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RESUMO

O manejo da dor neuropética induzida por quimioterapico (DNIQ) ainda é desafiador
devido a falta de farmacos que previnem ou aliviam com eficacia esta condicdo. O
reposicionamento de farmacos € um processo que vem sendo estimulado a fim de
identificar novas abordagens farmacoterapéuticas que possam ser Uteis para 0 manejo da
dor neuropatica. Entre os farmacos que tém sido investigados visando ao
reposicionamento para prevencao ou alivio da DNIQ estdo as vitaminas do complexo B,
em especial a tiamina, a nicotinamida e a riboflavina. Ensaios pré-clinicos tém
demonstrado que essas vitaminas apresentam atividade em vérios modelos de dor e
inflamacé&o aguda e cronica. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos induzidos por
algumas vitaminas do complexo B sobre a alodinia mecéanica em um modelo experimental
de dor neuropatica induzida pelo quimioterapico paclitaxel. A avaliacdo do efeito
induzido pela tiamina (150, 300 ou 600 mg/Kg, per os - p.0.), nicotinamida (250, 500 ou
1000 mg/Kg, p.o.) ou riboflavina (125, 250 e 500 mg/Kg, p.0.) sobre a alodinia mecéanica
induzida pelo paclitaxel (quatro doses, 2 mg/Kg, 2 mL/Kg, i.p.) foi realizada em
camundongos. Para investigar potenciais mecanismos mediando a atividade
antinociceptiva das vitaminas do complexo B, foram utilizados antagonistas opioidérgico
(naltrexona 5 ou 10 mg/kg, intraperitoneal - i.p.) e serotoninérgico (ciproheptadina 5 ou
10 mg/Kg, i.p.) e um bloqueador de canais para potassio sensiveis ao ATP (Katp;
glibenclamida, 20 ou 40 mg/Kg, p.o.). Também foi avaliado o efeito induzido pelas
vitaminas do complexo B sobre a concentracdo de citocinas inflamatérias (fator de
necrose tumoral-o. ¢ CXCL-1) nos ganglios da raiz dorsal (DRG) e no tadlamo. Todas as
vitaminas inibiram a alodinia mecéanica induzida pelo paclitaxel quando administradas
duas vezes no sétimo dia ap0ds a sensibilizacdo, apresentando atividades antinociceptivas
semelhantes a da pregabalina (30 mg/Kg, p.o.). Essas atividades ndo foram associadas a
um comprometimento da coordenacdo motora. A naltrexona e a glibenclamina atenuaram
o efeito antinociceptivo induzido pela tiamina e riboflavina. O efeito antinociceptivo
induzido pela nicotinamida foi atenuado somente pela glibenclamida. Todas as vitaminas
do complexo B reduziram as concentracGes das citocinas inflamatérias nos DRG e no
tadlamo. Os resultados demonstram que a atividade antinociceptiva das vitaminas do
complexo B no modelo de dor neuropatica induzida pelo paclitaxel pode ser mediada pela
ativacdo de receptores opioidérgicos e/ou canais para Katp e reducdo da producéo de
citocinas inflamatorias nos DRG e no tdlamo. Dessa forma, as vitaminas do complexo B
podem representar uma nova estratégia farmacoterapéutica no manejo de pacientes com
DNIQ, justificando a realizacdo de ensaios pré-clinicos e clinicos adicionais, com o
objetivo de avaliar seu potencial uso como farmaco analgésico.

Palavras-chave: Tiamina. Nicotinamida. Riboflavina. Dor Neuropatica. Paclitaxel.



ABSTRACT

The management of chemotherapy-induced neuropathic pain (CINP) is still challenging
due to the lack of drugs that may effectively prevent or alleviate this condition. Drug
repositioning is a process that has been stimulated in order to identify new
pharmacotherapeutic approaches that may be useful for the management of neuropathic
pain. B vitamins, particularly thiamine, nicotinamide and riboflavin, have been
investigated aiming the repositioning for prevention or relief of CINP. Preclinical trials
have shown that these some B vitamins exhibit activity in various models of acute and
chronic pain and inflammation. The objective of this study was to evaluate the effects
induced by some B vitamins on the mechanical allodynia in an experimental model of
neuropathic pain induced by paclitaxel. The evaluation of the effect induced by thiamine
(150, 300 or 600 mg/Kg, per os — p.0.), nicotinamide (250, 500 or 1000 mg/Kg, p.o0.) or
riboflavin (125, 250 and 500 mg/Kg, p.0.) on the mechanical allodynia induced by
paclitaxel (four doses, 2 mg/Kg, 2 mL/Kg, intraperitoneal —i.p.) was carried out on mice.
To investigate potential mechanisms mediating the antinociceptive activity of the
vitamins, opioidergic (naltrexone, 5 or 10 mg/Kg, i.p.) and serotonergic (cyproheptadine,
5 or 10 mg/Kg, i.p.) antagonists and an ATP-sensitive potassium channels (Katp) blocker
(glibenclamide, 20 or 40 mg/Kg, p.o.) were used. The effect of B vitamins on the
concentration of inflammatory cytokines (tumor necrosis factor-o and CXCL-1) in the
dorsal root ganglia (DRG) and thalamus was also evaluated. B vitamins inhibited
paclitaxel-induced mechanical allodynia when administered twice daily on the seventh
day after sensitization, with antinociceptive activities similar to that of pregabalin (30
mg/Kg, p.0.). These activities were not associated with impairment of motor coordination.
Naltrexone and glibenclamine attenuated the antinociceptive effect induced by thiamine
and riboflavin. Nicotinamide antinociceptive effect was attenuated only by
glibenclamide. B vitamins reduced the concentrations of inflammatory cytokines in the
DRG and thalamus. The results demonstrate that B vitamins antinociceptive activity in
the neuropathic pain model induced by paclitaxel is mediated by activation of opioidergic
receptors and/or Katp channels, as well as reduced production of inflammatory cytokines
in DRG and thalamus. Concluding, B vitamins may represent a new pharmacotherapeutic
strategy in the management of patients with CINP, justifying the conduction of additional
preclinical and clinical trials, in order to evaluate their potential use as an analgesic drug.

Keywords: Thiamine. Nicotinamide. Riboflavin. Neuropathic Pain. Paclitaxel.
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1. INTRODUCAO

1.1.Aspectos gerais da dor

Segundo a Associacédo Internacional para o Estudo da Dor (IASP), a dor é definida como
uma experiéncia desagradavel que envolve aspectos sensoriais, emocionais e cognitivos
e estd associada a uma lesdo real ou potencial de algum tecido. A dor também é
considerada um fenémeno multidimensional, estando associada a varios componentes,
incluindo sensoriais, fisiologicos, afetivos, comportamentais e espirituais (OMS, 2012).
A dor atua como um mecanismo de protecdo e um sistema de alarme para muitas
condicBes patoldgicas, sendo o sintoma mais comumente associado a procura de auxilio
médico (LOESER & MELZACK, 1999; MICKLE et al., 2016). Esse sintoma justifica
mais de 70% das consultas médicas em consultorios brasileiros (ROCHA et al., 2007).
No mundo, as prevaléncias da dor cronica variam de 10,1 a 55,5%, sendo essa estimativa
semelhante aquela encontrada no Brasil (ROCHA et al., 2007; VASCONCELOS &
ARAUJO, 2018).

O termo amplamente utilizado para definir esse sintoma, principalmente para estudos em
animais experimentais, € nocicepcao, que explica 0s mecanismos e vias neurais para
codificacdo e processamento dos estimulos nocivos (LOESER & TREEDE, 2008).
Geralmente, ocorre uma propagacédo de potenciais de acdo que comeg¢am com a ativacao
de neurdnios sensoriais chamados nociceptores, que estao presentes em diversos 6rgaos e
tecidos como epitelial, muscular, articulagées, entre outros (GOLD & GEBHART, 2010).
Os nociceptores geralmente identificam diversos estimulos como mecénicos térmicos ou
quimicos, dando origem ao processo de nocicepcdo (BAUSBAUM et al., 2009; MICKLE
etal., 2016). Apds a deteccao dos estimulos pelos nociceptores, 0s potenciais de acdo sdo
transmitidos aos neurdnios de segunda ordem localizados na medula espinhal ou tronco
cerebral, com posterior participacdo talamica, sendo interpretados como estimulos
nocivos pelo cortex cerebral (ROCHA et al., 2007; JULIUS, 2013; MICKLE et al., 2016).

As fibras Ao e C sdo fibras envolvidas na deteccao de estimulos nocivos e transdugao
desses estimulos em sinais elétricos e sua conducdo a medula espinhal ou tronco cerebral.
As fibras AJ, sdo mielinizadas e, consequentemente, a transmissao dos potenciais de a¢cao
ocorre rapidamente. As fibras C, por sua vez, ndo sdo mielinizadas e conduzem o0s
potenciais de acdo de forma lenta (ROCHA et al., 2007; GOLD & GEBHART, 2010).
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Os nociceptores sdo funcionalmente caracterizados pelo tipo de receptores
sensoriais/canais ibnicos expressos na membrana plasmatica. Esses receptores pertencem
a familia de receptores de potencial transitério (TRP) e sua funcionalidade varia com a
temperatura, estimulos quimicos ou forcas mecanicas. Os TRPs sdo canais catidnicos néo

seletivos, que, quando ativados, transduzem um estimulo externo em uma mudanca de

+

+ 2+
potencial de membrana, abrindo canais para Na /Ca ou fechando canais para K
(MICKLE et al., 2016; VARDEH et al., 2016).

Apdbs a ocorréncia de algum dano tecidual, substancias quimicas podem ser liberadas
extracelularmente e modular a ativacdo de neurdnios sensoriais. Entre os mediadores
quimicos responsaveis pela ativacdo de neurdnios sensoriais, destacam-se a histamina,
substancia P, serotonina, bradicinina, acetilcolina, leucotrienos e prostaglandinas. Cada
um desses mediadores interage com 0s nociceptores, aumentando ainda mais a
sensibilizacdo a estimulos nocivos. Esse fenbmeno representa um mecanismo periférico
pelo qual a lesdo tecidual promove hipersensibilidade estimulos nocivos (JULIUS, 2013;
BAUSBAUM et al., 2009).

A duracdo da dor é uma caracteristica mensuravel que permite a diferenciacdo entre dor
aguda e dor cronica. A dor cronica geralmente é reconhecida como uma dor que persiste
por mais de trés meses, perdendo a funcéo de alerta que ocorre na dor aguda. Esse tipo
de dor estd associado a um sofrimento emocional significativo, com interferéncia nas

atividade cotidianas e na interacdo social do paciente (TREEDE et al., 2015).

Existem varios tipos distintos de dor, que séo classificados de acordo com a sua causa
como dor nociceptiva, inflamatoria, disfuncional e neuropética. Cada tipo de dor sera
abordado adiante com maiores detalhes. Os mecanismos neurobiol6gicos responséaveis
por esses diferentes tipos de dor fornecem melhor compreenséo dos tipos de dor gerados
por diferentes fatores etioldégicos em determinados pacientes e uma terapia mais
direcionada (VARDEH et al., 2016; COSTIGAN et al., 2009; WOOLF, 2004).

1.2. Dor nociceptiva

A dor nociceptiva se manifesta como consequéncia de uma lesdo atual ou futura em um
tecido ndo neural e decorre da ativagdo de nociceptores que detectam a presenca de
estimulos potencialmente prejudiciais (WOOLF, 2004; HEHN et al., 2012; TEIXEIRA
et al., 2016). De acordo com a localizacdo dos nociceptores, a dor nociceptiva pode ser
subdividida em dor somatica e visceral (OMS, 2012).
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A dor somaética é desencadeada pela ativacdo de nociceptores em tecidos superficiais
como (pele e mucosas) ou tecidos profundos (tecidos 6sseo, muscular, conjuntivo e
articulagdes). Cortes e entorses sdo exemplos de causas de dor somatica superficial,
enquanto as cdibras musculares podem resultar em dor somatica profunda. A dor visceral,
por sua vez, é causada pela ativacdo de nociceptores localizados nas visceras toracicas e
abdominais (OMS, 2012).

Como mencionado anteriormente, a transducdo de estimulos mecénicos, térmicos e
quimicos na dor nociceptiva ocorre por atividade elétrica nos nociceptores. Na auséncia
de estimulos, h& pouca atividade espontanea dos nociceptores, devido a uma grande
condutancia de K" através de canais idnicos. Existem receptores especificos para a
transducdo de cada estimulo (Fig. 1), mas apenas a presenca desse transdutor néo
necessariamente confere sensibilidade ao estimulo. Por exemplo, a presenca de TRPMS,
um transdutor de estimulo frio, ndo é suficientemente capaz de conferir a sensibilidade
ao frio. A sensibilidade ao frio também pode depender da expressdo de canais para K*
(GOLD & GEBHART, 2010).

A dor nociceptiva deve ser controlada apenas em situacGes clinicas especificas, como
procedimentos cirdrgicos ou traumas, evitando que este sistema seja incapacitado. Dessa
forma, ocorre preservacdo da funcdo protetora e, consequentemente, preservacdo de
tecidos, caracterizando a dor nociceptiva como uma sensacao fisiologica vital (WOOLF,
2004).

