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RESUMO

A Naltrexona é estudada por seu efeito na modulacgao da resposta imune e a proliferacdo celular,
pudendo auxiliar o processo de cicatrizacdo, a acao terapéutica da Naltrexona varia a depender
da dose. O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da administracdo de diferentes doses
(alta, padréo e baixa) de Naltrexona no curso temporal cicatricial de Glceras traumaticas em
mucosa jugal de ratos Wistar. Cento e doze animais foram distribuidos em um grupo controle
sob administracdo de agua destilada, e trés grupos experimentais sob administragdo de
Naltrexona em doses de 0,5, 10 e 50mg/kg/dia mediante gavagem, iniciando um dia antes da
inducdo da ulcera com punch dermatolégico. Nos dias 1, 3, 7 e 14 apds a indugdo foram
avaliados o diametro clinico da ulcera, variacdo ponderal, escores de cicatrizacdo histologica,
analise histomorfométrica (polimornucleares, mononucleares, fibroblastos/miofibroblastos),
anélise histoquimica para deposi¢do de colageno (coloracdo de Picrosiruis Red), resposta
nociceptiva (teste de VVon Frey), e efeitos adversos do medicamento (dor abdominal, avaliacdo
de fezes, e ingestdo de racdo). Para todas as andlises foi utilizado o software estatistico
GraphPad Prism 5.0®, sendo considerado o nivel de significdncia p<0,05. Os animais
apresentaram diametro de Ulcera significativamente menor em relagéo ao grupo controle no dia
1 quando tratados com as doses de 10 e 50mg/kg/dia (p< 0,001); e no dia 3 (p<0,05) e 14
(p<0,01) quando tratados com Naltrexona 50mg/kg/dia. Essa dose também reduziu 0 nimero
de polimorfonucleares no primeiro dia (p<0,05), mononucleares no terceiro dia (p<0,05),
aumentou o numero fibroblastos (p<0,001) e o percentual de colageno total (p<0,05) no dia sete
e quatorze. Ainda, o limiar nociceptivo foi significativamente menor nos animais tratados com
Naltrexona 50mg/kg/dia, (p<0,01) ao longo dos quatorze dias. Ndo se observaram efeitos
adversos significativos com as doses avaliadas. A Naltrexona em dose alta (50mg/kg/dia)
melhora o curso temporal cicatricial de Ulceras traumaticas orais através de reducdo da resposta

inflamatoria e promocao da colagénese, além de diminuir o limiar nociceptivo.

Palavras-chave (DeCS): Cicatrizagdo; Inflamac&o; Naltrexona; Receptores Opioides; Ulceras

Orais.



ABSTRACT

Naltrexone is studied for its effect on immune response modulation and cell proliferation, being
able to improve the healing process, the therapeutic action of Naltrexone varies depending on
the dose. This study aims to evaluate the influence of different doses (high, standard and low)
of naltrexone administration on the time period of healing in traumatic ulcers oral mucosa of
Wistar rats. One hundred and twelve animals were divided into a control group under distilled
water by gavage administration, and three experimental groups under naltrexone 0.5, 10, and
50mg/kg/day administration. Ulcer was induced with a dermatological punch. On days 1, 3, 7
and 14 after induction, clinical ulcer diameter, weight variation, histological healing scores,
histomorphometric  analysis  (polymorphonuclear count, mononuclear count, and
fibroblasts/myofibroblasts count), assessment of collagen deposition (Picrosiruis Red stain),
nociceptive animal response (Von Frey test), and adverse drug reactions (abdominal pain, stool
evaluation, and feed intake) was evaluated. For all analysis, statistical software GraphPad Prism
5.0® was used, considering the significance level p<0.05. Animals had a significant smaller
ulcer diameter than the control group on day 1 when treated with doses of 10 and 50mg/kg/day
(p<0.001); and on day 3 (p<0.05) and 14 (p<0.01) when treated with 50mg/kg/day naltrexone.
This dose also reduced the number of polymorphonuclear cells on the first day (p<0.05),
mononuclear cells on the third day (p<0.05), and increased fibroblasts (p<0.001) and the
percentage of total collagen (p<0.05) on seventh and fourteenth days, respectively.
Furthermore, nociceptive response (ipsilateral and contralateral to the ulcer) was significantly
lower in animals treated with naltrexone 50mg/kg/day (p<0.01) over the whole period of 14
days. At evaluated doses, no significant adverse reactions were observed. Naltrexone standard
dose (50mg/kg/day) improves the time period of healing in traumatic oral ulcers by reducing
the inflammatory response and promoting collagen synthesis. In addition, it decreases animals’

nociceptive response.

Keywords (MeSH): Healing; Inflammation; Naltrexone; Opioid Receptors; Oral Ulcer.
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1 INTRODUCAO

As Ulceras sdo lesBes frequentes na mucosa bucal que geram em pacientes sensacédo de
dor e desconforto. Apresentam uma etiologia diversa que inclui causas sistémicas associadas a
doencas autoimunes, infecciosas (virais ou bacterianas) ou nutricionais. Também, se
apresentam como manifestacdo clinica de lesdes malignas. Contudo, as Ulceras decorrentes de
dano agudo ou cronico de natureza mecanica, térmica ou quimica sdo chamadas de Ulceras
traumaticas (BRUCE; DABADE; BURKEMPER, 2015; SCHEMEL-SUAREZ; LOPEZ-
LOPEZ; CHIMENOS-KUSTNER, 2015).

A abordagem clinica destas lesfes varia dependendo da etiopatogenia (SCHEMEL-
SUAREZ; LOPEZ-LOPEZ; CHIMENOS-KUSTNER, 2015; SCULLY; FELIX, 2005). Com
frequéncia, o tratamento encontra-se orientado ao controle da inflamacéo e sintomatologia
mediante o0 uso de corticoides, antissépticos e analgésicos (SOARES DE LIMA et al., 2005). O
estimulo da proliferacdo celular também pode favorecer o processo cicatricial das Ulceras orais.
Deste modo, a administracéo de fatores de crescimento ou o favorecimento da sua sintese ja foi
estudado para o tratamento deste tipo de lesbes, tendo resultados favoraveis (DEWEDAR,;
FARID; ADAWY, 2018; FUJISAWA; MIYAMOTO; NAGAYAMA, 2003).

A Naltrexona ¢ um medicamento antagonista dos receptores opioides (ROs) usado no
tratamento do alcoolismo. Esse medicamento também demonstrou ter efeito na proliferacdo
celular, a partir da interacdo com os receptores opioides (ROs), principalmente com o fator de
crescimento opioide (OGFr) (IMMONEN; ZAGON; MCLAUGHLIN, 2014; MCLAUGHLIN
et al., 2017; MCLAUGHLIN; IMMONEN; ZAGON, 2013; ZAGON et al., 2010). Ainda, as
doses baixas de Naltrexona sdo amplamente abordadas na literatura devido ao efeito
imunomodulador associado a interagdo com o receptor de tipo toll- 4 (TLR-4) (L1 et al., 2018;
TOLJAN; VROOMAN, 2018; TUREL et al., 2015 ; YOUNGER; PARKITNY; MCLAIN,
2014).

A Naltrexona é capaz de influenciar os processos de inflamacéo e proliferacdo celular,
fundamentais na cicatrizacdo, podendo ser um medicamento com potencial para o tratamento

de lesGes orais, como as Ulceras traumaticas.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Cicatrizacao de Ulceras orais

O quadro clinico evolutivo das Ulceras orais, desde sua apari¢do até sua regressao,
envolve diferentes estagios clinicos. No inicio, as Ulceras orais tém um curso sintoméatico com
presenca de prurido, dor e rugosidade na mucosa. Seguidamente, comeca 0 estagio pré-
ulcerativo, caracterizado pela presenca de eritema localizado com membrana superficial, halo
eritematoso, discreta elevacdo e consisténcia dura. Ainda, apresenta-se dor de intensidade
varidavel. No estagio ulcerativo a lesdo atinge seu pico maximo de desenvolvimento, a
membrana superficial se observa esbranquicada e necrética, um exsudato fibrinoso branco
amarelado se forma no assoalho da Ulcera, e, a lesdo se torna crateriforme com persisténcia do
halo eritematoso. Finalmente, a sensacdo de dor comeca a diminuir de forma progressiva. No
Gltimo estagio ocorre a reparacao da lesdo, iniciando-se de forma espontanea (COELHO; DE
SOUZA; ARAUJO, 2009).

Do ponto de vista histopatoldgico, as Ulceras orais apresentam-se como descontinuidade
do tecido epitelial, recobertas por uma membrana fibrinopurulenta com infiltrado inflamatério
cuja natureza varia ao longo da evolucédo da lesdo. Na fase inicial, o infiltrado é neutrofilico e
essas células sdo progressivamente substituidas por células mononucleares, inicialmente
macrofagos (CAVALCANTE et al., 2011). A partir do terceiro dia de evolucdo, na medida em
que a lesdo regride, forma-se tecido de granulacdo na base da Ulcera, o infiltrado inflamatdrio
torna-se predominantemente linfoplasmocitario, e, as células do epitélio bucal, células
endoteliais e fibroblastos proliferam dando inicio a reparacdo. O processo de reparacdo €
caracterizado por restituicdo do recobrimento epitelial, fibroplasia e diminuicao progressiva das
células inflamatdrias (CAVALCANTE et al., 2011; MANDELBAUM et al., 2003).

As Ulceras traumaticas orais cicatrizam por segunda inten¢cdo em um tempo que varia
de dez a quatorze dias (FRAIHA; BITTENCOURT,; CELESTINO, 2002). No processo
cicatricial se apresentam diversos mecanismos celulares e moleculares, divididos em fases
sequenciais chamadas de inflamacao, proliferacdo e remodelacdo (LANDEN; LI; STAHLE,
2016). A disjuncdo do tecido epitelial e consequente exposi¢ado do tecido conjuntivo estimula
sinteses e liberacdo de mediadores vasoativos e pro-inflamatérios, dando inicio a fase
inflamatdria (GONZALEZ ROMA, 2020).

Os neutréfilos sdo as células mais abundantes durante a fase inflamatéria, que é

determinada pela ativacdo da imunidade inata levando a liberacdo das citocinas pro-
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inflamatdrias e quimiocinas da fase aguda (IL-1, IL- 6, TNF, CCL2, CXCL8) (LANDEN; LI;
STAHLE, 2016). Se o processo evoluir adequadamente, os neutréfilos permanecem no local da
lesdo por dois a cinco dias. No entanto, se estimulos pro-inflamatdrios continuarem presentes
no ambiente, a resposta inflamatdria sera prolongada. Os neutréfilos, além da sua importante
funcdo fagocitica, sdo capazes de amplificar a resposta inflamatdria liberando fator de necroses
tumoral (TNF), interleucina 1B (IL-1p) e interleucina 6 (IL-6) (LANDEN; LI; STAHLE, 2016),
0s mastocitos também participaram desta fase mediante a liberacdo de substancias vasoativas e
mediadores pro-inflamatorios, principalmente IL-6 e 1L-8, que favorecem migracdo de mais
neutrofilos e macréfagos para o local da lesdo (KOMI; KHOMTCHOUK; SANTA MARIA,
2020).

