furthermore,
the inhibition of PKCe by eV1-2 attenuated the TRPV4
agonists-induced responses on mechanical allodynia and
muscle strength loss (Fig. 7), with inhibition of 22 +4% and
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the isotonic or hypotonic (TRPV4 agonist) solution was injected by the
intraplantar route. The mechanical PWT (D) and muscle strength (E)
were assessed 1 h after agonist injection. Baseline (BL) values were
measured before the anastrozole or vehicle administration. *#p <0.001
vs. Vehicle plus Vehicle group. **p<0.01, and ***p <0.001 vs. Anas-
trozole plus Vehicle group. ***p<0.001 vs. Anastrozole plus Hypo
group. Data were expressed as the mean+SEM (n=6/group; two
independent experiments with n=3 mice/each experiment) and ana-
lyzed by two-way ANOVA followed by the Bonferroni post hoc test.
PWT: paw withdrawal threshold. Hypo: hypotonic solution

49 + 10% to 4a-PDD and 25 + 8% and 31 +9% to hypotonic
solution at 1 h after treatments, respectively.
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Fig. 4 Kinin receptors activation sensitizes TRPV4 in the anastrozole-
induced pain model in mice. (A) Male C57BL/6 mice were treated by
oral route (p.o.) with anastrozole (0.2 mg/kg) or its vehicle (0.5% CMC)
to induce painful behaviours. At 2 h after anastrozole administration
(Time 0), the vehicle (20 pl/paw, intraplantar, i.pl.) or sub-nociceptive
doses of kinin agonists, Bk (1 nmol/paw, i.pl., B,R agonist) or DABk
(3 nmol/paw, i.pl., B;R agonist) were injected by intraplantar route.
The mechanical PWT (B) and muscle strength (C) were assessed from
0.5 h up to 5 h after agonist’ sub-nociceptive doses. In another set of
experiments, the anastrozole-treated mice received a single treatment
of vehicle (10 ml/kg, intraperitoneal, i.p.) or HC067047 (10 mg/kg,
i.p.). After 0.25 h of the vehicle or HC067047 treatment, the sub-noci-
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ceptive doses of kinin agonists, Bk or DABK, were injected by intra-
plantar route. The mechanical PWT (D) and muscle strength (E) were
assessed 1 h after agonist injections. Baseline (BL) values were mea-
sured before the anastrozole or vehicle administration. *#p <0.001 vs.
Vehicle plus Vehicle group. **p <0.01, and ***p <0.001 vs. Anastro-
zole plus Vehicle group. **p<0.001 vs. Anastrozole plus Bk group.
&&&p, 20,001 vs. Anastrozole plus DABk group. Data were expressed
as the mean+ SEM (n=06/group; two independent experiments with
n=3 mice/each experiment) and analyzed by two-way ANOVA fol-
lowed by the Bonferroni post hoc test. PWT: paw withdrawal thresh-
old. Bk: Bradykinin
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Fig. 5 Kinin B,R and B|R contribute to the nociceptive behaviours
induced by the TRPV4 agonists in anastrozole-treated mice. (A) Male
C57BL/6 mice were treated by oral route (p.o.) with anastrozole
(0.2 mg/kg) or its vehicle (0.5% CMC) to induce painful behaviours.
At 2 h after anastrozole administration (Time 0), the mice received a
single treatment of vehicle (10 ml/kg, intraperitoneal, i.p.), Icatibant
(100 nmol/kg, i.p., B,R antagonist) or DALBk (150 nmol/kg, i.p.,
B,R antagonist). After 0.25 h of the antagonists’ treatment, vehicle
(20 pl/paw, intraplantar, i.pl.) or a sub-nociceptive dose of TRPV4
channel agonists, 4a-PDD (3 nmol/paw, i.pl.) or hypotonic solution
(deionized water, 20 pl/paw, i.pl.) were injected by intraplantar route.

Discussion

The use of Al is associated with severe pain symptoms,
mainly musculoskeletal, which limit patients’adherence to
therapy. Although some mechanisms have been proposed
to explain Al-related pain symptoms, the mechanisms and
pathways behind pain remain poorly understood, mak-
ing them difficult to predict and treat. In this study, using
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The mechanical PWT (B and D) and muscle strength (C and E) were
assessed 1 h after agonist injections. Baseline (BL) values were mea-
sured before the anastrozole or vehicle administration. **p <0.001 vs.
Vehicle plus Vehicle group. ***p<0.001 vs. Anastrozole plus Vehicle
group. +++ p<0.001 vs. Anastrozole plus 4a-PDD. 444 <0.001 vs.
Anastrozole plus Hypo solution group. Data were expressed as the
mean+SEM (n=6/group; two independent experiments with n=3
mice/each experiment) and analyzed by two-way ANOVA followed by
the Bonferroni post hoc test. PWT: paw withdrawal threshold. Hypo:
hypotonic solution

