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RESUMO

O controle da dor aguda pds-operatéria (DAPO) é habitualmente obtido por analgésicos
opioides, os quais estdo associados a inumeros efeitos adversos, inclusive risco de adi¢cao e
dependéncia. Portanto, ha décadas tem-se buscado alternativas mais seguras para o controle
da dor. Nesse sentido, uma opcdo que vem sendo explorada, é o Cloridrato de Naltrexona
(NTX), um antagonista nao-seletivo de receptores opioides, que ao ser utilizado em doses
ultrabaixas (ULD), apresenta caracteristicas farmacodindmicas distintas e potencial
antinociceptivo. Assim, o objetivo geral desse estudo foi avaliar o efeito da NTX em doses
ultrabaixas (ULDN) em modelo de DAPO orofacial, bem como investigar possiveis
mecanismos de agao relacionados a esse efeito. Ratos Wistar submetidos a incisdao de
mucosa intraoral (modelo de DAPQO) foram tratados com NTX no dia 03 pés-cirugico, seguido
de avaliagao da hiperalgesia térmica (machos e fémeas) e mecéanica (machos) em intervalos
de 1 hora até a 42 hora. Nesse mesmo protocolo, em ratos machos foi avaliado o efeito da
associacao de NTX com uma dose subterapéutica de morfina. Para determinar o principal
sitio de acao da NTX, seu efeito antinociceptivo foi avaliado apdés administracdo na mucosa
oral, ganglio do trigémeo (GT) e subnucleo caudal do trigémeo (Vc). Em adicéo, o efeito da
NTX no GT e Vc foi avaliado em animais tratados previamente com um antagonista TRL4
(LPS-RS) nessas estruturas. No 3° dia pos-cirurgico, o GT de animais tratados com NTX foi
coletado para dosagem de IL-1B3, IL-6, TNF-a e Substancia P (SP), através de ELISA. O
efeito da NTX foi avaliado na hiperalgesia térmica e no aumento de TNF-a, IL-1B induzidos
por LPS. Por fim, foi avaliado o efeito da NTX na liberagdo de 6xido nitrico (NO) e niveis de
TNF-a, IL-1B8 e CXCL-2. em macrofagos RAW 264.7 estimulados com LPS. Os resultados
mostram que o tratamento com ULDN sistémica foi capaz de reduzir a hiperalgesia térmica e
mecanica por até 3 e 4 horas respectivamente em ratos machos, e reduziu a hiperalgesia
térmica em fémeas. A associagcdo de morfina e ULDN, em doses que ndo demonstraram
efeito per se, promoveram efeito anti-hiperalgésico até a 22 hora apds sua administragao. A
injecdo da ULDN no GT e Vc promoveu significativo efeito antinociceptivo, que foi prevenido
pelo bloqueio prévio do TLR4. Em ratos machos operados néo foi detectado alteragdo nos
niveis de mediadores inflamatérios (IL-1B, IL-6, TNF-a e SP) em amostras coletadas do GT
em relacdo ao controle. Contudo, ratos tratados com LPS na mucosa apresentaram
hiperalgesia térmica e aumento nos niveis de IL-1B no GT, os quais foram reduzidos por NTX.
Macrofagos estimulados com LPS apresentaram um aumento da liberagdo de NO e dos
niveis de IL-1B, CXCL-2 e TNF-a, os quais foram reduzidos (exceto TNF-a) pela exposicao a
NTX. Em conjunto, nossos resultados demonstram o potencial antinociceptivo da ULDN em
modelo de dor pdés-operatéria orofacial e sugerem que o bloqueio da via de sinalizagao
gerada pela ativagédo do TLR4 contribui para o seu efeito.

Palavras-chave: dor orofacial; hiperalgesia; receptor do tipo toll 4; incisao intraoral; opioide; LPS



ABSTRACT

The control of Acute Postoperative Orofacial Pain (APOP) is usually achieved by opioid
analgesics, which are associated with numerous adverse effects, including risk of addiction
and dependence. Therefore, safer alternatives for pain control have been sought for decades.
In this sense, an option that has been explored is Naltrexone Hydrochloride (NTX), a non-
selective opioid receptor antagonist, which, when used at ultra-low doses (ULD), presents
distinct pharmacodynamic characteristics and antinociceptive potential. Thus, the overall
objective of this study was to evaluate the effect of NXT at ultra-low doses (ULDN) in a model
of APOP, as well as to investigate possible mechanisms of action related to this effect. Wistar
rats submitted to intraoral mucosal incision (APOP model) were treated with NTX on
postoperative day 03, followed by evaluation of thermal (males and females) and mechanical
(males) hyperalgesia at 1-hour intervals until the 4th hour. In this same protocol, in male rats
the effect of the association of NTX with a subtherapeutic dose of morphine was evaluated. To
determine the main site of action of NTX, its antinociceptive effect was evaluated after
administration to the oral mucosa, trigeminal ganglion (TG) and trigeminal subnucleus
caudalis (Vc). In addition, the effect of NTX on the TG and Vc was evaluated in animals
previously treated with a TRL4 antagonist (LPS-RS) in these structures. On postoperative day
3, the TG of NTX-treated animals was collected for the dosage of IL-13, IL-6, TNF-a and
Substance P (SP) by ELISA. The effect of NTX was evaluated on thermal hyperalgesia and
LPS-induced increase in TNF-a, IL-1B3. Finally, the effect of NTX on nitric oxide (NO) release
and levels of TNF-a, IL-18 and CXCL-2 in LPS-stimulated RAW 264.7 macrophages was
evaluated. The results show that systemic ULDN treatment was able to reduce thermal and
mechanical hyperalgesia for up to 3 and 4 hours respectively in male rats, and reduced
thermal hyperalgesia in females. The association of morphine and ULDN, in doses that
showed no effect per se, promoted antinociceptive effect until the 2nd hour after
administration. Injection of ULDN in TG and Vc promoted significant antinociceptive effect,
which was prevented by prior TLR4 blockade. In operated male rats, no change in the levels
of inflammatory mediators (IL-18, IL-6, TNF-a and SP) was detected in samples collected from
TG compared to control. However, rats treated with LPS in the mucosa showed thermal
hyperalgesia and increased IL-13 levels in TG, which were reduced by NTX. LPS-stimulated
macrophages showed increased NO release and IL-13, CXCL-2, and TNF-a levels, which
were reduced (except TNF-a) by NTX exposure. Altogether, our results demonstrate the
antinociceptive potential of ULDN in a model of postoperative orofacial pain and suggest that
blocking the signaling pathway generated by TLR4 activation contributes to its effect.

Keywords: orofacial pain; hyperalgesia; toll-like receptor 4; intraoral incision; opioid; LPS
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1. INTRODUGAO

1.1 DORES OROFACIAIS

Variados sdo os fatores etiologicos capazes de deflagrar a Dor Orofacial
(DOF), basicamente sua origem advém de 3 categorias: dor musculoesquelética,
dor neurovascular e dor neuropatica. Importante salientar que inUmeros pacientes
apresentam comorbidades associadas a estas condigbes (ex. alteragdes
psicossociais e disturbios do sono) que podem resultar em amplificacdo da
sintomatologia dolorosa (BENDER,2018; CRANDAL,2018).

No esforco de normatizar diagnosticos entre profissionais clinicos e
pesquisadores que atuam no tratamento e estudo das DOFs, foi elaborado em 2020
a primeira Classificagao Internacional das Dores Orofaciais (sigla em inglés ICOP),
documento este que abrange de maneira Unica as principais dores que afetam a
regidao orofacial e critérios diagnosticos especificos que caracterizam tais doengas
(PIGG et al., 2021).

O ICOP é dividido didaticamente em 6 capitulos que versam sobre: 1) Dores
dentoalveolares e tecidos anatomicamente correlacionados a estruturas; 2) Dores
miofasciais; 3) Dores na articulagdo temporomandibular; 4) Dores neuropaticas que
afetam os nervos cranianos; 5) Dores de cabeca que se assemelham as cefaleias
primarias e 6) Dores idiopaticas (ICOP, 2020).

A regido craniofacial é ricamente inervada e evidencia-se com ampla
representacdo somatossensorial no sistema nervoso central (SNC), e dentre estas
inervagoes, o nervo trigémeo destaca-se com grande importancia (CHICHORRO et
al., 2017).

O nervo trigémeo (NT), também denominado como quinto (V) nervo craniano, &
considerado o principal nervo do primeiro arco braquial, assim como o0 mais
abrangente par craniano, sendo extensamente distribuido em regidao orofacial e
segmento cefalico (BATHLA & HEGDE, 2013).

Este nervo é formado anatomicamente por trés divisdes, a saber: oftalmico
(V1), maxilar (V2) e mandibular (V3), sendo os ramos V1 e V2 puramente sensoriais,
enquanto que o ramo V3 apresenta-se com fungao sensorial e motora (BATHLA &
HEGDE, 2013).
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Os principais ramos extra-cranianos das divisdes trigeminais V1, V2 e V3 estao
resumidos na Tabela 1 (BATHLA & HEGDE, 2013; SHANKLAND, 2000;
SHANKLAND, 2001%2¢),

NERVO OFTALMICO (SENSORIAL) NERVO MAXILAR (SENSORIAL) NERVO MANDIBULAR (MISTO)
- Frontal - Infraorbital RAMO SENSORIAL RAMO MOTOR
- Lacrimal - Zigomatico temporal - Meningeal - Massetérico
- Nasociliar - Zigomatico facial -Lingual - Temporal profundo
- Tentério - Esfenopalatino - Auriculo temporal - Pterigoideo medial
- Nasal externo - Nasopalatino - Alveolar inferior - Pterigoideo lateral
- Supraciliar - Palatino maior e menor - Bucal - Milohioideo
- Supratroclear - Alveolar superior posterior - Mentual - Tensor do timpano
- Infratroclear - Meningeal - Milo-hidideo - Tensor do véu palatino
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TABELA 1. Principais ramos nervosos que surgem da diviséo do nervo trigémeo, conforme nomenclatura da Nomina

Anatémica (COMISSAO DE NOMENCLATURA DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE ANATOMIA, 1987).

As aferéncias correspondentes a primeira divisdo (V1) inervam o corpo ciliar,
regiao de cornea e iris, a glandula lacrimal e conjuntiva, mucosa da cavidade nasal,
os seios esfenoidais e frontal, regido de pele da sobrancelha, palpebras, fronte e
nariz, além de regides do tentdrio cerebelar e dura-mater (SHANKLAND, 2001?).

Ja, os ramos da divisao maxilar (V2) séo responsaveis pela inervagao sensorial
que compreende todas as estruturas dentro e ao redor do osso maxilar, tergco médio
da face, regiao de palpebra inferior, regido lateral da asa do nariz e labio superior,
membrana mucosa da nasofaringe, seio maxilar, palato mole, tonsila palatina, regiao
gengival maxilar, assim como dentes da arcada superior (SHANKLAND, 2001°).

E por fim, a terceira divisdo do nervo trigémeo (V3) é responsavel pela
inervagao sensorial de todos os dentes e gengiva da mandibula, regido da pele do
musculo temporal, terco inferior da face, parte anterior da orelha, labio inferior,
musculos pertencentes ao primeiro arco branquial, 2/3 anteriores da lingua,
assoalho da boca, além de inervagdo motora dos musculos masseter, temporal,
pterigoideo lateral, pterigoideo medial, tensor do véu palatino, tensor do timpano,
milo-hioideo e musculo digastrico em seu ventre anterior (SHANKLAND, 2001°).

Desta maneira, informagdes sensoriais nociceptivas provenientes de porcoes
anteriores da cabecga, que abrangem trajetos V1, V2 e V3 (acima detalhadas),

nervos occipitais e ramos de raizes cervicais altas, sdo capazes de ativar o



complexo sensorial do nervo trigémeo, e por mecanismos de convergéncia, geram
sintomatologia dolorosa em regido de territério cervical para ramos do nervo
trigémeo e vice-versa (PIOVESAN et al., 2003).

Vale ressaltar que as fibras que compdem os ramos do trigémeo podem
classificar-se como: 1) fibras A-beta (muito mielinizadas, amplo didmetro e baixo
limiar de ativagéo); 2) fibras A-delta (pouco mielinizadas e com didmetro considerado
médio) e 3) fibras do tipo C (amielinizadas, pequeno diametro e baixa velocidade de
condugéao) (CHICHORRO et al., 2017).

Dentre as estruturas anatdbmicas que se destacam no processamento de
estimulos nociceptivos, esta o complexo de nucleos somatossensoriais, localizados
no sistema nervoso central (SNC) na altura da ponte, denominados de nucleo
sensorial principal (NSP) e nucleo do trato espinal (NTE) (CHICHORRO et al., 2017;
SHINODA et al., 2019).

Com base em suas diferencas funcionais e de citoarquitetura, o NTE é
subdividido em trés subnucleos trigeminais: oral (Vo), interpolar (Vi) e caudal (Vc)
(CHICHORRO et al., 2017), representados no ESQUEMA 1.

FONTE: O autor (2022).

ESQUEMA 1. Vias somatossensoriais da regido orofacial. No ganglio do trigémeo (GT) encontram-se 0s corpos
celulares dos aferentes primarios do nervo trigémeo, os quais farao conexao com os neurdnios de segunda ordem
no nucleo do complexo sensorial no SNC. Esse complexo é composto pelo nicleo sensorial principal e nicleo do
trato espinal, o qual subdivide-se em: Oral (Vo), Interpolar (Vi) e Caudal (Vc). A partir desses subnucleos,
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principalmente o Vc, os neurbnios projetam-se para o talamo e em seguida para diversas areas cerebrais
superiores envolvidas nos aspectos sensoriais (ex. cortex somatossensorial) e afetivo-motivacionais (ex. cortex
pré-frontal, cortex cingulado anterior) da dor.

O Vc apresenta muitas caracteristicas fisiologicas e morfolégicas analogas ao
corno dorsal da medula espinhal, e junto com o Vi recebem aferéncias nociceptivas
trigémino-cervicais que se projetam aos neurdnios de terceira ordem, no talamo,
através do trato trigéminotalamico ventral, e posteriormente ao cértex cerebral, local
do processamento final da dor. Importante salientar que o cértex somatossensorial
esta relacionado aos aspectos sensoriais da dor, ao passo que o cortex pré-frontal e
cortex cingulado anterior estao relacionados aos aspectos afetivo-motivacional da
dor (CHICHORRO et al, 2017; SHINODA et al, 2019; ROTPENPIAN &
YAKKAPHAN, 2021).

A regido craniofacial € referida como o local mais prevalente de condigdes
dolorosas agudas e cronicas, frequentemente associada a alteragbes
psicoemocionais, o que de certa maneira dificulta o manejo clinico (CHICHORRO et
al.,, 2017). Assim, um melhor entendimento dos mecanismos subjacentes a
transmissao nociceptiva e seu controle terapéutico, contribuem em conjunto para
novas perspectivas no controle da sintomatologia dolorosa (CHICHORRO et al.,
2017).

1.2 DOR POS-OPERATORIA OROFACIAL

Estima-se que 80% dos pacientes que se submetem a procedimentos
cirargicos apresentara dor pos-operatéria (DPO), que estd associada a lesao
tecidual e/ou lesdo nervosa, secundarios ao procedimento cirurgico propriamente
dito (BACH et al., 2018).

Dentre os fatores etiolégicos envolvidos na DPO orofacial estdo listados
procedimentos cruentos, tais como: cirurgias periodontais, extragbes dentarias,
insercdes de implantes dentarios e traumas cirurgicos (PORPORATTI et al., 2015).

A patogénese da DPO orofacial envolve mecanismos periféricos e centrais de
sensibilizagdo neuronal, resultantes do rompimento da integridade tecidual, com
subsequente instalacdo de processo inflamatério (KHAN et al., 2019; KHOULY et al.,
2021).
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No local da lesao tecidual ocorrera a sintese e liberacdo de diversos
mediadores inflamatérios, tais como: bradicinina, prostaglandinas, serotonina,
adenosina trifosfato (ATP), fator de crescimento do nervo (NGF), histamina, dentre
varios outras substancias, que sao capazes de ativar e/ou sensibilizar os
nociceptores periféricos (JULIUS & BASBAUM, 2001).

Uma vez ativados, os aferentes primarios irdo liberar diversos
neurotransmissores excitatorios (ex. glutamato, substancia P e peptideo relacionado
ao gene da calcitonina CGRP) que irdo ativar perifericamente os nociceptores, bem
como estimular os neurénios nociceptivos de segunda ordem no complexo sensorial
trigeminal (CHICHORRO et al., 2017).

Importante frisar que a ativagdo dos aferentes primarios, ndo transmite apenas
estimulos para os nucleos do trato espinhal e centros superiores, mas também inicia
o processo de inflamagao neurogénica, que € uma fungao eferente dos nociceptores
e que resulta na amplificagdo do processo inflamatorio (JULIUS & BASBAUM, 2001).

Assim, a dor aguda surge de maneira unissona apos procedimentos cirurgicos
(GLARE, 2019), e apresenta-se como mecanismo de prote¢gdo, com caracteristicas
fisioldégicas e biolégicas de alerta do sistema nervoso frente a um possivel dano
organico, e necessita imediata atengdo do individuo (KHAN et al., 2019).

Felizmente esta sintomatologia dolorosa aguda pode ser controlada na maioria
das vezes, e resolve-se em torno de uma semana. Contudo determinado grupo de
pacientes ira apresentar dor persistente apds periodo de cicatrizacdo/reparagao
tecidual, convergindo para um estado de cronificagdo da dor (GLARE, 2019).

De acordo com a Associacdo Dental Americana (sigla em inglés ADA)
aproximadamente 15 milhdes de pacientes nos Estados Unidos da América (EUA)
sdo submetidos a tratamento endoddntico anualmente, e 20% deste grupo ira
experimentar dor DPO nas semanas seguintes do procedimento e em torno de 10%
ira desencadear dor persistente orofacial apds esse tratamento (NOSRAT et al.,,
2021).

