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RESUMO

Evidéncias recentes indicam que diferengas entre os sexos podem afetar o efeito de
analgésicos. Entretanto, os estudos incluem, em sua maioria, animais ou individuos
do sexo masculino, desconsiderando quaisquer diferengas. Portanto, o objetivo do
estudo foi comparar a eficacia de trés farmacos analgésicos (ibuprofeno 30 e 100
mg/kg, paracetamol 100 e 300 mg/kg e codeina 3 e 10 mg/kg), amplamente
empregados na clinica odontolégica na hiperalgesia térmica e mecanica (n=8 e 12,
respectivamente), avaliacédo de dor espontanea (n=8) e locomogao (n=8) entre ratos
machos e fémeas submetidos a um modelo de dor pds-operatdria orofacial. Para isso,
os animais foram submetidos ao procedimento de incisdo intraoral (i.e., incisdo
unilateral de 1 cm na mucosa jugal) ou procedimento controle. A hiperalgesia
mecanica foi avaliada através da aplicacdo de filamentos de von Frey, enquanto a
hiperalgesia térmica foi avaliada pela aproximagéo de uma fonte de calor radiante. O
limiar mecanico e térmico dos animais foi avaliado anteriormente a cirurgia, bem como
no dia 3 pods-cirurgico (D3) antes dos tratamentos. A dor espontédnea e locomogao
foram observadas utilizando o teste do campo aberto, realizado no D3, entre a primeira
e segunda hora, apds a administragado dos farmacos. O tratamento foi realizado em
uma unica dose em grupos independentes e, em seguida, as avaliagbes foram
medidas em intervalos de 0,5 hora até a quarta hora pds-tratamento. Um farmaco
mostrou diferenca na eficacia analgésica entre sexos e, para avaliar a influéncia dos
hormdnios sexuais femininos, foi realizado a cirurgia de ovariectomia em um grupo
independente de ratos fémeas, 21 dias antes da cirurgia de incisdo. Foi utilizada a
ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc de Bonferroni para analisar a
evolugao temporal da hiperalgesia térmica e mecénica, analise dos dados do TCA
utilizamos o teste t de Student ndo pareado e para a analise da AUC, foi utilizada a
ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Bonferroni. Os principais achados
do estudo foram: 1) o ibuprofeno reduziu significativamente a hiperalgesia térmica e
mecanica e dor espontanea, sem afetar a locomogédo em ratos machos e fémeas; 2)
o paracetamol reduziu a hiperalgesia mecéanica e inibiu significativamente a
hiperalgesia térmica e dor espontanea, mas causou sedagdo em ambos 0s sexos; 3)
a codeina reduziu a hiperalgesia mecanica nos dois sexos, e reduziu a hiperalgesia
térmica, mas as fémeas mostraram menos sensiveis; 4) em fémeas ovariectomizadas,
a codeina em menor dose reduziu a hiperalgesia térmica, indicando possivel influéncia
dos horménios sexuais no efeito antinociceptivo. Adicionalmente, a codeina reduziu o
grooming em ambos 0s sexos, mas induziu aumento da locomog¢ao em fémeas. Como
conclusao, os trés analgésicos mostraram efeitos antinociceptivos em ratos machos e
fémeas submetidos a incisédo intraoral. Porém, o efeito do paracetamol e codeina
parecem estar associados a efeitos adversos, como sedagao em ambos 0s sexos e
hiperlocomogao em fémeas. O ibuprofeno revelou o perfil mais favoravel por reduzir
mais de 50% a hiperalgesia térmica e mecanica e diminuir significativamente a dor
espontanea em ambos os sexos, sem afetar a locomocgao.

Palavras-chave: incisdo intraoral, dor orofacial, diferenca sexual, hiperalgesia,
analgésicos.



ABSTRACT

Recent evidence indicates that differences between sexes may affect the effectiveness
of analgesics. It is known that individuals of the female sex exhibit greater sensitivity
and lower tolerance to pain. However, studies conducted in this area mostly include
animals or individuals of the male sex, disregarding any differences. Therefore, this
study aimed to compare the efficacy of three analgesic drugs (ibuprofen 30 and 100
mg/kg, paracetamol 100 and 300 mg/kg, and codeine 3 and 10 mg/kg), widely used in
dental clinics, in heat and mechanical hyperalgesia (n=8 and 12, respectively),
spontaneous pain assessment (n=8), and locomotion (n=8) among male and female
rats subjected to a model of orofacial post-operative pain. For this purpose, the animals
underwent the surgical procedure of intraoral incision (i.e., unilateral incision of 1 cm
in the buccal mucosa) or a control procedure (sham-operated group). Mechanical
hyperalgesia in the face was assessed by the application of von Frey filaments, while
heat hyperalgesia was assessed by the approach of a radiant heat source to the
ipsilateral side of the surgery. Spontaneous pain and locomotion were observed using
the open field test, the former assessed by the time spent performing facial grooming
behavior and the latter by the number of crossings made with all four limbs. The
mechanical and heat threshold of the animals was evaluated prior to surgery, as well
as on the 3rd day post-surgery before treatment. Treatment was administered in a
single dose in independent groups, and then assessments were measured at intervals
of 0.5 hours up to the fourth hour post-treatment. The open field test was conducted
on the third postoperative day, between the first and second hour after drug
administration. One drug showed a difference in analgesic efficacy between sexes,
and to assess the influence of female sex hormones, ovariectomy surgery was
performed in an independent group of female rats, 21 days before the incision surgery.
The main findings of the study were: 1) ibuprofen significantly reduced heat and
mechanical hyperalgesia and facial grooming behavior without affecting locomotion in
both male and female rats; 2) paracetamol reduced mechanical hyperalgesia and
significantly inhibited heat hyperalgesia and facial grooming behavior but caused
sedation in both sexes; 3) codeine reduced mechanical hyperalgesia in male and
female rats and reduced heat hyperalgesia, but females were less sensitive than males
in this parameter; 4) in ovariectomized females, codeine at a lower dose reduced heat
hyperalgesia, indicating a possible influence of sex hormones on the antinociceptive
effect of codeine. Additionally, codeine reduced facial grooming in both sexes but
induced increased locomotion in females. In conclusion, all three analgesics showed
antinociceptive effects in heat hyperalgesia, mechanical hyperalgesia, and
spontaneous pain models in male and female rats undergoing intraoral incision.
However, the effects of paracetamol and codeine appear to be associated with adverse
effects such as sedation in both sexes and hyperlocomotion in females. Ibuprofen
showed the most favorable profile by reducing more than 50% of heat and mechanical
hyperalgesia and significantly decreasing spontaneous pain in both sexes without
affecting locomotion.

Keywords: intraoral incision; orofacial pain; sex difference; hyperalgesia; analgesics.
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1 INTRODUGAO

O manejo eficaz e seguro da dor € um objetivo primario na pratica
odontoldgica. Apos procedimentos cirurgicos, tal como a remogao de terceiros
molares, mais de 90% dos pacientes relatam dor. De acordo com estudos clinicos, a
dor mais intensa é relatada entre 5 a 6 horas apds a conclusdo do procedimento,
atingindo seu pico durante o primeiro dia pés-operatério, quando € considerada
moderada a severa. Assim, o maior consumo de analgésicos ocorre durante as
primeiras 48-72 horas apos o procedimento cirurgico (KIM e SEO, 2020; MALAMED,
2023).

A primeira opgao para controlar a dor pés-operatéria consiste no emprego de
anti-inflamatérios nao esteroidais (AINEs), sendo o ibuprofeno um dos mais prescritos
por dentistas em todo o mundo (KIM e SEO, 2020; FRANCO-DE LA TORRE et al.,
2021), seguido pelo paracetamol, um analgésico nao opioide (KIM e SEO, 2020). Além
disso, os opioides estdo entre os medicamentos mais prescritos apos procedimentos
cirargicos odontologicos, sendo a codeina a mais utilizada (KIM e SEO, 2020;
MALAMED, 2023). Evidéncias recentes sugerem que alguns fatores podem contribuir
para variagao individuais na eficacia e seguranga dos farmacos analgésicos. Dentre
esses fatores podemos citar polimorfismos genéticos nas enzimas envolvidas no
metabolismo dos farmacos e caracteristicas sexuais (NASSER e AFIFY, 2019;
MIDAVAINE et al., 2021).

Em relacao a esse ultimo, existem inimeras evidéncias de diferencas sexuais
na percepg¢ao da dor, devido a fatores biolégicos, emocionais, sociais e culturais
(MIDAVAINE et al., 2021). Da mesma forma, estudos tem sugerido diferengas sexuais
na eficacia clinica de farmacos analgésicos, a qual pode ser atribuida a caracteristicas
biolégicas que influenciam a farmacocinética, mas também pode estar relacionada a
influéncia dos hormoénios sexuais em vias de sinalizacdo envolvidas no efeito
analgésico (FRANCONI et al., 2007). Segundo a literatura, as mulheres fazem parte
do maior grupo acometido com dor crénica, € o grupo com maior sensibilidade e que
percebe a dor com maior intensidade, porém, os estudos sdo realizados
principalmente em individuos do sexo masculino, desconsiderando tais diferengas
(MOGIL, 2012; MOGIL, 2020).
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OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Comparar a eficacia de trés farmacos analgésicos, amplamente empregados
na clinica odontoldgica, entre ratos machos e fémeas submetidos a um modelo de dor

pos-operatoria orofacial.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a eficacia do ibuprofeno em reduzir a hiperalgesia térmica, mecanica e
dor espontanea entre ratos machos e fémeas submetidos a um modelo de dor
pos-operatoria orofacial;

e Avaliar a eficacia do paracetamol em reduzir a hiperalgesia térmica, mecanica
e dor espontanea entre ratos machos e fémeas submetidos a um modelo de
dor pds-operatdria orofacial;

e Avaliar a eficacia da codeina em reduzir a hiperalgesia térmica, mecanica e dor
espontanea entre ratos machos e fémeas submetidos a um modelo de dor pés-
operatoria orofacial;

e Investigar a influéncia dos trés farmacos na locomogao dos animais;

e Investigar a influéncia da ovariectomia no efeito antinociceptivo da codeina em

ratos fémeas submetidos a um modelo de dor pds-operatdria orofacial.

