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RESUMO

Existem diversos estudos que demonstram que o uso de vitaminas do complexo B
pode ajudar no controle da dor neuropatica em diversos modelos. Atualmente,
apenas a droga carbamazepina, um anticonvulsivante, é aprovado pela agéncia
americana Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento da neuralgia
trigeminal, mas a sua utilizacdo esta associada a inumeros efeitos adversos. Este
estudo fornece evidéncias de que o uso das vitaminas do complexo B tiamina
(vitamina B1), piridoxina (vitamina B6) e cianocobalamina (vitamina B12),
isoladamente ou em associagdo com a carbamazepina, atenua a hiperalgesia ao
calor, ao frio e mecanica em um modelo de dor neuropatica trigeminal em ratos.
Nossos resultados mostram que o tratamento diério (durante 5 dias, com inicio no
dia da cirurgia e término no dia 4 pos-cirargico) dos animais com as vitaminas B1,
B6 e B12, isoladamente nas doses de 180, 180 e 18 mg/kg, respectivamente, por
via subcutanea (s.c.), preveniu o desenvolvimento de hiperalgesia ao calor apos
constricdo do nervo infraorbital (CION). Por outro lado, apenas a vitamina B12 (18
mg/kg, s.c., durante 5 dias) foi capaz de reduzir a hiperalgesia ao frio, e essa
reducdo foi observada nos dias 6 e 9 ap6s a constricdo do nervo. Além disso,
apenas o tratamento com a vitamina B6 (180 mg/kg, s.c., durante 5 dias, com
inicio no dia 8 e término no dia 12 pés-cirtrgico) promoveu o aumento do limiar
mecanico dos animais submetidos a CION, a partir do dia 10 apds a cirurgia e
manteve-se até o término do periodo de avaliagdo (dia 20 pos-cirargico).
Adicionalmente, uma Unica administracao intraperitonial (i.p.) de carbamazepina
(30 mg/kg) foi capaz de reduzir a hiperalgesia ao calor e ao frio no 4° dia apos a
leséo do nervo, mas nao foi capaz de modificar o limiar mecéanico avaliado no 20°
dia apds o procedimento cirdrgico. A associagdo de baixas doses de cada
vitamina, B1, B6 e B12 (18, 18 e 1,8 mg/kg, s.c., 5 administracfes) com a
carbamazepina (10 mg/kg, i.p., administracdo Unica) reduziu acentuadamente a
hiperalgesia ao calor, enquanto a combinacdo da vitamina B12 com a
carbamazepina (mesmas doses acima) promoveu a reversao da hiperalgesia ao
frio, ambas avaliadas no dia 4 pdés-cirugico. Em conclusdo, sugerimos que as
vitaminas B1l, B6 e B12 podem ser uma alternativa ou ser utilizadas como
adjuvantes para controlar alguns aspectos da dor em pacientes que sofrem de
neuralgia trigeminal. Mais estudos séo necessarios para elucidar os mecanismos
subjacentes aos efeitos antihiperalgésicos dessas vitaminas.

Palavras-chave: Neuralgia do trigémeo, Constricdo, Nervo infraorbital,
Hiperalgesia térmica, Hiperalgesia mecénica, Ratos.



ABSTRACT

A growing body of evidence obtained in various pain models, suggests that the use
of B complex vitamins can help control neuropathic pain. Currently, only
carbamazepine, an anticonvulsant drug, is approved by the Food and Drug
Administration American Agency for the treatment of trigeminal neuralgia, but its
use is associated with numerous adverse effects. This study provides evidence
that B1, B6 and B12 vitamins, alone or in combination with carbamazepine,
ameliorate heat, cold and mechanical hyperalgesia in a rat model of trigeminal
neuropathic pain. Herein, we demonstrated that repeated subcutaneous (s.c.)
treatment (for 5 days, starting on the day of surgery up to day 4 after surgery) of
rats with B1, B6 or B12 vitamin (180, 180 or 18 mg/kg, respectively) prevented the
development of heat hyperalgesia after constriction of the infraorbital nerve
(CION). On the other hand, only B12 vitamin treatment (18 mg/kg, s.c., for 5 days)
was able to reduce the cold hyperalgesia and such reduction was observed on
days 6 and 9 after CION surgery. Moreover, only B6 vitamin treatment (180 mg/kg,
s.c., for 5 days, starting on day 8 up to day 12 post-surgery) promoted an increase
in the mechanical threshold of rats submitted to CION, starting on day 10 after
surgery and persisting up to day 20 post-surgery. Additionally, a single
intraperitoneal (i.p.) administration of carbamazepine (30 mg/kg) was able to
reduce heat and cold hyperalgesia on day 4 after nerve injury, but was not able to
modify the mechanical hyperalgesia assessed on day 20 post-surgery. The
combination of lower doses of all three B vitamins (B1, B6 and B12, at 18, 18 e 1.8
mg/kg, s.c., 5 injections) with carbamazepine (at 10 mg/kg, i.p., single injection)
caused a marked reduction of heat hyperalgesia, while the combination of B12
with carbamazepine (same doses above) promoted the reversion of cold
hyperalgesia, both evaluated on day 4 post-surgery. In conclusion, we suggest that
vitamins B1, B6 and B12 could be an alternative or be used as adjuvants to control
some aspects of pain in patients suffering from trigeminal neuralgia. Further
studies are necessary to elucidate the mechanisms underlying the
antihyperalgesic effects of B complex vitamins.

Key Words: Trigeminal neuralgia, Constriction, Infraorbital nerve, Thermal
Hyperalgesia, Mechanical Hyperalgesia, Rats.
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1 INTRODUCAO

1.1 O SISTEMA SENSORIAL TRIGEMINAL

A regido orofacial, incluindo a pele da cabeca e face, dentes, articulagao
temporomandibular (ATM), musculos, entre outras estruturas, € inervada pelo
nervo trigémeo, cujas terminacdes periféricas possuem receptores, 0s quais Sao
responsaveis por detectar estimulos sensoriais externos (MACHADO, 1998;
VOOGD et al., 1998). O nervo trigémeo possui esse nome por apresentar trés
principais ramificacdes: a oftdlmica, a maxilar e a mandibular. O ramo oftalmico
inerva a superficie das regides superiores da face como testa, cérnea, conjuntiva,
mucosa oftalmica, e também regies das mucosas nasais e paranasais. O ramo
maxilar inerva o labio superior, arcada dental superior, palato, parte da cavidade
oral, por¢cdes laterais do nariz, seio maxilar e nasofaringe. Ja o ramo mandibular
inerva labio inferior, bochechas, queixo, arcada dental inferior, gengiva, ATM,
mucosa do maxilar e musculos responsaveis pela mastigacdo (VOOGD et al.,
1998; para revisdo ver FRIED et al., 2001). Os dois primeiros ramos do nervo
trigémeo sdo ramos sensoriais, enquanto que o ramo mandibular apresenta além
de ramos sensoriais, ramos motores que inervam e comandam a atividade dos
musculos responsaveis pela mastigacao (Figura 1) (MACHADO, 1998; VOOGD et
al., 1998; para revisdo ver FRIED et al., 2001). Os neurbnios que integram esses
diferentes ramos do nervo trigémeo apresentam uma morfologia pseudounipolar,
caracterizada por um uUnico axénio que se divide em um ramo periférico e um
ramo central (THALAKOTI et al., 2007).

Essas mesmas caracteristicas da inervacao fornecida pelo nervo trigémeo
em humanos sao observadas em ratos, bem como as mesmas ramificacbes
periféricas principais: oftalmica, maxilar e mandibular. Na porcdo maxilar, existe
um feixe nervoso denominado nervo infraorbital, o qual é responsavel pela
inervacédo da regido das vibrissas, labio superior, dentes, mucosa maxilar superior
e a pele da regido da orbita (Figura 1). O nervo infraorbital é constituido somente
por fibras sensoriais, e cada foliculo recebe cerca de 250 fibras, das quais cerca
de 1/3 é amielinizada (BENOLIEL et al., 2001b).
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Ramo oftalmico I:I Ramo oftalmico
%ﬁ Ramo maxilar . Ramo maxilar
. Ramo mandibular |:| Ramo mandibular

FIGURA 1. Inervacéo trigeminal periférica em humanos (A), em ratos (B) e suas ramificacdes:
oftdlmica, maxilar e mandibular.
FONTE: Adaptado de FRIED et al. (2001); CHICHORRO (2002).

As fibras responsaveis pela inervacdo periférica orofacial podem ser
divididas em trés tipos Aa/AB, Ad e C, as quais sdo responsaveis por detectar
estimulos in6écuos ou nocivos. S&o assim divididas por apresentarem
diametros/calibres, velocidade de conducdo axonal e envolvimento na
transmissao de informacdo de modalidades sensoriais diferentes (DUBNER et al.,
1987; para revisdes ver SESSLE, 2000; LAZAROV, 2002). As fibras sensoriais
Aa/AB, sdo responsaveis pela conducdo de estimulos proprioceptivos (tateis) e
estimulos mecéanicos de baixo limiar, sdo fibras altamente mielinizadas, possuindo
um grande calibre (> 10 um) e alta velocidade de conducéo, que varia de 30 a 100
m/s. As fibras Ad, sdo responséaveis pela conducdo de estimulos mecéanicos de

alto limiar, estimulos térmicos e quimicos, sao fibras que possuem menor calibre
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(2-6 um, por possuirem menos mielina) e velocidade de conducéo intermediaria
(12-30 m/s). As fibras C sao responsaveis pela conducdo de estimulos nocivos
térmicos, mecanicos e quimicos, ndo possuem mielina em sua constituicdo, por
iIsso apresentam um calibre menor e uma velocidade de condugao mais lenta (0,4-
1,2 um e 0,5-2 m/s, respectivamente) (LAWSON, 1992; para revisdo ver MILLAN,
1999).

A maioria desses neurbnios sensoriais trigeminais possuem Seus cOrpos
celulares em um ganglio, localizado em humanos na superficie cerebral do osso
temporal, proximo ao seu apice na fossa craniana  média,
lateralmente a ponte e a artéria carétida interna, chamado principalmente de
ganglio do trigémeo, mas podendo ter outras denominac¢des como ganglio
semilunar ou ganglio de Gasser (para revisdo ver SESSLE, 2006). O géanglio do
trigtmeo assemelha-se ao ganglio da raiz dorsal no que diz respeito a
caracteristicas moleculares, neuroquimicas e funcionais, mas esses ganglios
diferem entre si quanto a origem. Enquanto que o ganglio trigeminal tem sua
origem na crista neural craniana, em uma regido especializada da superficie
ectodermal, o ganglio da raiz dorsal é formado inteiramente por crista neural
craniana espinhal (THUN et al., 2009).

Ainda, existem fibras simpaticas inervando regides faciais, as quais
possuem seus corpos celulares localizados no ganglio cervical superior. No
entanto, a quantidade de fibras simpaticas inervando regides faciais, é
relativamente menor que a quantidade de fibras sensoriais do sistema trigeminal
periférico (MATTHEWS e ROBINSON, 1980; MARFURT et al., 1986; HOFFMANN
e MATTHEWS, 1990; BENOLIEL et al., 2001a).

Os neurénios periféricos que possuem seus corpos celulares no ganglio do
trigémeo atravessam o tronco cerebral ao nivel da ponte, e se projetam para um
complexo de nucleos sensoriais do trigémeo (para revisdo ver SESSLE, 2006).
Este complexo pode ser dividido em nucleo sensorial principal, nucleo
mesencefalico e nucleo do trato espinhal. Essa divisdo de nucleos é decorrente
das suas diferentes fungbes. O nucleo sensorial principal funciona como uma
estacdo de retransmissdo dos impulsos proprioceptivos das diversas regides
orofaciais. No nucleo mesencefélico localizam-se os corpos celulares dos ramos

periféricos motores. Nessa regido, 0os neurdnios projetam-se para o nucleo motor
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ou para nudcleos adjacentes e ativam interneurénios envolvidos na funcdo do
reflexo craniofacial. J& o nucleo do trato espinhal participa principalmente da
transmissao dos estimulos periféricos nocivos dos neurdnios de primeira ordem
para os neurdnios de segunda ordem (para revisdo ver SESSLE, 2000, 2006).

O nucleo do trato espinhal é subdividido ainda em trés diferentes
subnucleos, da parte rostral para a caudal: oralis, interpolaris e caudalis. Este
altimo subndcleo, devido a sua continuidade e semelhanca estrutural com o corno
dorsal da medula espinhal, também €& denominado corno dorsal bulbar (para
revisdo ver SESSLE, 2000, 2006). Nesses subnucleos ocorre a comunicacao
entre 0os neurdnios de primeira e segunda ordem. Os subnucleos do complexo
sensorial trigeminal (oralis, interpolaris e caudalis) possuem a capacidade de
intercomunicacdo ou comunicacao intrinseca, ou seja, alguns neurdnios projetam-
se para outros subnucleos, permitindo assim a comunicagdo entre eles (para
revisao ver SESSLE, 2006).

