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RESUMO

A pregabalina € um anticonvulsivante que atua através da ligacdo a subunidade
a,0 dos canais de calcio dependentes de voltagem (CaVa.d), presentes nas
terminacdes pré-sinapticas de neurdnios do sistema nervoso periférico e central.
Esta droga j& foi aprovada para o tratamento de dores neuropaticas tais como
neuropatia periférica diabética, neuralgia pos-herpética e dor neuropética de
origem central. Em adicéo, existem evidéncias de que a pregabalina pode ser util
no controle de dores que afetam o sistema trigeminal. Portanto, o objetivo deste
estudo é investigar o efeito antinociceptivo da pregabalina em diferentes modelos
de dor orofacial. Como modelos de dor aguda foram utilizados os testes de
capsaicina e formalina orofacial, bem como avaliacdo da hiperalgesia térmica
induzida por carragenina. Os modelos de dor persistente empregados neste
estudo foram a constricdo do nervo infraorbital, um modelo de dor neuropética
trigeminal, e a inducdo de cancer facial por inoculagdo de células do tumor
Walker-256. A injecdo de capsaicina (2 pg/50 pL) no labio superior dos animais
provocou um aumento significativo do tempo de grooming facial, o qual foi abolido
pelo pré-tratamento dos animais com pregabalina nas doses de 10 e 30 mg/kg). O
pré-tratamento dos animais com pregabalina nas mesmas doses ndo afetou a
fase | da resposta a formalina orofacial (2,5%/ 50 pyL), mas ambas as doses
reduziram significativamente a fase Il da resposta. Em adicdo, o pré-tratamento
com pregabalina (10 e 30 mg/kg) reduziu a hiperalgesia térmica induzida por
carragenina (100 pg/ 50 pL, s.c., labio superior), bem como a hiperalgesia térmica
induzida por constricdo do nervo infraorbital e associada ao cancer facial. Esses
resultados em conjunto sugerem que a pregabalina pode representar uma

importante ferramenta no controle de dores faciais com diferentes etiologias.

Palavras-chave: pregabalina, dor inflamatdria, capsaicina, carragenina, formalina,

cancer, constricao de nervo infraorbital.



ABSTRACT

Pregabalin is an anticonvulsant that binds to the a,.d subunit of voltage-dependent
calcium channels (CaVay0), located in the pre-synaptic ending of peripheral and
central nervous system neurons. This drug was already approved for the treatment
of several neuropathic pain conditions such as diabetic neuropathic pain, post-
herpetic neuralgia and central neuropathic pain. Additionally, there is growing
evidence that pregabalin can be useful in the treatment of pain that affect the
trigeminal system. Thus, the aim of the present study is to investigate the
antinociceptive effect of pregabalin in different models of orofacial pain. The acute
pain models employed were the orofacial capsaicin and formalin tests, as well as
the assessment of thermal hyperalgesia induced by carrageenan. The models of
persistent pain employed in the present study were the constriction of the
infraorbital nerve, a model of trigeminal neuropathic pain, and the induction of
facial cancer by Walker 256 tumor cells inoculation. The injection of capsaicin (2
pg/50 L) into the upper lip of rats evoked a significant increase in the facial
grooming time, which was abolished by pregabalin pre-treatment (at 10 and 30
mg/kg). The pre-treatment of animals with pregabalin at the same doses failed to
reduce the first phase of response evoked by formalin (2,5%/ 50 pL), also injected
into the upper lip, but both doses caused a significant reduction of phase Il of
formalin response. Additionally, the pre-treatment with pregabalin (10 and 30
mg/kg) reduced the thermal hyperalgesia induced by carrageenan (100 pg/ 50 pL,
S.c., into the upper lip), as well as the thermal hyperalgesia induce by infraorbital
nerve constriction and associated to facial cancer. Altogether, our results suggest
that pregabalin may represent an important tool in the control of facial pain with

different underlying mechanisms.

Key words: pregabalin, orofacial pain, capsaicin, carrageenan, formalin, cancer,

infraorbital nerve constriction.
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1 INTRODUCAO

1.1 SISTEMA SENSORIAL TRIGEMINAL

O nervo trigémeo é o0 quinto par dos doze nervos cranianos, possuindo
caracteristicas sensitivas e motoras e sendo considerado o maior dos nervos
cranianos com distribuicdo cefalica exclusiva. A raiz motora distribui-se nos
musculos temporais, ptrerigéideos, masseteres, milo-hibéideo, porcdo ventral
anterior do digastrico, tensor do timpano e levantador do palato. A raiz sensitiva
inerva a dura-mater, a pele da face e de uma parte do cranio, as mucosas ocular e
nasal (com seus prolongamentos sinusais), a mucosa bucal, a mucosa lingual,
sistema dental e a parte anterior da orelha externa e da membrana do timpano
(GOES, 2008).

O nervo trigémeo divide-se nos ramos oftalmico (ou ramo V1) e maxilar (ou
ramo V2, os quais sdo puramente sensoriais e mandibular (ou ramo V3 o qual
possui caracteristicas sensoriais e motoras). Esses ramos sdo responsaveis pela
inervacdo sensorial e motora da face (SESSLE, 2005). O ramo oftdlmico inerva a
regido frontal, globo ocular, 6rbita, dorso do nariz e também regibes de mucosa
nasal e paranasais. O ramo maxilar inerva a asa do nariz, regido geniana, labio
superior e regido da arcada dental superior, palato duro, vestibulo oral superior,
seio maxilar e nasofaringe. Por fim, o ramo mandibular inerva o labio inferior,
arcada dental inferior, dois tercos distais da lingua, vestibulo oral inferior, regido
pré-auricular, metade anterior da regido temporal, porcdo anterior do conduto
auditivo externo e parte do pavilhdo da orelha (SESSLE, 2005; FRIED et al.,
2001).

As fibras nervosas sensoriais que compdem o0 nervo trigémeo sao
classificadas em relacdo ao diametro e velocidade de conducéo em fibras A (beta
e delta) e fibras-C. As fibras A-beta conduzem informacbes tateis e
proprioceptivas, mas ndo sdo ativadas por estimulos que produzem dor. Por outro

lado, as fibras A-delta (mielinizadas) e as fibras-C (amielinizadas) sao ativadas por
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estimulos nocivos e, portanto conduzem a informacéo de dor. Os nociceptores A-
delta, apresentam didmetro de 2 a 5 um, e velocidade de conducéo de 5 a 30 m/s
e respondem a estimulos mecanicos e térmicos. As fibras C, também
denominadas de nociceptores polimodais apresentam diametro menor que 2 um,
velocidade de conducédo de 0,4 a 1,4 m/s e sao ativadas por estimulos mecanicos,
térmicos e quimicos (DUBIN & PATAPOUTIAN, 2010).

As fibras sensoriais supracitadas possuem seus corpos celulares no ganglio do
trigémeo, também chamado glanglio de Gasser e, ao serem ativadas, transmitem
a informacdo recebida desde a periferia até um complexo de nucleos
somatossensoriais localizados no tronco cerebral. Estes ndcleos sensoriais
dividem-se em nucleo sensorial principal (NSP) e nudcleo do trato espinhal (NTE).

Na regido lateral do tegmento pontino médio localiza-se o NSP estendendo-se
rostralmente por 4 a 5 mm. Sua extremidade rostral localiza-se a menos de 1 mm
da extremidade caudal do nervo motor do trigémeo e, caudalmente, margeia o
subndcleo oralis do trato espinhal. A principal funcdo do NSP é a modulacédo de
estimulos relacionados ao processamento de sensacdes tateis e a transmisséo de
estimulos proprioceptivos, conduzidos através das fibras A beta (DUBIN &
PATAPOUTIAN, 2010). No entanto, recentemente tem sido sugerido que o NSP,
em especial sua porcdo dorsal, esteja envolvido também na transmissédo de
estimulos nociceptivos provenientes de densas projecoes de fibras A delta e fibras
C das estruturas orais, as quais convergem para a porcao dorsal do NSP (BAE &
YOSHIDA, 2011). O NTE é dividido em trés subnucleos: oralis, interpolaris e
caudalis, com base em suas diferencas funcionais e citoarquitetura (OLSZEWSKI,
1950).

Anatomicamente, o subnulcleo oralis localiza-se na regido da ponte e na
porcdo rostral da medula oblonga, sendo que rostralmente € uma continuacéo do
nacleo sensorial principal (NSP) e, caudalmente, faz divisa com a porcéo rostral
do subndcleo interpolaris. Este subnucleo recebe informacgdes proprioceptivas das
fibras A beta e nociceptivas através de aferéncias de fibras A delta e de fibras C
provenientes do subnucleo caudalis, por meio de interneurénios (SESSLE, 2006;
BAE & YOSHIDA, 2011).
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O subnucleo interpolaris localiza-se anatomicamente na medula oblonga,
sendo que rostralmente faz divisa com o subndcleo oralis e, caudalmente, com o
subndcleo caudalis. Recebe principalmente informacfes conduzidas via fibras A
delta (SESSLE, 2006).

O subnucleo caudalis € o maior dos nucleos somatossensoriais do trigémeo e
estd localizado na regido caudal do nucleo do trato espinhal. Possui uma
caracteristica extremamente importante pelo fato de ser continuo com a medula
espinhal cervical, especificamente na altura da primeira vértebra cervical (C1),
sendo uma estrutura dividida em laminas assim como a medula espinhal. Sua
principal funcdo é o processamento da maioria das informagdes nociceptivas
provenientes das regides orofaciais, pois €é nesse subnucleo, mais
especificamente nas suas laminas |, Il, V e VI, que ocorrem as projecdes da
maioria das fibras de pequeno e médio diametro, responsaveis pela conducdo de
estimulos nociceptivos (DUBNER et al., 1978; SVENSSON & SESSLE, 2004).
Portanto, considera-se que o0 subnlcleo caudalis € a principal area de
convergéncia de impulsos nociceptivos provenientes da face (DOSTROVSKY,
2006; SESSLE, 2005).

As caracteristicas anatdmicas, fisiolégicas e neuroquimicas do subnucleo
caudalis apresentam semelhancas com aquelas do corno posterior da medula em
sua estrutura laminada, numa area que é critica na transmissao da nocicepc¢ao
espinhal. Devido a sua semelhanca funcional e estrutural com o corno posterior
da medula, o subnucleo caudalis € também denominado “corno dorsal bulbar”
(SESSLE, 2005).