Estima-se que mais de 320 milhdes de pessoas sejam operadas anualmente e
aproximadamente 10% destes individuos irdo desencadear dor crénica pos-
operatdria. O controle inadequado da dor aguda pods-operatoria (DAPO) parece
contribuir significativamente para o processo de cronificacdo (GLARE, 2019;
POGATZKI-ZAHN et al., 2018).
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Tal situagao faz com que a DAPO seja considerada problema de saude publica
em sua propria esséncia (BREE et al., 2015) e apesar da existéncia de protocolos
clinicos/terapéuticos especificos no tratamento da dor, seu controle ainda

permanece um grande desafio ao profissional de saude (BACH et al., 2018).

1.2.1 MODELO ANIMAL DE DOR POS-OPERATORIA OROFACIAL

O papel da especificidade das doengas estudadas em modelos animais esta
sendo cada vez mais reconhecido como um importante fator facilitador de translacao
para a clinica, neste sentido houve modificagdes em modelos originais para
aumentar a especificidade e/ou estudar diferentes aspectos de uma doenga
(POGATZKI-ZAHN et al., 2018).

Ha mais de 20 anos foi desenvolvido o primeiro modelo de DPO incisional em
ratos, avaliando desde aspectos comportamentais da dor, até possiveis mecanismos
fisiopatoldgicos geradores deste processo (POGATZKI-ZAHN et al., 2018).

Considerando as peculiaridades da regidao orofacial, Urata e colaboradores
viram a necessidade de desenvolver um modelo especifico de DPO orofacial no
intuito de avaliar mecanismos e controle da dor nesta regidao (URATA et al., 2015).

Através deste modelo foi constatada a diminuicdo da laténcia para reposta ao
estimulo térmico relacionado ao calor e frio, assim como para o estimulo mecanico,
aplicados na face. De acordo com Urata e colaboradores, a hiperalgesia facial
induzida pela incisdo da mucosa intraoral tem inicio 24 horas apos o procedimento
cirargico e persiste até os dias 3, 5 e 7, conforme o estimulo aplicado (calor, frio e
mecanico, respectivamente; URATA et al., 2015).

Dados do nosso grupo com este modelo corroboraram as observagdes de
Urata e colaboradores, mostrando que apos a incisdo de mucosa intraoral ocorre
hiperalgesia ao calor e hiperalgesia mecanica, com inicio no 1° dia pds-cirurgico e
que se estendeu até o 3° e 5° dias, respectivamente (ARAYA et al., 2020?). Tanto a
hiperalgesia térmica quanto a hiperalgesia mecéanica foram significativamente
reduzidas pelo tratamento sistémico prévio com morfina, resultado que contribuiu
para a validagdo farmacologica do modelo (ARAYA et al., 2020?%). Adicionalmente,
nosso grupo evidenciou em modelo de DAPO por incisao intraoral que os animais

desenvolveram comportamento do tipo-ansioso no dia 03 do pds-cirurgico, como
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consequéncia da persisténcia da dor (ARAYA et al., 2020°), além da reducdo da
emissao de vocalizagbes de 50 kHz, especificamente do subtipo flat, sugerindo
desta maneira uma diminuigdo na comunicagao social destes animais (ARAYA et al.,
2020°).

Assim, o modelo de DPO por incisio em mucosa oral ja esta bem
caracterizado pelo nosso grupo e representa uma importante ferramenta para o
estudo do componente sensorial e afetivo da dor orofacial (DOF), além de contribuir

na investigacao de farmacos com potencial analgésico.

1.3 CONTROLE FARMACOLOGICO DA DOR POS-OPERATORIA OROFACIAL

Na pratica clinica as principais recomendacdes para manejo da DAPO orofacial
incluem a utilizagdo de analgésicos opioides, analgésicos n&o-opioides
(principalmente paracetamol), e/ou anti-inflamatorios nao-esteroidais (AINES) (BREE
et al., 2015; BAILEY, 2018).

Os opioides pertencem a uma classe medicamentosa notadamente
reconhecida para tratamento de condigdes dolorosas agudas relacionadas ao
cancer, sendo considerados farmacos de primeira linha no controle de dores
nociceptivas de moderada a severa intensidade e prontamente indicados em
situacdes de lesdes agudas traumaticas e/ou pos-cirurgicos, sendo seu beneficio ja
consagrado nestas situagdes (GROSS et al., 2019; PATWARDHAN et al., 2018).

Contudo, os opioides podem gerar inumeros eventos adversos, dentre os quais
destacam-se: sonoléncia, confusdo mental, hiperalgesia, tolerancia, dependéncia
fisica, adicdo quimica, constipacao, retencao urinaria e depressido respiratéria
(PATWARDHAN et al., 2018).

Abordagens terapéuticas inadequadas de analgesia por opioides e sobre
prescricdes médicas/odontologicas culminaram por deflagrar uma crise de opioides
em escala crescente e vertiginosa ao caos, sem precedentes na historia (NEUMAN
et al.,, 2019; WRIGHT et al., 2014). Segundo dados da agéncia sanitaria americana
(sigla em inglés FDA, Food and Drug Administration) os maiores prescritores de
opioides nos EUA em ordem crescente sdo: médicos do setor primario, intensivistas,

cirurgides-dentistas e cirurgides ortopedistas (WRIGHT et al., 2014).
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O uso abusivo de opioides e a grande possibilidade de adicdo quimicalfisica
relacionada a estes farmacos, em conjunto, sdo considerados problemas de saude
publica em paises como EUA, Canada e Australia (RODRIGUE et al., 2020;
NEUMAN et al., 2019).

O Centro de Prevencgao e Controle de Doencas (sigla em inglés CDC) dos EUA
divulgou que em 2019 houveram 70.630 mortes por overdose associado a opioides
sintéticos, numa proporc¢ao de 21,6 ébitos para 100.000 habitantes, com aumento de
4,3% em comparagao ao ano anterior (MATTSON,2021), além de que dados da
Pesquisa Nacional sobre Uso de Drogas e Saude (sigla em inglés NSDUH) estipulou
que 4,3% da populacédo de residentes deste pais, ou seja, 11,1 milhdes de
habitantes, usaram prescrigdes de opioides para fins recreativos e sem propdsitos
médicos no ano de 2010 (WRIGHT et al., 2014).

De maneira alarmante, as odontalgias de origem n&o traumatica correspondem
a 50,3% de todas as prescricdes de opioides realizadas em unidades primarias de
emergéncia nos EUA, isso faz com que as dores dentarias alavanquem de maneira
ascendente a crise de opioides neste pais (PATEL & AFSHAR, 2018).

Outra opgao terapéutica sdo os anti-inflamatérios nao esteroidais (AINES), que
inclusive ultrapassam os opioides em numero de prescrigdes (KHAWAJA &
RENTON, 2015), e sdo considerados farmacos com maior potencial de risco de
automedicagéo e uso abusivo, devido & facilidade de aquisicdo sem receita (HORL,
2010).

Os AINES apresentam efeitos anti-inflamatoérios, analgésicos e antipiréticos e
atuam inibindo em diferente proporgao as isoformas ciclooxigenase 1 e 2 (COX-1 e
sintese de prostaglandinas (HERSH et al., 2008). Contudo, uma das principais
limitagdes do emprego de inibidores da COX s&o os eventos adversos, relacionados
principalmente ao aparelho gastrointestinal e efeitos cardiovasculares.
Aproximadamente 20% dos pacientes nao toleram tratamento com AINEs devido a
toxicidade gastrointestinal, que pode gerar dor abdominal e diarreia. Os tratamentos
por periodos prolongados sao ainda mais preocupantes, pois estdo associados a
erosdes e Ulceras gastricas e duodenais, limitando desta maneira o beneficio
terapéutico (BATLOUNI, 2010). Ademais, os inibidores seletivos da COX-2 exercem

importantes eventos adversos no sistema cardiaco, que incluem aumento do risco
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de infarto do miocardio, acidente vascular cerebral e hipertensao arterial, devendo
ser prescritos somente apés avaliagao do risco/beneficio (BATLOUNI, 2010).

E finalmente, temos o analgésico paracetamol, uma das drogas mais
empregadas no mundo no tratamento de febre e dor, notério por ndo apresentar
atividade anti-inflamatéria (MCGILL, 2013; KHAWAJA & RENTON, 2015). Contudo,
seu mecanismo de acao ainda nao esta totalmente elucidado, e devido a sua
atividade antipirética sugere-se que sua agao farmacologica esteja relacionada a
inibicdo da COX no SNC (KHAWAJA & RENTON, 2015).

Adicionalmente, varios mecanismos tém sido propostos para explicar 0 seu
potente efeito analgésico do paracetamol, dentre eles: 1) aumento dos niveis de
canabinoides endogenos no SNC; 2) ativagao da via descendente endogena da dor
mediada por serotonina e 3) recrutamento do sistema opioide endégeno de controle
da dor (JOZWIAK-BEBENISTA &, NOWAK, 2014).

Num estudo de revisdo sistematica da Cochrane, foi evidenciado que o
paracetamol se mostrou um efetivo analgésico quando utilizado no controle da DPO
orofacial, com minimos efeitos adversos (DODSON, 2007).

Em doses terapéuticas € considerado um farmaco seguro, contudo o uso
inadvertido e diario em doses superiores a 4 g/dia pode causar leséo hepatica grave
que pode culminar em 6bito (MCGILL, 2013). Anualmente em torno de 80.000
individuos nos EUA buscam atendimento médico por intoxicacdo pelo paracetamol,
e em torno de 26.000 individuos deste grupo serdo hospitalizados por
hepatotoxicidade, com uma estimativa de 500 obitos dentro dessa populagao
(MCGILL, 2013).

Portanto, € premente a necessidade de desenvolver farmacos ou buscar
alternativas para aliviar a sintomatologia dolorosa e promover efeitos terapéuticos
em pacientes que sofrem de DAPO, que sejam mais seguras em comparagao as

opgoes terapéuticas atuais.

1.4 SISTEMA OPIOIDE

O sistema opioide enddégeno compreende quatro receptores acoplados a
proteina G transmembrana, e s&o classificados segundo a IUPHAR/BPS (sigla em
inglés para The International Union of Basic and Clinical Pharmacology | British
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Pharmacological Society) como: p-opioides (MOP), &-opioides (DOP) e k-opioides
(KOP) e nociceptina orfanina (NOP) (IUPHAR/BPS). Embora produzam efeitos
funcionais sutilmente diferentes, todos esses receptores exibem respostas celulares
semelhantes apds a ativagdo do receptor opioide (PATHAN & JOHN WILLIAMS,
2012). Esses receptores sdo capazes de se acoplarem a proteina Gy, (inibitéria) e
ativar esta fragdo proteica. A proteina G se encontra num estado complexo
trimérico, composto por trés subunidades, a saber Ga (alfa), GB (beta) e Gy (gama).
Desta maneira, quando ocorre a ligacdo do agonista opioide ao seu respectivo
receptor, havera a dissociagcdo dessas fragdes, formando assim um complexo
dimérico GBy e individualizagdo da fracédo Ga, que ficaréo livres para interagir com
as proteinas-alvo. Para realizar esta dissociacao, se faz necessario a fosforilacéo de
um tradutor de sinal, que é o trifosfato de guanosina (GTP), assim ocorrera a
transformagdo do difosfato de guanosina (GDP) em GTP e, sequencialmente, a
traducdo do sinal (CORDER et al.,, 2018; PATHAN & JOHN WILLIAMS, 2012).
Durante a etapa de ativagao da proteina Gj,, uma série sinalizagdes irao se suceder,
que resultara na inibicado da enzima adenilato ciclase com consequente redugao da
produgdo da adenosina 3,5-monofosfato ciclico (cAMP) e liberagdo de
neurotransmissores excitatorios, tais como glutamato, substédncia P e CGRP. A
subunidade Gy ira interagir e ativar canais de potassio (K'') dependentes de
voltagem levando a hiperpolarizagdo do nociceptor, e inibir canais de calcio (Ca+2)
da membrana plasmatica, inibindo a neurotransmissdo. Desta maneira, tais
sinalizagdes hiperpolarizam a membrana neural e reduzem a condugédo do sinal,
diminuindo assim a eficacia sinaptica com consequente analgesia (WILLIAMS et al.,
2013).

Contudo, a interagdo do agonista opioide ao receptor podera ativar, de
maneira paradoxal, uma segunda via, que € a excitatoria. Desta maneira ocorrera
um aumento da formacao da enzima adenilato ciclase e cAMP, além da ativacéo da
proteina quinase A. Tais eventos provocarao a redugao do influxo de potassio e
aumento da condutdancia de ions calcio e consequente liberagdo de
neurotransmissores  excitatéorios e hipersensibilidade neuronal, conforme
representado no ESQUEMA 2 (CORDER et al., 2018; TOLJAN & VROOMAN, 2018).

Um exemplo classico de ativacao da via excitatoria, pode advir do uso crénico
do agonista opioide, capaz de gerar de maneira antagbnica, quadro de hiperalgesia,

caracterizando a hiperalgesia induzida por opioide. Neste caso, os agonistas

28



opioides sao capazes de induzir alteragdes nas vias de modulagao inibitérias e
excitatorias nociceptivas, diminuindo o limiar doloroso e aumentando a sensibilidade
a dor. Diversos mecanismos tém sido propostos para explicar esse fendbmeno, tais
como: facilitacao das vias descendentes da dor, componente genético, facilitacdo da
regulacao intracelular do calcio, mudangas no sistema glutamatérgico, sendo que
este ultimo representa a possibilidade mais evidente (LEE et al., 2011).

Apds a ativacdo, os receptores opioides sao fosforilados por quinases de
receptores acoplados a proteina G, levando ao recrutamento da (-arrestina 2 ou 3.
As moléculas de arrestina sdo proteinas-chave que se ligam a estes receptores
fosforilados para regular a sinalizagdo da prépria proteina G, por meio de
dessensibilizacéo e internalizagéo do receptor (CORDER et al., 2018; WILLIAMS et
al., 2013). Este fato é de extrema importancia, pois se o receptor opioide for
internalizado, a expressao destes receptores na membrana estara diminuida, sendo
necessario uma dose muito maior do agonista opioide para obtencdo do efeito
analgésico adequado. No momento que este complexo € internalizado, ele podera
ser degradado no lisossoma e/ou reaproveitado por influéncia de fosfatases
(CORDER et al., 2018). Desta maneira a sinalizagao intracelular € encerrada
quando a atividade endogena da GTPase, referente a subunidade Ga, hidrolisa o
GTP para GDP. A fracao Ga entao se associa novamente com o heterodimero By
para terminar a sinalizacdo, transformando-o novamente num complexo trimérico.
(SENESE et al., 2020).

Assim, observamos duas situagdes distintas que ocorrem na fisiologia da agao do
receptor opioide: 1) geragao de um potencial pés-sinaptico inibitério, com reducéo da
eficacia sinaptica, e como resultado atenuacgdo da transmissao dolorosa e dor com
menor intensidade. 2) geragdo de um potencial pds-sinaptico excitatério, com
aumento da eficacia sinaptica e incremento da excitabilidade neural, resultando no
aumento da intensidade dolorosa (TOLJAN & VROOMAN, 2018; CORDER et al.,
2018), além de que a ativagéo continua dessas vias de sinalizagdo, sdo capazes em
promover alteragdes homeostaticas que resultam em tolerancia e no estado de
dependéncia do opioide (TRAYNOR, 2012).
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FONTE: O autor (2022).

ESQUEMA 2. Vias de agdo inibitdrias e excitatérias dos receptores opioides. (AC: adenilato ciclase; cAMP:
adenosina 3,5-monofosfato ciclico; Ca™: clcio; K™: potéssio).

Importante salientar que a atividade dos receptores opioides € modulada por
uma familia de proteinas sinalizadoras da proteina G (RGS) intracelulares, capazes
de atuar como proteinas aceleradoras de GTPase (GAPs), com objetivo de desligar
a sinalizagao pelas subunidades Ga e By das proteinas G. A atividade enzimatica
da GTPase da subunidade Gaj, é lenta (variavel entre 2 a 5 minutos), ndo sendo
rapido suficiente para permitir que uma célula responda a estimulos subsequentes.
Neste contexto entra em agao a proteina RGS. Essas proteinas se ligam as regides
da Ga, que estéo ligadas ao GTP, e atuam como proteinas aceleradoras da GTPase
para aumentar a taxa de hidrélise do GTP em até aproximadamente 100 vezes.
Este switch encurta drasticamente a vida util das proteinas de sinalizagao Ga-GTP e
By que estdo ativas, resultando numa regulagdo negativa dos receptores acoplados
a proteina G (SENESE et al., 2020). Varios membros desta familia, em particular
RGS4 e RGS9-2 demonstraram influenciar a sinalizacdo MOP e comportamentos

induzidos por morfina, incluindo recompensa (TRAYNOR, 2012). Assim, a interacao
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entre as proteinas RGS e MOP sugerem a presenca de vias bidirecionais, sendo
que a sinalizagao do receptor opioide € modulada negativamente pela atividade da
proteina RGS e pelo menos algumas proteinas RGS sé&o, por sua vez, moduladas
pela atividade de receptores MOP. As mudancgas que as proteinas RGS causam em
agonistas MOP, ndo somente servem para alterar a sinalizagdo dos receptores
MOP, mas também exibem potencial de regular a sinalizagdo de receptores co-
expressos com MOP, implicando diretamente na homeostase celular em resposta a
exposigao cronica por agonistas opioides (TRAYNOR, 2012; SENESE et al., 2020).
Em adicao, existem evidencias de que a naltrexona consegue reduzir a atividade da
RGS4, o que pode contribuir com seu efeito farmacoldgico, por exemplo, no

tratamento da adig&o (para revisao ver TRAYNOR, 2012).

1.5 NALTREXONA

A molécula naltrexona (NTX) (77-(cyclopropylmethyl)-4,5a-epoxy- 3,14-
dihydroxymorphinan-6-one) foi desenvolvida em 1963 e somente aprovada em 1984
pelo FDA. E um antagonista ndo seletivo de receptores opioides, com indicacéo
para tratar pacientes dependentes fisicos de alcool, aditos de heroina e usuarios
cronicos e/ou com historico de abuso de medicamentos a base de opioides (KIM &
FISHMAN, 2020; HATFIELD et al.,2020).

