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EPIGRAFE

Livros ndo mudam o mundo, quem muda 0 mundo sao as pessoas.
Os livros s6 mudam as pessoas.

Mario Quintana



RESUMO
Neuralgia trigeminal (NT) é quadro de neuropatia que afeta 0 nervo trigémeo, a dor se
apresenta de forma paroxistica, e que surge de forma abrupta, inesperada e com curta duracao,
podendo ocorrer varias vezes ao dia. NT ndo tem cura e seu tratamento baseia-se em
medicamentos para o seu alivio. O tratamento de escolha sdo farmacos anticonvulsivantes,
sendo carbamazepina o padrdo-ouro. Apesar de proporcionar alivio da dor em poucos dias,
apresenta importantes efeitos colaterais, como efeitos antimuscarinicos, cansaco, sonoléncia
e nauseas. Novas opcoes terapéuticas tem sido buscada para o tratamento da NT. A naltrexona
é um antagonista competitivo dos receptores opioides, e quando utilizada em baixas doses,
exibe propriedades paradoxais, como analgesia e efeitos anti-inflamatorios. O objetivo deste
estudo foi avaliar o efeito do tratamento com baixas doses de naltrexona, sobre o limiar de
hiperalgesia mecanica de ratos submetidos a um modelo cirdrgico de NT. Carbamazepina foi
utilizada como farmaco padrdo ouro no tratamento da NT. Cinquenta e nove ratos Wistar
machos adultos foram randomizados por peso em sete grupos: Grupo Controle, Sham dor +
veiculo, Sham dor + carbamazepina (100mg/kg), Sham dor + naltrexona (0,5mg/kg), Dor +
veiculo, Dor + carbamazepina (100mg/kg) e Dor + naltrexona (0,5mg/kg). O modelo de NT
utilizado foi a cirurgia de constri¢do cronica do nervo infraorbitario. Além disso, observamos
0 impacto deste tratamento nos niveis de BDNF, IL-10, TNF- a ¢ TLR4, em tronco encefalico
e medula espinhal. Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (GPPG-HCPA protocolo nimero 2017-
0575). Para avaliacdo do limiar de hiperalgesia mecanica foi utilizado o teste de Von Frey
facial, que foi realizado inicio do estudo, 7 e 14 dias ap0s a cirurgia, 1 hora apos e 24 horas
apos a primeira dose do tratamento e 1 hora apds a ultima dose do tratamento. O tratamento
teve a duracdo de 10 dias em que os farmacos foram administrados por gavagem uma vez ao
dia. Os niveis de BDNF, IL-10, TNF- o ¢ TLR4 foram avaliados pelo método de ELISA.
Nossos resultados mostraram que o limiar de hiperalgesia mecanica facial foi semelhante entre
0s grupos no inicio do estudo (GEE, P> 0,05), no entanto, 7 dias ap0s a cirurgia, 0s ratos dos
grupos sham e dor apresentaram menor limiar de hiperalgesia mecéanica facial do que o grupo
controle (GEE, P <0,05). Quatorze dias ap6s a cirurgia, apenas 0s grupos com dor
apresentaram menor limiar de hiperalgesia mecanica facial, caracterizando o modelo NT, e 0s
tratamentos farmacoldgicos foram iniciados. A primeira dose de carbamazepina ou baixas
doses de naltrexona reverteram parcialmente o limiar de hiperalgesia mecanica facial,

entretanto, apds 10 dias de tratamento, ambos os farmacos reverteram totalmente o limiar de



hiperalgesia mecénica. Além disso, os niveis de BDNF e IL-10 em medula espinhal foram
modulados por baixas doses de naltrexona diferentemente nos grupos sham e dor. Portanto, o
tratamento com baixas doses de naltrexona pode ser uma opgao para aliviar a dor neuropatica
trigeminal, no entanto, estudos adicionais sdo necessarios para entender 0s mecanismos exatos

do efeito analgésico das baixas doses de naltrexona.

Palavras- chave: Neuralgia trigeminal; Naltrexona; Toll like Receptor 4; Ratos.



ABSTRACT
Trigeminal neuralgia (TN) is a condition of neuropathy that affects the trigeminal nerve, pain
is paroxysmal, and comes on abruptly, unexpectedly and with short duration, and may occur
several times a day. TN has no cure and its treatment is based on medicines for your relief. The
treatment of choice is anticonvulsant drugs, with carbamazepine being the gold standard.
Although it provides pain relief within a few days, it has important side effects such as
antimuscarinic effects, tiredness, drowsiness and nausea. New therapeutic options have been
sought for the treatment of TN. Naltrexone is a competitive opioid receptor antagonist and when
used at low doses exhibits paradoxical properties such as analgesia and anti-inflammatory
effects. The aim of this study was to evaluate the effect of low-dose naltrexone treatment on the
mechanical hyperalgesia threshold of rats submitted to a TN surgical model. Carbamazepine
was used as the gold standard drug in the treatment of TN. Fifty-nine adult male Wistar rats
were randomized by weight into seven groups: Control Group, Sham pain + vehicle, Sham pain
+ carbamazepine (100mg/kg), Sham pain + naltrexone (0.5mg/kg), Pain + vehicle, Pain +
carbamazepine (100mg/kg) and Pain + naltrexone (0.5mg/kg). The NT model used was chronic
constriction surgery of the infraorbital nerve. In addition, we observed the impact of this
treatment on BDNF, IL-10, TNF-a and TLR4 levels in the brainstem and spinal cord. This study
was approved by the Animal Use Ethics Committee (CEUA) of the Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (GPPG-HCPA protocol number 2017-0575). Mechanical von Frey test was used
to assess the mechanical hyperalgesia threshold, which was performed at baseline, 7 and 14
days after surgery, 1 hour after and 24 hours after the first dose of treatment and 1 hour after
the last dose. of treatment. The treatment lasted 10 days when the drugs were administered by
gavage once a day. BDNF, IL-10, TNF-o and TLR4 levels were assessed by the ELISA method.
Our results showed that the facial mechanical hyperalgesia threshold was similar between the
groups at baseline (GEE, P>0.05), however, 7 days after surgery, the sham and pain rats
presented lower hyperalgesia threshold. facial mechanics than the control group (GEE, P<0.05).
Fourteen days after surgery, only groups with pain had lower threshold of facial mechanical
hyperalgesia, characterizing the TN model, and pharmacological treatments were started. The
first dose of carbamazepine or low doses of naltrexone partially reversed the facial mechanical
hyperalgesia threshold; however, after 10 days of treatment, both drugs fully reversed the
mechanical hyperalgesia threshold. In addition, spinal cord BDNF and IL-10 levels were
modulated by low doses of naltrexone differently in the sham and pain groups. Therefore, low-

dose naltrexone treatment may be an option to relieve trigeminal neuropathic pain, however,
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further studies are needed to understand the exact mechanisms of the analgesic effect of low-

dose naltrexone.