Uma caracteristica importante do subnucleo caudalis é que na lamina Il
tem-se a presenca da substancia gelatinosa, tal como encontrado no corno dorsal
da medula, porém ausente no subnucleo oralis e interpolaris. Na substancia
gelatinosa encontram-se Varios interneur6nios, inclusive inibitérios, que atuam
controlando a passagem de informagfes nociceptivas das fibras aferentes
primarias para os neurdnios de segunda ordem, como também interneurénios que
se comunicam com outros subnucleos (BAE & YOSHIDA, 2011; para revisao ver

CHICHORRO, 2006). E importante salientar que o subntcleo caudalis apresentam
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similaridade em relacdo ao sistema de comporta, descrito para o corno dorsal da
medula espinhal. Neste sistema proposto de modulacdo enddgena da dor sugere-
se que a ativacdo de as fibras de grande calibre tentam reduzir a amplitude dos
potenciais nociceptivos gerando um potencial negativo nas raizes sensitivas
fechando o portédo, ao passo que as fibras de pequeno calibre tendem a facilitar a
transmissao nociceptiva abrindo o portdo (MELZAK & KATZ, 2013). Além disso, o
subndcleo caudalis 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 conducao de estimulos nociceptivos, tais como
receptores gabaérgicos, serotoninérgicos e opioidérgicos (SESSLE, 2000;
SVENSSON & SESSLE, 2004; para revisao ver CHICHORRO, 2006).

Nos subnucleos oralis, interpolaris e caudalis ocorre a sinapse dos
neurbnios de primeira ordem, ou seja, das fibras aferentes priméarias, com os
neurdnios de segunda ordem. Os neurdnios de segunda ordem que transmitem o0s
impulsos nociceptivos para 0s centros superiores podem ser classificados em:
neurbnios nociceptivos especificos, isto €, que respondem exclusivamente a
impulsos provenientes de fibras nociceptivas, os neurdnios de limiar dindmico e
amplo (WDR — Wide Dynamic Range) que respondem a impulsos de fibras tateis e
nociceptivas , isto € sdo ativados tanto por estimulos inGcuos como nocivos; e 0s
mecanorreceptores de baixo limiar (LTM — low-threshold mechanoreceptors), os
quais sdo ativados apenas por estimulos mecanicos inécuos e podem dar
informacdes precisas sobre a localizacdo, intensidade e duragdo dos estimulos
mecanicos orofaciais (DOSTROVSKY, 2006; CALDERON et al., 2009).

Os axbnios dos neurbnios de segunda ordem, os quais conduzem as
informacdes nociceptivas, cruzam para o lado contralateral e ascendem através do
trato trigémino-talamico para diferentes regides do tdlamo (DOSTROVSKY, 2006).

Dentro das estruturas centrais, o tdlamo € uma das mais importantes para a
condugdo dos estimulos nociceptivos. A partir do tdlamo, neurbnios de terceira
ordem projetam-se para o coOrtex cerebral resultando no processamento dos

aspectos cognitivos e afetivos da dor (para revisdo ver JULIUS & BASBAUM,
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2001). As informacOes orofaciais periféricas tateis sao conduzidas para regioes
medianas do tdlamo, de onde s&o projetadas ao cortex somato-sensorial, regido
responsavel por discriminar a localizagdo dos estimulos (para revisbes ver
SESSLE 2006; TANG et al.,, 2009). Ja as informagBes nociceptivas, além de
serem conduzidas para regiées medianas do talamo também séo transferidas para
outras estruturas, tais como hipocampo e coértex cingulado anterior (para revisdes
ver SESSLE 2006; TANG et al., 2009).

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

1.2 DORES AGUDAS E INFLAMATORIAS

O comité de taxonomia da Associagcdo Internacional para o Estudo da Dor
(IASP) conceitua dor como “experiéncia sensorial e emocional desagradavel
decorrente ou descrita em termos de lesdes teciduais reais ou potenciais”.

Num conceito mais detalhado, dor € a percepcdo de uma sensacdo
nociceptiva, induzida por estimulos fisicos/quimicos, de origem exdgena, assim
como por disfuncdes psicolégicas, tendo como base um mecanismo
biopsicossocial, causando emocdes normalmente desagradaveis, com
possibilidades de graus variados de comportamentos aversivos (MARQUEZ,
2011).

A dores podem ser classificas temporalmente de duas maneiras distintas entre
aguda e cronica; a dor aguda, também chamada adaptativa, apresenta valor
bioldgico fundamental de carater protetivo, pois alerta para a ocorréncia de uma
lesdo tecidual em vias de se instalar ou ja instalada, induzindo no individuo

reacoes de defesa, de fuga ou de remocao do agente causal (PERGOLIZZE,
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2013; ESIN & YALCIN, 2014). Por outro lado, a dor cronica, também denominada
mal-adaptativa, perde este carater bioldgico tornando-se uma situacao patologica,
sendo que a dor persiste mesmo na auséncia de lesdo (ESIN & YALCIN, 2014).

O nociceptor periférico pode ser ativado por estimulo térmico, mecanico e
quimico. Uma vez que o estimulo periférico tenha cessado, a razdo mais provavel
para a continuagcdo do impulso nociceptivo € neuroquimica, e existe uma
variedade de substancias enddogenas que podem acumular-se nas proximidades
dos nociceptores apos uma lesao tecidual. A fonte destes mediadores quimicos
pode ser as préprias células lesionadas, células que migram para o local da lesédo
ou tem origem no plasma e acumulam-se no local da lesdo devido ao
extravasamento plasmatico (JULIUS & BASBAUM, 2001).

Esses eventos sdo caracteristicos das dores de origem inflamatdria, as quais
sdo resultado de uma lesdo tecidual e consequente sintese e liberacdo de
inimeros mediadores quimicos, tais como bradicinina, substancia P (SP),
prostaglandinas (PG), histaminas, citocinas e aminas simpatomiméticas. Estes
mediadores quimicos podem agir diretamente sobre os nociceptores, ativando-os
e/ou sensibilizando-os (PERGOLIZZE, 2013). Além disso, alguns desses
mediadores sdo capazes de produzir vasodilatacdo e aumento da permeabilidade
vascular, o que contribui para o processo inflamatério local (WINKELSTEIN,
2004).

Os principais mediadores que participam da nocicepc¢ao inflamatéria bem
como algumas caracteristicas que devem ser ressaltadas sobre os mesmos estao
relacionados na tabela 1 (modificado de PEREIRA, 2006).
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MEDIADORES
INFLAMATORIOS

ACAO SOBRE
oS
NOCICEPTORES

CARACTERISTICAS
E
EFEITOS

REFERENCIA
BIBLIOGRAFICA

Substancia P

Ativacéo e/ ou
Sensibilizacdo

Hiperalgesia direta e
indireta por atuacao
em receptores NK-1,
sinergismo com o
glutamato

(Teoh et al., 1996)
(Carlton et al., 1998)
(Furst, 1999)
(Lofgren et al., 1999)

(Turnbach & Randich, 2002)

Prostaglandinas

Sensibilizacao
el/ou ativagéo

Hiperalgesia em
modelos de dor
inflamatéria e
neuropatica, sensivel
aos inibidores da
ciclooxigenase

(Malmberg & Yaksh, 1995)
(Hay et al., 1997)
(Syriatowicz et al., 1999)
(Totani et al., 1999)
(Sherwood & Toliver-
Kinsky,2004)

NO (6xido nitrico)

Sensibilizacdo

Inducéo de analgesia ou
hiperalgesia, dependente
da concentracao.
Associado ao estresse

(Okuda et al., 2001)
(Sousa & Prado, 2001)
(Doursout et al., 2003)

(Benoliel et al., 2007)

oxidativo
Bradicinina Ativacdo e/ ou Hiperalgesia mediada por (Steranka et al., 1988)
Sensibilizacéo receptores B2 (Ferreira et al., 1993)
constitutivos e B1 (Lopes et al., 1993)
induzidos, além do (Andreeva & Rang, 1993)
aumento da sintese de (Mathis et al., 1996)
outros mediadores em (Austin et al., 1997)
modelos de dor aguda e (Dray, 1997)
cronica (neuropatica). (Marceau et al.,1998)
Sensibilizacéo de (Nietal, 1998)
receptores TRPV1
Serotonina Proveniente de plaquetas

Ativacéo e/ ou
Sensibilizacdo

sendo liberados em
resposta a estimulos
como lesdo fisica e na
presenca de outros
mediadores quimicos.
Produz hiperalgesia por
aumentar a
permeabilidade vascular
facilitando a saida de
leucocitos para o sitio
inflamatério.

(Babenko et al., 2000)
(Lischetzki et al., 2001)
(Farber et al., 2004)
(Loyde etal., 2013)
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MEDIADORES
INFLAMATORIOS

ACAO SOBRE
oS
NOCICEPTORES

CARACTERISTICAS
E
EFEITOS

REFERENCIA
BIBLIOGRAFICA

Histamina
(extracelular)

Ativacéo e/ ou
Sensibilizacdo

Amina vasoativa com
propriedade
vasodilatadora
proveniente da
degranulacao de
mastocitos. Promove
aumento da
permeabilidade de
pequenos vasos
perifericamente.

(Hu & Chen, 2012)
(Seifert et al., 2013)

NGF

Sensibilizacdo

Sensibilizacdo de
receptores TRPV1

(Winkelstein, 2004)
(Marchand et al., 2005)

Citocinas pro-
inflamatorias:
interleucina (IL) -
18, IL-6,IL-8 e
fator de necrose
tumoral (TNF)-a

Sensibilizacdo

Hiperalgesia em modelos
de dor aguda inflamatéria
e crdnica (neuropatica)

(Stein et al., 1988)
(Cunha et al., 1991)
(Fukuoka et al.,1994)
(Murphy et al., 1999)
(Schafers et al., 2001)
(George et al., 2005)

Tabela 1. Mediadores inflamatérios e sua participacdo na nocicepgéo
(modificado de Pereira, 2006).
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1.3 DOR NEUROPATICA

As dores de origem neuropatica sdo aquelas que ocorrem como consequéncia
da lesdo de nervos ou doencas que afetam tanto o sistema nervoso periférico
como o sistema nervoso central, sendo caracterizadas por dor espontanea ou por
uma sensibilidade exacerbada a diferentes estimulos (CHRISTOPH et al., 2011;
JONGEM et al., 2014).

