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RESUMO

A neuralgia do trigémeo, caracterizada por uma dor orofacial breve e
recorrente, € desencadeada por estimulos sensoriais inGcuos e esta associada a uma
reducédo da qualidade de vida dos pacientes. Existem poucas opc¢des para o controle
da dor crbnica trigeminal, as quais apresentam inumeros efeitos adversos.
Recentemente, estudos tém reportado a eficacia dos mediadores lipidicos pro-
resolugdo no tratamento de dores inflamatérias e crbnicas. Tais substancias,
separadas em familias como as lipoxinas, protectinas, resolvinas e maresinas, sao
derivadas dos precursores dos acidos graxos essenciais e apresentam atividade dual:
anti-inflamatéria e pré-resolutiva. As primeiras evidéncias da participacdo dos
mediadores lipidicos na resolucdo da dor foram obtidas através da administracéao
intratecal, os quais foram capazes de atenuar a dor inflamatoria. Ademais, foi
reportada a diminuicdo dos niveis ou acdo destes lipideos em processos cronicos,
sugerindo seu envolvimento na cronificacdo da dor. As pesquisas abordando a
atividade da Resolvina D5 (RvD5) para a saude ainda estao em estagio inicial, porém,
esse mediador foi identificado como o0 mais abundante no exsudato de animais com
inflamacdo e em tecidos de pacientes portadores de psoriase. Além disso, foi
evidenciado uma diferenca na resposta entre fémeas e machos em um modelo de dor
neuropatica induzido por quimioterapico, diminuindo a hiperalgesia mecanica somente
em machos. Diante destas observacdes, o presente trabalho € a primeira
demonstracdo do papel analgésico da injecdo medular no subnicleo caudalis de
RvD5 em modelo de dor neuropatica trigeminal em ratos machos e fémeas, sendo
efetiva tanto na hiperalgesia térmica quanto mecanica, fornecendo um comparativo
entre esses parametros. Assim, indicando ndo somente um possivel tratamento para
essa condicao de dor cronica, mas também a susceptibilidade de ambos os sexos aos
efeitos da RvD5.
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ABSTRACT

Trigeminal neuralgia, characterized by a brief and recurring orofacial pain, is
triggered by innocuous sensory stimuli, and is associated with a reduction in the
patients' quality of life. There are few options for the control of chronic trigeminal pain,
which have numerous adverse effects. Recently, studies have reported the
effectiveness of pro-resolution lipid mediators in the treatment of inflammatory and
chronic pain. These substances, separated into families such as lipoxins, protectins,
resolvins and maresines, are derived from the precursors of essential fatty acids and
have dual, anti-inflammatory and pro-resolving activity. The first evidence of the
participation of lipid mediators in the resolution of pain were obtained through
intrathecal administration, which were able to mitigate inflammatory pain. In addition,
a decrease in the levels or action of these lipids in chronic processes have been
reported, suggesting their involvement in the chronicity of pain. Research addressing
the activity of Resolvin D5 (RvD5) for health is still at an early stage, however, this
mediator has been identified as the most abundant in the exudate of animals with
inflammation and in the tissues of patients with psoriasis. In addition, a difference in
response between females and males was evidenced in a chemotherapy-induced
neuropathic pain model, decreasing mechanical hyperalgesia only in males. In view of
these observations, the present work is the first demonstration of the analgesic role of
spinal cord injection in the subnucleus caudalis of RvD5 in a model of trigeminal
neuropathic pain in male and female rats, being effective in both thermal and
mechanical hyperalgesia, providing a comparison between these parameters. Thus, it
indicates not only a possible treatment for this chronic pain condition, but also the
susceptibility of both sexes to the effects of RvD5.

Keywords: trigeminal neuralgia, specialized pro-resolving mediators, Resolvin D5.
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1 INTRODUCAO

1.1 DOR CRONICA NEUROPATICA

Neurbnios somatossensoriais conectam tecidos periféricos com o sistema
nervoso central, ocupando uma posicdo importante na recepc¢éo, transducdo e
integracdo da informag&o. Porém, também apresentam potencial de sofrer mudangas
plasticas de longa duracdo, que podem ser benéficas no caso de evitar a estimulacao
fisica do tecido lesado, mas podem também produzir uma carga incapacitante para o
organismo (HUCHO e LEVINE, 2007). LesGes ou doencas do sistema nervoso
somatossensorial podem levar a transmissao alterada e desordenada de sinais
sensoriais para a medula espinhal e cérebro (COLLOCA e LUDMAN, 2017). Esse
processo de plasticidade é denominado sensibilizacdo periférica, quando as
terminagcBes nociceptivas no local da lesdo séo afetadas, levando a um aumento na
excitabilidade neuronal, o que pode manifestar-se clinicamente como uma resposta
aumentada a estimulos nocivos (hiperalgesia) (WOOLF e MA, 2007). Ja a
excitabilidade aumentada dos neurdnios espinhais que transmitem informacdes para
o cérebro é chamada de sensibilizacdo central, em que podemos identificar a
presenca de dor a estimulos que antes eram in6cuos, chamada de alodinia
(COLLOCA e LUDMAN, 2017), processo esse que desempenha um papel critico no
desenvolvimento e manutencdo da dor cronica (JI etal., 2019).

A dor crénica neuropatica é definida como dor persistente por mais de trés
meses, com participacdo de algum elemento de sensibilizacdo central. As causas
incluem doencas crbnicas, lesbes e doencas primarias que afetam o sistema
somatossensorial (CROFFORD, 2015). Trata-se de uma experiéncia complexa tanto
sensorial quanto emocional, que varia de acordo com o contexto e o significado da
dor e do estado psicologico da pessoa (BUSHNELL et al., 2013).

A prevaléncia da dor neuropética varia de 3% a 8% na populacao total, sendo
a incidéncia maior em mulheres com idade superior a 50 anos, porém, esses valores
podem ser ainda maiores, considerando que se trata de uma condicdo de dor sub-
diagnosticada e sub-tratada (GIAMBERARDINO et al.,, 2010; GUSTORFF et al.,

2010). Esse tipo de dor cronica esta associada a sofrimento, diminuicdo da qualidade



de vida e invalidez, transtornos como depressao, ansiedade e problemas de sono séo
mais prevalentes em pacientes com essa doenca (FREYNHAGEN et al., 2006).

A neuropatia periférica causa alteracdes na expressado e funcdo dos canais
ibnicos (calcio, potassio e principalmente sddio) nos nervos afetados de maneira que
as propriedades elétricas dos nervos sensoriais sdo modificadas, aumentando a
descarga de fibras aferentes, o que leva ao desequilibrio entre a sinalizacdo central
excitatéria e inibitéria (YANG et al., 2004). Isso porque a liberacdo concomitante de
aminodcidos excitatérios e neuropeptidios leva a alteragcbes poés-sinapticas nos
neurénios de segunda ordem. A liberacdo de acido aminobutirico (GABA) também é
alterada, afetando sua atividade inibitéria em interneurénios (GAGNON et al., 2014).
Assim, a transmissao de sinais sensoriais ao nivel dos neurbnios do corno dorsal da
medula espinhal € modificada, ascendendo a informacdo até o nucleo talamico que
as direciona para as estruturas cerebrais envolvidas (PATEL e DICKENSON, 2016).