O subnucleo caudalis, representa 1/3 do nucleo do trato espinhal, localiza-
se no bulbo, na parte caudal do nucleo do trato espinhal. Pode-se dizer que esse
subnucleo é uma projecdo da medula espinhal cervical, especificamente na altura
da cervical 1 (C1), sendo uma estrutura laminada assim como a medula espinhal.
Sua principal funcdo € o processamento da maioria das informacdes nocivas
provenientes das regibes orofaciais, pois €é nesse subnicleo, mais
especificamente nas suas laminas I, Il, V e VI, que ocorrem as projecdes da
maioria das fibras de pequeno e médio diametro, responsaveis pela conducéo de
estimulos nociceptivos (fibras C e Ad) (DUBNER et al., 1978; para revisdo ver
SESSLE, 2000, 2006; SVENSSON e SESSLE, 2004). Em adicao, esse subnucleo
apresenta a maior concentracdo de mediadores quimicos importantes na
transmissdo nociceptiva, tais como substancia P, peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP), glutamato, bem como receptores importantes na modulacdo
da conducdo de estimulos nociceptivos, tais como receptores gabaérgicos,
serotoninérgicos e opioidérgicos. Ainda nesse subnulcleo, esta presente a
substancia gelatinosa (SG), onde uma maior quantidade de neuromoduladores
qguimicos nociceptivos inibitérios (acido gama-aminobutirico-GABA, opidides
enddgenos, entre outros). Além da importancia para a transmissao de estimulos

nociceptivos, esse subnucleo recebe ainda projecdes de neurbnios aferentes
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primarios responsaveis pela condugéo de estimulos proprioceptivos (fibras Aa/AB)
(GOBEL et al., 1981, para reviséo ver SESSLE, 2006).

O subnducleo interpolaris, localizado entre os outros dois subnucleos (oralis
e caudalis), possui uma populacdo neuronal bastante heterogénea, porém a
maioria dos neurbnios que se projetam a essa regido € de pequeno a médio
diametro (fibras Ad e C). Sabe-se também que nessa regido ja foram identificadas
substancias e neurotransmissores importantes para a nocicepcao (CHIAIA et al.,
1992; para reviséo ver SESSLE, 2006).

As fibras que inervam a regido das vibrissas em roedores, uma regido
muito importante para esse trabalho, apresentam seus aferentes primarios
projetando-se para esses dois subnucleos trigeminais, caudalis e interpolaris,
porém o subnucleo caudalis tem uma maior relevancia pelo fato de receber um
maior nimero de fibras C (para revisdo ver SESSLE, 2006).

Rostralmente ao subnucleo interpolaris, temos o subnucleo oralis. Esse
ultimo difere do caudalis por ndo possuir a SG, com isso a modula¢ao nociceptiva
inibitéria é diminuida nesse local, mas ainda existe devido a intercomunicagao
entre os subnucleos. Esse subnulcleo recebe algumas projecdes de neurbnios
periféricos motores e responsaveis pela conducdo de estimulos proprioceptivos,
0S quais sao transmitidos diretamente para regides cerebrais (para revisao ver
SESSLE, 2000, 2006; WODA, 2003).

Assim como algumas informacdes sdo conduzidas através dos neurbnios
de primeira ordem até o corno dorsal da medula espinhal, onde os mesmos fazem
sinapse com o0s neurbnios de segunda ordem, a maioria das informacdes
orofaciais € conduzida através de neurbnios sensoriais de primeira ordem para 0s
subnucleos sensoriais trigeminais, onde é estabelecida a sinapse com neurdnios
de segunda ordem, que conduzem os estimulos para regibes cerebrais
(DOSTROVSKY, 2000).

Os neurbnios de segunda ordem, presentes nos diferentes subnucleos,
podem ser classificados com base nas propriedades de seu campo receptivo em
trés grupos principais: 1) nociceptivos especificos, que sao neurdnios que
recebem impulsos de aferentes primarios de pequeno didametro (fibras Ad e C) e
gue sdo ativados apenas por estimulos nocivos; 2) limiar dinamico e amplo, que

sao neurdnios que recebem impulsos de fibras de pequeno a grande diametro e
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sdo ativados tanto por estimulos in6cuos quanto nocivos; e 3) receptores
mecanicos de baixo limiar, os quais sdo ativados por estimulo propioceptivos
(para revisao ver MILLAN, 1999).

Ao deixarem os subnucleos espinhais, as informac¢des nociceptivas sao
conduzidas pelos neurénios de segunda ordem para diferentes regiées do talamo.
As informacbes orofaciais periféricas tateis sdo conduzidas para regides
medianas do talamo, de onde sdo projetadas ao cortex somato-sensorial, regiao
responsavel pelas analises das informacdes, o qual aponta a localizacdo dos
estimulos (para revisbes ver SESSLE 2006; TANG et al., 2009). Ja as
informacgdes nociceptivas, além de serem conduzidas para regifes medianas do
talamo também séo transferidas para outras estruturas, tais como hipocampo e
cortex cingulado anterior (para revisdes ver SESSLE 2006; TANG et al., 2009). O
talamo é uma das principais estruturas centrais envolvidas na conducdo dos
estimulos nociceptivos. A partir do talamo, neurdnios de terceira ordem projetam-
se para o cOrtex cerebral resultando no processamento dos aspectos cognitivos e
afetivos da dor (para revisdo ver JULIUS e BASBAUM, 2001).

A transmissdo dos estimulos nociceptivos, pode ainda ser modulada por
vias descendentes de origem no tronco cerebral. Esse sistema envolve regides
como substancia cinzenta periaquedutal, nadcleo magno da rafe e estruturas
adjacentes ao bulbo rostral ventromedial que, através de conexdes entre si e
diferentes neurotransmissores, inibem ou facilitam a transmissao nociceptiva
(HAMMOND, 1986; para revisdes ver MALCANGIO e BOWERY, 1996; JULIUS e
BASBAUM, 2001).

1.2 ANEURALGIA DO TRIGEMEO

A Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP) e o Comité de
Avaliacdo do Grupo de Interesse Especial em Dor Neuropatica (NeuPSIG),
definem dor neuropatica como “dor que se origina como consequéncia direta de
uma lesdo ou doenga do sistema somatossensorial” (LOESER e TREEDE, 2008;
HAANPAA et al., 2011).

Com o desenvolvimento de algumas neuropatias sao descritos sinais, 0s

quais podem ser classificados em positivos ou negativos. Dentre o0s sinais
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positivos podemos destacar: 1) alodinia, que se caracteriza por dor provocada por
estimulos in6cuos (ndo nocivos), decorrente, principalmente, da estimulacéo
térmica ou mecanica; e 2) hiperalgesia, a qual pode ser descrita como a
exacerbacdo da percepcdo dolorosa decorrente de um estimulo nocivo térmico,
mecéanico ou quimico (LOESER e TREEDE, 2008). Dentre as diferentes formas
de dor neuropética orofacial, existe uma relativamente rara que afeta
agressivamente a qualidade de vida do paciente, a neuralgia do trigémeo (TN).

Katusic et al. (1990) demonstraram que a incidéncia anual de TN era de 4,3
individuos a cada 100.000. Porém, estudos mais recentes observaram que a
incidéncia aumentou significativamente nos ultimos anos. Um desses estudos,
realizado no Reino Unido, relatou que a incidéncia aumentou para 26,8 individuos
a cada 100.000 (HALL et al., 2006). Corroborando esses dados, um estudo
holandés publicado em 2008 observou que a incidéncia de TN era de 28,9 por
100.000 habitantes (DIELEMAN et al., 2008). Entretanto, esses autores sugerem
gue esse aumento na incidéncia de TN pode ser consequéncia de falhas no
diagnéstico, pois este tipo de dor pode ser confundido com outras dores que
acometem a regido orofacial (para revisdo ver ZAKRZEWSKA e MCMILLAN,
2011). Ainda, um trabalho europeu observou que dos 602 pacientes avaliados
com dores neuropéticas, 82 (14%) sofriam de TN (MCDERMOTT et al., 2006).
Outra caracteristica importante dessa patologia diz respeito a sua prevaléncia em
individuos do sexo feminino, a qual € observada em todas as idades, e segue a
propor¢cdo de aproximadamente 1,5 mulheres para cada homem (HALL et al.,
2006; para revisdes ver LEWIS et al., 2007; KLEEF et al., 2009; HARGREAVES,
2011; ZAKRZEWSKA e MCMILLAN, 2011).

A neuralgia do trigémeo caracteriza-se por dores fortes, agudas e
lancinantes, do tipo choque elétrico e de curta duragcédo (segundos), seguidas por
um periodo refratario. Os episédios de dor sdo desencadeados geralmente por
estimulos em locais especificos, em territério inervado pelo trigémeo, chamados
de trigger points ou zonas de gatilho, os quais podem ser ativados por estimulos
comuns, como escovacao dos dentes, mastigacao, o ato de barbear, o leve toque
na face, entre outros. Devido aos episédios de dor serem desencadeados pela
estimulacdo dos trigger points, os individuos acometidos pela TN apresentam

marcante reducdo na qualidade de vida, uma vez que passam a evitar qualquer
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tarefa cotidiana que possa gerar uma crise de dor (para revisdes ver TURP e
GOBETTI, 1996; DELZELL e GRELLE, 1999; LEWIS et al. 2007; KLEEF et al.,
2009).

Relatos de pacientes sugerem que a intensidade de dor dessa neuralgia é
comparavel ou mais intensa que dores de origem espinhal, tais como aquelas
associadas ao cancer, a dor do membro fantasma, entre outras (para revisao ver
HARGREAVES, 2011) (Figura 2).

Na maioria dos casos de neuralgia do trigémeo (aproximadamente 60%),
h& o envolvimento apenas de um ramo do nervo trigémeo, principalmente o
maxilar, e em cerca de 40% dos casos, ambos os ramos, maxilar e mandibular
estdo envolvidos. Raramente observa-se o envolvimento do ramo oftalmico
(menos de 3% dos casos) ou casos de neuralgia do trigémeo bilateral
(RASMUSSEN, 1991; para revisdo ver BENOLIEL e ELIAV, 2008; OLIVEIRA et
al., 2009).

A TN é dividida, de acordo com a Sociedade Internacional de Cefaléia, em
sintomatica e classica. Na neuralgia do trigemeo sintomatica, os pacientes
apresentam compressao do nervo trigémeo causada por um trauma, tumor ou
outras anormalidades estruturais ou patologias, como por exemplo, a esclerose
multipla. Ja na neuralgia do trigémeo classica, a causa muitas vezes se deve a
compressdo microvascular a zona de entrada da raiz trigeminal no tronco
encefélico (para revisdo ver LEWIS et al. 2007; BENOLIEL e SHARAYV, 2010). A
maioria dos pacientes que sofrem de neuralgia do trigémeo, isto é, cerca de 90%,
apresentam a neuralgia trigeminal classica (para revisdo ver LEWIS et al. 2007).
Independente da sua etiologia, a dor associada a neuralgia do trigémeo, quando
mensurada, alcanca altos indices em escalas de dor (Figura 2), o que suscita
ainda mais o interesse no seu estudo (para revisdo ver HARGREAVES, 2011).
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FIGURA 2. Comparagéo da intensidade dolorosa entre desordens espinhais e orofaciais, usando a
escala ordinal McGill Total Rank Pain Index (PRI[T]), obtida por respostas ao questionario McGill.
FONTE: Adaptado de HARGREAVES (2011).

Na neuralgia do trigémeo classica, a compressao do nervo normalmente é
detectada préxima ao tronco cerebral, geralmente € arterial, mas pode ser venosa
ou mista (para revisdo ver LEWIS et al. 2007). Algumas evidéncias também
sugerem que a compressdo do nervo trigémeo possa ser devido a uma ma
formacdo vascular. No local da compressao, normalmente, ocorre desmielinizacéo
das fibras nervosas, levando a despolarizacdo anormal e disparos ectdpicos dos
neurénios (para revisdes ver LEWIS et al., 2007; KLEEF et al., 2009; BENOLIEL e
SHARAV, 2010; CONFORTI et al., 2012 epub ahead of print). O principal
mecanismo responsavel pelos disparos ectopicos parece estar relacionado com o
acumulo de canais de sédio nas regides que sofreram desmielinizacao.

Existem trés tipos principais de canais de sodio voltagem dependentes
relacionados as dores neuropaticas: Nav 1.3, Nav 1.7 e Nav 1.8 (SIQUEIRA et al.,
2009). O subtipo Nav 1.3 é um canal sensivel a tetrodotoxina (TTX), possui uma
rapida ativacao/inativacdo, bem como uma répida recuperacdo apdés a
hiperpolarizagcéo. O subtipo Nav 1.7 também é um canal de sodio sensivel a TTX,
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apresenta ativacdo e inativacdo rapidas, assim como o Nav 1.3. Esses canais
parecem ser importantes na fase inicial da despolarizacéo, participando, portanto,
da geracdo dos potenciais de acdo nos neurdnios sensoriais. Ja os canais Nav
1.8 estdo presentes nas fibras sensoriais de pequeno, médio e grande diametro
no ganglio da raiz dorsal e no ganglio do trigémeo. S&o canais resistentesa TTX e
possuem uma ativacdo rapida e uma inativacdo lenta. Possivelmente esses
canais estejam envolvidos na manutencdo dos potenciais de acdo gerados nas
fibras sensoriais (AKOPIAN et al., 1996; DIB-HAJJ et al., 1999; DJOUHRI et al.,
2003; HONG e WILEY, 2006; SIQUEIRA et al., 2009).