Keywords: Trigeminal neuralgia; Naltrexone; Toll like Receptor 4; Rats.
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APRESENTACAO

Essa dissertacdo esta estruturada em 3 partes:

[ Parte I - Introducéo, Revisdo da Literatura, Justificativa, Hipotese e Objetivos;

[1 Parte II - Materiais e Métodos, Resultados e Discussdao na forma de dois artigos
cientificos: o primeiro caracterizando o modelo de neuralgia trigeminal e o segundo;
avaliando os efeitos do tratamento com baixas doses de naltrexona em ratos submetidos ao
modelo de neuralgia trigeminal e os niveis de BDNF, IL-10, TNF — a ¢ TLR4 em tronco
encefalico e medula espinhal.

[J Artigo 1: Modelo de dor neuropatica trigeminal em ratos.

[ Artigo 2: Evidence of low dose of naltrexone in relieving of trigeminal pain in rats.

[ Parte III — Discussdo Geral, Perspectivas futuras, Conclusdes, Referéncias, Aprovacéao

da Comissdo de Etica e a Produgio Académica Durante o Periodo de Mestrado.
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1 INTRODUCAO

A neuralgia trigeminal (NT) é quadro de dor neuropética que afeta o V (quinto)
par craniano (nervo trigémeo) caracterizada como uma dor lancinante repentina, descrita
como insuportavel, semelhante a um choque elétrico, desencadeada por estimulos em
pontos gatilhos na face (Love and Coakham 2001). O nervo trigémeo é um nervo misto,
com predominio da funcéo sensitiva, sendo responsavel pela inervacdo da face e cavidade
oral. A porg¢do sensitiva é subdividida em trés ramos: oftadlmico (V1), maxilar (V2) e
mandibular (V3) (Leclercq et al. 2013). A dor é unilateral, sendo o lado direito do rosto
envolvido com mais frequéncia do que o esquerdo e se dissemina pelas divisdes do nervo
trigémeo, frequentemente sobre os ramos maxilar e mandibular (Cruccu et al. 2006). E
mais prevalente em mulheres do que em homens (Kirkpatrick 1989). Em geral, a NT
apresenta incidéncia de 12,6 a 27/100.000 habitantes, sendo mais frequentemente apds 0s
60 anos (Costa and Leite 2015).

O diagndstico da NT é exclusivamente clinico, baseia-se no relato do paciente,
uma vez que ndo ha exames especificos para sua identificacdo ou comprovacao. Para
definir o diagnostico, o paciente precisa descrever duas condigdes relevantes: a dor deve
ser paroxistica, ou seja, tem inicio e término repentino, e deve ser na regido inervada pelo
nervo trigémeo (Singh 2016).

NT ndo tem cura e seu tratamento baseia-se no uso de farmacos para o seu alivio.
De acordo com as diretrizes de tratamento baseado em evidéncias clinicas, o tratamento
de escolha sdo os farmacos anticonvulsivantes, sendo primeira linha de tratamento a
carbamazepina ou oxcarbazepina (Zakrzewska 2009). Tanto carbamazepina como
oxcarbazepina sdo relacionados a efeitos colaterais centrais como ataxia, confusdo,
desequilibrio e sonoléncia (Krafft 2008). Efeitos periféricos como xerostomia, aumento
de peso, constipacao e retencdo urinaria sao mais frequentes com o uso da carbamazepina
do que com a oxcarbazepina (Maarbjerg et al. 2017). Considerando estes fatores, tem sido
buscadas novas opcdes terapéuticas no tratamento da neuralgia trigeminal, entre elas,
baclofen e lamotrigina (Cruccu et al. 2008), e mais recentemente o0 uso de baixas doses
de naltrexona.

Naltrexona possui estrutura e funcionamento semelhante ao antagonista opioide
naloxona, no entanto, apresenta maior biodisponibilidade oral e tempo maior de meia-
vida (Pharmacology 1975). Utilizada em baixas doses, a naltrexona exibe propriedades

paradoxais, como analgesia e efeitos anti-inflamatérios, que ndao foram relatadas em
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dosagens maiores. Em doses orais de 50-100 mg, pode reverter dependéncia a opioides e
ao alcool (Hanka 1996). Além disso, tem sido descrito que baixas doses de naltrexona
podem reduzir a gravidade dos sintomas na fibromialgia, esclerose multipla e sindrome
da dor regional complexa (Younger et al. 2014).

Seu mecanismo de acgdo ocorre pelo blogueio de receptores opioides p, induzindo
aumento da sintese e liberacdo de opioides, que podem ativar os receptores opioides k
(Segal et al. 2014). A ativacdo de receptores opioides k tem efeito anti-inflamatério
diminuindo os niveis de interleucina-6 (IL-6) e migracdo de neutrdfilos (Segal et al.
2014). Em baixas doses, a naltrexona também atua sobre o0s receptores ndo opioides,
como o receptor Toll like 4 (TLR4), que séo encontrados na microglia, que constitui cerca
de 70% do SNC (Brown and Panksepp 2009). O bloqueio de receptores TLR4 inibe a
liberacdo de citocinas pro-inflamatorias, substancia P, Oxido nitrico, amino&cidos
excitatorios e fator de necrose tumoral (TNF - ) e pode conduzir a regulacdo negativa da
expressdo do receptor de quimiocina e da molécula de adeséo (Younger et al. 2014).