Clinicamente prescrevem-se doses padroes que variam entre 50 até 150
mg/dia no intuito de tratar as indicagbes acima listadas. Contudo, quando utilizado
em doses baixas (ex. entre 1,0 e 5,0 mg/dia), muito baixas (ex. entre 0,001 a 1
mg/dia) ou ultrabaixas (abaixo de 0,001 mg/dia), observa-se uma farmacodinamica
distinta, cuja curva dose-resposta nao é linear com o incremento da dose, conforme
representado na Tabela 2 (KIM & FISHMAN, 2020; HATFIELD et al., 2020; TOLJAN
& VROOMAN, 2018; WEBSTER, 2007; HAMANN et al., 2004).

A atividade farmacolégica da NTX em baixas doses (LDN sigla em inglés para
Low-Dose Naltrexone) é considerada um exemplo de hormesis, situagdo em que um
antagonista em baixa dose age de maneira paradoxal como um agonista fraco,

enquanto que em doses elevadas atua como antagonista (KIM & FISHMAN, 2020).

31



Dose padrdo (50-100 mg)
(on label)

Dose baixa (1- 5 mg) - LDN

(off label)
Dose muito baixa (0,001 — 1 mg) - VLDN

(off label)

Dose ultrabaixa (<0,001 mg) - ULDN

Antagonista de receptor opioide

=Antagonista do TLR4
*Aumento da expressdo de receptores opioides endégenos
e exogenos

=Possivel similariedade com LDN

= A ULDN presenta alta afinidade de ligacdo a proteina
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Aditos em drogas de abuso e alcool

Fibromialgia, esclerose miltipla, artrite
reumatoide, diabetes tipo |, doenca de
Crohn, sindrome dolorosa complexa
regional etc.

Possivel similariedade com LDN

Aumento do efeito antinociceptivo de

filamento-A presente nos receptores opioides, cuja opioides

interagdo promove reducdo da atividade da proteina Gs e

(off label) prevalece a proteina Gi, com consequente analgesia

TABELA 2. Diferentes intervalos de dose da NTX, possiveis mecanismos de agao relacionados e principais usos
clinicos. (LDN: Low-Dose Naltrexone ; VLDN: Very-Low Dose Naltrexone; ULDN: Ultra-Low Dose Naltrexone).
KIM & FISHMAN, 2020; HATFIELD et al., 2020; TOLJAN & VROOMAN, 2018; WEBSTER, 2007; HAMANN et
al., 2004).

Esta resposta paradoxal faz com que a LDN apresente agdo analgésica e anti-
inflamatéria (KIM & FISHMAN, 2020; HATFIELD et al., 2020), cujo mecanismo de
agao ainda nao e totalmente esclarecido, mas as hipoteses atuais serao discutidas
mais adiante.

Os primeiros relatos de caso sobre o uso da LDN no tratamento de doencas
inflamatérias cronicas ocorreram em meados dos anos 80, contudo o primeiro
estudo clinico controlado foi publicado somente em 2007, e desde entdo, seu uso
tem sido estudado em inumeras condi¢cdes dolorosas cronicas (YOUNGER, 2014).
Dentre os beneficios apontados para o uso da LDN é valido mencionar: baixo custo,
seguranga, tolerabilidade e eficacia analgésica.

Ainda ndo existem estudos experimentais completos que avaliem a
farmacodinamica da NTX em doses muito baixas (VLDN sigla em inglés para Very-
Low Dose Naltrexone), contudo sugere-se caracteristicas similares aquelas ja
descritas para a LDN (TOLJAN & VROOMAN, 2018).

J4, o uso da NTX em doses ultrabaixas (ULDN sigla em inglés para Ultra-Low
Dose Naltrexone) é utilizado na clinica em associagdo com opioides potentes, tais
como oxicodona e buprenorfina, principalmente no intuito de reduzir as chances de
tolerancia e abuso medicamentoso, assim como promover aumento do efeito
analgésico de agonistas opioides (WEBSTER, 2007; HAY et al., 2011).



Ademais, estudos experimentais demostraram que a ULDN é capaz de
potencializar o efeito analgésico dos gabapentinoides e canabinoides (PINEDA-
FARIAS et al., 2017, PAQUETTE & OLMSTEAD, 2005).

1.5.1 ASPECTOS FARMACOCINETICOS DA NTX

Em humanos, este farmaco apresenta excelente absor¢do por via oral,
aproximadamente 96% ocorre no trato gastrointestinal, contudo sua
biodisponibilidade pode variar entre 5% a 40% devido ao metabolismo de primeira
passagem (PATTEN et al., 2018; TOLJAN & VROOMAN, 2018).

O tempo de meia-vida é 4 horas, com ampla distribuicdo pelos diversos
compartimentos do corpo, e sofre extensa metabolizagdo hepatica (>98%) pela
enzima diidrodiol-desidrogenase, que originara o seu principal metabdlito ativo, o 6-
B-naltrexol, que apresenta tempo de meia-vida de 13 horas. Importante salientar que
a atividade farmacologica é atribuida tanto a NTX quanto ao seu metabdlito ativo
(PATTEN et al., 2018; LIU et al., 2014; TOLJAN & VROOMAN, 2018).

Existem ainda formulagdes de liberacdo controlada disponiveis para uso
intramuscular, que resultam num aumento do tempo de meia-vida variavel entre 5 a
10 dias. Os picos da concentragdo plasmatica da NTX e 6-B-naltrexol sao
detectados 1 hora apds ingestdo oral e ambos apresentam excre¢cao primariamente
renal (PATTEN et al., 2018; TOLJAN & VROOMAN, 2018).

O ajuste de dose da NTX ndo é necessario frente a pacientes com leve
comprometimento renal, contudo em pacientes com histérico de implicagcdes renais
de moderada a severa intensidade, precisa ser utilizado com cautela, visto que nao
ha estudos clinicos que demostrem seguranga (TROFIMOVITCH & BAUMRUCKER,
2019).

Em ratos, um estudo conduzido por Yoburn e colegas avaliou o perfil
farmacocinético da NTX de liberagdo prolongada através de implante subcutaneo.
Foi reportada elevada concentragdo plasmatica na 12 hora (350 ng/ml),
biodisponibilidade em torno de 40%, tempo de meia vida de 4,6 horas e excregao
predominantemente renal (YOBURN et al., 1986).

Vale ressaltar que a naloxona (NLX) também é considerado um importante

antagonista de receptores opioides, diferenciando-se da NTX principalmente pelo



tempo de meia-vida, que varia entre 30 minutos até 80 minutos, cujo principal
metabdlito ativo € o naloxona-3-glucoronideo (TOLJAN & VROOMAN, 2018).

152 ASPECTOS FARMACODINAMICOS DA NTX

O cloridrato de NTX é considerado um antagonista semissintético ndo-seletivo
de receptores opioides, com maior afinidade por receptores MOP e menor afinidade
pelos receptores DOP e KOP. (YOUNGER et al., 2014; PATTEN et al., 2018;
TOLJAN & VROOMAN, 2018).

Estudos clinicos e experimentais tém revelado importantes propriedades anti-
inflamatdrias, imunomoduladoras e antinociceptivas relacionadas ao seu uso em
baixas doses (HATFIELD, 2020; KIM & FISHMAN, 2020; TROFIMOVITCH &
BAUMRUCKER, 2019). Existem varias hipoteses para o efeito antinociceptivo da
LDN, sendo as mais aceitas, modulagdo do sistema opioide e antagonismo de
receptores do tipo toll, como descrito na sequéncia.

Tem sido demonstrado que apds o uso crénico da LDN ocorre aumento da
expressao de receptores opioides centrais e periféricos, favorecendo tanto a
analgesia mediada por opioides endogenos (ex. [B-endorfinas, encefalinas e
dinorfinas) quanto por opioides exdgenos (ex. codeina, tramadol, oxicodona)
(TOLJAN & VROOMAN, 2018; PATTEN et al., 2018; TEMPEL et al., 1985).

Gironi e colegas descreveram que o uso sistémico de LDN em adultos, com
esclerose multipla, foi capaz de promover aumento dos niveis de B-endorfina de
maneira progressiva apés 1, 3 e 6 meses do uso deste farmaco, sendo que mesmo
apos descontinuagdo do tratamento farmacologico, os niveis enddgenos de (3-
endorfina ainda permaneceram elevados durante aproximadamente um més
(GIRONI et al., 2008).

Em ratos, a administragdo cronica de NTX na dose de 10 mg/Kg intraperitoneal
(i.p.) por um periodo de 8 dias causou um aumento significativo da expressédo de
receptores opioides em quase duas vezes, nas mais diversas regides cerebrais,
favorecendo a analgesia por opioides endbégenos e/ou exdgenos (PATTEN et al.,
2018; TOLJAN & VROOMAN, 2018; TEMPEL et al., 1985). Fato interessante, € que
apos a remoc¢ao do farmaco antagonista opioide, a densidade de receptores voltou
ao padrao de normalidade no periodo de 6 dias (PATTEN et al., 2018; TOLJAN &
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VROOMAN, 2018; TEMPEL et al., 1985). Corroborando essas observagdes, no
estudo de Tempel e colegas, foi evidenciado que o uso crénico de NTX também
resultou no aumento de analgesia induzida por morfina, além de aumentar a
expressao dos receptores MOP e DOP (TEMPEL et al., 1985). Contudo nao foi
observado nenhuma alteracao significativa de aumento de expressao de receptores
kappa-opioides, sugerindo desta maneira que a biossintese e/ou degradagao desses
receptores sejam sujeitos a mecanismos regulatorios independentes (TEMPEL et al.,
1985). Esses achados, se comprovados na clinica, poderdo permitir o uso de
doses mais baixas de analgeésicos opioides, quando associados a LDN, tornado o
seu uso mais seguro e com menos efeitos adversos.

Outro possivel mecanismo de acdo da LDN, que poderia contribuir para seus
efeitos antinociceptivos e anti-inflamatérios, € a modulagao de receptores do tipo Toll
(TLR) na microéglia, que sera discutido no proximo tépico (YOUNGER et al., 2014;
TOLJAN & VROOMAN, 2018).

Ademais, em relacdo a ULDN, observa-se que o mecanismo de agao esta
relacionado a uma resposta celular bimodal dos opioides, ou seja, a proteina Gs que
ativa a adenialto ciclase, esta envolvida com o aumento da resposta celular, ao
passo que a proteina G; € responsavel pela mediagcdo dos efeitos inibitérios de
receptores MOP na via adenilato ciclase. Assim, tanto os efeitos excitatérios como
inibitérios, estdo na dependéncia de altas ou baixas doses, respectivamente, do
agonista opioide utilizado (HAMANN et al., 2004; TOLJAN & VROOMAN, 2018).

Desta maneira, baixas doses de opioides podem causar um prolongamento
do potencial de agao (PPA), desencadeando um efeito excitatério, contudo em
doses terapéuticas reduzem o PPA no ganglio da raiz dorsal e consequentemente
diminuem a excitabilidade neuronal e transmissdo de impulsos nociceptivos. Diante
disso, sugere-se que a ULDN seja capaz de bloquear o prolongamento excitatorio
deste potencial de agdo (WEBSTER, 2007).

Importante frisar que o principal componente mediador dos segundos
mensageiros relacionado aos receptores MOP é a proteina Filamina-A (sigla em
inglés FLNA), que apresenta um sitio de ligagao com alta afinidade pela ULDN (3.94
pM). Quando ha ligagdo entre ULDN e FLNA, ocorre uma mudanga no mecanismo
de sinalizacdo dos receptores MOP acoplados a proteina Gs , 0s quais sao
atenuados, prevalecendo desta maneira a resposta inibitéria aos receptores G,

favorecendo assim a potencializagdo do efeito analgésico dos opioides e redugao de
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efeitos adversos, tais como hiperalgesia, tolerancia e dependéncia (TOLJAN &
VROOMAN, 2018). No entanto, a FLNA também contém um sitio de ligagcdo de
baixa afinidade para ULDN (834 pM). Se ambos os sitios de ligacao estiverem estao
saturados, o perfil favoravel da sinalizacao dos receptores MOP é abolido. Estes
sitios de afinidade determinam o intervalo em que a ULDN possa ser clinicamente
relevante para impulsionar a resposta a agonistas de receptores MOP (TOLJAN &
VROOMAN, 2018).

1.5.3 RECEPTORES TLR4

Os receptores TLR sdo classificados como receptores tirosina quinase e
formam uma parte do sistema imune inato, considerado primeira linha de defesa do
organismo, e estdo envolvidos tanto na iniciagdo da resposta imunoldgica inata,
como também no desenvolvimento de respostas imunes adaptativas (LI et al., 2016).

Até o presente momento, foram identificados e descritos 13 tipos de TLR em
mamiferos, sendo o receptor TLR4 o mais estudado, além de representar o principal
alvo de agdo da LDN (PLOCIENNIKOWSKA et al., 2015; TROFIMOVITCH &
BAUMRUCKER, 2019).

A ativagdo dos receptores TLR4 ocorre através dos Padrées Moleculares
Associados a Danos (DAMP) e dos Padrées Moleculares Associados a Patégenos
(PAMP), presentes principalmente nos macréfagos, nos mondécitos e na microglia (LI
et al., 2016; CANT, 2017). Ademais, o TLR4 ¢é ativado pelo Lipopolissacarideo de
Pseudomonas Aeruginosa (LPS), um componente externo da membrana de
bactérias Gram-negativas, capaz de induzir a produgdo de mediadores pro-
inflamatérios e algogénicos no hospedeiro (PLOCIENNIKOWSKA et al., 2015).

A sinalizagdo do TLR4 ¢ iniciada por transferéncia de um mondmero LPS da
proteina de ligacdo LPS (LBP) e CD14 para a co-proteina acessoéria do fator de
diferenciagdo mieldide-2 (MD2), que funciona como um co-receptor extracelular do
TLR4, o qual esta relacionado ao reconhecimento do agente ligante. A ligacdo do
LPS ao MD2 resulta na dimerizagdo de dois complexos TLR4/MD2, que levam a
ativacado de duas grandes vias de sinalizagdo, uma das quais depende do MyD&88
(Myeloid Differentiation Primary Response Gene 88), enquanto a outra depende da

proteina de adaptagdo TRIF (TIR domain-containing adaptor inducing interferon-3)
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sendo que TIR significa Toll/Interleukin-l Receptor (LIN et al., 2021). A via de
sinalizacdo dependente de MyD88 leva a ativagdo antecipada de NF-kB e MAPKs
(Mitogen-Activated Protein (MAP) Kinases) e promove indugdo da expressao de
diversos mediadores inflamatdrios, tais como TNF-a, IL-18 e CXCL2, contudo a via
de sinalizacdo TRIF-dependente resulta em diminuicdo e atraso na ativacdo do NF-
kB (ESQUEMA 3) LIN et al., 2021).

Existem inumeras evidéncias da contribuicdo dos receptores TLR4 em
condicdes de dor inflamatdria (XU et al, 2020; WANG et al., 2016; KONG et al.,
2016).

Nesse sentido, um estudo do nosso grupo mostrou que a administragcao
intraganglionar de um antagonista de receptores TLR4 (LPS-RS) foi capaz de
reduzir a hiperalgesia térmica e mecanica na face induzidas por incisdo da mucosa
intraoral ou injecdo de LPS na mucosa. Ademais, foi demonstrado que a ativagao
das vias de sinalizagdo mediada por receptores TLR4 no GT contribuem para o
desenvolvimento da hiperalgesia mecanica e térmica orofaciais associadas a
inflamacado (ARAYA et al., 20207).

Durante o processo inflamatério ocorre aumento da expressao do TLR4 em
células gliais, o que acarreta na manutengao do estado ativo destas células, gerando
a liberacao e producgao de citocinas, quimiocinas e neuropeptideos; que contribuem
para o estado hiperalgésico (HATFIELD, 2020). Desta maneira, a ativagdo de
células gliais implica em neuroinflamagdo, mudangas nociplasticas e
hipersensibilidade dolorosa.

Alguns estudos demostram a habilidade da ULDN ou NLX em reduzir
processos neuroinflamatoérios através da reducgao citocinas proé-inflamatérias e NO
em culturas glias induzidas por LPS, inibindo desta maneira a ativagdo glial.
Ademais, ensaios moleculares indicam a capacidade da ULDN em impedir o
acoplamento do receptor opioide a proteina Gs (LIU & HONG, 2003; TSAI et al.,
2008; MATTIOLI et al., 2010). Contudo, surge necessidade de esclarecer os
mecanismos subjacentes relacionados ao efeito analgésico da ULDN no modelo de

dor pods-operatdria orofacial.
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ESQUEMA 3. Vias de sinalizagao do TLR4. Ap6s ligagdo por LPS, o dimero TLR4-MD2 ativara duas principais
vias de sinalizagcdo, MYD88 e TRIF, e por consequéncia liberagcdo de mediadores pré-inflamatorios. A via NF-kB
ira liberar os seguintes mediadores: IL-183, IL-6, NO e a quimiocina CXCL-2, ao passo que a via TRIF ira liberar o
NO e TNF-a.

1.5.4 EVIDENCIAS CLINICAS DO EFEITO ANALGESICO DA NTX

Variados sao os estudos clinicos que versam sobre os beneficios da LDN em
condicbes neuroimunes e inflamatorias cronicas, tais como: fibromialgia, esclerose
multipla, artrite reumatoide, diabetes tipo |, doenga de Crohn, sindrome dolorosa
complexa regional, dentre outras (LI et al., 2018; TROFIMOVITCH & BAUMRUCKER,
2019). Nestas condigbes sugere-se que a ativagao glial, via TLR4, e subsequente
producao de fatores proé-inflamatérios, contribuam para a perpetuacdo da condi¢ao
dolorosa (YOUNGER, 2014; HATFIELD et al., 2020).