Varios estudos tém demonstrado alteracdes na expressdo desses canais
em diferentes modelos de dor neuropatica, bem como sugerido sua participacao
no desenvolvimento da hiperalgesia a diferentes estimulos (NOVAKOVIC et al.,
1998; PORRECA et al.,1999; LAI et al., 2002; GOLD et al., 2003; JOSHI et al.,
2006). Com relacéo a neuralgia do trigémeo, Siqueira et al. (2009) demonstraram
aumento da expressao de canais de sodio Nav 1.3, diminuicdo da expressao de
Nav 1.7 e nenhuma alteracdo significativa na expressao do Nav 1.8 no tecido
gengival da area afetada por essa neuropatia em pacientes.

Vos e Maciewicz (1991) desenvolveram um modelo para o estudo da
neuralgia do trigémeo, o qual consiste na constricdo do nervo infraorbital de ratos.
Estudos posteriores observaram hiperalgesia a estimulos mecanicos e térmicos
em ratos submetidos a constricdo do nervo infraorbital (VOS et al.,, 1994;
IMAMURA et al., 1997; CHICHORRO et al., 2006a, 2006b). No presente estudo,
sera utilizado o modelo proposto por Vos e Maciewicz (1991) e modificado por
Chichorro (2006) de constricdo do nervo infraorbital, bem como serdo
empregadas metodologias ja descritas na literatura para avaliar a hiperalgesia
térmica e mecanica (CHICHORRO et al., 2006a, 2006b, , 2009).
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1.3 CONTROLE FARMACOLOGICO DA NEURALGIA DO TRIGEMEO

Uma importante etapa na busca do controle das dores neuropaticas é o
diagndstico correto. As caracteristicas, 0s sinais e sintomas de cada patologia sao
importantes para diagnosticar uma dor neuropatica, bem como, para distingui-la
de outras patologias. Mesmo corretamente diagnosticadas, as dores neuropaticas
sao de dificil tratamento, pois os medicamentos disponiveis promovem apenas o
alivio da dor, muitas vezes insatisfatoriamente, mas ndo a cura. A busca e
identificacdo de novos alvos terapéuticos tém despertado o interesse de diversos
grupos de pesquisa (para revisdes ver SINDRUP e JENSEN, 1999; KITT et al.,
2000; LEWIS et al., 2007; BONEZZI et al., 2009).

As principais classes de drogas utilizadas para o tratamento das dores
neuropaticas séo: antidepressivos triciclicos, opidides e anticonvulsivantes (ATTAL
et al.,, 2010). No entanto, apenas esses Ultimos sdo empregados no controle da
dor neuropatica trigeminal. Os anticonvulsivantes apresentam ac¢do analgésica na
dor neuropatica principalmente pela sua capacidade de diminuir a excitabilidade
neuronal, porém apresentam mecanismos de acdo diferentes. Os agentes mais
estudados sdo carbamazepina, gabapentina e pregabalina, porém lamotrigina,
topiramato e oxcarbamazepina também tém apresentado potencial analgésico
(para revisdo ver LYNCH e WATSON, 2006).

Em 1942, a partir da observacao de que a fenitoina era capaz de reduzir a
dor em pacientes com neuralgia do trigmeo, o efeito analgésico dos
anticonvulsivantes foi descrito pela primeira vez. Em 1962, foi demonstrada por
Blom a efetividade da carbamazepina no tratamento da neuralgia do trigémeo, o
que foi confirmado por véarios estudos clinicos (BLOM, 1962; ROCKLIFF e DAVIS,
1966).

A carbamazepina, um anticonvulsivante classico, atua bloqueando os
canais de sodio operados por voltagem, ao nivel pré e pds-sinaptico. Parece atuar
com mais efetividade em dores paroxisticas, lancinantes e no controle da
hiperalgesia (para revisdo ver JENSEN, 2002; BONEZZI et al., 2009). Atua na
reducdo da frequéncia e limita a ocorréncia de potenciais de ac¢do sustentados ao
nivel pré-sindptico. Ja4 ao nivel pds-sinaptico, atua no bloqueio dos canais de
sédio (para revisdes ver TREMONT-LUKATS et al., 2000; SINDRUP e JENSEN,
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2002; BONEZZI et al., 2009). Além disso, a carbamazepina promove a diminuicédo
da concentracdo de ions calcio nos terminais nervosos, reduzindo a exocitose de
neurotransmissores, e por consequéncia, reduz a propagacao da informacao
nociceptiva através das sinapses. Dessa maneira, a carbamazepina atua na
estabilizacdo das fibras hiperexcitadas, impedindo os disparos ectdpicos (para
revisoes ver TREMONT-LUKATS et al., 2000; BACKONJA, 2002).

A carbamazepina apresenta efeitos centrais, tais como a diminuicdo das
respostas geradas no subnucleo caudalis em ratos avaliados no modelo de
neuralgia do trigmeo. E indicada para algumas neuropatias periféricas,
principalmente na neuralgia do trigémeo, neuralgia pés-herpética e algumas
neuropatias centrais. Porém, a utilizacdo da carbamazepina esta associada a
inUmeros efeitos adversos, sendo 0s principais: sonoléncia, tontura, nausea,
ataxia, tolerancia, entre outros (para revisdo ver TREMONT-LUKATS et al., 2000;
HARKE et al., 2001; para revisdes ver BACKONJA, 2002; JENSEN, 2002,
SINDRUP e JENSEN, 2002). As doses eficazes de carbamazepina indicadas no
controle da dor neuropatica variam de 400 mg/dia a 2000 mg/dia e recomenda-se
o aumento gradual das doses a fim de se retardar o aparecimento e amenizar 0s
inUmeros efeitos adversos (para revisdo ver LYNCH e WATSON, 2006).

A carbamazepina € o farmaco de escolha para o tratamento da neuralgia
do trigémeo, sendo o Unico medicamento aprovado pela agéncia norte americana
Food and Drug Administration (FDA). Esse anticonvulsivante pode reduzir a dor
em cerca de 70% dos casos. Outros medicamentos utilizados para o tratamento
dessa dor sdo gabapentina, pregabalina e baclofeno. Porém, assim como outros
farmacos dessa classe, a carbamazepina ndo € capaz de promover a cura da
neuralgia do trigémeo, apenas promove a diminuicdo dos sintomas (para revisao
ver KITT et al., 2000; AMBROSIO et al., 2002; SATO et al., 2004; para revisdo ver
KLEEF et al., 2009).

Contudo, existem muitas neuropatias onde a utilizacdo de um dnico
medicamento (monoterapia) ndo € capaz de promover a analgesia. Por isso,
recomenda-se a utilizacdo de politerapia para o tratamento, ou seja, utilizacao de
mais de um medicamento de classes diferentes a fim de potencializar o efeito
analgésico (ATTAL et al., 2010).

Com relacdo a neuralgia do trigeémeo, em casos de refratariedade a
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diferentes tratamentos farmacoldgicos, o0s pacientes podem ainda ser
encaminhados a procedimentos neurocirdrgicos. Alguns deles, como a
craniectomia retromastoidea com descompressado microvascular do nervo afetado
e as rizotomias percutaneas, sdo altamente invasivos. Esses procedimentos
promovem o alivio da dor causada pela neuralgia do trigémeo, mas além do alivio
ser muitas vezes temporario, podem apresentar riscos para 0 paciente ou gerar
sequelas. Porém, algumas técnicas menos invasivas vém sendo estudadas, tais
como as radio cirurgias, que prometem ser uma alternativa cirlrgica mais segura
para a neuralgia do trigémeo (PETIT et al., 2003; PARK et al., 2011).

1.4 AS VITAMINAS DO COMPLEXO B

A tiamina, piridoxina e cianocobalamina, mais comumente conhecidas
como vitaminas B1, B6 e B12, respectivamente, fazem parte das vitaminas que
compdem o complexo B. Sdo vitaminas hidrossollveis requeridas como cofatores
para diversas reacfes enzimaticas relacionadas ao funcionamento celular e a
produgdo de energia. S&o vitaminas essenciais, ou seja, necessitam ser obtidas
através da dieta, e necessarias para manter a homeostase do organismo (para
revisao ver DEPEINT et al., 2006a, 2006b).

A tiamina ou vitamina B1 foi a primeira vitamina do complexo B a ser
descoberta e identificada. Encontra-se em alimentos crus, tais como cereais,
legumes verdes, nozes, gema de ovos, entre outros. A absorcdo da tiamina é
diminuida em casos de diabetes, alcoolismo, idade avancada e de alteracfes
hormonais. Ao ser ingerida a tiamina € absorvida no intestino na forma de
monosfosfato de tiamina (TMP) e entdo transformada, através da enzima
citosolica difosfoquinase, na sua forma ativa, o pirofosfato de tiamina (TPP). Essa
forma ativa da vitamina Bl atua: como cofatora para as enzimas transcetolase
citosdlica, piruvato desidrogenase e desidrogenases mitocondriais; como
responsavel por reacdes de catalise na via das pentoses fosfatos; na producéo de
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzido (NADPH; energia); na
producdo de acidos nucléicos (fornecimento de ribose); e na producdo de energia
mitocondrial (para revisdes ver DEPEINT et al., 2006a; MALANDRINOS et al.,
2006; DU et al., 2011).
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Sabe-se que a deficiéncia de tiamina promove principalmente o beribéri,
mas também esta associada a outras alteracdes, tais como catarata e cancer de
cOlon (para revisbes ver DEPEINT et al.,, 2006a; DU et al., 2011). Além disso, a
tiamina possui atividade antioxidante. Nesse sentido, estudos in vivo demonstram
que a deficiéncia dessa vitamina pode promover estresse oxidativo e com isso
causar danos ao sistema nervoso central (SNC). A deficiéncia de tiamina,
associada a outros fatores, pode produzir alteracbes neurodegenerativas
semelhantes aguelas observadas em doencgas como Alzheimer e Parkinson, entre
outras. JA em uma deficiéncia mais severa, observou-se degeneracdo de nervos
periféricos (para revisdes ver DEPEINT et al., 2006a; DU et al., 2011).

A piridoxina juntamente com as substancias piridoxal e piridoxamina
formam um composto piridinico que compde a vitamina B6. Porém, a piridoxina é
a substancia desse composto piridinico mais importante para humanos, pois ela é
responsavel pela maioria das fungdes da vitamina B6. E encontrada em alimentos
de origem vegetal e animal como, nozes, pao, cereais, aves e peixes. Além disso,
bactérias presentes na microflora intestinal sdo capazes de fornecer essa vitamina
em pequenas quantidades para os seres humanos. A piridoxina é absorvida pelo
intestino, desfosforilada por uma enzima semelhante a fosfatase alcalina e é
convertida no figado para sua forma biologicamente ativa, a piridoxina-5-fostato,
responsavel por diversas funcbes no organismo humano (para revisdes ver
DEPEINT et al., 2006b; SELHUB et al., 2010; SALVO et al. 2011).

A principal funcdo da piridoxina € atuar como coenzima em diversas
reacdes enzimaticas, incluindo o metabolismo de proteinas, aminoacidos e
lipidios, reacdes enzimaticas mitocondriais, além de ser necessaria para producao
de adrenalina, serotonina e outros neurotransmissores, para a formacéo do acido
nicotinico, para a decomposicao do glicogénio, além de atuar como reguladora do
transporte de ions, bem como modular fatores de transcricdo (para revisées ver
DEPEINT et al., 2006b; SELHUB et al., 2010; SALVO et al. 2011).

Assim como a vitamina Bl, a vitamina B6 parece possuir atividade
antioxidante direta, sendo capaz de prevenir a formacédo de ions superoxido, a
glicacdo de proteinas e a peroxidacao lipidica, bem como atividade antioxidante
indireta, por atuar como quelante de ions ferro diminuindo as reacdes de

formacao de espécies reativas de oxigénio (DEPEINT et al., 2006 b).
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A deficiéncia de vitamina B6 pode promover anemia, distdrbios de
crescimento, aumentar os niveis de oxalato (podendo causar toxicidade renal),
neuropatia periférica, degeneracao nervosa, induzir crises epilépticas e dermatite.
Além disso, alguns trabalhos sugerem que a deficiéncia de vitamina B6 associada
a outros fatores, pode estar relacionada ao desenvolvimento de depresséao,
Alzheimer, cancer de colon e reducdo da cognicdo. Ainda, a deficiéncia dessa
vitamina induz a peroxidacdo lipidica, promovendo, juntamente com outros
fatores, estresse oxidativo. Geralmente a deficiéncia dessa vitamina esta
associada a outras condicbes ou patologias, tais como alcoolismo, diabetes e
tratamento prolongado com medicamentos como isoniazida e levodopa (para
revisdes ver DEPEINT et al., 2006b; SELHUB et al., 2010; SALVO et al., 2011).