Uma das formas de dor neuropatica que acomete a face € a neuralgia do
trigémeo. A neuralgia do trigémeo (NT) foi descrita pela primeira vez no final do
primeiro século depois de Cristo por Aretaeus. Mais tarde foi denominada de “tic
douloureux” devido a observacfes clinicas de contor¢cdes e espasmos faciais
acompanhadas de dores insuportaveis e violentas que acometiam 0s pacientes
durante as crises (RUDOLPH, 2008). A incidéncia anual da neuralgia do trigémeo
€ de 4,3 para cada 100.000 habitantes, com uma predominancia maior para o
género feminino, na proporcdo de 2:1. Esta forma de neuralgia pode ocorrer em
qualquer fase da vida, mas em 90% dos casos afeta pessoas acima de 40 anos de
idade (RUDOLPH, 2008; PESCHILLO & DELFINI, 2012; EL-TALLAWY et al.,
2013).

A neuralgia do trigémeo caracteriza-se por dor breve, unilateral, paroxistica,
consistindo de ataques recorrentes de curta duracdo, 0s quais se apresentam em
intervalos de segundos a minutos, mas podem ocorrer varias vezes ao dia. A dor
normalmente é referida como choque elétrico de inicio repentino, sendo limitada a
distribuicdo de uma ou mais divisdes do nervo trigémeo. Na maioria dos casos ha
o envolvimento apenas de um ramo, principalmente o maxilar, e em cerca de 30%
dos casos, ambos os ramos, maxilar e mandibular estdo envolvidos. Raramente
observa-se o envolvimento do ramo oftdlmico ou casos de neuralgia do trigémeo
bilateral. O diagndstico diferencial € importante, pois em situacdes de esclerose
multipla, a dor pode acometer bilateralmente a face dos individuos (van KLEEF,
2009; HEADACHE CLASSIFICATION COMMITTEE OF INTERNATIONAL
HEADACHE SOCIETY, 2013).
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A dor é desencadeada por estimulos in6bcuos e normalmente possui gatilhos,
denominados de trigger zones, regides que quando estimuladas, por exemplo pelo
toque na face, o ato de falar, o ato de escovar os dentes ou mesmo a mastigacao,
deflagram a crise de dor (RUDOLPH, 2008).

De acordo com a classificacdo da International Headache Society 2013
(Sociedade Internacional de Cefaléia) a neuralgia trigeminal classica € aquela em
que ndo ha uma causa aparente para o desenvolvimento da dor, além de
compressdo neurovascular, mais frequentemente pela artéria cerebelar superior.
Ademais, de acordo com esta nova classificacdo, a neuralgia trigeminal classica
pode ser dividida em puramente paroxistica e com dor facial persistente

concomitante.

O critério de diagndstico para a neuralgia trigeminal classica é a ocorréncia de
no minimo trés ataques de dor facial que preencham os seguintes critérios: dor
que ocorre em uma ou mais divisbes do nervo trigémeo, sem irradiagOes para
outras areas além da distribuicdo trigeminal, e que apresente no minimo trés das
seguintes caracteristicas: 1) ataques recorrentes paroxisticos que ocorrem em
fracGes de segundos até dois minutos, 2) intensidade severa, 3) a qualidade da
dor € em choque elétrico, penetrante e agudo; 4) precipitado por estimulo in6cuo
qgue afeta a regido acometida. Além destas caracteristicas, o paciente ndo deve

apresentar nenhum déficit neurolégico evidente associado a dor.

A neuralgia trigeminal classica puramente paroxistica € descrita como uma
neuralgia em que ndo ha uma dor facial de fundo persistente durante os ataques e
como critério diagnéstico observa-se ataques dolorosos faciais recorrentes em
regido unilateral que preencham os critérios da neuralgia trigeminal classica, ja
listados acima. Por outro lado, a neuralgia trigeminal classica com dor facial
persistente caracteriza-se por dor facial de fundo, persistente e de intensidade
moderada na regido facial acometida pelos ataques de dor (HEADACHE
CLASSIFICATION COMMITTEE OF INTERNATIONAL HEADACHE SOCIETY-
IHS, 2013).
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A causa mais aceita para a neuralgia do trigémeo € a compressao vascular
das raizes do nervo trigémeo proximo a zona de entrada no tronco cerebral.
Sugere-se que a compressdo das raizes trigeminais desencadeie despolarizagédo
anormal das fibras resultando em impulsos ectopicos dos neurdnios (van KLEEF
et al., 2009.; BENOLIEL & SHARAV, 2010).

Outra hipotese que explica tanto os sintomas positivos quanto os negativos da
neuralgia do trigémeo foi descrita por Devor e colaboradores (2002) e denominada
“hipotese da ignicdo”. De acordo com esta hipotese, a neuralgia trigeminal &
resultado da hiperexcitabilidade dos neurdnios lesionados, os quais dao origem a
descargas ectopicas e desencadeiam um fendbmeno de “explosdes” de atividade
neuronal pés-disparo. Estas explosdes podem ser desencadeadas por estimulos
externos e perpetuar a duracdo do estimulo doloroso. Apds os disparos iniciais,
sdo recrutados neurdnios vizinhos que levam a um rapido acumulo de atividade
elétrica no local, a qual pode ser amplificada pela interacao efatica entre neurbénios
desmielinizados, caracterizando entdo uma “explosao elétrica” responsavel pelo
ataque de dor, ou seja, o0 sintoma positivo da neuralgia (DEVOR, 2002). J4 o
sintoma negativo, representado pelo periodo refratario, de acordo com esses
autores, seria uma consequéncia da “explosao elétrica”, devido a hiperpolarizagcéo
dos neurbnios, os quais ficariam menos responsivos e/ou refratarios a qualquer
tipo de estimulacdo (DEVOR, 2002).

Adicionalmente, existem evidéncias de que o aumento da expresséo de canais
de sodio dependentes de voltagem (Nav) nos neurbnios lesionados contribui para
0 surgimento dos disparos ectopicos. Existem trés tipos principais de canais de
sbédio dependentes de voltagem relacionados as dores neuropaticas: Nav 1.3, Nav
1.7 e Nav 1.8. Em amostras de tecido gengival de pacientes sintomaticos que
sofrem de neuralgia trigeminal foi mostrada uma reducdo da expressédo de Nav
1.7, nenhuma alteragdo significativa na expressdo do Nav 1.8, porém aumento da
expressdo de canais de sodio Nav 1.3, sugerindo que este tipo possa ter
participacdo na fisiopatologia dessa forma de dor neuropatica (SIQUEIRA et al.,
2009).
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1.4 DOR ASSOCIADA AO CANCER

A dor no paciente com cancer, além do sofrimento, causa impacto emocional
negativo adicional, pois esta associada com a sensacdo de reducdo na
expectativa de vida. Os individuos que dela padecem experimentam também
desconfortos resultantes dos numerosos procedimentos diagndsticos invasivos e
das intervencdes terapéuticas anti-neoplasicas tais como cirurgias, radioterapias e
quimioterapias, muitas vezes com resultados frustrantes e consequéncias
iatrogénicas desfavoraveis, sofrendo as Obvias repercussdes psicossociais
decorrentes do sofrimento, da mutilacédo, da incapacidade, das perdas materiais e
sentimentais, bem como do medo da morte (EUROPEAN PARTNERSHIP
ACTION AGAINST CANCER CONSENSUS GROUP et al., 2014).

Mais da metade de todos os pacientes com cancer relatam fadiga como um
problema e um em cada trés pacientes sofre de um transtorno de humor em algum
momento de sua trajetdria no tratamento da doenca. (CRAMER et al., 2013). Em
uma ampla revisao sistematica dos ultimos 40 anos a prevaléncia geral de dor em
pacientes com diferentes tipos de cancer foi bastante expressiva, sendo que 64%
deles apresentaram sintomatologia dolorosa por metastases avancadas da
doenca, 59% apresentaram dor relacionada ao tratamento e 33% apresentaram
dor persistente apos a cura da doenca (VAN DEN BEUKEN-VAN EVERDINGEN
et al., 2007).

O céancer bucal levou a 6bito 4.891 pacientes em 2010 e estima-se que em
torno de 15.000 novos casos de cancer bucal devam surgir no Brasil no ano de
2014 (INCA — INSTITUTO NACIONAL DO CANCER 2014).

O controle da dor associada aos canceres de cabeca e pescoco € dificultado
por fatores como a natureza invasiva de tumores localizados nesta regido, a rica
inervacao da cabeca e pescog¢o, agravamento da dor por movimentos funcionais,
tais como, o ato de falar, tossir, espirrar ou do apertamento dentario, além de
dores neuropaticas induzidas por quimioterapia e radioterapia que podem
acometer essa regido (DIOS & LESTON, 2010).
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A classificacdo das dores orofaciais em pacientes acometidos de cancer bucal
esta baseada nos mecanismos patofisiolégicos subjacentes e as mesmas podem
apresentar tanto caracteristicas de dor nociceptiva/inflamatéria como também de
dor neuropética. (BENOLIEL et al., 2007; FORNASARI, 2012).

A inflamacgdo provavelmente é o fator mais importante na dor nociceptiva,
porém, os elementos especificos inflamatdrios que contribuem para a dor
oncologica e os mecanismos envolvidos durante a nocicepcdo persistente, tais
como os produzidos pelo crescimento do neoplasma, sdo desconhecidos
(PORTENOQY, 2011). Varios mediadores quimicos tais como endotelinas, fator de
crescimento do nervo (NGF), bradicinina, fator de necrose tumoral a (TNF-a),
interleucina-1 (IL-1) entre outros, parecem contribuir para a dor associada ao
desenvolvimento tumoral, e estes podem ser secretados pelas proprias células
tumorais, bem como por células do sistema imune (BENOLIEL et al., 2007,
BRIGATTE et al., 2007; SCHMIDT et al., 2010; VIET & SCHMID, 2012).