Ademais, tem sido observado que antagonistas opioides promovem bloqueio

de receptores MOP acoplados a proteina Gs e quando utilizados em baixas doses
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diminuem os efeitos excitatérios centrais, tais como prurido, nausea e vémito
(CRAIN, 1996; WANG et al., 2005; CHINDALORE et al., 2005). Por esta razao
também s&o utilizados em associacdo com agonistas opioides (ex. morfina) no
intuito de reduzir tais efeitos adversos (VASQUENZA et al., 2015; WANG et al.,
2005; FIROUZIAN et al., 2020).

Contrario das inumeras evidéncias clinicas da utilizagcdo da LDN, tanto o uso
NTX ou NLX em doses inferiores a 1000 ng ainda s&o recentes e escassos.

A primeira mencéo clinica sobre ULDN foi descrita por Cruciani e colegas para
tratamento de polineuropatia diabética em paciente refratario a tratamentos
convencionais. Somente a utilizacdo da ULDN em associagdo a metadona
promoveu grande alivio na sintomatologia dolorosa, melhora de humor e qualidade
de vida, além de cessar a nausea ocasionada pelo uso cronico da metadona
(CRUCIANI et al., 2003). Sequencialmente, foi testado por Zylicz e colegas o uso de
doses ultrabaixas de NLX no intuito tratar colestase pruritica grave, num paciente
oncologico terminal, que resultou em importante melhora clinica do prurido, além da
qualidade de vida (ZYLICZ et al., 2005).

Desde entdo surgiram alguns ensaios clinicos para avaliar o uso simultaneo de
opioide com ULDN ou NLX em doses ultrabaixas, no tratamento de dores aguda
pos-operatodria e algumas dores crénicas de cunho neuroinflamatario.

Neste contexto foi realizado estudo fase Il randomizado e controlado em
pacientes portadores de osteoartrite crénica (n=360) com dor de moderada a severa
intensidade, que avaliou a associagdo de oxicodona com ULDN. Foi observado que
esta associagdo produziu reducdo de 39% do alivio sintomatolégico quando
comparados ao placebo ou a monoterapia pelo opioide (CHINDALORE et al., 2005).

Em continuidade, Webster e colegas conduziram estudo fase Ill duplo-cego,
randomizado e placebo controlado em pacientes portadores de dor lombar crénica
(n=719), que avaliou a associagao de oxicodona com ULDN. A combinagao destes
farmacos além de promover maior analgesia, também reduziu em 55% a
dependéncia fisica dos pacientes quando comparados ao uso isolado da oxicodona
(WEBSTER et al., 2006).

Estudo clinico randomizado avaliou a intensidade da DAPO em individuos
(n=72) submetidos a cirurgia aberta coloretal que utilizaram infusdo de NLX em
baixas doses associado ao remifentanil. Foi observado além de promover analgesia

superior, a NLX impediu a tolerancia aguda pelo opioide, assim como propiciou
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rapida fungado da motilidade intestinal e redugdo do tempo de internagao hospitalar
(XIAO et al., 2015).

Ensaio duplo-cego foi avaliado os beneficios de uma unica dose intratecal (i.t.)
de NLX em pacientes (n=77) submetidos a laminectomia lombar com fusao espinhal.
A administracdo de NLX em dose ultrabaixa reduziu o escore de dor, prurido e
nausea quando comparado apenas com a utilizagcdo de morfina i.t (FIROUZIAN et
al., 2020).

Ainda permanece uma lacuna em relagado a estudos clinicos, por ndo testarem
a ULDN de maneira isolada no controle da DAPO nas diversas condi¢des cirurgicas,
em particular na orofacial, apesar de existirem muitas evidéncias da associacao
terapéutica com potentes agonistas opioides para controle algico, principalmente no

intuito de incrementar analgesia e reduzir efeitos adversos pertinentes aos opioides.

1.5.5 EVIDENCIAS PRE-CLINICAS DO EFEITO ANALGESICO DA NTX

Estudos recentes mostraram o potencial analgésico da LDN em modelos de
dor inflamatéria e neuropatica orofacial. Em recente pesquisa desenvolvida por de
Oliveira e colegas (2020) foi avaliado o efeito analgésico da LDN frente a alodinia
mecanica facial num modelo de dor neuropatica induzida por constrigdo de nervo
infraorbital. Nesse estudo foi demonstrado que a NTX (0,5 mg/kg, i.p.) foi capaz de
reverter a hiperalgesia causada pelo estimulo mecénico, de maneira similar ao
tratamento com carbamazepina, considerado padrdao ouro para o tratamento da dor
associada a neuralgia do trigémeo (de OLIVEIRA et al., 2020). Outro estudo recente
em modelo de artrite induzida em articulagdo temporomandibular de ratos,
demonstrou que a NTX (10 mg/kg, i.p.), promoveu importante efeito analgésico,
diminuindo o processo inflamatorio e também a erosao da cartilagem articular, além
de inibir as vias de sinalizacdo do TLR4 e NF-kB (Fator Nuclear Kappa-B) (XU et al.,
2020). Esses dados séo corroborados por estudos in vitro que mostram o potencial
da LDN de inibir a producdo de citocinas proé-inflamatoérias através da acao
antagonista nos receptores TLR4 (YOUNGER et al., 2014; TOLJAN & VROOMAN,
2018).

Adicionalmente, inumeros estudos tém reportado que a associagdao de ULDN

com morfina resultam em potencializacédo do efeito analgésico (POWELL, 2002;
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ABUL-HUSN et al., 2007; HAMANN et al., 2004). Nesse sentido, Powell e colegas
administraram NTX (0,05 e 0,1 ng/10 uL, i.t.) ou NTX (10 ng/Kg, i.p.) associado com
doses subterapéuticas agudas de morfina e observaram que houve aumento do
efeito antinociceptivo nos ratos através do teste de retirada da cauda (POWELL,
2002). Corroborando este estudo, Abul-Husn e colegas mostraram que a
associacdo de ULDN (variaveis de 5 a 15 ug, it) com morfina em dose
subterapéutica resultaram em potencializacdo do efeito analgésico no teste de
laténcia de retirada de cauda e no teste de pressdo de pata (ABUL-HUSN et al.,
2007). Resultados semelhantes quanto a analgesia também foram obtidos por
Hamann e colegas (2004) quando associaram ULDN (2 pg/Kg, i.p.) € morfina (2
mg/Kg, i.p.), mostrando que a NTX aumentou o efeito analgésico da morfina, além
de que a analgesia se mostrou superior em ratos machos, quando comparados as
fémeas (HAMANN et al., 2004).

A administragdo i.t. de ULDN (variaveis de 0.025 a 0.5 ng/10uL) produziu efeito
antialodinico dose-dependente em ratos com dor neuropatica induzido por lesao
nervosa espinal, cuja duragao analgésica durou aproximadamente 8 horas (PINEDA-
FARIAS et al., 2017). Ademais, a associagdo de pregabalina 30 mg/Kg (v.0.) ou
gabapentina 300 mg/Kg (v.0.) com ULDN (i.t.) promoveu interagdo sinérgica entre as
drogas, com redugao da alodinia mecanica induzida por ligadura em nervo espinal,
além de reducdo da quantidade de farmacos administrados, visto que o co-
tratamento com NTX reduziu em 30 vezes as doses de pregabalina e gabapentina
necessarias para a obtencéo de efeito analgésico significativo (PINEDA-FARIAS et
al., 2017).

Até a presente data, ndo ha na literatura estudos experimentais que abordem a
utilizacdo da ULDN em situagdes agudas de DPO, o que nos encorajou a explorar
essa alternativa. Considerando os dados da literatura atual, nossa hipotese € que a
ULDN possa apresentar agcao analgésica em modelo de DPO orofacial, causando
reducao significativa da hiperalgesia térmica e mecanica neste modelo, assim como
inibir da produgdo de citocinas pro-inflamatérias através do antagonismo de
receptores TLRA4.
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2 OBJETIVOS

2.10BJETIVO GERAL

O objetivo geral deste estudo foi avaliar o potencial efeito antinociceptivo da
ULDN em modelo de dor pés-operatoria orofacial, bem como investigar possiveis

mecanismos de agao relacionados a esse efeito.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

v Caracterizar o decurso temporal da hiperalgesia térmica apds a inciséo
intraoral em ratos machos e fémeas;

v Avaliar o efeito antinociceptivo da NTX, administrada sistemicamente na
hiperalgesia térmica em ratos machos e fémeas e mecénica, em ratos machos, no
modelo de dor pds-operatéria orofacial;

v Avaliar o efeito da associagdo da NTX com morfina em modelo de dor pds-
operatdria orofacial;

v Avaliar o efeito da NTX administrada na mucosa oral, no GT e Vc na
hiperalgesia térmica no modelo de dor pds-operatoéria orofacial;

v Avaliar o efeito antinociceptivo da NTX apés bloqueio dos receptores TLR4
no GT e Vc em modelo de dor pés-operatéria orofacial,

v Avaliar o efeito antinociceptivo da NTX na hiperalgesia orofacial induzida por
LPS;

v Avaliar a influéncia da NTX nos niveis de citocinas proé-inflamatérias no GT
em ratos machos submetidos a inje¢cao de LPS na mucosa oral ou ao modelo de dor
pos-operatoéria orofacial;

v Avaliar a influéncia da NTX na viabilidade celular, liberacdo de NO e de

citocinas pro-inflamatoérias em macrofagos estimulados com LPS.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1 Animais

Foram utilizados ratos Rattus Norvegicus variedade Wistar, machos e fémeas,
pesando entre 200-260 g, com idade em torno de 8 semanas, provenientes do
Biotério do Setor de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal do Parana,
mantidos em condi¢des controladas de temperatura (22 + 2°C) e luminosidade (ciclo
claro/escuro de 12 horas), com livre acesso a ragao e agua antes dos experimentos.
No minimo 3 dias antes dos experimentos, os animais foram transferidos do biotério
para a sala de ambientagdo e agrupados em um numero maximo de 5 animais por
caixa. Os experimentos foram realizados em sala silenciosa, mantendo o controle da
temperatura e sempre durante a fase clara do ciclo. Todos os protocolos utilizados
neste estudo somente foram iniciados apds aprovacdo da Comissao de Etica para o
Uso de Animais do Setor de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal do Parana
(CEUA/BIO — UFPR, autorizagao n° 1263) conforme ANEXO 1.

3.1.2 Drogas

— Cloridrato de Naltrexona (Tocris Bio-techne, USA)

— Sulfato de morfina (Merck S.A, Sdo Paulo, Brasil)

— Cloridrato de Quetamina (Quetamina®, Vetnil Industria e Comércio de
Produtos Veterinarios Ltda., Louveira, SP, Brasil)

— Cloridrato de Xilazina (Xilasin®, Syntec Tecnologia Farmacéutica Aplicada a
Medicina Veterinaria, Santana de Parnaiba, SP, Brasil)

— Solugao salina estéril 0,9% (Equiplex Industria Farmacéutica, Aparecida de
Goiania, GO, Brasil);

— Lipopolissacarideo (LPS) de Pseudomonas Aeruginosa, agonista de receptor
TLR4 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA);

— LPS-RS, antagonista de receptor TLR4 (InvivoGen, San Diego,CA, USA).

A NTX foi diluida em solugao salina estéril e as doses utilizadas no presente
estudo foram baseadas nos trabalhos de Mattiolli et al (2010) Hamann et al (2004). A
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morfina foi diluida em solucdo salina estéril e a dose utilizada foi baseada nos
trabalhos de Hamann e colegas (2004) e Araya e colaboradores (2020%). Tanto o
LPS quanto o LPS-RS foram diluidos em solugdo salina estéril e as doses

preconizadas basearam-se no estudo de Araya e colaboradores (2020%).

3.2METODOS

3.2.1 Modelo de dor pds-operatéria orofacial

Esse método foi descrito previamente por Urata e colaboradores (2015) e
modificado por Araya et al (2020%). Inicialmente, o animal foi contido e
profundamente anestesiado com uma injegéo i.p. de quetamina e xilazina (50 mg/Kg
e 10 mg/Kg, respectivamente). Para incisdo da mucosa bucal o animal foi
posicionado lateralmente em bancada cirurgica para inser¢cdo de um dispositivo
intraoral, capaz de manter sua boca aberta durante todo procedimento. Foi utilizada
uma lamina de bisturi n°5 para realizagao de uma inciséo intraoral no lado direito do
animal, com as seguintes dimensdes: profundidade de 2 mm e comprimento de 10
mm. Apés esse procedimento, o corte foi suturado com fio de seda 4-0 com apenas
um unico ponto no meio da incisdo. O animal falso-operado passou por todas as
etapas, porém nao se realizou incisdo e sutura. Finalizada cirurgia, os animais foram
gentilmente colocados em caixa de ambientacdo e monitorados em sala aquecida

até completa recuperacao.

3.2.2 Avaliagao da hiperalgesia térmica orofacial

Neste teste, os animais foram contidos gentimente pela méo do
experimentador e em seguida foi posicionada uma fonte de calor radiante (~50°C)
aproximadamente a 1 cm de distancia da area de insergédo das vibrissas, conforme
descrito por Chichorro e colaboradores (2009). Em seguida, foi registrado o tempo
de laténcia para que os animais iniciassem movimentos bruscos 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 exposi¢ao ao calor foi de 20

segundos, no intuito de evitar danos teciduais.



3.2.3 Avaliagao da hiperalgesia mecanica orofacial

Primeiramente os animais foram ambientados individualmente em caixas de
observagao, por um periodo de 2 horas. Apods ambientacdo foi realizado a pré-
selecdo, que consistiu 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 g) de forma crescente proximo da regido de vibrissas. Cada filamento foi
aplicado por 3 vezes, num intervalo de 3 segundos entre cada aferigao. O limiar de
resposta foi considerado quando o estimulo do filamento de von Frey deflagrou ao
menos duas vezes comportamentos aversivos de esquiva rapida de cabeca e
reacdes de ataque e/ou escape (CHICHORRO et al., 2006).

Durante a pré-selegdo, os animais que apresentaram respostas aversivas
durante a aplicagdo de quaisquer um dos filamentos de von Frey foram excluidos do
estudo. Ja durante a sessao teste, os animais selecionados passaram pelo mesmo
protocolo da pré-selecao (ambientagao e aplicagao dos 8 filamentos de von Frey), e
foi considerada hiperalgesia mecanica uma redugao significativa do limiar de

resposta.

3.2.4 Injegao na mucosa oral

O protocolo infiltrativo em mucosa oral foi realizado conforme descrito
previamente por Araya e colaboradores (ARAYA et al., 2020%). Os animais foram
gentiimente contidos pela mao do pesquisador e anestesiados com halotano a 4%
por via inalatéria. Apos anestesia, os animais foram posicionados em decubito lateral
em uma bancada e a boca foi mantida aberta para proporcionar uma melhor
visualizacdo da regiao intraoral. As substancias foram injetadas na mucosa direita
ipsilateral ao local da incisdo, num volume de 30 pL utilizando agulha de 31-Gauge

(0,25x6 mm) conectada a uma seringa hipodérmica de 1 mL.
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3.2.5 Injecdo medular subaracnoidea

O procedimento de injecdo no espago medular subaracnoide foi realizado de
acordo com a técnica padronizada por Fischer e colaboradores (2005) com os
animais sob anestesia inalatéria de halotano a 4% e posicionados dorsalmente em
bancada. Apoés indugdo anestésica realizou-se a tricotomia em area previamente
delimitada e localizada acima da regi&do cervical superior. Foi utilizada uma agulha
de 30-Gauge (0,3x8 mm) conectada a uma seringa Hamilton de 25 uL através de um
cateter de polietileno, esta agulha foi inserida abaixo do osso occipital a uma
profundidade de até 4 mm e leve inclinagdo em direcado craniana. Posteriormente, a
agulha foi introduzida por mais 2 mm para perfurar a membrana atlanto-occipital e
atingir o espago medular subaracnoideo. Apds o procedimento a agulha foi
cuidadosamente removida e os animais cuidadosamente alocados em caixas de
ambientacado e monitorados até a recuperacgdo. Esta técnica permite a administracao
de drogas que serdo perfundidas no fluido cérebro-espinhal em regido de Vc
(ARAYA et al., 2017).

3.2.6 Injecdo no GT

A injecao intraganglionar foi realizada conforme descrito por Neubert e colegas
(2005) com minimas modificacdes (ARAYA et al., 2017). Previamente os animais
foram anestesiados com solugao de halotano 4% e posicionados em bancada em
decubito ventral. Foi utilizada uma agulha de 27-Gauge (0,4x30 mm) conectada a
uma seringa Hamilton de 25 uL através de um cateter de polietileno. A agulha foi
posicionada em um angulo aproximado de 10° relativo a linha mediana da cabega e
inserida pelo forame infraorbital e por continuidade atravessando o forame redondo
até atingir as proximidades do GT. Apods o procedimento a agulha foi
cuidadosamente removida e os animais acondicionados em caixa de observagao
para serem monitorados até despertarem completamente da acao anestésica. Os
experimentos foram realizados somente apds extensivo treinamento da injecéo e

confirmacgao do acerto do sitio alvo através do uso de corante de azul de Evans.
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3.2.7 Ensaio imunoenzimatico de ELISA para detecgao de citocinas

As regides correspondentes ao GT e Vc (ipsilaterais) foram coletados e
homogeneizados em 600 yL de tampédo de lise (RIPA) contendo inibidores de
proteases por 40 segundos. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a
10.000 rpm por 20 minutos a 4°C. Os sobrenadantes foram coletados e transferidos
para novos tubos, sendo utilizados para a dosagem das citocinas, conforme descrito
por SHINODA et al., 2011 e LATREMOLIERE et al., 2008.

A liberacdo das citocinas foi quantificada pelo ensaio de imunoabsorbancia
ligado a enzima (ELISA). Placas de 96 pogos foram cobertas com 100 uL/pogo, com
anticorpos de captura para cada citocina de acordo com as instru¢cdes do fabricante
(DuoSet ELISA, R&D Systems). As placas foram deixadas a temperatura ambiente,
overnigth. Depois foram lavadas com o tamp&o de lavagem por trés vezes, processo
repetido antes de cada etapa. Foram adicionados 300 uL do tampao de bloqueio a
cada poco. As placas foram incubadas por 1 hora e foram acrescentados 100 yL das
amostras ou das solugdes-padrao.