A cianocobalamina, mais conhecida como vitamina B12, pode ser
encontrada em carnes vermelhas, leite e derivados, mariscos e peixes. A
cianocobalamina ao ser ingerida liga-se ao polipeptideo salivar R e é transportada
até o estbmago onde, devido ao baixo pH, sofre dissociacdo. O polipeptideo é
entdo degradado por tripsinas no intestino e a cianocobalamina é transferida para
o fator estomacal intrinseco formando um complexo: fator-vitamina. Esse
complexo interage com a mucosa do ileo e é transportado por endocitose para
uma vesicula lisossomal. No lisossoma, o0 complexo dissocia-se, a
cianocobalamina vai para a circulacdo sanguinea e € transportada até o figado
através das transcobalaminas. Nos hepatdcitos, a cianocobalamina é convertida
em seu metabolito ativo, a metilcobalamina, através da acdo da enzima metionina
redutase sintase. Esse metabdlito ativo é distribuido para diversos locais do
organismo através de transportadores, a fim de promover suas funcbes. Nas
mitocéndrias a cianocobalamina é convertida em energia (trifosfato de adenosina,
ATP), necessaria para algumas reacfes enziméaticas (para revisoes ver DEPEINT
et al., 2006b; SELHUB et al., 2010).

Assim como as outras duas vitaminas de interesse para esse trabalho, a
cianocobalamina também € necessaria como coenzima para diversas reacdes
enzimaticas essenciais para a funcao celular. Além disso, participa da formacgéo
de monofosfato desoxitimidina, molécula precursora na sintese de DNA. Por outro
lado, diferentemente das outras vitaminas, a vitamina B12 parece nao ter efeito

antioxidante direto, embora algumas evidéncias sugiram um possivel efeito
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antioxidante indireto (para revisdes ver DEPEINT et al., 2006b; SELHUB et al.,
2010).

Sabe-se que a deficiéncia dessa vitamina pode resultar em anemia
perniciosa, aumentar o0 risco para doencas cardiovasculares, derrame,
osteoporose e para o0 surgimento de alguns tipos de cancer (para revisdes ver
DEPEINT et al., 2006b; SELHUB et al., 2010).

Na clinica, em casos patologicos nao relacionados a deficiéncia das
vitaminas, recomenda-se a ingestao das vitaminas B1 e B6 nas doses de 10-500
mg/kg e 25-200 mg/kg, respectivamente. J& o intervalo de dose terapéutica para a
vitamina B12 é muito amplo, ndo existindo relato de casos de intoxicacdo devido a
ingestdo de altas doses da mesma. Isto provavelmente se deve ao fato de sua
absorcéo oral ser saturavel. (MAURO et al., 2000; para revisdo ver DEPEINT et
al., 2006a, 2006b; MIBIELLI et al., 2009; para revisdo ver ALLEN, 2010; CHIU et
al., 2011).

As vitaminas do complexo B (B1, B6 e B12) tém sido avaliadas, no que diz
respeito aos seus possiveis efeitos analgésicos, em diversos estudos
experimentais e clinicos. Nesses estudos, as vitaminas tém sido empregadas
isoladas ou em associacdo a farmacos de diferentes classes, tais como anti-
inflamatorios esteroidais, ndo-esteroidais e anticonvulsivantes, e em ambos os
casos tém-se observado efeitos analgésicos (REYES-GARCIA et al., 2003, 2004;
MEDINA-SANTILLAN et al., 2004; CARAM-SALAS et al., 2004, 2006; JOLIVALT
et al., 2009).

A administracdo das vitaminas do complexo B (B1 e B6) isoladamente
resultou na reducédo da hiperalgesia mecanica apos ligacdo dos nervos espinhais
L5 e L6, e a associacdo dessas mesmas vitaminas, em baixas doses, com a
dexametasona promoveu uma potencializacdo do efeito antihiperalgésico
(CARAM-SALAS et al., 2006). Corroborando esses dados, Mixcoalt-Zecuat! et al.
(2008) demonstraram que 0s anticonvulsivantes carbamazepina e gabapentina,
bem como a benfotiamina (um derivado da vitamina Bl) e a vitamina B12,
individualmente promoviam efeitos antihiperalgésicos frente a estimulacao
mecanica. Esses efeitos ainda eram observados quando baixas doses de cada
um dos anticonvulsivantes eram associadas as vitaminas B1 ou B12, novamente

sugerindo um efeito antihiperalgésico sinérgico. Ainda empregando esse modelo
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de dor neuropética, a associacdo de baixas doses das vitaminas B1, B6 e B12
com o anticonvulsivante gabapentina ou com o anti-inflamatorio esteroidal
dexametasona reduziu significativamente a hiperalgesia mecanica, sugerindo um
efeito antihiperalgésico sinérgico resultante dessas associacfes (REYES-GARCIA
et al.,, 2003, 2004; CARAM-SALAS et al.,, 2004). Por outro lado, ndo foi
demonstrado sinergismo antihiperalgésico no estudo de Granados-Soto et al.
(2004), quando a vitamina B12 foi associada ao antiinflamatério ndo-esteroidal
diclofenaco.

O efeito antihiperalgésico das vitaminas também foi demonstrado quando
outro modelo de dor neuropatica foi utilizado (i.e. neuropatia diabética, JOLIVALT
et al., 2009), bem como frente a estimulos térmicos (WANG et al., 2005).

Conforme descrito acima, existem diversas evidéncias dos efeitos
antihiperalgésicos das vitaminas do complexo B em diferentes modelos de dor
neuropatica. No entanto, ndo temos conhecimento de estudos que tenham
avaliado os efeitos das vitaminas B em modelos de dor neuropatica trigeminal,

sendo este o principal objetivo deste estudo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

As opcdes terapéuticas disponiveis para o tratamento das dores
neuropaticas ainda apresentam inumeras limitacdes, tais como a ocorréncia
comum de reacdes adversas e a perda da eficacia associadas ao uso prolongado
ou repetido dos medicamentos. Portanto, faz-se necessario o estudo e a
proposicdo de novas alternativas para o tratamento farmacolégico destas
condicbes. Dessa maneira, utilizando um modelo de neuralgia trigeminal,
pretende-se avaliar a influéncia de vitaminas B na hiperalgesia térmica e

mecanica em ratos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o efeito das vitaminas B1 (Tiamina), B6 (Piridoxina) e B12
(Cianocobalamina), administradas separadamente, uma vez ao dia, por 5 dias, no
desenvolvimento da hiperalgesia térmica (ao frio e ao calor) e mecénica
induzidas por constricdo do nervo infraorbital de ratos;

- Avaliar o efeito da Carbamazepina, administrada uma uUnica vez, na hiperalgesia
térmica (ao frio e ao calor) e mecénica induzida por constricdo do nervo
infraorbital de ratos;

- Avaliar o efeito das vitaminas B1l, B6 e B12, administradas repetidamente em
doses reduzidas, no desenvolvimento da hiperalgesia térmica (ao frio e ao calor) e
mecanica induzida por constricdo do nervo infraorbital de ratos, bem como o efeito

da associagdo com a carbamazepina.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Animais

Em todos os experimentos foram utilizados ratos Rattus norvegicus,
variedade Wistar, machos, pesando entre 180-220 g, provenientes do Biotério do
Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parand, mantidos em
condigcbes controladas de temperatura (22 += 2°C) e Iluminosidade (ciclo
claro/escuro de 12 horas) com livre acesso a racdo e agua. Os animais foram
transferidos do biotério para a sala de ambientacdo no minimo 4 dias antes dos
experimentos, agrupados em um numero maximo de 5 animais por caixa. Os
experimentos foram realizados em sala silenciosa, mantendo o controle da
temperatura e sempre durante a fase clara do ciclo. Todos os protocolos utilizados
neste estudo foram aprovados pela Comissdo de Etica para o Uso de Animais do
Setor de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Parana (CEUA/BIO-

UFPR, autorizacdo numero 471).

3.1.2 Reagentes, drogas e solucdes

Foram empregados nesse estudo 0s seguintes reagentes, drogas e
solugdes:
- Tiamina (Vitamina B1, Galena Quimica e Farmacéutica, Campinas, SP, Brasil);
- Piridoxina (Vitamina B6, Galena Quimica e Farmacéutica, Campinas, SP, Brasil);
- Cianocobalamina (Vitamina B12, Galena Quimica e Farmacéutica, Campinas,
SP, Brasil);
- Carbamazepina (Sigma, St. Louis, MO, USA);
- Cloridrato de Cetamina (Rhobifarma Ind. Farmacéutica, Hortolandia, SP, Brasil);
- Xilazina (Laboratorios Konig S.A., Avellaneda, Argentina);

As vitaminas B1, B6 e B12 foram dissolvidas em solugéo salina estéril 0,9%
e administradas por via subcutanea (s.c.). O veiculo da Carbamazepina consistiu
de 10% de dimetil-sulfoxido (DMSO), 1% de etanol, 1% de Tween 80 e 88% de
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solucéo salina estéril 0,9%, sendo administrado por via intraperitoneal (i.p.).

3.2 METODOS

3.2.1 Constricdo do nervo infraorbital (CION)

A constricdo do nervo infraorbital (CION) foi realizada segundo o método
proposto anteriormente por Vos e Maciewicz (1991) com modificagbes realizadas
por Chichorro (2006). Os animais foram anestesiados com uma mistura de
cetamina e xilazina (50 e 10 mg/kg, respectivamente, i.p.) e foi realizada a
assepsia da face com alcool iodado. Apés o estabelecimento da anestesia, foi
feita uma incisdo na pele, abaixo do olho direito, cerca de 3 mm posterior a
insercdo das vibrissas. Os musculos elevador do labio superior e masseter
superficial anterior foram afastados para que a porcao rostral do nervo infraorbital
fosse exposta, proximo a fissura infraorbital. O nervo infraorbital foi dissecado dos
tecidos adjacentes e, em seguida, foram realizadas duas amarras frouxas,
separadas aproximadamente 2 mm, com fio de seda 4.0 ao redor do feixe
nervoso. Os tecidos foram suturados com o mesmo tipo de fio usado para a
confeccdo das amarras. Os animais do grupo falso-operado (Sham) foram
submetidos ao mesmo procedimento cirdrgico, porém o feixe nervoso nao foi
constrito. Ao término da cirurgia os animais foram mantidos em sala aquecida até

sua completa recuperacéo da anestesia.

3.2.2 Testes comportamentais

3.2.2.1 Estimulagéo térmica ao calor

Neste teste, os animais foram contidos pela mao do experimentador e uma
fonte de calor radiante (~50°C) foi posicionada a aproximadamente 1 cm da area
de insercdo das vibrissas. Em seguida, foi registrado o tempo de laténcia para que
0S animais afastassem vigorosamente a cabeca da fonte ou apresentassem
movimentos rapidos e consecutivos das vibrissas (Figura 3). Foram incluidos nos

experimentos apenas animais que apresentaram estas respostas entre 9 e 15 s a
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partir da aplicagdo do estimulo nas avaliagdes pré-cirdrgicas. Para avaliagdo do
efeito de diferentes tratamentos os animais foram estimulados, apenas no lado
ipsilateral a CION, nos dias 2, 4, 6, 9 e 12 ap0s a cirurgia. No quarto dia apos a
cirurgia, os animais foram avaliados antes de receberem os diferentes
tratamentos e em intervalos de uma hora até a 42 ou 62 horas apds as

administracoes.

3.2.2.2 Estimulagéo térmica ao frio

Para a realizacdo deste teste os animais foram previamente habituados em
caixas de observacdo por aproximadamente 30 min e em seguida um spray de
tetrafluoretano foi aplicado, por cerca de 1 s, na regido inervada pelo nervo
infraorbital (sobre a &area de insercdo das vibrissas). Imediatamente apds a
aplicacao, o tempo despendido pelos animais executando movimentos de limpeza
(i.e. grooming) facial bilateral foi registrado durante 2 minutos. Foram incluidos
nos experimentos apenas animais cujo tempo de grooming facial foi < 15 s antes
da realizagédo da CION. Para avaliagdo do efeito de diferentes tratamentos, os
animais foram estimulados, apenas no lado ipsilateral, nos dias 2, 4, 6, 9 e 12
apos a cirurgia CION, além da avaliacdo pré-cirargica (medida basal). No quarto
dia apGs a cirurgia, os animais foram avaliados antes de receberem os diferentes
tratamentos e em intervalos de uma hora até a 4% ou 62 hora apls as

administragoes.

3.2.2.3 Estimula¢do mecanica

Para a aplicacdo dos estimulos mecanicos, os animais foram habituados
por pelos menos 2 horas em caixas de observacdo. Em seguida, foi realizada
uma pré-selecdo dos animais a qual consistiu na aplicacdo em ordem crescente
de 8 filamentos de Von Frey (Semmes-Weinstein monofilaments, Stoelting, USA,
0,04; 0,07; 0,16; 0,4; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0 g) na regido inervada pelo infraorbital, no
lado ipsilateral a cirurgia. Cada filamento foi aplicado 3 vezes consecutivas com
um intervalo de ~30 s entre cada aplicacdo. Considerou-se o limiar de resposta

dos animais a estimulacdo mecanica o filamento que evocou, por duas vezes,
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comportamentos como retirada rapida da cabeca, grooming facial e reacdes de
atague/escape. Apenas 0s animais que ndo apresentaram, na fase de pré-
selecdo, estes comportamentos nociceptivos com a aplicacdo de todos os
filamentos foram incluidos nos experimentos subsequentes, isto €, aqueles que
possuiam um limiar de resposta a estimulagdo mecénica igual ou superior a 8 g.
Para os experimentos de hiperalgesia mecanica, os animais foram avaliados nos
dias 8, 10, 12, 16 e 20 apo6s a cirurgia CION, além da avaliacdo preé-cirargica

(medida basal dos animais).