Idealmente, o nimero de macrofagos aumenta por volta do terceiro dia, desempenhando
um papel importante na progressao para a fase proliferativa. Pois, dependendo do perfil
expresso, essa célula favorece um estado pré-inflamatério ou anti-inflamatorio e regenerativo.
A exposicao dos macrofagos as citocinas pro-inflamatorias e interferon (INF) produz a ativacédo
classica (M1), que promove as respostas T helper-1 (Th1) e T helper-17 (Th17) associadas a
um perfil inflamatério. Entretanto, os macrofagos sob estimulo da interleucina 4 (IL-4) e
interleucina 13 (IL-13) sdo ativados alternativamente (M2), expressando um perfil que suprime
a inflamac&o e promove a proliferacdo (LANDEN:; LI; STAHLE, 2016) (Figura 1).

Figura 1. Papel dos macrofagos na cicatrizacdo de feridas

Fenétipo reparativo M1 Fenétipo reparativo M2

Citocinas
pro-inflamatérias IL-4  IL-10  Glucocorticoides ~ PGs

4 VY ¢

PAMPS DAMPs |IFNs

|

Macrofagos Macréfagos
Fagocitose de micro-organismos ° ’
Eliminacdo de detritos celulares i Fatores de crescimento
Etodicho deimedindofeseio: # Mediadores anti-inflamatorios
inflamatorios : .
Remocao de neutréfilos
Neutrofilos
Inflamacgao e Proliferacao

Fonte: Adaptado de Landén et al. (2016).
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A resposta imune adaptativa também constitui um componente importante do processo
de cicatrizacdo, iniciando-se entre 0 segundo e o quinto dia, quando os linfécitos ocupam o
local da lesdo. Os linfocitos B, alem de sintetizar anticorpos, também contribuem com o
processo cicatricial por meio da producéo de citocinas e fatores de crescimento, e, da ativagao
e regulagdo dos linfocitos T reguladores (LANDEN; LI; STAHLE, 2016), que devido &
producdo de citocinas imunossupressoras, principalmente interleucina 10 (IL-10), tém sido
amplamente relacionados com uma progressdo em direcdo a resposta reparadora (ZAISS;
MINUTTI; KNIPPER, 2019). Os linfocitos T, além de atuarem como células efetoras
imunoldgicas, também contribuem com a producéo de fatores de crescimento (LANDEN; LI;
STAHLE, 2016).

A fase proliferativa caracteriza-se pela formacéo de tecido de granulacdo que contém
uma matriz extracelular com colageno tipo Il1, vasos sanguineos neoformados, fibroblastos e
macrofagos. A angiogénese é crucial para garantir a viabilidade do tecido em formagéo, esse
processo é regulado principalmente pela sintese do fator de crescimento vascular endotelial
(VEGF), fator de crescimento de fibroblastos basico (FGFb) e fator de crescimento
transformante beta (TGF-B) (LANDEN; LI; STAHLE, 2016). Dado esses estimulos, as células
endoteliais migram dos vasos sanguineos existentes e proliferam na area do tecido em formacéo
(LANDEN; LI; STAHLE, 2016). Outro fendmeno importante da fase proliferativa é a
reepitelizacdo, que depende da migracgéo e proliferacdo de queratindcitos para cobrir a lacuna
produzida pela lesdo. Esse processo € estimulado por substancias como éxido nitrico, citocinas
e fatores de crescimento, principalmente o fator de crescimento epidérmico (EGF) e o fator de
crescimento nervoso (NGF) (LANDEN; LI; STAHLE, 2016). Os mastdcitos também
participam da fase proliferativa mediante a secre¢édo de IL-4 , IL-8, VEGF, PDGF, NGF, TGF-
B, assim, essas celulas contribuem nos processos de neoangiogénese, fibrinogénese e
reepitelizacdo (KOMI; KHOMTCHOUK; SANTA MARIA, 2020).

Na fase de remodelacdo, o coldgeno tipo Il € substituido pelo colageno tipo I, deste
modo o tecido recém-formado melhora suas propriedades funcionais (BARRIENTOS et al.,
2008). As metaloproteinases de matriz (MMPSs) e os inibidores teciduais das metaloproteinases
de matriz (TIMPs) sdo cruciais no processo de degradacdo e remodelacdo da matriz
extracelular, sendo sua atividade regulada por citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento.
O TGF-p regula a expressdo de MMP-9 e MMP-1 mantendo um equilibrio entre a sintese e a
degradacdo da matriz extracelular, favorecendo a angiogénese (BEHM et al., 2012) e a
diferenciacdo dos miofibroblastos. A regulacdo negativa do TGF-B1, pode gerar cronificacdo
da lesdo (BARRIENTOS et al., 2008).
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As interleucinas IL-1 e IL-22 também agem como reguladoras das MMPs e TIMPs. A
IL-22 contribui com a fase de remodelacdo mediante aumento da expressédo de MMP-3. A IL-
1 favorece a expressdo de MMP-1, MMP-3, MMP-9 e a inibicdo de TIMP-1, tendo um papel
importante na fase aguda da Ulcera. A expressdo desta interleucina aumenta no inicio da leséo
e diminui durante a reparacdo. Nas lesdes cronicas a expressdo de IL-1 permanece aumentada,
associando-se a sinteses de enzimas proteoliticas com consequente degradacdo da matriz
extracelular (BEHM et al., 2012).

As Ulceras orais traumaticas, em geral, ttm uma evolucdo aguda. No entanto, varios
fatores podem afetar o curso normal deste processo. Uma resposta inflamatéria prolongada e
exacerbada impede o avanco do processo cicatricial devido a um atraso no inicio da fase
proliferativa e de remodelagédo. Por outro lado, a modulacdo adequada da resposta inflamatoria
pode beneficiar o curso do processo de cicatrizagdo (CHEN; DIPIETRO, 2017). Portanto, a
inflamacédo tem sido alvo de estudo para o tratamento das Ulceras orais. Assim, 0s corticoides
topicos sdo frequentemente utilizados para o tratamento de lesdes ulcerativas da mucosa oral,
(COELHO; DE SOUZA; ARAUJO, 2009; SOARES DE LIMA et al., 2005; THAKRAR;
CHAUDHRY, 2016), no entanto, efeitos adversos locais e sisttmicos sdo associados a estes
medicamentos (ELAD et al., 2011; KAPUGI; CUNNINGHAM, 2019), o que tem levado a
procura de outras alternativas terapéuticas, como medicamentos imunomoduladores.

Mesmo que alguns medicamentos imunomoduladores tenham sido estudados para o
tratamento de lesbes ulcerativas da mucosa oral, a sua indicacdo ainda é limitada, sendo
considerados como segunda linha de escolha, em casos em que a terapia com corticoides é
insuficiente ou contraindicada (ELAD et al., 2010, 2011; SUN et al., 2019).

A Naltrexona, que por sua vez € associada a uma ac¢dao imunomoduladora (YOUNGER,;
PARKITNY; MCLAIN, 2014; ZAGON; MCLAUGHLIN, 2018), também tem sido
previamente relacionada com melhora do processo cicatricial em pele e cornea devido a sua
influéncia na proliferacdo celular (IMMONEN; ZAGON; MCLAUGHLIN, 2013, 2014;
MCLAUGHLIN et al., 2017; MCLAUGHLIN; SASSANI; ZAGON, 2020; ZAGON et al.,
2010, 2006). Neste contexto, a Naltrexona pode ser um medicamento com potencial terapéutico

no tratamento de Ulceras orais, incluindo as Ulceras traumaticas.

2.3 Naltrexona

A Naltrexona é um farmaco antagonista puro dos receptores opioides (ROs) que

age impedindo o aumento da atividade do sistema opioide enddgeno, cujo efeito de reforgo
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positivo leva a estados de adiccdo (SERECIGNI, 2015). Esse medicamento foi aprovado pela
FDA (Federal Drug Administration) no ano 1994 para o tratamento de estados de dependéncia
ao alcool, e, desde entdo, tem sido usado classicamente para esse fim (HENDERSHOT et al.,
2017; SINGH; SAADABADI, 2022; YOUNGER; PARKITNY; MCLAIN, 2014) em doses
gue variam entre 50 a 100mg por dia (dose padrédo) (TOLJAN; VROOMAN, 2018).

Quando administrada por via oral, a Naltrexona possui absor¢do de 95%, no entanto,
é extensamente metabolizada no figado, onde €é transformada em 6 beta-naltrexol, um
metabolito ativo que também tem efeito antagdnico nos receptores opioides. Apos sofrer o
fendmeno da primeira passagem hepatica, a biodisponibilidade da Naltrexona varia de 4% a
50%, sendo sua meia-vida de quatro horas. Porém, o 6 beta-naltrexol prolonga-se até treze
horas, explicando uma maior duracdo do efeito terapéutico (NALTREXONE: USES,
INTERACTIONS, MECHANISM OF ACTION | DRUGBANK ONLINE, 2022; SERECIGNI,
2015).

Embora a indicagdo mais conhecida da Naltrexona seja no tratamento de estados de
dependéncia quimica, esse medicamento também se encontra associado aos processos de
proliferacdo celular e a modulagéo da resposta imune, tendo sido estudada em outras situa¢des
clinicas como a cicatrizagdo (DUNN et al., 2021; IMMONEN; ZAGON; MCLAUGHLIN,
2014; MCLAUGHLIN et al.,, 2017; MCLAUGHLIN; IMMONEN; ZAGON, 2013;
MCLAUGHLIN; SASSANI; ZAGON, 2020; NEZAMI et al., 2009; ZAGON et al., 2010,
2006), o cancer (LENNON et al., 2012; LI et al., 2018; MCLAUGHLIN et al., 2007;
SINGLETON et al.,, 2015; ZAGON; DONAHUE; MCLAUGHLIN, 2013; ZAGON;
MCLAUGHLIN, 1983) e as doencas imunomediadas (HAMMER et al., 2016; LI et al., 2018;
LUDWIG; ZAGON; MCLAUGHLIN, 2018; RAHN; MCLAUGHLIN; ZAGON, 2011,
TUREL et al., 2015; ZAGON et al., 2011). Tem-se observado que a acdo farmacologica da
Naltrexona ndo responde a curva dose-resposta linear ja que efeitos variados sdo observados a
depender da dose administrada. Nesse sentido, doses inferiores a dose padrdo, conhecidas por

doses baixas, sdo estudadas na atualidade para o tratamento de diferentes doengas (Tabela 1).