O processo inflamatorio parece ser importante e participa da fisiopatologia da
dor na grande maioria dos tumores solidos, mas a medida que ocorre o
crescimento tumoral observa-se lesdo nervosa e, consequentemente predominio
do componente neuropatico da dor (para revisdo ver BENOLIEL et al., 2007).

Um dos modelos para o estudo de cancer na regido facial foi desenvolvido por
Ono e colegas, o qual consiste na inoculacdo de células do tumor de Walker 256
unilateralmente na regido das vibrissas de ratos (ONO et al., 2012). Esse modelo
permite avaliar alguns parametros indicativos de dor espontanea e hiperalgesia
nos animais, os quais podem ser utilizados para avaliar a eficacia de diferentes
tratamentos no controle da dor associada ao cancer facial. O aumento do tempo
de grooming facial, indicativo de dor espontanea, bem como o desenvolvimento de
alodinia mecéanica e hiperalgesia térmica na face foram observados no 4° e 7° dias
apos a inoculacao de células do tumor de Walker 256 (ONO et al., 2009).

Ademais, no estudo conduzido por Harano e colaboradores (HARANO et al.,
2010) foram estabelecidas diferengcas entre 0os modelos de dor orofacial

inflamatoria e o modelo de céncer supracitado. Dentre essas diferencas é
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importante mencionar que os modelos de dor inflamatoria mostraram-se muito
mais sensiveis a indometacina do que o modelo de dor associada ao cancer, e
que enquanto nos primeiros detectaram-se niveis aumentados de substancia P
(SP) e CGRP no corno dorsal bulbar, enquanto que os mesmos ndo sofreram
alteracdo no modelo de cancer facial. Este estudo sugere que 0 processo
inflamatério induzido pelo tumor n&o contribui significativamente para a dor

associada ao cancer facial.

1.5 CONTROLE FARMACOLOGICO DAS DORES OROFACIAIS

Os farmacos sdo 0s meios mais utilizados para tratamento dos quadros
dolorosos agudos ou crénicos. Diferentes classes farmacolégicas sao utilizadas no
tratamento e/ou controle das dores orofaciais, sendo que a escolha do farmaco
deve ser fundamentada no fator etiolégico que desencadeou o processo doloroso.
As prescricbes devem ser adaptadas as necessidades de cada caso. As
modalidades do tratamento farmacoldgico estdo fortemente atreladas com a
génese da fisiopatologia da dor, pois a conduta terapéutica utilizada em dores de

origem inflamatéria e neuropatica é distinta (PEREIRA et al., 2013).

As principais classes de farmacos utilizados no controle da dor sdo os anti-
inflamatérios ndo  esteroidais (AINEs), opidides, antidepressivos e
anticonvulsivantes (CHAMBLISS et al., 2002).

Apesar dos AINES controlarem muito bem as dores agudas e inflamatorias,
0S mesmos apresentam baixa eficacia no controle das dores neuropaticas,
inclusive em modelos experimentais. Estudos prévios do nosso grupo ja
demonstraram que o tratamento prévio dos animais com AINEs reduz a segunda
fase da resposta a formalina, bem como a hiperalgesia térmica induzida por
carragenina em modelos de dor inflamatéria, mas ndo afetam a hiperalgesia
térmica em um modelo de dor neuropatica orofacial (CHICHORRO et al., 2004;
CHICHORRO et al., 2006).
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O controle da dor através do emprego de opioides figura entre os principais
recursos farmacoldgicos que os profissionais de salde podem utilizar em varios
tipos de dor, especialmente de intensidade moderada a severa. S&o comumente
empregados no controle de dores pos-cirdrgicas e associadas ao cancer
(PEREIRA et al., 2013).

Em dores neuropaticas, essa classe medicamentosa ndo é a primeira
escolha, contudo pode haver resultados favoraveis quando utilizados em
associagdo com farmacos adjuvantes, tais como antidepressivos e
anticonvulsivantes (MIYAZAKI & YAMAMOTO, 2012).

Os opidides podem ser classificados de trés maneiras distintas quanto a sua
origem em: naturais, sintéticos e semi-sintéticos. Também podem ser
classificados quanto a afinidade pelo receptor em: agonista, agonista parcial,
antagonista e agonista-antagonista. Além de serem também classificados quanto
ao controle da intensidade da dor em: fracos e potentes. Os receptores
opioidérgicos estdo distribuidos amplamente em diversas regides do SNC tais
como o sistema limbico, tAdlamo, hipotalamo, substancia cinzenta periaquedutal do
mesencéfalo, nacleo caudado, amigdala dentre outras, além de regibes do SNP
que incluem ganglio da raiz dorsal e ganglio do trigémeo, nas terminacdes centrais
dos aferentes primarios, fibras nervosas sensoriais periféricas e suas terminagcées
(GOURLAY, 2005; HENRIKSEN & WILLOCH, 2008; MAHLER, 2013). Ademais,
receptores opidides encontram-se amplamente distribuidos em varios 6rgéos e
sistemas e sua ativacdo estd relacionada ao aparecimento de varios efeitos
adversos, tais como depressao respiratoria, obstipacédo, sedacdo e miose, além de
alteracdes comportamentais como disforia, alteracdes de humor e alucinacfes
(HENRIKSEN & WILLOCH, 2008; FENG, 2012; MARTINS et al.,, 2012;
STOCKTON & DEVI, 2012).

Os receptores opidides enddgenos estdo acoplados a proteina G, e todos 0s
trés subtipos de receptores y (mu, ativado pela morfina), k (Kappa) e & (delta)
quando ativados inibem a adenilato ciclase promovendo a reducédo do contetdo

intracelular de adenosina monofosfato ciclico (AMPc). Também exercem efeito em
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canais ibnicos e, através deste mecanismo promovem a abertura dos canais de
potéssio, e inibem os CaV, reduzindo a excitabilidade neuronal e favorecendo a
hiperpolarizacdo neuronal (HENRIKSEN & WILLOCH, 2008; MARTINS et al.,
2012; ALEXANDER et al., 2013).

O controle de varias formas de dor neuropatica baseia-se principalmente no
uso de farmacos adjuvantes. Os farmacos adjuvantes pertencem a diferentes
classes farmacolégicas e foram originalmente desenvolvidos para outra indicacédo
primaria, mas ndo para o tratamento da dor. No entanto, séo utilizados em
associacdo com farmacos analgésicos para auxiliar no controle da dor, ou muitas
vezes sdo considerados os farmacos de escolha no controle da dor em algumas
condicdes (PEREIRA et al., 2013).

Dentre os adjuvantes utilizados no controle da dor, podem-se citar o0s
antidepressivos, anticonvulsivantes e os anestésicos locais (KNOTKOVA et al.,
2007; NISHIHARA et al.,, 2013). Os anticonvulsivantes estdo se tornando os
agentes mais promissores para 0 manejo da dor neuropatica, dada sua
propriedade de diminuir a excitabilidade neuronal. O estado de hiperexcitabilidade
neuronal nas dores de origem neuropatica é caracterizado por limiar reduzido de
ativacdo neuronal e descargas ectopicas dos neurdnios sensoriais (HUSSAIN et
al., 2008). Esse estado de hiperexcitabilidade muitas vezes esta relacionado a
alteracdes na expressédo e ou funcéo de canais de sodio e/ou de canais de calcio,
0S quais representam alvos para muitos anticonvulsivantes. Portanto, a
propriedade dos anticonvulsivantes de modulagdo de canais iGnicos contribui para
seu efeito analgésico nas dores neuropéticas (BANNISTER et al., 2011).

Os primeiros estudos utilizando anticonvulsivantes para dor neuropética foram
realizados com a carbamazepina no tratamento da neuralgia trigeminal na década
de 60, onde Blom demonstrou sua efetividade (BLOM, 1962). Desde entdo, a
carbamazepina tem sido considerada droga de primeira escolha no tratamento de
neuralgia trigeminal (ZAKRZEWSKA, 2009).
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Efeitos colaterais decorrentes do uso da carbamazepina tais como tontura,
sonoléncia, ndusea, vomito e vertigem podem levar o paciente a uma falta de
adesdo ao tratamento. Porém a titulacao inicial do farmaco e o aumento gradual e
lento das doses sao alternativas para evitar tais reacdes. Situacdes como esta,
além da refratariedade de alguns pacientes a carbamazepina e seu potencial de
induzir enzimas envolvidas no metabolismo de farmacos, tem impulsionado a

pesquisa de novas drogas para o controle desta forma de dor (ALVES, 2004).

Nesse sentido, a partir do final da década de 90, varios estudos experimentais
e clinicos tém chamado a atencéo para o potencial analgésico da pregabalina em

diferentes tipos de dor neuropética.

1.6 PREGABALINA

Pregabalina € uma droga anticonvulsivante aprovada para o tratamento de
dores neuropéticas tais como neuropatia periférica diabética, neuralgia poés-
herpética e dor neuropética de origem central (GILRON et al., 2011; STAHL et al.,
2013). Adicionalmente apresenta atividade ansiolitica e atua na modulacdo do
sono (BAIDYA et al., 2011).

Esta droga € um analogo estrutural do &cido gama-aminobutirico (GABA),
porém apesar de ser estruturalmente similar ao GABA, ndo possui acdo alguma
em receptores GABA, ndo é convertida em GABA e nem altera a recaptacdo ou
degradacédo desse neurotransmissor (KUMAR et al., 2013).

O mecanismo de acao da pregabalina € similar ao da gabapentina, a qual foi
aprovada em 2004 pela Comissdo Européia para o tratamento de dor neuropética
periférica e nos Estados Unidos para o tratamento de neuropatia periférica
diabética, neuralgia pés-herpética e fibromialgia (BAIDYA et al., 2011).

Pelo fato de apresentarem mecanismo de acdo semelhante, gabapentina e
pregabalina sado classificados como gabapentindides. Estes farmacos atuam

através da ligacdo a subunidade a0 dos canais de calcio dependentes de
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voltagem (CaVa,0), presentes nas terminacdes pré-sinapticas de neurbnios do
sistema nervoso periférico e central (STAHL et al., 2013).