TRPV4 antagonist and agonists, we demonstrated that
the painful symptoms induced by anastrozole, an Al, are
TRPV4 channel-dependent in mice. The local administra-
tion of kinin B,R, B;R, or TRPV4 agonists enhanced the
pain parameters in anastrozole-treated mice, which were
prevented by the B,R, B|R, or TRPV4 antagonists. Fur-
thermore, we showed that signalling pathways downstream
from B,R and BR activation, PLC, PKC and PKCe, are
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Fig. 6 The signalling pathways downstream from the kinin B,R and
B;R, PLC, PKC and PKCe are activated and contribute to the noci-
ceptive behaviours induced by kinin agonists in anastrozole-treated
mice. (A) Male C57BL/6 mice were treated by oral route (p.o.) with
anastrozole (0.2 mg/kg) or its vehicle (0.5% CMC) to induce painful
behaviours. At 2 h after anastrozole administration (Time 0), the mice
received the intraplantar (i.pl.) co-injection of U73122 (30 pmol/paw,
i.pl., PLC inhibitor), GF109203X (1 nmol/paw, i.pl., PKC inhibitor)
or £V1-2 (10 nmol/paw, i.pl., PKCe inhibitor), plus sub-nociceptive
doses of Bk (1 nmol/paw, i.pl.) or DABk (3 nmol/paw, i.pl.). After

crucial to sensitizing the TRPV4 channel since the block
of these signalling pathways attenuated the enhancement of
B,R, B|R, or TRPV4 agonists-induced pain symptoms in
anastrozole-treated mice. Thus, direct TRPV4 activation or
indirect, e.g., dependent on B,R and B R activation, appear
to converge in a similar nociceptive pathway and sustain the
pain related to anastrozole use.

Among the potential targets capable of detecting and
transducing painful stimuli from the periphery to centre
structures is the TRPV4 channel, an osmotic, mechanical
and warm (27-35 °C) stimuli sensor [19-21] involved in
the development and maintenance of painful symptoms
[18] in different pain models, such as musculoskeletal and
neuropathic pain [16, 22-26]. Studies have suggested that

1 h of the co-injections (inhibitors plus Bk- and DABk-agonists),
the mechanical PWT (B and D) and muscle strength (C and E) were
assessed. Baseline (BL) values were measured before the anastrozole
or vehicle administration. **p < 0.001 vs. Vehicle plus Vehicle group.
**k%p <0.001 vs. Anastrozole plus Vehicle group. *p<0.05, **p <0.01
and T*"p<0.001 vs. Anastrozole plus Bk or DABk group. Data were
expressed as the mean+ SEM (n=06/group; two independent experi-
ments with n=3 mice/each experiment) and analyzed by two-way
ANOVA followed by the Bonferroni post hoc test. PWT: paw with-
drawal threshold. Bk: bradykinin

increased oxidative stress (e.g., H,0, levels) might facilitate
the development of Al-induced pain symptoms [11, 14]. The
TRPV4 channel is considered one sensor for several reac-
tive endogenous substances, as it carries cysteine residues
corresponding to those found in other redox-sensitive TRP
channels [48-50]. In this way, the TRPV4 channel might be
the target of H,0, produced by Al use, contributing to pain-
ful symptoms. In our study, the TRPV4 antagonism reduced
mice’s anastrozole-induced mechanical allodynia and mus-
cle strength loss. Our results agree with previous studies
that demonstrated the involvement of the TRPV4 channel
in mechanical hypersensitivity and reduction of muscle
strength, including in painful conditions caused by chemo-
therapeutic drugs and joint disorders [22, 23, 26, 51-53].
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Fig. 7 PLC, PKC and PKCe signalling pathways contribute to noci-
ceptive behaviours induced by TRPV4 agonists in anastrozole-treated
mice. (A) Male C57BL/6 mice were treated by oral route (p.o.) with
anastrozole (0.2 mg/kg) or its vehicle (0.5% CMC) to induce pain-
ful behaviours. At 2 h after anastrozole administration (Time 0), the
animals received the intraplantar (i.pl.) co-injections of U73122 (30
pmol/paw, i.pl., PLC inhibitor), GF109203X (1 nmol/paw, i.pl., PKC
inhibitor) or eV1-2 (10 nmol/paw, i.pl., PKCe inhibitor), plus sub-
nociceptive doses of TRPV4 channel, 40-PDD (3 nmol/paw, i.pl.)
or hypotonic solution (deionized water, 20 ul/paw, i.pl.). After 1 h of

Thus, our findings indicate that anastrozole systemic treat-
ment promotes painful symptoms in mice similar to those
reported by Al users in a TRPV4-dependent manner.
Corroborating the above data, the intraplantar injection of
TRPV4 agonists, 40-PDD or hypotonic solution, enhanced
the mechanical allodynia and loss of muscle strength of
anastrozole- but not vehicle-treated mice. The pre-treatment
with TRPV4 antagonist, HC067047, attenuated the mechan-
ical allodynia and muscle strength loss induced by TRPV4
agonists in previously anastrozole-treated mice. Similar to
our results, hypersensitivity to sub-nociceptive doses of
TRPs agonists has been observed in studies of pain [11, 14,
54, 55], including in the Al-induced pain model [11, 12, 14].
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the co-injections (inhibitors plus 4a-PDD- or hypotonic solution-ago-
nists), the mechanical PWT (B and D) and muscle strength (C and E)
were assessed. Baseline (BL) values were measured before the anas-
trozole or vehicle administration. **p <0.001 vs. Vehicle plus Vehicle