17



3 JUSTIFICATIVA

As mulheres fazem parte do maior grupo acometido com dor cronica, € o
grupo com maior sensibilidade e que percebe a dor com maior intensidade. Por outro
lado, a grande maioria dos estudos na area de dor é realizado em individuos do sexo
masculino. Da mesma forma, na pesquisa pré-clinica, estudos feitos na area de dor
incluem, em sua maioria, animais machos, alguns artigos ndo especificam qual o sexo
utilizado e a minoria utilizam machos e fémeas. Tal fato pode contribuir para reduzir o
aspecto translacional da pesquisa basica, bem como em consequéncias clinicas, tais
como, erros ou atrasos de diagndstico, falhas no tratamento e até mesmo surgimento
de novos efeitos adversos. Alguns pesquisadores da area basica justificam essa
preferéncia pela dificuldade de analise do ciclo hormonal das fémeas, ou ainda no
manejo animal, porém, € indiscutivel que os estudos deveriam incluir fémeas e
machos de maneira igual. Esses dados podem contribuir para elucidar diferengas
sexuais no entendimento e manejo da dor (MOGIL, 2012; MOGIL, 2020).

Segundo a literatura, o ibuprofeno, o paracetamol e a codeina sédo os
analgésicos mais prescritos pelos cirurgides-dentistas no Brasil (SCHAFERS et al.,
2004; KAUR, BIJJEM e SHARMA, 2011; STEPANOVIC-PETROVIC et al., 2011;
GARCIA et al., 2019; HOSHIJIMA et al., 2021). No entanto, existem poucos estudos
sobre diferencas sexuais na eficacia desses farmacos. Portanto, estudos sao
necessarios para investigar possiveis diferencas sexuais na eficacia e seguranca dos
analgésicos, bem como para elucidar os mecanismos que contribuem para essas
diferengas. Esses resultados poderao contribuir para o controle clinico mais efetivo e

seguro da dor, baseado em terapias que levem a variavel sexo em consideracgéao.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 DOR POS-OPERATORIA

Segundo a Associagao Internacional para Estudo da Dor (IASP, em inglés), a
dor € “uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada a dano
tecidual real ou potencial, ou descrita em termos de tal dano.” Dentre os diversos tipos
de dor, a dor aguda possui carater bioldgico protetivo, alertando o individuo e
induzindo-o a uma reagado (PERGOLIZZI et al., 2013).

A dor pdés-operatéria aguda é resultante de uma leséo tecidual causada por
procedimentos invasivos, sendo classificada como inflamatéria. Essa sensacgéao
dolorosa € decorrente da sintese e liberagdo de multiplos mediadores quimicos do
processo inflamatdrio (bradicinina, substancia P, prostaglandinas, histamina, citocinas
e aminas simpatomiméticas), que podem ativar e/ou sensibilizar os nociceptores
(PERGOLIZZI et al., 2013).

Em relacdo a intensidade da percepgdo da dor, varios fatores estao
associados, tais como o tempo de procedimento, local da inciséo, porte e intensidade
do trauma cirurgico, estado fisico e até mesmo questdes emocionais do paciente. O
controle da dor e do processo inflamatdrio sao cruciais para o sucesso pos-operatorio,
e exige planejamento, analise dos aspectos individuais do paciente, e o conhecimento
da farmacologia e selecdao dos medicamentos a serem prescritos (PEREIRA et al.,
2013; LYNGSTAD et al., 2023).

Em estudos preé-clinicos, a cirurgia de inciséo intraoral tem sido caracterizada
como um modelo animal para o estudo da dor pds-operatéria orofacial. Apoés o
procedimento, os ratos desenvolvem hiperalgesia facial térmica e mecanica
transitoria, além de dor espontanea, que podem ser observadas no intervalo entre 1 e
5 dias (URATA et al., 2015; ARAYA et al., 2020; 2020). Entretanto, esse modelo s6 foi
validado em ratos do sexo masculino.

Ademais, um estudo prévio do nosso grupo mostrou que a dor facial aguda
(teste de formalina e modelo de dor pds-operatoria) acarreta o desenvolvimento de
alteragbes comportamentais e afetivas persistentes em ratos, tais como dor nao

evocada, interacao social reduzida e comportamento do tipo ansioso. Algumas dessas
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mudangas podem estar associadas a alteragées na via dopaminérgica mesolimbica
(via que modula a dor emocional). Esses dados indicam a necessidade de novos
estudos para observar a persisténcia das alteragdes e do correto manejo da dor aguda

pelos profissionais clinicos (ARAYA et al., 2020).

4.2 DIFERENCAS SEXUAIS NA DOR

Diversos fatores contribuem para as diferengas sexuais na percepc¢éao da dor,
tais como os fatores biologicos (diferengcas anatdémicas, genéticas e fisioldgicas),
fatores emocionais (enfrentamento da dor e potencial de catastrofizagdo), sociais e
culturais (geralmente influenciados por papéis diferentes que cada sexo possui frente
a sociedade, como expressa a sensagao de dor ou até mesmo a diferenga entre o
tratamento/manejo da dor quando o paciente é do sexo feminino ou do sexo
masculino) (MIDAVAINE et al., 2021).

Em relacéo as diferengas bioldgicas, a maioria das evidéncias refere-se aos
horménios sexuais. Existem multiplas a¢des reportadas sobre hormdénios sexuais,
podendo ser tanto pro- quanto anti-nociceptivas (NASSER e AFIFY, 2019). Do mesmo
modo, sao influenciadas por diversos fatores, como a concentragdao de hormoénio
presente e o seu sitio de agao. A testosterona, horménio produzido principalmente no
sexo masculino, possui papel majoritariamente antinociceptivo, bem como anti-
inflamatoério (NASSER e AFIFY, 2019). Tem sido demonstrado que a testosterona
pode ter agdes inibitérias em células T ou Th1, reduzindo a liberagao de citocinas pro-
inflamatorias, e em células Th2, causando sua ativagao e induzindo a liberagéao de
citocinas anti-inflamatdrias (por exemplo, IL-10). Em adicédo, a testosterona pode
induzir o aumento da expressao de receptores p-opioides em alguns tipos celulares,
favorecendo a analgesia induzida por agonistas y, tal como a morfina (NASSER e
AFIFY, 2019). O estrogénio, um dos principais hormbnios sexuais femininos, também
exerce grande influéncia e possui papel diferente dependendo da concentragéo e/ou
sitio de agao. Estudos sugerem que periodos de maior dor coincidem com menores
niveis de estrogénio no organismo, sendo que o contrario também €& verdadeiro
(NASSER e AFIFY, 2019). Concentracdes mais baixas de estrogénio estdo
associadas a ativagcao das células T e liberacdo de citocinas proé-inflamatodrias.
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Enquanto concentracbes mais altas estdo associadas com a inibicao de células T e
inibigcao de citocinas pro-inflamatdrias, bem como inibigao de astrécitos e da microglia,
com consequente reducido da liberacdo de TNF-a, IL-6, IL-1B. Adicionalmente, o
estrogénio também pode ter uma agéo permissiva em macréfagos, estimulando-os a
liberarem citocinas pro-inflamatérias (NASSER e AFIFY, 2019; MIDAVAINE et al.,
2021).

Os hormdnios sexuais também parecem ter influéncia nos mecanismos de
sinalizagdo da dor. Em um estudo que utilizou modelo de dor neuropatica, foi
demonstrado que a ativagdo da micrdglia contribuia para a hiperalgesia em animais
machos, enquanto que nas fémeas, nao foi observado esse mecanismo, mas sim o
envolvimento de células T. Ademais, foi observado que quando a testosterona estava
em menor quantidade, os camundongos do sexo masculino paravam de sinalizar pela
via da microglia e comegavam a utilizar a mesma via das fémeas, corroborando a
hipétese da influéncia do horménio sexual nessa sinalizagéo. Por outro lado, fémeas
com baixa taxa de células T ou durante a gestacao, paravam de sinalizar via células
T e comegavam a sinalizar a hiperalgesia através da microglia. Portanto, mecanismos
diferentes parecem contribuir para a dor croénica no sexo feminino e masculino, e os
horménios sexuais contribuem para a dicotomia nos mecanismos de sinalizagcao
(SORGE et al., 2015).

Ainda nesse sentido, um estudo do nosso grupo demonstrou diferencas
sexuais nos mecanismos de dor craniofacial. Nesse estudo, foi injetado CGRP
(peptideo relacionado ao gene da calcitonina) no ganglio do trigémeo dos animais
para inducao de alodinia cutanea periorbital, uma resposta associada a migranea. Foi
observado que, tanto ratos do sexo masculino, quanto do sexo feminino,
desenvolveram alodinia cutanea periorbital pés injecdo de CGRP. Nos animais do
sexo masculino, a alodinia durou cerca de 4 horas, enquanto nas fémeas, persistiu
durante 6 horas. Quando foi realizado o tratamento com inibidores das células da glia
(minociclina ou propentofilina — PPF) previamente a injecao de CGRP, observou-se
que o tratamento foi capaz de atenuar a alodinia cutanea periorbital no sexo
masculino, no entanto, nao afetou a alodinia em ratos do sexo feminino. Tais dados

corroboram evidéncias anteriores que as células da glia parecem mediar a dor no sexo
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masculino, mas n&o participam da dor ou da hiperalgesia no sexo feminino (ARAYA
et al., 2020).

Ainda com relacdo as diferengas bioldgicas, estudos tém sugerido que
homens tém maior capacidade de ativar mecanismos de controle endégeno da dor
em relacédo as mulheres. Nesse sentido, um estudo de revisao sistematica, avaliou o
percentual de modulacdo da dor condicionada (CPM, em inglés) em homens e
mulheres saudaveis, isto €, sem dor crénica (POPESCU et al., 2010). O CPM avalia
a eficiéncia de um dos sistemas enddgenos de controle da dor através do paradigma
“dor inibe dor”. Os estudos avaliados (com apenas uma excegao), apresentaram um
percentual maior de CPM no sexo masculino, isso significa uma maior eficacia de
sistema inibitério da dor em homens em relacdo as mulheres. Esses achados
fornecem evidéncias adicionais de diferencas sexuais na dor.