Os canais de célcio dependentes de voltagem sdo complexos heterogéneos
compostos por diferentes subunidades, tais como a1, B, a0, e y. A subunidade
a0 € uma subunidade auxiliar que facilita o trafego e a organizacéo dos canais de
calcio na membrana dos neurénios (KLUGBAUER et al., 2005). O aumento da
expressao da CaVa,0-1 na medula espinhal tem sido considerado essencial tanto
para o inicio quanto para a manutencdo das dores neuropaticas, pois contribui
para o aumento do influxo pré-sinaptico de ions calcio e, consequentemente para
0 aumento na liberacdo de neurotransmissores, tais como glutamato e SP, que
participam do processo de sensibilizacdo central (revisado por MARTINEZ et al.,
2012).

Estudos recentes em modelos experimentais realizados com roedores
demostraram que a proteina a,0-1 interage diretamente com moléculas
extracelulares de adesao denominadas trombospondina, as quais séo excretadas
por astrocitos ativados. Em condi¢cdes de dor neuropatica ocorre um aumento da
expressdo de trombospondina com subsequente hiperalgesia, condicdo esta
observada devido a uma ativacao das células gliais, em particular dos astroécitos.
Os gabapentindides podem ser capazes de prevenir a estabilizacdo de novas
sinapses glutamatérgicas oriundas especificamente em resposta da ativacdo de
astrocitos apos uma lesdo neuronal ou mesmo de uma ativacao neural sustentada
(STAHL, 2013).

A afinidade com que a pregabalina liga-se na subunidade a,.0 é 6 vezes maior
do que a ligacdo da gabapentina nesta mesma subunidade (BAIDYA et al, 2013).
Outra vantagem da pregabalina em relacdo a gabapentina é seu perfil
farmacocinético. Bockbrader (2010) estudou a farmacocinética em voluntarios
sadios e observou que a pregabalina é rapidamente absorvida apds administracéo
oral, com picos de concentragdo plasmatica ocorrendo entre 0,7 e 1,3 h, ao passo
que a concentracdo plasmatica maxima da gabapentina ocorre entre 3 a 4 h. A
administracdo oral da gabapentina mostrou uma absorcdo saturavel do tipo néo

linear tornando o processo farmacocinético menos preditivo. Por outro lado, apos
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administracdo oral a pregabalina € absorvida mais rapidamente e apresenta
cinética linear, ou seja, a concentracdo plasmatica aumenta proporcionalmente
com o aumento da dose (BOCKBRADER, 2010).

Varios estudos experimentais tém demonstrado que o tratamento sistémico
dos animais com pregabalina € capaz de atenuar a dor neuropéatica em modelos
de dor neuropética diabética, ligacdo do nervo ciético, ligacdo de nervos espinhais,
entre outros (FIELD et al.,, 1999; CHEN et al., 2001; KUMAR et al., 2010;
OKASAKI et al., 2013).

Alguns estudos também reportaram efeito antinociceptivo da pregabalina em
modelos de dor neuropatica envolvendo o nervo trigémeo. Plaza-Villegas e
colaboradores mostraram que tanto o tratamento tOpico quanto sistémico com
pregabalina foi capaz de atenuar a hiperalgesia e a alodinia mecéanicas apoés
constricao do nervo infraorbital (PLAZA-VILLEGAS et al., 2012).

Resultado semelhante foi encontrado por Cao e colaboradores (2013),
utilizando o modelo de secc¢éo parcial do nervo infraorbital. Por fim, é importante
mencionar que em um estudo prévio do nosso grupo, o tratamento sistémico de
animais diabéticos com pregabalina reduziu significativamente a hiperalgesia ao

frio e ao calor detectadas na face desses animais (NONES et al., 2013).

O principal mecanismo proposto para o efeito analgésico da pregabalina em
estudos que utilizaram modelos de dor neuropatica esta relacionado com sua
habilidade de ligar-se a subunidade a25-1 e impedir a insercao de canais de célcio
na membrana pré-sindptica. Esta acdo da pregabalina evitaria 0 aumento da
insercdo de canais de célcio na membrana pré-sinaptica, normalmente observada
em condi¢des neuropaticas (KUMAR et al., 2010; BANNISTER, 2011; STHAL et
al., 2013).

Entretanto, estudo mais recentes tém demonstrado que a pregabalina
também possui atividade analgésica em modelos de dor aguda e inflamatéria.
Nesse sentido, Kumar e colaboradores (2010) demonstraram que a pregabalina
inibe a nocicepcao induzida por formalina na pata de ratos, bem como a liberacao
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espinhal de glutamato induzida pela formalina. Em adicdo, Kweon e
colaboradores (2011) mostraram que o tratamento intratecal com pregabalina
reduz a segunda fase do teste da formalina e esta associado com a ativagédo de
canais de potassio dependentes de ATP. Ademais, em um modelo de dor
inflamatoria orofacial, foi demonstrado que o tratamento sistémico dos animais
com pregabalina atenuou respostas motoras e a liberagdo medular de glutamato
induzidas por aplicacdo de 6leo de mostarda na polpa dentéria de ratos (NARITA
et al.,2012). Portanto, nos modelos de dor aguda e/ou inflamatéria 0 mecanismo
de acéo da pregabalina ndo parece estar relacionado com o controle da insercao
dos canais de calcio dependentes de voltagem, mas sim com a modulagédo da sua
funcdo. Sugere-se que a ligagdo da pregabalina com a subunidade a2d ocasione
diminuicdo do influxo de ions calcio na membrana pré-sinaptica e consequente
inibicdo da liberacdo de neurotransmissores excitatérios, especialmente glutamato
no corno dorsal da medula espinhal (KUMAR et al., 2010; BANNISTER, 2011).

Em vista dessas consideracdes, com a realizacdo desse estudo pretendemos
ampliar o conhecimento acerca das ac¢bes antinociceptivas da pregabalina em

modelos de dor orofacial que apresentam diferentes mecanismos fisiopatolégicos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste estudo foi avaliar em diferentes modelos de dor
orofacial com caracteristicas aguda, inflamatdria e persistente (neuropatica e
associada ao cancer), o efeito da pregabalina, a fim de determinar sua
contribuicdo no controle de dores orofaciais que apresentam diferentes

mecanismos fisiopatologicos

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o efeito da pregabalina na nocicepcdo orofacial induzida por
capsaicina;
- Avaliar o efeito da pregabalina na nocicepcdo orofacial induzida por

formalina;

- Avaliar o efeito da pregabalina na hiperalgesia orofacial térmica ao calor

induzida por carragenina,

- Avaliar o efeito da pregabalina na hiperalgesia orofacial térmica ao calor

induzida por constricdo de nervo infraorbital (CION);

- Avaliar o efeito da pregabalina na hiperalgesia térmica orofacial em um

modelo de cancer facial.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1 Animais

Em todos os experimentos foram utilizados ratos Rattus norvegicus,
variedade Wistar, machos, pesando entre 200-240 g, provenientes do Biotério do
Setor de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Parana, mantidos em
condicbes controladas de temperatura (22 + 2°C) e luminosidade (ciclo
claro/escuro de 12 horas), com livre acesso a racdo e agua antes dos
experimentos. No minimo 3 dias antes dos experimentos, 0s animais foram
transferidos do biotério para a sala de ambientacdo e agrupados em um numero
méaximo 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 Comissao
de Etica para o Uso de Animais do Setor de Ciéncias Biologicas da Universidade

Federal do Parana (CEUA/BIO, autoriza¢gdo numero 680).

3.1.2 Drogas e reagentes

Foram empregadas nesse estudo as seguintes drogas:
- Pregabalina (Lyrica®, Pfizer, New York, USA);
- Carragenina (Sigma, St Louis, MO, USA);
- Formalina (Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) ;
- Capsaicina (Sigma, St. Louis, MO, USA);
- Morfina (Merck, Darmstadt, Alemanha);
- Xilazina (Dopaser®, Calier S.A., Barcelona, Espanha);

- Cetamina (Ketamin-S, Cristalia, Sdo Paulo, Brasil).
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3.2 METODOS

3.2.1 Teste da capsaicina orofacial

Este teste foi realizado conforme previamente descrito por Pelissier e
colaboradores (2002). Cada animal foi previamente habituado em caixa de acrilico
transparente, por aproximadamente 15 minutos. Foram utilizados de 6 a 8 animais
por grupo. Subsequiientemente, os animais receberam uma injecdo subcutanea de
veiculo (solugéo salina estéril 0,9%, 50 uL) ou capsaicina (2,0 pg, 50 uL) no labio
superior direito (s.c.). Imediatamente apds a injecdo os animais foram colocados
nas caixas de observacdo e o tempo de grooming facial bilateral foi registrado em

intervalos consecutivos de 3 minutos totalizando 30 minutos.

3.2.2 Teste da formalina orofacial

Este teste foi realizado conforme descrito por Clavelou et al. (1989), com
algumas modificagdes, como por exemplo a concentragcdo de formalina (5%)
utilizada e o tempo de avaliagdo dos animais (18-42 minutos apds a injecao).
Foram utilizados de 8 a 10 animais por grupo, sendo que cada animal foi
previamente habituado em caixa de acrilico transparente, medindo 35x35x35
centimetros, por aproximadamente 15 minutos. Subseqgientemente, os animais
receberam uma injecdo subcutanea de veiculo (solucéo salina estéril 0,9%, 50 yL)
ou formalina (2,5%, 50 uL) no labio superior direito. Imediatamente apds a injecéo
0s animais foram colocados nas caixas de observacdo e o tempo de grooming
facial bilateral foi registrado em intervalos consecutivos de 3 minutos totalizando
30 minutos. A primeira e segunda fase da resposta a formalina foram
consideradas de 0-3 e de 12-30 minutos apés a injecdo de formalina,

respectivamente.
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3.2.3 Avaliacao da hiperalgesia térmica orofacial

Neste teste, os animais foram contidos pela mao do experimentador e uma
fonte de calor radiante (~50°) foi posicionada a cerca de 1 cm da area de insercao
das vibrissas, conforme descrito por Chichorro e colaboradores (2009). Em
seguida, registrou-se o tempo de laténcia para que 0s animais afastassem
vigorosamente a cabeca da fonte ou apresentassem movimentos rapidos e
consecutivos das vibrissas. Foram incluidos nos experimentos apenas animais
gque apresentaram estas respostas entre 9 e 15 segundos a partir da aplicacdo do

estimulo.