P
group. ***p <0.001 vs. Anastrozole plus Vehicle group. ***p <0.001

vs. Anastrozole plus 40-PDD or hypotonic solution group. Dala were
expressed as the mean+SEM (n=6/group; two independent experi-
ments with n=3 mice/each experiment) and analyzed by two-way
ANOVA followed by the Bonferroni post hoc test. PWT: paw with-
drawal threshold.

Indeed, the local administration of pro-algesic substances
in sub-nociceptive doses in previously sensitized animals
has been widely utilized to provide additional mechanistic
insights [11, 12, 14, 36, 56]. Thus, we supply further evi-
dence of the involvement of TRPV4 in the anastrozole-
caused musculoskeletal pain model.

Due to the electrophilic and reactive properties of the Al,
they directly stimulate TRPA1, which is co-localized with
the TRPV4 channel in sensory neurons, where it is abun-
dantly expressed [15, 16, 57] causing neurogenic inflam-
mation and painful behaviours in mice [11]. Although this
mechanism is essential to initiate painful stimuli dependent
on Al other underlying mechanisms contribute to triggering
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such pain symptoms [11-14]. Indeed, our previous results
demonstrated that intraplantar administration of kinin B,R
and B;R agonists enhanced painful symptoms induced
by anastrozole, which were prevented by their respective
antagonists [12]. Thus, recent evidence has suggested that
kinins and their B, and B, receptors play a critical role
in Al-induced pain in mice, including anastrozole [12,
13]. Furthermore, we recently observed that the B,R and
B,R-dependent intracellular signalling pathways PLC, PKC
and PKA sensitize TRPA1 causing painful symptoms in
previously anastrozole-treated mice [12]. Although current
studies suggest some mechanisms and pathways involved
in Al-induced pain [11, 13, 58], they do not rule out that
additional factors may operate independently or together to
contribute to Al-induced pain symptoms,

Notably, the pro-algesic effects of kinins and their recep-
tors, B,R and B R, may be mediated, at least in part, by
the sensitisation of TRPs channels, such as TRPV4, which
contribute to the transmission and maintenance of several
painful conditions [23, 34, 35, 59]. Once we first observed
the contribution of TRPV4 in the pain symptoms induced by
anastrozole, we wondered if B;R and BR activation con-
tributes to indirect TRPV4 activation and enhance anastro-
zole-induced pain. In this sense, we showed that the TRPV4
antagonist HC-067047 prevented the enhancement of pain
symptoms caused by B,R and B,R agonists in anastrozole-
treated mice. Our results agree with previous studies dem-
onstrating that the indirect TRPV4 activation depends on

kinin B,R and B,R activation in an antineoplastic-induced
also alleviated the enhanced pain behaviours induced by

TRPV4 agonists in mice previously treated with anastro-
zole. These results suggest that TRPV4 modulation may
also occur downstream to B,R and B|R activation contrib-
uting to anastrozole-induced pain behaviours. Our results
are consistent with previous studies showing the TRPV4
intracellular modulation dependent on G protein-coupled
receptors (GPCRs) activation and its contribution to sus-
taining different preclinical pain models [23, 53, 60, 61].
Therefore, it is plausible to suggest crosstalk between kinin
B,R and B|R and TRPV4 channels and their contribution to
anastrozole-induced pain symptoms.

Kinin B,R and B,R are expressed in important structures
for pain modulation [62], and their stimulation activates
PLC, which, in turn, breaks down membrane phospholipids
into diacylglyceroil (DAG) and inositol triphosphate. Inosi-
tol triphosphate increases cytosolic calcium (Ca>*) levels,
which, together with DAG, activate protein kinases, such
as PKC [62]. PKC modulate target proteins, such as TRPs,
by phosphorylation, playing an essential role in painful pro-
cesses [63]. Once PLC and PKC pathways have vital roles
to play in painful behaviours [23, 31, 64, 65], we studied the

contribution of these signalling pathways downstream of
the kinin B,R and B,R activation in the anastrozole-induced
pain model. Our findings confirm that PLC and PKC sig-
nalling pathways mediate the nociceptive effects of B,R
and B|R agonists in anastrozole-treated mice once its inhi-
bition reduced pain behaviours. These results corroborate
with previous data, demonstrating the substantial participa-
tion of PLC and PKC signalling mediated by kinin B,R and
B,R stimulation in sustaining different pain conditions in
rodents, including caused by anastrozole [12, 23, 33, 35, 66,
67].