Apds incubagao a temperatura ambiente por 2 horas, 100 uL do anticorpo de
deteccdo foram adicionados aos pogos. Apds nova incubacdo por 2 h em
temperatura ambiente, 100 pyL de uma solugédo de conjugado de avidina foi
adicionada em cada pogo. Apdés 20 min, 100 pL de solugdo para substrato foi
adicionado. As placas foram incubadas por mais 20 minutos, e em seguida
adicionou-se a solucao de Stop. A reacao colorimétrica foi lida em espectrofotdmetro
no comprimento de onda de 405 nm com corre¢ao de 570 nm.

As concentragdes das citocinas IL-6, IL-13, TNF-a e Substancia P (SP), foram
expressas em pg/mL, estabelecida através de uma correlagdo entre os dados das

absorbancias e a curva de calibragdo determinada pelo fabricante.

3.2.8 Avaliagao de viabilidade celular, liberagao de NO e dosagem de citocinas
em macroéfagos estimulados com LPS

Para cultura celular foram utilizados macréfagos de ratos (RAW 264.7
transfectadas com gene reporter de NF-kB) imortalizados. As células foram

cultivadas em meio de Roswell Park Memorial Institute / culture medium (RPMI)
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suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (FBS), bicarbonato de sédio (1500
mg/L), penicilina (100 U/mL) estreptomicina (100 pg/mL) e gentamicina (10 ug/mL).
As células foram mantidas em frascos para cultura de tecidos (75 mm?) e em uma
estufa com 5% de CO, a 37°C. Os experimentos foram conduzidos utilizando uma
confluéncia de aproximadamente 80%.

Dando sequéncia para analise de citotoxicidade por reducdo do brometo de 3-
4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolio (MTT), as células RAW 264.7 (1x105
células/pogo) foram transferidas para a placas de cultura de células com 96 pocos.
As formulacbes de NTX foram diluidas em meio de cultura, e as células foram
expostas aos tratamentos por 24 h. O meio RPMI 10% FBS foi utilizado como
controle. As células foram expostas a concentragdes crescentes das formulacdes
(0,1 ng/mL,1 ng/mL e 10 ng/mL) com o objetivo de determinar a IC50. Terminados
os periodos de incubacdo, a citotoxicidade foi verificada através do ensaio de
reducdo do MTT, conforme descrito por LAZARINI et al., 2020 e FERREIRA et al.,
2018. Os pogos foram lavados com Tampao Salina Fosfato (PBS) (pH 7,4) e foi
adicionado 200 uL de Dulbecco’s Modified Eagle's Medium (DMEM) contendo 0,5
mg/mL de MTT. As células foram incubadas por 4h, e em seguida, o meio foi
removido e 100 uL de alcool absoluto foi adicionado aos pogos para dissolver os
cristais de formazan. O conteudo dos pogos foi homogeneizado e a absorbancia foi
medida em um leitor de microplacas com comprimento de onda de 540 nm. A
viabilidade celular foi expressa em porcentagem em relagdo ao controle. Foram
realizados trés experimentos independentes com nove repeticbes para cada
concentracao.

Em seguida, foi realizado o ensaio de liberagado de NO, protocolo utilizado para
avaliar in vitro os efeitos anti-inflamatérios da NTX. As células RAW 264.7 (1x105
células/pogo) foram transferidas para as placas de 96 pogos e tratadas com NTX. As
placas foram incubadas por 1 h (37°C e 5% CO,) e posteriormente estimuladas com
LPS de E. coli sorotipo (O111:B4) na concentragdo de 1 ug/mL. As placas entéo
foram incubadas por 24 horas na temperatura de 37°C e 5% de CO,. O controle
positivo foi realizado com células tratadas apenas com LPS. Células nao
estimuladas com LPS foram utilizadas como controle negativo.

Terminados os periodos de incubacgao, a producéo de NO foi determinada pela
presencga de nitritos no sobrenadante da cultura de células através do reagente de
Griess, conforme descrito por LAZARINI et al., 2020 e FERREIRA et al., 2018 e
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seguindo as instrugdes do fabricante (Promega). Os resultados foram expressos em
milimolar (mM) de NO liberado.

Para avaliagao da liberacdo de mediadores proé-inflamatorios, as células RAW
264.7 foram cultivadas como descrito anteriormente e transferidas para placas de
cultura de células de 96 pogos (2x105 células/pogo) e incubadas por 24 h a 37 °C e
5% de CO,. As células foram tratadas com NTX na concentracdo de 0,1 ng/mL.
Apods 1 h foi adicionado 100 ng/mL de lipopolisacarideo (LPS) de E. coli sorotipo
(O111:B4) seguido de incubacao por 4 h. Os sobrenandantes foram coletados para
a dosagens dos niveis das citocinas TNF-a e da quimiocina CXCL-2/MIP-2. Os
sobrenadantes da cultura de células incubadas por 24 horas foram utilizados para a
dosagem de IL-1B. A quantificagdo das citocinas foi realizada utilizando kits de
ELISA (DuoSet, R&D System), de acordo com os protocolos fornecidos pelo
fabricante. Os resultados foram expressos em pg/mL, comparando os niveis de

citocinas antes da estimulacao e apds a estimulacdo com LPS.

3.2.9 Protocolos experimentais

Experimento 1: Avaliacdo do decurso temporal da hiperalgesia térmica em ratos

fémeas e machos apos incisao intraoral

Inicialmente no dia 0 foi mensurado a resposta basal ao calor, e em seguida, os
animais foram alocados em dois grupos distintos, a saber: grupo falso-operado e
grupo incisdo. A laténcia de resposta ao estimulo térmico de animais machos e
fémeas foram avaliados nos dias 1, 3, 5 e 7 apds incisao cirurgica em mucosa oral
direita, no intuito de determinar o decurso temporal da hiperalgesia térmica ao calor.
Foram realizadas duas medidas consecutivas em cada dia e a média determinou a
resposta para laténcia ao estimulo térmico. Finalizado o experimento os animais
foram eutanasiados (ESQUEMA 4).
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Grupo 1
Cirurgia incisao mucosa oral

Selegdo dos animais e Dia 0 —

basal térmica (basal pré) — Avaliacdo da hiperalgesia
Dia O Pareamento térmica nos grupos 1 e 2
ia
Grupo 2 — Dias 1,3,5e7

Animais falso-operados

Dia 0 l

Eutanésia

Dia 7

ESQUEMA 4. Linha do tempo referente ao experimento de hiperalgesia térmica ao calor em animais fémeas
(n=6 /grupo) e machos (n=10/grupo) no modelo de dor pds-operatoria orofacial.

Experimento 2: Avaliacdo do efeito antinociceptivo da NTX sistémica no modelo de

dor pds-operatodria orofacial

No intuito de avaliar o efeito da NTX sistémica frente a hiperalgesia ao calor,
foram selecionados de maneira aleatéria animais fémeas alocadas em 5 grupos
distintos, a saber: 1) falso-operado / veiculo; 2) incisdo / veiculo; 3) incisdo / NTX 5
ng/Kg ; 4) incisdo / NTX 50 ng/Kg e 5) incisdo / NTX 500 ng/Kg . A resposta basal
dos animais ao estimulo térmico foi registrada previamente a cirurgia de incisdo da
mucosa (basal pré). Apods procedimento cirurgico (descrito no item 3.2.1) e no 3° dia,
foi avaliada a resposta basal térmica, previamente ao tratamento sistémico com
NTX.

Apos tratamento sistémico foi avaliada a hiperalgesia ao calor em intervalos de
30 minutos, e de 1 hora até 4 horas. Findado o experimento os animais foram
eutanasiados (ESQUEMA 5). O mesmo protocolo foi realizado em ratos machos

que foram tratados com veiculo ou NTX nas doses de 50 e 500 ng/kg.
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Selegdo de animais

machos e fémeas e Cirurgia de incisdo Basal térmica
basal térmica (basal pré) na mucosa oral (basal pés)
Dia 0 Dia 0 Dia 3

l

Avaliagdo da hiperalgesia Tratamento com NTX 5 ng/kg ou

Eutanasia térmica 30", 1h,2h,3h e 4h NTX 50 ng/Kglou NT_X 500 ng/Kg
ou veiculo (i.p.)

ESQUEMA 5. Linha do tempo referente ao experimento de avaliagdo do efeito antinociceptivo da
NTX sistémica na hiperalgesia térmica induzida por incisdo em ratos fémeas (n=6 /grupo) e machos
(n=6 /grupo).

No dia 3 apds incisdo de mucosa oral, os ratos machos foram tratados com
NTX 500 ng/Kg (i.p.) ou veiculo. A avaliacdo da hiperalgesia mecanica foi realizada
no intervalo de 30 minutos, e em intervalos de 1 hora até a 42 hora. Findado o

experimento os animais foram eutanasiados (ESQUEMA 6).

Selegdo de animais Cirurgia de incisdo Basal mecanica
para von Frey = na mucosa oral - (basal pds)
Dia 0 Dia 0 Rl
|
o ) ) Tratamentocom
s thahanean T T S00me/keon
Dia 3 Dia 3 Dia 3

ESQUEMA 6. Linha do tempo referente ao experimento de avaliacédo do efeito antinociceptivo da NTX
sistémica na hiperalgesia mecéanica induzida por incisdo da mucosa em ratos machos (n=6 /grupo).

Experimento 3: Avaliagdo do efeito da associagdo da NTX com morfina no modelo

de dor pos-operatdria orofacial

No dia 3 pods-incisdo, foi avaliada a resposta basal ao estimulo térmico

previamente ao tratamento farmacolégico (basal pds). Em seguida, ratos machos
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foram tratados com NTX 50 ng/Kg (i.p.), morfina 0,5 mg/kg (s.c) ou a combinacao de
ambas as drogas. Os grupos controle foram tratados com os veiculos
correspondentes. A avaliagdo da hiperalgesia térmica foi realizada no intervalo de 30
minutos, € em intervalos de 1 hora até a 4% hora. Finalizado o experimento os

animais foram eutanasiados (ESQUEMA 7).

Selegdo dos animais

Armi Cirurgia de incisdo Armi
e basal térmica . g Basal terr‘plca
(basal pré) na mucosa oral (basal pos)
Dia 0 Dia 0 Dia 3

l

Trat t NTX 50 ng/Kg (i.p.
Avaliagdo da hiperalgesia ratamento com ng/Ke (i.p.)

Aci D e/ou morfina 0,5 mg/Kg (s.c.
Eutanasia térmica 30, 1h,2h,3h e 4h / > mg/Kg (s.c.)
e/ou veiculo
Dia 3 Dia 3 Dia 3

ESQUEMA 7. Linha do tempo referente ao experimento de avaliagdo do efeito antinociceptivo da
NTX associado a morfina no modelo de dor pdés-operatéria orofacial (n=6 /grupo).

Experimento 4: Avaliacdo do efeito antinociceptivo da NTX administrada na mucosa

intraoral, GT ou Vc no modelo de dor pos-operatdria orofacial.

No dia 3 pds-operatorio foi registrado a resposta basal térmica previamente ao
tratamento farmacologico (basal pos). Sequencialmente os animais foram tratados
com NTX 50 ng/30 pyL ou NTX 500 ng/30 uL e grupo controle tratado com veiculo
correspondente, aplicados diretamente em regido de mucosa intraoral. Apdés 30
minutos do tratamento farmacolégico foi avaliada a hiperalgesia térmica em
intervalos de 30 minutos, 1 hora até a 42 hora. Finalizado o experimento os animais
foram eutanasiados (Grupo 1).

No dia 3 apds procedimento cirurgico foi avaliado o limiar de resposta basal
térmica previamente ao tratamento farmacolégico (basal pds). Em continuidade, os
animais foram tratados com NTX 5 ng/10 pL (i.t.) ou veiculo correspondente 10 uL
(i.t.) injetados no GT e Vc. Apds 30 minutos do tratamento farmacolégico foi avaliada

a hiperalgesia térmica no intervalo de 30 minutos, e em intervalos de 1 hora até a 42
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hora. Apds conclusao dos experimentos os animais foram eutanasiados (Grupos 2 e
3), conforme apresentado no ESQUEMA 08.

Selecdo dos animais e basal Cirurgia de incisdo Basal térmica
térmica (basal pré) " na mucosa oral (basal pés)
Dia 0 Dia 0 Dia 3
o . . Tratamento com NTX 50 ng/30 pL
Avaliagdo da hiperalgesia Intervalo
Asi f— . NTX 500 30 puL -~
Eutanasla térmica30, 1h,2h3hedh 30 ou NTX 500 ng/ 30
ou veiculo em mucosa oral
Dia 3 Dia 3 Dia 3 GRUPO 1
10 pL (i.t.
- . Avaliagdo da hiperalgesia Intervalo Tratameer}?uc:er:jﬂljlllxlz n?./(i to)” (i-t.)
EHAnasi térmica 30, 1h,2h,3h e 4h v ey | B
Injecao no GT
Dia 3 Dia 3 Dia 3 GRUPO 2
Avaliacdo da hiperalgesia Intervalo Tratamentocom NTX 5 ng/10 pL (i.t.)
asi Ap— . -
Eutandsia térmica 30, 1h,2h,3h e 4h 30 erowyelculod0 Pl () —
Injegdo no Vc
bia3 bia 3 Dia 3 GRUPO 3

ESQUEMA 8. Linha do tempo referente ao experimento de avaliagdo do efeito antinociceptivo da
NTX aplicados localmente em mucosa intraoral e centralmente no GT e V¢ no modelo de dor pds-
operatdria orofacial (n=6 /grupo).

Experimento 5: Avaliacdo do efeito antinociceptivo da NTX apds bloqueio dos

receptores TLR4 no GT e Vc em modelo de dor pés-operatéria orofacial

No 3° dia do pds-operatdrio, previamente ao tratamento farmacologico, foi
avaliado o limiar de resposta basal térmica (basal pds). Em continuidade, os animais
foram tratados com NTX 5 ng/10 pL (i.t.) e/ou LPS/RS 20 ug/10 L (i.t.) e/ou veiculo
correspondente 10 pL (i.t.) diretamente no GT ou Vc, com intervalo de 30 minutos
entre cada aplicagao nestas estruturas. Apos tratamento farmacolégico foi realizada
a avaliagao da hiperalgesia térmica em intervalos de 30 minutos, e de 1 hora até 4

horas. Concluidos experimentos os ratos foram eutanasiados (ESQUEMA 09).



54

Seleg3o dos animais e basal Cirurgia de incisdo Basal térmica —_
térmica (basal pré) ’ na mucosa oral (basal pds)
Dia 0 Dia 0 Dia 3
o e . Tratamento com NTX 5 ng/10 pL (i.t.)
Intervalo
Eutandsia ~ +— .A"?"a‘%‘f Tﬁ‘;f'f:s'zh — e/ou LPS/RS 20 pg/10 L (i.t.)
tenmica 9, 10.e1,3N & 30 e/ouveiculo 10 pL (i.t.) M
Dia 3 Dia 3 Injegdo no GT
Dia 3 GRUPO 1
» | Avaliagdo hiperalgesia Intervalo Tratamento com NTX 5 ng/10 pL (i.t.)
Eutanasia térmica 30", 1h,2h,3h e 4h ‘_30, e/ou LPS/RS 20 pg/10 pL (i.t.)
e/ou veiculo 10 L (i.t.) <
Dia 3 Dia 3 Inje¢do no Vc
Dia 3 GRUPO 2

ESQUEMA 09. Linha do tempo referente a avaliagdo do efeito antinociceptivo da NTX apds bloqueio
dos receptores TLR4 pelo LPS/RS aplicados diretamente no GT e Vc no modelo de dor pds-
operatoria orofacial (n=6 /grupo).

Experimento 6: Avaliacdo da influéncia da NTX nos niveis de citocinas pro-

inflamatdrias no GT e Vc no modelo de dor pés-operatdria orofacial

No 3° dia pés-cirurgico, os ratos receberam tratamento com NTX 5 ng/10 pL
elou veiculo 10 yL aplicados no GT e Vc, sendo eutanasiados apos 2 horas do
tratamento farmacoldgico. Imediatamente as estruturas nervosas ipsilaterais ao
tratamento foram coletadas devidamente identificadas e acondicionadas em freezer.
Sequencialmente as amostras foram analisadas para quantificacdo dos mediadores
pro-inflamatatoérios (IL1B, IL-6, TNF-a e SP) através do ensaio imunoenzimatico de
ELISA (ESQUEMA 10).
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Tratamento com NTX 5 ng/10 L (i.t.)
e/ou veiculo 10 pL (i.t.)
Inje¢do no GT

/' BEE GRUPO 1
Divisdo dos animais Cirurgia de incisdo na
em 2 grupos mucosa oral
Dia 0 Dia 0

\ Tratamento com NTX 5 ng/10 pL (i.t.)
e/ou veiculo 10 pl (i.t.)
Inje¢do no Vc

Dia 3 GRUPO 2

Intervalo de 2 horas apds tratamento

Coleta dos tecidos nervosos (ipsilaterais),

Ensaio ELISA - identificacdo das amostras e -— Eutanasia -~
acondicionamento em freezer -80°C —
Dia 3 Dia 3

ESQUEMA 10. Linha do tempo referente ao experimento de quantificacdo de citocinas pro-
inflamatodrias presentes no GT e Vc no efeito da NTX aplicado diretamente nestas estruturas nervosas
no modelo de dor pés-operatéria orofacial (n=5-8 /grupo).

Experimento 7: Avaliacado do efeito antinociceptivo da NTX na hiperalgesia orofacial

e niveis de citocinas no GT induzidos por LPS

Apés avaliagao da resposta basal ao estimulo térmico os ratos foram tratados
com NTX 500 ng/Kg (i.p.) ou veiculo correspondente (i.p.) € 30 minutos depois foram
tratados com LPS 10ug/50uL na mucosa intraoral. Apos os tratamentos, foi avaliada
a hiperalgesia térmica em intervalos de 30 minutos, e de 1 hora até 4 horas.