Tabela 1.Naltrexona: doses, interacdo com receptores, e usos clinicos

Dose de Interacgdo farmaco-receptor Uso clinico
Naltrexona
Padrao Antagonismo continuo dos ROs Dependéncia a alcool e opioides;

50-100mg Cicatrizagéo. Continua
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Dose de Interacdo farmaco-receptor Uso clinico

Naltrexona

Baixa Antagonismo intermitente dos ROs;  Doencgas imunomediadas

1-5mg Antagonismo do receptor de tipo (esclerose multipla, doenca de
toll-4 (TLR-4) Crohn, doenca de Hailey-Hailey),

dor neuropatica,

Céncer.

Concluséo
Fonte: Adaptado de Toljan e Vrooman (2018)

Foi previamente relatado que a Naltrexona é capaz de gerar efeitos paradoxais. Essa
caracteristica é explicada pela regulacdo do sistema opioide enddgeno diante do uso de
antagonistas ou agonistas exdgenos. Estudos observaram que quando os ROs séo antagonizados
de forma intermitente, se incrementa a expressdo do receptor e o0 seu ligante endogeno gerando
aumento funcional do receptor, enquanto o antagonismo continuo relaciona-se a diminui¢do da
funcédo do receptor (MCLAUGHLIN; ZAGON, 2015; ZAGON; MCLAUGHLIN, 1984).

Usada em dose padrdo, a Naltrexona é capaz de manter seu efeito antagdnico nos
receptores opioides por vinte e quatro horas em humanos, gerando bloqueio continuo do
receptor quando administrada uma vez por dia (SERECIGNI, 2015). Entretanto, doses
inferiores, conhecidas como doses baixas, geram bloqueio intermitente. Zagon e McLaughlin
(1984) determinaram o tempo de bloqueio dos receptores opidides em ratos apds a
administracdo subcutanea de Naltrexona, constatando que com doses abaixo de 20mg/kg/dia, o

receptor permanece bloqueado por um periodo maximo doze horas (Tabela 2)

Tabela 2.Dose de Naltrexona e tempo de bloqueio dos receptores opioides

Doses (mg/kg) Tempo (horas) de blogueio do receptor
administrada por via
subcutanea
1 4-6
10 6-12
20 24
50 24

Fonte: Adaptado de Zagon e Mclaughlin (1984)
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Assim, a Naltrexona apresenta uma ampla gama de acgles farmacologicas
dependentes da duragdo do bloqueio do receptor devido a sua capacidade de interagir de forma
ndo seletiva com variados receptores opioides (Mu, Kx, o, e receptor do fator de crescimento
opioide) e ndo opioides, como o receptor de tipo toll-4 (TLR-4). Por esse motivo, as a¢des
farmacoldgicas deste medicamento, relacionadas ao processo cicatricial, serdo abordadas de

forma continuada considerando os receptores implicados.

2.3.1 Naltrexona e cicatrizagdo: interagdo com os receptores opioides

Os ROs sdo receptores celulares acoplados a proteina G implicados na modulacéo da
dor. A ativacdo desses receptores desencadeia um poderoso efeito analgésico que tem sido
utilizado ao longo do tempo em diversas situacdes clinicas (AL-HASANI; BRUCHAS, 2011,
DHALIWAL; GUPTA, 2021).

Classicamente, séo descritos cinco tipos de RO: o receptor Mu (MOPr), Kk (KOPr), ¢
(DOPr), o receptor de peptideo opioide de nociceptina (NOPr) (DHALIWAL; GUPTA, 2021)
e, além, destaca-se a existéncia do receptor opioide ¢ (ZOPr), também chamado de receptor do
fator de crescimento opioide (OGFr) (QU et al., 2019). A estrutura deste tltimo receptor difere
dos anteriores, trata-se de uma proteina integral associada ao envelope nuclear que quando
ativado por seu ligante, o fator de crescimento opioide, regula positivamente as vias inibitorias
das quinases dependentes de ciclina (ZAGON; DONAHUE; MCLAUGHLIN, 2013)
diminuindo a proliferacéo celular.

Mesmo que a principal funcdo dos ROs seja a modulagdo central de processos algicos,
a expressdo desses receptores ja foi descrita em neurdnios periféricos, células neuroendocrinas,
células imunes, células epiteliais, dentre outros (STEIN, 2016). Ainda, sabe-se que a funcéo do
sistema opioide enddgeno esta sujeita ao controle epigenético. Dessa forma, ha interacdo dos
ROs com seus ligantes agonistas e antagonistas e outros fatores como substancias algicas e
inflamatorias, que sdo capazes de modificar a expressao e organizacdo deste sistema. Desse
modo, se explica que os ROs apresentam uma distribuicdo anatbmica heterogénea e grande
variabilidade funcional (JESKE, 2019; STEIN, 2016). Além dos processos nociceptivos, 0s
ROs regulam funcdes celulares como a proliferacédo, apoptose (CHEN; LAW; LOH, 2008; LIN
etal., 2021; WANG et al., 2017); migracao e adeséo celular (WANG et al., 2017). Em virtude
disso, considera-se que esses receptores sdo capazes de modificar a resposta cicatricial,

contudo, a compressédo do efeito da interagdo dos ROs na cicatrizacdo ainda € inconclusiva.
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Alguns estudos sugerem que a auséncia de MOPr e DOPr em animais retarda o processo
de cicatrizacdo (WANG et al., 2017), e 0 uso de agonistas opioides favorece 0s processos de
proliferacdo e migracdo de células endoteliais, melhorando a resposta cicatricial (WANG et al.,
2017). Porém, outros autores associam o0 uso de agonistas opioides com diminuicdo da
angiogénese, miofibroblastos e conseguintemente retardo no fechamento de feridas cuténeas
(MARTIN et al., 2010).

Embora varios ROs, principalmente MOPr e DOPr, tenham demostrado influencia em
processos essenciais na cicatrizagdo, 0 RO mais estudado e relacionado ao processo cicatricial
é 0 OGFr, uma vez que desempenha um papel importante nos processos de proliferacdo celular,
atuando como um regulador negativo (ZAGON; DONAHUE; MCLAUGHLIN, 2013). Quando
a Naltrexona antagoniza de forma continua ao OGFr, as vias inibitdrias das cinases dependentes
de ciclina sdo inativadas, promovendo um estado proliferativo (ZAGON; DONAHUE;
MCLAUGHLIN, 2013) (Figura 2).

Figura 2. Efeito terapéutico do bloqueio continuo de OGFrEfeito terapéutico do
bloqueio continuo de OGFr
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Fonte: Adaptado de Mclaughlin e Zagon (2015).

Cicatrizacao acelerada

A influéncia do eixo OGFr-OGF nos processos de renovacgéo celular e cicatrizacdo de
feridas ja tem sido descrita. Foi relatado que um bloqueio continuo do OGFr leva a uma
diminuicdo do tempo de cicatrizacdo de feridas na pele (MCLAUGHLIN et al., 2017;
MCLAUGHLIN; IMMONEN; ZAGON, 2013) e feridas na cornea (MCLAUGHLIN;
SASSANI; ZAGON, 2020; ZAGON et al., 2010, 2006) em modelos experimentais com animais
diabéticos.
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A melhora observada na resposta cicatricial com o bloqueio continuo de OGFr €
atribuida ao aumento da proliferacdo tanto das células epiteliais (MCLAUGHLIN et al., 2017;
ZAGON et al., 2010) quanto dos fibroblastos (IMMONEN; ZAGON; MCLAUGHLIN, 2014).
Além disso, observou-se um aumento da angiogénese e da expressao dos fatores de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento de fibroblastos basico (FGF-2) e fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF) (MCLAUGHLIN; IMMONEN; ZAGON, 2013).

Ja o bloqueio intermitente de OGFr leva a uma resposta compensatdria que favorece a
expressdo do eixo OGFr-OGF, resultando em inibicdo da proliferacdo celular. A atividade
antiproliferativa da Naltrexona é atingida com doses baixas e tem sido estudada principalmente
no cancer (LI et al., 2018; MCLAUGHLIN; STUCKI; ZAGON, 2012; MCLAUGHLIN;
ZAGON, 2015; ZAGON; VERDERAME; MCLAUGHLIN, 2002; ZAGON; YAN;
MCLAUGHLIN,1994). Também acredita-se que o bloqueio intermitente do OGFr leva a uma
diminuicdo na proliferacdo das células imunes, diminuindo o perfil pro-inflamatorio e
melhorando a sintomatologia de doencas autoimunes (LI et al., 2018; LUDWIG; ZAGON;
MCLAUGHLIN, 2018) (Figura 3).

Figura 3. Efeito terapéutico do bloqueio intermitente de OGFr
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Fonte: Adaptado de Mclaughlin e Zagon (2015)

Em sinteses, os efeitos relatados com o uso de Naltrexona sdo diversos e
dependem da dose utilizada. Estudos que utilizaram doses capazes de antagonizar
continuamente os ROs obtiveram um efeito cicatricial em pele e cérnea (IMMONEN; ZAGON,;
MCLAUGHLIN, 2014; MCLAUGHLIN etal., 2017; MCLAUGHLIN; IMMONEN; ZAGON,
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2013; ZAGON et al., 2010). Mesmo que a expressdo de MOPr, KOPr, DOPr e OGFr tenha sido
relatada em queratindcitos do epitélio oral (CHARBAJI; SCHAFER-KORTING; KUCHLER,
2012; ZAGON; YAN; MCLAUGHLIN, 1994) e o uso de antagonistas tenha aumentado a
proliferacdo em diversos tecidos, incluindo a mucosa oral (ZAGON; YAN; MCLAUGHLIN,
1994), o efeito da Naltrexona em Ulceras ou feridas orais ainda ndo tem sido estudado.

2.3.2 Naltrexona, modulagéo da resposta imune e cicatrizagéao

A resposta imune participa na regulagdo do processo cicatricial, podendo contribuir para
sua progressdo adequada ou ser um fator desregulado que compromete o curso dos eventos que
levaro a resolucéo da ferida (LANDEN; LI; STAHLE, 2016; ZAISS; MINUTTI; KNIPPER,
2019). Nesse processo, tanto o componente inato, quanto o0 componente adaptativo,
desempenham papeis importantes. A Naltrexona em baixa dose associa-se a imunomodulacéo.
Essa atividade farmacoldgica é explicada pelo antagonismo dos receptores de tipo toll (TLRS),
principalmente TLR-4, que limita o dano da resposta imune inata e favorece a regulacdo dos
estados inflamatérios exacerbados (YOUNGER; PARKITNY; MCLAIN, 2014; ZAGON;
MCLAUGHLIN, 2018).