Baseando-se na necessidade de novas terapias para o tratamento da neuralgia
trigeminal, nesta dissertacdo buscou-se avaliar os efeitos do tratamento com baixas doses

de naltrexona em um modelo de neuralgia trigeminal em ratos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ESTRATEGIAS PARA LOCALIZAR E SELECIONAR INFORMACOES

Para realizacdo desta revisdo de literatura buscou-se apresentar os principais
aspectos relacionados a neuralgia do trigémeo e naltrexona, relacionando-os com 0s
principais achados do nosso estudo. A estratégia de busca envolveu as seguintes bases de
dados: PubMed, LILACS e Embase. Somente estudos com animais e publicagdes nos
altimos 15 anos foram selecionadas (2004 a 2019), sendo que livros e monografias
também foram consultadas para esclarecimentos de assuntos de interesse. Nos sites
PubMed, LILACS e Embase foram realizadas buscas utilizando-se as seguintes palavras-
chave: trigeminal neuralgia, naltrexone, nociception, toll like receptor 4 e BDNF.
Utilizando-se o termo trigeminal neuralgia foram encontrados 282 artigos no PubMed, 4
no LILACS e 339 no Embase. Ja com o descritor naltrexone foram encontrados 1828
artigos no PubMed, 6 no LILACS e 1169 no Embase. Enquanto que para nociception
foram encontrados 5865 artigos no PubMed, 137 no LILACS, 17104 no Embase. Quanto
a pesquisa de artigos utilizando como descritores toll like receptor 4 e BDNF, foram
encontrados 9282 e 11299 artigos no PubMed, 20 e 20 no LILACS, 9824 e 10665 no
Embase, respectivamente. Refinando-se a busca por meio de cruzamentos entre as
palavras-chave acima, foram encontrados um nimero reduzido de publicagdes, conforme

demonstrado na Figura 1.
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PALAVRAS CHAVES

1 TRIGEMINAL NEURALGIA
2 NALTREXONE

3 NOCICEPTION

4 TOLL LIKE RECEPTOR 4

S BDNF

PubMed
1 =282

2 =1828
3 =5865
4 =9282
5=11299

PubMed
le2=1
1,2e3=1
1,2,3e4=0
1,2,3,4e5=0

LILACS
1=4
2=6
3=137
4=20
5=20

LILACS
le2=1
1,2e3=1
1,2,3e4=0
1,2,3,4e5=0

Embase
1 =339

2=1169
3=17104
4 =9824
5=10665

Embase
le2=4
1,2e3=3
1,2,3e¢4=0
1,2,3,4e5=0

Figura 1. Fluxograma das pesquisas realizadas nas principais bases de dados.
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2.2 DOR NEUROPATICA

Dor neuropética é definida pela Associacdo Internacional para Estudo da Dor
(IASP) como a dor decorrente de uma lesdo ou doenga que afeta o sistema
somatossensorial (Truini et al. 2013). Esta pode ser dividida em central ou periférica,
sendo a dor neuropatica central oriunda de lesdes ou doengas que acometem o sistema
nervoso central, tais como esclerose multipla, lesdo na medula espinhal, acidente vascular
encefalico, entre outros (Attal et al. 2011). As dores neuropaticas periféricas sdo as mais
comuns, normalmente provocadas por traumas de causas diversas, como laceracGes por
objetos cortantes, acidentes com armas de fogo ou cirurgias. Podem também ser
desencadeadas por patologias como infeccdes virais (HIV ou Herpes Zoster), tumores,
quimioterapicos ou doencas sistémicas (Bouhassira et al. 2008).

A prevaléncia da dor neuropética é contraditoria, pois ndo ha instrumentos
especificos para sua avaliacdo, mas estima-se uma prevaléncia de 7-8% em populacdes
com dor crbnica apresentem caracteristicas neuropaticas (Attal et al. 2011).

Alodinia é o sintoma mais caracteristico da dor neuropética, onde estimulos
indcuos sao percebidos como dolorosos, seguida por hiperalgesia representada por uma
resposta nociceptiva exacerbada a estimulos dolorosos, tanto mecéanicos quanto térmicos.
Outros possiveis sintomas presentes nestes pacientes sdo hipoestesia, perda ou
diminuicdo da sensibilidade e parestesia, sensacdes cutaneas subjetivas (Woolf and
Decosterd 2000).

A dor neuropatica pode ser entendida como uma geracao ectépica de impulsos
nervosos envolvendo fibras de pequeno calibre do tipo C e Ad (Bostock et al. 2005). Apos
lesdo nervosa, alguns pacientes desenvolvem alteracdo na distribuicéo e conformacéo de
canais ionicos (especialmente canais de sddio) promovendo um aumento da
excitabilidade axonal das fibras finas nociceptiva (Sessle et al. 2010). Tal excitabilidade
é, muitas vezes, gerada longe do foco da lesdo inicial (por isso chamadas de descargas
ectdpicas), mas capaz de acarretar o surgimento de sintomas caracteristicos da dor
neuropatica. Logo, entre os tratamentos mais eficazes para a dor neuropética esta o uso
dos anticonvulsivantes que atuam em canais de sodio, como a carbamazepina,
gabapentina e lamotrigina (Sessle et al. 2010).

A lesdo nervosa ocasiona ativacao e alteracdes em celulas gliais, além da ativacéo
de células do sistema imune, especialmente macréfagos e células T. Ativacdo destas

células € mais extensa na neuropatia do que em processos inflamatorios (Woolf 2010).
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Quando as células gliais sdo ativadas, ha producdo e liberagdo de fatores tréficos,
neurotransmissores, citocinas e espécies reativas de oxigénio, importantes mediadores na
sensibilizacdo central (Woolf 2010). A liberacdo de citocinas pré-inflamatérias, como
interleucina 1-B (IL1-B) e TNF-a por astrocitos e microglia, acarreta aumento da
transmissdo glutamatérgica e reducdo na inibicdo pelos interneurénios do corno dorsal da

medula espinal gerando a sensibilizacdo por dor neuropética (Silva et al. 2015).