3.2.3 Protocolos experimentais

Para avaliar a participacdo das vitaminas B1l, B6 e B12 na hiperalgesia
térmica (ao calor e ao frio), as mesmas foram administradas em diferentes grupos
de animais, nas doses de 180, 180 e 18 mg/kg, respectivamente, por via
subcutédnea, uma vez ao dia, sendo que o tratamento iniciou-se no dia do
procedimento cirargico (dia 0) e foi repetido até o dia 4 apds a cirurgia. As
medidas foram realizadas antes da cirurgia e nos dias 2, 4, 6, 9 e 12 apés
cirurgia, bem como em intervalos de uma hora até a quarta hora apdés os
tratamentos no dia 4.

A influéncia das vitaminas B1, B6 e B12 na hiperalgesia mecanica foi
avaliada com administragfes diarias de cada vitamina por via subcutanea, nas
doses de 180, 180 e 18 mg/kg, respectivamente, sendo que os tratamentos
tiveram inicio no dia 8 apds a cirurgia e foram repetidos até o dia 12, totalizando 5
administracdes. As avaliacdes foram realizadas antes da cirurgia, nos dias 8, 10,
12, 16 e 20 apos cirurgia, bem como em intervalos de uma hora até a quarta hora
apoés os tratamentos no dia 12 apoés a cirurgia.

Em todos os experimentos, os animais dos grupos controle foram tratados
da mesma maneira com o veiculo para diluicdo das vitaminas (1 mL/kg de solucao
salina 0,9%, s.c.).

As doses mais altas de vitamina Bl e B6 empregadas nesse estudo
basearam-se no estudo de Jolivalt et al. (2009). Ja a escolha da dose de vitamina
B12 utilizada foi 10 vezes menor em relacdo as doses das vitaminas Bl e B6.

Através de calculo alostérico, as doses das vitaminas B1, B6 e B12 utilizadas em
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ratos nesse estudo correspondem, em humanos, a 30, 30 e 3 mg/kg,
respectivamente (REAGAN-SHAW et al., 2008).

A fim de avaliar o efeito da Carbamazepina na hiperalgesia térmica (ao
calor e ao frio), os animais receberam Carbamazepina (10 e 30 mg/kg, i.p.) ou
veiculo (descrito acima, 1 mL/kg) no dia 4 apés o procedimento cirdrgico e as
medidas foram realizadas de hora em hora até a 42 hora apdés administracao.
Para avaliacdo da influéncia da carbamazepina na hiperalgesia mecanica, os
animais foram tratados com carbamazepina (30 mg/kg, i.p.) ou veiculo (1 mL/kg,
i.p.) e foram avaliados em intervalos de uma hora até a 42 hora ap0s 0s
tratamentos no dia 20 apos o procedimento CION. A maior dose de
carbamazepina utilizada baseou-se em estudo prévio do nosso grupo
(CHICHORRO, 2002).

Para verificar o efeito da associacdo de cada vitamina com a
carbamazepina na hiperalgesia térmica ao frio e ao calor, os animais foram
tratados por 5 dias (dia 0 ao dia 4) com as vitaminas B1, B6 e B12 nas doses de
18, 18 e 1,8 mg/kg, s.c., respectivamente, e no dia 4 administrou-se
carbamazepina (10 mg/kg, i.p.), imediatamente apdés a administracdo de cada
vitamina. Animais do grupo controle receberam o0s respectivos veiculos. Os
animais foram avaliados antes da cirurgia, no dia 4 apés a cirurgia em intervalos
de uma hora até a 62 hora apds os tratamentos. E valido ressaltar que para todos
os estimulos testados (hiperalgesia térmica ao calor, frio e mecéanico), foram

utilizados grupos de animais distintos.

3.2.4 Andlise Estatistica

Os dados foram apresentados como média + erro padrdo das médias
(e.p.m.) de 5 a 9 animais por grupo. Analise de variancia de duas vias (ANOVA)
para medidas repetidas foi empregada para analise dos dados obtidos nos
experimentos de hiperalgesia térmica e mecéanica, o tratamento sendo o fator
independente e os diferentes tempos de comportamentos nociceptivos avaliados
como medidas repetidas. Em caso de diferencas significativas no fator
independente e/ou na interacdo entre o fator independente e os fatores repetidos,

analise de variancia de uma via (ANOVA), seguido do teste post hoc Duncan foi
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aplicado. Em todas as analises, valores de P<0,05 foram considerados

estatisticamente significantes.
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4 RESULTADOS

4.1 INFLUENCIA DAS VITAMINAS DO COMPLEXO B NA HIPERALGESIA
TERMICA E MECANICAAPOS CONSTRI(;AO DO NERVO INFRAORBITAL

A constricdo do nervo infraorbital induziu hiperalgesia ao calor, ap6s a
aplicacao da fonte de calor radiante na face dos animais, sendo esta significativa
a partir do 2° dia e persistindo até o 9° dia pos-cirurgico (Figura 3). Esse aumento
na responsividade ao estimulo térmico (calor) ndo foi observado nos animais
falso-operados (grupo sham), os quais mantiveram respostas semelhantes as
medidas basais ao longo de todos os experimentos (Figura 3). Pode-se observar
gue o tratamento diario dos animais com a vitamina B1 (180 mg/kg, s.c., durante 5
dias) foi capaz de impedir o desenvolvimento da hiperalgesia ao calor em
comparacdo com 0s animais constritos tratados com veiculo (grupo controle,
Figura 3A). A figura 3A também mostra que o tratamento com a vitamina B1 nédo
afetou o limiar de resposta dos animais falso-operados. Da mesma forma, o
tratamento diario com vitamina B6 (180 mg/kg, s.c., durante 5 dias) dos animais
submetidos a CION foi capaz de impedir o desenvolvimento da hiperalgesia ao
calor, se comparado com 0s animais tratados com veiculo (grupo controle, Figura
3B), mas a vitamina ndo foi capaz de alterar o limiar de responsividade dos
animais falso-operados (Figura 3B). Por outro lado, o tratamento diario dos
animais com vitamina B12 (18 mg/kg, s.c., durante 5 dias) nédo influenciou
significativamente o desenvolvimento da hiperalgesia ao calor, visto que no 2° dia
apos a constricdo ndo houve diferenca significativa entre animais constritos
tratados com veiculo ou vitamina. Entretanto, esse tratamento resultou numa
reducdo significativa da hiperalgesia ao calor a partir do 4° dia até o 9° dia onde
foi observada uma reverséo da hiperalgesia térmica ao calor desenvolvida (Figura
3C). Esse tratamento também ndo promoveu alteracdes nos limiares de resposta
dos animais falso-operados (Figura 3C). E valido mencionar que no ultimo dia de
tratamento com cada uma das vitaminas (i.e. dia 4 pos-cirurgico), seu efeito na
hiperalgesia foi avaliado em intervalos de uma hora e constatou-se que o pico do
efeito anti-hiperalgésico foi na primeira hora apés a administracdo (dados né&o
mostrados). Os valores plotados nos graficos da figura 3 nos dias 2 e 4 apds a

cirurgia CION sao de uma hora ap0s a administracao da vitamina, onde se obteve
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0 pico do efeito antihiperalgésico .

A aplicacdo do spray de tetrafluoretano na face dos animais (regido de
insercao das vibrissas) promove rapida diminuicdo da temperatura da pele, porém
a temperatura se restabelece passados 2 minutos da aplicacédo (CHICHORRO,
2006). Os animais submetidos a constricdo do nervo infraorbital desenvolvem
hiperalgesia a esse estimulo, a qual tem seu pico entre 0 4° e 0 6° dia, retornando
aos niveis basais até o 12° dia apds a cirurgia. Como pode ser observado na
figura 4, os animais constritos tratados diariamente com veiculo desenvolveram
hiperalgesia térmica ao frio, isto &, tiveram um aumento significativo no tempo de
grooming facial em relacdo aos animais falso-operados (grupo sham). O
tratamento diario com vitamina B1 (180 mg/kg, s.c., durante 5 dias) ou com
vitamina B6 (180 mg/kg, s.c., durante 5 dias), nao foi capaz de modificar o tempo
de grooming facial induzido pela estimulacéo térmica (frio) nos animais constritos
(Figuras 4A e B). Ja o tratamento diario dos animais com a vitamina B12 (18
mg/kg, s.c., durante 5 dias), foi capaz de reduzir a hiperalgesia térmica ao frio nos
dias 6 e 9 quando comparado com 0 grupo controle (animais constritos tratados
com veiculo, Figura 4C).

Como ilustrado na figura 5, animais submetidos a cirurgia CION tratados
com veiculo também desenvolveram hiperalgesia mecéanica, a partir do 10° ou 12°
dia apds a cirurgia, sendo evidenciada pela reducdo do limiar de resposta a
aplicacao dos filamentos de von Frey na face (Figura 5). O tratamento subcutaneo
diario com vitamina Bl ou vitamina B12 nas doses de 180 e 18 mg/kg,
respectivamente, ndo foi capaz de alterar o limiar mecéanico dos animais
constritos (Figuras 5A e C). Entretanto, o tratamento por 5 dias com a vitamina B6
na dose de 180 mg/kg, s.c., conseguiu impedir o desenvolvimento da hiperalgesia
mecanica em comparacdo aos animais constritos tratados com veiculo, e este
efeito foi mantido durante todo o periodo de avaliacdo (i.e. até o 20° dia pos-
CION, Figura 5B).
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FIGURA 3. Influéncia de diferentes vitaminas do complexo B na hiperalgesia térmica ao calor
induzida por constricdo do nervo infraorbital. Os animais foram tratados diariamente por cinco dias
(dia 0 ao dia 4 ap6s CION) com vitamina B1 (180 mg/kg, s.c., A), B6 (180 mg/kg, s.c., B) ou B12
(18 mg/kg, s.c., C) e a responsividade ao calor foi avaliada antes (0) e nos dias 2, 4, 6, 9 e 12 apés
a cirurgia CION. Os valores representam a média + e.p.m. de 5-7 animais. * e # indicam P <0,05
em relacdo aos grupos sham (animais falso-operados tratados com veiculo) e constritos (animais
submetidos a CION tratados com veiculo), respectivamente (ANOVA de duas vias para medidas
repetidas seguido por teste post-hoc de Duncan).
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FIGURA 4. Influéncia de diferentes vitaminas do complexo B na hiperalgesia térmica ao frio
induzida por constri¢do do nervo infraorbital. Os animais foram tratados diariamente por 5 dias (dia
0 ao dia 4 ap6s CION) com a vitamina B1 (180 mg/kg, s.c., A), B6 (180 mg/kg, s.c., B) ou B12 (18
mg/kg, s.c., C) e a hiperalgesia ao frio foi avaliada antes (0) e nos dias 2, 4, 6, 9 e 12 apés a
cirurgia CION. Os valores representam a média *+ e.p.m. de 5-7 animais. * e # indicam P <0,05 em
relagdo aos grupos sham (animais falso-operados tratados com veiculo) e constritos (animais
submetidos a CION tratados com veiculo), respectivamente (ANOVA de duas vias para medidas
repetidas seguido por teste post-hoc de Duncan).
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FIGURA 5. Influéncia de diferentes vitaminas do complexo B na hiperalgesia mecénica induzida
por constricdo do nervo infraorbital. Os animais foram tratados diariamente por 5 dias (dia 8 ao dia
12 apés CION) com vitamina B1 (180 mg/kg, s.c., A), B6 (180 mg/kg, s.c., B) ou B12 (18 mg/kg,
s.c., C) e a hiperalgesia mecénica foi avaliada antes (0) e nos dias 8, 10, 12, 16 e 20 apos a
cirurgia CION. Os valores representam a média + e.p.m. média de 5-7 ratos. * e # indicam P <0,05
em relacdo aos grupos sham (animais falso-operados tratados com veiculo) e constritos (animais
submetidos a CION tratados com veiculo), respectivamente (ANOVA de duas vias para medidas
repetidas seguido por teste post-hoc de Duncan).
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4.2 IANFLUENCIA DA CARBAMAZEPINA NA HIPERALGESIA TERMICA E
MECANICA APOS CONSTRICAO DO NERVO INFRAORBITAL

O tratamento dos animais com carbamazepina por via i.p., na dose de 10
mg/kg no dia 4 apds a CION, ndo modificou a laténcia para resposta dos animais
ao estimulo térmico (calor) em relagdo aos animais constritos tratados com
veiculo. Em contraste, nos animais que receberam carbamazepina na dose de 30
mg/kg foi observada uma reducdo na hiperalgesia térmica na 22, 32 e 42 horas
apos a administracdo, com reducdao maxima de 82,3% na 32 hora (Figura 6A).