Medula espinhal

Figura 1. Dor nociceptiva. Adaptada de SCHOLZ & WOOLF, 2002.
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1.3. Dor inflamatéria

A dor inflamatdria ocorre devido a ativacdo e/ou sensibilizacdo direta de nociceptores
induzida por mediadores inflamatérios (SCHOLZ & WOOLF, 2002; WOOLF, 2004;
VADEH etal., 2016). Esse tipo de dor influencia negativamente na qualidade de vida dos
pacientes, principalmente na realizacdo de atividades normais, devido a redugdo do

funcionamento e mobilidade da area acometida (COBOS et al., 2012).

Os danos teciduais sdo acompanhados pelo acumulo de mediadores liberados de
nociceptores ativados ou células ndo neurais que residem ou se infiltram na area afetada
como mastocitos, basofilos, plaguetas, macrdfagos, neutrofilos e células endoteliais.
Esses mediadores sdo de naturezas diversas e incluem aminas bioativas, prostaglandinas,
leucotrienos, tromboxanos, bradicinina, substancia P, peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP), fator de crescimento neural (NGF) e citocinas como interleucina-13
(IL-1pB), interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral-o. (TNF-a), entre outros
(BASBAUM et al., 2009; VADEH et al., 2016).

Os nociceptores expressam um ou mais receptores de superficie celular capazes de
reconhecer e responder a esses mediadores. A interacdo dos mediadores inflamatorios
aumenta a excitabilidade dos nociceptores, gerando um aumento da sensibilidade a
estimulos térmicos ou mecanicos, por exemplo (BASBAUM et al.,2009). Os mediadores
inflamatérios também induzem mudangas pds-transducionais de nociceptores. Um
exemplo é o NGF, que pode aumentar a expressdo do canal TRPV1 e, consequentemente,
a transducdo de estimulos nos nociceptores (VADEH et al., 2016). Além disso, 0s
mediadores também aumentam a excitabilidade e a sinalizagdo dos nociceptores por
aumentar a expressao de canais para sodio voltagem dependentes, como Nav 1.7, Nav 1.8
e Nav 1.9 (CHAHINE & O'LEARY, 2014; VADEH et al., 2016).

Também ocorre um aumento da expressédo de ciclooxigenase 2 nos neurénios da medula
espinhal apds inflamacéo periférica, decorrente da resposta gerada por citocinas de acdo
sistémica como IL-1f. Como resultado, ocorre aumento da produgido de PGE; no sistema
nervoso central (SNC), o que poderia explicar o quadro hiperalgésico que ocorre em

determinadas situacgdes inflamatorias (SAMAD et al., 2001).
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1.4. Dor disfuncional

A dor disfuncional € uma designacédo relativamente nova, sendo classificada como um
tipo de dor cronica. As sindromes dolorosas disfuncionais englobam diversas doencas
que possuem em comum a auséncia de leséo tecidual que justifique a sensacdo dolorosa.
Entre essas, destacam-se a fibromialgia, a sindrome do intestino irritavel, a doenca da
articulacdo temporomandibular, a cistite intersticial, a migranea e outras cefaleias
primarias (NAGAKURA, 2015; SPECIALI et al., 2016).

Atualmente, as prevaléncias de dores disfuncionais sdo razoavelmente altas, sendo de 2-
8% para fibromialgia, 7-21% para sindrome do intestino irritdvel e 0,05-0,5% para a
cistite intersticial/sindrome da bexiga dolorosa. A presenca dessas desordens reduz
significativamente a qualidade de vida dos pacientes (NAGAKURA, 2015).

Essas sindromes sdo causadas pelo mau funcionamento do aparelho somatossensorial e
ocorrem em situacdes em que ndo ha estimulo nocivo identificavel no sistema nervoso
(COSTIGAN et al., 2009). Entretanto, ainda ndo estdo bem elucidados as alteracOes
neuroquimicas e os marcadores dessa condicdo dolorosa (NAGAKURA, 2015;
SPECIALI et al., 2016).

Em condigBes como fibromialgia, sindrome do intestino irritdvel e cistite intersticial, a
dor esta relacionada com uma amplificacdo autdbnoma de sinais nociceptivos no SNC,
juntamente com a alteracdo do processamento sensorial (COSTIGAN et al., 2009;
VADEH et al., 2016).

A farmacoterapia analgésica disponivel ndo proporciona alivio adequado da dor
disfuncional. Em parte, isso se deve a falta de compreensdo dos mecanismos biologicos
dessa condicédo dolorosa (NAGAKURA et al., 2015).

1.5. Dor neuropatica

A dor neuropatica (DN) é a dor causada por lesbes ou doengas do sistema
somatossensorial, que é responsavel pela percepcdo de toque, pressao, dor, temperatura,
vibracGes e movimentos (COLLOCA et al.,, 2017; MEACHAM et al., 2017). As
prevaléncias da DN na popula¢do mundial variam de 6,9 a 10%, sendo mais comum em
mulheres e pacientes idosos (VAN HECKE et al., 2014; POSSO et al., 2016; COLLOCA
et al., 2017). As causas mais comuns da DN sdo as infec¢des pelo virus varicela-zoster,

lesBes dos nervos trigémeos, radiculopatia dolorosa, neuropatia diabética, infec¢des pelo
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virus da imunodeficiéncia humana (HIV), amputacfes, hanseniase, esclerose multipla,
acidente vascular cerebral (AVC), deficiéncia de vitamina Bi2, cancer e quimioterapia
(COLLOCA et al., 2017; MEACHAM et al., 2017; ZILLIOX,2017).

Assim como outras condi¢des dolorosas cronicas, a DN também esta associada a varios
fatores que afetam negativamente a vida dos pacientes, como ansiedade, ins6nia, mau
humor e depressdo, ocasionando uma reducdo da qualidade de satde. Essa condicao
também implica em um aumento do nimero de prescricdes medicamentosas e cuidados
dos profissionais da salde, resultados decorrentes de falhas da farmacoterapia
(COLLOCA et al., 2017; ZILLIOX, 2017).

Os sintomas da DN sdo classificados em positivos e negativos. Os sintomas positivos
correspondem as sensacdes do tipo parestesias e disestesias, sendo dolorosas e,
geralmente, descritas como queimaduras, formigamentos ou picadas. Esses sintomas
estdo associados a hiperalgesia, que € um aumento da dor apds contato com um estimulo
gue normalmente provoca dor, e alodinia, que é a dor apds contato com um estimulo que
normalmente n&o provocaria a dor. Os sintomas negativos sao sensacdes do tipo anestesia
tatil, hipoestesia térmica e perda de sensacéo vibratoria (NICKEL et al., 2012; ZILLIOX,
2017). Geralmente, esses sintomas sdo descritos como desconfortaveis pelo paciente, mas
ndo dolorosos, e ocorrem devido a lesdo direta dos neur6nios sensoriais, gerando morte
celular e comprometimento da transducao sensorial (HEHN et al., 2012; NICKEL et al.,
2012).

As sindromes neuropaticas sdo divididas em duas categorias: DN decorrente de uma lesdo
periférica (quimioterapia, deficiéncia de vitamina B1,, neuropatia diabetica, reticulopatia,
infeccdo pelo HIV, entre outras) e DN decorrente de uma lesdo ou doenga no SNC
(esclerose multipla, AVC, lesdo da medula espinhal, mielopatia de compressdo e
siringomielia) (MEACHAM et al., 2017; ZILLIOX, 2017).

Apos lesdes das fibras C e fibras Ad, causadas por toxinas, medicamentos ¢ mediadores
inflamatorios, ocorre uma alteracdo da densidade dessas fibras e uma hiperexcitabilidade
neuronal, com mudanca da expressao génica e ativagao de uma resposta imunoldgica. A
hiperexcitabilidade neuronal pode ser explicada pelo aumento da expresséo de isoformas
de canais para sodio voltagem dependentes do tipo Nav. Os canais Nav também s&o
expressos nos ganglios da raiz dorsal (DRG), originando potenciais de acdo anormais ao

longo da via nociceptiva. Dessa forma, a alteragcéo da expressao e distribuigcdo dos canais
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Nav nos neurdnios sensoriais € responsavel pela producdo de potenciais de acdo de
origem espontanea. Esse fendmeno é chamado de atividade ectdpica e explica o relato de
dor que ocorre na auséncia de qualquer estimulo externo. Esses canais sdo ativados ap6s
a deteccdo de estimulos pelos receptores do tipo TRP (TRPA1/TRPV4 para estimulos
mecanicos, TRPAL/TRPM8 para frio e TRPV1 para calor) (HEHN et al., 2012;
GARCIA-LARREA, 2014; COLLOCA et al., 2017; MEACHAM et al., 2017).

Na DN, também é observada menor ativacao e expressdo de canais para potassio do tipo
Kv, que sdo canais repolarizantes e reguladores dos potenciais de acdo. A modulacédo
negativa de canais para K* sensiveis a ATP (Katp) resulta em uma diminuicdo das
correntes de K* e, consequentemente, um aumento da excitacdo dos neurdnios sensoriais
(SARANTOPOULOS et al., 2003; MEACHAM et al., 2017). H4 também um aumento
de infiltrado de células imunitarias (macrdfagos, neutréfilos e mastocitos) tanto no local
da lesdo quanto nos DRG, gerando fornecimento continuo de mediadores inflamatorios,
sendo estes responsaveis por manter a sensibilizacdo das fibras nervosas e,
consequentemente, um prolongamento da experiéncia dolorosa (ZHANG et al., 2016;
REN & DUBNER, 2010; SCHOLZ & WOOLF, 2007).

A hiperexcitabilidade periférica induz a sensibilizacdo de neur6nios de segunda ordem na
regido do corno dorsal da medula espinhal ou tronco cerebral, ocasionando uma
estimulacdo excitatoria central (NICKEL et al., 2012). Animais submetidos a uma ligacéo
dos nervos espinhais L5 e L6 (modelo experimental de DN SNL) apresentam um aumento
da expressdo da subunidade a2/ dos canais para Ca®* voltagem dependentes nos DRG
(LUO et al., 2001). O aumento da atividade dos canais para Ca?* contribui
significativamente para a liberacao de neurotransmissores excitatorios nos terminais das
fibras nociceptivas. O glutamato, um desses neurotransmissores envolvidos no
processamento nociceptivo, interage com trés receptores: acido a-amino-3-hidroxil-5-
metil-4-isoxazelopropriénico (AMPA), N-metil-D-aspartato (NMDA) e os receptores
acoplados a proteina G (NICKEL et al., 2012; GARCIA-LARREA, 2014). Alguns desses
receptores, como AMPA e NMDA, estdo aumentados, principalmente no corno dorsal da
medula espinhal em modelos experimentais de DN, gerando uma transmiss&o nociceptiva
central sustentada (TOMIYAMA et al.,, 2005; LIM et al., 2006). Peptideos, como
substancia P, que séo liberadas dos terminais das fibras nociceptivas, revertem a inibicao

fisiologica dos receptores NMDA que normalmente sdo blogqueados por ions Mg?*,

24



contribuindo para hiperexcitabilidade ocasionada por estimulos nocivos (KHASABOV
et al., 2002).

Alteracdes de varias cascatas de sinalizacéo celular também estdo envolvidas no processo
de sensibilizacdo central da DN como a ativacdo de proteina cinase C, proteina cinase
ativada por mitégeno (MAPK) e vias de sinalizacdo de 6xido nitrico (NICKEL et al.,
2012).

Além disso, também ocorre ativacdo de células da gliacomo a microglia e astrocitos
(NICKEL et al., 2012; COLLOCA et al., 2017). Essas células participam da
sensibilizacdo através da liberacdo de mediadores inflamatdrios, aumentando a
estimulacdo dos neurénios do corno dorsal, contribuindo para o prolongamento e
manutencdo da DN (NICKEL et al., 2012; GARCIA-LARREA, 2014; COLLOCA et al.,
2017).

Na DN, também ocorre deficiéncia dos sistemas endogenos inibitérios da dor,
aumentando a sensibilidade a estimulos nocivos (ZIMMERMANN, 2001). Parece que as
vias noradrenérgica e serotoninérgica, que inibem no corno dorsal a estimulacdo da via
ascendente, estdo inibidas em quadros de DN. Além disso, ocorre uma diminuicdo da
expressdao de receptores p opioides no corno dorsal, diminuindo atuacdo de agonistas

opioides enddgenos e contribuindo para a hiperexcitabilidade (COSTIGAN et al., 2009).

O diagndstico preciso da DN ainda é um obstaculo, pois ndo existe um teste diagndstico
ou um sintoma especifico dessa condi¢do. Levam-se em consideracdo a histéria prévia e
o exame fisico do paciente. Deve ser realizada uma avaliagdo clinica cuidadosa,
analisando a intensidade, a duracéo e a localizacéo dos sintomas descritos pelos pacientes.
Geralmente, empregam-se testes sensoriais que avaliam diferentes modalidades como

toque leve, vibragdo, temperatura (ZILIOX, 2017).
1.6. DN induzida por quimioterapicos (DNIQ)

Um dos grandes problemas enfrentados por pacientes com cancer submetidos a
quimioterapia € a neuropatia periféerica induzida por quimioterapico (NPIQ), geralmente
acompanhada de DN (PARK et al., 2013; SISIGNANO et al., 2014). Essa condicdo afeta
cerca de 40% dos pacientes submetidos a quimioterapia, persistindo por anos apds o
tratamento (WOLF et al., 2008; PARK et al., 2013). Fatores como idade do paciente,

dose, duracdo da farmacoterapia, co-administragdo com outros agentes quimioterapicos e
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condicdes patoldgicas pre-existentes, como diabetes, influenciam no desenvolvimento e
evolucdo da NPIQ (WOLF et al., 2008). A presenca dessa condicdo, além de diminuir
acentuadamente a qualidade de vida dos pacientes, limita a dose e a selecdo de farmacos
que serdo empregados na quimioterapia (PARK et al., 2013; CAROZZI et al., 2014;
SISIGNANO et al., 2014).