The PKCs represent a family of serine/threonine kinases
implicated in various pathophysiological functions, and
their isoforms are under investigation as potential thera-
peutics for treating acute and chronic pain conditions [31,
63]. The PKCe, an isoform dependent on intracellular Ca®*
and DAG, is highly expressed in sensory neurons, and when
activated, it has a critical role in mediating the nociception
[31, 68, 69]. Thus, we investigated whether PKCe activa-
tion acts downstream to the kinin B,R and B;R stimulation
to contribute to anastrozole-induced pain behaviours. PKCe
activation seems critical in mediating the anastrozole-
induced pain because its blockade reversed kinin B,R and
B,R agonist-induced nociceptive effects in anastrozole-
treated mice. Consistent with these findings, it was shown
that PKCe mediates the pro-algesic response from kinin
B,R and B;R activation in other pain models [23, 33].

Since signalling pathways downstream of the kinin B,R
and B;R activation contribute to the anastrozole-induced
could also sensitise the TRPV4 channel to sustain the noci-
ceptive processes [23, 32, 53, 70]. Indeed, studies have dem-
onstrated once the PLC and PKC pathways are triggered,
they modulate the TRPV4 channel by phosphorylation in
the residues of Ser'®2, Thr'™, and Ser'®, located in the
C-terminal domain, enhancing the function of this channel
[32]. Furthermore, studies also prove that TRPV4 activity is
enhanced by intracellular phosphorylation of the PKCg iso-
form [23, 71, 72]. In this way, we wonder if PLC, PKC, and
PKCe pathways could mediate TRPV4 sensitization in the
anastrozole-induced pain model. In this sense, inhibition of
the PLC, PKC and PKCg pathways reduced the pain symp-
toms induced by TRPV4 agonists in anastrozole-treated
mice. Indeed, one of the most studied pathways by which
TRPV4 sustain nociceptive processes is its intracellular
modulation dependent on GPCRs activation, such as kinin
B,R and B|R [23, 32, 53, 70]. Thus, our results suggest that
kinin B,R and B|R activation can lead the TRPV4 sensiti-
zation through PLC, PKC and PKCe signalling pathways,
and these findings support signalling pathways dependent
on kinin receptors as an essential regulator of TRPV4 activ-
ity in the anastrozole-induced pain model.
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Our study shows some limitations, as are not use other
pharmacological (other TRPV4 channel antagonists) or
genetic (TRPV4 gene silencing by siRNA treatment or
TRPV4 knockout mice) tools to confirm the TRPV4 involve-
ment in this pain model besides agonists and one selective
antagonist TRPV4 channel. However, unprecedentedly, we
demonstrate that the TRPV4 activation considerably con-
tributes to painful symptoms related to anastrozole use,
underscoring the paramount role of signalling pathways
downstream of kinin B,R and B|R in developing the pain
symptoms induced by the anastrozole. It is worth mention-
ing that the kinin B,R antagonist, Icatibant (Firazyr®),
has been clinically available for treating hereditary angio-
edema since 2010, with good patient tolerability [73, 74].
However, clinical trials of the TRPV4 target are incom-
plete or not updated (NCT04292912; NCT02497937 and
NCTO03372603). Additionally, the role of TRPV4 in humans
and its suitability as a therapeutic target is being tested in
clinical studies of Phase 11, being well-tolerated by patients
without causing severe adverse effects (GSK2798745;
clinicaltrials.gov NCT02119260) [75, 76]. Thus, regulating
kinin receptors or the TRPV4 channel encourages targeted
treatment to mitigate the potential impact of painful symp-
toms reported by Al users, such as anastrozole.
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5. DISCUSSAO

Nesse estudo, fornecemos evidéncias da contribuicdo das vias de sinalizagéo a jusante
da ativagdo dos receptores de cininas (B2R e BiR) no modelo de dor induzido por anastrozol,
um IA. Além disso, nossos resultados demonstram o envolvimento do canal TRPV4 e que a
ativacdo dos receptores de cininas levam a sensibilizacdo intracelular dos canais TRPAL e
TRPV4, contribuindo para sustentar os parametros dolorosos (alodinia mecanica e perda de
forca muscular) associados ao uso dos IAs.

Uma vez que os usuarios dos IAs devem fazer uso do medicamento todos os dias
durante longos periodos (5-10 anos) (HENRY et al., 2008; TENTI et al., 2020), primeiramente
avaliamos se o tratamento com o anastrozol mantinha a capacidade de induzir os parametros
dolorosos em camundongos apds um protocolo de tratamento prolongado. O tratamento
sisttmico com anastrozol (uma vez ao dia durante 15 dias consecutivos) causou alodinia
mecanica e perda de forca muscular nos dias 1, 3, 7, 10, 12 e 15 (de 1 h a 6 h ap6s o tratamento).
Além disso, o efeito nociceptivo maximo dos parametros dolorosos ocorreu 3 horas ap0s o
tratamento com anastrozol, consistente com o pico de concentracdo plasmatica do anastrozol
em humanos (2-4 horas apds a administracao) (YATES et al., 1996). Assim, o anastrozol induz
parametros dolorosos por um longo periodo de tempo sem causar dessensibilizacdo, de maneira
semelhante a outros 1A (exemestano e letrozol) (FUSI et al., 2014). Quando os parametros
dolorosos induzidos por anastrozol atingiu seu efeito maximo (3 horas ap6s o tratamento), o
tratamento com os antagonistas dos B2R, B1R ou do canal TRPAL transitoriamente reverteram
o0s parametros dolorosos avaliados. Além disso, o0 envolvimento dos receptores de cininas e do
TRPAL foram confirmados apds o protocolo de administracdo intraplantar de seus respectivos
agonistas em doses subnociceptivas. Nossos resultados estdo de acordo com estudos prévios
que demonstram o papel crucial dos receptores de cininas e do canal TRPAL nos sintomas
dolorosos de origem musculoesquelética ou neuropatica, 0s quais sdo muitas vezes associados
aos sintomas induzidos pelos 1As (BRUSCO et al., 2019; MEOTTI et al., 2012; SOUZA et al.,
2020).