Em relagao aos fatores sociais e culturais, o género (interagéo do sexo com a
sociedade e fatores culturais) também possui grau de importancia. Em algumas
culturas, a diferenga da experiéncia da dor leva em conta a forma de expresséo e/ou
relato da mesma, e popularmente considera-se que mulheres sao mais resistentes a
dor. No entanto, um estudo sobre diferengas sexuais na percepg¢ao da dor mostra que
o sexo feminino € mais sensivel e menos tolerante a dor, dado que contraria a crenga
de que o sexo que faz o trabalho de parto € naturalmente mais resistente a dor
(MOGIL, 2020). Além disso, outro estudo observou que as mulheres parecem ter
maneiras diferentes e mais variadas de enfrentamento a dor em relagdo aos homens,
fazendo maior uso de apoio social, autoafirmacgdes positivas, técnicas de relaxamento
e tentativas de evitagdo, enquanto os homens buscam enfrentamento focado, formas
de distracao e atividades de redugao de tensdo, como o uso do alcool (KEOGH e
ECCLESTON, 2006).

4.3 DIFERENGAS SEXUAIS NO EFEITO DE FARMACOS ANALGESICOS

A variacado sexual na farmacocinética é considerada um fator determinante
para o sucesso da eficacia clinica medicamentosa. Em relagdo aos quatro principais
determinantes da variabilidade farmacocinética (biodisponibilidade, distribuicao,

metabolismo e eliminagao), suas alternancias podem vir de diferengas entre sexos por

22



fatores como o peso corporal, volume plasmatico, niveis de proteina plasmaticas,
atividade das enzimas do citocromo P450 (CYP), extenséo da ligagdo do farmaco a
proteinas plasmaticas, transportadores e até mesmo taxa de depuracao. Diferentes
sistemas enzimaticos envolvidos no metabolismo de drogas apresentam variagdes de
acordo com o sexo. Um exemplo disso é a taxa de glicuronidagdo do paracetamol,
que é aumentada em individuos do sexo masculino. Ademais, tanto o paracetamol
quanto outros farmacos metabolizados via CYP2D6 apresentam diferengcas no
metabolismo, sendo considerado mais rapido em homens em relagcdo as mulheres
(FRANCONI et al., 2007).

Outro exemplo bastante reportado em estudos pré-clinicos de diferenca
sexual no metabolismo de analgésicos refere-se a morfina. A morfina quando
metabolizada via glicuronidagao, origina dois metabdlitos principais; morfina-3-
glicuronideo (M3G) e morfina-6-glicuronideo (M6G). O metabdlito M3G apresenta alta
afinidade de ligacao pelo receptor Toll-like tipo 4 que, quando ativado, ativa células da
glia, resultando na liberagdo de citocinas pro-inflamatérias. Em roedores do sexo
feminino, observa-se maior produgao do metabdlito M3G em relagdo ao M6G, esse
excesso de M3G nas fémeas contribui para o processo de inflamacao e reduz a
eficacia analgésica da morfina. Ja em roedores do sexo masculino, a metabolizagao
da morfina resulta em, em maior quantidade de M6G, metabdlito que possui mais
afinidade para receptores p-opioides, contribuindo com o efeito analgésico da droga.
Ademais, os roedores machos formam menor quantidade do metabdlito M3G, o que
resulta em menor ativagdo da via da neuro inflamacdo, mediada pelo receptor
TLR4. Estudos adicionais sao necessarios para mostrar essa diferenca no
metabolismo da morfina em humanos, mas tal evidéncia indica que diferencas sexuais
podem afetar a eficacia de drogas analgésicas (SHANSKY e MURPLY, 2020).

O estudo de Averitt e colaboradores (2019) demonstrou outro mecanismo que
pode contribuir para a diferenga sexual na resposta analgésica da morfina em
roedores. O mecanismo endogeno do controle da dor formado pela substancia
cinzenta periaquedutal (PAG) e suas proje¢cdes descendentes para o bulbo rostral
ventromedial (RVM) atua como um potente “sistema de freio” no corno dorsal da
medula espinhal, principalmente através da liberagao de serotonina e noradrenalina.

Foi demonstrado que, apds indugcao de um processo inflamatério e doloroso em
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animais de laboratério, a via PAG-RVM ¢ ativada de forma mais evidente em roedores
do sexo masculino em comparacgao ao sexo feminino, revelando que o controle da dor
€ mais eficiente no primeiro. Ademais, quando a morfina € administrada para o
controle da dor, foi observado que os ratos do sexo masculino apresentaram maior
ativagdo da via inibitéria da dor (PAG-RVM), consequentemente, maior controle da
dor mediada por morfina em relagao as fémeas. Por outro lado, em um estudo que
avaliou o efeito da morfina administrada durante 7 dias consecutivos apos a injecéo
de CFA (adjuvante completo de Freund) como modelo de dor inflamatdria persistente,
mostrou que machos sdo mais sensiveis a morfina na hiperalgesia térmica no primeiro
dia, mas a diferenga entre sexos ja ndo estava presentes apds 7 dias de tratamento
(ARMENDARIZ e NAZARIAN, 2018). Esse estudo sugere que o efeito antinociceptivo
da morfina torna-se mais evidente a medida que a inflamagao persiste nas fémeas.
Apesar dessas evidéncias, ndo temos conhecimento de estudos que tenham
explorado diferengas sexuais no efeito de outros farmacos analgésicos, de ampla

prescricao e/ou consumo pela populagdo em geral.

4.4 PRINCIPAIS FARMACOS EMPREGADOS NO CONTROLE DA DOR AGUDA

De acordo com a literatura, os farmacos mais utilizados pelos cirurgides-
dentistas no Brasil para o controle da dor sdo: ibuprofeno (DRESCH, AMADOR e
HEINECK, 2016; CRUZ et al., 2017); paracetamol (DRESCH, AMADOR e HEINECK,
2016; CRUZ et al., 2017); e codeina (NOGUEIRA et al., 2017; LINO et al., 2019; MAIA,
DALDEGAN-BUENO e FISCHER, 2021), os quais também sdo amplamente utilizados
para o controle da dor em outras especialidades (MAIA, DALDEGAN-BUENO e
FISCHER, 2021).

4.4.1 Ibuprofeno

O ibuprofeno é um farmaco de venda livre, faz parte da classe dos anti-
inflamatérios nao-esteroidais (AINEs) e é considerado um dos medicamentos mais
comercializados para efeito analgésico, antipirético e anti-inflamatério. Tais efeitos

ocorrem por conta da inibicao de prostaglandinas derivadas da ciclooxigenase (COX-
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1 e COX-2), as quais parecem ser inibidas de forma equivalente pelo ibuprofeno
(Figura 1) (FERREIRA e LOPES, 2016).

E rapidamente absorvido pelo trato gastrointestinal superior e apresenta
rapido inicio de agédo. O farmaco em questdo possui ampla ligagdo a proteinas
plasmaticas (>98%) e seu metabolismo €& predominantemente hepatico, realizado
pelas enzimas CYP2C8, CYP2C9 e CYP2C10 do sistema enzimatico CYP450, bem
como a conjugagao com acido glicurénico, dando origem aos metabdlitos hidroxil,
carboxil e glucoronil (farmacologicamente inativos). A excregao é realizada via renal e
se completa apds 24 horas da ingestdo da ultima dose (BARBAGALLO e
SACERDOTE, 2019).

Possui baixa toxicidade e é considerado o AINE com os menores efeitos
adversos de uso clinico, raramente associado a mortes por grandes quantidades
ingeridas. Os principais efeitos adversos do ibuprofeno séo de origem gastrointestinal,
resultantes da sua atividade inibitéria na sintese de prostaglandinas E2 (CRAFT,
HEWITT e BRITCH, 2021).

Inflamagao
> : > Prostaglandinas | ——— 2 L
Ciclooxigenase iy
(COX-1 e COX-2) -
CHs
Acido
Araquidénico
a AINEs
(ibuprofeno)

Figura 1: Mecanismo de agao do ibuprofeno. O efeito analgésico do ibuprofeno envolve o bloqueio
nao seletivo da ciclooxigenase (COX), impedindo a liberagéo de citocinas pro-inflamatorias. AINES:
anti-inflamatorios nao esteroidais. Produzido com biorender.com.

4.4.2 Paracetamol
O paracetamol, ou acetaminofeno, € um analgésico nédo opioide, com
propriedades antitérmicas, considerado um dos farmacos de venda livre mais
consumidos no mundo (OHASHI e KOHNO, 2020). Seu mecanismo de agéo nao é
completamente esclarecido. Pode ser classificado como AINE, devido a sua
capacidade de inibir a COX, mas atua no sitio peroxidase (POX) da enzima, ao
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contrario dos outros AINEs. Essa diferenga no mecanismo de acao parece estar
relacionada ao fato de que o paracetamol ndo promove atividade anti-inflamatéria
significativa. Ademais, atua preferencialmente na COX-2 no sistema nervoso central,
mecanismo que esta relacionado com seu efeito antitérmico. O efeito analgésico
envolve multiplos mecanismos como o aumento dos niveis de canabinoides
enddégenos (anandamida) no sistema nervoso central (passagem do metabdlito
AMA404 pela barreira hematoencefalica) através da ativagao de receptores CB e 1R, a
ativagdo da via descendente enddégena da dor mediada por serotonina (5-HT) e
recrutamento do sistema opioide endégeno de controle da dor (Figura 2) (OHASHI e
KOHNO, 2020).