Com relagédo a hiperalgesia ao frio, o tratamento com carbamazepina na
dose de 10 mg/kg (i.p.), no 4° dia ap6s CION, ndo foi capaz de alterar
significativamente o tempo de grooming facial dos animais constritos. No entanto,
o tratamento com carbamazepina na dose de 30 mg/kg, foi capaz de reverter a
hiperalgesia térmica ao frio na 12, 22 e 32 horas apods o tratamento (Figura 6B).

E importante mencionar que animais falso-operados (sham) tratados com
carbamazepina na dose de 30 mg/kg ndo mostraram alteracdo na laténcia para
responsividade ao calor ou no tempo de grooming facial apés a aplicacdo do
estimulo frio durante todo o periodo de avaliacdo (Figuras 6A e B).

Diferentemente da hiperalgesia térmica ao calor ou ao frio, a hiperalgesia
mecanica nao foi influenciada pelo tratamento dos animais no 20° dia ap6s a

CION com carbamazepina na dose de 30 mg/kg (Figura 6C).
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FIGURA 6. Efeito da carbamazepina sobre a hiperalgesia térmica e mecanica induzida por
constricao do nervo infraorbital. A hiperalgesia térmica ao calor (A) ou ao frio (B) foi medida antes
(pré) e no dia 4 ap6s a cirurgia (0). No painel C, a hiperalgesia mecanica foi avaliada antes (pré) e
no dia 20 apés a cirurgia (0). Em seguida, os animais foram tratados com veiculo (1 mL/kg, i.p.) ou
carbamazepina (10 e 30 mg/kg, i.p.) e a hiperalgesia térmica ou mecanica foi avaliada em
intervalos de 1 hora até a 42 hora ap6s a administracao. Os valores representam a média + e.p.m.
de 5-9 ratos. * e # indicam P <0,05 em relacdo aos grupos sham (animais falso-operados tratados
com veiculo) e constritos (animais submetidos a CION tratados com veiculo), respectivamente
(ANOVA de duas vias para medidas repetidas seguido por teste post-hoc de Duncan).
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4.3 INFLUENCIA DA ASSOCIACAO DE DIFERENTES VITAMINAS B COM
CARBAMAZEPINA NA HIPERALGESIA TERMICA APOS CONSTRICAO DO
NERVO INFRAORBITAL

A figura 7A ilustra que o grupo de animais que recebeu o tratamento diario
com vitamina B1 na dose de 18 mg/kg (s.c., durante 5 dias) apresentou uma leve
reducdo na hiperalgesia térmica ao calor, na 12 e 22 hora apdés o tratamento, no 4°
dia apos a CION, com reducdo maxima de aproximadamente 28%.
Adicionalmente, uma Unica injecdo de carbamazepina na dose de 10 mg/kg (i.p.)
no 4° dia apés CION, nédo foi capaz de promover a reducdo da hiperalgesia
térmica ao calor. Contudo, o grupo de animais submetido a injecGes repetidas de
vitamina B1 (18 mg/kg, s.c., durante 5 dias) e que no 4° dia ap0s a cirurgia
recebeu carbamazepina na dose de 10 mg/kg (i.p.), imediatamente apos a
administrac@o da vitamina B1, demonstrou redugéo da hiperalgesia térmica da 12
a 42 hora, além de reversao na 52 hora apds a associagéo.

O tratamento diario dos animais com vitamina B6 na dose de 18 mg/kg
(s.c., durante 5 dias) resultou em uma leve reducéo na hiperalgesia térmica, na 22
hora apés o tratamento, no 4° dia apdés a CION, com reducdo maxima de
aproximadamente 23%. Adicionalmente, uma Unica inje¢do de carbamazepina na
dose de 10 mg/kg (i.p.) no 4° dia apdés CION, nao foi capaz de promover a
reducdo da hiperalgesia térmica ao calor. Ja o grupo de animais submetido a
repetidas injecbes de vitamina B6 (18 mg/kg, s.c., durante 5 dias) e uma Unica
dose de carbamazepina (10 mg/kg, i.p.), no 4° dia ap@s a cirurgia, demonstrou
reducado da hiperalgesia térmica ao calor na 12, 22, 32 e 52 hora, com pico maximo
de reducédo de aproximadamente 73% na 32 hora ap0s a associacdo (Figura 7B).

O grupo de animais que recebeu o tratamento diario com vitamina B12 na
dose de 1,8 mg/kg (s.c., durante 5 dias), bem como o grupo de animais que
recebeu uma Unica injecdo de carbamazepina na dose de 10 mg/kg (i.p.) no 4° dia
apos CION, ndo demonstraram reducdo da hiperalgesia térmica ao calor.
Contudo, o grupo de animais submetido a injecdes repetidas de vitamina B12 (1,8
mg/kg, s.c., durante 5 dias) e que no 4° dia ap0s a cirurgia recebeu
carbamazepina na dose de 10 mg/kg (i.p.) demonstrou reducdo da hiperalgesia
térmica da 12 até a 52 hora, com reducdo maxima de aproximadamente 71% na 22

hora apos a associacao (Figura 7C).
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Com relagdo a hiperalgesia térmica ao frio, o grupo de animais que
recebeu o tratamento diario com vitamina B12 na dose de 1,8 mg/kg (s.c., durante
5 dias) apresentou reducéo da hiperalgesia térmica ao frio na 12 e 22 hora apos a
ultima injec@o no 4° dia ap6s CION, com reducdo méxima de aproximadamente
45% na 12 hora apds a administracdo da vitamina (Figura 8). Como ja
demonstrado na figura 6B, uma Unica injecdo de carbamazepina na dose de 10
mg/kg (i.p.) no 4° dia apés CION, ndo foi capaz de promover a reducdo da
hiperalgesia ao frio. Contudo, no grupo de animais submetido a injegdes repetidas
de vitamina B12 (1,8 mg/kg, s.c., durante 5 dias) e que no 4° dia ap0s a cirurgia
CION recebeu carbamazepina na dose de 10 mg/kg (i.p.), imediatamente apos a
administracdo da vitamina B12, foi observado um acentuado efeito
antihiperalgésico na 12 hora (reversédo da hiperalgesia térmica ao frio) e reducéo
significativa da hiperalgesia térmica ao frio na 22 e 42 hora ap0s a associagéo
(Figura 8).
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FIGURA 7. Influéncia da associacdo de vitaminas do complexo B com carbamazepina na
hiperalgesia térmica ao calor induzida por constricdo do nervo infraorbital. Os animais foram
tratados durante 5 dias com veiculo (salina, 1 mL/kg, s.c.), vitamina B1 (18 mg/kg, s.c., A),
vitamina B6 (18 mg/kg, s.c., B) ou vitamina B12 (1,8 mg/kg, s.c., C). Os animais foram medidos
antes da cirurgia CION (Pré) e no dia 4 ap0s a cirurgia os animais receberam veiculo (1 mL/kg,
i.p.) ou carbamazepina (10 mg/kg, i.p.) e a hiperalgesia ao calor foi medida antes dos tratamentos
(0) e em intervalos de 1 hora até a 62 hora apés os tratamentos. Os valores representam a média
+ e.p.m. de 5-9 ratos. * e # indicam P <0,05 em relacao aos grupos sham (animais falso-operados
tratados com veiculo) e constritos (animais submetidos a CION tratados com veiculo),
respectivamente (ANOVA de duas vias para medidas repetidas seguido por teste post-hoc de
Duncan).
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FIGURA 8. Influéncia da associa¢édo da vitamina B12 com carbamazepina na hiperalgesia térmica
ao frio induzida por constricdo do nervo infraorbital. Os animais foram tratados durante 5 dias com
veiculo (salina, 1 mL/kg, s.c.), ou vitamina B12 (1,8 mg/kg, s.c., C). Os animais foram medidos
antes da cirurgia CION (Pré) e no dia 4 apés a cirurgia os animais receberam veiculo (1 mL/kg,
i.p.) ou carbamazepina (10 mg/kg, i.p.) e a hiperalgesia ao frio foi medida antes dos tratamentos
(0) e em intervalos de 1 hora até a 62 hora apés os tratamentos. Os valores representam a média
* e.p.m. de 5-9 ratos. * e # indicam P <0,05 em relacdo aos grupos sham (animais falso-operados
tratados com veiculo) e constritos (animais submetidos a CION tratados com veiculo),
respectivamente (ANOVA de duas vias para medidas repetidas seguido por teste post-hoc de
Duncan).



48

5 DISCUSSAO

As vitaminas do complexo B (B1, B6 e B12) tém-se mostrado eficazes no
controle da dor em inimeros estudos pré-clinicos, os quais utilizaram diferentes
modelos experimentais de dor, bem como em estudos clinicos que avaliaram
pacientes acometidos por dores neuropaticas. Esses trabalhos relatam uma
possivel atividade analgésica das vitaminas do complexo B, tanto quando
administradas isoladamente, como quando empregadas em combinacao entre si
ou com diferentes farmacos, tais como antiinflamatorios e anticonvulsivantes
(BARTOSZYK e WILD 1989; ABBAS E SWAI 1997; SIMEONOV et al. 1997;
MEDINA-SANTILLAN et al. 2004; CARAM-SALAS et al. 2006; MIXCOATL-
ZECUATL et al. 2008; JOLIVALT et al. 2009). Entretanto, ainda ndo havia sido
investigado o possivel efeito analgésico das vitaminas do complexo B em um
modelo experimental de neuralgia do trigémeo.

Clinicamente, sabe-se que pacientes que apresentam essa forma de dor
neuropatica desenvolvem fendmenos positivos bem definidos, sendo os mais
comumente relatados a hiperalgesia térmica ao frio e ao calor e a alodinia
mecanica. Além disso, os pacientes que sofrem de neuralgia do trigémeo, quando
avaliados através de escalas de dor, sinalizam os mais altos graus da escala e 0os
tratamentos farmacolégicos atualmente disponiveis comumente provém apenas o
alivio parcial dos sintomas (PETIT et al., 2003; ATTAL, 2010; HARGREAVES,
2011; PARK et al., 2011; ZAKRZEWSKA AND MCMILLAN, 2011). Outro fator
limitante da terapia farmacologica para a neuralgia do trigémeo sdo os efeitos
adversos associados ao uso dos anticonvulsivantes, drogas de escolha para o
controle da dor nesta condicao (para revisdes ver SINDRUP e JENSEN, 1999;
BACKONJA, 2002; JENSEN, 2002).

Tendo em vista essas consideracdes, nesse estudo avaliamos a influéncia
do tratamento diario, repetido por cinco dias, com as vitaminas B1, B6 e B12 do
complexo B em um modelo experimental de neuralgia do trigémeo. Conforme
relatado anteriormente, esse modelo permite verificar fenbmenos comumente
descritos clinicamente, tais como hiperalgesia térmica e mecanica (VOS et al.,
1994; IMAMURA et al., 1997; CHICHORRO, 2006). Outra caracteristica desse
modelo, também ja descrita em estudos anteriores, é a diferenca no decurso

temporal para o desenvolvimento da hiperalgesia térmica, que geralmente se
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inicia no 2° dia pdés-CION e persiste até o 10° ou 12° dia, em relagdo a
hiperalgesia mecéanica, que se inicia a partir do 10° ou 12° dia p6s-CION e
persiste por pelo menos 120 dias (VOS et al.,, 1994, NEUBERT et al., 2005;
CHICHORRO, 2006; LUIZ et al., 2010). Assim sendo, os protocolos de tratamento
adotados neste estudo foram estabelecidos de acordo com os decursos temporais
previamente demonstrados.

No presente estudo, o desenvolvimento da hiperalgesia térmica ao calor e
ao frio apds lesdo do nervo infraorbital apresentou decurso temporal semelhante
aguele ja descrito na literatura (VOS et al.,, 1994; IMAMURA et al., 1997;
CHICHORRO, 2006). O efeito antihiperalgésico mais pronunciado das vitaminas
do complexo B foi observado na hiperalgesia ao calor, a qual foi significativamente
reduzida ou teve seu decurso temporal modificado, dependendo da vitamina
utilizada. Quando administradas individualmente e em doses mais altas, tanto a
vitamina B1 quanto a vitamina B6 impediram o desenvolvimento da hiperalgesia
térmica ao calor no transcorrer de todo o periodo de avaliacdo. A vitamina B12
também apresentou marcante e persistente efeito antihiperalgésico frente a este
estimulo, mas diferentemente das outras vitaminas, a dose 10 vezes menor de
vitamina B12 em comparagdo as outras duas vitaminas ndo impediu o
desenvolvimento da hiperalgesia térmica ao calor.

A despeito dessa diferenca, é valido ressaltar que o tratamento com as trés
vitaminas foi capaz de influenciar a hiperalgesia ao calor. Corroborando nossos
achados, Wang e colaboradores (2005) demonstraram, utilizando dois modelos
diferentes de dor neuropatica (i.e. compressao do ganglio da raiz dorsal, DRG, e
ligacdo do nervo ciatico), que as vitaminas Bl, B6 e B12 administradas
separadamente ou em associa¢ao foram capazes de reduzir, ou dependendo da
dose até mesmo abolir, 0 desenvolvimento da hiperalgesia térmica em ratos. Um
efeito agudo destas vitaminas também foi demonstrado apés compresséo do DRG
em ratos, pois, uma Unica administracdo de cada uma das vitaminas B, inibiu a
hiperalgesia térmica por até 48 horas apds a administracdo, e quando
combinadas foi observada uma potencializacdo do efeito antihiperalgésico.
Resultado semelhante foi relatado na hiperalgesia térmica apds constricdo do
nervo ciatico de ratos. Ainda no modelo de compressao do DRG, o tratamento

com as vitaminas durante 7 ou 14 dias também interferiu no decurso temporal da
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hiperalgesia térmica, reduzindo a duracao da hiperalgesia de 10 para 5 semanas
(WANG et al., 2005).