As evidéncias atuais ndo descartam que outras vias pro-algésicas operem sozinhas ou
em conjunto para sensibilizar o TRPA1 e contribuir para o desenvolvimento e manutencdo dos
sintomas dolorosos associados ao uso dos IAs (BRUSCO et al., 2023; DE LOGU et al., 2016;
FUSI et al., 2014). Ambos os receptores de cininas (B2R e B1R) sdo co-expressos com o TRPA1
em neurdnios sensoriais, cuja ativacdo deles modula a transmissdo de estimulos dolorosos
(JORDT et al.,, 2004; MA; HEAVENS, 2001; STORY et al., 2003; WOTHERSPOON;

WINTER, 2000). De fato, estudos vém demonstrando que os B2R e B1R interagem com canais
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TRPs, incluindo TRPA1 (BANDELL et al., 2004; BAUTISTA et al., 2006; COSTA et al.,
2018; FERREIRA; DA SILVA; CALIXTO, 2004; WANG et al., 2008a). Em nosso estudo, 0s
antagonistas dos B2R e B1R preveniram o efeito sensibilizante do agonista TRPA1 sobre os
parametros dolorosos em animais tratados com anastrozol, consistente com estudos anteriores
que demonstram que a inibicdo farmacoldgica ou delecdo genética do TRPAL reduz as
respostas de dor as injecGes intraplantar de agonistas dos BzR e B1R (BAUTISTA et al., 2006;
MEOTTI et al., 2017).

Além disso, utilizando um protocolo de dessensibilizacdo in vivo, reforcamos a
interacdo entre B2R, BiR e 0 TRPAL nos sintomas de dor induzidos pelo anastrozol. Até o
momento da execucdo do nosso estudo, ndo se tinha estudos realizando o protocolo de
dessensibilizagdo B:R. No entanto, um estudo de Ferreira e colaboradores (2004) realizou o
protocolo de dessensibilizacdo do B:R utilizando bradicinina, e dessa forma adaptamos o
protocolo experimental para a dessensibilizagdo do B4R utilizando DABK.

O TRPAL pode ser sensibilizado por mecanismos intracelulares dependentes da
ativacdo de B2R e B1R (BAUTISTA et al., 2006; CHOI; HWANG, 2018; MEOTTl et al., 2017,
WANG et al., 2008a), por exemplo por meio de substancias metabolizadas durante a hidrolise
do AA, a liberagdo de Ca?* intracelular e por fosforilagdo dependente da PKC e PKA
(ANDRADE; MEOTTI; CALIXTO, 2012; BAUTISTA et al., 2006; SCHMIDT et al., 2009;
WANG et al., 2008a). Descobrimos que a inibicdo das vias PLC/PKC atenuou o
comportamento nociceptivo espontaneo e o efeito sensibilizante sobre os sintomas de dor
induzidos por um agonista TRPAL em animais tratados com anastrozol. Corroborando com
nossos resultados, estudos evidenciaram que a ativacdo das vias de sinalizacdo PLC/PKC
dependentes de receptores de cininas é essencial para auxiliar a hipersensibilidade em diversas
condicdes dolorosas em roedores (COSTA et al., 2018; FERREIRA; DA SILVA; CALIXTO,
2004; MEOTTI et al., 2012, 2017; WANG et al., 2008a)

Nossos resultados também demonstraram que a ativacdo da PKA apresenta um papel
critico no modelo de dor induzido por anastrozol. Apos a ativacao de receptores de cininas, 0
AA formado pela sinalizagdo PLC/PKC, é rapidamente convertido pelas COX em
prostaglandinas, incluindo a PGE,. A PGE; interage com seus receptores EP2 e EP4 (GPCRs
subtipo Gs) estimulando a producdo de AMPc pela adenilil ciclase. A PKA ativada pelo AMPc
fosforila varias proteinas de sinalizagéo, incluindo o canal TRPA1 (CHEN; YANG; WANG,
2011; MEENTS; FISCHER; MCNAUGHTON, 2017; WANG et al., 2008a). Dessa maneira, €

plausivel sugerirmos que a contribuicdo da PKA no modelo de dor induzido por anastrozol pode
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ser por meio de um mecanismo indireto da ativacdo dos receptores de cininas, porém mais

estudos sdo necessarios para elucidar essa via.