A DNIQ pode ocorrer apds o tratamento com quimioterapicos diversos, incluindo os
compostos de platina (cisplatina, carboplatina, oxaliplatina), taxanos (paclitaxel,
docetaxel), alcaloides da vinca (vincristina, vinblastina), talidomida e bortezomibe
(PARK et al., 2013; CAROZZI et al., 2014; SISIGNANO et al., 2014). Os sintomas mais
frequentes sdo dor aguda, parestesias, disestesias e alodinia mecanica (WOLF et al., 2008;
SISIGNANO et al., 2014). As terminacfes de neurbnios sensoriais presentes nas
extremidades das méos e dos pés sao inicialmente as mais afetadas (Fig. 2) (PARK et al.,
2013).

A génese da DNIQ esta associada a neurotoxicidade dos quimioterapicos, normalmente
envolvendo estruturas como terminais de neurdnios sensoriais, DRG e medula espinhal
(Fig. 2) (PARK et al., 2013; CAROZZI et al., 2014; SISIGNANO et al., 2014). Os DRG,
devido a sua vulnerabilidade, parecem ser um dos principais alvos desses agentes
neurotoxicos, justificando o grande envolvimento sensorial em pacientes que apresentam
NPIQ (PARK et al., 2013). A quimioterapia ocasiona perda de terminais sensoriais,
alteracdes de receptores de membrana e da sinalizacdo intracelular, o que resulta em
mudanca na excitabilidade e na neurotransmissdo (BOYETTE-DAVIS et al., 2015).

O manejo da DNPIQ ainda é visto como um obstaculo para a area clinica, devido a falta
de farmacos que previnem ou aliviam essa condicao dolorosa (HERSHMAN et al., 2014;
SISIGNANO et al., 2014). Por isso, ha necessidade do desenvolvimento de pesquisas pré-
clinicas e clinicas visando & identificacdo de farmacoterapia que contribua para a
diminuicdo da ocorréncia dessa condicdo clinica e a melhora da qualidade de vida dos

pacientes.
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DRG Compostos de platina
Alcaloides de vinca
Taxanos

Talidomida

Medula Espinhal
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Mitocdndria

Canais idnicos

sanguinw Oxaliplatina

Talidomida

Alcaloides de vinca
Taxanos
Talidomida
Terminais nervosos

Figura 2. Representacgdo dos locais de acdo de alguns agentes quimioterapicos no sistema
nervoso periférico. Adaptado de PARK et al., 2013.

1.7. DN Induzida pelo Paclitaxel

O paclitaxel (Fig. 3) € um agente antiproliferativo extraido da planta Taxus brevifolia
(WANI et al., 1971) e utilizado no tratamento de pacientes com Varios tipos de cancer
como o de mama, pulmao, cérebro e ovario. A acdo antiproliferativa resulta da inibi¢do
da divisdo celular através da sua ligacdo a microtabulos em crescimento (MARUPUDI et
al., 2007; CAROZZI et al., 2015). Por ser um farmaco lipofilico, o paclitaxel apresenta
ampla distribuicdo tecidual, além de alta ligagdo as proteinas plasmaticas (88-98%)
(MARUPUDI et al., 2007).

A neurotoxicidade ¢ um dos principais efeitos adversos associados ao paclitaxel e
acontece devido a interrupcéo da funcdo dos microtdbulos neurais, gerando alteracdo no
transporte axonal e, consequentemente, alteracdo da excitabilidade e sobrevivéncia dos
neurdnios sensoriais (SISIGNANO et al., 2014). Em um estudo realizado por Reyes-Gibby
et al. (2009), de todos os pacientes com cancer de mama submetidos a quimioterapia com
paclitaxel, cerca de 64 % apresentaram NPIQ e, entre esses, 27 % foram diagnosticados

com DNIQ, afetando negativamente a sua qualidade de vida. Apds administracdo
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intravenosa, o paclitaxel acumula-se em grandes concentraces nos DRG e, em menores
concentragdes, no nervo isquidtico, na medula espinhal e em algumas regides cerebrais
(CAVALETTI et al., 2000).

Os sintomas como parestesias e perda de sensibilidade, aparecem inicialmente nos pés
dos pacientes, ocorrendo, posteriormente, nas mdos, como resultado da degeneracéo de
axonios distais (CAROZZI et al., 2015). Apds a administracdo de paclitaxel, o pico de

sensacdo dolorosa ocorre em torno de trés a quatro dias (SISIGNANO et al., 2014).

(0]
(o]

Figura 3. Estrutura quimica do paclitaxel.

Varios mecanismos contribuem para a DN induzida pelo paclitaxel. Em um estudo com
pacientes em tratamento com paclitaxel, Dougherty et al. (2004) observaram que o
quimioterapico promove lesdo principalmente de fibras aferentes A e, em menor
extensdo, de fibras aferentes C. O tratamento com paclitaxel também induz degeneracéo
axonal grave (Fig. 4) em nervos sensoriais e, consequentemente, diminuigdo acentuada

da densidade axonal, com perda da integridade da mielina (CHEN et al., 2017).

O paclitaxel altera a estrutura e a permeabilidade de mitocondrias presentes nas fibras
nociceptivas. Isso acontece em decorréncia da abertura do poro de transicdo da
permeabilidade mitocondrial, ocasionando perda do potencial de membrana da
mitocondria. Consequentemente, aumenta-se a quantidade de espécies reativas de oxigénio
(ROS), liberagio de Ca®* e reducéo das concentragdes de trifosfato de adenosina (ATP).
Ocorre, entdo, um fenébmeno descrito como vacuolizacdo da mitocondria (Fig. 5), seguido
da perda da funcionalidade mitocondrial em ax6nios de neurdnios sensoriais. Como as
mitocondrias sdo responsaveis pela regulacio intracelular de Ca?*, a alteracdo da sua

permeabilidade €, entdo, responsavel pelo aumento da propagacdo de sinais de Ca®* e
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aumento da excitabilidade das fibras nociceptivas. A mitotoxicidade € a causa primaria

da DN induzida pelo paclitaxel (SISIGNANO et al., 2014; CAROZZI et al., 2015),

A DN induzida pelo paclitaxel também estad associada a um aumento da expressdo das
subunidades 02/8 dos canais para Ca?* no corno dorsal da medula espinhal (XIAO et al.,
2007) e de canais para sodio do tipo Nav1.7 nos DRG (ZHANG & DOUGHERTY, 2014).

Controle Paclitaxel

TN

Diametro do axénio <§ pm

Figura 4. Microscopia de transmissdo do nervo isquiatico de camundongos, mostrando a
degeneracdo axonal causada pelo tratamento com paclitaxel. A linha tracejada branca
mostra o0 axdnio e o circulo branco mostra a circunferéncia da mielina. Adaptado de
CHEN et al., 2017.

O aumento da producéo de ROS via danos mitocondriais pode sensibilizar os transdutores
do tipo TRP, como TRPA1 e TRPMS8, aumentando a sensibilidade a estimulos diversos
(SISIGNANO et al., 2014; BOYETTE-DAVIS et al., 2015). Além disso, a administracao
de antagonistas seletivos para TRPV1 (HARA et al., 2013) e TRPV4 (ALESSANDRI-
HABER et al., 2004; MATERAZZI et al., 2012) reduz a alodinia mecénica em animais
tratados com paclitaxel, indicando uma possivel participacdo desses transdutores na DN

induzida por esse quimioterapico.

O paclitaxel também diminui a expressdo de transportadores de glutamato na medula
espinhal, gerando maior acumulo desse neurotransmissor excitatorio no espago
extracelular e, consequentemente, hiperexcitabilidade neuronal (CATA et al., 2004).
Além disso, esse quimioterdpico ativa receptores NMDA no SNC, por meio de
fosforilacéo, levando a ativacdo da via glutamatérgica e posterior experiéncia dolorosa
(SISIGNANO et al., 2014; BOYETTE-DAVIS et al., 2015).
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Figura 5. Imagens de microscopia de transmissé@o mostrando o processo de vacuolizagao
(mitocdndrias atipicas) como consequéncia do tratamento com paclitaxel. Adaptado de
CHEN et al. 2017.

O tratamento com paclitaxel também pode ativar varios mecanismos inflamatdrios que estdo
envolvidos na génese da DN. Aumenta-se o0 numero de células de Langerhans nos DRG,
que liberam fatores neurotroficos e mediadores inflamatdrios diversos e induzem
hipersensibilizacdo de nociceptores. Ocorre acimulo e ativacéo de macrdfagos nos DRG,
além da ativacdo de células gliais, gerando maior liberacdo de citocinas inflamatdrias,
principalmente IL-6, IL-1B ¢ TNF-a (SISIGNANO et al.,2014; CAROZZI et al., 2015).
O processo inflamatério induzido pelo paclitaxel geralmente se inicia entre quatro a sete
dias apos o tratamento e se mantém, justificando a cronificacdo da DNIQ (SISIGNANO
etal., 2014).

A inducdo da sensibilizacdo ap6s administracdo de paclitaxel em animais experimentais
tem sido demonstrada em diversos estudos (MORAIS et al., 2018; CHEN et al., 2017,
KO et al., 2014; AMI et al., 2012). Administrando doses intercaladas de paclitaxel em
quatro dias, gera-se sensibilizacdo das fibras nociceptivas, com alteracdo do limiar
nociceptivo a partir do segundo dia ap6s a administracdo da primeira dose desse agente
quimioterapico, com a presenca de alodinia mecénica e fria e hiperalgesia térmica, sendo que
a sensibilizacdo pode persistir por 35 dias (MORAIS et al., 2018; POLOMANO et al.,
2000). Este modelo é util na compreensdo da fisiopatologia da DN induzida pelo

paclitaxel e na busca de novas farmacoterapias que possam diminuir a neurotoxicidade
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que ocorre durante o tratamento com esse agente quimioterapico e melhorar a qualidade

de vida dos pacientes.
1.8. Farmacoterapia da DN

Em geral, 0 manejo da DN é voltado apenas para o alivio sintomatico, sendo utilizados
farmacos antiepilépticos ou antidepressivos como primeira alternativa (COLLOCA et al.,
2017; PESSOA et al., 2015; SISIGNANO et al., 2014). Na pratica clinica, ocorre um
alivio parcial (40-50%) da dor apds a utilizacao desses farmacos (PESSOA et al., 2015).
Os antidepressivos mais utilizados sdo os triciclicos (amitriptilina e nortriptilina) e os
inibidores da recaptacdo de serotonina/noradrenalina (principalmente, duloxetina e
venlafaxina) (COLLOCA et al., 2017; MCCARBERG et al., 2017; ZILLIOX, 2017).

O emprego desses farmacos para o alivio da dor baseia-se principalmente na agédo sobre
os controles inibitérios descendentes (vias noradrenérgica e serotoninérgica) por meio do
aumento da disponibilidade de noradrenalina e/ou serotonina (GILRON et al, 2015;
COLLOCA et al., 2017; ZILLIOX, 2017). Além de induzir a analgesia, 0s
antidepressivos fornecem outros beneficios, como o tratamento de sintomas secundarios

como a depressdo, frequentemente associada a DN (GILRON et al, 2015).

Em um estudo randomizado, duplo-cego, realizado por Kautio et al., (2009), demonstrou-
se que a amitriptilina apresentou baixa eficacia na reversdo dos sintomas associados a DN
em pacientes submetidos a quimioterapia com alcaloides da vinca, derivados da platina
ou taxanos. No estudo de fase Ill, realizado por Hammack et al. (2002), a nortriptilina
também apresentou baixa eficAcia no alivio da DN induzida por cis-
diaminodicloroplatina. Por outro lado, a duloxetina mostrou-se eficaz (em torno de 59%)
no manejo da DN em pacientes submetidos a quimioterapia com paclitaxel ou oxaliplatina
(SMITH et al., 2013). Em pacientes submetidos a quimioterapia com oxaliplatina, a
neurotoxicidade sensorial foi reduzida em torno de 39% nos pacientes que foram tratatos
com venlafaxina (DURAND et al., 2012).

Os antiepiléticos mais indicados para 0 manejo da DN sdo a gabapentina (andlogo do
acido y-aminobutirico-GABA) e a pregabalina. Os mecanismos de a¢do que contribuem
para os efeitos analgéesicos induzidos pelos dois farmacos sdo semelhantes, envolvendo a
interagio com a subunidade 028 dos canais para Ca®* voltagem dependentes, levando a
uma diminuigdo da liberagcdo de neurotransmissores excitatorios (PACHMAN et al.,
2011; COLLOCA et al., 2017; ZILLIOX, 2017). A afinidade da pregabalina pela
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2
subunidade 028 dos canais para Ca ' pré-sinépticos é superior quando comparada aquela
da gabapentina (ZILLIOX, 2017).

A gabapentina é eficaz no manejo de diversas sindromes que desencadeiam DN como
neuropatia diabética, infecgcdes por virus varicela-zoster e sindrome do membro fantasma
(WOLF et al., 2008). Em contrapartida, esse farmaco é ineficaz no manejo da NP em
pacientes submetidos a quimioterapia com taxanos, derivados da platina e alcaloides da
vinca, em um estudo de fase 11l desenvolvido por Rao et al. (2007). A pregabalina tem
aprovacao pela Food and Drug Administration para o alivio de quadros dolorosos
associados a condigdes como neuropatia diabética, infeccdes pelo virus varicela-zoster e
fibromialgia (PACHMAN et al., 2011). Esse farmaco alivia parcialmente a DN causada
pela oxaliplatina em pacientes com cancer gastrointestinal (SAIF et al., 2010).