Possui rapida absorgao apdés administragcao via oral, baixa taxa de ligagéo a
proteinas plasmaticas (10 a 25%) e alta disponibilidade (cerca de 80%). Distribui-se
amplamente pelos tecidos, sendo capaz de atravessar as barreiras placentarias e
hematoencefalicas. O metabolismo é principalmente hepatico e a maior propor¢ao da
droga é conjugada com &cido glicurénico (entre 40 e 70%) e sulfato (entre 20 e 50%).
Cerca de 5 a 15% do paracetamol sofre metabolismo oxidativo mediado pelo sistema
enzimatico do citocromo P450, mais precisamente, o CYP2E1. A hepatotoxicidade do
paracetamol esta relacionada com essa via de metabolismo, por formar o metabdlito
toxico N-acetil-p-benzo-quinona imina (NAPQI). Esse metabdlito é neutralizado pela
conjugagao com a glutationa reduzida (GSH), gerando um metabdlito ndo téxico que
sera eliminado pela bile e urina. Em doses elevadas, ocorre a saturagao da via de
conjugacao, resultando em NAPQI livre para interagir com diversos alvos nos
hepatdcitos, resultando em morte celular (GHANEM et al., 2016). Outros efeitos
adversos incluem nauseas, cefaleia e reacao alérgica. Ademais, € amplamente
associado com AINEs e analgésicos opioides para potencializar o efeito analgésico
(JOZWIAK-BEBENISTA e NOWAK, 2014; HOSHIJIMA et al., 2021).
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Figura 2: Mecanismo de acao do paracetamol. O efeito analgésico do paracetamol envolve multiplos
mecanismos: aumento dos niveis de canabinoides endégenos (anandamida) através dos receptores
canabinoides CB1 no sistema nervoso central, ativagéo da via descendente enddgena da dor mediada
por serotonina (5-HT) e recrutamento do sistema opioide endégeno de controle da dor. Produzido por
biorender.com.

4.4.3 Codeina

A codeina é um analgésico opioide fraco utilizado para controle da dor
moderada, e que necessita de prescricao médica ou odontolégica (BENINI e BARBI,
2014). A codeina é considerada uma pré-droga. E convertida em morfina no figado
através da enzima CYP2D6 e o efeito analgésico depende dessa conversdo. A
morfina €& metabolizada pelo figado, gerando os metabdlitos M3G e a M6G
(LYNGSTAD et al., 2023). Sua eliminagao primaria € essencialmente realizada no rim,
variando entre 5 e 15%, sendo destes, 10% sao excretados sem modificagao (Figura
3) (LOPES et al., 2020).

Aproximadamente, 1 a cada 10 individuos € resistente ao seu efeito
analgésico, a explicacao se da ao fato de ndo possuirem a enzima que desmetila a
codeina (CYP2D6) e, consequentemente, ndo a converte em morfina. No caso da
codeina, doses mais altas nao significam melhores efeitos analgésicos e comparada
a morfina, possui somente 20% ou menos da acgao analgésica (LOPES et al., 2020).
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Alguns pacientes podem converter a codeina em morfina mais rapidamente
do que o normal (metabolizadores ultrarrapidos), resultando em niveis elevados de
morfina na corrente sanguinea, podendo acarretar efeitos téxicos, tais como
dificuldade respiratéria. Outros efeitos adversos que podem ocorrer em individuos que
fazem o uso de codeina, sdo nauseas, dispepsia, constipacdo e sedagado. A droga
também €& comumente associada ao paracetamol para aliviar dores leves a
moderadas, sendo uma alternativa valida aos AINEs, especialmente quando o
paciente tratado apresenta hemorragia ou alto risco de hemorragia (LYNGSTAD et al.,
2023).

5-HT - - Encefalina
l = Noradrenalina
b

Como Dorsal

Y.

Periferia

Figura 3: Mecanismo de acido dos opioides. A analgesia dos opioides ocorre por ativacdo de
receptores opioides tanto no sistema nervoso central quanto no sistema nervoso periférico. Os
receptores presentes na PAG e no nucleo paragigantocelular (NRPG) podem ativar o nucleo magno da
rafe (RNM), assim estimulam as vias descendentes da dor e consequentemente, acarreta a liberagédo
de serotonina (5-HT) e encefalina, além de promover a liberagao de noradrenalina através do Locus
coeruleus (LC) que leva a inibigdo do corno dorsal da medula espinhal. Existe a ativagao de receptores
opioides na prépria medula espinhal, levando a interrupcédo da sinalizagdo das vias ascendentes da
dor. Além disso, receptores periféricos quando em condigdes de inflamagdo, aumentam a sua
expressdo e possuem a capacidade de inibir os inputs das terminagdes aferentes nociceptivas na
periferia. Produzido por biorender.com.

Como o sexo feminino é apontado como o0 mais sensivel a dor e que percebe

a dor com maior intensidade e a grande maioria dos estudos na area de dor € realizada
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em individuos do sexo masculino, desconsiderando tais fatos ou diferengas biolégicas,
levantamos a hipétese de haver diferengas entre sexos no efeito antinociceptivo dos
trés farmacos analgésicos altamente prescritos (ibuprofeno, paracetamol e codeina)
e ressaltar a importancia de novos estudos pré-clinicos e clinicos utilizando ambos os

Sexos.

5 MATERIAL E METODOS

5.1. ANIMAIS

Foram utilizados um total de 240 ratos machos e 304 ratos fémeas adultos
Rattus norvegicus variedade Wistar, com peso variando entre 200-250 g, provenientes
do Biotério do Setor de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal do Parana para
a realizacdo desse estudo. Antes de iniciar a experimentacdo, os animais foram
mantidos no biotério do laboratério por dois dias para ambientagdo, em condicoes
controladas de temperatura (22 + 2 °C), luz (ciclo claro/escuro de 12 horas), umidade
(55 + 10%) e sistema de exaustdo, com livre acesso de ragdo e agua, tendo a
maravalha trocada em dias alternados.

Foram mantidos quatro animais por caixa, as quais continham objetos para
enriquecimento ambiental. O calculo amostral foi determinado utilizando o programa
G*Power. Os procedimentos foram realizados de acordo com as diretrizes do
ARRIVE, e esforgos foram feitos para minimizar o numero de animais utilizados e
reduzir seu estresse e sofrimento, respeitando os principios dos 3 Rs. Todos os
protocolos utilizados neste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica para o Uso
de Animais do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parana
(CEUA/BIO — UFPR #1464).

5.2 DROGAS E SOLUGOES

As drogas utilizadas para esse estudo foram: Ibuprofeno, 30 e 100 mg/kg -
Sigma-Aldrich, S&o Paulo, Brasil (SCHAFERS et al., 2004; KAUR, BIJJEM e
SHARMA, 2011; STEPANOVIC-PETROVIC et al., 2011), Paracetamol, 100 e 300
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mg/kg — Santa Cruz Biotechnology, Texas, EUA (HOSHIJIMA et al., 2021) e Fosfato
de Codeina, 3 e 10 mg/kg — Cristalia, Sdo Paulo, Brasil (GARCIA et al., 2019). O
veiculo do ibuprofeno e do fosfato de codeina foi salina estéril 0,9% e o do
paracetamol foi 42% dimetilsulféxido (DMSO) e 42% propilenoglicol, etanol 15% e
acetona 1% (DESEURE e HANS, 2017). As doses foram baseadas em estudos
anteriores (STEPANOVIC-PETROVIC et al., 2011; GARCIA et al., 2019; HOSHIJIMA
et al, 2021). A cetamina (Vetnil, Sdo Paulo, Brasil) e a xilazina (Syntec, Sdo Paulo,

Brasil) foram diluidas em solugao salina estéril 0,9%.

5.3 MODELO DE DOR POS-OPERATORIA

5.3.1 Inciséo intraoral

Os animais foram anestesiados com cetamina (50 mg/kg) e xilazina (10
mg/kg) por via i.p., € em seguida, posicionados individualmente em um aparato de
acrilico para manter a cavidade oral aberta. Apos instalacdo da anestesia, foi realizada
a incisdo com o auxilio de lamina de bisturi n°15, na mucosa jugal do lado direito do
animal (cerca de 2 mm de profundidade e 1 cm de comprimento). O tempo de duragéo
de cada procedimento cirurgico nao ultrapassou 5 minutos. Posteriormente, foi
realizada a sutura com fio de seda 4.0 no centro da incisédo (Figura 4A). A anestesia e
a simulagao da posigao cirurgica foram também realizadas em animais controle (i.e.
falso-operados), os quais foram mantidos no aparato durante um tempo semelhante

ao grupo operado, porém, sem realizar a incisdao (ARAYA et al., 2020).

5.4 AVALIAGAO DA HIPERALGESIA TERMICA OROFACIAL

Para avaliacdo da hiperalgesia térmica, o animal foi contido com uma das
maos do experimentador e com a outra, foi feita a aproximag¢ao de uma fonte de calor
de aproximadamente 50° C a cerca de 1 cm da area de insergao das vibrissas, do
lado ipsilateral a cirurgia. Em seguida, foi registrado o tempo para que o animal
exibisse reacdes de afastar vigorosamente a cabeca da fonte de calor ou

apresentasse movimentos rapidos e consecutivos das vibrissas (n = 8) (CHICHORRO
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et al., 2006). Foi estipulado um tempo maximo de 20 segundos para evitar danos

teciduais.
5.5 AVALIA(;AO DE HIPERALGESIA MECANICA OROFACIAL

Anteriormente a avaliagdo, os animais foram habituados por pelo menos 2
horas em caixas de observacido. Apos o tempo estabelecido, foi realizada uma pré-
selecao dos animais a qual consistiu na aplicagcdo em ordem crescente de 8 flamentos
de Von Frey (Semmes-Weinstein monofilaments, Stoelting, USA, 0,04; 0,07; 0,16; 0,4;
1,0; 2,0; 4,0 e 8,0 g) na regido inervada pelo infraorbital, no lado direito da face. Cada
filamento foi aplicado 3 vezes consecutivas, mantendo um intervalo de 30 s entre cada
aplicacao (Figura 4B). Foi considerado o limiar de resposta dos animais a estimulagao
mecanica o filamento que evocou, por duas vezes, comportamentos como retirada
rapida da cabecga, grooming facial e rea¢des de ataque/escape. Foram incluidos nos
experimentos apenas 0s animais que apresentavam um limiar de resposta a

estimulacdo mecanica igual ou superior a 8 g (n = 12) (ARAYA et al., 2020).

5.6 TESTE DO CAMPO ABERTO (TCA)

A locomocgao e o comportamento de grooming foram analisados no teste do
campo aberto, conforme previamente descrito (LEJEUNE et al, 2023). Os ratos foram
colocados individualmente no centro de uma arena (50 x 50 x 40 cm) com paredes
fechadas e nove quadrantes desenhados no piso (n = 8). O comportamento dos
animais foi gravado por 5 minutos para posterior avaliagado de niumero de cruzamentos
feitos com os quatro membros e o tempo de comportamento de grooming direcionado
para a regiao orofacial (Figura 4C). Um estudo anterior do nosso grupo mostrou que
o tempo de grooming esta relacionado a dor espontanea orofacial (LEJEUNE et al,
2023) e a locomogéao foi avaliada para analisar possivel sedagcao dos farmacos

administrados.