2.3 NEURALGIA DO TRIGEMEO

A NT foi definida pela IASP como "episddios subitos, geralmente unilaterais,
graves, breves e recorrentes e recorrentes de dor na distribuicdo de um ou mais ramos do
nervo trigémeo™ (Bogduk 1994). Caracterizando-se por uma dor breve, unilateral,
recorrente, semelhante a um choque elétrico (Olesen and Steiner 2004).

O nervo trigémeo corresponde ao V par craniano, € um nervo misto, com
predominio da porgao sensitiva, sendo responsavel pela inervacdo da face e da cavidade
oral e subdividido em trés ramos: oftalmico, maxilar e mandibular (Leclercq et al. 2013).
A NT acomete com mais frequéncia o ramo maxilar e/ou ramo mandibular do nervo
trigémeo, sendo o lado direito mais acometido em relacéo ao lado esquerdo (Maarbjerg
et al. 2014). A NT ainda é subdividida em NT classica ou NT secundéaria, podendo ser
causada por esclerose multipla ou por lesdo ocupante do espago, como um tumor ou
aneurisma cerebral, por exemplo (Maarbjerg et al. 2017).

A NT classica é a mais comum e caracteriza-se por uma dor de alta intensidade,
podendo atingir intensidade 10 na escala visual analégica de dor (0-10) (Edlich et al.
2006). A dor se apresenta de forma paroxistica, ou seja, dor de alta intensidade, que surge
de forma abrupta, inesperada e com curta duracdo, que podem acontecer varias vezes ao
dia, descrita como choque elétrico (Maarbjerg et al. 2017). Pode ser desencadeada por
diversos fatores indcuos, como toque na regido inervada pelo nervo trigémeo, mastigacéo,
escovacdo dentaria ou até mesmo o vento em contato com o rosto (Maarbjerg et al. 2014).
Outra caracteristica comum da NT sdo periodos de remissdo que podem durar meses ou
até mesmo anos. Este fendmeno é atribuido a uma reducdo de excitabilidade e
remielinizacéo parcial (Devor et al. 2002).

Estima-se que a incidéncia da NT seja de 28,9 casos a cada 100.000 habitantes

(Dieleman et al. 2008) e acomete principalmente mulheres com idades entre 60 a 70 anos
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(Cruccu et al. 2006). O diagndstico de NT baseia-se principalmente na queixa do paciente,
pois ndo ha exames laboratoriais ou de imagem para um diagndstico definitivo. Ao
analisar a historia clinica do paciente devem ser observados fatores que podem levar a
um diagndstico errneo, como dor de origem dentéria (Ibrahim 2014).

A fisiopatologia da NT ndo esta totalmente elucidada, mas acredita-se que a NT
classica ocorra por um processo de desmielinizagdo ou compressdo neurovascular
(Leclercq et al. 2013). A compresséo vascular é responsavel por até 90% dos casos de NT
(McLaughlin et al. 1999). Por outro lado, a NT secundéria decorre de alguma patologia
ou trauma, sendo qualquer doenca ou leséo da via trigeminal.

Os episodios dolorosos sdo longos, com duracdo de até 4 horas, uma dor de fundo,
continua, pode persistir entre os episodios. A dor intensifica-se no periodo da noite, sendo
descrita como em queimacédo, superficial, em agulhadas, provocada por estimulos
(nocivos ou ndo) na regido afetada. Podem ser afetados os trés dermatomos ndo havendo

existéncia de pontos gatilho e periodo refratario (Bogduk 1994).

2.4 TRATAMENTOS DISPONIVEIS PARA NEURALGIA DO TRIGEMEO

Atualmente, ndo existe cura para NT (Allsop et al. 2015). O tratamento baseia-se
em farmacos para alivio da dor. Carbamazepina, utilizada para tratar a NT desde 1962
(Blom 1962), é um anticonvulsivante que bloqueia canais de sddio, diminuindo a
excitabilidade e atenuando seletivamente as descargas ectopicas associadas a dor na NT.
Este farmaco atua reduzindo os paroxismos e as crises desencadeadas pela ativacdo de
pontos de gatilho, proporcionando alivio da dor em 58% a 100% dos doentes (Cruccu et
al. 2008). Apesar de proporcionar alivio da dor em poucos dias, apresenta importantes
efeitos colaterais, como leucopenia, efeitos antimuscarinicos, disfuncdo hepatica,
cansaco, sonoléncia e nduseas. A dose varia entre 100 mg a 2.400 mg ao dia, seu uso deve
ser iniciado com doses baixas, e aumentando gradativamente para minimizar os efeitos
adversos (Krafft 2008).

A oxcarbamazepina € um pré-farmaco, e surgiu como um substituto da
carbamazepina, com eficacia semelhante e efeitos adversos reduzidos, principalmente 0s
antimuscarinicos pois ndo utiliza o sistema citocromo hepatico, tornando-o mais toleravel
e com menos interaces que carbamazepina (Gronseth et al. 2008). Outros farmacos

utilizados na tratamento da NT sdo baclofeno e lamotriguina, que também apresentam
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efeitos adversos indesejados, como fraqueza e ataxia (Zakrzewska and McMillan 2011).
Cabe ressaltar que até 30% dos pacientes ndo respondem ao tratamento medicamentoso
ou ndo toleram seus efeitos colaterais (Finnerup et al. 2005; Edlich et al. 2006; Attal et
al. 2006). A utilizacdo de fenitoina, gabapentina, pregabalina e valproato também ja foi
descrita como benéfica para NT (Cruccu et al. 2008).

Existe a possibilidade de uma abordagem cirurgica, mas apresenta maior taxa de
sucesso quando realizada precocemente. Entre as técnicas mais utilizadas estdo a
termocoagulagdo do ganglio de gasser e a descompressdo neurovascular. Na
termocoagulacdo do ganglio de Gasser, o ganglio € lesionado por calor, injecdo de glicerol
ou compressdo mecanica por baldo, sendo realizada sob intensa sedacdo ou anestesia
geral. Pode promover alivio sintomatico por até doze anos, podendo ser repetida duas ou
trés vezes ao longo da vida. Entretanto, tem como aspecto negativo o risco de dor por
desaferentacdo, tdo debilitante quanto NT(Leclercq et al. 2013; Zakrzewska and
McMillan 2011).