Os analgésicos de uso tépico como a lidocaina 5% e a capsaicina 8% sdo utilizados como
segunda alternativa durante o manejo da DN decorrente de algumas causas especificas
como infeccOes pelo virus varicela-zoster. A lidocaina bloqueia canais para Na,
diminuindo a hiperexcitabilidade das fibras nociceptivas (COLLOCA et al., 2017;
ZILLIOX, 2017). A capsaicina induz dessensibilizagéo das fibras nociceptivas por meio
da inativagdo de canais TRPV1 (COLLOCA et al., 2017). Demant et al. (2015)
demonstraram que a lidocaina 5% é eficaz no tratamento de pacientes com DN causada
por infeccdes pelo virus varicela-zoster. A capsaicina também € indicada para 0 manejo
da DN em pacientes com infec¢do pelo virus varicela-zoster e neuropatia causada pela
infeccdo pelo HIV (MOU et al.,, 2013). Estudos pré-clinicos demonstram que a
administragdo sistémica de lidocaina ou mexiletina (substancia semelhante
estruturalmente com a lidocaina) reduz a sensibilizacdo induzida pela vincristina
(KAMEI et al., 2006) e oxaliplatina (EGASHIRA et al., 2010). No entanto, sdo
necessarios mais estudos clinicos que avaliem a utilidade desses farmacos para 0 manejo
da DNIQ.

O tramadol e o tapentadol sdo analgésicos opioides de baixa eficicia, podendo ser
considerados como a segunda alternativa para 0 manejo da DN por apresentarem melhor
perfil de seguranca quando comparados a analgésicos opioides de elevada eficicia. Esses
farmacos agem como agonistas de receptores p opioides e inibem a recaptacédo de serotonina
e norepinefrina, exercendo, dessa forma, seus efeitos analgésicos (MCCARBERG et al.,
2017; ZILLIOX, 2017).
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O uso de analgésicos opioides de alta eficacia, como morfina e oxicodona, ainda €
controverso, pois esses farmacos apresentam perfil de seguranca inferior, sendo
considerados como terceira alternativa no manejo da DN (COLLOCA et al., 2017;
MCCARBERG et al.,, 2017; ZILLIOX, 2017). Terapias prolongadas com esses
analgesicos podem gerar maior grau de dependéncia gimica e ocorréncia de efeitos
adversos como nauseas, vOmitos, constipacdo e sedacdo, que estdo associados a
descontinuacdo do tratamento (GILRON et al, 2015; MCCARBERG et al., 2017;
ZILLIOX, 2017).

A neurotoxina botulinica A também tem sido empregada como terceira alternativa, por
apresentar eficacia em pacientes com neuropatia periférica (COLLOCA et al., 2017). A
neurotoxina botulinica A demonstrou bons resultados em estudos com pacientes com DN
induzida por infeccdo pelo virus varicela-zoster e lesdes no nervo trigémeo
(SHACKLETON et al., 2016) e neuropatia diabética (LAKHAN et al., 2015). Por outro
lado, antiinflamatorios ndo esteroides (AINES) e analgésicos opioides de baixa eficacia,
como codeina, sdo pouco eficazes para o alivio dessa condi¢do dolorosa (COLLOCA et
al., 2017).

Vale ressaltar que quando sdo combinadas terapias analgésicas visando ao alivio da DN,
deve-se levar em consideracdo a dose de cada farmaco e a tolerabilidade de cada paciente
aos efeitos adversos (COLLOCA et al., 2017). A terapia analgésica combinada
geralmente ndo é recomendada durante 0 manejo da DNIQ, condicdo na qual deve ser
empregada a monoterapia, a fim de evitar reatividades cruzadas entre os farmacos e,
consequentemente, diminuicdo da efetividade da quimioterapia (SISIGNANO et al.,
2014).

A farmacoterapia atualmente disponivel visando ao alivio da DNIQ € limitada em termos
de farmacos disponiveis e da sua eficacia. Apesar do grande esfor¢o de pesquisadores
vinculados as academias e as industrias farmacéuticas, a aprovagdo de novos farmacos
pelas agéncias regulatorias tem diminuido nos dltimos anos (ASHBURN & THOR, 2004;
BASTOS & COELHO, 2013). O processo de descoberta de novos farmacos € geralmente
demorado (10-17 anos) e requer muitas etapas até alcancar a fase clinica propriamente
dita, sendo que durante essa fase do estudo a probabilidade de sucesso é inferior a 10%
(ASHBURN & THOR, 2004). O reposicionamento de farmacos é um processo que vem
ganhando forga e incentivo para contornar a produtividade decrescente das industrias

farmacéuticas, oferecendo uma possibilidade de redugéo do tempo, aumento na taxa de
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sucesso terapéutico e diminuicdo do custo envolvidos no desenvolvimento de novas
terapias. O reposicionamento consiste na identificacdo de novas indicacbes para
farmacos ja existentes (ASHBURN & THOR, 2004; BASTOS & COELHO, 2013). O
reposicionamento de farmacos tem se mostrado uma importante ferramenta para
identificacdo de novas terapias visando ao alivio de diversas condi¢bes dolorosas
(BASTOS & COELHO, 2013). Dessa forma, ha a expectativa de que o reposicionamento
de farmacos permita identificar novas terapias para a DNIQ.

1.9. Reposicionamento das vitaminas do complexo B para o alivio de condi¢Ges dolorosas

Diversos estudos pré-clinicos tém demonstrado a eficacia de farmacos, como minoxidil
(CHEN et al., 2017), nicorandil (MORAIS et al., 2018) e sirolimus (ZHANG et al.,
2018), em modelos animais de DNIQ. Entre os farmacos que ainda podem ser investigados
com o objetivo de identificar novas terapias para pacientes com DNIQ, estdo as vitaminas
do complexo B, em especial a tiamina, a nicotinamida e a riboflavina. Varios estudos
demonstraram a atividade dessas vitaminas em diferentes modelos de dor cronica e dor
aguda (GRANADOS-SOTO et al., 2004; BERTOLLO et al., 2006; MOALLEM et al.,
2008; KOPRUSZINSKI et al., 2012; YU et al., 2014; KOPRUSZINSKI et al., 2015;
MENEZES et al., 2017).

1.9.1. Tiamina

A tiamina, conhecida como vitamina B1, é um cofator para enzimas envolvidas no
metabolismo de diversos compostos. Essa vitamina é uma substancia hidrossoluvel,
sendo absorvida de forma passiva ou ativa no intestino delgado por meio de proteinas
transportadoras proprias. A estrutura quimica da tiamina [3-(4-amino-2-metil-5-
pirimidinil) metil-5-(2-hidroximetil)-4-cloreto de metiltiazélio] € caracterizada por uma
pirimidina substituida e um anel tiazol (Fig. 6) (COLLIE et al., 2017; MANZETTI et al.,
2014).
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Figura 6. Estrutura quimica da tiamina.

Apos ser absorvida, a tiamina é fosforilada em pirofosfato de tiamina, sendo esta a sua
forma ativa que participa do metabolismo de carboidratos, lipidios e aminoacidos. O
pirofosfato de tiamina é necessario como coenzima para 0s complexos enzimaticos
mitocondriais como o-cetoglutarato desidrogenase e piruvato desidrogenase,
participando, assim, da geracao de energia celular (SRIRAM et al., 2012; ABDOU et al.,
2015). A deficiéncia de tiamina pode ocasionar um comprometimento do metabolismo
oxidativo, levando a uma diminuicédo da sintese de ATP (ABDOU et al., 2015).

A deficiéncia de tiamina pode ter diversas causas como reducdo da absor¢do
gastrointestinal (processos cirurgicos), alcoolismo, neoplasias, obesidade e diabetes
mellitus, entre outras. Como consequéncia da deficiéncia de tiamina podem ocorrer
comprometimentos cardiovascular, neurolégico e imunolégico (MANZETTI etal., 2014;
ABDOU et al., 2015).

Além de desempenhar func@es bioldgicas essenciais, a tiamina vem sendo avaliada em
estudos que buscam identificar novas terapias para pacientes com processos patoldgicos
diversos, incluindo aqueles associados a condi¢Ges dolorosas. Diversos estudos
demonstraram a atividade antinociceptiva da tiamina em diferentes modelos
experimentais (Tabela 1). No entanto, ha poucas investigacdes a respeito da sua eficécia

em modelos de DN, principalmente em modelos de DNIQ.
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Tabela 1. Estudos que investigaram a atividade antinociceptiva da tiamina em modelos

experimentais.

Estudo Modelo  Dose (mg/Kg) e Possiveis Resultado

vias de mecanismos

Administragdo

Caram-Salas et al.,  SNL 75, 150, 300 e - Reducdo da alodinia

2006 600 s.c. mecanica

Moallem et al., CClI 50,100 e 120 Efeito

2008 i.p. - antinociceptivo

PQ - Efeito

antinociceptivo

Song et al., 2009 CGRD 66 i.p. Blogueio de canais Reducéo da

para Na* nos DRG hiperexcitabilidade

neuronal e

hiperalgesia térmica

Kopruszinski et al., CNI 180 s.c. - Reducéo da

2012 hiperalgesia
induzida pelo calor

Yuetal., 2013 SClI 331i.p. Reducéo da Reducéo da

ativacdo de células hiperalgesia térmica

gliais
Kopruszinski et al., CNI 180 s.c. Modulagéo dos Reducéo de
2015 receptores hiperalgesia

TRPV1 Térmica
Liu et al., 2016 SNL 30,60e1201i.p. - Reducéo da

hiperalgesia térmica
Menezesetal., 2017 CFA 150, 300 ou 600 Redugéo da Reducdo da alodinia
p.o. producdo de TNF-amecénica

e IL-6

Onk et al., 2018 Cisplatina 25 1.p. Reducdo da Reducdo da alodinia
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producéo de IL-18 mecéanica

CCI: constricdo crbnica do nervo isquiatico; CFA: adjuvante completo de Freund; CGRD: compressao dos
ganglios da raiz dorsal; CNI: constricdo do nervo infraorbitario; PQ: placa quente; SCII: lesdo de reperfusdo

isquémica medular; SNL.: Ligacdo dos nervos espinhais L5 e L6.

1.9.2. Riboflavina

A riboflavina, conhecida como vitamina Bz (Fig.7), é uma vitamina essencial que atua
como precursora de coenzimas como mononucleotideo de flavina (FMN) e dinucleotideo
de adenina e flavina (FAD), que participam de diversas reacdes de fosforilagdo oxidativa
(THAKUR et al., 2016; UDHAYABANU et al., 2017). Assim como a tiamina, a
riboflavina é uma substancia hidrossoltvel absorvida pelo intestino por meio de proteinas
transportadoras préoprias (THAKUR et al., 2016). FMN e FAD sao importantes para
sintese de diversas proteinas como a hemoglobina, a 6xido nitrico sintase, as enzimas do
citocromo P450 e as proteinas envolvidas nas transferéncias de elétrons e transporte de
oxigénio, alem de apresentarem atividade antioxidante (KENNEDY, 2016).

0
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Figura 7. Estrutura quimica da riboflavina.

A riboflavina é considerada um componente de grande importancia para producdo de
energia midrocondrial. O FMN atua no complexo | da cadeia transportadora de elétrons,
enquanto o FAD estd envolvido no complexo Il, também presente na mitocondria.
Defeitos nesses complexos podem levar a producdo de ROS que danificam o DNA de

diversas células como, por exemplo, os neurénios (UDHAYABANU et al., 2017).

A riboflavina esta presente em uma grande variedade de alimentos, como laticinios,
carnes, ovos e vegetais, sendo recomendado o consumo diario de 1,4 mg para uma pessoa

adulta. A deficiéncia dessa vitamina € muito comum por baixa ingestdo diaria, ocorrendo
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principalmente em paises em desenvolvimento e subdesenvolvidos, mas também pode

ser resultado de infeccdes, doenca hepatica e alcoolismo. Como consequéncia da

deficiéncia, podem ocorrer hiperemia, diminuicdo de hemoglobina, alteragdes

degenerativas no sistema nervoso, danos renais e edema de mucosas (THAKUR et al.,
2016; POWERS, 2003).

Alguns estudos tém demonstrado a atividade antinociceptiva da riboflavina em modelos

de dor aguda e de dor cronica (Tabela 2). Dessa forma, os resultados disponiveis também

justificam interesse em investigar a atividade da riboflavina em modelos de DNIQ.

Tabela 2. Estudos que investigaram a atividade antinociceptiva da riboflavina em

modelos experimentais.

Estudo

Modelo

Dose (mg/Kg) e

via de

administracéo

Possivel
mecanismo de

acao

Resultado

Granados-soto et Formalina 6,25-50; p.o. Liberacdo de Efeito antiniceptivo e
al., 2004 NO e abertura reducdo da
de canaisde  hiperalgesia térmica
Katp
Bertollo et al.,, Formalina 25,50 e 100; - Efeito antinociceptivo
2006 i.p.
Carragenina - Reducdo da alodinia
mecanica
PQ - Efeito antinociceptivo
Luca et al., PQ 100; p.o. - Efeito antinociceptivo
2015
Efeito antinociceptivo
IA/DV na dor visceral
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Menezes et al., CFA 150, 300 e 600 Reducéo da Reducdo da alodinid
2017 p.o. producdo de  mecanica
TNF-o e IL-6

CFA: adjuvante completo de Freund; IA/DV: injecdes de &cido acético para inducdo de dor visceral; PQ:

placa quente; SNL: ligacdo dos nervos espinhais L5 e L6.