5.7 OVARIECTOMIA
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Para esse procedimento, um grupo independente de ratos fémeas com 45
dias, foram anestesiados com cetamina (50 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) por via i.p.
(n =8). Sob condi¢des assépticas, foi realizada a laparotomia de 2 cm na linha média.
Os ovarios e as trompas de faldpio foram separados. As trompas foram ligadas por
sutura, os ovarios foram removidos e a cavidade abdominal foi suturada em seguida
com fio catgut na regido muscular e fio de seda 4.0 na regido superficial (Figuria 4D).
Ap6és a cirurgia, os animais foram tratados com cloridrato de oxitetraciclina (400 mg/kg,
via intramuscular) (MABA, CRUZ, e ZAMPRONIO, 2021), e imediatamente com
naproxeno (10 mg/kg, i.p.) (MIRANDA et al., 2019). Os animais do grupo controle
foram submetidos ao mesmo procedimento, mas os ovarios e as trompas foram
mantidos intactos (BRITO et al., 2016). O anestro foi confirmado apds 21 dias e foi
determinado através da lavagem vaginal seguida de exame microscépico (JAMES et
al., 1982; MABA, CRUZ, e ZAMPRONIO, 2021).

Os esfregagos vaginais foram realizados de acordo com o método descrito
por Nelson e colaboradores (1982). Para isso, 10 ul de solugéo salina estéril a 0,9%
foi cuidadosamente inserida na vagina de ratos fémeas submetidas a ovariectomia e
nao submetidas a ovariectomia com o auxilio de uma pipeta. A solugao salina foi
aspirada apés a aplicagao e o material foi analisado no microscopio. Passados 21

dias, os animais foram submetidos a cirurgia intraoral.

5.8 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

A responsividade basal dos animais aos estimulos térmicos (n = 8) e
mecanicos (n = 12) foi avaliada anteriormente a cirurgia (dia 0), em grupos
independentes. Dividimos os grupos experimentais em 5: falso-operado e tratado com
veiculo (FO-Vei), falso-operado e tratado com o farmaco correspondente na maior
dose (FO-Farmaco x mg/kg), submetido a cirurgia de incisdo e tratado com veiculo
(Cirurgia-Vei), submetido a cirurgia de incisao e tratamento com o farmaco na menor
dose (Cirurgia-Farmaco x mg/kg) e grupo submetido a cirurgia de incisao e tratamento
com o farmaco na maior dose (Cirurgia-Farmaco x mg/kg). No dia 3 apds a cirurgia,
uma nova medida do limiar mecanico ou térmico na face foi realizada, antes de

qualquer tratamento. Em seguida, os animais foram tratados, em grupos diferentes,
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com ibuprofeno (30 e 100 mg/kg), paracetamol (100 e 300 mg/kg), codeina (3 e 10
mg/kg), ou com os veiculos correspondentes (em volume equivalente) por via
intraperitoneal. As medidas dos limiares mecanicos e térmicos da face foram
realizadas em intervalos hora em hora apds cada tratamento até a quarta hora,
conforme descrito na Figura 4. O TCA (n = 8) foi realizado no intervalo entre a primeira
e segunda hora apds a administragao de cada farmaco, utilizando os mesmos animais
submetidos as medidas do modelo de dor evocada. O dia de avaliagao foi definido de
acordo com o decurso temporal da hiperalgesia nesse modelo, o qual apresenta o
pico no dia 3 apos a cirurgia (ARAYA et al. 2020).

No caso da codeina, a qual foi identificada diferenca entre sexos significativa
no seu efeito antinociceptivo, o mesmo foi reavaliado em ratas previamente
submetidas a ovariectomia (item 5.5). A cirurgia de incisdo da mucosa foi realizada 21
dias apds a ovariectomia seguida de confirmagao do sucesso do anestro. Os animais
ovariectomizados e seus respectivos controles passaram pelo mesmo tratamento com

a codeina como descrito acima e por avaliagao da hiperalgesia térmica.
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Figura 4: Design experimental. (A) Representacao da cirurgia de incisdo intraoral. (B) Avaliagdo da
hiperalgesia mecanica (n = 12). (C) Teste do campo aberto (n = 8). (D) Representacéo da cirurgia de
ovariectomia. (E) Decurso temporal. DO é descrito como o primeiro dia do experimento e D3 como o
terceiro dia pos-cirurgico. O tratamento se refere a administracédo de ibuprofeno (30 e 100 mg/kg);
paracetamol (100 e 300 mg/kg); codeina (3 e 10 mg/kg); ou seus respectivos veiculos (1 mL/kg),
administrados por via intraperitoneal (i.p.). (F) Um grupo independente de ratos fémeas foi submetido
a ovariectomia e, 21 dias ap6s foi submetido ao procedimento de inciséo intraoral e, posteriormente,
0s mesmos protocolos realizados nos grupos anteriores e tratamento com codeina 3 mg/kg. Produzido
por canva.com.

5.9 ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) de duas vias seguida pelo teste

post hoc de Bonferroni para analisar a evolugao temporal da hiperalgesia térmica e
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mecanica. A analise dos dados do TCA foi realizada utilizando o teste t de Student
nao pareado. Para a analise das diferengas entre os sexos em diferentes doses dos
farmacos na AUC, foi utilizada a ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de
Bonferroni. Todos os dados passaram pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk e
foram expressos como média e erro padrao da média (EPM), e os resultados foram
considerados estatisticamente significativos se P<0,05. Definimos como variaveis o
tempo, tratamento, cirurgia e sexo do animal. O software GraphPad Prism versao 9
para Windows foi utilizado para a analise estatistica dos dados (GraphPad Software,
San Diego, CA).
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6 RESULTADOS

6.1 EFEITO DO IBUPROFENO EM RATOS MACHOS E FEMEAS

A Figura 5A mostra que o ibuprofeno (30 mg/kg) ndo alterou a laténcia de
resposta em ratos machos submetidos a incisdo ou ao procedimento controle (i.e.,
falso-operados, FO), mas, na dose de 100 mg/kg, atenuou a hiperalgesia térmica dos
animais operados no intervalo de 30 minutos até 2 horas apds o tratamento (Tabela
1). O ibuprofeno, em ambas as doses, reduziu a hiperalgesia mecéanica por até 3 horas
(Figura 5B; Tabela 1), mas nao alterou as respostas dos ratos machos falso-operados
(Figura 5A e 5B). O ibuprofeno (100 mg/kg) nao alterou o numero de cruzamentos dos
ratos machos em comparagdo com o grupo controle (Figura 5C; Tabela 1), mas
reduziu significativamente o comportamento de grooming facial (Figura 5D; Tabela 1).

Em ratos fémeas, ambas as doses de ibuprofeno reduziram a hiperalgesia
térmica 1 hora apds o tratamento, e a dose mais alta teve um efeito mais prolongado
e robusto (Figura 6A; Tabela 1). Ambas as doses de ibuprofeno causaram uma
reducao significativa da hiperalgesia mecanica de 0,5 até 3 horas apods o tratamento
em comparagao com o grupo incisao-veiculo, mas a dose mais alta foi mais eficaz
(Figura 6B; Tabela 1). O tratamento com ibuprofeno nao afetou o limiar térmico ou
mecanico dos ratos falso-operados. A Figura 6C mostra que ndo houve diferenca no
numero de cruzamentos entre os grupos incisao tratados com veiculo ou ibuprofeno
(Tabela 1), mas o ibuprofeno reduziu o tempo de grooming em comparagédo com o
grupo controle (Figura 6D; Tabela 1).

Na analise da area sob a curva do periodo entre a primeira e segunda hora,
nao foi detectada diferenca entre sexos no efeito do ibuprofeno na hiperalgesia
térmica, o qual produziu efeito antinociceptivo apenas na maior dose em machos e
fémeas (Figura 7A; Tabela 1). Na hiperalgesia mecanica, as duas doses de ibuprofeno
promoveram efeito antinociceptivo semelhante em machos, porém em fémeas apenas
a maior dose foi eficaz (Figura 7B; Tabela 1). Nao houve diferenga estatistica entre
machos e fémeas entre os grupos controles (Figura 7A e 7B).

36



-O- FO-Vei +F Incisdo-Vei - Incisdo-IBU 30 mg/Kg
& FO-IBU 100 mg/kg  -A Incisdo-IBU 100 mg/Kg d

A 12~

104 Ibuprofeno

Laténcia para resposta (s)

w
i

Limiar mecanico (g)
N
1

0_
I | I I I | I
DO D3 05 1 2 3 4
Tempo (h)
C 120+ D 507
1004 404
G O
< 804 B A O
8 80 E = 30 O #
S 60 (] £ m
g 8 20 T A
S 40 o %
° 10 A
3
0- 0-

Figura 5: Efeito do ibuprofeno em ratos machos. No terceiro dia apds a cirurgia de incisao intraoral
(FO = Falso-operado), os ratos foram tratados com ibuprofeno (IBU, 30 e 100 mg/kg) ou veiculo (Vei),
seguido pela avaliagéo de (A) hiperalgesia térmica (n=8); (B) hiperalgesia mecanica (n=12); (C) nimero
de cruzamentos no TCA (n=8); e (D) tempo de grooming facial (em segundos) (n=8). Os dados sao
expressos como média + EPM. *P<0,05 em comparagdo com o grupo FO-Vei e #P<0,05 em
comparagao com o grupo Incisdo-Vei. ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni (A e B) e
teste t de Student ndo pareado (C e D).
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Figura 6: Efeito do ibuprofeno em ratos fémeas. No terceiro dia apds a cirurgia de inciséo intraoral
(FO = Falso-operado), as ratas foram tratadas com ibuprofeno (IBU, 30 e 100 mg/kg) ou veiculo (Vei),
seguido pela avaliagéo de (A) hiperalgesia térmica (n=8); (B) hiperalgesia mecanica (n=12); (C) nimero
de cruzamentos no TCA (n=8); e (D) tempo de grooming facial (em segundos) (n=8). Os dados sao
expressos como média + EPM. *P<0,05 em comparagdo com o grupo FO-Vei e #P<0,05 em
comparagao com o grupo Incisdo-Vei. ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni (A e B) e
teste t de Student ndo pareado (C e D).
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Figura 7: Comparacdo da area sob a curva (AUC) dos efeitos do ibuprofeno entre machos e
fémeas na hiperalgesia térmica e mecanica. Efeito do ibuprofeno (IBU, 30 e 100 mg/kg) e veiculo
(Vei) na hiperalgesia térmica (A) e mecanica (B) em ratos machos (azul) e fémeas (rosa) submetidos a
cirurgia de incisdo (FO = Falso-operado). Os dados sédo expressos como média + EPM (n=8-12).
*P<0,05 em comparagdo com o grupo FO-Vei, #P<0,05 em comparag&o com o grupo Incisdo-Vei. O
valor de P acima das colunas de IBU 30 e 100 mg/kg em fémeas indica diferencga estatistica entre doses
na hiperalgesia mecanica. ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Bonferroni.
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TABELA 1 - Analise estatistica dos resultados obtidos com o ibuprofeno.