O cortex somatossensorial, uma das regides cerebrais ativadas por estimulos
nocivos, é responsavel por interpretar as caracteristicas, localizacdo e intensidade da
dor, enquanto a regido pré-frontal e o sistema limbico interpretam as respostas
emocionais e motivacionais implicadas no contexto da dor (LEKNES e TRACEY,
2008). Além disso, a ativacdo do mesencéfalo e dos locais medulares pode exercer
controle bidirecional sobre a nocicepcdo, as chamadas vias descendentes
modulatérias da dor. Como exemplo, a substancia cinzenta periaquedutal recebe
informacdes dos centros superiores e é capaz de ativar efeitos analgésicos por
mecanismos opioidérgicos, enquanto a medula rostroventromedial € responsavel por
facilitar ou inibir as entradas nociceptivas por meio de vias noradrenérgicas e
serotoninérgicas (OSSIPOV et al., 2015).

As vias descendentes, principalmente via medula rostroventromedial, projeta-
se para os cornos dorsais espinhais e para o subnucleo caudalis do trigémeo
(HEINRICHER et al., 2009). Inclusive, com base nessas informagbes, Nones e
colaboradores (2017) avaliaram o papel das vias descendentes facilitatorias no
modelo de CION, sendo que estas medeiam a alodinia tatil e a dor espontanea,
enquanto que a hipersensibilidade ao calor ndo é dependente das vias descendentes.
Isso sugere que o CION induz a sensibilizacdo periférica precoce seguida pelo
desenvolvimento de sensibilizacdo central que medeia a dor espontanea e a

hipersensibilidade mecéanica.



7z

Em resumo, hipersensibilidade neuronal na dor neuropatica € resultado de
mudangas na funcéo e expressao de canais idnicos, além de mudancgas na fungdo de
neurénios de segunda ordem e em interneurénios inibitorios (COLLOCA e LUDMAN,
2017). Porém, a hipersensibilidade ndo é uma resposta puramente neuronal.
Evidéncias pré-clinicas indicam uma contribuicdo de células ndo neuronais nos
mecanismos que envolvem estados de dor neuropatica (TSUDA et al., 2013). Essas
células ndo neurais no local da leséo, os polimorfonucleares, e na medula espinhal,
como microglia e astrocitos, comecam a secretar diversos mediadores pro-
inflamatdrios que modulam a funcdo nociceptiva (CLARK et al., 2013). Assim, a dor
crbnica € mantida pela plasticidade sinaptica e aumento da responsividade neuronal
nas vias centrais da dor ap0s insultos dolorosos, impulsionada pela neuroinflamacéao

no sistema nervoso periférico e central (JI etal., 2019).

1.2 NEURALGIA DO TRIGEMEO

A neuralgia do trigémeo é caracterizada por uma dor orofacial unilateral breve e
recorrente, semelhante a um choque elétrico de inicio e término abruptos. A dor é
restrita a uma ou mais regides inervadas pelo trigémeo e pode ser desencadeada por
estimulos sensoriais inbcuos, como por exemplo falar, comer, pentear o cabelo e
escovar os dentes (MAARBJERG et al., 2017). A neuralgia do trigémeo é uma doenca
considerada rara, com prevaléncia variando de 0,0295% a 0,0768% na populacao
mundial (BANG et al.,, 2019; EL-TALLAWY et al., 2013). Uma revisdo sistematica
apontou uma predominancia do sexo feminino na incidéncia da neuralgia do trigémeo,
sendo a propor¢ao de 3:1 entre mulheres e homens. Os autores desta revisao
identificaram maior prevaléncia em mulheres com mais de 40 anos, geralmente
afetando os ramos maxilar e mandibular (DE TOLEDO et al., 2016).

Pacientes portadores da doenca apresentam uma reducdo acentuada na
gualidade de vida devido a natureza e severidade da dor. HA evidéncias de que a
neuralgia do trigémeo leva a alteracdes psicologicas que podem ser expressas em
tentativas de suicidio, por exemplo. Foi relatado que o sofrimento dos pacientes com
essa condicdo esta relacionado a atrasos no diagndstico, medo da recorréncia
repentina da dor, efeitos colaterais dos medicamentos e falta de apoio psicolégico
(MELEK et al., 2018).



A primeira linha de tratamento para a neuralgia do trigémeo séo os bloqueadores
de canais de sédio, como a carbamazepina e a oxcarbazepina, sendo eficazes em
cerca de 70% dos casos (CRUCCU et al., 2008; NURMIKKO e ELDRIDGE, 2001).
Porém, os efeitos colaterais que incluem sonoléncia, tontura, enjoo, rashs e tremores,
ndo permitem que a droga alcance a dosagem terapéutica, o que leva a uma grande
porcentagem de descontinuagdo do medicamento (CRUCCU et al., 2008; WIFFEN et
al., 2014). Devido a esses efeitos colaterais e caracteristicas farmacocinéticas da
carbamazepina, a eficacia de outros medicamentos para o tratamento da neuralgia do
trigémeo tem sido avaliada. Os agentes de segunda linha incluem o anticonvulsivante
lamotrigina e o relaxante muscular baclofeno. Anticonvulsivantes mais novos,
incluindo gabapentina, pregabalina e topiramato também foram testados em pacientes
com neuralgia do trigémeo. No entanto, as evidéncias que apoiam 0 uso desses
farmacos sdo escassas e a qualidade metodoldégica da maioria dos estudos €
relativamente baixa (ARAYA et al., 2019).

Os tecidos craniofaciais séo inervados quase que exclusivamente por ramos
sensoriais do trigémeo (aferentes V). Esses aferentes projetam-se através de seus
corpos celulares no ganglio para o tronco cerebral, onde realiza sinapses com
neurdnios de segunda ordem no complexo nuclear sensorial do tronco cerebral. O
subnucleo caudalis € um dos componentes desse complexo, apesar de possuir
caracteristicas morfoldégicas analogas as do corno dorsal espinhal. Os aferentes
trigeminais  ativados por estimulos nocivos terminam em  neurbnios
predominantemente localizados no subnucleo caudalis (CHICHORRO et al., 2017).

Inimeros mecanismos tém sido propostos para a dor na neuralgia do trigémeo.
No que se refere a neuralgia classica, que abrange 80-90% dos casos, a causa da
patologia é a compressao do nervo pela artéria cerebelar superior das raizes do nervo
trigémeo na ponte, resultando na desmielinizacdo das fibras nervosas, que entao
comecam a disparar ectopicamente, o que pode explicar a dor em paroxismos.
(ARAYA et al., 2019; GAMBETA et al., 2020). Além disso, um estudo que coletou
sangue venoso de pacientes com neuralgia do trigémeo encontrou concentracdes
aumentadas de IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF-a em comparacao com voluntarios saudaveis
(LIU etal., 2019).

Baseado no proposto por Vos et al. (1994), Chichorro e colaboradores (2006)

propuseram um modelo animal de dor orofacial crénica de origem neuropética como
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modelo de neuralgia do trigémeo, o qual reproduz caracteristicas dessa condicao,
inclusive hiperalgesia térmica e mecanica. Nesse modelo, é realizada a contricdo do

nervo infraorbital (CION) de ratos através de uma cirurgia.