1.9.3. Nicotinamida

A nicotinamida (Fig. 8) € um componente da vitamina Bs, sendo derivada da amida do
acido nicotinico. Essa vitamina é um doador de adenina dinucleotideo (NAD*) que age
como uma coenzima em diversos processos biogquimicos, principalmente na producéo de
ATP. A nicotinamida é encontrada em carnes e grdos, sendo recomendado a ingestao
diaria de 20 mg para um individuo adulto. A nicotinamida tem sido utilizada na prética
clinica por mais de 60 anos, inicialmente para prevencdo de pelagra, doenca caracterizada
por deméncia e dermatite (MAIESE et al., 2003; KNIP et al., 2000; LIN et al., 2001).

N
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O

Figura 8. Estrutura quimica da nicotinamida.

Essa vitamina, assim como a tiamina e a riboflavina, também apresenta atividades anti-
inflamatéria (MAHMOUD & MAHMOUD, 2016; GODIN et al., 2011), antinociceptiva
(GODIN et al., 2011) e neuroprotetora (BREWER & HADIN, 2004) em modelos
experimentais in vivo (Tabela 3). As atividades da nicotinamida em modelos de dor aguda
e cronica e inflamacdo, bem como as propostas de mecanismos de acdo para essa

vitamina, também justificam o interesse em avaliar a sua atividade em modelos de DNIQ.
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Tabela 3. Estudos que investigaram as atividades antinoceptiva e neuroprotetora da

nicotinamida.

Dose(mg/Kg) e Possivel mecanismo

Estudo Modelo via de de acéo Resultado
administracao
Brewer & LM/1Q 500; i.p. Diminuicdo da Efeito
Hardin, 2004 morte celular ap6s neuroprotetor
leséo
Godin et al., Formalina 1000; p.o. - Efeito
2011 antinociceptivo
PQ - Efeito
antinociceptivo
Carragenina - Reducéo da
alodinia mecénica

LM/1Q: lesdo medular por injecdo intraespinhal de acido quisqualico; PQ: placa quente.
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2. JUSTIFICATIVA

A DNIQ esta associada a grandes problemas sociais, emocionais e fisicos enfrentados
pelos pacientes submetidos a quimioterapia. A farmacoterapia disponivel apresenta
eficdcia reduzida e, muitas vezes, seguranca inadequada. O reposicionamento de
farmacos se tornou uma estratégia importante visando a identificacdo de novas terapias
da DN, uma vez que essa € uma alternativa mais rapida e menos dispendiosa do que o
desenvolvimento de novos farmacos. Estudos pré-clinicos e clinicos tém demonstrado as
atividades antinociceptivas das vitaminas do complexo B (tiamina, riboflavina e
nicotinamina), o que as torna objeto de investigacdo como a fim de obter o seu
reposicionamento para a prevencdo e/ou o alivio da DNIQ. A investigacao das atividades
dessas vitaminas em modelo experimental de DN induzida pelo paclitaxel, assim como
dos possiveis mecanismos envolvidos nessas atividades, pode contribuir para a
identificacdo de novas abordagens terapéuticas eficazes e seguras para 0 manejo de

pacientes com DNIQ.
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3. OBJETIVO

Avaliar as atividades das vitaminas do complexo B (riboflavina, tiamina e nicotinamina)
em um modelo experimental de DN induzida pelo paclitaxel, bem como 0s possiveis

mecanismos que medeiam essas atividades
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos (25 — 30 g). Os animais foram fornecidos
pelo Biotério da Faculdade de Farmacia da UFMG e mantidos em sala com temperatura
controlada de 27 £ 1 °C, correspondente a zona de termoneutralidade para roedores
(GORDON, 1990). Agua e racdo foram fornecidos ad libitum. Os animais foram
mantidos em um ciclo claro/escuro de 12 h, sendo acomodados em caixas de pléstico
(dimensodes 40 x 34 x 17 cm) forradas com maravalha. Durante a realizacdo de todos
protocolos, os animais foram manuseados de maneira cuidadosa, a fim de promover o
menor estresse comportamental possivel. Ao final dos experimentos, os animais foram
submetidos a eutanasia. Todos 0s experimentos foram realizados de acordo com as
recomendacdes para avaliagcdo de dor experimental em animais (ZIMMERMANN, 1983).
O projeto foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da UFMG (Protocolo
n°249/2017).

4.2. Drogas e reagentes

Carboximetilcelulose (CMC; Galena, Brasil) -Veiculo

Cloreto de sddio 0,9% (Equiplex, Brasil) - Veiculo

Cloridrato de cetamina (Unido Quimica, Brasil) - Anestésico.

Cloridrato de ciproheptadina (Sigma, EUA) - Antagonista serotoninérgico.
Cloridrato de naltrexona (Sigma, EUA) - Antagonista opioidérgico.
Cloridrato de xilazina (Unido Quimica, Brasil) - Coadjuvante de anestesia.
Fenobarbital (Sanofi Aventis, Brasil) - Farmaco depressor do SNC.
Glibenclamida (Sigma, EUA) - Bloqueador de canais Katp.

Nicotinamida (Sigma, EUA) - Vitamina B3

Paclitaxel (Sigma, EUA) - Farmaco antineoplasico

Pregabalina (Teuto, Brasil) - FArmaco anticonvulsivante

Riboflavina (Sigma, EUA) - Vitamina B>
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Tiamina (Sigma, EUA) - Vitamina B;
4.3. Preparo, doses e vias de administracdo das solucGes e suspensdes
4.3.1. Preparo da solugéo de paclitaxel

A solucdo de paclitaxel foi preparada em solucdo de cloreto de sodio 0,9% p/v injetavel
imediatamente antes de cada administracdo. O paclitaxel foi administrado por via
intraperitoneal (i.p.) em volume de 2 mL/Kg. A dose padronizada foi de 2 mg/Kg.dia,
administrada durante quatro dias.

4.3.2. Preparo das suspensdes de tiamina, riboflavina, nicotinamina e pregabalina

As suspensdes de tiamina, riboflavina, nicotinamina e pregabalina foram preparadas em
carboximetilcelulose (CMC) 0,5% p/v em solucdo de cloreto de sodio 0,9% plv,
imediatamente antes de cada administracdo. Todas as suspensdes foram administradas per
0s (p.o.) em volume de 8 mL/Kg. Foram utilizadas doses de 125, 250 e 500 mg/Kg de
riboflavina, 150, 300 e 600 mg/Kg de tiamina, 250, 500 e 1000 mg/Kg de nicotinamida,
e 30 mg/Kg de pregabalina.

4.3.3. Solucéo de fenobarbital

A solucdo de fenobarbital foi preparada pela diluicdo do medicamento em solugédo de
cloreto de sodio 0,9% p/v injetavel. A dose utilizada foi de 50 mg/Kg, p.o., em volume
de 8 mL/Kg. O fenobarbital foi utilizado como controle positivo no modelo de haste

girante e administrado 1 h antes da avaliacdo da coordenagdo motora.
4.3.4. Preparo das solugdes de naltrexona, ciproheptadina e glibenclamida

As solucdes de naltrexona, glibenclamida e ciproheptadina foram preparadas em solugédo
de cloreto de sodio 0,9% p/v injetavel imediatamente antes da administracdo. As doses de
naltrexona e ciproheptadina utilizadas foram de 5 e 10 mg/Kg. Esses antagonistas foram
administradospor via i.p. em volume de 2 mL/Kg. A glibenclamida foi administrada p.o.,

nas doses de 20 e 40 mg/Kg, em volume de 8 mL/Kg.
4.4. Modelo experimental de DN induzida pelo paclitaxel

Os camundongos receberam injecdes i.p. da solucéo de paclitaxel (2 mg/Kg) em salina.
Foram feitas quatro injecOes i.p. em dias alternados (dias 0, 2, 4 e 6). O grupo controle

foi submetido ao mesmo procedimento, porém com injecdes de salina estéril.
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4.5. Avaliacdo da alodinia mecanica

Para avaliacdo da alodinia mecanica no modelo experimental de DN induzida pelo
paclitaxel, os camundongos foram colocados em compartimentos de acrilico dispostos
sobre um suporte que possui como base uma tela metélica. Os animais foram ambientados
no aparato de realizagdo do teste por no minimo 60 min por dia durante dois dias antes
da realizacdo do experimento e por 20 min logo antes do inicio do experimento. A
alodinia mecanica foi avaliada por meio de um analgesimetro digital (Insight, Ribeirdo
Preto, Brasil) que consiste de um transdutor de pressdo manual adaptado a uma ponteira
de polietileno de 0,5 mm?, que mede o limiar para a retirada da pata, expresso em gramas.
O filamento foi aplicado sobre a superficie plantar da pata traseira direita com um
aumento gradual de presséo até que o animal retirasse a pata. O valor da pressao que induz
a retirada da pata é registrado automaticamente, em uma faixa de 0,1 a 1000 g, ou
aproximadamente 0,1 a 10 N. Foram feitas cinco medigdes, em intervalos de 20 s, sendo
0 maior e 0 menor valor eliminados e a resposta nociceptiva calculada como uma média
das trés valores restantes. Os animais foram testados antes e depois dos tratamentos. O
limiar basal para retirada de pata de cada animal foi determinado no dia do teste e a
divisdo dos grupos para posterior tratamento foi feita de forma que as massas corporais e
os limiares basais médios dos diferentes grupos experimentais fossem semelhantes. Para

cada grupo experimental, foram utilizados seis animais.

4.6. Avaliagéo dos efeitos induzidos pela tiamina, nicotinamida e riboflavina no modelo

de DN induzida pelo paclitaxel

Inicialmente, foi realizada a padronizacdo do modelo de DN induzida pelo paclitaxel,
sendo utilizados dois grupos: o controle, o qual recebeu salina e, 0 grupo que recebeu
paclitaxel. Foi feita a avaliacdo dos valores basais de retirada de pata dos animais. Em
seguida, foram feitas quatro administracdes i.p. de paclitaxel (2 mg/Kg) ou veiculo
(salina) em dias alternados (0, 2, 4 e 6 dias). A alodinia mecanica foi avaliada a cada dois
dias, durante 14 dias. A atividade das vitaminas tiamina, riboflavina e nicotinamina foi
avaliada ap6s o 7° dia de sensibilizagcdo com o quimioterapico. Os animais receberam p.o.
duas doses de tiamina (150, 300 e 600 mg/Kg), riboflavina (125, 250 e 500 mg/Kg) ou
nicotinamida (250, 500 e 1000 mg/Kg), com intervalo de 2 h (Fig. 9). Os animais também
foram tratados com pregabalina em dose Unica (30 mg/Kg, p.o). A alodinia mecanica foi
avaliada 1, 3, 5 e 7 h apds a primeira administracdo de cada vitamina ou de pregabalina.
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Figura 9. Escala temporal da avaliacdo do efeito induzido pelas vitaminas do complexo

B em modelo experimental de DN induzida pelo paclitaxel.

4.7. Avaliacdo dos efeitos induzidos pela tiamina, nicotinamida e riboflavina sobre a

coordenacdo motora

A coordenacdo motora foi avaliada na haste girante (VAZ et al., 1996). Os animais foram
treinados no aparato, a 14 rpm, durante dois dias antes do experimento, em duas sessdes
diarias, durante 2 min. A divisdo dos grupos para posterior tratamento foi feita de forma
que as medias dos tempos de permanéncia basais fossem semelhantes. No dia do
experimento, com exce¢do do controle positivo (fenobarbital 50 mg/Kg, dose Unica, p.o.),
os animais foram tratados por duas vezes, p.o., em volume 8 mL/Kg, em um intervalo de
2 h, com tiamina 600 mg/Kg, nicotinamida 1000 mg/Kg, riboflavina (500 mg/Kg) ou
CMC (controle negativo). Em seguida, o tempo de permanéncia de cada animal na haste
girante (14 rpm) foi determinado 1, 3, 5 e 7 h ap6s a primeira administracdo das vitaminas

ou do fenobarbital (Fig. 10). O tempo de corte foi de 2 min.
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Figura 10. Escala temporal da avaliagio do efeito induzido pela tiamina, nicotinamida e

riboflavina sobre a coordenagdo motora

4.8. Avaliacéo dos efeitos induzidos por naltrexona, glibenclamida e ciproheptadina sobre
a atividade das vitaminas do complexo B no modelo experimental de DN induzida pelo

paclitaxel

Com o objetivo de avaliar os possiveis mecanismos envolvidos na atividade
antinociceptiva das vitaminas do complexo B no modelo experimental de DN induzida
pelo paclitaxel, foram utilizados antagonistas opioidérgico (naltrexona) e serotoninérgico
(ciproheptadina) e um blogueador de canais Kate (glibenclamida). A naltrexona (5 e 10
mg/Kg, i.p.) e a ciproheptadina (5 e 10 mg/Kg, i.p.) foram administradas 15 min antes da
administracdo da tiamina (600 mg/Kg, p.0.), nicotinamida (1000 mg/Kg, p.0.) ou
riboflavina (500 mg/Kg, p.o.) (Fig.11), enquanto a glibenclamida foi administrada p.o.,
em volume 8 mL/Kg, 30 min antes da administracdo das vitaminas (Fig. 12). A alodinia