Figura Descricao Andlise Valor de P Valor de F ou t n/grupo
5A Ibuprofeno (machos) - ANOVA duas P <0,001 F (24,210) = 13,62 8
hiperalgesia térmica vias - post hoc
de Bonferroni
5B Ibuprofeno (machos) - ANOVA duas P <0,001 F (24, 330) = 50,22 12
hiperalgesia mecénica vias - post hoc
de Bonferroni
5C Ibuprofeno (machos) - TCA | Teste t de P=0,9013 t (14) =0,1263 8
cruzamentos Student ndo
pareado
5D Ibuprofeno (machos) - TCA | Teste t de P =0,0039 t (14) = 3,446 8
grooming Student nao
pareado
6A Ibuprofeno (fémeas) - ANOVA duas P <0,001 F (24, 210) = 18,11 8
hiperalgesia térmica vias - post hoc
de Bonferroni
6B Ibuprofeno (fémeas) - ANOVA duas P <0,001 F (24, 330) = 51,38 12
hiperalgesia mecéanica vias - post hoc
de Bonferroni
6C Ibuprofeno (fémeas)-TCA | Testet de P =0,8156 t (14) =0,2376 8
cruzamentos Student nao
pareado
6D Ibuprofeno (fémeas)-TCA | Teste t de P =0,0068 t (13)=3,21 8
grooming Student ndo
pareado
7A AUC Ibuprofeno (machos e | ANOVA uma via P <0,0001 F (7, 56) = 0,9096 8
fémeas) - hiperalgesia - post hoc
térmica Bonferroni
7B AUC Ibuprofeno (machos e | ANOVA uma via P <0,0001 F(7,88)=7,784 12

fémeas) - hiperalgesia
mecanica

- post hoc
Bonferroni

FONTE: A autora (2024).
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TABELA 2 - Analise e resultados do porcentual de inibicdo do ibuprofeno.

Térmico Mecanico
— > — >
Machos Fémeas Significante? Machos Fémeas Significante?
MxF Mx F
Ibuprofeno 30 mg/kg ns 71% - 39,10% 21% Sim (P=0,0416)
Ibuprofeno 100 mg/kg 77,40% 83,90% Néao 52,10% 53,10% Nao

FONTE: A autora (2024).
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6.2 EFEITO DO PARACETAMOL EM RATOS MACHOS E FEMEAS

O paracetamol causou uma reducao dependente da dose na laténcia para
resposta, que durou até 3 horas em ratos machos (Figura 8A; Tabela 2). A hiperalgesia
mecanica foi reduzida pelo paracetamol na dose 100 mg/kg apenas 30 minutos apos
o tratamento e pelo paracetamol na dose de 300 mg/kg em 30 minutos e 1 hora apos
o tratamento (Figura 8B, Tabela 2). Nao houve efeito do paracetamol na resposta do
grupo falso-operado (Figuras 8A e 8B). No TCA, o paracetamol reduziu o numero de
cruzamentos (Figura 8C, Tabela 2) e o tempo de grooming facial (Figura 8D, Tabela
2).

A Figura 9A ilustra que o paracetamol na dose de 100 mg/kg reduziu a
hiperalgesia térmica em ratos fémeas dos 30 minutos até 3 horas e, na dose de 300
mg/kg, reverteu completamente a hiperalgesia 30 minutos apds a injecéo até 2 horas
(Tabela 2). A hiperalgesia mecanica foi reduzida pelo paracetamol (ambas as doses)
em ratos fémeas na primeira e segunda hora apés o tratamento (Figura 9B; Tabela 2).
A dose mais alta de paracetamol ndo alterou as respostas térmicas e mecanicas dos
ratos falso-operados. O paracetamol na dose mais alta reduziu o numero de
cruzamentos (Figura 9C; Tabela 2) e o tempo de grooming facial (Figura 9D; Tabela
2) dos ratos de incisdo em comparagao com o grupo tratado com veiculo.

Na analise da area sob a curva do periodo entre a primeira e segunda hora,
nao foi detectada diferenca entre sexos no efeito do paracetamol na hiperalgesia
térmica, porém em machos o efeito antinociceptivo foi dose-dependente (Figura 10A;
Tabela 2). Nao foi detectada diferenca entre sexos ou diferenga entre doses no efeito
do paracetamol na hiperalgesia mecanica, sendo que ambas as doses foram eficazes
nos dois sexos (Figura 10B, Tabela 2). Nao houve diferenga estatistica entre machos

e fémeas entre os grupos controles (Figura 10A e 10B).
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Figura 8: Efeito do paracetamol em ratos machos. No terceiro dia apds a cirurgia de incisao intraoral
(FO = Falso-operado), os ratos foram tratados com paracetamol (PCM, 100 e 300 mg/kg) ou veiculo
(Vei), seguido pela avaliagdo de (A) hiperalgesia térmica (n=8); (B) hiperalgesia mecanica (n=12); (C)
numero de cruzamentos no TCA (n=8); e (D) tempo de grooming facial (em segundos) (n=8). Os dados
s&o expressos como média + EPM. *P<0,05 quando comparado ao grupo FO-Vei e #P<0,05 quando
comparado ao grupo Incisdo-Vei. ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc de Bonferroni (A e
B) e teste t de Student ndo pareado (C e D).
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Figura 9: Efeito do paracetamol em ratos fémeas. No terceiro dia apds a cirurgia de incisao intraoral
(FO = Falso-operado), as ratas foram tratadas com paracetamol (PCM, 100 e 300 mg/kg) ou veiculo
(Vei), seguido pela avaliagdo de (A) hiperalgesia térmica (n=8); (B) hiperalgesia mecanica (n=12); (C)
numero de cruzamentos no TCA (n=8); e (D) tempo de grooming facial (em segundos) (n=8). Os dados
s&o expressos como média + EPM. *P<0,05 quando comparado ao grupo FO-Vei e #P<0,05 quando
comparado ao grupo Incisdo-Vei. ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc de Bonferroni (A e
B) e teste t de Student ndo pareado (C e D).
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Figura 10: Comparagdao da AUC dos efeitos de paracetamol entre machos e fémeas na
hiperalgesia térmica e mecanica. Efeito do paracetamol (PCM, 100 e 300 mg/kg) na hiperalgesia
térmica (A) e mecanica (B) em ratos machos (azul) e fémeas (rosa) apds cirurgia de inciséo (FO = falso-
operado). Os dados séo expressos como média + EPM (n=8-12). *P<0,05 em comparag&o com o grupo
FO-Vei e #P<0,05 em comparagdo com o grupo Incis&o-Vei. O valor de P acima das colunas de PCM
100 e 300 mg/kg machos indica diferenca estatistica entre doses na hiperalgesia térmica. ANOVA de
uma via seguida pelo teste post hoc de Bonferroni.
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TABELA 3 - Analise estatistica dos resultados obtidos com o paracetamol.

Figura Descricéo Andlise Valor de P Valor de F ou ¢ n/grupo
8A Paracetamol (machos) - ANOVA duas P <0,0001 F (24, 210) = 27,20 8
hiperalgesia térmica vias - post hoc
de Bonferroni
8B Paracetamol (machos) - ANOVA duas P <0,001 F (24, 330) = 28,96 12
hiperalgesia mecénica vias - post hoc
de Bonferroni
8C Paracetamol (machos) - Teste t de P <0,0001 t (14) =6,377 8
TCA cruzamentos Student ndo
pareado
8D Paracetamol (machos) - Teste t de P=0,0182 t (14)=2,674 8
TCA grooming Student nao
pareado
9A Paracetamol (fémeas) - ANOVA duas P <0,0001 F (24, 210) = 20,71 8
hiperalgesia térmica vias - post hoc
de Bonferroni
9B Paracetamol (fémeas) - ANOVA duas P <0,0001 F (24, 330) = 37,60 12
hiperalgesia mecéanica vias - post hoc
de Bonferroni
9C Paracetamol (fémeas) - Teste f de P =0,0182 t (14)=2,674 8
TCA cruzamentos Student ndo
pareado
9D Paracetamol (fémeas) - Teste f de P <0,0001 t (14)=5,726 8
TCA grooming Student ndo
pareado
10A AUC Paracetamol (machos | ANOVA uma via- | P<0,0001 F (7, 56) = 0,7529 8
e fémeas) - hiperalgesia post hoc
térmica Bonferroni
10B AUC Paracetamol (machos | ANOVA uma via- | P<0,0001 F (7, 88) = 6,553 12

e fémeas) - hiperalgesia
mecanica

post hoc
Bonferroni

FONTE: A autora (2024).
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TABELA 4 - Analise e resultados do porcentual de inibicdo do paracetamol.