A descompressdo neurovascular, por sua vez, preserva a fungéo trigeminal, mas é
um procedimento neurocirargico maior com risco de mortalidade, variando de 0,2 a 0,5%.
Craniotomia na regido pos-auricular é necessaria para que a compressao do nervo seja
eliminada. Complicacbes pds-operatorias incluem vazamentos de liquor, hematomas,
meningites assepticas, diplopia e fraqueza facial. A principal complicacédo a longo prazo
é perda auditiva ipsilateral, que pode ser maior que 10% (Zakrzewska and McMillan
2011).

2.5 NALTREXONA

Naltrexona é um antagonista competitivo dos receptores opioides, tendo seu uso
aprovado pelo Food and Drugs Administration (FDA) em 1984 para o tratamento da
dependéncia a opioides e ao alcool. Este farmaco apresenta grande absorcao por via oral,
e ¢ amplamente afetado pelo metabolismo de primeira passagem, onde é metabolizado
por uma enzima ndo- citocromo desidrogenase em seu metabolito ativo 6-beta-naltrexol.
Sua excre¢do ocorre principalmente por via renal, e ndo existem ajustes posoldgicos
descritos pelo fabricante (Patten et al. 2018).

A dose usual varia de 50 a 150 mg, onde atua prevenindo a inibi¢do do receptor

do &cido gama-aminobutirico (GABA), além de inibir a liberagcdo de dopamina. O uso de
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baixas doses de naltrexona, com doses variando entre 1,5mg a 3 mg, foi utilizado pela
primeira vez na década de 90, em pacientes com sindrome da imunodeficiéncia adquirida,
onde observou-se um efeito imunomodulador (Patten et al. 2018; Toljan and VVrooman
2018).

O mecanismo de acao de doses baixas de naltrexona esta relacionado a modulagéo
glial com efeito neuroprotetor, por inibicdo da ativacdo da micréglia no SNC, este efeito
é observado somente em doses que variam de 1mg até 5mg. Micrdglias sao células imunes
residentes do SNC que, quando ativadas, liberam fatores pré-inflamatérios, incluindo
citocinas, radicais livres, O0xido nitrico e eicosanoides, desencadeando a cascata pro-
inflamatoria. Este de inflamacdo central com uma consequente gama de sintomas e
desfechos clinicos, incluindo maior sensibilidade a dor, fadiga, transtornos cognitivos e
humor, bem como alteracGes de sono. Naltrexona atua como antagonista no receptor Toll-
like 4 (TLR4), presente na microglia (Younger et al. 2014; Toljan and VVrooman 2018),
inibindo a produgdo das citocinas pro-inflamatorias IL-6 e TNF-a, bem como o fator
inflamatdrio 6xido nitrico (NO). Importantes mediadores inflamatérios que contribuem
para a sensibilizacdo dolorosa via processamento de sinais nociceptivos, resultando em
efeito analgésico e anti-inflamatorio (Li et al. 2018; Toljan and VVrooman 2018).

Doses usuais de naltrexona induzem bloqueio permanente do receptor opioide,
por outro lado baixas doses de naltrexona induzem bloqueio transitério do receptor
opioide, aumentando a sintese e liberacdo de opioides. Tanto naltrexona, quanto o seu
metabolito ativo, 6-b-naltrexol, sdo antagonistas competitivos reversiveis dos receptores
p-opioides e k-opioides, com afinidade maior pelos receptores p-opioides (Patten et al.
2018). Estudos demonstram que a administracdo de naltrexona em baixas doses resulta
em um bloqueio dos receptores por 4 a 6 horas, induzindo aumento na producédo
enddgenas de opioides. Além disso, ha também um aumento na densidade de receptores
opioides do tipo p, fendmeno denominado up-regulation, que proporciona aumento nos
niveis de endorfinas e encefalinas (Patten et al.2018).

Devido a este mecanismo de a¢do, a naltrexona em baixas doses tem sido utilizada
off-label para o tratamento da dor e inflamacdo em diversas doencas crdnicas, como
fibromialgia, doenca de Crohn e esclerose multipla (Patten et al. 2018).

A fibromialgia é uma condicdo cronica relacionada a dor musculoesquelética
generalizada, alteragdes cognitivas, de sono e fadiga. Sabe-se que a fisiopatologia da
fibromialgia envolve sensibilizagcdo central, logo a naltrexona surge como uma alternativa

para o tratamento deste pacientes (Parkitny and Younger 2017). Um estudo avaliou 0s
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niveis séricos de citocinas em mulheres com fibromialgia durante 10 semanas. Apds 8
semanas de com baixas doses de naltrexona, observou-se uma reducdo das citocinas pro
inflamatorias. Além disso, as pacientes relataram diminuigdo da dor e dos sintomas
relacionados a fibromialgia (Parkitny and Younger 2017). Younger em 2009 observou
uma diminuicdo de 30% nos sintomas da fibromialgia, em pacientes que utilizaram baixas
doses de naltrexona, em comparacdo ao grupo que recebeu placebo. Além disso, as
pacientes apresentaram melhora nos limiares de dor mecénica e ao calor (Jarred Younger
2009).

Um estudo experimental avaliou os efeitos benéficos do tratamento com baixas
doses de naltrexona em um modelo animal de doenga de Crohn, uma doenca inflamatoria
classica. Os ratos foram tratados durante 10 dias e, ao final do tratamento, foi observado
uma melhora em relacdo ao grupo néo tratado. (Tawfik et al. 2016a)

Smith et al, 2011, por meio de um ensaio clinico randomizado avaliou a eficacia
clinica das baixas doses de naltrexona em pacientes que apresentavam doenca de Crohn.
Demonstrou uma diminuicdo de 88% na gravidade dos sintomas da doenca de Crohn no
grupo que recebeu baixas doses de naltrexona, enquanto no grupo placebo a diminuigéo
foi de 40% (Smith et al. 2011).