1.3 MEDIADORES LIPIDICOS

A resolucdo da inflamacgéo, antes imaginada como um processo passivo, envolve
o recrutamento homeostatico de moléculas bioquimicas ativas que permitem que o
tecido inflamado retorne ao estado pré-inflamatorio. O processo de resolucdo €
rapidamente iniciado ap6s respostas agudas durante a inflamacdo, que ativam a
biossintese de mediadores lipidicos pré-resolucdo (SERHAN e CHIANG, 2008). Essas
moléculas compdem uma classe de potentes agonistas enddgenos de acdo dupla:
anti-inflamatoria e pro-resolutiva. A primeira familia de mediadores reconhecida com
essas propriedades foram as lipoxinas, geradas a partir do acido araquidénico,
derivado do Omega-6, seguido pelas protectinas, maresinas e resolvinas, derivadas
dos percursores dos Acidos graxos essenciais do Omega-3, o 4cido
eicosapentaenoico (EPA) e docosahezaenoico (DHA) (SERHAN, 2007; SERHAN et

al., 2009), como demonstrado na Figura 1.
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FIGURA 1 - SINTESE DE LIPIDEOS PRO-RESOLUTIVOS DERIVADOS DO OMEGA-6 E OMEGA-3
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NOTA: O Omega-6 € o percursor do &cido araquidénico, que durante a inflamacéo é responsavel pela
formacdo das lipoxinas A4 e B4. Ja os derivados do Omega-3 s&o o é&cido eicosapentaenocico (EPA)
gue é o percursor da série de Resolvinas E e o acido docosahezaenoico (DHA) percursor da série de
Resolvinas D, maresinas e protectinas. Esses mediadores compartilham propriedades anti-
inflamatdrias e pré-resolutivas, mas com ac¢des distintas no processo de resolucéo.
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Os mediadores lipidicos pré-resolucdo se ligam e ativam mudltiplos receptores
(polifarmacologia do ligante), enquanto a maioria dos receptores sao ativados por
multiplos ligantes (pleiotropia do receptor). Estudos demonstraram que as atividades
pro-resolucdo dos mediadores lipidicos ocorrem como resultado da ativagdo de um
ou mais de uma famiia de receptores acoplados a proteina G (GPCRs). Até o
momento, seis receptores principais foram identificados: FPR2/ALX, chemerinl, BLT1
e GPR37, e dois ainda classificados como receptores orfaos, GPR32 e GPR18.
Curiosamente, mais de 140 GPCRs ainda precisam ser emparelhados com seu ligante
enddgeno, indicando o potencial para a identificacdo de ainda outros receptores para

os lipideos pré-resolucdo (PARK et al., 2020).

1.3.1 Lipoxinas

Essas moléculas séo subdivididas em Lipoxina A4 e Lipoxina B4. Sua presenca
foi observada em mucosas, como o trato respiratério, gastrointestinal e cavidade oral.
Com atividade evidenciada na presenca de inflamacdo, mas também sendo
necessaria para garantir 0s mecanismos homeostaticos, ja que a mucosa €
continuamente exposta a micro-organismos (SVENSSON et al., 2007).

Em regifes de inflamacao, a lipoxina € produzida por neutréfilos pela interagao
celular com a mucosa e epitélio. Nessas condicdes, € capaz de reduzir a diapedese
de neutrofilos e o recrutamento em tecidos pela diminuicdo da producéo de citocinas
pro-inflamatérias (GRONERT et al., 1998).

1.3.2 Resolvinas

As resolvinas, assim denominadas por serem potentes reguladoras da
resolucdo da resposta inflamatoria, sdo derivadas do EPA e DHA com duas formas
estruturais, a série E (RVE) e série D (RvD), respectivamente (SERHAN e CHIANG,
2008). O primeiro composto bioativo derivado do EPA, denominado Resolvina E1
(RVEl), foi isolado de exsudato coletados de bolsas de ar dorsal de murinas
inflamadas, na fase de resolu¢cdo espontanea. Foi demonstrado que essa substancia
era capaz de reduzir a inflamacéo invivo e bloquear a migracao de polimorfonucleares

in vitro (SERHAN et al., 2000). A via de biossintese dessas moléculas envolve a



13

conversao do EPA por células endoteliais hipéxicas em um metabdlito (4cido 18R-
hidro (peroxi)-eicosapentendico (18R-HEPE) que é convertido em RVE1 e RVE2 por
neutrofilos polimorfonucleares ativados (SERHAN et al., 2000 e SERHAN et al.,
2002). Ademais, estudos mostraram que as enzimas do citocromo P450 microbianas
e de mamiferos também convertem EPA em RVE1l e RvE2 (SERHAN e CHIANG,
2008). Ja a conversdo do EPAem RvVE3 é mediada por eosindfilos (LEVY etal., 2001).

A série de Resolvinas D, composta por cinco mediadores enddégenos derivados
do DHA, foram identificadas no sangue, leucécitos e células gliais. Apresentam-se
como reguladores potentes da inflamacdo, reduzindo a infiltracdo de leucdcitos e
bloqueando a producéo de citocinas pelas células da glia (HONG et al., 2003). O DHA
esta concentrado em tecidos neurais, incluindo cérebro e retina, e € enriquecido em
leite humano, plasma e esperma, justamente onde suas propriedades fisicas regulam
a fluidez de membrana (CALDER, 2013). Porém, em condi¢cdes de inflamacéo, o DHA
€ convertido por neutrofilos polimorfonucleares e macréfagos M2 por acdo da
lipoxigenase-5 em Resolvinas da série D (SERHAN et al., 2002; WERZ et al., 2018).

1.3.3 Protectinas

O DHA enddégeno também pode ser convertido em protectinas pela
lipoxigenase. Os indutores da sintese dessas moléculas incluem neurotrofinas e
estresse oxidativo, de forma que as protectinas modulam as vias de sinalizacao
relacionadas com o equilbrio pré6 e anti-apoptético, direcionando para a
sobrevivéncia celular (MARCHESELLI etal.,, 2011).

A neuroprotectina D1 (NPD1), a mais estudada dos representantes dessa
classe, possui atividade que envolve uma potente imunomodulacdo e
neuroprotecdo. Sua nomenclatura € devido a atividade protetora do sistema
nervoso central, por exemplo, limitando a lesdo cerebral por acidente vascular
cerebral (AVC) (MARCHESELLI et al., 2003; SERHAN et al., 2006). Recentemente,
estudos demonstraram a presenca de receptores especificos para NPD1 na retina,

também exercendo funcdo protetora (BAZAN et al., 2018).
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1.3.4 Maresinas

As maresinas (MaR) foram os ultimos mediadores lipidicos identificados e sao
divididos em MaR-1 e MaR-2. A biossintese dessas moléculas também envolve a
ativacao de macroéfagos e participam de parte das acdes benéficas do DHA pois
sdo responséveis pela homeostase dos tecidos, resolucdo da inflamacéo, além de
participar da defesa do hospedeiro (DALLI et al., 2013). A MaR 1 teve resultados
anti-inflamatérios e proé-resolutivos tanto in vivo como in vitro (SERHAN et al.,
2009), atuando na regeneracdo de tecidos e na resolugcdo da dor inflamatéria
(SERHAN et al., 2012).

1.4 MEDIADORES LIPIDICOS NA DOR INFLAMATORIA E CRONICA

Sabendo que a inflamacdo provoca dor que pode persistir, as primeiras
evidéncias da participacdo dos mediadores lipidicos na resolugdo da dor abordaram
as lipoxinas. Foi relatado que o receptor de lipoxina é expresso em astrécitos
espinhais e consequentemente a administracao intratecal de lipoxina atenuou a dor
induzida por inflamacdo. Ademais, na presenca das lipoxinas, a ativacao das
cascatas que desempenham um papel importante no processamento da dor
espinhal é atenuada (SVENSSON et al.,, 2007). Com essas observacdes, novas
percepcdes quanto aos mediadores pré-resolutivos estdo sendo estudadas, haja
visto que cada subtipo tem um alvo de acéo e efeito especffico.