Esses autores relatam ainda que os efeitos antihiperalgésicos das
vitaminas do complexo B sdo semelhantes em ambos os modelos (compresséao
do ganglio espinhal e ligacdo do nervo ciatico, WANG et al., 2005), os quais
resultam em hiperalgesia térmica de duracdo maior que o modelo utilizado nesse
estudo (CION). Nesse sentido, sugere-se que apesar desses modelos serem
diferentes quanto ao sitio da leséo, eles apresentam mecanismos comuns no que
diz respeito as alteragbes de excitabilidade de neurbnios periféricos e centrais
(SONG et al. 2003). A despeito das evidéncias de que o modelo de neuralgia do
trigémeo difere, ndo s6 anatomicamente, mas também em termos de mecanismos
envolvidos, dos modelos que envolvem lesdo de nervos espinhais
(BARANAUSKAS e NISTRI, 1998; para revisbes ver SESSLE, 2006;
HARGREAVES, 2011), as vitaminas do complexo B estudadas parecem reduzir a
hiperalgesia térmica ao calor neste estudo da mesma maneira que o fazem nos
modelos que envolvem neuropatias dos DRGs avaliados no trabalho de Wang et
al., 2005.

O efeito da vitamina B1 em reduzir a hiperalgesia térmica ao calor também
foi reportado por Song e colaboradores, no modelo de compressdo do DRG em
ratos (SONG et al., 2009). Nesse estudo demonstrou-se que a vitamina B1 (na
dose de 66 mg/kg), administrada diariamente por 10-14 dias logo ap6s o término
do procedimento cirdrgico, reduziu a hiperalgesia térmica ao calor na pata dos
animais. Interessantemente, uma Unica administracdo intratecal de vitamina B1
também mostrou efeito antihiperalgésico ao calor de maneira dose-dependente.
Esses autores mostraram ainda, através de técnica de eletrofisiologia (whole-cell
patch-clamp), que o tratamento com a vitamina B1 foi capaz de promover a
reducdo da hiperexcitabilidade e diminuicdo das alteracbes dos canais de sddio
no ganglio da raiz dorsal de animais submetidos a lesdo do DRG, e que as fibras
de pequeno diametro eram mais responsivas a aplicacdo de vitamina B1. Esses
dados em conjunto sugerem que a vitamina B1 poderia atenuar a hiperalgesia
térmica através da reducdo das alteracdes nas correntes dos canais de sédio em
fibras de pequeno diametro (SONG et al., 2009). Considerando que alteracdes em

canais de sodio, como por exemplo, 0 aumento significativo da sua expressao nas
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areas do nervo trigémeo que sofrem compresséo, sao consideradas fundamentais
na patofisiologia da neuralgia do trigémeo (para revisbes LEWIS et al., 2007,
KLEEF et al., 2009; BENOLIEL e SHARAYV, 2010), 0 mecanismo proposto por
Song e colaboradores (2009) poderia explicar o efeito das vitaminas em nosso
modelo. No entanto, sdo necessarios estudos adicionais para avaliar se: 1) isto
ocorre no nervo trigémeo apos o0s tratamentos com as vitaminas, 2) este
mecanismo esta associado apenas ao uso da vitamina Bl ou é também um
mecanismo comum a todas as vitaminas do complexo B, e 3) as vitaminas nas
doses e esquema de administracdo que ndés empregamos produziriam este
mesmo efeito.

Adicionalmente, nossos dados mostram que a carbamazepina,
medicamento de escolha e o Unico aprovado pelo FDA para o tratamento da
neuralgia do trigémeo, também foi capaz de reduzir a hiperalgesia ao calor, assim
como demonstrado em trabalhos anteriores pelo nosso grupo (CHICHORRO,
2006). Embora ja descrito na introducdo, € importante ressaltar que a
carbamazepina atua principalmente através do bloqueio de canais de sédio
(CARDENAS et al., 2006; PRIEST, 2009), um dos mecanismos propostos para
explicar o efeito antihiperalgésico das vitaminas do complexo B.

Interessantemente, quando doses 10 vezes mais baixas das vitaminas, as
quais demonstravam pouca ou nenhuma acdo antihiperalgésica, foram
associadas com uma dose mais baixa de carbamazepina insuficiente para alterar
o tempo de reacdo dos animais, observou-se um efeito antihiperalgésico bastante
significativo e persistente, com as trés vitaminas testadas. Esses dados sugerem
um possivel sinergismo no efeito combinado das vitaminas com a carbamazepina.
Porém, devido a falta de estudos a respeito dos mecanismos de acdo das
vitaminas do complexo B ndo se pode afirmar se essa interacdo farmacoldgica
envolve os canais de sodio.

Por outro lado, ja foram descritos varios mecanismos que contribuem para
o desenvolvimento da hiperalgesia térmica ao calor em condicbes de dor
neuropatica. Mais especificamente com relacdo ao modelo CION, podemos
destacar a ativacdo de purinorreceptores do tipo P2X3 e P2Y, e do receptor de
potencial transitorio vanildide 1 (TRPV1) (PEI et al., 2007; SHINODA et al., 2007;
MALIN et al., 2008; HOLZER, 2011).
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Os receptores P2X3 (purinoreceptor ionotrépico) S&80 expressos
principalmente em neurénios do DRG, mas também em subpopula¢cdes de fibras
aferentes primarias do sistema trigeminal. Sao ativados principalmente por ATP, e
diversos estudos demonstraram que antagonistas desses receptores inibem a
hiperalgesia térmica em diferentes modelos de dor, inclusive em modelos de
neuralgia do trigmeo (TSUDA et al, 2000; HONORE et al, 2002
MCGARAUGHTY et al., 2003; SHINODA et al., 2007).

Outro receptor possivelmente envolvido na hiperalgesia térmica ao calor €
o P2Y2 (purinorreceptor metabotropico), que a exemplo do receptor P2X3,
também é ativado por ATP. Purinorreceptores P2Y?2 séo considerados importantes
para transmitir a sensacdo de calor nocivo e parecem atuar através da
fosforilacdo de receptores TRPV1, ocasionando sua ativacdao (MORIYAMA et al.,
2003; MALIN et al., 2008). Os purinorreceptores P2Y2 estdo intimamente
associados a hiperalgesia térmica ao calor em diferentes modelos de neuropatia,
inclusive em modelos de neuralgia trigeminal (para revisdes ver BURNSTOCK,
2000, 2006; WIRKNER et al., 2007).

Os receptores TRPV1 estado expressos em fibras C e em menor proporcao
em fibras Ad e normalmente possuem um limiar de ativacdo acima de 42° C,
caracterizando um papel na deteccdo de calor nocivo (CATERINA et al., 2000;
PEI et al., 2007; GERHOLD e BAUTISTA, 2009). Devido as inUmeras evidéncias
da participacdo destes receptores na hiperalgesia em diversas condigbes
dolorosas, eles tém sido estudados tanto como alvos para o desenvolvimento de
novas drogas analgésicas, quanto considerados possiveis alvos na identificacdo
dos mecanismos de acdo de drogas ja existentes, as quais apresentam potencial
analgésico (CATERINA et al., 2000; BINSHTOK et al., 2007; PEI et al., 2007;
HOLZER, 2011).

Portanto, o desenvolvimento de estudos adicionais com o objetivo de
investigar o mecanismo de acao das vitaminas do complexo B € necessario para
determinar se as mesmas sao capazes de interagir com alguns dos alvos acima
sugeridos.

Além de ser o primeiro grupo a demonstrar 0s possiveis efeitos
antihiperalgésicos das vitaminas do complexo B no modelo de neuralgia do

trigétmeo, nesse estudo também investigamos pela primeira vez o efeito das
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vitaminas do complexo B na hiperalgesia ao frio. No entanto, o tratamento com as
vitaminas B1 e B6 isoladamente, nas mesmas doses utilizadas para o estimulo
calor, ndo foi capaz de promover alteracdes na hiperalgesia térmica ao frio
promovida pela constricdo do nervo infraorbital. Por outro lado, o tratamento com
a vitamina B12 foi capaz de reduzir a hiperalgesia ao frio nos dias 6 e 9 pos-
cirdrgicos. De maneira similar, a carbamazepina, na maior dose testada reduziu a
hiperalgesia térmica ao frio, corroborando a demonstracdo prévia de Chichorro
(2006). Como a vitamina B12 foi a Unica que demonstrou efeito antihiperalgésico
nesse estimulo, repetimos sua associacao (em uma dose 10 vezes menor) com a
carbamazepina. Quando associadas demonstraram um pronunciado efeito
antihiperalgésico na primeira hora e reducdo da hiperalgesia térmica significativa
na segunda e quarta hora apos os tratamentos, sugerindo novamente um efeito
antihiperalgésico sinérgico. Portanto, a vitamina B12 foi a Unica capaz de reduzir a
hiperalgesia ao frio na administracdo individual, além de interagir
farmacologicamente quando em associacdo com a carbamazepina. E valido
ressaltar que a vitamina B12, administrada isoladamente na maior dose, nao
impede o desenvolvimento da hiperalgesia ao frio. Ainda, na menor dose, a
vitamina B12 promove uma pequena reducdo nas primeiras duas horas apés a
administracdo da vitamina, porém quando associada a carbamazepina apresenta
efeito antihiperalgésico ja no 4° dia apés a CION. Considerando que esta é a
primeira demonstracdo do efeito das vitaminas na hiperalgesia ao frio, o
mecanismo de agdo associado a este efeito também ainda néo foi investigado.
Por outro lado, inUmeros estudos tém investigado os receptores que medeiam a
hiperalgesia ao frio (GERHOLD e BAUTISTA, 2009; FAROOQI et al., 2011,
ANDRADE et al., 2012), sendo os principais os receptores TRPA1l, TRPM8 e
canais de potassio, 0s quais poderiam ser alvos para a¢do da vitamina B12.

Os receptores TRPAL1 e TRPM8 também sdo integrantes da superfamilia
dos receptores de potencial transitorio, assim como o TRPV1. Como ja descrito
anteriormente, o0s receptores TRPV1 sao expressos por fibras C, e uma
subpopulacdo destas fibras também expressa receptores TRPAl. Ja os
receptores TRPM8 estdo presentes em um subpopulagao distinta de fibras C, a
qual ndo expressa receptores TRPA1 (CASPANI et al., 2009; DEL CAMINO et al.,

2010). Ambos sdo encontrados no sistema sensorial trigeminal, porém diferem
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guanto ao seu limiar de ativacdo, sendo que receptores TRPA1 sao ativados por
frio nocivo (abaixo de 15°C), enquanto que receptores TRPM8 séo receptores
ativados por temperaturas baixas nao nocivas (em torno de 25°C) (CASPANI et
al., 2009; GERHOLD e BAUTISTA, 2009; FAROOQI et al., 2011; ANDRADE et
al., 2012). Atualmente, varios estudos sugerem que esses receptores podem ser
alvos promissores para 0 desenvolvimento de novos analgésicos (DEL CAMINO
et al., 2010; FAROOQI et al., 2011; HOLZER, 2011; ANDRADE et al., 2012).

Adicionalmente, existem diversas evidéncias de que os canais de potassio
operados por voltagem também participam na transducao do estimulo térmico frio
(VIANA et al., 2002; para revisdo ver TAKEDA et al., 2011). Takeda et al. (2011)
demonstraram que esses canais estdo envolvidos em algumas alteracfes
sensoriais associadas a dor neuropética, incluindo a de origem trigeminal, e que
0S mesmos parecem ser um alvo promissor para o tratamento da neuralgia do
trigémeo. Sabe-se que muitos canais de potassio estdo envolvidos com
excitabilidade neuronal, especialmente os canais de potassio operados por
voltagem. Tanto no DRG quanto no ganglio trigeminal sdo expressos trés tipos de
canais de potdssio operados por voltagem, classificados de acordo com sua
cinética de inativacdo (para revisdo ver TAKEDA et al., 2011). A abertura desses
canais promove hiperpolarizacdo das células, diminuindo, portanto, a
hiperexcitabilidade celular. Porém, tem sido demonstrado que lesbes nas fibras
nervosas periféricas levam a reducéo da densidade desses canais, 0 que poderia
deixar as fibras sensoriais mais responsivas a determinados estimulos, como por
exemplo, ao frio nocivo (para revisao ver TAKEDA et al., 2011). Nesse sentido, em
células do ganglio do trigmeo de camundongos, Viana et al., (2002)
demonstraram que ocorria um fechamento dos canais de potassio nas células
responsivas ao frio, o que impedia a hiperpolarizacéo celular e deixava, portanto,
as células mais responsivas a estimulacéo térmica. Em vista dessas observacoes,
experimentos futuros poderdo ser conduzidos para avaliar se algum dos
receptores de frio mencionados representa um alvo efetivo para agéo da vitamina
B12.