Gironi et al, 2008, avaliou, por meio de um estudo piloto, a seguranca e a
tolerabilidade das baixas doses de naltrexona em pacientes com esclerose maltipla. 40
pacientes foram avaliados durante 6 meses, o farmaco foi bemtolerado, além de promover
uma diminuicdo na espasticidade destes pacientes (Gironi et al. 2008). Cree et al, 2010,
mostrou que pacientes que receberam baixas doses de naltrexona obtiveram uma melhora
na qualidade de vida (Cree et al. 2010).

Portanto, a utilizacdo de baixas de doses de naltrexona se mostrou segura e bem
tolerada pelos pacientes, surgindo como opc¢éo para o tratamento de doencas cronicas. No

entanto, mais estudos sdo necessarios para comprovar sua eficacia.

2.6 BIOMARCADORES

O fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) é uma neutrofina que esta
amplamente distribuido no sistema nervoso central, reconhecida como importante
marcador de plasticidade neuronal relacionada a receptores N-metil D-Aspartato

(NMDA) em vias nociceptivas ascendente e descendentes (Brietzke et al. 2016). Seu
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efeito neuroplastico estd associado ao equilibrio das sinapses excitatorias e inibitorias
(Binder and Scharfman 2004). Além disso, os niveis de BDNF estdo associados a
sensibilidade a dor, e apresentam um papel pro nociceptivo bem documentado nos
processos de dor inflamatoria e neuropatica (Zhang et al. 2013).

Entre as citocinas, a interleucina-10 (IL-10) é uma citocina anti-inflamatdria liberada em
um estégio tardio do processo inflamatério. Tem uma funcdo protetora, prevenindo o
dano tecidual excessivo causado pela inflamacdo (Ouyang et al. 2011; Tabas 2013), e esta
relacionado a dor neuropética (Khan et al. 2015). Por outro lado, 0 TNF-a € uma citocina
relacionada a patogénese da dor neuropaética periférica e central (Leung and Cahill 2010),
particularmente associado a dor e capaz de ativar outras citocinas (Choi et al. 2015; Leung
and Cahill 2010).
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3 JUSTIFICATIVA

Dor crdnica ¢ uma doenca debilitante com consequéncias nefastas para condi¢des

fisicas, psicologicas e comportamentais. Além do desconforto causado pela dor,
transtornos como depressdo, ansiedade e deficiéncias psicomotoras relacionados a
quadros de dor crbnica levam ao prejuizo social e econdémico do paciente.
A neuralgia trigeminal reduz significativamente a qualidade de vida do paciente, sendo
considerada a mais agonizante das dores orofaciais. O tratamento farmacoldgico é a
primeira escolha, e baseia-se no uso de analgésicos classicos ou farmacos adjuvantes e
estabilizadores de membrana, como os anticonvulsivantes. Apesar dos anticonvulsivantes
compreenderem grupo farmacoldgico com melhor resposta no tratamento das neuralgias,
a resposta quanto a remissdo dos sintomas é ainda insuficiente. Além disto, estéo
relacionados a importantes efeitos adversos. Entretanto, nem todos pacientes sentem
alivio significativo dos sintomas e cerca de 30% nao toleram os efeitos colaterais. Em
casos de refratariedade ao tratamento farmacoldgico ha indicacdo de cirurgia, no entanto
seus resultados ndo sdo permanentes e nem todos 0s pacientes podem ser submetidos a
procedimentos cirargicos. Com base nessas informac@es, faz-se necessaria a busca por
novas terapias no ambito da terapéutica da neuralgia trigeminal.

Sendo assim, esta dissertacdo buscou elucidar o mecanismo de acdo das baixas
doses de naltrexona, em um modelo de neuralgia trigeminal em ratos, por meio da

avaliacdo dos niveis centrais de citocinas, BDNF e receptor do tipo Toll Like 4.
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4 HIPOTESE

Naltrexona em baixas doses é capaz de reduzir a resposta hiperalgésica mecanica
em ratos submetidos a um modelo de dor neuropética orofacial (neuralgia trigeminal). E
esta reducdo envolve alteragdes nos niveis de citocinas (TNF-a e IL-10), fator
neurotrofico (BDNF) e receptor do tipo Toll Like 4 (TLR 4) em tronco encefalico e
medula espinhal.
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5 OBJETIVOS

5. 10BJETIVO GERAL

Essa dissertagdo teve como objetivo geral avaliar o efeito do tratamento com

baixas doses de naltrexona em modelo de dor neuropética trigeminal em ratos.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v’ Caracterizar o fio de sutura mais apropriado para obtencdo de modelo cirdrgico
de dor neuropatica trigeminal em ratos;

v' Mensurar a resposta nociceptiva (hiperalgesia mecanica), por meio do teste de
Von Frey eletronico, de ratos submetidos a um modelo cirdrgico de dor
neuropatica trigeminal,

v" Verificar se os efeitos de baixas doses de naltrexona estdo relacionados aos
processos de neuroplasticidade, avaliando niveis de BDNF em tronco encefalico
e medula espinhal destes ratos;

v Avaliar as respostas de sensibilizacéo central por meio da mensuracao de citocinas
pro e anti-inflamatérias (IL-10 e TNF- o) assim como o Toll Like Receptor 4

(TLR4) em tronco encefalico e medula espinhal destes ratos.
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6.1 ARTIGO 1

“MODELO DE DOR NEUROPATICA TRIGEMINAL EM RATOS”

Sera submetido ao periodico: Saude e Desenvolvimento Humano
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6.2 ARTIGO 2

“EVIDENCE ABOUT LOW-DOSE OF NALTREXONE IN

RELIEVING TRIGEMINAL PAIN IN RATS”

Sera submetido ao periodico: Journal of Dental Research
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7 DISCUSSAO GERAL

Considerando dados diversos da literatura sobre a duragcdo do modelo de dor
neuropdtica por constricdo crénica do nervo infra-obritario, neste presente estudo,
investigou-se a caracterizagdo de dois fios de sutura no desenvolvimento e manutencao
da neuralgia trigeminal em ratos. A partir de resultados prévios do grupo, identificou-se
que a utilizacdo do fio vycril funciona perfeitamente para inducdo de modelo de dor
trigeminal em ratos, no entanto a manutencdo desta NT perdura por um periodo
relativamente curto o que ndo permite a investigacdo de efeitos de tratamentos cronicos
para analgesia ou reducdo da hiperalgesia facial apresentada pelos animais (Callai et al.
2019). Para tanto, a proposta do presente estudo foi avaliar a manutencdo da dor
neuropatica trigeminal por meio de dois fios de sutura diferentes, fios nylon e seda, e para
um segundo protocolo, avaliar a analgesia induzida por tratamentos farmacologicos
repetidos, sem que ocorra a perda do modelo de dor.