Finalizado experimento os animais foram eutanasiados (ESQUEMA 11).
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Selecdo dos animais | | Tratamento com
, . ntervalo
e basal térmica | Tratamento com LPS 10 pg/50 pL
(basal pré) NTX 500 ng/Kg (i.p.) 30’ em mucosa oral
Dia 0 Dia 0 Dia 0

|

Avaliagdo hiperalgesia

s . <—
Eutanasia térmica 30, 1h,2h,3h e 4h

Dia 0 Dia 0

ESQUEMA 11. Linha do tempo referente ao experimento de avaliacdo do efeito antinociceptivo da
NTX na hiperalgesia orofacial induzida pelo agonista de TLR4 (LPS) (n=10 /grupo).

Um grupo independente de animais foi tratado com NTX 500ng/Kg (i.p.) ou
veiculo (i.p.) por via sistémica e apds 30 minutos foi tratado com LPS 10 ug/50 pL ou
veiculo na mucosa intraoral. Apds 1 hora dos tratamentos, foi avaliada a hiperalgesia
térmica na face (basal pds). Os animais foram eutanasiados 2 horas apds os
tratamentos e o GT ipsilateral foi removido e acondicionada em freezer.
Posteriormente as amostras foram analisadas através de ensaio imunoenzimatico de
ELISA para quantificagdo dos mediadores pré-inflamatérios TNF-a, IL-1B, IL-6 e SP
(ESQUEMA 12).

Selecdo dos animais Tratamento com . Avlaliag.ﬁo fja _
e basal térmica Tratamento com Intervalo LPS 10 pg/50 pL Intervalo Iper(al!] f:aslla;‘) :c;;;mlca
(basal pré) NTX 500 ng/Kg (i.p.) 30’ em mucosa oral 60°
Dia 0 Dia 0 Dia 0 Dia 0
Intervalo 60'1
Teste ELISA <«—— Coletatecidual do ganglio do trigémeo P Eutanasia
Dia 0 Dia 0

ESQUEMA 12. Linha do tempo referente ao experimento de quantificacdo de citocinas pro-
inflamatdrias presentes no GT, apos ativagao de receptores TLR4 pelo LPS em mucosa oral no efeito
da NTX aplicado diretamente nesta estrutura nervosa (n=10 /grupo).



Experimento 8: Avaliacdo da influéncia da NTX na viabilidade celular, liberagdo de
NO e liberagdo de mediadores pré-inflamatérios em macrofagos estimulados com
LPS

Na analise da viabilidade celular, macrofagos da linhagem RAW 264.7 foram
incubados com diferentes concentragées de NTX (0,1 ng/mL, 1 ng/mL e 10 ng/mL),
e apos 1 hora de incubagao, foi adicionado o LPS na concentragdo de 100 ng/mL,
cujas placas foram incubadas por mais 24 h. Finalizado o periodo de incubacéo foi
verificado a citotoxidade através de ensaio de redugao MTT, cuja viabilidade celular
foi expressa em porcentagem em relagédo ao controle.

Sequencialmente estas células foram estimuladas com LPS 500 ng/mL a fim de
determinar a liberacao de NO, bem como a influéncia da NTX nesse parametro
(ESQUEMA 13).

RAW 264.7 Intervalo
) . — LPS 100 ng/mL —p Ensaio MTT
1 incubagdo 60’ m Viabilidade celular
NTX (0,1 ng/mL, 1 ng/mL e 10 ng/mL) 24 horas

l Sequencialmente

Células estimuladas
com LPS 500 ng/mL

- Liberacdo de NO

ESQUEMA 13. Linha do tempo referente ao experimento in vitro de analise da viabilidade celular e
liberagdo de NO em macrofagos estimulados por LPS (n=5-8 /grupo).

Para avaliacdo da expressdao de mediadores pro-inflamatdrios, foi utilizado o
ensaio imunoenzimatico de ELISA, no qual células RAW 264.7 foram tratadas com
NTX 0,1 ng/mL, e apds 1 hora foi adicionado 100 ng/mL de LPS. Apds periodo de
incubacao os sobrenadantes foram coletados e os niveis das citocinas TNF-a e IL-
18, e da quimiocina CXCL-2/MIP-2 foram determinados através do teste de

imunoabsorc¢ao enzimatica (ESQUEMA 14).
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RAW 264.7 Intervalo
1 i = — LPS 100 ng/mL —_ Coleta de sobrenadantes
incubagdo 60
NTX 0,1 ng/mL 24 horas

1 Sequencialmente

Teste de imunoabsorcao enzimatica

}

Derterminacgdo dos niveis de
TNF-a, IL-18 e CXCL-2/MIP-2

ESQUEMA 14. Linha do tempo referente a analise in vitro de quantificagdo dos niveis de TNF-a, IL-1(3
e CXCL-2/MIP-2 em células estimuladas por LPS (n=5-8 /grupo).

3.2.10 Analise estatistica

As diferencgas entre os grupos na avaliagdo da hiperalgesia térmica e mecanica
foram analisadas por andlise de variancia (ANOVA) de duas vias com medidas
repetidas seguida pelo teste post hoc Bonferroni. Os resultados foram reportados
como média + Erro Padrdao da Média (EPM). Foi empregada ANOVA de uma via
seguida do teste post hoc de Bonferroni na analise das dosagens de citocinas no GT
e Vc, viabilidade celular e liberagdo de NO em macrofagos RAW 264.7 estimulados
por LPS. Esses resultados foram reportados como média £ Desvio Padrdo da Média
(DPM). As diferengcas entre os grupos foram consideradas estatisticamente
significantes quando o valor foi P < 0,05. GraphPad Prism versao 8 para Windows foi

usado para analise estatistica dos dados (GraphPad Software, San Diego, CA).
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4 RESULTADOS

4.1 DECURSO TEMPORAL DA HIPERALGESIA TERMICA EM RATOS FEMEAS E
MACHOS APOS INCISAO DA MUCOSA ORAL

Ratos fémeas foram avaliados quanto a hiperalgesia térmica no 1°,3°,5° e 7°
dias apos procedimento cirurgico e foi evidenciado que os animais operados
apresentaram uma diminui¢ao de laténcia para resposta ao estimulo no 3° dia até 5°
dia (P < 0,05) quando em comparagao ao grupo falso-operado (FIGURA 1A).

Seguindo o mesmo protocolo experimental foram avaliados os animais
machos, e foi demostrado que os animais operados apresentaram diminuicdo da
laténcia para resposta ao estimulo térmico do 1° dia até o 5° dia (P < 0,05) quando

comparados aos animais do grupo falso-operado (FIGURA 1B).
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FIGURA 1: AVALIACAO DA HIPERALGESIA TERMICA EM RATOS FEMEAS E MACHOS APOS
INCISAO INTRAORAL. Avaliacdo da hiperalgesia térmica na face antes (D0) e nos dias 1, 3, 5e 7
apo6s a incisdo da mucosa oral em ratos fémeas (A) e machos (B). Os valores representam média +
E.P.M, (n=6 /grupo fémeas; n=10 / grupo machos). ANOVA de duas vias para medidas repetidas seguida
do teste de post hoc de Bonferroni. *P<0,05 em relagédo ao grupo Falso-operado.



4.2 AVALIACAO DO EFEITO ANTINOCICEPTIVO DA NTX SISTEMICA NO MODELO
DE DOR POS-OPERATORIA OROFACIAL

O tratamento sistémico com NTX 500 ng/kg (i.p.) em ratos fémeas realizado no
dia 3 apds incisdo intraoral, foi capaz de reduzir a hiperalgesia térmica nos 30
minutos iniciais até a 12 hora apds a administragdo (P < 0,05) em relagdo ao grupo
controle. Contudo, as doses de 5 ng/Kg e 50 ng/Kg nao foram capazes de promover
efeito antinociceptivo significativo em nenhum dos tempos avaliados (P > 0,9999,
FIGURA 2A).

O tratamento com NTX 500 ng/kg em ratos machos causou reducdo da
hiperalgesia térmica desde os 30 minutos até a 3% hora ap6s sua administragéo (P <
0,05) em relagao ao grupo incisao tratado com veiculo. Nao houve redugao do limiar
da laténcia para resposta ao estimulo térmico na dose de 50 ng/kg em nenhum dos
tempos avaliados (P > 0,9999, FIGURA 2B). Importante salientar que o tratamento
sistémico na dose de 500 ng/kg nao promoveu alteracdo do limiar de resposta no
grupo falso-operado (P > 0,9999).

Na avaliagdo da hiperalgesia mecanica, foi observado que o tratamento
sistémico com NTX 500 ng/Kg (i.p.) foi capaz de aumentar o limiar mecéanico desde
30 minutos até a 32 hora ap6s a administracéo (P < 0,05), quando comparado ao

grupo incisdo-veiculo (FIGURA 2C).
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FIGURA 2: EFEITO DO TRATAMENTO SISTEMICO COM NTX NA HIPERALGESIA TERMICA E MECANICA
INDUZIDA POR INCISAO INTRAORAL EM RATOS FEMEAS E MACHOS. A laténcia para resposta ao
calor e o limiar mecanico foram avaliados antes do procedimento cirurgico (D0O) e no 3° dia pés-
cirargico (D3). A) Fémeas foram tratadas com NTX ou veiculo no D3, e o limiar térmico foi avaliado em intervalos
de 30 minutos, e entre 1 até 4 horas. B) Ratos machos foram tratados com NTX ou veiculo no D3, e avaliados em
intervalos de 30 minutos, e entre 1 até 4 horas. C) Ratos machos foram tratados com NTX ou veiculo no D3 e
avaliados quanto a hiperalgesia mecénica em intervalos de 30 minutos, e entre 1 até 4 horas. Os
valores representam média + E.P.M, (n=6/grupo). ANOVA de duas vias para medidas repetidas seguida do teste
de post hoc de Bonferroni. *P<0,05 em relagdo ao grupo Falso- operado / Veiculo e "p<0,05 em relagéo ao grupo
Inciséo / Veiculo.
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4.3 EFEITO DA ASSOCIACAO DA NTX COM MORFINA EM MODELO DE DOR POS-
OPERATORIA OROFACIAL

A associagdo da NTX 50 ng/Kg (i.p.) e morfina 0,5 mg/Kg (s.c.), realizada no 3°
dia apds incisdo intraoral, resultou em efeito antinociceptivo, promovendo um
aumento da laténcia resposta ao estimulo térmico, entre 30 minutos até a 22 hora (P
< 0,05). O tratamento isolado com NTX 50 ng/Kg (i.p.) ou morfina 0,5 mg/kg (s.c.)

nao foi capaz de promover efeito antinociceptivo (P > 0,9999, FIGURA 3).

-O- Falso operado/Veiculo
1} Incisao/Veiculo

I Incisdo/NTX 50 ng/kg
- Incisdo/morfina 0,5 mg/kg
M Incisdo/morfina/NTX

Laténcia para resposta (s)

0 1 Ll 1 1 L] 1 1 I
DO D3 05 1 2 3 4

Tempo (horas)

FIGURA 3: EFEITO DA ASSOCIACAO ENTRE MORFINA E NTX NA HIPERALGESIA TERMICA INDUZIDA
POR INCISAO INTRAORAL. O limiar térmico foi avaliado antes do procedimento cirtrgico (D0) e no 3°
dia pés-cirargico (D3). Os animais foram tratados no D3 com veiculo, NTX (50 ng/Kg), morfina (0,5 mg/Kg) ou
a associagao dos farmacos. A hiperalgesia térmica foi avaliada em intervalos de 30 minutos, e de 1 hora até 4
horas. Os valores representam média + E.P.M. (n=6 /grupo). ANOVA de duas vias para medidas repetidas
seguida de teste de post hoc de Bonferroni. *P<0,05 em relagdo ao grupo Falso-operado /Veiculo e "<0,05 em
relagao ao grupo Incisdo / Veiculo.
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4.4 EFEITO ANTINOCICEPTIVO DA NTX ADMINISTRADA NA MUCOSA, NO GT E
NO Ve NO MODELO DE DOR POS-OPERATORIA OROFACIAL

O tratamento com NTX (50 ng/30 pL ou 500 ng/30 pL) diretamente na mucosa
intraoral, realizado no 3° dia apds incisao, ndao modificou a hiperalgesia térmica em
nenhum intervalo de tempo avaliado (P > 0,9999, FIGURA 4A).

Por outro lado, o tratamento com NTX 5 ng/10 uL no GT realizado no dia 3
apos a incisao, promoveu um aumento da laténcia para resposta ao estimulo térmico
desde os 30 minutos iniciais, estendendo-se até 3% hora (P < 0,05), quando
comparado ao grupo incisao tratado com veiculo. J& os animais que receberam a
menor dose 0,5 ng/10 uL apresentaram aumento da laténcia para resposta somente
até a 12 hora, quando comparados ao grupo controle (P < 0,05). Os animais do
grupo falso-operado que receberam NTX 5 ng/10 pL no GT ndo apresentaram
alteragdo do limiar de resposta em nenhum dos tempos avaliados (P > 0.9999,
FIGURA 4B).

Ademais, o tratamento com a NTX 5 ng/10 uL no Vc no 3° dia apds inciséo
intraoral, foi capaz de promover aumento da laténcia para resposta ao estimulo
térmico, que se iniciou 30 minutos apos tratamento e estendeu-se até a 32 hora (P <
0.05). Contudo, o tratamento com a menor dose 0,5 ng/10 pL foi capaz de promover
efeito antinociceptivo somente até a 22 hora (P < 0.05), quando comparado ao grupo
controle. Os animais do grupo falso-operado que receberam NTX 5 ng/10 pyL no Vc
nao apresentaram alteragcédo do limiar de resposta em nenhum dos tempos avaliados
(P>0.9999, FIGURA 4C).

64



65

A
12-
0
E & O Falso operado/Veiculo
S § {7} Incis&o/Veiculo
8 e " 4} Incisao/NTX 50 ng/kg
o -
= § W Incisao/NTX 500 ng/kg
o
g o
oD
®
-l
0 T T T T T T L |
Do D3 05 1 2 3 4
Tempo (horas)
B
o 0
g s <O Falso operado/Veiculo
@ 3 @ Falso operado/NTX 5 ng
= g {F Inciséo/Veiculo
= o 8 Incisao/NTX 0.5 ng
e} a M Incisao/NTX 5 ng
b2 o
« (%]
[}
-l
0 L] T T T T T ] I
DO D3 05 1 2 3 4
Tempo (horas)
c
— <> Falso operado/Veiculo
g .E @ Falso operado/NTX 5 ng
® §. {F Incisdo/Veiculo
S i 4} Incisao/NTX 0,5 ng
S s & Incisao/NTX 5 ng
c
o =
=0 o
n &
©
|

0 ] T ] L] L] 1 1 l
D0 D3 05 1 2 3 4

Tempo (dias)

FIGURA 4. EFEITO DO TRATAMENTO COM NTX NA MUCOSA, GT E Vc NA HIPERALGESIA
TERMICA INDUZIDA POR INCISAO INTRAORAL. O limiar térmico foi avaliado antes do
procedimento cirurgico (D0) e no 3° dia pds-cirurgico (D3). A) Os animais foram tratados no D3
com NTX ou veiculo que foram administrados na mucosa intraoral (A), no GT (B) e no Vc (C). A
hiperalgesia térmica foi avaliada em intervalos de 30 minutos, e entre 1 hora até 4 horas. Os valores
representam média + E.P.M. (n=6 /grupo). ANOVA de duas vias para medidas repetidas seguida do teste de
post hoc de Bonferroni. *P<0,05 em relagéo ao grupo Falso-operado / Veiculo e *P<0,05 em relacéo ao grupo
Inciséo / Veiculo.



4.5 EFEITO ANTINOCICEPTIVO DA NTX APOS BLOQUEIO DOS RECEPTORES
TLR4 NO GT E Vc EM MODELO DE DOR POS-OPERATORIA OROFACIAL

A incisdo promoveu nitida resposta hiperalgésica nos animais e a injecdo de
NTX 5 ng/10 uL no GT foi capaz de promover aumento da laténcia para resposta ao
estimulo térmico, que se estendeu até a 32 hora (P < 0.001, FIGURA 5A) quando
comparado ao grupo controle. Contudo, o bloqueio dos receptores TLR4 através do
LPS-RS 20 pg/10 pL diretamente no GT né&o alterou a laténcia para resposta em
nenhum dos tempos avaliados (P > 0.9999, FIGURA 5A). Ademais, o tratamento
prévio com LPS-RS no GT bloqueou o efeito analgésico da NTX injetada na mesma
estrutura anatémica (P < 0.0001, FIGURA 5A).

O tratamento dos animais operados com NTX 5 ng/10 uL injetado no Vc foi
capaz de promover aumento da laténcia para resposta ao estimulo térmico, que se
estendeu até a 32 hora (P < 0.001, FIGURA 5B). Contudo, o tratamento isolado com
LPS-RS 20 ug/10 uL (i.t.) ndo foi capaz de alterar a laténcia para resposta em
nenhum dos tempos avaliados (P > 0.9999, FIGURA 5B). De maneira semelhante, o
tratamento prévio com LPS-RS também bloqueou o efeito antinociceptivo da NTX

quando aplicado na mesma estrutura anatémica (P< 0.0001, FIGURA 5B).
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FIGURA 5: INFLUENCIA DO BLOQUEIO DOS RECEPTORES TLR4 NO EFEITO DA NTX NA
HIPERALGESIA TERMICA INDUZIDA POR INCISAO INTRAORAL. O limiar térmico foi avaliado
antes do procedimento cirurgico (DO) e no 3° dia pos-cirurgico (D3). Animais foram tratados no D3
com LPS/RS seguido de NTX ou os veiculos correspondentes diretamente no GT (A) ou Vc (B). A
hiperalgesia térmica foi avaliada em intervalos de 30 minutos, e entre 1até 4 horas apos os tratamentos. Os
valores representam média + E.P.M. (n=6 /grupo), dados analisados utilizando ANOVA de duas vias para
medidas repetidas seguida do teste de post hoc de Bonferroni. *P<0,05 em relagéo ao grupo Falso-operado /
Veiculo / Veiculo e *P<0,05 em relagéo ao grupo Incisdo / Veiculo / Veiculo.