Por fim, nossos dados mostram que apenas o tratamento diario com a
vitamina B6 promoveu efeito antihiperalgésico ao estimulo mecanico. O efeito das

vitaminas neste estimulo tem sido bastante avaliado em modelos de dor
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neuropatica. Inclusive, a grande maioria dos estudos que tém descrito efeitos
sinérgicos como resultado da associacdo das vitaminas do complexo B com
anticonvulsivantes, ou drogas de outras classes farmacologicas, avaliaram
hiperalgesia mecéanica na pata dos animais (CARAM-SALAS et al., 2004, 2006;
MEDINA-SANTILLAN et al., 2004; MIXCOALT-ZECUALT et al., 2008).

Granados-Soto e colaboradores (2004), utilizando o modelo de dor
neuropatica por ligacdo de nervos espinhais em ratos, observaram um efeito
antihiperalgésico dose-dependente da vitamina B12 ao estimulo mecénico. Ainda
nesse estudo, a utilizagdo de um antiinflamatorio ndo esteroidal, o diclofenaco,
promoveu uma leve reducdo da alodinia mecanica na maior dose utilizada.
Porém, a associacdo dessas duas drogas em doses reduzidas ndo promoveu
qualquer potencializacéo do efeito antihiperalgésico.

Utilizando o mesmo modelo de dor neuropética (ligacdo dos nervos
espinhais L5 e L6), uma Unica administracdo das vitaminas Bl, B6 e B12,
combinadas entre si ou associadas a dexametasona, promover efeito
antihiperalgésico ao estimulo mecéanico aplicado na pata dos animais (CARAM-
SALAS et al., 2004). Nesse estudo, o efeito antihiperalgésico maximo observado
ao estimulo mecénico foi obtido nas doses de 180, 180 e 1,8 mg/kg das vitaminas
B1, B6 e B12, respectivamente, as quais sdo semelhantes as doses utilizadas no
presente estudo.

Em 2006, o mesmo grupo demonstrou que as vitaminas Bl e B12
apresentaram efeito antihiperalgésico a estimulacdo mecéanica, nas maiores
doses utilizadas (600 e 6 mg/kg, respectivamente), promovendo reducdo maxima
de 60% da hiperalgesia mecanica, avaliada na pata de animais previamente
submetidos a ligacdo dos nervos espinhais L5 e L6. Ja a vitamina B6 nédo
demonstrou efeito antihiperalgésico, mesmo na maior dose testada (600 mg/kg).
Nesse estudo, a dexametasona também reduziu a hiperalgesia mecéanica, de
forma dose-dependente e, quando associada as vitaminas B1 e B12 observou-se
uma reducédo de 90% da hiperalgesia mecanica (CARAM-SALAS et al., 2006).

Sanches-Ramirez et al. (2006) demonstraram que a administracdo de
benfotiamina, um derivado da vitamina B1, também promoveu uma diminuicdo
significativa da hiperalgesia mecéanica em dois modelos diferentes de dor

neuropatica, a neuropatia diabética induzida por estreptozotocina e aquela
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causada por ligacédo dos nervos espinhais L5 e L6.

Corroborando trabalhos anteriores, Reyes-Garcia e colaboradores (2003),
através do modelo de dor neuropatica desenvolvido por Kim e Chung (1992),
demostraram um efeito antihiperalgésico dose-dependente ao estimulo mecéanico
da combinagdo das vitaminas Bl, B6 e B12 (propor¢do de 100/100/1,
respectivamente), e este efeito produziu uma reducdo maxima de 30% da
hiperalgesia medida na pata dos animais. Em adicdo, o anticonvulsivante
gabapentina, administrado por via intratecal, produziu reversdo dose-dependente
da hiperalgesia mecéanica, e quando associado com as vitaminas B, ambos em
doses mais baixas, resultou em um efeito antihiperalgésico sinérgico ao estimulo
mecanico.

Ainda com relagdo a associacao de anticonvulsivantes com as vitaminas B,
Reyes-Garcia e colaboradores (2004), através do mesmo modelo de dor
neuropatica mencionado anteriormente, observaram que as vitaminas B1, B6 e
B12 em combinacdo, bem como o tratamento com gabapentina, promoviam
reducdo dose-dependente da hiperalgesia mecanica. Esse efeito antihiperalgésico
também foi demonstrado com a associacdo da combinacdo de vitaminas com a
gabapentina, além de uma reversdo da hiperalgesia mecéanica quando as
vitaminas B1, B6 e B12 foram combinadas nas doses de 262 mg/kg para as duas
primeiras e 2,6 mg/kg para a ultima com a gabapentina na dose de 11,5 mg/kg .

Mixcoalt-Zecualt et al. (2008) relataram que a associacdo das drogas
anticonvulsivantes gabapentina ou carbamazepina com a benfotiamina ou com a
vitamina B12 produziu um efeito sinérgico na reducdo da hiperalgesia mecanica.
O mesmo estudo também mostrou que a carbamazepina foi capaz de promover
um efeito antihiperalgésico ao estimulo mecénico em ratos submetidos a ligacao
de nervos espinhais sem afetar a coordenacédo motora dos animais. No presente
estudo também utilizamos a carbamazepina em doses, que segundo alguns
autores, ndo afetam a coordenacdo motora dos animais (BLACKBURN-MUNRO
et al., 2002; MIXCOALT-ZECUALT et al., 2008), mas, apesar desse tratamento ter
atenuado a hiperalgesia térmica apds constricdo do nervo infraorbital, ndo
modificou a hiperalgesia mecéanica. Tendo em vista que varios dos estudos que
observaram o efeito das vitaminas do complexo B na hiperalgesia mecanica as

utilizaram combinadas entre si, e em algumas vezes associadas ainda com outras
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drogas, uma possibilidade a ser avaliada é se a combinacdo das vitaminas B1, B6
e B12 em associacdo com a carbamazepina poderia influenciar a hiperalgesia
mecanica em nosso modelo.

Empregando um modelo de neuropatia diabética induzida por
estreptozotocina, Jolivalt et al. (2009) reportaram que a administracdo de um
coquetel contendo as vitaminas B1, B6 e B12, por 7 dias consecutivos, promoveu
um efeito antihiperalgésico dose-dependente ao estimulo mecanico avaliado na
pata dos animais. Em constraste, Misumi e colaboradores (1985) n&do observaram
reducdo da hiperalgesia mecanica no modelo de neuropatia diabética por
administracdo de 2,5-hexanediona com o tratamento dos animais com as
vitaminas B6 e B12. Corroborando esses dados, Wang e colegas (2005),
utilizando dois modelos de dor neuropética (i.e. compresséo do ganglio espinhal e
ligacdo do nervo ciatico), mostraram que a administracdo das vitaminas B1, B6 e
B12 isoladas ou em combinacdo ndo influenciava a hiperalgesia mecénica, porém
promovia a inibicdo da hiperalgesia térmica ao calor, como ja mencionado acima.

Essa discrepancia nos efeitos antihiperalgésicos das vitaminas do
complexo B podem estar relacionada a varios fatores, tais como o modelo de dor
neuropatica empregado, doses, vias de administracdo e o periodo de tratamento
com as vitaminas. Nossos dados também nos permitem especular que cada
vitamina B possa ter um alvo distinto e/ou module mecanismos e/ou vias
analgésicas diferentes, visto que em um mesmo modelo (i.e. constricdo do nervo
infraorbital) apenas a vitamina B12 reduziu a hiperalgesia ao frio, apenas a B6
atenuou a hiperalgesia mecanica, enquanto todas influenciaram a hiperalgesia
térmica ao calor. Nesse sentido, alguns estudos vem tentando elucidar os
mecanismos subjacentes aos efeitos antihiperalgésicos das vitaminas B. Uma
descoberta adicional do estudo de Jolivalt e colaboradores (2009) foi que a
vitamina B6 isolada (180 mg/kg) ou a combinacdo das vitaminas B1l, B6 e B12
(nas doses de 180, 180 e 1,8 mg/kg, respectivamente) promove a melhora da
velocidade de conducgéo de nervos sensoriais, provavelmente por um aumento na
producdo de mielina em fibras mielinizadas alteradas, um dos parametros
alterados em decorréncia da neuropatia diabética. Jolivalt e colaboradores (2009)
também investigaram se as vitaminas estavam interferindo com oxidagdo de

proteinas, peroxidacao de lipideos e alteracbes na expressao do fator de necrose
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tumoral alfa (TNFa) e da enzima cicolooxigenase-2 (COX-2), porém nao
encontraram nenhuma correlacdo entre os efeitos antihiperalgésicos das
vitaminas e alteracdes nesses alvos.

Outro mecanismo que tem sido sugerido para explicar o efeito analgésico
das vitaminas diz respeito ao aumento do controle inibitorio aferente de neurénios
nociceptivos na medula espinhal, possivelmente através da inducéao da sintese de
neurotransmissores que atuam nesse sistema inibitério, tais como serotonina,
noradrenalina e opidides enddgenos (FU et al. 1998).

Apesar de seus mecanismos analgésicos serem desconhecidos, 0s
estudos preé-clinicos, bem como os estudos clinicos com vitaminas do complexo B
sdo muito promissores, em nossa opinido, por duas razdes principais: o baixo
risco de efeitos adversos relacionados ao uso de vitaminas B e a possibilidade de
serem utilizados como adjuvantes no controle da dor. Varios estudos
experimentais relataram a inexisténcia de sinais de comprometimento motor (um
efeito adverso comum relacionado ao uso de anticonvulsivantes), mesmo apdés
tratamento repetido ou com altas doses de vitaminas do complexo B (REYES-
GARCIA et al.,, 2003, 2004; GRANADOS-SOTO et al.,, 2004; MIXCOALT-
ZECUALT et al.,, 2008). Com relacdo ao seu uso como adjuvantes, nossos
resultados corroboram varios estudos anteriores (REYES-GARCIA et al., 2003,
2004; GRANADOS-SOTO et al.,, 2004; CARAM-SALAS et al., 2004, 2006;
MIXCOALT-ZECUALT et al.,, 2008), os quais tém demonstrado os efeitos
sinérgicos das vitaminas quando associadas a drogas de diferentes classes
farmacoldgicas, permitindo assim a utilizacdo de doses mais baixas desses
farmacos, o que consequentemente, reduz o risco de aparecimento de efeitos
adversos. Nesse sentido, € importante relatar o estudo de MEDINA-SANTILLAN
et al. (2004) em pacientes com neuropatia diabética. Esses autores avaliaram a
ocorréncia de efeitos adversos apds o uso de gabapentina, administrada
isoladamente, ou em associacao as vitaminas B1 e B12. Um grupo de pacientes
recebeu doses crescentes de gabapentina a cada semana, durante trés semanas,
enquanto que 0 outro grupo recebeu doses crescentes de gabapentina
associadas as vitaminas B1 e B12. Os resultados obtidos com as avalia¢cdes dos
pacientes levaram esses autores a sugerir que a associagcdo com as vitaminas

ocasionou diminui¢do dos efeitos adversos promovidos pelo anticonvulsivante.
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6 CONCLUSAO

Como pode ser observado no esquema abaixo, todas as vitaminas do
complexo B testadas reduziram a hiperalgesia térmica ao calor, induzida por
constricdo do nervo infraorbital, enquanto que apenas a vitamina B6 modificou a
hiperalgesia mecéanica e apenas a vitamina B12 reduziu a hiperalgesia ao frio. O
tratamento com Carbamazepina resultou na reducdo da hiperalgesia térmica (ao
frio e ao calor, mas ndo modificou a hiperalgesia mecéanica. A associacao de cada
um das vitaminas com a carbamazepina (ambas em doses mais baixas), resultou

em um efeito antihiperalgésico sinérgico na hiperalgesia térmica.

Tratamentos Hiperalgesia | Hiperalgesia | Hiperalgesia
ao calor ao frio mecanica
B1 (180 mg/kg) + _ _
B6 (180 mg/kg) + _ +
B12 (18 mg/kg) + + _
CBZ (10 mg/kg) _ _ NT
CBZ (30 mg/kg) + + _
B1 (18 mg/kg) + CBZ (10 mg/kg) + NT NT
B6 (18 mg/kg) + CBZ (10 mg/kg) + NT NT
B12 (1,8 mg/kg) + CBZ (10 mg/kg) + + NT

ESQUEMA 1. Influéncia do tratamento com as vitaminas Bl, B6 e B12 e da Carbamazepina
isoladamente, ou de cada vitamina em combinacdo com a Carbamazepina na hiperalgesia a
diferentes estimulos aplicados na face dos animais apés constricdo do nervo infraorbital. Os

simbolos +, - e NT indicam reduziu, ndo reduziu e ndo testado, respectivamente.

Em concluséao, nossos dados sugerem que as vitaminas do complexo B,
utilizadas isoladamente ou em associa¢cdo com farmacos como a carbamazepina,
poderiam representar uma abordagem mais segura e de baixo custo no controle

da dor neuropatica trigeminal.
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