3.2.4 Hiperalgesia térmica orofacial induzida pela carragenina

A inducdo de hiperalgesia orofacial ao calor através de um estimulo
inflamatorio foi realizada conforme previamente proposto por Chichorro e
colaboradores (2006). Neste experimento foram utilizados de 8 a 10 animais por
grupo, 0s quais receberam veiculo (solucdo salina estéril 0,9%, 50 upL) ou
carragenina (100 pg/50 pL, s.c.) no labio superior direito dos animais e avaliou-se
a hiperalgesia térmica, conforme descrito no item 3.2.3 Este teste foi realizado
antes da aplicacédo orofacial de carragenina ou veiculo e em intervalos de 1 hora
apos a aplicacdo de carragenina ou veiculo até a 62 hora, apenas no lado
ipsilateral a injecao.

3.2.5 Hiperalgesia térmica orofacial induzida por constricdo do nervo infraorbital

A constricdo do nervo infraorbital foi realizada com modificacbes ao método
proposto anteriormente por Vos e Maciewicz (1991), os quais realizaram 0 acesso
ao nervo infraorbital através da cavidade orbital. Foram utilizados de 7 a 8 animais

por grupo. Os animais foram anestesiados com uma mistura de cetamina e
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xilazina (50 e 10 mg/kg, respectivamente, i.p.) e foi realizada a assepsia da face
com &lcool iodado. Apés o estabelecimento da anestesia, foi feita uma incisdo na
pele, abaixo do olho direito, cerca de 3 mm posterior a insercéo das vibrissas. Os
musculos elevador do labio superior e masseter superficial anterior foram
afastados para que a porcéao 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 foram submetidos ao mesmo procedimento cirlrgico, porém o
feixe nervoso nao foi constrito.

Ao término da cirurgia os animais foram mantidos em sala aguecida até
completa recuperacdo da anestesia. A resposta basal dos animais a aplicacdo do
estimulo térmico foi avaliada antes da cirurgia e no 4° dia apds a constricdo do

nervo infraorbital, bem como em intervalos de 1 h até a 62 h ap4s os tratamentos.

3.2.6 Manutencéo e inoculacéo das células tumorais Walker-256

Nesse estudo foram empregadas células da linhagem Walker-256B
gentilmente fornecidas pela pesquisadora do Instituto Butantd de S&do Paulo, Prof2.
Dra. Sandra Coccuzzo Sampaio Vessoni. As células foram mantidas em freezer a
— 80° C até o momento do uso. As células foram entdo descongeladas e
centrifugadas por 10 min a 4000 r.p.m e temperatura de 4° C. Apds centrifugacao,
o sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 1 mL de
PBS para avaliacdo da viabilidade celular através do teste de exclusdo com azul
de Tripan a 1% em camara de Neubauer. As células viaveis foram diluidas em
PBS para obtencédo de uma suspens&o contendo 1 x 10’/mL de células tumorais,
as quais foram inoculadas intraperitonealmente nos animais (volume de 1 mL). A
manutencdo dessas células foi realizada por meio de repiques semanais, 0S quais

tiveram inicio no sétimo dia apds a inoculacdo. Para a realizacao dos repiques, 0s
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animais foram submetidos a eutanasia, seguida de coleta do liquido ascitico em
solucdo de &cido etilenodiaminotetracético (EDTA; 0,5 M; pH 8,0). Nesta
suspensao (liquido ascitico e EDTA na proporcdo 1:1) a viabilidade celular foi
novamente avaliada e uma suspenséo contendo 1 x 10’/mL de células tumorais
foi inoculada intraperitonealmente em animais diferentes (n=2 animais por repique)
(BRIGATTE et al., 2007). Ap0s a realizacdo de trés repiques, as células foram
novamente submetidas ao teste de excluséo, e as células viaveis foram diluidas
em PBS, a fim de se obter uma suspens&o contendo 1 x 10° por 100 pL de células
tumorais. Os animais foram entdo anestesiados com uma mistura de cetamina e
xilazina (50 e 10 mg/kg, respectivamente, i.p.) e a suspenséo de células tumorais
foi inoculada na regido de insergcédo das vibrissas, no lado direito da face, por via
subcutanea (ONO et al., 2012).

3.2.7 Hiperalgesia térmica em modelo de cancer facial

Neste teste foram utilizados 8 animais por grupo , nos quais avaliou-se a
resposta basal ao estimulo térmico antes da inoculacdo das células tumorais e
novamente no 6° dia apOs a inoculacdo. Em seguida, os animais receberam 0s
diferentes tratamentos e a hiperalgesia térmica foi avaliada em intervalos de 1 h
até a 62 h apds os tratamentos.

3.2.8 Protocolos experimentais

Nos modelos de nocicepc¢éo orofacial aguda e inflamatoria os animais foram
tratados com pregabalina (10 e 30 mg/kg) ou veiculo (1 mL/kg de solugéo de 0,5%
de carboximetilcelulose em salina) por via oral, 1 h antes da injecdo de formalina,
capsaicina, carragenina ou veiculo (solucdo salina em todos os casos) no labio
superior. No teste da formalina um grupo adicional de animais foi tratado com

morfina (2,5 mg/kg, s.c.), a qual foi utilizada como controle positivo. Neste
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experimento, os animais do grupo controle receberam salina (1mL/kg, s.c.). Nos
experimentos que avaliaram hiperalgesia em animais submetidos a constricdo do
nervo infraorbital (CION) ou a inoculacdo de células tumorais, a pregabalina (10 e
30 mg/kg, v.0.) ou veiculo (1 mL/kg de solucdo de 0,5% de carboximetilcelulose
em salina, v.0) foram administrados no 4° dia e no 6° dia, respectivamente, apos
a avaliacdo da responsividade basal ao estimulo térmico. Apos os tratamentos, a
hiperalgesia térmica foi avaliada em intervalos de 1 h até a 62 h. As doses de
pregabalina e morfina foram baseadas em estudos anteriores (BEYREUTHER et
al., 2007; OKAZAKI et al., 2013), inclusive do nosso grupo (NONES et al., 2013).
Além disso, nesse mesmo estudo demonstramos que tanto a dose de morfina (2,5
mg/kg), quanto a dose de pregabalina (30 mg/kg) ndo causam alteracdes motoras
nos animais testados no campo aberto (NONES et al., 2013).

3.2.9 Andlise estatistica

Todos os dados foram apresentados como média + erro padrédo das médias
de 7 a 10 animais por grupo, como indicado nas legendas das figuras. Os
resultados referentes ao teste da formalina e capsaicina foram analisados por
analise de variancia de uma via (ANOVA), seguida por teste post- hoc de Newman
Keuls. ANOVA de duas vias para medidas repetidas foi empregada em todos os
experimentos que avaliaram hiperalgesia térmica, sendo o tratamento considerado
como fator independente e os diferentes tempos de avaliacdo dos
comportamentos nociceptivos como as medidas repetidas. Em caso de diferencas
significativas no fator independente e/ou na interacéo entre o fator independente e
os fatores repetidos, ANOVA de uma via seguida do teste post-hoc de Newman
Keuls foi aplicado. Em todas as analises, valores de P<0,05 foram considerados

estatisticamente significantes.
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4 RESULTADOS

A injecdo de capsaicina no labio superior dos animais induziu um aumento
significativo do grooming facial, e este comportamento foi abolido pelo pré-
tratamento com pregabalina nas doses de 10 mg/Kg e 30 mg/Kg (FIGURA 1).

Por outro lado, a pregabalina nas doses de 10 mg/Kg e 30 mg/Kg néo foi
capaz de modificar a 12 fase da resposta a formalina, que consiste no tempo de
grooming facial nos primeiros 3 min apos a injecédo de formalina (FIGURAS 2A e
2B). Ja com relacdo a segunda fase do teste de formalina, que compreende o
intervalo de 12 a 30 min apdés a inje¢do, a administracao de pregabalina na dose
de 10 mg/Kg causou uma reducao significativa da resposta (cerca de 40%),
enquanto que na dose de 30 mg/kg, a pregabalina aboliu a segunda fase da
resposta (FIGURAS 2A e 2C). Adicionalmente, neste teste foi utilizado o
analgésico opiéide morfina como controle positivo, uma vez que a pregabalina ndo
modificou a primeira fase da resposta a formalina. O pré-tratamento dos animais
com morfina (2,5 mg/Kg), resultou em reducbes significativas da primeira e
segunda fases da resposta a formalina (FIGURAS 2D, 2E e 2F). A via de
administracdo da morfina (s.c) ndo foi a mesma utilizada pela pregabalina (v.0),
devido a baixa biodisponibilidade da morfina por via oral (GLARE, 1991).

Conforme reportado anteriormente pelo nosso grupo, a injecao de carragenina
no labio superior de ratos induz hiperalgesia térmica com pico na 32 e 42 h
(Chichorro et al., 2006). A figura 4 ilustra a inducdo de hiperalgesia térmica pela
carragenina, a qual foi observada a partir da 22 h e persistiu até a 62 h apés a
injecdo. O pré-tratamento dos animais, 1 h antes da injecdo de carragenina, com
pregabalina nas doses de 10 mg/Kg e 30 mg/Kg resultou em reducédo significativa