Térmico Mecanico
— > — >
Machos Fémeas Significante? Machos Fémeas Significante?
MxF Mx F
Paracetamol 100 mg/kg 91,20% 92,60% Néo 24 .50% 35,40% N&o
Paracetamol 300 mg/kg 100% 92,60% Sim (P=0,0447) 55,20% 59,80% Nao

FONTE: A autora (2024).
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6.3 EFEITO DA CODEINA EM RATOS MACHOS E FEMEAS

Ambas as doses de codeina (3 e 10 mg/kg) reduziram a hiperalgesia térmica
em ratos machos dos 30 minutos até 3 horas apés o tratamento (Figura 11A; Tabela
3). A codeina mostrou um efeito dependente da dose na hiperalgesia mecanica
(Figura 11B). A codeina na dose de 3 mg/kg reduziu a hiperalgesia mecéanica na
primeira hora apos a inje¢ao (P<0,0001) e, na dose mais alta, reverteu completamente
a hiperalgesia mecanica dos 30 minutos até 2 horas (Tabela 3). Nao foram detectadas
mudangas em animais do grupo falso-operado (Figuras 11A e 11B). A codeina na
dose de 10 mg/kg ndo alterou o numero de cruzamentos em animais de incisdo em
comparagao com ratos machos tratados com veiculo (Figura 11C; Tabela 3), mas
reduziu significativamente o tempo de grooming facial (Figura 11D; Tabela 3).

Em ratos fémeas, a codeina mostrou um efeito dependente da dose na
hiperalgesia térmica e mecanica (Figura 12A e 12B). A codeina em 3 mg/kg reduziu a
hiperalgesia térmica em ratas fémeas em 0,5 hora apds a injecéo, enquanto a dose
mais alta (10 mg/kg) reverteu a hiperalgesia entre 0,5 até 3 horas (Figura 12A; Tabela
3). A codeina, em ambas as doses, reduziu a hiperalgesia mecanica em fémeas dos
30 minutos até 3 horas (Figura 12B; Tabela 3). Ratos falso-operados nao foram
afetados pelo tratamento com codeina (Figuras 12A e 12B). A Figura 12C mostra que
a codeina na dose de 10 mg/kg aumentou a locomocgédo das ratas fémeas em
comparagao com o grupo correspondente tratado com veiculo (Tabela 3), mas reduziu
o tempo de grooming facial (Figura 12D; Tabela 3).

Na analise da area sobe a curva do periodo entre a primeira e segunda hora,
foi detectada diferenga entre sexos no efeito da codeina na hiperalgesia térmica, a
qual produziu efeito antinociceptivo apenas na maior dose em fémeas (Figura 13A;
Tabela 3), enquanto na maior dose, nao houve diferenga significativa entre os sexos
(Figura 13B; Tabela 3). Na hiperalgesia mecanica, nao foi evidenciada diferenca entre
sexos no efeito antinociceptivo da codeina, o qual se apresentou de forma dose-
dependente para ambos os sexos (Figura 13B; Tabela 3).

Para avaliar a influéncia dos hormdénios sexuais femininos na reducao do

efeito antinociceptivo da codeina na menor dose, foi realizada a incisdo e analise de
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hiperalgesia térmica em fémeas ovariectomizadas (Figura 14A). O sucesso da
ovariectomia foi confirmado pela andlise do lavado vaginal 21 dias apds o
procedimento (Figura 14B e 14C). Houve redugdo na laténcia para resposta em
fémeas ovariectomizadas submetidas a cirurgia de incisdo, no terceiro dia apos o
procedimento (P<0.0001). Naquelas tratadas com o veiculo, a diferenga permaneceu
ao longo do experimento, enquanto o tratamento com codeina (3 mg/kg; i.p.) foi
diferente do grupo tratado com veiculo 30 minutos apds a injegao até 3 horas. Neste
periodo, a codeina (3 mg/kg; i.p.) reverteu completamente (93,2% de inibigdo) a
hiperalgesia no intervalo entre a primeira e a segunda hora apds o tratamento (Figura
14; Tabela 3). Na comparacgéao direta entre fémeas ovariectomizadas e machos, nao
foi encontrada diferengca no efeito da codeina (Figura 14; Tabela 3), mas houve

diferenca na comparacao entre as fémeas dos dois grupos (Figura 14; Tabela 3).
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Figura 11: Efeito da codeina em ratos machos. No terceiro dia apods a cirurgia de inciséo intraoral
(FO = falso-operado), os ratos foram tratados com codeina (COD, 3 e 10 mg/kg) ou veiculo (Vei),
seguido pela avaliagéo de (A) hiperalgesia térmica (n=8); (B) hiperalgesia mecanica (n=12); (C) nimero
de cruzamentos no TCA (n=8); e (D) tempo de grooming facial (em segundos) (n=8). Os dados sao
expressos como média + EPM. *P<0,05 quando comparado ao grupo FO-Vei e #P<0,05 quando
comparado ao grupo Incisdo-Vei. ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc de Bonferroni (A e
B) e teste t de Student ndo pareado (C e D).
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Figura 12: Efeito da codeina em ratos fémeas. O terceiro dia apos a cirurgia de incis&o intraoral (FO
= falso-operado), os ratos foram tratados com codeina (COD, 3 e 10 mg/kg) ou veiculo (Vei), seguido
pela avaliagdo de (A) hiperalgesia térmica (n=8); (B) hiperalgesia mecanica (n=12); (C) numero de
cruzamentos no TCA (n=8); e (D) tempo de grooming facial (em segundos) (n=8). Os dados sao
expressos como média + EPM. *P<0,05 quando comparado ao grupo FO-Vei e #P<0,05 quando
comparado ao grupo Incisdo-Vei. ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc de Bonferroni (A, B
e C) e teste t de Student n&o pareado (D e E).
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Figura 13: Comparagao da AUC dos efeitos de codeina entre machos e fémeas na hiperalgesia
térmica e mecanica. Os dados analisados incluiram a primeira medigao no terceiro dia apos a incisao
(FO = falso-operado) (D3) até a terceira hora apds o tratamento. Efeito da codeina (COD, 3 e 10 mg/kg)
e veiculo (Vei) na hiperalgesia térmica (A) e mecanica (B) em ratos machos (azul) e fémeas (rosa). Os
dados sao expressos como média + EPM (n=8-12). *P<0,05 em comparagdo com o grupo FO-Vei,
#P<0,05 em comparag&o com o grupo Incisdo-Vei. Na hiperalgesia térmica, o valor de P acima das
colunas de COD 3 e 10 mg/kg em fémeas indica diferenca estatistica entre doses, ja nas colunas de
COD na menor dose indica diferenga estatistica entre sexos. Na hiperalgesia mecanica os valores de
P acima das colunas de COD 3 e 10 mg/kg em fémeas e machos indicam diferenca estatistica entre
doses. ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Bonferroni.
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Figura 14: Efeito da codeina em ratos fémeas ovariectomizadas. (A) No terceiro dia apds a cirurgia
de incisdo intraoral e falso-operado (FO), os ratos foram tratados com codeina (COD, 3 mg/kg) ou
veiculo (Vei), seguido pela avaliagdo da hiperalgesia térmica em fémeas previamente submetidas a
ovariectomia (OVX) ou grupo falso-operado da ovariectomia (NaoOVX) (n=8). Os dados sdo expressos
como média + EPM. *P<0,05 quando comparado ao grupo OVX-FO-Vei e #P<0,05 quando comparado
ao grupo OVX-Incisdo-Vei. ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc de Bonferroni; (B) Imagem
representativa de lavado vaginal de fémea n&o ovariectomizada em estro; (C) Imagem representativa
de lavado vaginal de fémea ovariectomizada apés 21 dias a cirurgia.
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TABELA 5 — Analise estatistica dos resultados obtidos com a codeina.

Figura Descricéo Andlise Valor de P Valor de F ou ¢ n/grupo
11A Codeina (machos) - ANOVA duas vias | P <0,0001 F (24, 210) = 13,67 8
hiperalgesia térmica - post hoc de
Bonferroni
11B Codeina (machos) - ANOVA duas vias | P<0,0001 F (24, 330) = 23,74 12
hiperalgesia mecanica - post hoc de
Bonferroni
11C Codeina (machos) - TCA Teste t de Student | P=0,1133 t (14) = 1,689 8
cruzamentos ndo pareado
11D Codeina (machos) - TCA Teste t de Student | P=0,0001 t (14) = 5,653 8
grooming nao pareado
12A Codeina (fémeas) - ANOVA duas vias | P<0,0001 F (24, 210) = 13,81 8
hiperalgesia térmica - post hoc de
Bonferroni
12B Codeina (fémeas) - ANOVA duas vias | P <0,0001 F (24, 330) = 23,74 12
hiperalgesia mecéanica - post hoc de
Bonferroni
12C Codeina (fémeas) - TCA Teste t de Student | P=0,0161 t (14)=2,737 8
cruzamentos nao pareado
12D Codeina (fémeas) - TCA Teste t de Student | P=0,0308 t (14) = 2,402 8
grooming nao pareado
13A AUC Codeina (machos e ANOVA umavia- | P<0,0001 F (7,50)=1,728 8
fémeas) - hiperalgesia post hoc
térmica Bonferroni
13B AUC Codeina (machos e ANOVA uma via- | P<0,0001 F(7,88)=7,844 12
fémeas) - hiperalgesia post hoc
mecanica Bonferroni
14A Codeina (fémeas OVX) - ANOVA duas P <0.0001 F(4.711,32.98) = 8
hiperalgesia térmica vias - post hoc 14.80
de Bonferroni
14A Codeina (fémeas OVX vs ANOVA duas P=0.9217 t (14) =0.1001 8
machos) - hiperalgesia vias - post hoc
térmica de Bonferroni
14A Codeina (fémeas OVX vs ANOVA duas P =0.011 t (14)=4.103 8

fémeas NaoOVX) -
hiperalgesia térmica

vias - post hoc
de Bonferroni

FONTE: A autora (2024).
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TABELA 6 — Analise e resultados do porcentual de inibicdo da codeina.

Térmico Mecénico
ignifi ? ignifi ?
Machos Fémeas Significante? Machos Fémeas Significante?
MxF MxF
Codeina 3 mg/kg 92,40% 69,30% Sim (P=0,0221) 41,60% 45,50% Nao
Codeina 10 mg/kg 100% 91% Nao 64,560% 95,60% Nao

FONTE: A autora (2024).
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7 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostraram que os trés farmacos
proporcionaram efeitos antinociceptivos significativos e reduziram o comportamento
de dor espontanea apos a inducao de dor pds-operatdria em ratos machos e fémeas.
Os machos foram sensiveis ao ibuprofeno e a codeina, ja que os efeitos
antinociceptivos foram detectados em doses mais baixas. O ibuprofeno nao afetou a
locomogdo, ja a codeina induziu hiperlocomogcao em ratos fémeas. Nao houve
influéncia do sexo no efeito do paracetamol, que foi eficaz em ambos os sexos, mas
causou sedacao na dose mais alta testada em fémeas.