Os TLRs sdo receptores de reconhecimento de padrdes (PRRS) expressos em varias
células imunes (macréfagos, células dendriticas, mastocitos, neutréfilos e linfécitos), além de
outros tipos de células como células epiteliais, condrécitos e fibroblastos (CHEN; DIPIETRO,
2017; GARCIA; CARDOSO; DOS-SANTOQOS, 2012). Trés dominios sdo descritos nos TLRs:
um dominio extracelular rico em leucina, que se liga aos padrbes moleculares associados a
patdgenos (PAMPs) e aos padrées moleculares associados ao dano (DAMP); um dominio
transmembranar; e um dominio interno ou citoplasmatico (TIR), que inicia a via de sinalizacao
intracelular mediante o uso das proteinas adaptadoras MyD88 (proteina de resposta primaria de
diferenciacdo mieldide 88), TIRAP (proteina adaptadora que contém dominio TIR), TRIF
(proteina adaptadora que contém dominio TIR que induz o interferon-B) e TRAM (molécula
adaptadora relacionada a TRIF) (AKIRA; TAKEDA, 2004; LIU et al., 2020).

Quando um TLR ativa a proteina adaptadora MyD88, ocorre a ativagdo do fator nuclear
kappa beta (NF-kB), sendo estimulada a expressdo genética de um perfil pro-inflamatério que
leva a sintese de citocinas (TNF, IL1, IL6), quimiocinas (CCL2, CXCL8), moléculas de adesao
endotelial (selectina-E) e moléculas co-estimuladoras (CD80, CD86). Por outro lado, quando
um TLR ativa a proteina adaptadora TRIF, o fator regulador do interferon 3 (IRF3) induz a

transcricdo génica de INFo e INFp, relacionados a uma resposta antiviral (ABBAS;
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LICHTMAN; PILLAI, 2016; TARTEY; TAKEUCHI, 2017). O TLR-4 ativa as duas proteinas
adaptadoras, portanto, se relaciona com uma ampla gama de substancias estimulantes da
resposta imune (CHEN; SZODORAY; ZEHER, 2016) (Figura 2).

Existem evidéncias que apoiam a influéncia do TLR-4 nos estdgios iniciais da
cicatrizagdo (CHEN et al., 2013). Também foi sugerido que a regulacdo positiva dos TLRs e de
MyD88 pode gerar alteragdes no processo cicatricial de queimaduras (D’ARPA; LEUNG,
2017). Sugere-se que a regulacdo negativa dos TLRs ou a diminui¢do da sua ativacdo podem
modular a resposta imune e melhorar o processo de cicatrizagdo de feridas agudas na pele
(CHEN; DIPIETRO, 2017). Neste sentido, a supressao de TLR-2 e TLR-4 tem sido relacionada
ao atraso da cicatrizacdo em Ulceras diabéticas na pele em modelos experimentais (CHEN;
DIPIETRO, 2017). Dessa forma, é possivel que a interacdo da Naltrexona com TLR-4 e outros
receptores relacionados a inflamac&o possa influenciar o curso do processo cicatricial.

Atualmente, a associacdo da Naltrexona com a modulagdo da resposta imune ndo se
limita a interacdo com TLR-4. Alguns autores relatam a participacdo de outros TLRs, uma vez
gue a Naltrexona diminuiu a sintese de 1L-6 e TNFa em cultivos celulares tratados com ligantes
de TLR-7, TLR-8 e TLR-9 (CANT; DALGLEISH; ALLEN, 2017). Outros autores relacionam
0 modulagéo da resposta imune com o bloqueio intermitente de OGFr que teria como efeito a
diminuigdo da proliferagdo das células imunes (ZAGON; MCLAUGHLIN, 2018). Sabe-se,
ainda, que os receptores opioides classicos, principalmente MOPr, KOPr e DOPr, podem
influenciar a resposta inflamatoria, sendo a sua atividade associada principalmente a
imunossupressdo (NINKOVIC; ROY, 2013; ROGERS, 2020).

A acdo imunomoduladora da Naltrexona é geralmente atribuida as doses baixas. No
entanto, o conhecimento dos efeitos e mecanismos dessa droga, ndo associados ao seu uso
classico, continua sendo limitado, ainda mais quando se trata de a¢Ges periféricas. Os modelos
que utilizaram Naltrexona visando o bloqueio continuo dos ROs para favorecer a cicatrizacao
ndo avaliaram a resposta inflamatdria. Portanto, o seu efeito na inflamacdo periférica

relacionada ao processo cicatricial ainda é obscuro e precisa ser estudado.
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3 JUSTIFICATIVA

As Ulceras traumaticas sdo lesdes que se apresentam com frequéncia na mucosa
oral. O seu curso evolutivo acompanha-se de dor, constituindo uma experiencia desconfortavel
para o paciente. Portanto, medicamentos destinados a diminuir o curso temporal cicatricial e a
sintomatologia destas lesbes sdo amplamente desejaveis.

Nesse contexto, a resposta inflamatdria e a proliferacdo celular sdo processos
fundamentais durante a cicatrizacdo. A modulacdo da resposta imune pode promover a
transicdo para a fase proliferativa favorecendo o curso cicatricial. De acordo com a literatura, a
Naltexona relaciona-se com diversas acGes farmacoldgicas dependentes da dose, incluindo o
favorecimento da proliferacdo celular e a modulacéo da resposta imune. Consequentemente,
esse medicamento apresenta potencial terapéutico no tratamento de lesdes orais, como as
Ulceras traumaticas.

O conhecimento do papel de diferentes doses de Naltrexona na cicatrizagcdo de
Ulceras traumaticas orais pode contribuir para o desenvolvimento de medicamentos que
favorecam o curso do processo de cicatrizago e a evolucao sintomatica destas lesdes, além de

ajudar na compressdo das novas aplicacdes clinicas deste medicamento.



4 HIPOTESE

4.1 Hipotese nula

A Naltrexona ndo altera o processo de cicatrizacdo de Ulceras traumaticas orais.

4.2 Hipotese alternativa

A Naltrexona altera o processo de cicatrizacdo de Glceras traumaticas orais.

28
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

Avaliar a influéncia da administracdo de diferentes doses de Naltrexona no curso temporal

cicatricial de Ulceras traumaticas em mucosa jugal de ratos Wistar.

5.2 Objetivos especificos

e Avaliar a influéncia da administracdo de diferentes doses de Naltrexona na cicatrizacdo
clinica de Ulceras traumaticas em mucosa jugal de ratos Wistar;

e Avaliar a influéncia da administracdo de diferentes doses de Naltrexona nas fases de
cicatrizacdo histoldgica, aspectos histomorfométricos e a fibroplasia em de ulceras
traumaticas em mucosa jugal de ratos Wistar;

e Avaliar a influéncia da administracdo de diferentes doses de Naltrexona na resposta
nociceptiva, a variacdo ponderal, e, 0 comportamento em ratos Wistar submetidos a modelo

Glcera traumatica em mucosa jugal.
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6 METODOLOGIA

6.1 Aspectos éticos

Este trabalho foi desenvolvido de acordo com os requerimentos éticos para estudos em
animais e conforme as diretrizes da ARRIVE checklist para desenvolvimento de estudos
animais. Assim, de acordo com a Lei Federal n®11.794 (2008) e o decreto nimero 6.689 (2009),
foi aprovado pela Comissdo Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do
Ceara, sob o protocolo CEUA n° 6741011220 (ANEXO A).

6.2 Calculo amostral

Em consonancia com os Principios dos 3Rs de Russell-Burch, o presente estudo visou
reduzir o numero de animais. Nesse sentido, realizou-se um calculo amostral com base nos
achados de NEZAMI et al., (2009), que observaram ap0s da administragdo de 20mg/kg de
Naltrexona sistémica (IP), um aumento de 54.7% + 4.8% (media + erro padrdo da média, n=6)
a 61.9% * 5.6% (média = erro padrdo da média, n=6) na sobrevida de retalhos isquémicos em
pele. A fim de obter uma amostra que representou com 80% de poder e 95% de confianga a
hipdtese alternativa deste estudo, estimou-se necessario avaliar sete ratos por grupo (teste t de
Student).

6.3 Animais

Foram avaliados um total de 112 ratos (Rattus norvegicus) fémeas da linhagem Wistar,
com cerca de seis a oito semanas de vida, pesando aproximadamente 180-220 gramas. Os
animais estiveram condicionados a gaiolas no biotério de experimenta¢do do Departamento de
Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal de Ceara, em temperatura media de 24° C,

com ciclos de 12 horas de luz-escuro e agua e alimentacdo ad libitum.
6.3.1 Grupos doses e administracdo da Naltrexona
Os animais foram aleatoriamente (comando aleat6rio, Microsoft Excel) distribuidos em

quatro grupos: trés grupos experimentais sob administracdo de Naltrexona em diferentes doses

e um grupo controle sob administracdo de solucédo salina.



31

Foi adotada a dose baixa de Naltrexona de 0,5mg/kg/dia e padrdo de 10mg/kg/dia,
obtida mediante a conversao da dose em humanos (5mg e 100mg, respectivamente) (TOLJAN;
VROOMAN, 2018) (Tabela 2) para a dose animal, utilizando a formula baseada na area da
superficie corporal (BSA), em que a dose humana (mg/kg) = dose animal (mg/kg) * [km
animal/km humano] (REAGAN-SHAW; NIHAL; AHMAD, 2008).

Com a finalidade de atingir o bloqueio continuo dos receptores opioides foi adotada uma
dose alta de 50mg/kg, baseada em estudos que observaram que essa dose manteve o blogueio
dos ROs em ratos durante 24 horas (ZAGON; MCLAUGHLIN, 1983; 1984) (Tabela 1).

Para conferir a seguranca da dose alta de Naltrexona selecionada, considerou-se a dose
letal 50 oral em ratos (1550mg/kg) (NALTREXONE: USES, INTERACTIONS,
MECHANISM OF ACTION | DRUGBANK ONLINE, 2022) . No que diz respeito a toxicidade
cronica, um estudo relatou que ndao foram observados sinais de toxicidade em ratos atribuidas
a medicacdo (100mg/kg/dia, em dois anos de avaliacdo) (BRAUDE; J. MICHAEL
MORRISON., 1976).

O medicamento foi diluido em solucdo salina em concentracdo inicial de 25mg/ml,
seguidamente, realizaram-se dilui¢cGes consecutivas para atingir as concentracfes de 5mg/ml, e
0,25mg/ml. O grupo controle foi tratado com solugéo salina 0,9% (Tabela 3).