da hiperalgesia térmica na 22, 42, 528 e 62 horas ap0s os tratamentos (FIGURA 3).
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FIGURA 1 - INFLUENCIA DA PREGABALINA NA NOCICEPQAO INDUZIDA
POR CAPSAICINA. Os animais foram tratados com veiculo (Veic, 1 mL/Kg, v.0)
ou pregabalina (PGB, 10 ou 30 mg/Kg, v.0.) e 1 h apds receberam uma injecéo
local (s.c., no labio superior) de veiculo (Veic, 50 yL) ou capsaicina (2 ug/50 yL) e
o tempo de grooming facial foi registrado ao longo dos préximos 30 minutos. Os
valores representam a média + e.p.m de 6 a 8 animais por grupo. * e * indicam
P<0,05 quando comparado com os valores correspondentes dos grupos Veic+Veic
e Veic+capsaicina, respectivamente (ANOVA de uma via seguida do teste de
Newman-Keuls).
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FIGURA 2 - INFLUENCIA DA PREGABALINA E MORFINA NA NOCICEPCAO
OROFACIAL INDUZIDA POR FORMALINA. Os ratos foram tratados com veiculo
(1 mL/Kg, v.0), pregabalina (PGB, 10 ou 30 mg/Kg, v.0., painéis A, B e C) ou
Morfina (2,5 mg/kg, s.c., painéis D, E e F) e 1 h apds receberam uma injecao local
(s.c., no labio superior) de veiculo (50 pL) ou formalina (2,5%/50 uL) e o tempo de
grooming facial foi registrado por 30 min. Os painéis A e D mostram a influéncia da
pregabalina e morfina, respectivamente, no decurso temporal da resposta induzida
por formalina. Os painéis B e E mostram a influéncia da pregabalina e morfina no
tempo de grooming cumulativo nos primeiros 3 min apds a injecdo (12 fase),
respectivamente, e os painéis C e F mostram a influéncia da pregabalina e morfina
no tempo de grooming cumulativo a partir de 12 até 30 min (22 fase),
respectivamente. Os valores representam a média + e.p.m de 8 a 10 ratos por
grupo. * e #indicam P<0,05 quando comparado com os valores correspondentes
dos grupos Veiculo+Veiculo e Veiculo+Formalina, respectivamente (ANOVA de
uma via seguida do teste de Newman-Keuls).
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FIGURA 3- INFLUENCIA DA PREGABALINA NA HIPERALGESIA TERMICA
INDUZIDA POR CARRAGENINA. Os ratos foram tratados com veiculo (1 mL/Kg,
v.0) ou pregabalina (PGB, 10 ou 30 mg/Kg, v.0.) e 1 hora apds receberam injecéo
local (s.c., no labio superior) de veiculo (50 uL) ou carragenina (Cg 100 ug/50 pL).
A hiperalgesia térmica foi avaliada antes dos tratamentos (tempo 0) e em
intervalos de 1 h até a 62 h. Os valores representam a média + e.p.m de 8 a 10
ratos por grupo. * e * indicam P<0,05 quando comparado aos valores
correspondentes dos grupos Veiculo+Veiculo e Veiculo+Carragenina,
respectivamente (ANOVA de duas vias de medidas repetidas seguida do teste de

Newman-Keuls).
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Conforme estudo prévio do nosso grupo (Chichorro et al., 2009) o pico da
hiperalgesia térmica apds constricdo do nervo infraorbital € observado entre 4 e 6
dias apos a cirurgia. A figura 4 ilustra o efeito da pregabalina em reduzir a
hiperalgesia térmica 4 dias ap0s a constricdo. O aumento na laténcia para
resposta ao estimulo térmico foi significativo na 32 e 42 horas ap0s o tratamento
com a dose de 10 mg/Kg e da 22 até a 52 h com a dose de 30 mg/Kg (FIGURA 4).

O efeito anti-hiperalgésico da pregabalina também foi observado no modelo
de céancer facial induzido por inoculacdo de células do tumor Walker 256. O
tratamento dos animais no 6° dia apds inoculacdo das células tumorais com
pregabalina nas doses de 10 mg/kg e 30 mg/kg causou marcante reducao na
hiperalgesia térmica, porém o inicio do efeito foi mais tardio em comparagcédo aos
experimentos anteriores (32 h apds os tratamentos). Na menor dose este efeito se
entendeu até a 42 h, enquanto que na maior dose o efeito da pregabalina persistiu
até a 52 h (FIGURA 5).
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FIGURA 4 - INFLUENCIA DA PREGABALINA NA HIPERALGESIA TERMICA
INDUZIDA POR CONSTRIC}AO DO NERVO INFRAORBITAL. A laténcia para
resposta ao estimulo térmico foi avaliada antes da cirurgia (Pré) e entéo
novamente no 4° dia apds a cirurgia, antes de qualquer tratamento (tempo 0). Os
animais foram tratados com veiculo (1 mL/Kg, v.0) ou pregabalina (PGB, 10 ou 30
mg/Kg, v.0.) e a hiperalgesia térmica foi avaliada em intervalos de 1 h até a 62 h.
Os valores representam a média + e.p.m de 7 a 8 ratos por grupo. * e * indicam
P<0,05 quando comparado com os valores correspondentes dos grupos sham- e
CION- tratados com veiculo, respectivamente (ANOVA de duas vias de medidas
repetidas seguida do teste de Newman-Keuls).
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FIGURA 5 - INFLUENCIA DA PREGABALINA NA HIPERALGESIA TERMICA
DECORRENTE DE INOCULACAO FACIAL DE CELULAS TUMORAIS. A laténcia
para resposta ao estimulo térmico foi avaliada antes da inoculagdo das células
tumorais (Pré) e entdo novamente no 6° dia apds a inoculacdo, porém antes de
qualquer tratamento (tempo 0). Os ratos foram tratados com veiculo (1 mL/Kg, v.0)
ou pregabalina (PGB, 10 ou 30 mg/Kg, v.0.) e a hiperalgesia térmica foi avaliada
em intervalos de 1 h até a 62 h. Os valores representam a média £ e.p.m de 8
ratos por grupo. * e " indicam P<0,05 quando comparado com os valores
correspondentes aos ratos dos grupos controle (veiculo+veiculo) e inoculados
com as células tumorais tratados com veiculo, respectivamente (ANOVA de duas
vias de medidas repetidas seguida do teste de Newman-Keuls).
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5 DISCUSSAO

Neste estudo, a pregabalina demonstrou efeitos antinociceptivos importantes
em modelos de dor orofacial aguda, inflamatoria e persistente associada com a
les&o do nervo infraorbital e ao céancer facial. Esses dados corroboram evidéncias
prévias, tanto pré-clinicas quanto clinicas de que a pregabalina apresenta eficacia
analgésica em condi¢cdes de dor neuropatica e ndo neuropatica (FIELD et al.,
2006; LtUSZCZKI, 2010; KWEON et al., 2013; GILRON et al., 2011; KUMAR et al.,
2013; NARITA et al., 2012; CAO et al., 2013; BENNETTE et al., 2013).

Existem varias demostracfes de que a injecdo de capsaicina subcutanea ou
intradérmica induz estimulacdo nociva sustentada. A injecdo de capsaicina no
labio superior de ratos induz um aumento no tempo de grooming facial, o qual é
atenuado pela administracdo de morfina em doses que induzem analgesia em
outros testes comportamentais (PELISSER et al., 2002).

Em seres humanos, a capsaicina induz dor espontanea, sensacdo de
gueimacéao, hiperalgesia primaria e secundaria, além de alodinia. Portanto, o teste
de capsacina é considerado uma ferramenta importante para o screening inicial de
novos compostos analgésicos (WANG et al., 2008).

No presente estudo, nés demonstramos que o pré-tratamento com pregabalina
foi capaz de abolir as respostas da capsaicina na regiao orofacial. Nossos dados
corroboram o estudo de Narita (NARITA et al., 2012) onde evidenciou-se o efeito
analgésico da pregabalina apdés a ativacdo aguda de neurdnios sensoriais de
pequeno diametro do nervo trigémeo. Por outro lado, demonstrou-se que a
pregabalina ndo foi capaz de modificar a liberacédo de substancia P e do peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) induzida por capsaicina em amostras
de medula espinhal de rato. Entretanto, quando a pata do animal havia sido
previamente sensibilizada com adjuvante completo de Freund (CFA) a pregabalina
atenuou a liberacdo desses neuropeptideos (FEREMBAKER et al., 2003). E
importante salientar que neste Udltimo estudo nédo avaliou-se o efeito da
pregabalina nas respostas nociceptivas induzidas por capsaicina, mas os dados

apresentados sugerem que a pregabalina € capaz de interferir na liberacdo de
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transmissores pré-sinapticos apenas apoés sensibilizacdo prévia da pata traseira,
diferentemente do que foi observado na regido orofacial, onde a pregabalina
modulou respostas nociceptivas agudas. Esse efeito da pregabalina também ja foi
reportado na pata de animais submetidos ao teste da placa quente. Através da
utilizacdo deste modelo, que avalia nocicepcdo térmica aguda, foi demonstrado
que o pré-tratamento com pregabalina causou um efeito antinociceptivo dose-
dependente em camundongos (LUSZCZKI, 2010).

Adicionalmente ao teste da capsaicina, neste estudo avaliamos o efeito da
pregabalina em outro modelo de nocicepcao aguda, o teste da formalina. O teste
da formalina, empregado tanto na pata quanto na face dos animais, produz
tipicamente uma resposta nociceptiva bifasica (DUBUISSON & DENIS, 1977,
PELLISIER et al., 2002), e assim como o teste da capsaicina é de grande utilidade
no screening de farmacos com potencial analgésico. A primeira fase de resposta,
também chamada fase neurogénica, € considerada decorrente da ativacao direta
de fibras C pela formalina, enquanto que a segunda fase, também chamada fase
inflamatoria, envolve a participacdo de diversos mediadores inflamatorios, tais
como, bradicinina, prostaglandina, histamina, e citocinas (PARADA et al., 2001;
CHICHORRO et al.,, 2004). Ademais, a segunda fase é caracterizada pelo
desenvolvimento de alteracbes neuroquimicas no corno dorsal da medula
espinhal, bem como no subnucleo caudalis, as quais promovem um processo de
sensibilizacao central (TJJLSEN et al.,1992; HUANG et al., 2013).

No presente estudo, verificamos que o pré-tratamento com pregabalina néo
modificou a primeira fase da resposta a formalina, mas causou uma reducédo
significativa da segunda fase da resposta. Resultados semelhantes foram
reportados quando o efeito da pregabalina foi avaliado no teste de formalina na
pata, tanto de camundongos quanto de ratos (FIELD et al., 2006, BARDIN et al.,
2010; KWEON et al., 2011).

Por se tratar de uma fase inflamatéria, a segunda fase da resposta a formalina
pode ser significativamente reduzida por AINEs, como demonstrado em um estudo
prévio do nosso grupo (CHICHORRO et al., 2004). Por outro lado, a fase | ndo é

sensivel aos AINES, porém pode ser controlada com o uso de analgeésicos
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opioides. Na verdade, diversos autores ja demostraram que a morfina € capaz de
reduzir ambas as fases da resposta induzida pela formalina (CLAVELOU et al.,
1989; CAPUANO et al., 2009) Dessa maneira, utilizamos a morfina como controle
positivo deste experimento e, corroborando estudos anteriores, demonstramos
que esse opiode foi capaz de reduzir significativamente ambas as fases de
resposta a formalina orofacial. Portanto, os resultados obtidos no teste da
formalina sugerem que a pregabalina ndo é capaz de interferir na ativacdo dos
nociceptores por este agente algogénico e apresenta um perfil antinociceptivo
diferente dos analgésicos opidides.