mecanica foi avaliada 1, 3, 5 e 7 h apds administracdo da primeira dose de cada vitamina.
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Figura 11. Escala temporal da avaliacdo do efeito induzido pelas vitaminas do complexo
B, apds tratamento prévio com naltrexona ou ciproheptadina, sobre a alodinia mecénica

induzida pelo paclitaxel.
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Figura 12. Escala temporal da avaliacdo do efeito induzido pelas vitaminas do complexo
B, apos tratamento prévio com glibenclamida, sobre a alodinia mecanica induzida pelo

paclitaxel.
4.9. Concentracbes de TNF-a e CXCL-1

As concentracfes de TNF-a ¢ CXCL-1 nos DRG (L3-L5) e no tdlamo foram
determinadas utilizando ensaio imunoenzimétio (ELISA), seguindo as instrucdes
fornecidas pelo fabricante (kits DuoSet, R&D Systems, Minneapolis, EUA). Para
investigar o efeito induzido pelas vitaminas sobre a producdo de TNF-a ¢ CXCL-1 no
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modelo experimental de DN induzida pelo paclitaxel, os animais foram tratados com
tiamina (600 mg/Kg, duas doses, p.0.), nicotinamida (1000 mg/Kg, duas doses, p.0.),
riboflavina (500 mg/Kg, duas doses, p.0.) ou veiculo (CMC, 0,5%) no 7° dia ap0s a
primeira injecdo de paclitaxel ou salina estéril (controle negativo). Os camundongos
foram submetidos a eutanasia 5 h apds a administracdo da primeira dose das vitaminas
do complexo B ou salina, sendo 0os DRG e o tAlamo removidos. Apos determinacdo das
massas, os tecidos foram homogeneizados em solucdo salina tamponada com fosfato
contendo Tween-20 (0,05%), fluoreto de fenilmetilsulfonil (0,1 mM), cloreto de
benzametoénio (0,1 mM), EDTA (10 mM), aprotinina A (2 mg/mL) e albumina de soro
bovino (0,5%), seguida de centrifugacéo (20.000 rpm) durante 15 min a4 °C. As amostras
de sobrenadante foram armazenadas a -70 °C até a anélise das concentracfes de TNF-a e
CXCL-1. Os resultados foram expressos em picogramas de citocinas por 100 mg do

material coletado.
4.10. Anélise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média. Os resultados foram
analisados usando analise de variancia de duas vias seguida pelo pos-teste de Bonferroni
(curso temporal da alodinia mecanica induzida pelo paclitaxel) ou analise de variancia de
uma via seguida pelo teste de Newman-Keuls (area sob a curva da alodinia mecanica
induzida pelo paclitaxel, coordenacdo motora e concentracdo de citocinas). p<0,05 foi

considerado significativo. A andlise estatistica foi realizada utilizando o GraphPrism 5.0.
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5. RESULTADOS
5.1. Padronizacdo do modelo experimental de DN induzida pelo paclitaxel

Inicialmente, foi realizada a padronizacdo do modelo experimental de DN induzida pelo
paclitaxel. A alodinia mecénica, avaliada por meio da determinacdo do limiar para
retirada da pata traseira direita do animal, foi medida a cada dois dias durante 14 dias
apos a primeira injecdo de paclitaxel (2 mg/Kg, i.p.). Observou-se que a alodinia
mecanica se estabeleceu dois dias ap6s a primeira administracdo de paclitaxel e se
manteve durante todo o periodo avaliado. Os valores basais do limiar nociceptivo eram
de aproximadamente 7,5 g e foram reduzidos para aproximadamente 3,2 g, oito dias apds
a primeira administracdo do paclitaxel. A alodinica mecanica induzida pelo paclitaxel
manteve-se por pelo menos 14 dias. Os animais do grupo controle (salina) ndo
apresentaram alteracdes significativas no limiar nociceptivo durante o periodo avaliado
(Fig. 13).

—-— Salina
—o— Paclitaxel

Limiar Nociceptivo (g)

o

0 2 4 6 8 10 12 14
Tempo (dias)

Figura 13. Curso temporal da alodinia mecénica induzida por repetidas administracdes
de paclitaxel. Paclitaxel (2 mg/Kg, dose cumulativa 8 mg/Kg, i.p.) ou salina (2 mL/Kg,
I.p.) foram administrados em quatro dias alternados. *** indica diferenca significativa em

relacdo ao grupo salina (p<0,001). n = 6.

5.2. Efeito induzido pela tiamina, nicotinamida e riboflavina sobre a alodinia mecénica

induzida pelo paclitaxel
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Tiamina (150, 300 e 600 mg/Kg), nicotinamida (250, 500 e 1000 mg/Kg) e riboflavina
(125, 250 e 500 mg/Kg) foram administradas p.o. no sétimo dia apds a primeira
administracdo de paclitaxel. Os animais receberam duas doses de cada vitamina no
intervalo de 2 h (0 e 2 h). Tiamina (150, 300 e 600 mg/kg; Fig. 14), nicotinamida (500 e
1000 mg/Kg; Fig. 15) e riboflavina (250 e 500 mg/Kg; Fig. 16) atenuaram a alodinia
mecanica induzida pelo paclitaxel quando comparadas com o grupo controle (CMC
0,5%). A maior dose de tiamina atenuou a alodinia mecéanica em todos os tempos
avaliados. A dose mais elevada de nicotinamida ou riboflavina atenuou a alodinia
mecanica as 3, 5 e 7 h. Todas as vitaminas induziram efeito antinociceptivo maximo na

52 h. CMC 0,5% ndo afetou a alodinia mecénica induzida pelo paclitaxel.
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Figura 14. Efeito induzido por duas administracdes de tiamina (150, 300 ou 600 mg/Kg,
p.0.) sobre a alodinia mecéanica induzida pelo paclitaxel. A representa o curso temporal e
B representa a area sob a curva. ** e *** indicam diferenca estatisticamente significativa

em relacédo ao grupo CMC 0,5% (p<0,01 e p<0,001, respectivamente). n=6.
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Figura 15. Efeito induzido por duas administragdes de nicotinamida (250, 500 ou 1000
mg/Kg, p.0.) sobre a alodinia mecénica induzida pelo paclitaxel. A representa o curso
temporal e B &rea sob a curva. ** e *** indicam diferenca estatisticamente significativa

em relacédo ao grupo CMC 0,5% (p<0,01 e p<0,001, respectivamente). n=6.
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Figura 16. Efeito induzido por duas administracdes de riboflavina (125, 250 ou 500
mg/Kg, p.o.) sobre a alodinia mecénica induzida pelo paclitaxel. A representa o curso
temporal e B area sob a curva. *, ** e *** indicam diferenca estatisticamente significativa

em relacdo ao grupo CMC 0,5% (p<0,5, p<0,01 e p<0,001, respectivamente). n=6.
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5.3. Efeito induzido pela tiamina, nicotinamida e riboflavina sobre a coordenacdo motora

Para investigar se o efeito antinociceptivo induzido pela tiamina, nicotinamida e
riboflavina néo é resultado de comprometimento da coordenagdo motora, foi avaliado o
efeito induzido pelas vitaminas do complexo B sobre o tempo de permanéncia dos
animais na haste girante. Tiamina (600 mg/Kg, p.0.), nicotinamida (1000 mg/Kg, p.0.) e
riboflavina (500 mg/Kg, p.o.) foram administrados duas vezes em um intervalo de 2 h.
Observamos que a coordenacdo motorados animais nao foi alterada nos tempos avaliados
(1, 3,5 e 7 h) apos a administracdo das vitaminas do complexo B. No entanto, dose Unica
de fenobarbital (50 mg/Kg, p.o.) reduziu significativamente o tempo de permanéncia dos

animais na haste girante (Fig. 17).

= T I 1 CMC 0,5%
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Figura 17. Efeito induzido por duas administraces de tiamina (600 mg/Kg, p.o.),
nicotinamida (1000 mg/Kg, p.o.), riboflavina (500 mg/kg, p.0.), uma administracdo de
fenobarbital (50 mg/Kg, p.o) ou veiculo (CMC 0,5%) sobre o tempo de permanéncia dos
camundongos na haste girante. ** e *** indicam diferencas significativas em relacdo ao

grupo CMC 0,5% (p<0,01 e p<0,001, respectivamente). n=6.
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5.4. Efeito induzido pela pregabalina, tiamina, nicotinamida e riboflavina sobre a alodinia

mecéanica induzida pelo paclitaxel

Em outro experimento, os efeitos induzidos pela tiamina (600 mg/Kg, p.0.), nicotinamida
(1000 mg/Kg, p.o.) e riboflavina (500 mg/Kg, p.o.) foram comparados com o efeito
induzido pela pregabalina (30 mg/Kg, p.o.) (Fig. 18) A pregabalina atenuou a alodinia
mecanica em todos os tempos avaliados, com pico de atividade antinociceptiva na 32 h.
Na 5% h de avaliacao, as vitaminas do complexo B apresentaram atividade antinociceptiva

similar a da pregabalina.
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Figura 18. Efeito induzido por duas administracfes de tiamina (600 mg/Kg, p.o.),
nicotinamida (1000 mg/Kg, p.o.) e riboflavina (500 mg/Kg, p.0.) ou uma administracdo
de pregabalina (30 mg/Kg, p.o.) sobre alodinia mecanica induzida pelo paclitaxel. A
representa o curso temporal e B representa a area sob a curva. *, ** e *** indicam
diferencas significativas em relacdo ao grupo CMC 0,5% (p<0,05, p<0,01 e p<0,001,

respectivamente). n=6.
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5.5. Efeitos induzidos pela naltrexona, ciproheptadina ou glibenclamida sobre a atividade

antinociceptiva da tiamina, nicotinamida e riboflavina

Para investigar mecanismos que medeiam a atividade antialodinica da tiamina,
nicotinamida e riboflavina, antagonistas opioidérgico (naltrexona) e serotoninérgico
(ciproheptadina) e um bloqueador de canais Katp (glibenclamida) foram utilizados.
Naltrexona e ciproheptadina foram administradas 15 min antes, enquanto glibenclamida
foi administrada 30 min antes da primeira administracdo das vitaminas do complexo B.
A alodinia mecanica foi induzida pelo paclitaxel, como descrito anteriormente, e avaliada
7 dias apds a primeira administracdo do quimioterapico. Tiamina (600 mg/Kg, p.o., duas
doses, 2 h de intervalo), nicotinamida (1000 mg/Kg, p.o., duas doses, 2 h de intervalo) e
riboflavina (500 mg/Kg, p.o., duas doses, 2 h de intervalo) reduziram a alodinia mecéanica
induzida pelo paclitaxel. A atividade antinociceptiva da tiamina foi parcialmente
atenuada pela administracdo prévia de naltrexona (10 mg/Kg, i.p.; Fig. 19) ou
glibenclamida (20 e 40 mg/Kg, p.o.; Fig. 20), mas ndo pela administracdo prévia de
ciproheptadina (5 e 10 mg/Kg, i.p.; Fig. 21). A atividade antinociceptiva da nicotinamida
foi atenuada pela administracdo prévia de glibenclamida (20 e 40 mg/Kg, p.o.; Fig. 23),
mas nao pela administracdo prévia de de naltrexona (5 e 10 mg/Kg, i.p.; Fig. 22) e
ciproheptadina (5 e 10 mg/Kg, i.p.; Fig. 24). A atividade antinociceptiva da riboflavina
também foi atenuada pela administracdo prévia de glibenclamida (40 mg/Kg, p.o.; Fig.
26) ou naltrexona (10 mg/Kg, i.p.; 25A), mas ndo pela administracdo prévia de
ciproheptadina (5 e 10 mg/Kg, i.p.; Fig. 27). Naltrexona (10 mg/Kg, i.p.), ciproheptadina
(10 mg/Kg, i.p.) ou glibenclamida (40 mg/Kg, p.0.) ndo alteraram a alodinia mecénica

induzida pelo paclitaxel.
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Figura 19. Efeito induzido por duas administragcdes de tiamina (600 mg/Kg, p.0.) sobre
a alodinia mecanica induzida pelo paclitaxel em animais previamente (15 min) tratados
com naltrexona (Nalt; 5 ou 10 mg/Kg, i.p.). A representa o curso temporal e B representa
a area sob a curva. ** e *** indicam diferencas significativas em relacdo grupo
salina/CMC (p<0,01 e p<0,001, respectivamente). * *# e *# indicam diferencas
significativas em relagdo ao grupo salina/tiamina (p<0,05, p<0,01 e p<0,001,

respectivamente). n= 6.
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Figura 20. Efeito induzido por duas administracdes de tiamina (600 mg/Kg, p.0.) sobre
a alodinia mecanica induzida pelo paclitaxel em animais previamente (30 min) tratados
com glibenclamida (Glib; 20 ou 40 mg/Kg, i.p.). A representa o curso temporal e B
representa a area sob a curva. *** indica diferenca significativa em relacdo ao grupo
salina/CMC (p<0,001). ** indica diferenca significativa em relagdo ao grupo
salina/iamina (p<0,001). n= 6.
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Figura 21. Efeito induzido por duas administragcdes de tiamina (600 mg/Kg, p.0.) sobre
a alodinia mecanica induzida pelo paclitaxel em animais previamente (15 min) tratados
com ciproheptadina (Cipro; 5 ou 10 mg/Kg, i.p.). A representa o curso temporal e B
representa a area sob a curva. *** indica diferenca significativa em relacdo ao grupo
salina/CMC (p<0,001). n=6.
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Figura 22. Efeito induzido por duas administrac6es de nicotinamida (1000 mg/Kg, p.0.)
sobre a alodinia mecénica induzida pelo paclitaxel em animais previamente (15 min)
tratados com naltrexona (Nalt; 5 ou 10 mg/Kg, i.p.). A representa o curso temporal e B
representa a area sob a curva. *** indica diferenca significativa em relagcdo ao grupo
salina/CMC (p<0,001). n=6.
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Figura 23. Efeito induzido por duas administrac6es de nicotinamida (1000 mg/Kg, p.0.)
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sobre a alodinia mecanica induzida pelo paclitaxel em animais previamente (30 min)
tratados com glibenclamida (Glib; 20 ou 40 mg/Kg, p.0.). A representa o curso temporal
e B representa a &rea sob a curva. ** e *** indicam diferencas significativas em relacéo
ao grupo salina/CMC (p<0,01 e p<0,001, respectivamente). # e *# indicam diferencas
significativas em relacdo ao grupo salina/nicotinamida (p<0,01 e p<0,001,

respectivamente). n= 6.