Os resultados do presente estudo, € notdrio que ao realizar o modelo de NT torna-
se indispensavel a utilizacdo de um fio de sutura adequado. Essa observacdo se faz
necessaria principalmente quando se objetiva o teste de terapias prolongadas. Para
mensurar resposta hiperalgésica facial destes animais, utilizou-se o teste de von Frey
eletrénico, onde se obtém o limiar hiperalgésico mecanico facial.

Importante ressaltar que 7 dias ap6s a indugdo da NT, todos os grupos
apresentaram reducdo no limiar mecanico facial, inclusive o Sham Dor, caracterizando
assim o processo de dor inflamatoria no local de realizacdo do procedimento cirargico.
No entanto, nota-se que o estabelecimento da dor neuropatica orofacial ocorre 14 dias
apos a cirurgia, e se mantém durante 24 dias apds a constri¢do crénica do nervo infra-
orbitario, uma vez que apenas 0s grupos Dor apresentam reducdo do limiar mecénico
facial em relacdo ao grupo Sham Dor. Esse resultado esta de acordo com outros achados
do nosso grupo, onde se estabeleceu um modelo de dor neuropética por constricdo cronica
do nervo isquiatico (Filho et al. 2016; Spezia Adachi et al. 2018; Cioato et al. 2016),
mesmo sendo um local anatomicamente diferente, o padrdo temporal de inducdo de
neuropatia apresentou similaridade.

Em relacdo aos achados do nosso estudo quanto a caracterizagdo do fio de sutura
mais adequado para a indugdo e manutencdo do modelo de NT, nossos resultados
corroboram com a literatura. Utilizando fio seda para estabelecer o modelo de NT em

ratos Sprague—Dawley, M’Dahoma et al. 2018 (M’Dahoma et al. 2018), observaram a
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ocorréncia de alodinia mecénica na area inervada pelo nervo infraorbitario quando
realizada no periodo de 14 dias pos-cirurgia, por meio do teste de VVon Frey filamentos.
Demonstrando assim, que o fio seda pode ser utilizado com confianca em avaliagcdes
agudas.

Este mesmo fio foi utilizado por Zhang et al. 2017 (Y. Zhang et al. 2017), e a
hiperalgesia facial dos ratos foi avaliada durante 7 semanas por meio do teste de von Frey
filamentos. O grupo Dor apresentou um limiar de dor significativamente reduzido em
relagdo ao grupo Sham dor, que se manteve durante as 7 semanas de avaliagdo. Sendo
assim, a utilizacdo do fio seda é indicado para avaliacBes de efeitos analgésicos de terapias
prolongadas.

Por outro lado, a utilizacdo do fio nylon 4-0 para realizacdo da ligadura no nervo
infraorbitario, conforme realizado por Savernini et al. 2012 (Savernini et al. 2012),
também apresenta consideravel inducdo e manutencdo do modelo de NT em ratos. O
limiar térmico dos ratos que receberam ligadura do nervo com fio nylon, foi menor
quando comparado ao grupo Sham Dor, até o 24° dia pds-cirurgia. Esses resultados
caracterizam que o fio nylon é também uma opcao para inducdo de modelo de NT em
ratos.

Em suma, o presente estudo destaca a utilizagdo de diferentes fios de sutura, como
seda 4-0 e nylon 4-0, para inducdo de NT em ratos, e principalmente, para manutencgéo
da NT e consequentemente avaliagdo de efeitos de terapias farmacoldgicas e nao
farmacoldgicas em longo prazo.

Além disso, nossos achados também demonstraram que uma unica dose de low
dose naltrexone (LDN) foi capaz de reverter parcialmente a hiperalgesia mecanica facial
induzida pela constricdo cronica do nervo infraorbital;, resultado semelhante foi
encontrado com carbamazepina. Curiosamente, apds tratamento repetido com LDN (10
dias), o comportamento hipernociceptivo facial foi totalmente invertido; os grupos de dor
que receberam LDN ou carbamazepina mostraram limiar mecanico facial semelhante ao
grupo controle. Além disso, descobrimos que o LDN é capaz de modular os niveis de
BDNF e da IL-10 na medula espinhal de maneira diferente de acordo com o nivel basal,
por exemplo, seus niveis aumentaram no grupo sham-dor e diminuiram no grupo dor.
Como sugerido na literatura, 0 mecanismo de ag¢ao da naltrexona pode ser ligado ao TLR4
(Patten, Schultz, and Berlau 2018), no entanto, em nosso estudo, ndo foi encontrada

diferenca significativa nos niveis de TLR4; pelo menos nas estruturas foram medidas.
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Nesse contexto, vale ressaltar que uma Unica dose de LDN parece promover
analgesia ap6s a primeira dose. Assim, futuros estudos poderiam investigar tambem o uso
de LDN para dor aguda. Por outro lado, o tratamento repetido com LDN reverteu
totalmente o comportamento hipernociceptivo de ratos com NT; corroborando estudos
anteriores que mostram evidéncias do efeito analgésico do LDN nas condi¢es de dor em
estudos clinicos (Jarred Younger 2009; Parkitny and Younger 2017; Smith et al. 2011).
Dados da literatura mostraram que a co-administracao de doses ultra baixas de naltrexona
e pregabalina ou gabapentina reduziu a alodinia tatil induzida pela ligacdo do nervo
espinhal e que a naltrexona produziu parte de seu efeito antialodindmico ou interacao
sinérgica pela ativacdo de receptores opidides (Pineda-Farias et al. 2017), especialmente
através do bloqueio dos receptores mu-opidides (Patten, Schultz, and Berlau 2018).