Ja se comprovou o potencial efeito das resolvinas no tratamento da dor
inflamatéria, como por exemplo, as RVE1 e RvD1, que se apresentam capazes de
inibir a hiperalgesia térmica no modelo de dor inflamatdria induzida por carragenina.
Esse mesmo estudo evidenciou o papel das resolvinas de reduzir a dor inflamatéria
por meio de acdes centrais, visto que o pré-tratamento com RVEL intratecal foi
capaz de atenuar a dor na segunda fase do modelo de dor induzida por formalina,
a qual é mediada por mecanismos de sensibilizacdo central (XU et al.,, 2010). Em
adicdo, a RvE1l e RvD1 foram efetivas em prevenir a dor pés-cirargica em modelo
de dor induzida por incisdo na pata de ratos e camundongos. Nesse estudo foi
demonstrado que o tratamento com RvD1 em um periodo tardio (9° dia pés-

cirargico) apenas promoveu um alivio passageiro da dor (menos de 24 horas de
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analgesia), porém as resolvinas ndo interferiram na percep¢do normal da dor
(HUANG etal., 2011).

Quanto as maresinas e protectinas, notou-se que a MaR-1 bloqueia a atividade
do receptor de potencial transitorio vaniloide-1 (TRPV-1) em neurdnios e bloqueia a
corrente interna induzida por capsaicina, diminuindo a dor neuropatica inflamatéria
evocada por quimioterapia em camundongos (DALLI et al.,, 2013). J4 a NPD1
blogueia a transmissao sinaptica da medula espinhal mediada por TNF-a e também
inibe a corrente induzida por capsaicina em neurbnios ganglionares (PARK et al.,
2011). Adicionalmente, foi demonstrado que a MaR-1 reduziu a hiperalgesia
mecanica e térmica induzida por carragenina. Além disso, reduziu ativacdo de NF-
KB, producéo de IL-18 e TNF-a e a ativacdo de células da glia da medula espinhal
(FATTORI et al., 2019).

Apesar da atenuacao da inflamac&do aguda ser uma importante prevencdo para
o desenvolvimento da dor cronica, € necessario evidenciar que a dor crénica ndo é
apenas uma extensdo da dor aguda, mas sim o resultado de alteracdes no
processamento da dor, a chamada neuroplasticidade. Por isso, as terapias para o
tratamento da dor crénica devem envolver também os mecanismos de plasticidade,
tanto periférica quanto central (JI et al., 2011). Ademais, o potencial analgésico dos
lipideos pro-resolutivos esta associado, em partes, a capacidade dessas moléculas
de inibir a acdo dos canais TRP, como o TRPV1 e TRPA1, 0s quais possuem
importancia significativa na percepc¢éo dos estimulos e génese da dor inflamatoria e
cronica (XU et al., 2010).

A primeira abordagem relacionada a cronicidade da dor, revelou que doengas
inflamatdrias crénicas podem diminuir os niveis ou acdes dos mediadores lipidicos,
denotando um envolvimento dessas moléculas na cronificagdo da dor (MORRIS et
al., 2010). Assim, estudos tém reportado a eficacia desses mediadores no
tratamento da dor crénica. Por exemplo, o pré-tratamento com RvE1 foi capaz de
inibir a dor neuropatica induzida por leséo do nervo ciatico, além de reduzir a ativacado
da micréglia na medula espinhal, fator importante na génese da dor neuropética
(CHEN et al., 2019; XU et al., 2013).

Ainda nesse sentido, em um estudo envolvendo o modelo de artrite murina foi
demonstrado que a RvD1 reduz a dor e os danos aos tecidos, provando ser mais

potente do que os tratamentos com esteroides e analgésicos (LIMA-GARCIA et al.,
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2011). J& em um modelo de lesao de nervo, o tratamento preventivo com NPD1 foi
capaz de prevenir a alodinia mecanica em camundongos, enguanto o pés-tratamento
intratecal reduziu efetivamente a dor neuropatica estabelecida (MARCHESELLI et
al.,, 2011). Ademais, em um trabalho com modelo de dor cronica pds cirtrgica por
fratura Ossea, o tratamento com RvD5 se mostrou mais efetivo na reversdo da
hiperalgesia do que a RvD1, RvD3 e RvD4 (ZHANG etal., 2018).

1.5 RESOLVINA D5

Quanto a série de Resolvinas D, principalmente a RvD1 e RvD2 possuem seus
efeitos e mecanismos ja bastante estudados e conhecidos (SERHAN e CHIANG,
2008). No entanto, devido a baixa disponibilidade biolégica, as pesquisas sobre o
beneficio da RvD5 para a saude ainda estdo em estégio inicial. Muito recentemente,
em um estudo in vitro com células tratadas com LPS, foi identificado o mecanismo
de acdo anti-inflamatoria e pro-resolutiva dessa molécula. Sugere-se que a RvD5
regula negativamente a producdo de mediadores inflamatérios, tais como a
interleucina (IL-6) e a quimiocina CCLS5, por inibicdo da fosforilacdo de quinases de
sinalizacdo extracelular (ERK), sendo que esses efeitos inibitorios sdo modulados
por quinases ativadas por mitose (MAPK) e pelo fator de transcricdo NF-kB (LEVINE,
2019).

Estudos em modelos animais avaliaram a eficacia da administracdo exégena
de RvD5 na inflamacdo. A administracao intraperitoneal de RvD5 em camundongos
reduziu a colite intestinal, determinado pela capacidade da molécula em diminuir a
adesado de neutréfilos (GOBBETTI et al., 2017). Em outro estudo, a RvD5 em
associacao a RvD1 e NPD1, quando administrados juntamente com uma baixa dose
de antibiético foi capaz de reduzir os titulos bacterianos em peritonite induzida em
camundongos (CHIANG et al., 2012), sugerindo que as ac¢des antibacterianas foram
aprimoradas pela administracdo conjunta dos lipideos pro-resolutivos.

Além da administracdo exdgena, a analise do perfil endégeno é importante
para entender os efeitos da RvD5. O mesmo modelo de peritonite, avaliando animais
ndo tratados, identificou a RvD5 como o mediador lipidico mais abundante no
exsudato de animais com inflamacdo, determinando seu impacto em infec¢des na

contencdo de fagdcitos (CHIANG et al, 2012). Estudos com humanos utilizando
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fragmentos de pele e sangue periférico de pessoas com psoriase em comparacao a
pessoas saudaveis, revelou a presenca de RvD5 apenas nos tecidos das pessoas
com a doenca (SOROKIN etal., 2018).

Apesar dessas evidéncias, a patrticipagdo da RvD5 na dor cronica € pouco
investigada. Um possivel mecanismo de dimorfismo sexual dos receptores dessa
molécula foi observado em um estudo que avaliou o efeito da RvD5 em dor
neuropatica induzida por quimioterapico, no qual esse mediador foi eficaz em reduzir
a hiperalgesia mecéanica em camundongos machos, porém ndo produziu efeito em

camundongos fémeas (LUO etal., 2019).