63



>

(S}
1

8
- : - Salina/CMC
\;'3 A —— Cipro 10/CMC
2 6- i —= Salina/Nicotinamida
g ———%—~=—4 o Cipro 5/Nicotinamida
g 57 —+— Cipro 10/Nicotinamida
pd
47 T
3 ;:§><§
E  3-
_|

2 T T T T T

0 1 3 5 7
Tempo apds tratamento (h)
B
201 .
1 Salins/CMC
E3 Cipro 10/CMC

S 15- . L. .
= Bl Salina/Nicotinamida
ot __ —_ Cipro 5/Nicotinamida
2 101 KX Cipro 10/Nicotinamida
(15}
o
<

Figura 24. Efeito induzido por duas administracGes de nicotinamida (1000 mg/Kg, p.0.)
sobre a alodinia mecénica induzida pelo paclitaxel em animais previamente (15 min)
tratados com ciproheptadina (Cipro; 5 ou 10 mg/Kg, i.p.). A representa o curso temporal
e B representa a area sob a curva. *** indica diferenca significativa em relacdo ao grupo
salina/CMC (p<0,001). n=6.
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Figura 25. Efeito induzido por duas administracdes de riboflavina (500 mg/Kg, p.0.)
sobre a alodinia mecénica induzida pelo paclitaxel em animais previamente (15 min)
tratados com naltrexona (Nalt; 5 ou 10 mg/Kg, i.p.). A representa o curso temporal e B
representa a area sob a curva. *** indica diferenca significativa em relagcdo ao grupo
salina/CMC (p<0,001). * indica diferenca significativa em relagdo ao grupo
salina/riboflavina (p<0,05). n=6.
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Figura 26. Efeito induzido por duas administracdes de riboflavina (500 mg/Kg, p.o.)
sobre a alodinia mecanica induzida pelo paclitaxel em animais previamente (30 min)
tratados com glibenclamida (Glib; 20 ou 40 mg/Kg, p.0.). A representa o curso temporal
e B representa a area sob a curva. *, ** e *** indicam diferencas significativas em relacao
ao grupo salina/CMC (p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente). # e # indicam
diferencas significativas em relacdo ao grupo salina/riboflavina (p<0,05 e p<0,01,

respectivamente). n=6.
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Figura 27. Efeito induzido por duas administracdes de riboflavina (500 mg/Kg, p.o.)
sobre a alodinia mecénica induzida pelo paclitaxel em animais previamente (15 min)
tratados com ciproheptadina (Cipro; 5 ou 10 mg/Kg, i.p.). A representa o curso temporal
e B representa a area sob a curva. ** e *** indicam diferencas significativas em relagédo

ao grupo salina/CMC (p<0,01 e p<0,001, respectivamente). n=6.
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5.6. Efeitos induzidos pela tiamina, nicotinamida e riboflavina sobre a producdo de
CXCL-1 e TNF-a nos DRG e talamo

As concentracdes de CXCL-1 (Fig. 28) e TNF-a (Fig. 29) nos DRG (L3-L5) e tdlamo
aumentaram sete dias apds a primeira administracdo de paclitaxel. Os efeitos induzidos
pela tiamina (600 mg/Kg, p.o., duas doses, 2 h de intervalo), nicotinamida (1000 mg/Kg,
p.o, duas doses, 2 h de intervalo) e riboflavina (500 mg/Kg, p.o, duas doses, 2 h de
intervalo) sobre as concentracfes de CXCL-1 e TNF-a foram avaliados na 5% h apés a
administracdo das vitaminas do complexo B. Tiamina, nicotinamida e riboflavina
reduziram significativamente as concentracdes de CXCL-1 (Fig. 28) e TNF-a (Fig. 29)
nos DRG e talamo.
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Figura 28. Efeito induzido por duas administracfes de tiamina (600 mg/Kg, p.o.),
nicotinamida (1000 mg/Kg, p.o.) ou riboflavina (500 mg/Kg, p.0.) sobre a producgéo de
CXCL-1 nos DRG (A) e tdlamo (B). ** e *** indicam diferencas significativas em
relagdo ao grupo salina/CMC (p<0,01 e p<0,001, respectivamente). * e *# indicam
diferencas significativas em relacdo ao grupo paclitaxel/CMC (p<0,01 e p<0,001,

respectivamente). n=6.
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Figura 29. Efeito induzido por duas administracfes de tiamina (600 mg/Kg, p.o.),
nicotinamida (1000 mg/Kg, p.o.) ou riboflavina (500 mg/Kg, p.0.) sobre a produgéo de
TNF-a nos DRG (A) e tdlamo (B). ** e *** indicam diferencas significativas em relacéo
ao grupo salina/CMC (p<0,01 e p<0,001, respectivamente). *# e *# indicam diferencas
significativas em relacdo ao grupo paclitaxel/CMC (p<0,01 e p<0,001, respectivamente).
n=6.
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6. DISCUSSAO

Os farmacos disponiveis para 0 manejo da DN apresentam baixa eficacia clinica, o que
representa uma dificuldade para o manejo dos pacientes que apresentam diferentes
condicBes patoldgicas que predispdem ao desenvolvimento desse tipo de dor (GILRON
et al., 2015; COLLOCA et al., 2017). Dessa forma, investigacdes pré-clinicas e clinicas
que tenham como objetivo identificar novas abordagens farmacoterapéuticas da DN, com

eficacia e seguranca adequadas, sdo de extrema importancia.

No presente estudo, investigamos as atividades de algumas vitaminas do complexo B
(tiamina, riboflavina e nicotinamida) em um modelo de DN induzida pelo quimioterapico
paclitaxel. Para isso foram realizadas administracdes repetidas de paclitaxel, de forma
semelhante aos protocolos descritos por outros autores (POLOMANO et al., 2001;
MORAIS et al., 2018). AdministracGes repetidas de paclitaxel induziram alodinia
mecanica de longa duracdo a partir do segundo dia apds a primeira administracdo. De
forma semelhante aos resultados obtidos por MORAIS et al. (2018), apds o sexto dia da
primeira administracdo de paclitaxel, ndo ocorreu grande variagdo da magnitude da
alodinia mecénica. Dessa forma, decidiu-se pela avaliacdo dos efeitos induzidos pelas
vitaminas do complexo B, bem como dos possiveis mecanimos de acdo envolvidos, no

sétimo dia apos a primeira administracdo de paclitaxel.

Embora diversos estudos pré-clinicos tenham demonstrado a atividade antinociceptiva da
tiamina, riboflavina e nicotinamida em modelos de dor aguda (GRANADOS-SOTO et
al., 2004; BERTOLLO et al., 2006; MOALLEM et al., 2008; GODIN et al., 2011) e dor
inflamatoria crénica (MENEZES et al., 2017), o presente estudo forneceu a primeira
demonstracdo de que essas vitaminas do complexo B também apresentam atividade em

um modelo de DN induzida pelo paclitaxel.

Foi demonstrado que a tiamina, nicotinamida e riboflavina aumentaram o limiar
nociceptivo dos animais sensibilizados pelo paclitaxel. As maiores doses de tiamina,
nicotinamida e riboflavina ndo alteraram a coordena¢do motora dos animais, como
aconteceu com o controle positivo fenorbabital. Assim, é improvavel que a inibi¢do do
comportamento nociceptivo induzido pelas vitaminas do complexo B seja resultado de

incoordenacdo motora ou efeito relaxante muscular.

Outros estudos também demonstraram que algumas vitaminas do complexo B, em

particular a tiamina, apresentam atividade antinociceptiva em diferentes modelos
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experimentais de DN nos quais a sensibilizacdo foi induzida por constricdo do nervo
infraorbital (KOPRUSZINSKI et al., 2012), ligadura de nervo espinal (SNL) (CARAM-
SALAS et al., 2006; LIU et al., 2016), constricdo do nervo isquiatico (MOALLEM et al.
2008) ou tratamento com cisplatina (ONK et al., 2018).

No presente estudo, também foi observado que as vitaminas do complexo B apresentam
atividade antinociceptiva similar aquela da pregabalina, um anticonvulsionante que é
empregado como primeira escolha para o tratamento de pacientes com DN. Liu et al.
(2016) demonstraram que a pregabalina e a tiamina, de forma isolada, apresentam
atividade antinociceptiva em um modelo de DN induzida pela ligagéo de nervo espinhal
em ratos. Nesse mesmo estudo, os autores também demonstraram que o tratamento
combinado com tiamina e pregabalina induz efeito de maior magnitude quando
comparado com o tratamento com os farmacos de forma isolada. Caram-Salas et al.
(2006), por sua vez, demonstraram maior atividade antinociceptiva induzida pela
associagdo de tiamina e dexametasona no modelo de alodinia mecénica induzida pela

ligacdo de nervo espinhal em ratos.

Estudos clinicos também demonstraram a eficdcia da associacdo de vitaminas do
complexo B com outros farmacos com acdo analgésica em condi¢cdes dolorosas
associadas a neuropatia diabética (STRACKE et al., 1996; ABBAS & SWAI, 1997;
MEDINA-SANTILLAN et al., 2004) ou decorrentes de procedimentos cirrgicos
(ALEMANNO et al., 2016). Por outro lado, a farmacoterapia com riboflavina alivia a
enxaqueca em 59% dos pacientes, mas esse efeito ndo é aumentado pela adicdo de
aspirina (SCHOENEN et al., 1994, SCHOENEN et al., 1998).

Varios mecanismos podem estar envolvidos no desenvolvimento e na manutencéo da DN
causada por um agente quimioterapico (SISIGNANO et al., 2014; CAROZZI et al.,
2015). Ha evidéncias de que a sensibilizagdo induzida pelo paclitaxel, que pode levar ao
relato de dor, esta associada a uma variedade de alteragdes, como aumento da producao
de mediadores inflamatorios por ativacdo de celulas gliais no corno dorsal da medula
espinhal, atividade alterada de canais i6nicos e aumento da producdo de ROS
(SISIGNANO et al., 2014; BOYETTE-DAVIS et al., 2015).

Dessa forma, foram investigados possiveis mecanismos que poderiam contribuir para a
atividade antinociceptiva das vitaminas do complexo B no modelo de DN induzida pelo

paclitaxel. A administracdo prévia de naltrexona atenuou parcialmente a atividade
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antialodinica da tiamina e da riboflavina, mas ndo da nicotinamida. Esses resultados
indicam que a ativacdo das vias opioidérgicas pode contribuir para a atividade
antinociceptiva da tiamina e da riboflavina. Reyes-Garcia et al. (2001) fizeram
observacao semelhante ao demonstrarem que a administracdo prévia de naloxona, outro
antagonista opioidérgico, atenua parcialmente a atividade antinociceptiva de uma
associacdo de vitaminas do complexo B, incluindo tiamina, em um modelo de dor
inflamatoria induzida por formaldeido. Entretanto, Granados-Soto et al. (2004)
demonstraram que a naloxona ndo atenua a atividade da riboflavina em um modelo
experimental de dor nociceptiva e inflamatdria induzida por formaldeido, indicando que
nesse modelo a atividade antinociceptiva da riboflavina provavelmente néo envolve a
ativacdo de vias opioidérgicas. Os resultados do presente estudo e de outros autores
indicam que a contribuicdo da ativacdo de mecanismos opioidérgicos para a atividade
antinociceptiva das vitaminas do complexo B varia de acordo com a vitamina avaliada e
com o modelo experimental utilizado. N&o esta claro se a tiamina e a riboflavina
interagem diretamente com receptores opioides ou estimulam a liberacdo de peptideos

opioides enddgenos, acbes que poderiam contribuir para sua atividade antinociceptiva.

Quando liberados, os peptideos opioides enddgenos (B-endorfina, encefalinas e
dinorfinas) interagem com receptores acoplados a proteina G transmembrana (receptores
mu, delta e kappa). Apds ativacdo do receptor opioide, ocorre inibicdo da enzima
adenilato ciclase e, consequentemente, reducdo da producdo intracelular de adenosil
monofosfato ciclico (AMPc), gerando fechamento dos canais para calcio voltagem
dependentes nas terminacdes pré-sinapticas, reduzindo a liberacéo de neurotransmissores.
A ativacdo de receptores opioides pos-sinapticos resulta na ativacdo de canais para K,
gerando efluxo desses ions e consequente hiperpolarizacao. Esses receptores, além de sua
distribuicdo pré-sinaptica, também sdo encontrados em interneurénios, que liberam
opioides enddgenos que interagem com 0s receptores opioides, principalmente receptor
mu, no corno dorsal da medula espinhal. Dessa forma, a liberacdo de peptideos opioides
enddgenos e, consequentemente, a estimulacdo dos receptores mu, inibe a transmisséo
sinaptica na medula espinhal e tronco cerebral, 0 que contribui para menor acesso da
informacdo nociceptiva ao talamo e cortex cerebral e, consequentemente, menor
experiéncia dolorosa (FORNASARI, 2017).