Entre os alvos potenciais capazes de detectar e transduzir estimulos dolorosos da
periferia para estruturas centrais esta o TRPV4, o qual é co-localizado com o0 TRPAL em
neurdnios sensoriais (RODRIGUES; RUVIARO; TREVISAN, 2022; VAY; GU;
MCNAUGHTON, 2012). O TRPV4 pode ser ativado por estimulos osméticos, mecanicos e
temperaturas quentes ndo nocivas (> 24-27 °C) (GULER et al., 2002; WATANABE et al.,
2002b) (ALESSANDRI-HABER et al., 2005; LIEDTKE et al., 2000; WATANABE et al.,
2002b). A ativacdo desse receptor em neurdnios sensoriais desencadeia diversas respostas
celulares capazes de contribuir para diferentes condi¢cBes dolorosas, como dor
musculoesquelética e neuropatica, fazendo desse receptor um alvo importante para 0s sintomas
dolorosos associados ao uso dos IAs (ALESSANDRI-HABER et al., 2004; COSTA etal., 2018;
GUILAK; LEDDY; LIEDTKE, 2010; MATERAZZI et al., 2012; MCNULTY et al., 2015;
RODRIGUES; RUVIARO; TREVISAN, 2022). O antagonismo do TRPV4 reduziu a alodinia
mecanica e a perda de forca muscular induzida pelo tratamento com anastrozol em
camundongos, corroborando com outros estudos que demonstram a participacao desse receptor
na hipersensibilidade mecanica e perda de forca muscular (ALESSANDRI-HABER et al.,
2004; CHEN; YANG; WANG, 2011; COSTA et al., 2018; HINATA et al., 2018; RICHTER;
SEGOND VON BANCHET; SCHAIBLE, 2019). Além disso, utilizando um protocolo de
administragdo intraplantar com agonistas TRPV4 em doses subnociceptivas fornecemos

evidéncias adicionais do envolvimento do TRPV4 no modelo de dor causada pelo anastrozol.

A ativacdo de ambos os receptores de cininas em neur6nios sensoriais podem mediar
a sensibilizacdo intracelular do canal TRPAL, bem como do canal TRPV4, e contribuir para o
desenvolvimento e manutencdo de diferentes modelos de dor (BANDELL et al., 2004;
BAUTISTA et al., 2006; COSTA et al., 2018; FERREIRA; DA SILVA; CALIXTO, 2004,
MEOTTI et al., 2017; WANG et al., 2008b). Consequentemente, demonstramos o0
envolvimento do canal TRPV4 nos sintomas dolorosos induzidos por anastrozol, e que a
ativacdo dos B2R e BiR para cininas contribuem para a ativagdo indireta do TRPV4,
contribuindo para tais sintomas dolorosos. O antagonista do TRPV4, HC067047, preveniu 0
aumento dos sintomas dolorosos causados pelos agonistas dos B2R e B:R. Adicionalmente, os
antagonistas dos B2R e B1R também aliviaram o aumento dos comportamentos de dor induzidos
pelos agonistas do TRPV4 em camundongos tratados com anastrozol. Nossos resultados

concordam com estudos anteriores que demonstram que a ativacdo indireta do canal TRPV4
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pode ser dependente da ativagdo dos BoR e BiR em um modelo de dor induzida por
antineoplasico (COSTA et al., 2018). Além disso, nossos resultados confirmam que as vias de
sinalizagdo PLC, PKC e PKCe dependentes da ativacdo dos receptores de cininas medeiam 0s
parametros dolorosos observados em camundongos tratados com anastrozol, uma vez que sua

inibicdo reduz os comportamentos de dor.

As PKCs representam uma familia de serina/treonina quinases implicadas em varias
fungBes fisiopatoldgicas, sendo a isoforma da PKCe amplamente expressa em neurdnios
sensoriais, de maneira a exercer um papel critico em processos dolorosos (CESARE et al., 1999;
KHASAR et al., 1999; VELAZQUEZ; MOHAMMAD; SWEITZER, 2007) (MOCHLY-
ROSEN; DAS; GRIMES, 2012; VELAZQUEZ; MOHAMMAD; SWEITZER, 2007). De fato,
estudos vém demonstrando que, uma vez acionadas as vias de sinalizacéo a jusante da ativagédo
dos receptores de cininas, PLC, PKC e PKCg, elas podem modular o TRPV4 por fosforilagéo
em diferentes residuos de aminodcidos, localizados na porcdo COOH-terminal, melhorando a
funcdo deste canal (FAN; ZHANG; MCNAUGHTON, 2009). Assim, nossos resultados
sugerem que a ativacdo dos B2R e B1R pode levar a sensibilizacdo do TRPV4 através das vias
de sinalizagdo PLC, PKC e PKCg, e esses achados apoiam essas vias dependentes dos
receptores de cininas como um importante regulador da atividade do TRPV4 no modelo de dor

induzida anastrozol.