1.6 JUSTIFICATIVA

As resolvinas sao moléculas promissoras e pouco estudadas, ndo somente
para dores inflamatorias, mas especialmente em dores orofaciais de origem
neuropética, ja que esses mediadores podem estar envolvidos na cronificacdo da dor
pela sua relacdo com as citocinas pro-inflamatorias. A neuralgia do trigémeo € uma
dor crénica grave e ainda nao totalmente compreendida que afeta, em sua maioria,
mulheres. Existem poucas opc¢des para o controle da dor associada a esta condicao,
as quais apresentam inimeros efeitos adversos. Portanto, nesse estudo foi avaliado
o efeito da RvD5 em ratos machos e fémeas em modelo de dor neuropatica trigeminal.
O desenvolvimento desse trabalho permitiu determinar o potencial analgésico da
RvD5 na dor neuropatica trigeminal e avaliar possiveis diferencas sexuais na resposta
a RvD5.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral desse trabalho foi avaliar a influéncia do mediador lipidico
RvD5 no comportamento nociceptivo em ratos machos e fémeas submetidos a cirurgia

de constricdo do nervo infraorbital como modelo de dor neuropatica trigeminal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Avaliar o efeito da administragéo sistémica de RvD5 na hiperalgesia térmica
e mecéanica em ratos machos e fémeas no modelo de dor neuropética
trigeminal;

o Investigar o efeito da RvD5 administrada no subnucleo caudalisdo trigémeo

na hiperalgesia térmica e mecanica em ratos machos e fémeas no modelo
de dor neuropética trigeminal.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar machos e fémeas, pesando entre 180-220 g,
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Parana (UFPR). Os
animais foram mantidos em uma sala com umidade e temperatura controladas (22 +
2°C), em um ciclo claro-escuro de 12 horas (7h/7h). Agua e comida foram fornecidas
avontade aos animais durante todos os experimentos. Os animais foram ambientados
no laboratorio por no minimo 48 horas antes do inicio dos experimentos. Os testes
foram realizados em salas silenciosas, com temperatura e umidade controladas,
durante a fase clara dos ciclos dos animais. Todos os protocolos utilizados nesse
estudo foram submetidos e aprovados & Comisséo de Etica para o Uso de Animais da
Universidade Federal do Parana (CEUA/BIO-UFPR) sob o protocolo n® #1118.

3.2 DROGAS E SOLUCOES

A drogas utilizadas foram:

1. Cloridrato de Quetamina (Quetamina® Vetnil - Louveira, SP, BR) - 80 mg/kg,
via i.p.

2. Cloridrato de Xilazina (Xilasin® Syntec - Santana de Parnaiba, SP, BR) - 10
mg/kg, via i.p.

3. Resolvina D5 (primeiramente diluida em etanol) tendo como veiculo solugéo
salina estéril 0,9% (Equiplex, Aparecidade Goiania, GO, BR) — nas concentracdes de 3
ng/200 pl e 10 ng/200 pl para injecdes via i.p e 3 ng/5 ul e 10 ng/5 pl para injecdo no
subnicleo caudalis.

3.3 MODELO DE DOR NEUROPATICA OROFACIAL

No modelo proposto por Chichorro e colaboradores (2006), os animais s&o
anestesiados com quetamina e xilasina (80 e 10 mg/kg, via intraperitoneal), com isso

é realizada a tricotomia da regido direita da face e assepsia do local com alcool iodado.
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Em seguida é feita uma incisdo na pele, abaixo do olho direito do animal, & 3 mm da
regido da insercdo das vibrissas; de modo que a porgao rostral do nervo infraorbital
figue exposta. O nervo infraorbital é entdo dissecado dos tecidos adjacentes,
realizando duas amarras frouxas, separadas aproximadamente 2 mm, com fio de seda
4.0 ao redor do feixe nervoso. Por fim, os tecidos sdo suturados com o mesmo fio
usado para as amarras e utiliza-se novamente o alcool iodado para assepsia. Os
animais SHAM passaram pelo mesmo procedimento com exce¢ao da amarra no nervo
infraorbital. Ap6s a cirurgia, os animais permanecem em observacdo até a

recuperacdo da anestesia.

3.4 AVALIACAO DA HIPERALGESIA TERMICA E MECANICA OROFACIAL

A fim de avaliar a hiperalgesia mecénica, foram utilizados os filamentos de Von
Frey como estimulo mecéanico. Antes de cada sessédo de teste ou pré-selecdo os
animais foram colocados individualmente em caixas de observacdo, por um periodo
de 2 horas para ambientacdo. Primeiramente, foi realizada uma pré-selecdo que
consiste na aplicagdo crescente de 8 filamentos de Von Frey (Semmes- Weinstein
monofilaments, Stoelting, USA: 0,04; 0,07; 0,16; 0,4; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0 gramas). Os
filamentos foram aplicados na face direita dos animais, préximo a regiao de insercéo
das vibrissas, sendo que cada filamento foi aplicado 3 vezes, com um intervalo de 3
segundos entre cada aplicacdo. O limiar de resposta desse teste foi considerado
guando o estimulo mecéanico do filamento evocou, por duas vezes, comportamentos
como retirada rapida da cabeca e reacdes de ataque/escape (CHICHORRO et al.,
2009). Nessa fase, foram selecionados o0s animais que nao apresentarem
comportamentos nociceptivos apés aplicacdo dos 8 filamentos, ou seja, 0os animais
que possuiram limiar basal de resposta a estimulacdo mecéanica igual ou superior a 8
g. Na sesséo teste, os animais passaram pelos mesmos procedimentos da pré-
selecdo, com a aplicacdo de 8 filamentos de Von Frey, em que foi observado a
presenca de hiperalgesia, isto €, quando o0s animais apresentarem uma reducao
significativa do limar basal de resposta a estimulagdo mecénica.

Japara aavaliacdo da hiperalgesiatérmica orofacial, os animais foram contidos
gentilmente pelo experimentador e em seguida foram posicionados a uma fonte de

calor radiante (~50°C), aproximadamente 1 centimetro de distancia da area de
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insercdo das vibrissas, conforme descrito por Chichorro e colaboradores (2009). Em
seguida, foi registrado o tempo de laténcia até que 0s animais realizassem
movimentos de esquiva com a cabeca na tentativa de fugir da fonte térmica ou
apresentassem movimentos rapidos e consecutivos com as vibrissas. O tempo de

corte para a exposicao ao calor foi de 20 segundos a fim de evitar danos teciduais.

3.5 ADMINISTRACAO DE DROGAS

A via de administracao intraperitoneal foi realizada pela contencéo do rato pelo
corpo. A agulha foi inserida no quadrante inferior direito do abdémen a um angulo
entre 30° e 45°, onde foi injetada a RvD5 ou veiculo em um volume de 200 pl.

Para a injecdo medular subaracnoide (i.e., subnicleo caudalis), primeiro foi
realizada uma tricotomia da pequena area de pele acima da regido cervical superior.
A injecédo foi realizada com os animais sob anestesia (halotano a 4%) e posicionados
dorsalmente. Uma agulha de tamanho 13 mm x 0,45 (26G x Y2) conectado a uma
seringa Hamilton de 25 pl por um cateter de polietileno, foi inserida abaixo do 0sso
occipital até 4 mm com uma pequena inclinacdo na direcédo craniana. Posteriormente,
a agulha foi introduzida por mais 2 mm para perfurar a membrana atlanto-occipital e
atingir o espaco subaracnéideo medular. Entdo, a RvD5 ou veiculo foi injetado em um

volume de 5 .

3.6 DESIGN EXPERIMENTAL

3.6.1 Experimento 1

Primeiramente, foi avaliada a administracéo intraperitoneal da RvD5 nas doses de
3 ng e 10 ng em fémeas e machos a fim de avaliar o seu efeito na hiperalgesia térmica
dos animais. Antes da realizacdo da cirurgia, o limiar de resposta dos animais ao
estimulo térmico foi avaliado, e entdo, foram divididos nos seguintes grupos para

ambos 0s sexos com um N=6:

A) SHAM + VEICULO
B) SHAM + RvD5 10 ng
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C) CION + VEICULO
D) CION + RvD5 3 ng
E) CION + RvD5 10 ng

No dia O foi realizada a inducdo do modelo de dor orofacial pela cirurgia de
constricao do nervo infraorbital, conforme a separacao dos grupos. O tratamento com
o veiculo ou RvD5 foi administrado nos dias 1, 3, 5 e 7, enquanto a hiperalgesia
térmica dos animais foi avaliada diariamente e 30 minutos apoés a inje¢cdo até o nono
dia pos cirargico, para que pudesse acompanhar o decurso temporal da acdo da
RvDS5.