Tabela 3. Distribuicdo amostral dos animais tratados com diferentes doses de Naltrexona e
submetidos a modelo experimental de Glcera traumatica oral

Dias de Naltrexona Naltrexona Naltrexona Total
eutandsia  Salina 0,5mg/kg/dia 10mg/kg/dia 50mg/kg/dia

7 7 7 7 28

7 7 7 7 28

7 7 7 7 7 28

14 7 7 7 7 28

total 28 28 28 28 112

Fonte: Autora

A administragdo do medicamento iniciou o dia anterior (D-1) a inducdo da Ulcera
(DO) e foi repetida diariamente as 8 horas até o dia 14 do experimento. A eutanasia foi realizada
em quatro momentos durante o processo de cicatrizacdo (D1, D3, D7 e D14) (adaptado de
MESQUITA et al., 2018; CAVALCANTE et al., 2011). (Figura
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Figura 4. Imagem ilustrativa do protocolo experimental contendo os dias de administracéo,
inducédo de Ulcera e momentos de eutanasia
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Fonte: Autora

6.3.2 Inducao das Ulceras orais

Os animais foram anestesiados por via intraperitoneal (I. P.) com quetamina 10%
(80mg/kg) e xilazina 2% (10mg/kg) com prévia antissepsia com gluconato de clorexidina
0,12%. As ulceras foram induzidas na mucosa jugal esquerda usando um punch dermatol6gico
circular com 6mm de didmetro e 2mm de profundidade. Finalmente, o tecido remanescente foi
removido com uma lamina n° 15 de bisturi de Bad Parker e os animais ficaram em observacao
até que recobraram os reflexos (adaptado de MESQUITA et al., 2018; CAVALCANTE et al.,
2011).

6.4 Analises clinicas: tamanho da Ulcera e variacéo de peso

Apos a eutandsia, as Ulceras foram medidas no maior e no menor didmetro (D =
maior didmetro e d = menor didmetro) com um paquimetro digital (Digimess®) de 0,01mm de
precisdo. Essas medidas foram usadas para calcular a area (A= m.d.D/4) ulcerada. As ulceras
foram retiradas e acondicionadas em formol tamponado 10% por 24 horas para o processamento
histologico (MESQUITA et al., 2018).

O peso dos animais foi registrado diariamente. Para o célculo da variacéo percentual da
massa corpoérea inicial, considerou-se o peso no dia de inducdo da Ulcera e no dia da eutanasia
(MESQUITA et al., 2018).
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6.5 Analise histoldgica

Apo0s eutanasia, as amostras foram fixadas em formol 10% por 48 horas, emblocadas
em parafina, e seccionados a 3pm para montagem em lamina histologica. Finalmente, realizou-
se coloracdo com hematoxilina-eosina e observacdo no microscépio optico.

A avaliacdo histologica considerou a continuidade do tecido epitelial, mediante o escore
0 (auséncia de Ulcera) e 1 (presenca de Ulcera) (adaptado de Cavalcante et al., 2011). O tecido
conjuntivo foi avaliado usando os escores 0 (tecido conjuntivo remodelado); 1
(Fibrose/Presenca de discretas células inflamatérias mononucleares dispersas); 2
(Fibrose/Presenca de tecido de granulagdo + Infiltrado inflamatério mononuclear leve); 3
(Fibrose/Presenca de tecido de granulagdo + Infiltrado inflamatorio mononuclear moderado ou
intenso); 4 (Fibrose/Presenca de tecido de granulagdo + Infiltrado inflamatério misto); e, 5
(processo agudo constituido por vasos ectdsicos, edema e infiltrado inflamatodrio,
predominantemente neutrofilico) (adaptado de Cavalcante et al., 2011).

6.6 Analise histomorfométrica: avaliacdo do infiltrado inflamatorio e fibroblastos

Selecionaram-se cinco microcampos de cada ldmina coloradas com hematoxilina-eosina
(trés na superficie e dois na profundidade) totalizando 1,30mm2. Os microcampos foram
fotografados no aumento de 400x utilizando um microscopio (DM2000, Leica®) com camera
(DFC295, Leica®) e software (LAS, Leica®) acoplados. Foi realizada a contagem total de
células (polimorfonucleares, mononucleares, fibroblastos/miofibroblastos) utilizando o
comando Cell counter do software ImageJ® (MESQUITA et al., 2018).

6.7 Analise histoquimica: avaliacdo do percentual de colageno

A deposicédo de colageno foi avaliada usando a coloracéo de Picrosirius Red. Para isso,
cortes de 3 um foram desparafinados em estufa a 60°C por 3 horas, reidratados, incubados em
Picrosirius (ScyTek®) durante 30 minutos e lavados rapidamente em dois banhos de acido
cloridrico 5%. Finalmente, as amostras foram contracoradas com hematoxilina de Harris por
45 segundos (MESQUITA et al., 2018).

Apbs a coloracdo, cinco microcampos de cada lamina foram fotografados de acordo
com a metodologia descrita para as ldminas de hematoxilina-eosina. As imagens se exportaram
para o software Image J® e foram calibradas visando selecionar apenas a marcacdo em

vermelho. Para isso, utilizou-se o comando Color Threshold (Image > Adjust > Color
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Threshold) na funcdo RGB para ajuste de cores para vermelho (minimo: 71, méaximo: 255),
verde (minimo: 0, maximo: 69) e azul (minimo: 0, maximo: 92). Apoés da calibracdo, as imagens
foram convertidas para escala de 8-bits (Image > Type > 8-bit) e binarizadas (Process > Binary
> Make Binary), e o total de &rea de coladgeno foi mensurada mediante o comando (Analyze >
Analyze Particles). A anélise percentual de coldgeno total foi realizada considerando a area
colorida em vermelho (MESQUITA et al., 2018).

6.8 Avaliacdo da resposta nociceptiva

Avaliou-se o limiar nociceptivo dos animais mediante o ensaio de nocicep¢do de Von
Frey. Com a finalidade de condiciona-los, os animais foram expostos ao procedimento trés dias
anteriores ao inicio de experimento. Logo, para a realizacdo do ensaio, 0s animais foram
alocados em caixas separadas em uma sala isolada e silenciosa com luz vermelha durante 5
minutos. Em seguida, um operador calibrado entrou na sala e posicionou o animal
pressionando-lhe ligeiramente contra o fundo da caixa. O VVon Frey eletronico foi localizado na
bochecha lateral a Ulcera, sendo pressionado até aparecer o reflexo de escape. A medicéo foi
realizada 3 vezes em cada bochecha (adaptado de ANDRADE, 2017).

6.9 Avaliacao dos efeitos da Naltrexona em parametros comportamentais

Os efeitos adversos mais frequentemente descritos com a administragdo da Naltrexona
sdo cefaleia e nduseas. Em menor medida, também foram relatados alteracdes no padréo da
ingesta de alimentos (anorexia), vomito, dor abdominal, astenia ou inquietude. Finalmente, com
doses maiores do que 1000mg/kg, a Naltrexona pode gerar tremores, convulsdes, aumento da
salivacdo e atividade motora reduzida (NALTREXONE - DRUGBANK, 2020; SERECIGNI,
2015). Tendo em vista que as doses utilizadas neste estudo s&o menores do que 1000mg/kg,
foram avaliados apenas os efeitos adversos descritos para as doses terapéuticas.

Para isso, a quantidade de alimentos consumidos pelos animais dos grupos
experimentais e controle foi contabilizada diariamente. Ao finalizar o experimento, as ingestas
foram comparadas.

Avaliaram-se de forma dicotémica (0: auséncia; 1: presenca) a existéncia das seguintes
sinais sugestivas de dor abdominal: arqueio das costas para cima; contorcdo lateral dos
musculos abdominais do flanco; e espasmos de qualquer parte do corpo (ROUGHAN;
FLECKNELL, 2001). Também, classificou-se em graus o aspecto das fezes, sendo: 0 - aspecto

normal; 1 - levemente amolecidas; 2 - Umidas com pouca sujidade perianal; 3 - umidas com
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bastante sujidade perianal, e 4 - morte do animal em decorréncia de diarreia (KURITA et
al.2000).

Considerando que os animais foram expostos a les6es orais dolorosas, valoramos o grau
de bem-estar utilizando a escala de Grimace, que considera as unidades de ac¢des faciais (AU),
abertura dos olhos, angulagéo de focinho, posicdo das vibrissas e angulacdo das orelhas. Cada
AU foi mensurada, diariamente, a partir dos seguintes graus: 0 - AU ausente; 1 - AU moderada;
2 - AU dbvia (SOTOCINAL et al., 2011; LANGFORD et al., 2010) .

6.10 Analise estatistica

Os dados quantitativos como area da Ulcera, variagdo da massa corpérea, analise
histomorfométrica e deposicdo de colageno foram expressos em forma de média + SEM. Estes
dados foram analisados pelo teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov e comparados pelo
teste ANOVA-1-way e ANOVA-2-way, seguido do pds-teste de Bonfferoni, quando resultaram
paramétricos. Os dados ndo parametricos e os dados qualitativos ordinais como escores
histolégicos foram expressos como mediana (méaxima e minima) e analisados pelo teste de
Kruskal-Wallis, seguido do pés-teste de Mann-Whitney com ajuste de Bonferroni.

Para todas as andlises foi considerado o nivel critico para rejeicdo da hipétese de

nulidade menor que 5% (p<0.05), e utilizou-se o software estatistico GraphPad Prism 5.0®.
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7 RESULTADOS

7.1 A Naltrexona em dose de 10 e 50mg/kg/dia diminuiram a area de Ulcera em mucosa

jugal de ratos Wistar submetidos a modelo de Ulcera traumatica oral.

A area de ulcera diminuiu significativamente ao longo do tempo (p<0,001) em todos 0s
grupos de tratamento. No dia seguinte a inducao, encontrou-se menor area nos grupos tratados
com Naltrexona em dose de 10mg/kg/dia (17 £ 0,8 mm?) e 50mg/kg/d (16,3 + 0,8mm?2), quando
comparados ao grupo controle (25 + 0,6 mm32) (p<0,001). Nos dias trés e quatorze a area de
Glcera do grupo Naltrexona 50mg/kg/dia (13,7 + 2,4mm2 e 1,9 + 1,3mm?, respectivamente) foi
significativamente inferior ao grupo controle (19,6 = 1,3mmz2; 8,6 + 1,1 mm?; respectivamente)
(p<0,001). Nao se observaram diferencas significativas na area de Ulcera com a dose de
0,5mg/kg/dia ao longo do protocolo, nem com a dose de 10mg/kg/dia no terceiro, sétimo, e
décimo quarto dia (Figura 5) (Tabela 4).

Em relacdo a variacdo ponderal, o peso dos animais aumentou ao longo do tempo
(p<0,001), sem ser observadas diferencas significantes entre os grupos de tratamento (0,9288)
(Tabela 4).