Ao todo, nossos resultados demonstram que as vias de sinalizacdo intracelulares
dependentes da ativacdo dos B2R e B1R parecem interagir para sensibilizar o canal TRPA1 na
dor induzida por anastrozol. Assim, a ativacdo direta do canal TRPAL pelo anastrozol e a
estimulagdo indireta do TRPAL pela ativagdo de B2R e B1R parecem convergir para uma via
nociceptiva comum. Além disso, demonstramos que a ativacdo do TRPV4 contribui para os
sintomas dolorosos relacionados ao uso do anastrozol, e ressaltamos o papel primordial das vias
de sinalizacdo a jusante dos B2R e B1R no desenvolvimento dos sintomas de dor induzidos pelo
anastrozol. A interacdo entre os receptores de cininas e 0 TRPAL e TRPV4 sugere um novo

paradigma para explicar o desenvolvimento dos sintomas de dor induzidos pelo anastrozol.
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6. CONCLUSAO

Nossos resultados demonstram o envolvimento do TRPV4 e que a ativacdo dos
receptores B e By para cininas contribuem para a sensibilizacdo dos canais TRPAL e TRPV4
no modelo de dor induzido pelo anastrozol. Assim, a regulacéo dos receptores de cininas ou dos
canais TRPA1 e TRPV4 incentivam o tratamento direcionado para mitigar o impacto potencial
dos sintomas dolorosos associados ao uso dos IAs. Vale ressaltar que o antagonista do B2R,
Icatibanto (Firazyr®) é clinicamente disponivel para o tratamento de angioedema hereditario,
apresentando boa tolerabilidade pelos pacientes (BAS, 2012; LUMRY et al., 2015). Aléem disso,
0 papel do TRPA1 e do TRPV4 em humanos e o seu possivel direcionamento como alvo
terapéutico esta sendo testado em estudos de fase clinica I, sendo bem tolerados pelos pacientes
(BROOKS et al., 2019; GOYAL et al., 2019; MORAN; SZALLASI, 2018; SOUZA et al.,
2020). Portanto, o tratamento direcionado dos sintomas de dolorosos associados ao uso dos Als
pode contribuir para restabelecer a qualidade de vida das pacientes ap6s diagnostico de cancer
de mama, melhorar a adesdo do regime terapéutico, e consequentemente contribuir para o

controle da doenca.
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9. ANEXOS

ANEXO A — AUTORIZACAO DO USO DE ANIMAIS: PROJETO ANASTROZOL E
TRPA1

b@\?edera/% Universidade Federal de Santa Maria
& o & {; o .
b 5 Comissao de Etica no
% & Uso de Animais
P

1960

CERTIFICADO : EMENDA 241212020

Certificamos que a EMENDA (versdo de 24/12/2020) da proposta intitulada "Avaliagdo do envolvimento dos
receptores B1 e B2 de cininas na sensibilizacao do receptor de potencial transitério anquirina 1 (TRPA1) induzida pelo
inibidor da aromatase anastrozol", CEUA n2 2304280220 (b 013345), sob a responsabilidade de Sara Marchesan de
Oliveira - que envolve a producao, manutencao e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos vigentes
para sua apresentacao, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo
Animal (CONCEA), sendo assim APROVADO pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de
Santa Maria (CEUA/UFSM) em 05/01/2021.

Pedido apresentado a CEUA: No presente projeto (numero 2304280220/2020) consta a aprovacao diferentes procedimentos experimentais para avaliar o
envolvimento dos receptores B1 e B2 de cininas na sensibilizagdo do receptor de potencial transitério anquirina 1 (TRPA1) induzida pelo inibidor da aromatase
anastrozol. Entre estes procedimentos experimentais, estdo diferentes pardmetros nociceptivos avaliados apés a administracac do anastrozol, agonistas e
antagonistas dos receptores de cininas e do canal TRPAL. Contudo, venho, por meio deste, solicitar a alteracdo de protocolos experimentais aprovados
previamente no presente projeto. Para realizacdo do experimento piloto (segunda e terceira etapa) foi descrito que apés a administracdo do anastrozol
(segunda etapa) ou o tratamento com os antagonistas dos receptores de cininas e do canal TRPAL (terceira etapa) iria ser verificade a alodinia mecanica,
bem como a forga muscular em diferentes tempos (0.5, 1, 2, 3, 6 e 24 h) ou até quando necessario para observar os efeitos dos tratamentos. Porém, ao
submeter o restante do projeto (projeto completo) houve um equivoco na descricdo dos protocolos experimentais (experimento 5, 6, 7, 8 e 9) e foi solicitado
e aprovado apenas a avaliacdo da alodinia mecanica pelo teste de von Frey em diferentes tempos (0.5, 1, 2, 3, 6 € 24 h), e a avalia¢do da forca muscular pelo
Grip teste no tempo (h) em que o inibidor da aromatase, anastrozol (0,2 mg/kg, v.0.), causasse efeito nociceptivo méaximo nos dias 1, 3, 7, 10, 12, 15, 16, 17
[...]. Dessa forma, gostaria que além de avaliar a alodinia mecanica em diferentes tempos nos experimentos 5, 6, 7, 8 € 9, também avaliar a for¢ca muscular
através do Grip teste desses animais nos mesmos tempos que serd avaliada a alodinia mecanica (0.5, 1, 2, 3, 6, 24 h, ou até quando necesséario para
observar os efeitos dos tratamentos).