O papel da serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT) no processamento nociceptivo no

SNC ¢ bastante conhecido. A 5-HT, quando liberada por neurdnios que se projetam da
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substancia cinzenta periaquedutal e do ndcleo magno da rafe para a medula espinhal,
interage com receptores 5-HT3 (ionotrdpicos) e 5-HT2a (acoplados a fosfolipase C) em
interneurdnios inibitérios localizados no corno dorsal da medula espinhal. A ativacao
desses interneurdnios inibitorios resulta na inibicdo de neurdnios de segunda ordem no
corno dorsal e, consequentemente, do processamento nociceptivo. A 5-HT também pode
interagir com receptores 5-HT1a € 5-HT1g presentes nos neurdnios das camadas mais
externas do corno dorsal. A interacdo da 5-HT com esses receptores induz a abertura de
canais para K* e fechamento de canais para Ca?* por inibicio da adenilato ciclase, gerando
hiperpolarizacdo e, consequentemente, diminuicdo da transmissdo sinaptica (MILLAN,
2002; SOMMER, 2010). Entretanto, os resultados do presente estudo indicam que a
atividade antinociceptiva da tiamina, riboflavina e nicotinamida no modelo de DN
induzida pelo paclitaxel parece ndo estar relacionada com a ativacdo de vias
serotoninérgicas, pois a administracdo prévia de ciproheptadina, um antagonista

serotoninérgico nao seletivo, ndo atenuou a atividade dessas vitaminas.

Por outro lado, o efeito antinociceptivo induzido pela tiamina, riboflavina e nicotinamida
no modelo de DN induzida pelo paclitaxel foi atenuado pela administracdo prévia de
glibenclamida. Esses resultados indicam que o efeito antinociceptivo induzido por essas
vitaminas é mediado em parte pela ativacdo de canais Katp. Evidéncias crescentes tém
demonstrado a participagdo dos canais Katp N0 processamento nociceptivo
(SARANTOPOULOS et al., 2003; KAWANO et al., 2009; XIA et al., 2014; ZOGA et
al., 2010; ZHU et al., 2015). Os canais Katp sdo formados pela combinagdo de duas
proteinas: Kiré e SUR (receptor de sulfonilureia). Esses canais sdo inibidos por altas
concentracdes de ATP, que interage com as subunidades Kir6, e sdo ativados quando a
relacdo ADP/ATP aumenta, sendo que o ADP interage com as subunidades SUR
(NICOHLS, 2006). Os canais Katp S0 expressos em neurdnios sensoriais e tém papel
importante no processamento nociceptivo. Em modelos de DN induzida por CCl, ocorre
uma reducdo da expressédo de canais Katp, 0 que pode contribuir para a sensibilizagéo a
estimulos nocivos e ndo nocivos (SARANTOPOULOQS et al., 2003). Zoga et al. (2010)
também demonstraram que esses canais sao regulados negativamente nos DRG e em
células de Schwann apos ligadura de nervos espinhais, contribuindo, dessa forma, para a
sensibilizacdo que ocorre em modelos de DN. A inibi¢do dos canais Katp nos DRG leva
a despolarizacéo e, consequentemente, facilitacdo da neurotransmisséo na via nociceptiva
(KAWANO et al., 2009).
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Vérios estudos demonstraram o papel da ativacdo de canais Katep na atividade
antinociceptiva de diversos farmacos analgésicos como morfina (RODRIGUES &
DUARTE; 2000), dipirona (ALVES & DUARTE; 2002) e fentanila (RODRIGUES et
al., 2005). Granados-Soto et al. (2004) também demonstraram que a ativagdo de canais
Kate também contribui para a atividade antinociceptiva da riboflavina em um modelo
experimental de dor inflamatoria induzida por formaldeido. Foi demonstrado que a
nicotinamida interage com esses receptores, especificamente com a subunidade SUR2A,
que serve como uma subunidade reguladora dos canais Kate. Dessa forma, ocorre
ativacdo dessa subunidade, com posterior abertura dos canais Kate, gerando efluxo de K*
e hiperpolarizagdo (SUKHODUB et al., 2010; SUKHODUB et al., 2011). As
subunidades SUR2A sdo expressas nos DRG, desempenhando um papel importante na
excitabilidade neuronal e processamento nociceptivo em condi¢fes dolorosas diversas
(SUN & FENG, 2013; TSANTOULAS & MCMAHON, 2014).

A administracéo de paclitaxel aumentou as concentragdes dos mediadores inflamatérios
TNF-a ¢ CXCLI nos DRG e talamo. Por outro lado, o tratamento com tiamina,
nicotinamida ou riboflavina reduziu a concentracdo desses mediadores. Outros estudos
demonstraram que o paclitaxel induz aumento das concentra¢des plasmaticas de diversas
citocinas e quimiocinas inflamatorias, bem como o aumento da sua expressdo nos DRG,
0 que contribui para o desenvolvimento e a manutencdo da DN induzida por esse agente
quimioterapico (WANG et al., 2012; AL-MAZIDI et al., 2018). A producdo aumentada
desses mediadores inflamatérios, como TNF-a e IL-1pB, provavelmente esta associada a
infiltracdo de macrofagos nos DRG (SCHOLZ & WOOLF, 2007; ZHANG et al. 2016).
O talamo é o principal local de projecdo da via espinotalamica e esta envolvido no
processamento da informacdo nociceptiva antes da transmissao para o cortex cerebral
(AB AZIZ & AHMAD, 2006). O aumento das concentrac¢des de citocinas, como TNF-a
e IL-1B, no talamo também parece estar envolvido no desenvolvimento de diferentes
condigdes dolorosas, incluindo DN (APKARIAN et al., 2006; HESS et al, 2011; DEL-
REY et al., 2013). Esse aumento pode estar relacionado com maior ativacéo de células
microgliais no tdlamo, o que contribui para hiperexcitabilidade neuronal (ZHAO et al.,
2007; BANATI et al., 2001).

Tendo em vista que o paclitaxel acumula-se principalmente nos DRG (CAVALETTI et
al., 2000) e induz um aumento da expressédo e da concentracao de citocinas inflamatorias

(WANG et al., 2012) nessas estruturas, os resultados do presente estudo sugerem que 0s
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DRG séo importantes locais de acdo das vitaminas do complexo B, principalmente na
reducdo de mediadores inflamatérios como CXCL-1 e TNF-a. Embora outros estudos
tenham demonstrado que ocorre um aumento da concentragdo de mediadores
inflamatdrios no talamo induzido por lesbes de nervos (APKARIAN et al., 2006; ZHAO
et al., 2007; DEL-REY et al., 2013), ndo ha estudos que tenham demonstrado aumento
semelhante apds o tratamento com paclitaxel, bem como o acimulo do quimioterédpico
nessa estrutura apds administracdes repetidas. No presente estudo, foi demonstrado um
aumento das concentraces de CXCL-1 e TNF-a no talamo e sua redugio apos tratamento
com as vitaminas do complexo B. Assim, a inibicdo da producdo de citocinas
inflamatérias no tdlamo pode representar um mecanismo importante que medeia a

atividade antinociceptiva das vitaminas do complexo B avaliadas no presente estudo.

Menezes et al. (2017) demonstraram que o tratamento com riboflavina e tiamina reduz a
producéo das citocinas TNF-a e IL-6 em um modelo cronico de inflamagéo induzido por
adjuvante completo de Freund (CFA). O pirofosfato de tiamina, metabolito ativo da
tiamina, também inibe a producéo de IL-1B em um modelo de DN induzida por cisplatina
(ONK et al., 2018). Outros estudos demonstraram que a nicotinamida reduz a producao
in vitro e in vivo de varias citocinas inflamatérias como IL-1p, IL-6, IL-8 e TNF-o (PERO
et al., 1999; UNGERSTEDT et al. 2003). Dutra (2016) demonstrou que a nicotinamida
reduz as concentragfes de TNF-a no tecido da pata, no modelo de inflamagao induzida
pela injecdo intraplantar de CFA, e IL-1p ¢ CXCL-1 no tecido periarticular, no modelo
de inflamacdo induzida pela injecéo intrarticular de cristais de urato (MSU). O mesmo
estudo demonstrou que a nicotinamida também reduz o recrutamento de neutréfilos para
a cavidade articular e para o tecido periarticular nos modelos de inflamacéo induzida por
zimozano ou MSU, representando um mecanismo importante que pode contribuir para

atividade antinociceptiva da vitamina nesses modelos.

O efeito inibitorio induzido pela nicotinamida sobre a producéo de TNF-a pode estar
associado a reducgdo da transcricdo génica do NF-xB (PERO et al., 1999). A via de
sinalizacdo do NF-kB é importante para regulacdo da expressdao de muitos genes,
incluindo aqueles para citocinas inflamatérias como TNF-a e quimiocinas (SHIH et al.,
2015). O envolvimento do NF-«kB na indugdo da sensibilizagdo em diversos modelos de
dor, incluindo modelos de DN, é bem estabelecido (BETHEA et al., 1998; MA & BISBY,
1998). Ocorre um aumento da ativacdo dessa via de sinalizacdo nos DRG e na medula

espinhal em associacdo a sensibilizacdo observada em modelos de DN (MA & BISBY,
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1998; POLLOCK et al., 2005). Alguns farmacos, como a aspirina (YIN et al., 1998) e os
anti-inflamatorios esteroides (AUPHAN et al, 1995; SCHEINMAN et al., 1995), inibem
a ativacdo do NF-kB. Essa atividade, muito provavelmente, contribui para as atividades
analgesica e anti-inflamatoria desses farmacos e justifica o seu uso clinico no manejo de

quadros dolorosos que envolvem inflamacao.

As MAPKs sdo uma familia de serina/treonina cinases que consiste em trés membros
principais: a cinase regulada por sinal extracelular (ERK, incluindo ERK1/2), a p38 e a
c-Jun N terminal cinase (JNK) (JOHNSON & LAPADAT, 2002). ERK, p38 e JNK
representam componentes de trés diferentes cascatas de sinalizagcdo que transduzem
varios estimulos extracelulares em diversas respostas intracelulares, sendo associadas ao
desenvolvimento da hiperexcitabilidade neuronal de modelos nociceptivos, incluindo
aqueles de DN (JI et al., 2009). Essas proteinas regulam positivamente a sintese de
diversos mediadores inflamat6rios como TNF-a e também participam da ativagdo de
celulas gliais no corno dorsal da medula espinhal, contribuindo para a sensibilizagdo em
modelos de dor (JI & SUTER, 2007; JI et al., 2009). A riboflavina inibe a fosforilacdo da
p38, reduzindo liberacdo de citocinas inflamatérias como IL-6 (COBIANCHI, et al.
2008). A benfotiamina, um analago lipossoltvel da tiamina, inibe as vias de sinalizacdo
ERK1/2, INK e NF-kB, o que contribui para menor produgdo de TNF-a por células

microgliais estimuladas por endotoxina (BOZIC et al., 2015).

Outros estudos também indicaram possiveis mecanismos que podem contribuir para a
atividade antinociceptiva das vitaminas do complexo B. Song et al. (2009) demonstraram
que a tiamina reduz a hiperexcitabilidade neuronal induzida por compressdo dos DRG
por meio da diminuicdo das correntes de Na*, um efeito que pode contribuir para a
atividade antinociceptiva dessa vitamina nesse modelo de dor. Kopruszinski et al. (2015),
usando um modelo de DN induzida por constricdo do nervo infraorbital, demonstraram
que o tratamento com uma combinagéo de vitaminas do complexo B, incluindo a tiamina,
reduz a hiperalgesia térmica, possivelmente por modulacdo dos receptores TRPV1. O pré-
tratamento com N-nitro-L-arginina metil éster reduz a atividade antinociceptiva da
riboflavina em modelo de dor induzida por formaldeido (GRANADOS-SOTO et al.;
2004), o que indica que essa vitamina possivelmente induz seus efeitos antinociceptivos
por meio da liberagdo do Oxido nitrico. A nicotinamida inibe a producdo de PGE: e a
migracdo de leucdcitos em um modelo de pleurisia induzida por carragenina
(CUZZOCREA et al., 1999). Alguns estudos também tém demonstrado que alguns
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derivados da nicotinamida podem induzir efeito nociceptivo por bloquearem canais para
sodio voltagem-dependentes do tipo Nav 1.8 (KORT et al., 2010) e receptores TRPV1
(WESTAWAY et al., 2008).

Em concluséo, tiamina, nicotinamida e riboflavina exibem atividades antinociceptivas em
modelo de DN induzida pelo paclitaxel. Essa atividade parece ser mediada pela ativagao
de canais Katp € vias opioidérgicas, no caso da tiamina e riboflavina. As vitaminas do
complexo B avaliadas também reduzem a concentracdo de TNF-a ¢ CXCL-1 nos DRG e
talamo, o que também pode contribuir para a atividade antinociceptiva. Os resultados do
presente estudo indicam que tiamina, nicotinamida e riboflavina podem representar novas

alternativas no manejo farmacoldgico da DN.
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