4.6 INFLUENCIA DA NTX NOS NIVEIS DE MEDIADORES PRO-INFLAMATORIAS NO
GT NO MODELO DE DOR POS-OPERATORIA OROFACIAL

Foi avaliada a influéncia da NTX 5 ng/10 ul (i.t.) nos niveis de mediadores pro-
inflamatodrias no GT. Ratos machos operados nao mostraram aumento significativo
de TNF-q, IL-1B, IL-6 e SP no GT ipsilateral a incisdo, em relagdo ao grupo falso-
operado. O tratamento com NTX n&o alterou os niveis de mediadores no GT (P >
0,05, FIGURA 6).
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FIGURA 6: AVALIACAO DA INFLUENCIA DA NTX NOS NIVEIS DE MEDIADORES PRO-
INFLAMATORIOS NO GT APOS INCISAO INTRAORAL. Os animais foram operados no dia 0 e no 3°
dia pos-cirargico receberam tratamento com NTX 5ng/10ul ou veiculo injetados no GT. Apods 2 horas
do tratamento os animais foram eutanasiados e o GT ipsilateral foi coletado para dosagem dos
mediadores proé-inflamatérios ravés de ELISA. Os valores representam média + E.P.M., dados analisados
utilizando ANOVA de uma via para medidas repetidas seguida do teste de post hoc de Bonferroni.



4.7 INFLUENCIA DA NTX NA HIPERALGESIA OROFACIAL E NOS NIVEIS DE
CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS NO GT INDUZIDOS POR LPS

O tratamento com LPS 10 pg/50 pl realizado diretamente na mucosa oral dos
animais machos resultou num quadro hiperalgésico, com diminui¢cao de laténcia para
resposta ao estimulo térmico desde os 30 minutos iniciais até a 22 hora. O
tratamento prévio com NTX 500 ng/kg (i.p.) foi capaz de reverter a hiperalgesia
térmica induzida pelo LPS (P < 0.0001, FIGURA 7A).

A administracdo de LPS 10 pg/50 ul diretamente em regidao de mucosa intraoral
promoveu aumento dos niveis da IL-1B no GT quando comparado ao grupo controle
(P <0,0001, FIGURA 7B), enquanto que o tratamento sistémico com NTX 500 ng/Kg
(i.p.) foi capaz de reduzir de maneira significativa os niveis desta citocina (P < 0.001,
FIGURA 7B).

Ademais, foi observado que niveis do TNFa também foram aumentados apds
inje¢do do LPS 10 pg/50 pl em mucosa oral (P < 0.0001, FIGURA 7C), porém a
administragao sistémica de NTX 500 ng/kg (i.p.) ndo causou alteracao significativa
(P =0,8602, FIGURA 7C).
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FIGURA 7: EFEITO DO TRATAMENTO SISTEMICO COM NTX NA HIPERALGESIA TERMICA
INDUZIDA POR LPS E NIVEIS DE CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS NO GT. A) O limiar basal
térmico foi avaliado antes do tratamento com NTX ou Veiculo. Apdés 30 minutos o LPS foi injetado na
mucosa oral e a hiperalgesia térmica foi mensurada em intervalos de 30 minutos, 1 hora até 4 horas.
Grupo independente de animais receberam o mesmo tratamento acima descrito e foram
eutanasiados 2 horas apos para coleta do GT e posterior analise de quantificagdo dos niveis de IL1-8
(B) e TNFa (C) através de ELISA. Os valores representam média + E.P.M. (n=10/grupo). *P<0,05
quando comparado com o grupo Veiculo/veiculo e #P<0,05 quando em comparagdo com 0O grupo
Veiculo/LPS.
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4.8 AVALIACAO DA INFLUENCIA DA NTX NA VIABILIDADE CELULAR, LIBERAGCAO
DE NO E LIBERACAO DE MEDIADORES PRO-INFLAMATORIOS EM
MACROFAGOS ESTIMULADOS COM LPS

No ensaio de viabilidade celular, tanto o LPS quanto a NTX (10 ng/mL, 1 ng/mL
e 0,1 ng/mL) causaram sutil redugdo no percentual de macréfagos da linhagem
RAW 264.7 viaveis (P<0.0001, FIGURA 8A). A porcentagem de células viaveis foi
81.5% no grupo LPS, 87.7% no grupo LPS+NTX 0.1 ng/mL, 81.4% no grupo
LPS+NTX 1 ng/mL e 73.1% no grupo LPS+NTX 10 ng/mL. A exposi¢cdo das células
ao LPS resultou em aumento significativos da liberagdo de NO, bem como nos
niveis de CXCL-2, TNF-a e IL-1B em comparagdo ao grupo controle (P<0.001,
FIGURA 8B-E). Somente a exposicao de NTX 0,1 ng/mL foi capaz de reduzir de
maneira significativa a liberagdo de NO (P<0.001, FIGURA 8B), quando em
comparagao ao grupo controle. O tratamento com NTX 0,1 ng/mL promoveu redugao
significativa da expressdo do CXCL-2 (P<0.0001, FIGURA 8C) e IL-13 (P=0.0006,
FIGURA 8E) quando comparados ao grupo LPS. A NTX n&o alterou os niveis de
TNF-a (P=0.5415, FIGURA 8D).
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FIGURA 8: INFLUENCIA DA NTX NA VIABILIDADE CELULAR, LIBERACAO DE NO E DE
MEDIADORES PRO-INFLAMATORIOS EM MACROFAGOS RAW 264.7 ESTIMULADOS POR LPS.
A) Viabilidade celular em células RAW 264.7 estimuladas por LPS e tratadas com NTX em diferentes
concentragdes. B) Liberagdo de NO apds tratamento com NTX em macréfagos estimulados por LPS.
C-E) Avaliagdo da expressdo dos mediadores pro-inflamatérios CXCL-2, TNF-a e IL-18 apds
tratamento com NTX 0,1 ng/mL em macréfagos estimulados por LPS. Os valores representam média
+ D.P.M. * P<0,05 em relagédo ao controle, # P<0,05 em relagdo ao grupo LPS. Dados analisados
utilizando ANOVA de uma via seguida do teste post hoc de Bonferroni.



5 DISCUSSAO

Este estudo inédito apresenta evidéncias do potencial antinociceptivo da ULDN
em modelo de DPO orofacial em ratos e ao mesmo tempo explora possiveis
mecanismos de ag&o subjacentes a este processo.

O manejo da DPO imediata ao ato cirurgico, € considerado um desafio aos
prescritores, principalmente no que tange as prescrigbes de opioides, muito
utilizadas na DAPO, as quais precisam ser revistas, pois além dos efeitos adversos
pertinentes a esta classe farmacoldgica, existe real risco de adicdo e/ou abuso,
capaz de ceifar vidas (ARGOFF, 2014; POGATZKI-ZAHN et al., 2018; GLARE,
2019), assim, alternativas prescritivas precisam ser levadas em consideragao.

O estudo da ULDN no controle da DAPO foi muito instigante e desafiador, pois
até presente momento, ndo ha na literatura cientifica estudos com enfoque na DOF
aguda que utilize a NTX para fins analgésicos, ao passo que diversos estudos
clinicos abordam, em sua maioria, tratamentos de condigdes cronicas, em particular
de doengas de cunho neuroinflamatério e autoimune, o que torna este assunto
relevante, visto a escassez de publicagbes atuais.

Assim, a presente tese traz evidéncias cientificas sobre o efeito da ULDN
através de diversos experimentos in vivo no controle analgésico na DAPO orofacial
de natureza inflamatéria, além de ensaios in vitro, revelando-se como promissora
alternativa terapéutica nestas condicbes, além de abrir horizontes para futuros
estudos translacionais.

Num primeiro instante tentamos identificar a existéncia de diferenga
comportamental entre animais fémeas e machos através do teste de hiperalgesia
térmica ao calor, previamente ao tratamento farmacoldgico, no modelo de DPO
orofacial, afim de caracterizar qual sexo destes animais seriam mais
elegiveis/responsivos para continuidade desta pesquisa.

Pouquissimos séo os artigos relevantes que versam sobre a DAPO em mucosa
oral, embora diversos trabalhos demostrem a hipersensibilidade a dor pés- cirurgica
induzida através de variados modelos de lesdes traumaticas (ex. incisdes teciduais,
constricdo nervosa) na regiao orofacial, ou mesmo em outras partes do corpo do
animal (URATA et al., 2018; POGATZKI-ZAHN et al., 2018), contudo nenhum estudo
abordou a diferenca comportamental ao estimulo térmico entre sexos,

especificamente no modelo de incisdo em mucosa intraoral.
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Nesse estudo nao foi observado qualquer diferenca comportamental entre os
sexos, na hiperalgesia térmica, desta maneira, foi dado continuidade aos
experimentos com a utilizagdo da droga teste NTX, tanto em animais machos como
fémeas.

Através de uma ampla revisdo em base de dados Pubmed/Medline, LILACS e
Scielo, ndo foram encontrados estudos experimentais e/ou clinicos que avaliassem o
potencial analgésico da ULDN em condi¢cdes de DOF aguda pos-operatéria.

Contudo, alguns estudos experimentais demostraram o potencial analgésico da
NTX tanto por via sistémica (i.p.), quanto em associagao a dose subterapéutica de
morfina (SHEN & CRAIN, 1997; POWELL et al., 2002; HAMANN et al., 2004), como
também por via i.t. (MATTIOLLI et al, 2010), servindo desta maneira como
parametro de dosagem para experimentos piloto em nosso laboratorio.

Com base nestes trabalhos, trés dosagens de NTX foram testadas com
objetivo de determinar a dose eficaz capaz de reverter o quadro de hiperalgesia
térmica no modelo de DPO orofacial, assim as seguintes doses foram avaliadas, a
saber: NTX 5 ng/Kg, NTX 50 ng/Kg e NTX 500 ng/Kg (i.p.).

Dados iniciais desta pesquisa revelaram através do teste de hiperalgesia ao
estimulo térmico, que somente a maior dose testada (NTX 500 ng/Kg) promoveu
efeito analgésico, além de que os animais machos apresentaram resposta
antinociceptiva com maior intervalo de analgesia quando comparados as fémeas,
corroborando estudos que referem que as fémeas apresentam menor sensibilidade
a NTX quando comparados aos machos (HAMANN et al., 2004; NIETO et al., 2018).

Baseado nestas informagdes, ficou definido a dose padrao que norteou todos
experimentos subsequentes, bem como optou-se pela utilizagdo de ratos machos,
por apresentarem efeito mais prolongado da NTX. Entretanto, sabe-se a importancia
de incluir ambos os sexos nos estudos em dor e planeja-se incluir as fémeas
futuramente nessa avaliagédo. Em relagéo aos opioides, estudos sugerem que tanto
sua agao quanto a poténcia analgésica, podem diferir entre sexos (HAMANN et al.,
2004; TERNER et al., 2006).

Nossos resultados demostraram que a NTX promoveu efeito anti-hiperalgésico
em ambos 0s sexos, porém o efeito foi mais prolongado em ratos machos. Por outro
lado, Hamann e colegas evidenciaram no teste de retirada da cauda, que a ULDN foi
capaz de aumentar o efeito antinociceptivo da morfina em ratas fémeas, mas nao
em machos (HAMANN et al., 2004).
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Entretanto, na pesquisa de Hamann, ndo houve grupo experimental tratado
somente com NTX, no intuito de evidenciar seu potencial analgésico entre sexos,
mas interessantemente foi observado que o tratamento isolado com morfina
promoveu maior efeito analgésico em ratos machos do que em fémeas, com
AUCO0-300 min =512.9 £ 92.2 e 310.0 £ 100.0 respectivamente, no teste de retirada
de cauda (HAMANN et al., 2004).

Da mesma maneira, Nieto e colegas também observaram diferengas entre
sexo na capacidade da NTX em reduzir comportamentos apetitivos e de consumo de
alcool em ratos, num modelo de autoadministragcéo, e observaram que a NTX
reduziu de maneira dose-dependente e seletiva o comportamento de consumo de
alcool em animais machos, por outro lado reduziu apenas o comportamento apetitivo
em fémeas (NIETO et al., 2018).

Dentro das avaliagcbes comportamentais, também foi verificado o potencial
analgésico da NTX frente ao estimulo mecénico através dos filamentos de von Frey.

Nossos resultados foram similares ao trabalho elaborado por de Oliveira e
colegas que demostraram a habilidade da NTX em reduzir a alodinia mecanica em
modelo experimental de dor neuropatica induzido por constricao de nervo infraorbital
(de OLIVEIRA et al., 2020).

Em conjunto, esses resultados indicam que a NTX pode trazer beneficio no
controle da DAPO orofacial. Nesse sentido, estudos clinicos mostram que o
emprego de NLX em infusdo, durante cirurgias lombares, resulta em redugédo da
intensidade da dor, menor consumo de opioide no poés-operatdrio imediato e
atenuagdo de efeitos adversos concernente aos opioides, tais como nausea e
prurido (FIROUZIAN et al., 2018; FIROUZIAN et al., 2020).

Limitadas sdo as evidéncias da utilizagdo da ULDN como analgésico em
monoterapia, contudo ja estd bem documentado seu efeito na potencializagdao de
analgesia induzida por opioides, evidenciada tanto em estudos experimentais como
clinicos (SHEN & CRAIN, 1997; POWELL et al.,, 2002; HAMANN et al., 2004;
MATTIOLLI et al., 2010; WEBSTER et al, 2006; FIROUZIAN et al., 2018;
FIROUZIAN et al., 2020).

Trabalho conduzido por Shen & Crain evidenciou que camundongos tratados
com ULDN 100 ng/Kg (i.p) resultou em aumento da analgesia induzida por subdose

de morfina 3 mg/Kg através do teste comportamental de imersao de cauda em agua
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quente, além de inibir o desenvolvimento de tolerancia e/ou dependéncia fisica
(SHEN & CRAIN, 1997).

Seguindo essa mesma linha de raciocinio, Powell e colaboradores
demostraram que o tratamento sistémico com NTX 10 ng/Kg isolada foi incapaz de
promover analgesia no teste de retirada da cauda, contudo, quando em associagao
com morfina 7,5 mg/Kg, houve resposta analgésica superior quando em comparagao
a morfina isolada (POWELL et al., 2002).

Ademais, Hamann e colegas determinaram que doses de NTX inferiores a
2000 ng/Kg sao necessarios para promover um aumento do efeito analgésico de
uma dose subterapéutica de morfina, em ratos machos (HAMANN et al., 2004).

Mattiolli e colaboradores demostraram que o tratamento intratecal com ULDN 5
ng/30 pl foi responsavel por promover um aumento de laténcia para resposta ao
estimulo térmico quando em associacdo com morfina, ao passo que tratamentos
isolados ndo foram capazes de promover analgesia (MATTIOLLI et al., 2010).

Assim, em concordancia com a literatura cientifica, evidenciamos que a
associagcao entre NTX e morfina (ambos em doses nao terapéuticas) promoveu
efeito anti-hiperalgésico, ndo observado com as drogas isoladas. Inumeros
mecanismos tém sido apresentados com objetivo de explicar o sinergismo entre
estes farmacos, que pode estar relacionado com o efeito da NTX em ligar-se aos
receptores opioides, os quais estdo expressos tanto na periferia como SNC, que
sera discutido a seguir (LARGENT-MILNES et al., 2008; WEBSTER, 2007,
CHINDALORE et al.,2005).

Através da técnica de autorradiografia foi evidenciado que receptores MOP sao
amplamente expressos na periferia dos aferentes primarios do nervo trigémeo, que
correspondem ao GT e também centralmente no Vc, que corresponde ao corno
dorsal da medula, visto a similaridade morfofisiolégica entre estas estruturas
(BAGUES et al.,, 2018; CHICHORRO et al., 2017). De maneira intrigante, a
expressao dos receptores MOP no GT é 44% superior quando comparado ao Vc, e
€ observado que em condigdes inflamatorias, ocorre um aumento destes receptores,
cuja proteina é transportada para periferia, sendo capaz de interagir com agonistas
opioides enddgenos e exoégenos (BAGUES et al.,, 2018). Os receptores MOP
também encontram-se amplamente expressos no Vc, principalmente nas laminas |, Il
e Il do trato de Lissauer, sendo a maior densidade na lamina Il, com expressao

quase 3 vezes superior as demais laminas (FAULL & VILLIGER, 1987), e o efeito
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analgésico ocorre devido acédo direta de agonistas opioides aos seus respectivos
receptores opioides (WEBSTER, 2007).

Classicamente a morfina ativa os receptores MOP acoplados a proteina Gy,
que inibe a atividade do adenilato ciclase, e consequentemente diminui os niveis
neuronais do cAMP. Em regido de membrana pré-sinaptica, uma vez ativado os
receptores MOP, ocorrera a inibicdo dos Canais de Calcio (Ca+2) e reducao da
liberagdo de neurotransmissores excitatorios, ao passo que em regido de membrana
pos-sindptica, acontecera a abertura dos Canais de Potassio (K') e
hiperpolarizagdo dos neurdnios, que resultara em inibicdo de atividade neural e
consequente analgesia (POWELL et al., 2002; LARGENT-MILNES et al., 2008).

Portanto, se houver um shift nesta via de sinalizagdo, a NTX ira bloquear os
receptores MOP acoplados a proteina G5 e por consequéncia prevalecera a ligagao
a proteina Gjj, resultando em analgesia (LARGENT-MILNES et al., 2008).

A fim de determinar possiveis sitios de agdo da NTX no sistema sensorial
trigeminal, foi avaliado o potencial analgésico da NTX injetado localmente em regido
intramucosa, e observamos que a injegcao local intraoral de NTX nao foi capaz de
reverter o estimulo hiperalgésico térmico, mas a inje¢éo nas proximidades do GT e
V¢ promoveram efeito analgésico, similar a aplicagéo sistémica de NTX.