O ibuprofeno € um AINE com acao seletiva equilibrada entre COX-1 e COX-
2, 0 que contribui para seu efeito anti-inflamatério e perfil de seguranga (VARRASSI
et al., 2020). Neste estudo, foi identificada diferenca de sexo no efeito do ibuprofeno,
sendo as ratas fémeas mais sensiveis a menor dose (ou seja, 30 mg/kg) na
hiperalgesia térmica, mas os machos foram mais sensiveis ao seu efeito quando a
hiperalgesia mecanica foi avaliada. A diferenca de sexo néo foi observada com o
ibuprofeno a 100 mg/kg, que reduziu a hiperalgesia térmica facial em cerca de 80% e
a hiperalgesia mecanica em mais de 50% em ambos os sexos. E importante notar que
mesmo a dose mais alta testada aqui esta abaixo das doses usadas na pratica clinica
(ROMERO-REYES et al, 2013). A maior dose de ibuprofeno reduziu
significativamente o comportamento de grooming facial em ratos machos e fémeas.
Apesar do comportamento de grooming estar associado a ansiedade em outras
avaliacbes em roedores, essa medida também é considerada um reflexo da dor
orofacial espontanea, uma vez que o comportamento € reduzido apdés administracao
de farmacos comprovadamente eficazes na antinocicepg¢ao, conforme demonstrado
em um estudo anterior do nosso grupo (ARAYA et al., 2020). A avaliagao da dor
espontanea é um parametro bastante relevante, visto que difere mecanisticamente da
hiperalgesia térmica e mecanica facial, apresentando sensibilidade diferente aos
analgésicos e maior valor translacional (GHANEM et al., 2016; DESEURE e HANS,
2017; ARAYA et al., 2020). Além disso, o ibuprofeno nédo afetou a locomogao de ratos
de ambos 0s sexos, 0 que representa uma clara vantagem em comparagao com 0s

outros farmacos testados.
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O paracetamol é frequentemente prescrito como uma alternativa ao uso de
AINEs para o controle da dor leve a moderada, ou em associagao com ibuprofeno
para melhorar o manejo da dor. Devido a atividade periférica limitada de inibicdo da
COX, a atividade anti-inflamatéria € considerada irrelevante e ndo causa os mesmos
efeitos adversos que os AINEs. E considerado seguro, desde que se respeite a dose
diaria maxima recomendada (3-4 gramas) (GHANEM et al., 2016; DESEURE e HANS,
2017). No entanto, um recente estudo de meta-analise mostrou que o paracetamol é
menos eficaz do que o ibuprofeno no controle da dor pds-operatoria apés a remocao
de terceiros molares (FRANCO-DE LA TORRE et al.; 2021). De acordo com 0s nossos
dados , o paracetamol € menos eficaz no controle da hiperalgesia mecéanica do que
térmica, o que corrobora um estudo anterior que mostrou que o paracetamol causou
inibicdo maxima de 30% da hiperalgesia mecénica em modelo de artrite em ratos,
mesmo quando doses mais altas foram empregadas (MALLET et al., 2023). Também
contrastando dados da literatura de que o paracetamol ndo é eficaz no alivio da
hiperalgesia térmica (BERTORELLI et al., 1999; GHANEM et al., 2016). Nossos
resultados mostraram que o paracetamol causou mais de 90% de inibicdo da
hiperalgesia térmica em ambos os sexos. A razao dessa discrepancia ainda precisa
ser investigada, e seria importante determinar se o paracetamol € mais eficaz no
controle da dor orofacial em relagéo a a dor de origem espinhal.

A diferenca de sexo nao foi detectada no efeito do paracetamol, e a dose mais
alta testada reduziu a hiperalgesia mecanica em 60% e a hiperalgesia térmica em
cerca de 90%, aproximadamente, em ambos os sexos. Varios mecanismos foram
propostos para o efeito analgésico do paracetamol, o qual parece envolver a ativagéao
do sistema endocanabinoide, opioides e vias serotoninérgicas (GHANEM et al., 2016;
MALLET et al., 2023). O paracetamol aboliu 0 comportamento de grooming facial em
ratos machos e fémeas, indicando um potencial para o controle da dor espontanea.
No entanto, essa reducéo foi alcangada com uma dose que também causou sedacao
em ambos os sexos. E possivel que o efeito sedativo tenha interferido na avaliacdo
dos comportamentos dos ratos nos outros testes, tornando dificil determinar o efeito
exato do paracetamol na dose mais alta utilizada. Os resultados sobre a sedagao
causada pelo paracetamol sdo escassos na literatura, mas os dados apresentados

corroboram um relato anterior de que o paracetamol reduz significativamente a
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locomogédo e o comportamento de grooming no TCA (CHEN et al., 2018). Esses
efeitos do paracetamol precisam de mais investigagdo, mas, interessantemente, foi
relatado que é frequentemente usado por idosos sem queixas de dor para problemas
de sono, indicando um potencial efeito sedativo (VAN DE GLIND et al., 2014).

A codeina é metabolizada no figado em M3G e M6G, que tém acgdes
analgésicas potentes, mas eventos adversos problematicos, incluindo nauseas,
vOmitos, constipacdo, sonoléncia, depressao respiratoria e potencial para abuso
(MOORE et al., 2015). Neste estudo, a codeina apresentou um perfil favoravel em
ratos machos, reduzindo a hiperalgesia térmica e mecéanica, bem como o
comportamento de grooming facial, sem afetar a locomogéo. A codeina também foi
eficaz em fémeas, mas a menor dose mostrou maior eficacia em machos (92% de
inibicdo em comparagao com 69% de inibicdo em fémeas). Esse achado corrobora
estudos anteriores que mostram que a poténcia dos opioides é maior em machos
devido a varios mecanismos (ARMENDARIZ e NAZARIAN, 2018; SHARP, PEARSON
e SMITH, 2022). Essas diferengas entre os sexos parecem variar com base em sua
seletividade relativa nos trés principais receptores opioides (ou seja, d, K, 8), roedores
machos apresentam maior sensibilidade aos efeitos antinociceptivos decorrentes da
ativagao dos receptores p em comparagao com as fémeas (SHARP, PEARSON e
SMITH, 2022). A codeina reduziu o comportamento de grooming em ratos machos e
fémeas, em uma dose que esta dentro da faixa terapéutica humana. No entanto, essa
dose pode estar relacionada a efeitos adversos, uma vez que foi observada uma
tendéncia de aumento na locomogdo em machos e um aumento significativo na
locomocgao em fémeas. De fato, ha evidéncias pré-clinicas e clinicas de que, além de
exigir doses mais altas de opioides, individuos do sexo feminino também sdo mais
suscetiveis aos efeitos adversos dos opioides (SHANSKY e MURPHY, 2020; SHARP,
PEARSON e SMITH, 2022). O comportamento hiperativo apds a administracdo de
codeina em ratos foi relatado na literatura, sugerindo ser uma consequéncia da
ativacao dos receptores p-opioides no sistema nervoso central (RIVERA et al., 2017;
DRAXLER et al., 2021). A redugéo da eficacia analgésica e maior risco de efeitos
adversos da codeina em fémeas merecem atengdo, uma vez que numerosas
condigdes dolorosas orofaciais sdo mais prevalentes em mulheres (HAGGMAN-
HENRIKSON et al., 2020). Ademais, existem evidencias clinicas de que os trés
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farmacos utilizados nesse estudo ocasionam efeitos adversos, tais como nausea,
fadiga, sonoléncia e cefaleia, com maior frequéncia em pacientes do sexo feminino, o
que reforca a importancia de estudos que incluam a variavel sexo nas analises de
seguranca e eficacia dos analgésicos. Observando o efeito antinociceptivo da codeina
em fémeas ovariectomizadas, nossos resultados mostram que o farmaco reverteu
completamente a hiperalgesia, evidenciando a influéncia dos horménios sexuais
femininos na eficacia analgésica de opioides. Esses achados podem estar
relacionados a interferéncia dos horménios no metabolismo dos opioides (SHANSKY
e MURPLY, 2020) ou até mesmo na sensibilidade de receptores opioides (SHARP,
PEARSON e SMITH, 2022).

De acordo com a literatura, vemos que a diferenga analgésica entre sexos
depende de multiplos fatores, como por exemplo, a duragao do tratamento e a idade
dos animais e analisar apenas adultos tratados com apenas uma dose foram as
limitagdes do nosso trabalho. O modelo de dor orofacial pés-operatoria de incisdo em
roedores abrange apenas um tipo de dor aguda, sendo necessarios mais estudos com
outros modelos de dor bem como estudos sobre diferengas sexuais do efeito

antinociceptivo de outros farmacos.
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8 CONCLUSAO

Os trés analgésicos mostraram efeitos antinociceptivos na hiperalgesia
térmica, mecanica e modelo de dor espontdnea em ratos machos e fémeas
submetidos a incisdo intraoral. O paracetamol produziu efeito sedativo na maior dose
avaliada, resultado pouco investigado na literatura. O ibuprofeno revelou o perfil mais
favoravel por reduzir mais de 50% a hiperalgesia térmica e mecanica e diminuir
significativamente a dor espontdnea em ambos os sexos, sem afetar a locomogéo.
Em fémeas, a codeina foi menos eficaz e, na maior dose, promoveu aumento da
locomocdo. Os horménios sexuais parecem interferir no efeito antinociceptivo da
codeina visto que fémeas nao ovariectomizadas apresentavam eficacia inferior se
comparadas aos ratos machos e as femeas ovariectomizadas.

Nossos resultados contribuiram para ampliar o conhecimento sobre
diferengas entre sexos nos efeitos antinociceptivos de trés farmacos analgésicos, bem
como forneceram evidéncias adicionais da eficacia em parametros com valor
translacional. Uma investigacdo sobre mecanismos de agao e possiveis interferéncias
dos horménios sexuais na eficacia analgésica precisam ser realizadas, buscando

tratamentos individualizados que levem o fator sexo em consideracgao.
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