Neste mesmo sentido, no presente estudo demonstrou-se que a hiperalgesia
térmica induzida por carragenina é significativamente reduzida pelo pré-tratamento
com pregabalina. A aplicacdo de carragenina orofacial ndo faz ativacdo de
nociceptores, visto que o animal ndo realiza groomig facial apds a injecao de
carragenina na face, mas promove a liberacdo de mediadores inflamatérios que
sensibilizam os nociceptores, ocasionando hiperalgesia térmica associada a um
processo inflamatério. Portanto, assim como a segunda fase da resposta a
formalina, a hiperalgesia térmica induzida por carragenina aplicada na regido
orofacial pode ser reduzida pelo emprego de AINES (CHICHORRO et al., 2006).

Corroborando nossos achados, recentemente, Narita e colaboradores
(NARITA, 2012) demonstraram que o pré-tratamento sistémico com pregabalina
atenuou a resposta sensorial e motora induzida por injecéo intra-pulpar de 6leo de
mostarda na polpa dentéria de ratos, um modelo de dor inflamatoria pulpar. Neste
mesmo estudo, demonstrou-se que a administracdo intra-pulpar de Oleo de
mostarda levava a intensa liberacdo de glutamato no subnucleo caudalis, a qual
foi significativamente reduzida pela pregabalina. Em vista destes resultados, os
autores propuseram que o efeito antinociceptivo da pregabalina neste modelo era
decorrente da sua habilidade de inibir a liberagcédo de glutamato no corno dorsal da
medula (NARITA et al., 2012).

Além disso, tem sido sugerido que outros mecanismos contribuem para os
efeitos analgésicos da pregabalina em modelos de dor inflamatéria, como por

exemplo a ativacdo de canais de potassio dependentes de ATP (KWEON et al.,
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2011). No entanto, a contribuicdo de cada um desses mecanismos ja propostos
para a acao antinociceptiva da pregabalina nos modelos avaliados no presente
estudo ainda precisa ser estabelecida. Neste sentido, € importante ressaltar que
nao existe qualquer evidéncia de uma correlacdo entre o aumento na expressao
da subunidade a26-1 dos canais de célcio dependentes de voltagem e as
respostas nociceptivas induzidas por capsaicina, formalina ou carragenina.
Portanto, parece pouco provavel que em dores agudas e/ou inflamatorias o efeito
antinociceptivo da pregabalina esteja relacionada com a reducédo da insercéao de
canais de calcio dependentes de voltagem na membrana pré-sinaptica. Por outro
lado, uma caracteristica em comum dos modelos utilizados no presente estudo é
o desenvolvimento do processo de sensibilizacao central (PELISSIER et al., 2002;
TIDLSEN et al., 1992; ALEY et al., 2000; ROBERTS et al., 2009; MITSIKOSTAS
et al.,, 2011; VILLAREAL et al., 2013). De acordo com Bannister e colaboradores,
a acdo inibitéria da pregabalina em condi¢cdes ndo-neuropaticas € facilitada pela
presenca de um estado de sensibilizagdo na medula espinhal. Estes autores
sugerem ainda que o efeito da pregabalina nestas condicfes esta relacionado com
a modulacédo da funcédo, mas ndo da modulacdo da expressdo das subunidades
0,.01 dos canais de célcio dependentes de voltagem, que é observado em
condi¢cBes neuropaticas (BANNISTER et al., 2011). Um dos resultados da reducéo
da funcionalidade dos canais de calcio pré-sinapticos seria a diminuicdo de
liberacdo de glutamato espinhal, que ja foi demonstrado em estudos prévios
(NARITA et al., 2012).

Embora o processo de sensibilizagdo que se desenvolve apds leséo
tecidual normalmente seja reversivel, o desenvolvimento deste fenbmeno é de
extrema importancia para a cronificacdo da dor e para o surgimento das
alteracdes sensoriais, tais como alodinia, hiperalgesia primaria e secundaria, que
sdo observados em diversas condi¢cdes de dor neuropatica (LATREMOLIERE &
WOLF, 2009). Sao nessas condi¢gdes dolorosas que o papel da pregabalina tem
sido amplamente investigado, e os resultados favoraveis neste estudos levaram a

sua aprovacao para controle da dor associada a neuropatia periférica diabética,
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neuralgia pés-herpética e dores neuropaticas de origem central (BAIDYA et al.,
2011).

Com relacdo as dores neuropéticas trigeminais, Kumar e colaboradores
mostraram no modelo de transeccdo total do nervo infraorbital de ratos que a
pregabalina € capaz de diminuir a hipersensibilidade mecéanica facial, além de
reduzir a liberacdo de glutamato no subnucleo caudalis (KUMAR et al., 2013). Em
adicdo, Cao e colaboradores demonstraram que a pregabalina € capaz de atenuar
a hiperalgesia mecanica apos transeccao parcial do nervo infraorbital em ratos,
bem como reverter parametros indicativos de sensibilizacdo central, tais como
reducdo do limiar de ativacdo das fibras e respostas aumentadas a estimulagcéo
mecanica (CAO et al., 2013). Corroborando estes estudos, nossos resultados
mostram que a pregabalina também € capaz de reduzir a hiperalgesia térmica
orofacial induzida pela constricdo do nervo infra-orbital de ratos, sugerindo que
seu efeito anti-hiperalgésico ndo se limita a estimulos de natureza mecanica.
Considerados em conjunto, esses estudos estdo de acordo com as evidéncias
clinicas de que a pregabalina pode ser util no tratamento da neuralgia do trigémeo
(OBERMANN et al., 2008; PEREZ et al., 2009).

A despeito das inumeras evidéncias a favor do emprego da pregabalina em
condicdes de dor neuropatica, o seu potencial analgésico em dores associadas a
diferentes tipos de cancer ainda precisa ser determinado. Em uma revisao
sistematica da literatura, Bennett e colaboradores concluiram que existem poucos
estudos que avaliaram seguranca e eficacia da pregabalina em dores associadas
ao cancer, bem como detectaram diversas limitagcbes nesses estudos, que
impedem determinar sua utilidade e aplicabilidade no tratamento nestas condi¢des
(BENNETT et al., 2013).

Em muitos tipos de cancer, a dor que estd associada apresenta
caracteristicas de dor nociceptiva e/ou inflamatéria, mas também caracteristicas
de dor neuropética, o que torna a dor refrataria a uma grande diversidade de
tratamentos (EPSTEIN et al., 2009). No entanto, especialmente nestes casos, dois
estudos recentes relataram que a pregabalina pode funcionar como um importante

adjuvante no controle da dor neuropatica em pacientes com cancer. No primeiro,
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mostrou-se que a pregabalina foi mais eficaz do que o fentanil no controle da dor
neuropatica de pacientes com cancer, além de ser melhor tolerada do que o
opidide (RAPTIS et al., 2014). No segundo, verificou-se que a combinacdo de
pregabalina em baixas doses com antidepressivos e opioides foi eficaz no manejo
da dor em pacientes com metastases 0sseas dolorosas (NISHIHARA et al., 2013).

Corroborando estes resultados, no presente estudo fornecemos a primeira
evidéncia pré-clinica de que a pregabalina é capaz de aliviar a hiperalgesia
térmica em um modelo de cancer facial. O modelo empregado foi proposto em
2007 por Nagahata e colaboradores (NAGAHATA et al., 2007) e desde ent&o
estabeleceu-se como um modelo de dor de cancer com componentes nociceptivos
e neuropéaticos e com perfil de sintomas semelhantes aos observados em
pacientes acometidos de cancer orofacial (ONO et al., 2009; HARANO et al.,
2010; HIDAKA et al., 2011; ONO et al., 2012).

Assim, o marcante efeito anti-hiperalgésico de pregabalina no modelo de
cancer facial reforca ainda mais a necessidade de estudos clinicos direcionados
para avaliar o potencial da pregabalina no controle da dor associada a diferentes

tipos de cancer.
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6 CONCLUSAO

Como pode ser observado na tabela abaixo, a pregabalina foi capaz de
atenuar as respostas nociceptivas em diferentes modelos de dor orofacial. Esses
dados, em conjunto, indicam que a pregabalina é eficaz no controle de dores
orofaciais agudas e/ou inflamatérias que apresentem evidéncias do
desenvolvimento de sensibilizacdo central, além de representar uma importante

ferramenta no controle das dores neuropéticas.
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MODELO PARAMETRO EFEITO DA VALOR DO P TESTE
AVALIADO PREGABALINA ESTATISTICO
ANOVA de 1 via
Teste da Tempo de Grooming Reduziu *P<0,0001 dseg“ida do tEStel
Capsaicina facial € Newman-reuls
Teste da Tempo de Grooming ANOVA de 1 via
Formalina facial seguida do teste
de Newman-Keuls
12 fase Nao modificou ;
22 fase Reduziu
*P<0,0001
ANOVA de 2 vias
Hiperagesia Hiperalgesia ao Calor Reduziu de medidas
induzida por *P<0,0001 repetidas seguida
) do teste de
Carragenina Newman-Keuls
ANOVA de 2 vias
Constricdo do | Hiperalgesia ao Calor Reduziu *P<0,0001 de medidas
nervo repetidas seguida
do teste de
infraorbital Newman-Keuls
ANOVA de 2 vias
de medidas
Cancer Facial | Hiperalgesia ao Calor Reduziu *P<0,0001 repzt'das seguida
o teste de

Newman-Keuls

Tabela 2. Resumo comparativo dos resultados obtidos.



53

*Os valores de P apresentados referem-se ao efeito:

- de ambas as doses de PGB (10 e 30 mg/kg) no teste da capsaicina,

- da dose de 30 mg/kg na segunda fase do teste da formalina,

- de ambas as doses de PGB na 42 h ap6s administracéo de carragenina,

- da dose de 30 mg/kg no intervalo de 2 a 4 h apds a inje¢cdo em animais
constritos,

- da dose de 30 mg/kg 4 h apds a injecado no modelo de cancer facial.
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