FIGURA 2 - EXPERIMENTO 1: AVALIACAO DA HIPERALGESIA TERMICA E DO EFEITO
TRATAMENTO COM RVD5 INTRAPERITONEAL
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NOTA: Primeiramente, o limiar de resposta ao calor dos animais foi mensurado e no dia O foi realizada
a cirurgia de constricdo do nernvo infra orbital. O tratamento com RvD5 nas doses de 3 ng ou 10 ng (i.p.)
foi realizado nos dias 1, 3,5 e 7, enquanto a avaliagdo da hiperalgesia térmica ocorreu diariamente até
dia 9 pés cirdrgico.

3.6.2 EXPERIMENTO 2

O objetivo do Experimento 2 seria avaliar a hiperalgesia mecéanica dos animais
tratados com RvD5 intraperitoneal em ambos os sexos. Porém, como ndo foi
observado efeito na hiperalgesia térmica de machos e fémeas tratados com RvD5

intraperitoneal (vide resultados), esse experimento nao foi realizado.
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3.6.3 EXPERIMENTO 3

Os Experimento 3 consistiu no tratamento com a RvD5 no subnlcleo caudalis
em ratos machos e fémeas, seguido da avaliacdo da hiperalgesia mecéanica e térmica,
sendo a Ultima realizada conforme descrito anteriormente no experimento 1.

Para o protocolo da hiperalgesia mecéanica, a cirurgia de constricdo do nervo
infraorbital foi realizada no dia O e os animais foram tratados com RvD5 nas doses de
3 ng e 10 ng ou veiculo, nos dias 12, 14, 16 e 18 apds a cirurgia, juntamente com a
avaliacdo da hiperalgesia mecéanica. Ao fim do experimento, no vigésimo dia, foi
avaliada a hiperalgesia mecéanica dos animais (Figura 3).

Em cada dia do tratamento, a hiperalgesia tanto térmica quanto mecanica foi

avaliada antes e meia hora depois do tratamento.

FIGURA 3 - EXPERIMENTO 2: AVALIAGAO DA HIPERALGESIA MECANICA E EFEITO DO
TRATAMENTO COM RVD5 SUBARACNOIDEA
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NOTA: Primeiramente, o limiar de resposta dos animais foi mensurado e no dia O foi realizada a cirurgia
de constricdo do neno infraorbital. O tratamento com RvD5 nas doses de 3 ng ou 10 ng (no subndcleo
caudalis) foi realizado nos dias 12, 14,16 e 18, juntamente com a avaliacdo da hiperalgesia mecénica.
Por fim, no vigésimo dia pos cirlrgico os animais tiveram o limiar da hiperalgesia mecanica mensurado.
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Os grupos para a avaliagdo comportamental em ambos os sexos, com N=10,
foram:

A) SHAM + VEICULO
B) SHAM + RvD5 10 ng
C) CION + VEICULO
D) CION + RvD5 3 ng
E) CION + RvD5 10 ng

3.7 ANALISE ESTATISTICA

As diferencas entre 0s grupos nos testes de hiperalgesia térmica e mecanica
foram analisadas por andlise de variancia (ANOVA) de duas vias com medidas
repetidas, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni. Os dados da area sob a curva,
utilizados para comparacéo do efeito da inje¢do no subnucleo caudalis entre machos
e fémeas, foram analisados por ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de
Bonferroni.

Os resultados foram reportados como média + erro padrdo da média (EPM). As
diferengas entre os grupos foram consideradas significativas quando p< 0,05. O
software GraphPad Prism (GraphPad Prism Software, Inc., San Diego, CA) foi

utilizado para a analise estatistica.
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4 RESULTADOS

4.1 EFEITO DO TRATAMENTO SISTEMICO COM RVD5

Primeiramente, avaliamos o efeito do tratamento sistémico (i.p.) com RvD5 na
hiperalgesia térmica induzida por CION (Figura 4). A hiperalgesia térmica em fémeas
(gréfico A) se estendeu até o sétimo dia poés cirdrgico, porém nao pudemos observar
diferenca estatistica entre os animais CION tratados com RvD5 em ambas as doses
e veiculo. Da mesma forma, o tratamento sistémico com RvD5 na maior dose em
animais SHAM nédo alterou a laténcia para resposta ao estimulo térmico. Com esses
resultados em fémeas, foi avaliado o efeito da RvD5 na hiperalgesia térmica em
machos (grafico B), dessa vez utilizando apenas a maior dose da RvD5 (10 ng). A
hiperalgesia térmica desses animais se estendeu até o oitavo dia pos cirdrgico, porém
também ndo foi observado diferencas estatisticas entre os animais CION tratados com
RvD5 e veiculo.

Uma vez que ndo encontramos diferencas significativas na hiperalgesia térmica
de machos e fémeas tratados com a RvD5 sistemicamente, o protocolo da
administracdo intraperitoneal com a avaliacdo da hiperalgesia mecanica nado foi

realizado.
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FIGURA 4 —EFEITO DO TRATAMENTO SISTEMICO (I.P.) COM RVD5 NA HIPERALGESIA TERMICA
INDUZIDA POR CONSTRICAO DO NERVO INFRAORBITAL.
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NOTA: O limiar térmico basal dos animais foi avaliado e em seguida, foram submetidos a constricdo do
neno (CION) ou ao procedimento controle (SHAM). O tratamento com veiculo ou RvD5 (3 e 10 ng/200
pl) ocorreu nos dias 1, 3,5 e 7 apds a cirurgia, enquanto o limiar térmico foi avaliado diariamente até o
nono dia pés a cirurgia.

LEGENDA: A) Resultados obtidos em ratos fémeas. B) Resultados obtidos em ratos machos. Os dados
estdo representados como média + erro padrdo, onde p<0,05 * comparando com SHAM + eiculo, #
comparando com CION hiperalgésico + weiculo. ANOVA de duas vias seguido pelo teste post-hoc de
Bonferroni.
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42 EFEITO DO TRATAMENTO SUBARACNOIDEO COM RVD5 NA
HIPERALGESIA TERMICA

Com isso, 0 experimento seguinte foi a avaliacdo do efeito da RvD5 com a
injecdo medular subaracndide com o objetivo de atingir o subnucleo caudalis (Figura
5). Na avaliagdo da hiperalgesia térmica em fémeas (grafico A), podemos observar
gue a hiperalgesia induzida pela cirurgia se estendeu até o sétimo dia pos cirdrgico,
sendo que uma diferenca estatistica foi observada entre as fémeas CION tratadas
com Rvd5 10 ng e CION tratadas com veiculo no 5° dia pds cirlrgico, meia hora apos
a injecao que se estendeu até o sétimo dia apés o tratamento. As fémeas CION que
receberam a dose de RvD5 3 ng ndo apresentaram diferencas significativas de
comportamento quando comparadas com as fémeas CION tratadas com veiculo.

Ja a hiperalgesia térmica provocada pela cirurgia em machos (grafico B) se
estendeu até o oitavo dia poés cirdrgico. Os animais CION tratados com a maior dose
de RvD5 (10 ng) apresentaram diferencas significativas no tempo de laténcia para
resposta quando comparados aos animais CION tratados com veiculo, nos dias 2
(meia hora apdés a injecdo), 3, 5 (meia hora apds a injecdo), 6, 7 e 8. A dose de 3 ng
nao foi capaz de modificar a hiperalgesia térmica provocada pela cirurgia nos animais
machos. Nesse modelo, a inje¢do medular subaracnéide com RvD5 ndo alterou a
laténcia de resposta basal ao estimulo térmico em animais SHAM de ambos 0s sexos.
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FIGURA 5 - EFEITO DA INJEGAO MEDULAR SUBARACNOIDE COM RVD5 NA HIPERALGESIA
TERMICA INDUZIDA POR CONSTRICAO DO NERVO INFRAORBITAL
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NOTA: O limiar térmico basal dos animais foi avaliado e em seguida, foram submetidos a constricdo do
neno (CION) ou ao procedimento controle (SHAM). O tratamento com weiculo ou RWD5 (3 e 10 ng/5
W) ocorreu nos dias 1, 3, 5 e 7 ap6s a cirurgia, enquanto o limiar térmico foi avaliado diariamente e 30
minutos apds a injecdo até o nono dia pés a cirurgia.