Tabela 4. Pardmetros clinicos de ratos submetidos a modelo de Ulcera traumatica oral e
tratados com Naltrexona em diferentes doses

Dias

1 3 7 14 p-Valor
Area de Ulcera (cm?) <0,0001
Controle 25,0 £0,6 19,6+1,3 8,31+0,3 8,6+1,1
Ntx 0,5mg/kg 21,4410 18,2+1,6 8,0+1,7 9,8+1,7
Ntx 10mg/kg 17,0+0,8™ 15,1+1,8 3,9+1,1 5,8+2,6
Ntx 50mg/kg 16,3+0,8™ 13,7£2,4*  3,5+0,5 1,9+1 3™
Variacdo ponderal (%) 0,9288
Controle 101,8+0,7 104,9+0,9 105,5+0,9 111,5+1,8
Ntx 0,5mg/kg 99,4+1,1 106,0+0,9 106,5+0,9 109,7+1,7
Ntx 10mg/kg 99,8+0,6 104,4+0,9 104,3+0,8 114,1+1.2

continua
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Dias
1 3 7 14 p-Valor
Variagdo ponderal (%) 0,9288
Ntx 50mg/kg 99,2+1,5 103,8+0,6 106,6+1,2 112,8+14
Concluséo

Teste ANOVA 2-way / Bonferrini (média + EPM). * p<0,05 versus controle; ** p<0,01 versus controle; *** p<0,001 versus controle. p<
0,05 versus NTX 0,5 mg/kg; "7p<0,001 versus NTX 0,5 mg/kg.

Figura 5. Perfil de cicatrizag&o clinica de Ulceras traumaticas em mucosa jugal de ratos em
tratamento com Naltrexona

Agua NTX 0,5 mg /kg NTX 10 mg / kg NTX 50 mg / kg
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Fotografias clinicas de Ulceras orais em animais tratados com diferentes doses de Naltrexona
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7.2 A Naltrexona em dose de 10 e 50mg/kg/dia diminuiu o limiar nociceptivo em ratos
Wistar

Quando realizado ensaio de nocicepgdo de Von Frey, antes da indugdo da Ulcera,
observou-se que 0s grupos tratados com Naltrexona 10 e 50mg/kg/dia apresentaram maior
limiar nociceptivo (38,3 £ 10,9 gF e 39,4 £ 10,5 gF, respectivamente) quando comparados ao
grupo tratado com Naltrexona 0,5mg/kg/dia e ao grupo controle (10,9 + 3,2 gF € 20,6 + 3,4 gF,
respectivamente) (p<0,006). No periodo compreendido desde o dia primeiro até o décimo
terceiro, ndo foi encontrada diferenca estatisticamente significativa entre os grupos. No entanto,
no décimo quarto dia o grupo tratado com Naltrexona 50mg/kg/dia novamente apresentou
niveis maiores de resisténcia a dor (29,0 + 7,9 gF) quando comparado ao grupo tratado com
Naltrexona 0,5mg/kg/dia (2,7 + 0,9 gF) (p=0,006).

A média da area sob a curva de resisténcia a dor, ao longo dos quatorze dias, foi
significativamente superior no grupo tratado com Naltrexona 50mg/kg/dia (314,9 + 34,1 gF)
guando comparado aos grupos Naltrexona 0,5mg/kg/dia e controle (121,4 + 18,7 gF e 156,9
23,0 gF, respectivamente) (p = 0,0003) (figura 6).

Figura 6.Perfil nociceptivo de ratos submetidos a modelo de Ulcera traumatica
oral e tratados com Naltrexona em diferentes doses
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Limiar nociceptivo. Area sob a curva. Teste ANOVA 1 way / Bonferrini. ** p<0,01 versus controle; + p<0,05
versus naltrexona 0,5mg/kg/dia; +++ p<0,001 versus naltrexona 0,5mg/kg/dia.
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7.3 A Naltrexona em dose de 50mg/kg/dia influenciou parametros histomorfométricos e

o0 estadiamento histologico de Ulceras traumaticas em ratos Wistar

A quantidade de células polimorfonucleares reduziu de forma significativa conforme ao
tempo (p< 0,0001). O grupo tratado com Naltrexona 50mg/kg/dia evidenciou menor nimero
de células polimorfonucleares (108,43 + 27,8), em contraste com o grupo controle, no dia 1 do
protocolo (210,8 £ 55,3) (Figura 7-A; Figura 9). No que diz respeito as células mononucleares,
observou-se no terceiro dia uma quantidade significativamente inferior no grupo tratado com
Naltrexona 50mg/kg/dia (48,7 £ 2,7), comparado com o grupo controle (95,8 + 6,9) (Figura 7-
B; Figura 9).

Figura 7 Perfil histomorfométrico em ratos submetidos a modelo de Ulcera traumatica oral e
tratados com Naltrexona em diferentes doses: células inflamatérias
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A: Contagem de células polimorfonucleares; B: Contagem de células mononucleares; Teste ANOVA 2 way /Bonferrini. * p<0,05
versus controle;
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O numero de fibroblastos aumentou de forma significativa conforme ao tempo
(p<0,0001). No sétimo dia apés a inducdo da Ulcera, inclusive, evidenciou-se maior nimero de
fibroblastos no grupo tratado com Naltrexona 50mg/kg/dia (607,1 + 105,5) quando comparado
com o grupo controle (341,4 + 19,0) e o grupos tratados com Naltrexona 0,5 e 10mg/kg/d (376,7
+ 21,8 e 436,7 £ 22,3, respectivamente) (p=0,0031) (Figura 8; Figura 9).

Figura 8.Perfil histomorfométrico em ratos submetidos a modelo de Ulcera traumética oral e
tratados com Naltrexona em diferentes doses: fibroblastos/ miofibroblastos
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Contagem de fibroblastos/miofibroblastos. Teste ANOVA 2 way/Bonferrini. *** p<0,001 versus controle; ***p<0,001 versus NTX
0,5mg+/kg/dia; # p<0,05 versus NTX 10mg/kg/dia.



Figura 9.Perfil de cicatrizacao histoldgica em ratos submetidos a modelo de Ulcera
traumaética oral e tratados com Naltrexona em diferentes doses

Microscopia 6ptica, tingido com Hematoxilina e Eosina em aumento de 100X e 400X
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Na avaliacdo do tecido conjuntivo, os escores histologicos reduziram de forma
significativa nos dias 7 e 14 quando comparados ao dia 1 (p<0,05). No dia quatorze, 0s grupos
tradados com Naltrexona 10 e 50mg/kg/dia apresentaram escores significativamente inferiores
(1 (0-4), 2 (0-4), respectivamente) ao grupo controle (4 (2-4)) (p<0,05) (Tabela 5).

Em relacdo ao tecido epitelial, 43% dos animais tratados com Naltrexona 50mg/kg/dia
apresentaram reepitelizacdo completa das lesbes, sendo estatisticamente significativo quando
comparado ao grupo controle e Naltrexona 0,5mg/kg/dia (0%) (p<0,05). No grupo Naltrexona
10mg/kg/dia, 14% e 29% dos animais evidenciaram restituicdo completa do recobrimento
epitelial nos dias 7 e 14, respectivamente, no entanto, esses valores ndo demostraram
significancia estatistica. Finalmente, 0% dos animais dos grupos controles e Naltrexona
0,5mg/kg/dia apresentaram reepitelizacdo completa ao longo do protocolo (Tabela 5).

Tabela 5. Escores histologicos de ratos submetidos a modelo de Ulcera traumatica oral e
tratados com Naltrexona em diferentes doses

Dias

1 3 7 14 p-Valor
Tecido conjuntivo
Controle 5 (5-5) 5 (5-5) 4 (4-4)* 4 (2-4)* <0,001a
Ntx 0,5mg/kg 5 (5-5) 5 (5-5) 4 (3-4)* 4 (4-4)* <0,001a
Ntx 10mg/kg 5 (5-5) 5 (5-5) 4 (1-4)* 1 (0-4)*+ <0,001a
Ntx 50mg/kg 5 (5-5) 5 (5-5) 4 (3-4)* 2 (0-4)*+ <0,001a
p-Valor 1,000a 1,000a 0,194a 0,016a
Epitélio
Controle 0% 0% 0% 0% 1,000b
Ntx 0,5mg/kg 0% 0% 0% 0% 1,000b
Ntx 10mg/kg 0% 0% 14% 29% 0,250b
Ntx 50mg/kg 0% 0% 0% 43%*+ 0,018b
p-Valor 1,000b 1,000b 0,375b 0,043b

*p<0,05 versus dia 1; +p<0,05 versus Salina; a Teste Kruskal-Wallis/Dunn, b Teste qui-quadrado
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7.4 A Naltrexona em dose de 50mg/kg/dia favoreceu a deposi¢éo de colageno em Ulceras

traumaticas de ratos Wistar

O percentual de colageno total aumentou conforme ao tempo (p<0,0001). No dia
quatorze, o grupo tratado com Naltrexona 50mg/kg/dia evidenciou maior percentual de
colageno total (13,0 + 3,8 %) quando comparado com o grupo Naltrexona 10mg/kg/dia,
Naltrexona 0,5mg/kg/dia, e controle (7,7 + 1,5; 6,1 £ 1,8; 5,7 £ 1,2 %, respectivamente)
(p=0,0069) (Figura 10; Figura 11).

Figura 10. Analises de deposicao de coldgeno em ratos submetidos a modelo de Ulcera traumatica
oral e tratados com Naltrexona em diferentes doses
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Figura 11. Perfil de deposi¢do de coldgeno em ratos submetidos a modelo de Ulcera traumatica
oral e tratados com Naltrexona em diferentes doses

Agua NTX 0,5 mg / kg NTX 10 mg/kg NTX 50 mg/kg

Microscopia de luz polarizada, coloragdo de Picrosirius Red. Aumento: 100x

7.5 A Naltrexona néo gerou efeitos adversos significativos em ratos Wistar

O consumo de racdo ndo variou de maneira significativa entre os grupos (p= 0,44).
No que diz respeito ao peso dos animais, observou-se aumento significativo ao longo do tempo
(p<0,001), sem diferencas com significancia estatistica entre os grupos (p=0,93).

Sinais de dor abdominal estiveram ausentes em todo os grupos ao longo do protocolo.

Todos os animais mantiveram score 0 na avaliacdo das fezes.
A Naltrexona ndo influenciou o bem-estar dos animais. Os escores de sofrimento,

obtidos mediante escala de Grimace, foram mais altos nos primeiros dias do experimento

(p=<0,0001), sendo homogéneo entre os grupos (p= 0,863) (data nota show).
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8 DISCUSSAO

A Naltrexona é um antagonista ndo seletivo dos receptores opioides usada classicamente
para o tratamento de dependéncia quimica em uma dose classificada como padrédo que varia de
50 a 100mg (TOLJAN; VROOMAN, 2018). Aparentemente, a interacdo da Naltrexona com 0s
ROs pode influenciar processos celulares vinculados a resposta cicatricial com proliferacéo,
diferenciacdo e apoptose (CHEN; LAW; LOH, 2008; HAMMER et al., 2016; IMMONEN;
ZAGON; MCLAUGHLIN, 2014; LIN et al., 2021; WANG et al., 2017). Ainda, outra dose de
Naltrexona classificada como baixa, que varia de 1 a 5mg, € atualmente estudadas por ter um
efeito imunomodulador (TOLJAN; VROOMAN, 2018). Neste estudo, foi avaliado pela
primeira vez, na mucosa oral, e, em um modelo animal de cicatrizagdo sem doenca sistémica
de base, o efeito da Naltrexona em dose baixa, padréo e alta.