Esses dados estdo em consonancia com estudo de Bar e colegas, no qual foi
demonstrado que diferentes antagonistas opioides (NTX, naltrindola, CTOP, nor-
BNI) quando injetados perifericamente n&o apresentaram ag&o antinociceptiva no
teste da formalina (BARR et al., 2003).

Ademais, no estudo de Jasmin e colaboradores, foi observado em modelo de
dor inflamatdria em pata traseira, induzido por Complexo Adjuvante de Freund
(CFA), que o tratamento com NTX (s.c.) em regiao plantar, ndo foi capaz de reduzir
a hiperalgesia mecanica (JASMIN et al., 1998).

Tomados em conjunto, esses resultados indicam que, seja por questdes
farmacocinéticas e/ou farmacodinamicas, a NTX n&do é capaz de produzir analgesia
na periferia local.

Por outro lado, o tratamento de NTX injetado através das vias ganglionar
trigeminal e subaracndidea diretamente no GT e Vc, respectivamente, foram

capazes de reduzir a hiperalgesia térmica no modelo de DPO orofacial.
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Um dos mecanismos de agao atribuidos ao uso da NTX & de antagonizar os
receptores TLR4, atuando como um modulador glial, cuja fungdo € coibir a
neuroinflamacgao (de OLIVEIRA et al., 2020; HATTFIELD, 2020).

Evidéncias demostram que o GT apresenta papel ativo na modulagao das
informacdes sensoriais trigeminais, e que o aumento de expressao do TLR4 nessa
estrutura pode contribuir para geragao e/ou perpetuagéo da sintomatologia dolorosa
(LIN et al., 2015; ARAYA et al., 2020?).

Importante salientar que o GT se encontra fora da barreira hematoencefalica,
ou seja, € uma estrutura periférica de modulacédo da dor (ARAYA et al., 2020?).

Estudos evidenciam que o bloqueio dos receptores TLR4 no GT e Vc séo
capazes de diminuir tanto a hiperalgesia térmica como mecanica em modelos de dor
inflamatdria e neuropatica (LIN et al., 2015; ARAYA et al., 2020?), dados esses que
corroboram os achados aqui apresentados.

Nossos resultados sugerem que a ULDN apresenta agdo antinociceptiva via
SNC, pois houve efeito analgésico provavelmente por antagonizar os receptores
TLR4 presentes no Vc, ademais sugerimos que a agao antinociceptiva também
ocorra por via SNP, visto que houve diminuicdo da laténcia para resposta ao
estimulo térmico, quando injetado diretamente no GT.

Evidéncias sugerem a capacidade da ULDN em inibir a ativagcado glial e a
producdo de citocinas pro-inflamatérias na medula espinal, quando induzidas
através da toxina pertussis (TSAIl et al., 2008) ou mesmo através do tratamento
cronico com morfina (MATTIOLI et al., 2010), contudo a capacidade da ULDN em
interferir nas vias de sinalizagao do TLR4 ainda nao foram totalmente esclarecidas.

O ligante enddogeno que reconhece predominantemente o TLR4 & a endotoxina
LPS, que é um componente da membrana externa de bactérias gram-negativas
(PLOCIENNIKOWSKA et al., 2015) capaz de elicitar resposta imune via receptor
TLR4 dependente (WANG et al., 2016; KAWANO et al., 2016).

Diversos estudos clinicos revelam que a endotoxina LPS €& prevalente em
pacientes que realizaram intervencgdes cirurgicas distintas, embora os niveis séricos
sejam variados devido ao porte cirurgico, contudo, a resposta clinica invariavel foi de
hiperalgesia (KAWANO et al., 2016). Assim, pacientes submetidos a procedimentos
cirargicos podem ter descargas diretas de lipopolissacarideos na circulagao
sanguinea, através da manipulacdo da ferida cirurgica infectada e/ou por
rompimento da integridade tecidual (VALENZA et al., 2009).
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De maneira semelhante, estudos experimentais também reconhecem o LPS
como indutor de hiperalgesia, inclusive em modelos de DPO por incisao plantar
(KAWANO et al., 2016) e incisdo da mucosa oral (ARAYA et al., 2020%).

Em nosso experimento foi observado que aplicagdo em mucosa intraoral de
LPS promoveu diminuicdo da laténcia para resposta ao estimulo térmico, e o
tratamento com ULDN sistémica foi capaz de reverter este quadro hiperalgésico.

Esses dados estdo em consonancia com Araya e colegas que evidenciaram a
presenca de hiperalgesia ao estimulo térmico, apds injecao de LPS em mucosa oral
de ratos, e que a ativacao periférica dos aferentes primarios promoveu aumento da
expressdo de receptores TLR4 em regido de GT (ARAYA et al., 2020%),
consequentemente propiciando neuroinflamagéo (CANT et al., 2017).

Ja esta bem documentado que os receptores TLR4 sdao amplamente expressos
em células gliais e também em diversas regides nervosas do SNC, sendo ativados
por PAMPs (estimulos exégenos) e DAMPs (estimulos endogenos) liberados por
tecidos lesionados (ex. incisdo operatoria) e/ou estresse celular (LIN et al., 2015). As
vias de sinalizagdo do TLR4 estdo relacionadas com aumento da expressao de
mediadores pré-inflamatérios (ex. TNF-a, IL-1B, IL-6 e NO), além de inumeras
evidéncias da contribuicdo destes receptores em condigdes de dor inflamatéria e
neuropatica (KONG et al., 2016; XU et al., 2020; WANG et al., 2016).

De maneira intrigante, ha um aumento de evidéncias que demostram maior
nivel de expressdo do TLR4 em células do sistema autoimune de animais machos,
quando comparados as fémeas, inferindo que a estimulagao pelo LPS resultara num
maior aumento na producado de citocinas pré-inflamatérias em células imunes de
machos (PARKITNY & YOUNGER, 2017; WANG et al.,2016; HAJJAR et al.,2002;
PIER et al., 2007).

Assim, é possivel supor, neste presente estudo, que as fémeas dos ratos
foram menos responsivas ao tratamento com NTX por apresentarem menor
expressao de TLR4. Além disso, a falta de efeito anti-hiperalgésico da NTX quando
administrado na mucosa intraoral, pode estar relacionado aos mecanismos
subjacentes do TLR4 no GT, mas nao na periferia, fato que contribuiu para
hipersensibilidade nos aferentes trigeminais.

Diversos estudos demostram que o aumento da expressao do TLR4 no sistema

sensorial trigeminal desempenha importante papel no desenvolvimento da
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hiperalgesia, sendo que o bloqueio do TLR4 por um antagonista, € capaz de reduzir
tal sintomatologia (Ql et al., 2011; LIN et al., 2015; ARAYA et al., 2020?).

Quando ocorre ativagéo do TLR4, deflagra-se uma cascata proé-inflamatéria no
interior da célula em resposta ao estimulo aversivo, promovendo a liberacdo de
varios mediadores, em particular o fator de necrose tumoral- a (TNF-a), interleucina-
6 (IL-6), oxido nitrico (NO) e interleucina-18 (IL-1B) com fungdo de mediar a
neuroinflamagao (CANT, 2017; LI et al., 2016; YOUNGER, 2014).

Dentre estas substancias proé-inflamatérias, o NO é reconhecido como uma
importante  molécula de sinalizagcdo neural, por essa razdo, a detecgcado e
mensuracao de sua concentracao representa um método reconhecido de avaliagao
da atividade do TLR4 (LI et al., 2016).

Duas vias de sinalizagao séo deflagradas pela ativacédo do TLR4, a via MyD88
e a via TRIF, as quais foram descritas na introdu¢do. Wang e colaboradores
sugerem que tanto a (+)-naltrexona, como (+)-naloxona, sdo antagonistas do TLR4
tendenciosos do TRIF. Em conjunto, esses autores tém demostrado que a NTX inibe
a liberacado de NO e producao de TNF-a induzido pelo LPS em culturas celulares, de
maneira independente do bloqueio da via NF-kB (WANG et al., 2016). Nossos dados
contrastam com estas observacgdes, visto que ndo detectamos uma reducédo do TNF-
a pela ULDN, mas descobrimos uma reducao significativa de IL-1p e CXCL2,
sugerindo que tais citocinas tenham sido geradas através da via NF-kB (De FILIPPO
et al., 2013; HU et al.,, 2021). Vale mencionar que alguns estudos pré-clinicos e
clinicos também demostraram reducado dos niveis da IL-13 apds tratamento com
LDN, corroborando nossos achados (PARKITNY & YOUNGER; 2017; KWILASZ et
al., 2020).

A razao para tal divergéncia necessita de maiores investigagdes, apesar de
estar bem estabelecido a atribuicdo da via TLR4/NF-kB na hiperalgesia ao estimulo
térmico, contudo ainda faltam investigagbes que abordem o papel desta via
especificamente na hiperalgesia mecanica (ARAYA et al., 2020 ?), assim como
esclarecer o papel da proteina TRIF neste contexto, e em particular no
desenvolvimento da DPO (XING et al., 2018).

Importante salientar que a morfina é capaz de ativar as células gliais através de
uma interagao direta com a via de sinalizagdo TLR4/NF-kB, e o bloqueio desta via

através de antagonista opioide é capaz de promover analgesia, além de reduzir a
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quadros de dependéncia e tolerancia induzida pelo opioide (GESSI et al., 2016;
EIDSON & MURPHY, 2013).

O presente estudo demostrou que o bloqueio dos receptores TLR4 através de
uma unica aplicagéo de LPS-RS diretamente no GT e Vc, nao foi capaz de reverter a
hiperalgesia ao estimulo térmico decorrente da incisdo em mucosa intraoral. De
maneira interessante, o tratamento com ULDN apds bloqueio dos receptores TLR4
nestas mesmas estruturas nervosas, também nao resultou em analgesia.

Esses dados estdo em conformidade com Araya e colegas, que demostraram
gue uma unica aplicacao intraganglionar de LPS-RS nao reverteu a hiperalgesia
térmica e mecanica em modelo de DPO orofacial por incisdo em mucosa intraoral,
porém duas aplicagbes diarias de LPS-RS ja foram suficientes para aliviar o estado
hiperalgésico por periodo aproximado de 24 horas, e trés aplicagcbes consecutivas
do antagonista TLR4 promoveram analgesia sustentada durante os trés dias do
experimento (ARAYA et al., 2020a).

De maneira similar, Lin e colegas demostraram num modelo de pulpite aguda
que o bloqueio do TLR4 (trés aplicagdes consecutivas) no GT diminuiu a sinalizagao
do NF-kB, TNF-a e IL-13, além da resposta comportamental nociceptiva, indicando
que a via de sinalizacdo do TLR4 representa importante alvo terapéutico nas DOFs
(LIN et al., 2015).

No presente estudo, sugerimos que uma unica aplicagdo de LPS-RS nas
estruturas nervosas trigeminais foi capaz de bloquear temporariamente os
receptores TLR4 presentes nestas regides, e consequentemente impediram a
ligacdo e ativacao destes receptores por agdo da NTX, impossibilitando assim a
analgesia. Os achados sugerem que o bloqueio dos receptores TLR4 pela ULDN
possam contribuir para o efeito analgésico no modelo de DAPO orofacial, fato que
esta em consonancia com diversos estudos que demostram similaridade deste
mecanismo em doses maiores de NTX (CANT et al., 2017; XU et al.,2020;
TROFIMOVITCH & BAUMRUCKER, 2019; TOLJAN & VROOMAN, 2018).

Estudos mostram que as citocinas pro-inflamatérias (ex. IL-1B, IL-6, TNF-a)
possam desempenhar importante funcdo no desenvolvimento da hiperalgesia
mecanica associado a ativacdo dos receptores TLR4 (XING et al., 2018), assim
como facilitar a progressdo de diversas doengas (LIN et al., 2015; KONG et
al.,2016).
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No terceiro dia apd6s a incisdo, ndo conseguimos detectar aumento dos
mediadores inflamatérios no GT (IL-1B, IL-6, TNF-a e SP), bem como néao
evidenciamos efeito da NTX nos niveis desses mediadores. E possivel que o tempo
selecionado para a coleta dos tecidos ndo seja adequado para a deteccdo de
alteracgdes significativas nos niveis desses mediadores.

Contudo, foi observado que o tratamento sistémico prévio com ULDN foi capaz
de reduzir a hiperalgesia térmica induzida por LPS submucoso, além de diminuir os
niveis da citocina pré-inflamatéria IL-18 no GT. Novamente, a falha em detectar uma
alteracdo significativa nos niveis de TNF-a, pode estar relacionado ao tempo
selecionado para a coleta dos tecidos, visto que a liberacao das diferentes citocinas
segue decursos temporais distintos.

O mecanismo de acao subjacente a reducado da IL-18 necessita de maiores
investigacdes, e pode estar correlacionado a via de ativagcdo TLR4/NF-kB no GT
(ARAYA et al., 2020% BAI et al., 2019). Inclusive nosso grupo ja demostrou que o
LPS deflagra hiperalgesia facial térmica e mecéanica dependente desta via no proprio
GT (ARAYA et al., 2020%).

Diversos estudos indicam que a via TLR4/NF-kB contribuem para
hipersensibilidade do sistema sensorial trigeminal, o que esta de acordo com os
dados aqui apresentados (KANNO et al., 2020; HORIE et al., 2017; SU et al., 2018).

Em conjunto, esses resultados reforcam a importancia desta via nos diferentes
tipos de dor que envolvem a area de abrangéncia trigeminal, e sugerem a existéncia
de um mecanismo para o efeito analgésico da ULDN no GT.

Por fim, os experimentos realizados em cultura de macrofagos RAW 264.7
mostrou que o tratamento com NTX ou LPS afetaram a viabilidade celular, porém
mais de 80% estavam viaveis. Em adicdo, a menor concentragdo de NTX testada
(0,1 ng/mL) ocasionou menor redugédo da viabilidade celular, porém maior inibicao
da liberagdo de NO dos macréfagos estimulados com LPS, em comparagédo as
outras concentragdes, sugerindo um efeito anti-inflamatério da NTX. Nessa
concentracao, a NTX também foi capaz de reduzir significativamente os niveis de IL-
18 e da quimiocina CXCL-2 na cultura de macréfagos estimulados pelo LPS (ligante
TLR4). Mais uma vez observamos que o LPS néo foi capaz de promover aumento

dos niveis TNF-a, fato este que pode estar relacionado ao intervalo de tempo
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escolhido, assim como outros fatores que regulam a expressdo desta citocina
(CAVAILLON, 2018).

De maneira semelhante, no estudo de Cant e colegas foi reportado que a NTX
ndao afeta a viabilidade celular e/ou induz apoptose de células sanguineas, e
demonstrou-se que a NTX foi capaz de inibir a produgdo de citocinas pro-
inflamatorias (ex. IL-6 e TNF-a), mas ndo a IL-1, em células sanguineas
mononucleares periféricas, apos serem ativadas por ligantes TLR7, TLR8 e TLR9,
mas ndo estimulada pelo ligante TLR4 (CANT et al., 2017).

Notadamente, o NO é reconhecido por induzir a expressao da IL-1B em
experimentos animais, bem como produgcdo de outras citocinas pré-inflamatérias,
sugerindo que a NTX possa exercer um efeito modulatério sobre a produgéo da IL-
18 (HOLGUIN et al., 2004), da mesma maneira que também inibe a atividade do NF-
kKB (XU et al., 2020). No conjunto, esses elementos corroboram os resultados aqui
apresentados.

Também observamos que os macrofagos estimulados pelo LPS aumentaram
os niveis de CXCL-2, resultado que esta em concordancia com estudos prévios (de
FILIPPO et al., 2013; QIN et al., 2017). Ademais, a liberagdo de CXCL-2 por
macrofagos estimulados por LPS sdo considerados dependentes da via de
sinalizacdo TLR4/NF-kB (de FILIPPO et al., 2013), fato que sustenta a hipotese da
ULDN atuar nesta via de sinalizacao e possivelmente na mediacdo do recrutamento
de neutrofilos em resposta ao LPS.

Ja esta bem estabelecido que a CXCL-2 é uma proteina que age como ligante
do receptor de quimiocina CXCR-2, o qual é expresso em diferentes tipos de
leucdcitos, e desempenham importante papel no recrutamento de neutrofilos no local
do processo inflamatério (OLSON & LEY, 2002), sendo considerados as primeiras
células a penetrarem no tecido inflamado ou infectado (de FILIPPO et al., 2013).

Num contexto geral, os dados aqui demostrados estdo em consonéancia com
estudos que evidenciaram a capacidade da NTX e NLX em reduzir a producédo de
citocinas e NO em culturas celulares estimuladas pelo LPS (LIU & HONG, 2003; YI
et al., 2016). Curiosamente, este efeito ocorre de maneira independente da ativagao
dos receptores opioides, mas sim, é resultado da ativagao glial, e devido ao papel
determinante que a microglia desempenha em varias doengas de cunho neuro-
inflamatéria, inclusive na dor crénica, as propriedades neuroprotetivas da NTX e
NLX merecem ser exploradas (LIU & HONG, 2003).
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6 CONCLUSAO
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Os resultados deste estudo demostraram de maneira inédita a importante acao

anti-hiperalgésica da ULDN em um modelo de DAPO orofacial. A ULDN apresentou

efeito antinociceptivo periférico (relacionado ao GT) e central (relacionado ao Vc) e

sugere-se que o bloqueio dos receptores TLR4 e sua via de sinalizagdo, possam

contribuir de maneira significativa para o efeito da NTX nessas estruturas. Ademais

foi observado o potencial antinociceptivo da ULDN quando utilizada em associagao

com a morfina, o que pode trazer beneficios no controle da dor pds-operatoéria. A

figura abaixo sumariza os resultados obtidos no presente estudo. Entretanto, mais

estudos sdo necessarios para melhor elucidacdo dos possiveis mecanismos de agao

da ULDN, bem como do beneficio do seu emprego em diferentes tipos de DOF.
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