LEGENDA: A) Resultados obtidos em ratos fémeas. B) Resultados obtidos em ratos machos. No
grafico, as medidas realizadas apds 30 minutos da injegao estéo evidenciadas com no eixo x como 30’
demarcadas dentro do espaco do dia da avaliagdo. Os dados estdo representados como média + erro
padréo, onde p<0,05 * comparando com SHAM + weiculo, # comparando com CION hiperalgésico +
veiculo. ANOVA de duas vias seguido pelo teste post-hoc de Bonferroni.
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43 EFETO DO TRATAMENTO SUBARACNOIDEO COM RVD5 NA
HIPERALGESIA MECANICA

Como a analgesia foi observada na avaliacdo da hiperalgesia térmica, o
proximo passo foi avaliar o efeito da RvD5 na hiperalgesia mecéanica induzida por
CION (Figura 6). Diferentemente da hiperalgesia térmica, o desenvolvimento da
hiperalgesia mecéanica pos CION é mais tardio, porém mais duradouro (CHICHORRO
et al., 2006). Portanto, a hiperalgesia mecéanica foi avaliada no 12° dia pés cirlrgico e
novamente no 21° dia pos cirdrgico, sendo que em ambos os dias ndo ha diferenca
no limiar mecanico dos animais CION veiculos e tratados com RvD5. A reducédo da
hiperalgesia foi observada nos dias 16 a 18, meia hora ap0s o tratamento nas fémeas
(grafico A) tratadas com RvD5 na dose de 10 ng, porém o0s animais tratados com a
dose de 3 ng ndo apresentaram diferenca significativa no limiar quando comparados
com os animais CION tratados com veiculo. J& os grupos de animais machos (gréafico
B) tratados com ambas as doses de RvD5 apresentaram uma reversdo da
hiperalgesia no periodo correspondente ao 12° dia, meia hora apés a injecao, até o
20° dia pés cirdrgico. E possivel afirmar que, assim como nos outros testes, a
administracdo de RvD5 foi incapaz de alterar o limiar mecanico dos animais SHAM,

tanto machos quanto fémeas.
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FIGURA 6: EFEITO DA INJECAO MEDULAR SUBARACNOIDEA COM RVD5 NA HIPERALGESIA
MECANICA INDUZIDA POR CONSTRICAO DO NERVO INFRAORBITAL.

>

101

C @ SHAM + VEICULO
s O SHAM + RvD5 10 ng
7]

2 </ CIlON + VEiCcULO
]

e ¥ CION+ RvD5 3 ng
©

p - CION+ RvD5 10 ng
o

s

E

—

Tempo (dias)
107 .

> €@ SHAM + VEICULO

s O SHAM + RvD5 10 ng
2]

2 </ CION + VEicULO

(2]

et ¥ CION+ RvD5 3 ng

©

P -0~ CION+ RvD5 10 ng
o

E

E

-

Tempo (dias)

NOTA: O limiar mecéanico basal dos animais foi avaliado e em seguida, foram submetidos a constricdo
do neno (CION) ou ao procedimento controle (SHAM). O tratamento com weiculo ou RvD5 (3 e 10 ng/5
W) ocorreu nos dias 12, 14, 16 e 18 apds a cirurgia, juntamente com a avaliagdo do limiar mecéanico
antes e 30 minutos apos a injecdo. Ao fim do experimento, no vigésimo dia pos-cirdrgico, foi realizada
a avaliacdo final do limiar mecanico.

LEGENDA: A) Resultados obtidos em ratos fémeas. B) Resultados obtidos em ratos machos. No
grafico, as medidas realizadas apds 30 minutos da injegao estéo evidenciadas com no eixo x como 30’
demarcadas dentro do espaco do dia da avaliacdo. Os dados estéo representados como média + erro
padrdao, onde p<0,05 * comparando com SHAM + eiculo, # comparando com CION hiperalgésico +
veiculo. ANOVA de duas vias seguido pelo teste post-hoc de Bonferroni.



31

4.3.1 Andalise da Area sob a Curva

Para efeito de comparacédo entre a diferenca dos resultados obtidos com a
injecdo de RvD5 subaracndidea entre machos e fémeas, realizamos a analise da area
sob a curva dos testes de hiperalgesia térmica e mecanica. Foram analisados para
essa comparac¢ao os dados de pos-tratamento dos animais CION tratados com veiculo
ou com RvD5 10 ng de ambos os sexos (Figura 7). Com esses dados, podemos
observar que as fémeas obtiveram uma reducdo mais significativa da hiperalgesia
térmica, enquanto os machos obtiveram maior reducdo da hiperalgesia mecéanica. Em
ambas as analises, as fémeas e machos CION tratados com veiculo ndo

apresentaram diferencas entre si.
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FIGURA 7: COMPARACAO DA AREA SOBRE A CURVA ENTRE OS RESULTADOS OBTIDOS NOS
PROTOCOLOS DE HIPERALGESIA TERMICA E MECANICA ENTRE FEMEAS E
MACHOS
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LEGENDA: A) Resultados obtidos na avaliacdo da hiperalgesia térmica entre animais CION tratados
com weiculo ou RWD5 10 ng/ 5 puL de ambos os sexos no periodo compreendido entre o primeiro dia
até o oitaw dia pos-cirargico, dados de pds tratamento. B) Resultados obtidos na avaliagdo da
hiperalgesia mecanica entre animais CION tratados com weiculo ou RvD5 10 ng/ 5 yuL de ambos os
sexos no periodo compreendido entre o 12° até o 18° dia pés-cirirgico, dados de pos-tratamento.
Primeiramente, com os dados em tabelas tipo coluna, foi obtido a area sobre a curva de cada animal,
entdo, dessa andlise é realizado ANOVA de uma via seguido pelo teste pos hoc de Bonferroni,
comparando a média de cada coluna com as médias das outras colunas. Os dados estao representados
como média * erro padrdo, onde p<0,05, onde * representa uma diferenca estatistica significativa
comparada com o CION-veiculo enquanto # representa diferenca estatistica entre machos e fémeas
tratados com RvD5.
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5 Discussao

Nossos resultados corroboram os achados encontrados na literatura acerca da
eficacia dos lipideos pro-resolutivos na dor crénica (DZHEN-ZHONG XU et al., 2008;
LUO et al.,, 2019; XU et al., 2013; ZHANG et al., 2018) em machos, porém pouco se
sabe sobre a atuagdo dos lipideos pro-resolugdo em fémeas.

Um estudo com modelo de injecdo de formalina intraplantar identificou uma
redugcdo do comportamento nociceptivo em camundongos machos tratados com uma
Unica dose de RvD5 10 ng intratecal na fase Il do teste de formalina; esse resultado
ndo foi observado em camundongos fémeas. Nesse mesmo estudo, em modelo
cronico de neuropatia induzida por quimioterapico, uma unica injecdo de RvD5 100 ng
intratecal reverteu a hiperalgesia em machos, mas ndo em fémeas (LUO etal., 2019).
Dois mecanismos sao propostos pelos autores desse trabalho. O primeiro envolve as
interacdes neuro-imunes, em que a regulacdo da dor pela micréglia espinhal ocorre
apenas em machos (SORGE et al.,, 2015), e o segundo trata-se do potencial das
resolvinas em bloquear receptores do tipo TRPV1 e TRPAL, visto que animais knock-
out para esses receptores nao respondem ao tratamento com RvD5 (LUO et al., 2019).