A dose alta de 50mg/kg/dia e padréo de 10mg/kg/dia, favoreceu a cicatrizagao de Ulceras
trauméticas na mucosa oral de ratos Wistar. Porém, a dose baixa de 0,5mg/kg/dia nédo
influenciou o processo de cicatrizagdo. Estudos anteriores avaliaram a Naltrexona topica, com
frequéncias de aplicacdo que variaram de uma a quatro vezes por dia, em feridas de pele
(MCLAUGHLIN et al., 2017; MCLAUGHLIN; IMMONEN; ZAGON, 2013), feridas da
cérnea (ZAGON et al., 2010, 2006) e relatos de casos (DUNN et al., 2021), observando
melhoria dos parametros cicatriciais avaliados. A administragdo sisttmica de Naltrexona em
alta dose (30mg/kg duas vezes por dia ) favoreceu o processo de reepitelizacdo em feridas de
cornea (ZAGON et al., 2002), (ZAGON et al., 2002), enquanto outro estudo relatou aumento
da sintese de DNA e mitose na camada basal do epitélio de cdrnea, com a dose anteriormente
mencionada (ZAGON; SASSANI; MCLAUGHLIN, 2006). Ainda, Nezami et al. (2009)
observaram que a administracdo aguda e cronica de Naltrexona sisttmica na dose alta de
20mg/kg favoreceu a sobrevida de retalhos isquémicos.

Em geral, a administracdo topica e sistémica em dose alta ou padrdo de Naltrexona,
relaciona-se com favorecimento do processo cicatricial. Os mecanismos implicados na agéo
cicatricial da Naltrexona ainda s&o de dificil interpretacdo, principalmente pela sua natureza de
antagonista ndo seletivo. O sistema opioide enddgeno expde diferentes receptores e ligantes
implicados na proliferacdo, apoptose (CHEN; LAW; LOH, 2008; LIN et al., 2021; WANG et
al., 2017), migracéo, e adesdo celular (BIGLIARDI-QI; BIGLIARDI, 2015; WANG et al.,
2017), que poderiam participar da cicatrizagdo. Nesse sentido, foi relatado que a expresséo de
MOPr e endorfina beta aumentaram em feridas cuténeas. Além disso, nos animais Knock out

para MOPr observou-se cicatrizacdo retardada em todas as fases do processo, € nos animais
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Knock out para DOPr a reepitelizagdo encontrou-se afetada (WANG et al., 2017), se associando
a superexpressdo deste ultimo receptor, com uma diminuicdo da expressdo das caderinas
desmossomais (BIGLIARDI et al., 2015). Observou-se também que a administracdo de morfina
aumentou a proliferagdo e migracdo das células endoteliais, e que esse efeito favoravel no
processo de cicatrizacdo foi revertido com o uso de antagonistas ndo seletivos (WANG et al.,
2017). No entanto, outro estudo relatou em um modelo de ferida murina que a administracao
crénica de morfina suprimiu a angiogénese e reduziu os miofibroblastos, retardando o
fechamento da ferida (MARTIN et al., 2010).

No presente estudo, 0 antagonismo nao seletivo sobre o sistema opioide endégeno com
Naltrexona (50mg/kg) favoreceu parametros clinicos, histoldgicos e histomorfométricos do
processo de cicatrizacdo. Mesmo que a influéncia de variados ROs seja descrita no processo
cicatricial, a acdo favoravel da Naltrexona em dose alta e padréo talvez possa ser explicada pelo
antagonismo do OGFr, um RO associado ao envelope nuclear que regula positivamente as vias
inibitérias das cinases dependentes de ciclina, agindo como inibidor ténico da proliferacédo
celular. Desse modo, quando antagonizado de forma continua favorece processos proliferativos
(HAMMER et al., 2016; IMMONEN; ZAGON; MCLAUGHLIN, 2014; MCLAUGHLIN;
STUCKI; ZAGON, 2012; MCLAUGHLIN; ZAGON, 2015; ZAGON et al., 2011; ZAGON;
VERDERAME; MCLAUGHLIN, 2002). O bloqueio seletivo desse receptor em um modelo in
vitro e in vivo aumentou a proliferacdo de fibroblastos e acelerou a cicatrizacdo de feridas
cutaneas. Interessantemente, esse efeito ndo foi observado quando blogueados de maneira
seletiva por MOPr, DOPr e KOP (IMMONEN; ZAGON; MCLAUGHLIN, 2014).

Similarmente, os resultados do presente estudo mostram uma relacdo favoravel entre o
uso de Naltrexona (50 mg/kg/dia) e a fibroplasia, uma vez que os achados histomorfométricos
evidenciaram aumento no numero de fibroblastos no sétimo dia apos a indugéo das Ulceras, e
aumento no percentual de colageno total aos quatorze dias. Ainda, os escores histologicos de
avaliacdo do tecido conjuntivo indicaram que a Naltrexona em alta dose favoreceu fibroplasia
e maturacdo do tecido conjuntivo. O tratamento com Naltrexona foi previamente associado a
promocdo da sintese e maturacao do colageno. Por exemplo, um estudo em feridas cutaneas de
animais diabéticos encontrou que a Naltrexona topica diminuiu 0 numero de fibroblastos
expressando metaloproteinase 2 e acelerou a maturacgdo do tecido de granulacdo, melhorando
também a resisténcia a tracdo nas feridas. Acredita-se que a Naltrexona favoreca a proliferagédo
de mastdcitos, células endoteliais e células musculares lisas, promovendo a angiogénese e a
formacéo de colageno (MCLAUGHLIN; IMMONEN; ZAGON, 2013).



48

Ainda, foi observado no presente modelo, um aumento significativo do percentual de
lesGes com reepitelizacdo completa aos quatorze dias nos animais tratados com 50mg/kg/dia de
Naltrexona, sugerindo que esta, em alta dose e em menor medida em dose padrédo, também pode
promover a proliferacdo dos queratindcitos. Em relacéo a isso, um estudo realizado em feridas
de animais diabéticos encontrou que o tratamento com Naltrexona favoreceu a sintese de DNA
em células epiteliais basais e aumento da expressdo de PDGF (MCLAUGHLIN et al., 2017).

Pesquisas anteriores a este estudo situam a acao cicatrizante da Naltrexona nas fases
de proliferacdo e remodelacdo, sem considerar o efeito na resposta inflamatoria. Devido a isso,
foram contabilizadas células inflamatorias ao longo do protocolo, observando-se diminuigédo
das células polimorfonucleares no dia posterior a inducdo e diminuicdo de células
mononucleares no terceiro dia apos inducdo. Essas células diminuiram conforme aumentada a
dose de Naltrexona, porém, unicamente com a dose alta (50mg/kg/dia), foi encontrada
significancia estatistica. Ainda, clinicamente evidenciou-se que o didmetro das Ulceras no dia
apos inducdo foi significativamente menor no grupo sob administracdo de Naltrexona em alta
dose quando comparado ao grupo controle. Esse achado, junto com a reducdo das células
inflamatorias, pode indicar que a Naltrexona em alta dose seja capaz de reduzir a resposta
inflamatoria aguda no inicio da cicatrizacdo, favorecendo a transicdo para a fase proliferativa.

Curiosamente, os efeitos imunossupressores com doses alta e padréo de Naltrexona nao
sdo comumente abordados na literatura, sendo estes atribuidos as doses baixas (LI et al., 2018;
TOLJAN; VROOMAN, 2018) e explicados principalmente por atividade antagdnica sobre
TLR4 (YOUNGER; PARKITNY; MCLAIN, 2014). Outros autores consideram que a dose
baixa de Naltrexona leva a diminuicdo na proliferacdo de células inflamatérias mediada por
OGFr (ZAGON; MCLAUGHLIN, 2018). No presente estudo observou-se com a dose baixa
(0,5mg/kg/dia) reducdo no ndmero de células polimorfonucleares no primeiro dia e
mononucleares no terceiro dia. No entanto, sem significancia estatistica. E importante
considerar que a maioria dos estudos que avaliaram a imunomodulagdo com baixa dose de
Naltrexona trabalharam na base de doengas imunomediadas com estados inflamatdrios
exacerbados, o que difere da presente pesquisa, realizada em animais sem doenca sistémica de
base.

Wang et al. (2016) observaram em um modelo inflamatdrio em culturas de células que
0 oOxido nitrico, as espécies reativas de oxigénio e o0 TNF- o diminuiram significativamente
conforme aumentada a dose de Naltrexona. Isto poderia indicar um efeito imunossupressor da
Naltrexona com comportamento aditivo, similar ao observado na presente pesquisa. No entanto,

mais evidéncias sdo necessarias. A avaliacdo da expressao dos TLRs e ROs pode orientar no
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que diz respeito as vias relacionadas a inflamagdo usadas pela Naltrexona em alta dose no
processo de cicatrizagdo da mucosa oral.

TLR-4 tem sido amplamente relacionada ao efeito imunomodulador da Naltrexona em
baixa dose. No entanto, a sua relagdo com a dose alta ainda ndo é abordada na literatura. Além
deste receptor, variados receptores opioides sdo relacionados na literatura com a inflamacao,
podendo interagir com a Naltrexona. Nos tecidos periféricos, tem sido descrito que 0 agonismo
do MOPr diminui a atividade de neutrofilos e macréfagos, reduz a viabilidade e proliferacédo
das células T, e, consequentemente, a expressdo de TNF-o, IL-6 e IL-8. (NINKOVIC; ROY,
2013). Ha também evidéncias de que a ativacdo de KOPr pode regular a expressdo de
quimiocinas como CCL2 e CXCLS8, e reduzir nos macrdfagos a expresséo de IL-1pB, IL-6 e
TNF-o. Finalmente, a atividade de DOPr também favoreceu a reducdo de citocinas de fase
aguda como IL-6 e TNF-a (NAGATA et al., 2021). O sistema opioide endégeno é capaz de
modular diretamente a imunidade inata e adquirida em tecidos inflamados, associando-se sua
atividade a uma resposta imunossupressora (ROGERS, 2020).