Consideragdes da CEUA: A emenda estd aprovada a partir desta solicitagao da pesquisadora.

Término previsto: 12/2022

ANIMAIS UTILIZADOS

Quantidade
Total Aprovado Utilizada
Camundongos isogénicos Machos 420 0

Santa Maria, 07 de marco de 2024

%nomm«% %

Dra. Patricia Braunig Profa. Dra. Vania Lucia Loro
Presidente da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Presidente da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Santa Maria Universidade Federal de Santa Maria



128

ANEXO B - AUTORIZACAO DO USO DE ANIMAIS: PROJETO ANASTROZOL E
TRPV4

@c(edera/% Universidade Federal de Santa Maria
S ddd s )
£ Z Comissao de Etica no
.22) 5 Uso de Animais
<

1960

CERTIFICADO : EMENDA 2510212022

Certificamos que a EMENDA (versdo de 25/02/2022) da proposta intitulada "Avaliacdo do envolvimento do receptor de
potencial transitério vanildide 4 (TRPV4) no modelo de dor induzida pelo inibidor da aromatase anastrozol e sua
possivel sensibilizagdo pelos receptores Bl e B2 de cininas", CEUA n? 3026220520 (p 0s5162), S0b a responsabilidade
de Sara Marchesan de Oliveira - que envolve a produgdo, manutengdo e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao
filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os
preceitos vigentes para sua apresentacdo, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA), sendo assim APROVADO pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Santa Maria (CEUA/UFSM) em 29/03/2022.

Pedido apresentado a CEUA: No presente projeto (CEUA N2 3026220520) consta a aprovacao de diferentes procedimentos experimentais para avaliar o
envolvimento dos receptores B1 e B2 de cininas na sensibilizacdo do receptor de potencial transitério vaniléide 4 (TRPV4) induzida pelo inibidor da aromatase
anastrozol. Este projeto foi separado em duas fases, as quais consistem na realizacéo do experimento piloto (Etapas 1 e 2 e etapas 3 e 4) e na realizacao do
projeto completo (Etapas 5 a 7). Como descrito no presente projeto, irfamos conduzir os experimentos do projeto piloto, e se caso os resultados fossem
promissores, enviariamos uma emenda ao CEUA, solicitando os demais animais para dar seguimento ao projeto completo. Assim, esta emenda tem como
justificativa solicitar a autorizacdo do CEUA para a realizacdo do projeto completo, bem como alterarmos diferentes itens previamente aprovados no projeto
completo, tais como: - Autorizacao para fecharmos o N experimental igual a 6 nas etapas 3 e 4 do experimento piloto e realizarmos todos os protocolos
experimentais previamente aprovados no projeto completo (experimentos 5 ao 7) utilizando o tempo de 2 h apés a administracao do anastrozol. -
Autorizacao para realizarmos a avaliacdo da forca muscular pelo Grip teste em diferentes tempos (0.5, 1, 2, 3, 6 e 24 h) nos experimentos 5, 6 e 7 j&
previamente descritos e aprovados no presente projeto. - Solicitar a alteracéo da dose subnociceptiva do agonista do receptor B1 de cininas, DABK e do
agonista do receptor TRPV4, 47PDD de 1 nmol/pata para 3 nmol/pata

Consideracdes da CEUA: Emenda aprovada em seus aspectos éticos. -Autorizada a(s) alteragao(des) solicitadas pelo pesquisador responsavel. Atengao: Toda
e qualquer a alteracgdo a ser realizada no projeto deve ser informada & CEUA a partir do encaminhamento, no Sistema Ceuaonline, de emenda ou notificagdo.
Alteracdes no projeto sem aviso prévio & CEUA séo passiveis de sancbes ao(s) pesquisador(es), de acordo com as normativas do CONCEA.,

Término previsto: 12/2023

Origem:  Biotério Central UFSM

Quantidade

solicitada: 222

Espécie:  Camundongos isogénicos sexo: Machos idade: 7 a 8 semanas

Linhagem: C57BL/6 Peso: 20a25¢g

ANIMAIS UTILIZADOS

Quantidade
Total Aprovado Utilizada
Camundongos isogénicos Machos 246 0

Santa Maria, 07 de margo de 2024

%/\O\UN\«% %

Dra. Patricia,Bréunig Profa. Dra. Vania Lucia Loro
Presidente da Comiss&o de Etica no Uso de Animais Vice-Presidente da Comissdo de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Santa Maria Universidade Federal de Santa Maria
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