Apesar dos diversos estudos analisando as diferencas sexuais na percepgao
da dor (FILLINGIM et al., 2009; MOGIL, 2020; RILEY et al., 1998) os mecanismos
subjacentes ainda ndo séo claros, e parecem envolver varios fatores biolégicos. Além
disso, esse dimorfismo sexual pode variar entre diferentes linhagens de camundongos
e ratos, com relacéo ao estimulo nociceptivo ou medida avaliada (MOGIL, 2012).

Além das doses utilizadas, outra diferenca marcante entre os modelos é a
guantidade de administracGes da RvD5. Enquanto o estudo de Luo et al. (2019) utiliza
uma Uunica administracio com avaliagdo de 6 horas consecutivas, n0SSOS
experimentos utilizam um protocolo de tratamento de 4 dias e avaliacdo até 9 dias
apos o inicio do tratamento. Inclusive a reversdo da hiperalgesia nas fémeas é
observado em um periodo mais tardio de tratamento.

Quanto a administragdo de RvD5 intraperitoneal, podemos considerar algumas
hipoteses para a ndo eficacia. Em primeiro lugar, comparado com o0 encontrado na
literatura em modelo de lesdo de nervo com resultados em doses de 100 ng
intraperitoneal (LUO et al., 2019; XU et al.,, 2013), a dose de RvD5 administrada



34

sistemicamente é baixa para garantir uma reversao da hiperalgesia. Apesar da
existéncia de um estudo utilizando a administracdo intraperitoneal com resultados
expressivos em inflamacdo com doses ainda menores em camundongos, esse
protocolo utiliza um modelo de inflamacéo intestinal, sendo a injecdo intraperitoneal
considerada uma injecdo local, além da diferenca entre espécies utilizadas
(GOBBETTI et al.,, 2017). Associado a isso, temos a caracteristica lipidica desses
mediadores, que facilita a interacdo dessas moléculas com diversos tipos celulares,
de maneira que a administracdo sistémica atinge diversos alvos inespecificos para o
nosso modelo de dor cronica orofacial. Comisso, a biotransformacédo desses lipideos,
que resulta na formagdo de metabdlitos inativos pela desidrogenacdo (SERHAN et al.,
1995), também pode ser uma explicacdo para a nao efetividade dessas moléculas, ja
que as impedem de atingir altas concentracdes em sitios de processamento orofaciais
especifficos.

Nossos protocolos de injecdo intraperitoneal e a injecdo subaracnbidea no
caudalis utilizaram as mesmas doses de RvD5, de forma que, com a injecao sistémica,
aconcentracdo de resolvina que atinge o subnicleo caudalis € muito baixa comparada
com ainjecdo diretamente sobre a estrutura. Podemos concluir, entdo, que a injecao
de RvD5 diretamente no subnicleo caudalis € mais especifica que a injecao
intraperitoneal (sistémica) e, portanto, observamos resultados apenas com a injecao
subaracnodidea no caudalis e ndo com a injecdo intraperitoneal. Inclusive, a via
intratecal, regido estruturalmente analoga ao subnicleo caudalis, é a via de
administracdo de mediadores lipidicos de muitos estudos, principalmente daqueles
gue envolvem modelos de dor (LUO et al., 2019; XU et al., 2010; XU et al., 2013;
ZHANG et al., 2018).

Desse modo, com a injecdo medular de RvD5, foi possivel observar efeitos
analgésicos tanto na hiperalgesia térmica quanto mecanica em machos e fémeas na
maior dose de RvD5 administrada (10 ng). J& a dose de 3 ng apresentou resultados
significativos apenas na hiperalgesia mecanica em machos, 0 que sugere maior
sensibilidade desses animais ao tratamento. Com isso, a dose de 10 ng foi escolhida
para a analise da area sobre a curva dos testes de hiperalgesia térmica e mecanica,
permitindo um comparativo entre as respostas de ambos os sexos. Nessa analise,
enquanto as fémeas obtiveram maior eficacia no teste da hiperalgesia térmica, os

machos obtiveram na hiperalgesia mecéanica, o que pode ser explicado por diferentes
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mecanismos de processamento da dor entre o0s sexos. Ademais, a avaliacao
comportamental antes e meia hora apos a injecdo permitiu a observacdo do efeito
analgésico de uma administracdo de RvD5 que permaneceu por mais de 48 horas
apos a injecdo, sendo que nao foi identificado a presenca de tolerancia, e ainda, o
tratamento com RvD5 ndo foi capaz de alterar o limiar basal de animais SHAM em
ambos os sexos.

Outra observacdo que merece ser destacada é a eficacia maior da RvD5 na
avaliagéo da hiperalgesia mecéanica, visto que 0s animais apresentaram uma abolicdo
da hiperlagesia mecanica. Estudos ja demonstraram a eficacia da RvD5 no tratamento
de dores cronicas, sendo inclusive superior aos outros representantes da série D de
resolvinas (LUO et al., 2019; ZHANG et al., 2018). Porém, este € 0 primeiro estudo
que avaliou o efeito da RvD5 tanto na hiperalgesia térmica quanto mecanica,
fornecendo este comparativo.

Sendo assim, nossos resultados estdo de acordo com o que mostra o estudo
de Luo etal. (2019), em que ocorre a reversao da hiperalgesia mecanica induzida por
quimioterapico pelo tratamento intratecal com a RvD5. Porém, em contraste com o
nosso estudo e como discutido anteriormente, esse efeito sO foi observado em
machos. O fato de que machos e fémeas foram responsivos ao tratamento com RvD5
no modelo de dor neuropética trigeminal é de grande relevancia, considerando que
em humanos varias condi¢cdes dolorosas orofaciais acometem mais mulheres do que
homens (DE TOLEDO etal., 2016).

Estudos ja tém evidenciado a contribuicdo da citocina pré-inflamatéria IL-6 em
diversos modelos de dor, mais especificamente em dores neuropéticas, em que sua
dosagem sérica esta elevada em pacientes que sofrem desta condicdo (CLARK et al.,
2013). Ademais, foi demonstrado que uma administracao intratecal de IL-6 promove
hiperalgesia mecanica e térmica, enquanto o tratamento com anticorpo monoclonal
anti-IL-6 reverte essa condi¢do (ZHUO, 2016). Além disso, é importante mencionar
gue a administracdo de RvD5 é capaz de inibir a producao de IL-6 in vitro (CHUN et
al., 2020). Portanto, como perspectivas futuras, nosso objetivo é analisar os niveis da
citocina pro-inflamatéria IL-6 no subnlcleo caudalis no modelo de dor neuropatica

orofacial, bem como a influéncia do tratamento com RvD5 nesse parametro.
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6 CONCLUSAO

Como conclusédo, esse estudo € a primeira demonstracdo do papel analgésico
da RvD5 em modelo de dor neuropética trigeminal, e além de indicar que esse lipideo
pode representar uma potencial molécula terapéutica para o tratamento de dores
cronicas trigeminais, evidencia que machos e fémeas sédo susceptiveis ao efeito da
RvD5. Estudos adicionais sao necessarios para avaliar o potencial antinociceptivo da
RvD5 em outros modelos de dor orofacial, bem como para investigar os mecanismos
subjacentes a este efeito.
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