Nesse sentido, 0 antagonismo continuo dos ROs mencionados previamente estaria
associado aos efeitos pro-inflamatorios. Um efeito contrario a esses foi observado nesta
pesquisa com o uso de alta dose de Naltrexona. Portanto, é importante considerar a alta
capacidade de modulagao do sistema opioide endogeno, tendo presente a natureza ndo seletiva
da Naltrexona e os seus diferentes niveis de afinidade pelos ROs, sendo este maior para MOPr
(NAVA-MESA et al., 2015). Ja tem sido descrito, em relacdo aos processos algicos, que a
administracdo de altas doses de Naltrexona pode levar a aumento funcional de KOPr como
forma compensatoria ao blogueio de MOPr (BIANCHI; PANERAI, 1993; LEE et al., 2021).
Assim, um efeito anti-inflamatério mediado por aumento funcional de KOPr e DOPr poderia
explicar o efeito anti-inflamatério observado neste modelo. No entanto, mais estudos sao
necessarios para confirmar essa hipdtese.

Embora a avaliagdo da dor ndo tenha sido o foco principal desta pesquisa, se antecipou
como efeito adicional que o antagonismo nos receptores opidides influenciaria a experiéncia
nociceptiva dos animais. Em relacdo ao efeito da Naltrexona em condi¢cbes algicas, 0s
resultados das investigacdes, novamente, sdo ambivalentes, relacionando esse medicamento
tanto a auséncia de influéncia na resposta nociceptiva quanto ao aumento ou diminuicdo da
percepcdo da dor (CHOI et al., 2003; UHELSKI; FUCHS, 2009; WOOLF, 1980). Aspectos
como as doses do medicamento e a natureza da dor parecem ser 0s principais fatores na

determinacdo dessas respostas.
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Consequentemente, avaliou-se 0 bem-estar dos animais por meio da escala Grimace,
constatando que a medicacdo com Naltrexona ndo influenciou o grau de sofrimento dos
animais. A percepcdo da dor foi avaliada pelo teste de VVon Frey e observou-se que as doses de
5 e 10mg/kg tiveram pouca influéncia na percepcao da dor. Porém, com a dose alta (50mg/kg)
evidenciou-se um aumento significativo do limiar nociceptivo.

De forma similar a esses resultados, Uhelski e Fuchs (2009) encontraram, em um
modelo de dor inflamatdria, que a Naltrexona em doses de 1, 5 e 10mg/kg ndo modificou a
resposta a estimulos algicos. Pelo contrério, outros autores observaram em animais diabéticos
um efeito paradoxal antinociceptivo associado a uma expressao de DOPr ap6s a administracao
de baixas doses de naloxona (KAMEI, KAWASHIMA; KASUYA, 1992; (KAMEI,
KAWASHIMA; KASUYA, 1992; SCULLY; FELIX, 2005). Porém, neste estudo, de maneira
analoga a presente pesquisa, ndo foram observadas alteracdes significativas na experiéncia
nociceptiva diante da dor inflamatdria em animais saudaveis.

Ja uma dose elevada de Naltrexona ou naloxona parece ser capaz de modificar a resposta
nociceptiva em humanos e animais saudaveis, estando associada a um efeito analgésico.
Conforme com o presente estudo, em que a dose de 50mg/kg reduziu a resposta nociceptiva,
France et al. (2007) observaram que a administracdo de 50mg de Naltrexona durante dois dias
em individuos jovens e saudaveis gerou uma resposta hipoalgésica a estimulacao eletrocutanea.
Ainda, Bianchi e Panerai (1993) acharam que 30mg/kg de naloxona foi capaz de gerar analgesia
em animais em resposta a estimulacdo térmica. Finalmente, 10mg/kg de naloxona produziu um
efeito analgésico em um modelo de dor inflamatdria (BIANCHI; PANERAI, 1993).

O efeito analgésico da Naltrexona e da naloxona parece responder & acdo central do
sistema opioide, porém, o mecanismo ainda ndo foi elucidado. Sugere-se que deriva de uma
perda do equilibrio entre os sistemas MOP e KOP, gerando uma hipersensibilizagdo do KOP
quando o MOP é antagonizado. Nesse sentido, observou-se que em areas relacionadas ao
componente afetivo da dor, como a amigdala e o nucleo accumbens, a expressdo de MOPr
diminui e a expressdo de dinorfina aumenta na presenca de dor cronica (LEE et al., 2021).
Acredita-se, assim, que o antagonismo no MOPr favoreceria um efeito antinociceptivo através
de um aumento compensatorio na interacdo da dinorfina com o KOPr (BIANCHI; PANERALI,
1993; LEE et al., 2021). Também foi sugerido que o bloqueio dos ROs poderia induzir uma
resposta analgésica ndo opioide, através das vias descendentes do sistema inibitorio da dor do
tronco encefalico, mediada pela compensacdo da serotonina e seu receptor 5-HT2
(KATHARINE WALKER; POULOS; LE, 1994).
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Além disso, a Naltrexona em alta dose reduziu a inflamagdo, sabe-se que durante a
inflamacdo diversos mediadores algicos como neuropeptidios e citocinas sdo sintetizados e
liberados, principalmente pelas células imunes. Esses mediadores agem sinergicamente e
alteram 0s mecanismos de transducéo periférica do estimulo nociceptivo, reduzindo o limiar de
dor (WILSON ANDRADE CARVALHO, 1998). A diminuicdo das células inflamatorias,
observada nesta pesquisa, poder ter contribuido a reducdo dos mediadores nociceptivos, com
consequente aumento do limiar de dor.

Considerando os resultados deste estudo e os diversos usos da Naltrexona descritos na
literatura, o potencial clinico desse medicamento parece evidente. No que diz respeito a resposta
cicatricial, este estudo encontrou que a dose alta reduziu o tempo de cicatrizacdo das ulceras
orais, aumentando a formacéo de colageno e diminuindo a resposta inflamatoria na fase inicial
do processo de cicatrizacdo. Como efeito adicional, a Naltrexona em alta dose aumentou 0
limiar nociceptivo dos animais. Finalmente, ndo foram observados efeitos adversos com as
doses avaliadas neste estudo.

Apesar do beneficio clinico observado, é importante destacar que devido a distribuicdo
heterogénea dos receptores opioides nos tecidos corporais, a complexidade funcional do
sistema opioide e sua plasticidade frente a estimulos agonistas e antagonistas, torna-se dificil
especificar os mecanismos de acgéo e efeitos de medicamentos néo seletivos, como a Naltrexona.
Ainda, o estabelecimento de dosagens adequadas se torna desafiador uma vez que 0s
medicamentos opioides podem desencadear efeitos paradoxais.

Neste estudo encontrou-se um efeito cicatrizante com a dose alta (50mg/kg/dia), e em
menor medida a dose padrdo (10mg/kg/dia), administradas pela via oral. Porém, o intervalo de
doses utilizado nesta pesquisa respondeu ao interesse de conhecer os efeitos da dose baixa,
padrdo e alta. Apesar de néo ter valores significativos, na maioria dos parametros avaliados com
as doses padrao houve uma tendéncia a melhora dos parametros cicatriciais conforme aumento
da dose. Mesmo que a Naltrexona em dose alta (50mg/kg/dia) tenha resultado segura neste
modelo e que a toxicidade aguda (NALTREXONE: USES, INTERACTIONS, MECHANISM
OF ACTION | DRUGBANK ONLINE, 2022) e cronica (BRAUDE; J. MICHAEL
MORRISON., 1976) seja relatada apenas com doses amplamente superiores as utilizadas nesta
pesquisa, encontrar dosagens menores com efeito cicatricial significativo e considerar
formulagdes topicas para a mucosa oral € desejavel para o desenvolvimento de novos

medicamentos.
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9 CONCLUSAO

A administracdo de Naltrexona em alta dose (50 mg/kg/dia) favoreceu a resposta
cicatricial em Ulceras traumaticas orais. Encontramos que a Naltrexona foi capaz de modular a
resposta inflamatdria na fase inicial da cicatrizacdo, promover a formacdo de colageno, e

diminuir o limiar de dor.
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11 ANEXQOS

11.1 Parecer da comissao de ética no uso de animais (CEUA)

«m UNIVERSIDADE Comissiio de Etica no
, FEDERAL po CEARA Uso die: Azifmisils
CERTIFICADO

Certificames que a proposta intitulada “INFLUENCIA DO TRATAMENTO COM NALTREXONA NO REPARO DE ULCERAS TRAUMATICAS
EM MUCOSA ORAL DE RATOS", pretocolada sob o CEUA n? 6741011220 o corrsm, Sob a responsabilidade de Paulo Goberlanio de
Barros Silva e equipe; Liova Amaru Chabot Diaz; Fabricio Bitu Sousa ; Osias Vieira de Oliveira Fitho - que envelve a producio,
manutengdo éfou utilizacio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa
cientifica ou ensing - esta de acordo com oS preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho
de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), e foi
aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Ceard (CEUA-UFC) na reunido de 29/01/2021.

We certify that the proposal "INFLUENCE OF NALTREXONE TREATMENT ON THE REPAIR OF TRAUMATIC ULCERS IN ORAL MUCOSA
OF RATS®, utilizing 210 Heterogenics rats (210 females), protecol number CEUA 6741011220 no oorm, under the responsibility of
Paulo Goberlénio de Barros Silva and team; Liova Amaru Chabot Diaz; Fabricio Bitu Sousa ; Osias Vieira de Oliveira Filho -
which invaolves the preduction, maintenance and/or use of animals belonging to the phylurn Chordata, subphylum Vertebrata
{except human beings), for scientific research purposes of teaching - i in accordance with Law 11.794 of October B, 2008, Dacres
6899 of july 15, 2009, as well as with the rules ssued by the Natienal Council for Cantral of Animal Experimentation (CONCEA), and
was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Ceara (CEUA-UFC) in the meeting of 01/29/2021.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 12/2020 a 01/2022 Area: Departamento de Clinica Odontoldgica
Origem: Biotério Prol. Eduardo Torres (setorial FAMED)

Espécie:  Ratos hetercgénicos sexo: Fémeas idade: 6 a8 semanas N 210
Linhagem: Wistar Peso: 180222049

Local do experimento: Biotério de experimentacao Prof. Eduardo Torres (seterial FAMED)

Fortaleza, 20 de abril de 2021

Profa. Dra. Camila Ferreira Roncari Profa. Dra. Karuza Maria Alves Pereira
Cocrdenadora da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da Comiss3o de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal do Ceard Universidade Federal do Ceara
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11. 2 Declaracéo de correcdo gramatical

DECLARACAD DE CORRECAQ GRAMATICAL

DECLARD para os devidos fins que se fizerem necessirios gue realizei a correglio gramatical
do Trabalho intitulado: ADMINISTRACAO DE ALTA DOSE DE NALTREXONA APRESENTA
EFEITO CICATRIZANDE E ANTI-INFLAMATORIO EM ULCERAS TRAUMATICAS
OREAIS NA MUCOSA JUGAL DE RATOS WISTAR, realizado pela académica LIOVA CHABOT
DIAZ, da UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA

Por ser verdade, firmo a presente em duas vias de igual teor.

Fortaleza - CE, 07 de agosto de 2022.
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