E, sabe-se que os medicamentos opidides em ratos foram capazes de induzir a
sinalizacdo de TLR4, o que pode levar a efeitos pro-inflamatdrios induzidos por opidides
(Patten, Schultz, and Berlau 2018). Celulas gliais, como astrocitos e microglia, estdo
envolvidas de forma importante na dor neuropéatica (Linda R. Watkins, Mark R.
Hutchinson, Annemarie Ledeboer, Julie Wieseler-Frank, Erin D. Milligan 2007). E LDN
é conhecida por atuar como um modulador glial, ligando-se especificamente ao TLR4,
agindo como um antagonista (Toljan and Vrooman 2018). Entretanto, nosso estudo ndo
encontrou diferencas nos niveis de TLR4 no tronco encefalico e na medula espinhal nos
grupos que receberam LDN. Nosso principal ponto chave relacionado ao efeito
analgésico do LDN foi sua interacdo com o TLR4, porém nao conseguimos provar seu
envolvimento, pelo menos nas estruturas do SNC que foram analisadas.

Dor crbnica é considerada como dor persistente por mais de 3 meses em humanos
(Merskey, Harold. Bogduk 2011). O estabelecimento da dor crénica envolve uma cascata
de fatores de grande variedade, incluindo o aumento dos niveis de interleucinas pro-
inflamatdrias, o que pode sensibilizar os nociceptores (Leung and Cahill 2010). Portanto,
essas substancias algogénicas também promovem a sensibilizacdo do SNC, promovendo
mudancas na neuromatriz da dor e resposta mal adaptativa (Baron 2006).

Em nosso estudo, embora ndo significativo, o grupo dor que recebeu LDN
apresentou diminuigcdo nos niveis de TNF-o. Assim, esses achados corroboram com a
literatura (Callai et al. 2019), que encontrou niveis modificados de interleucinas pré-
inflamatorias no modelo de dor no triggmeo. TNF-a € uma citocina relacionada a
patogénese da dor neuropatica periférica e central. Em um estudo do modelo de constrigcdo

ciatica cronica emratos, 0 TNF-a foi detectado no local da lesao (Leung and Cahill 2010).

44



Consequentemente, sugerimos que a diminuicdo dos niveis de TNF-a corroborou o
aumento dos limiares de dor observados no teste de Von Frey, mostrando uma diminuicao
da dor. Uma vez que niveis decrescentes de interleucina pré-inflamatoria estdo
envolvidos nos processos de dor neuropatica (Leung and Cahill 2010). Este achado foi
confirmado no grupo dor que recebeu tratamento com carbamazepina, o padrao-ouro para
tratamento da NT (G. Gronseth, G. Cruccu, J. Alksne, C. Argoff, M. Brainin, K. Burchiel,
T. Nurmikko 2008), embora a resposta do grupo dor que recebeu LDN pareca mais
robusta.

Os niveis de BDNF foram previamente associados a sensibilidade a dor e tém um
papel pronociceptivo bem documentado nos processos de dor inflamatéria e neuropética
(Z. Zhang et al. 2013). NT também apresenta alteragdes na homeostase da neurotrofina,
estimulando respostas neuroplasticas mal-adaptativas que podem dificultar o tratamento
e o tratamento da dor (Scarabelot et al. 2019). N6s observamos uma interacao interessante
entre dor neuropatica orofacial e tratamento, grupo sem dor que recebeu LDN apresentou
niveis mais elevados, e grupo dor que recebeu LDN mostrou niveis mais baixos de BDNF
na medula espinhal, caracterizando que o estado basal dos animais pode desencadear uma
resposta oposta frente a um tratamento. Observamos efeito similar em outro estudo do
nosso grupo (Spezia Adachi et al. 2018).

Da mesma forma, observamos uma interacéo entre dor e tratamento nos niveis de
IL-10 na medula espinhal dos ratos, onde ratos sem dor que receberam LDN apresentaram
niveis mais altos e o ratos dor que receberam LDN apresentaram niveis mais baixos de
IL-10. A interleucina-10 é uma citocina anti-inflamatoria liberada em um estagio tardio
do processo inflamatério. Tem uma funcdo de protecdo; prevenir o dano tecidual
excessivo causado pela inflamacdo (Ouyang et al. 2011; Ira Tabas 2013), e esta
relacionado a dor neuropatica (Junad Khan, Khaled Ramadan, Olga Korczeniewska,
Muhammad Moin Anwer, Rafael Benoliela 2015).
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Em suma, os resultados desta dissertacdo demonstram que o protocolo utilizado
para induzir o modelo de neuralgia trigeminal em ratos, foi eficaz, uma vez que apos 14
dias da inducdo do modelo os animais apresentaram um quadro de dor cronica
neuropatica, que foi mantido até final do protocolo experimental. Demonstrando ser um
modelo ideal para avaliagdes de terapias prolongadas. Além disto, demonstramos que
uma dose de naltrexona foi capaz de reverter parcialmente a hiperalgesia mecanica facial
induzida pela constrigdo cronica do nervo infraorbital; resultado semelhante foi
encontrado com carbamazepina. Adicionalmente, apds o 10° dia de tratamento com
naltrexona, a hiperalgesia facial foi totalmente revertida, com limiar mecénico facial
semelhante ao do grupo controle. Observamos também, que o tratamento repetido com
naltrexona modulou os niveis centrais de BDNF e da IL-10 confirmando o papel destes
moduladores nos processos de dor. Desta forma, podemos sugerir que baixas doses de

naltrexona pode ser uma alternativa terapéutica no tratamento da NT.
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9 PERSPECTIVAS FUTURAS

Objetivando enriquecer o conhecimento do mecanismo de acdo das baixas doses
de naltrexona, sd0 necessarios novos experimentos envolvendo a quantificagdo de TLR4
e BDNF em ganglio trigeminal, uma estrutura intimamente relacionada com a dor
orofacial. Além disso, pretendemos desenvolver outros estudos experimentais para
avaliar o tratamento com baixas doses de naltrexona em outros contextos de dor cronica.
Destarte, desenvolver estudos que abordem mecanismos envolvidos com a atividade

antinociceptiva do farmaco em analise.
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