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RESUMO

A neuralgia do trig€meo € um tipo de neuropatia periférica causada por lesdo no nervo
trigémeo, o mais amplamente distribuido na cabega. Recentemente demonstrou-se que a
inibi¢do da enzima epdxido hidrolase soluvel (EHS) causou analgesia em animais com
neuropatia diabética, sugerindo uma nova via para o estudo e tratamento das neuropatias. A
enzima EHS catalisa a degradagdo de acidos epoxieicosatrienoicos (EET) convertendo-os em
metabolitos inativos. Assim, a inibi¢do da EHS estabiliza as concentra¢des citoplasmaticas de
EET, que apresentam atividade anti-inflamatdria e anti-nociceptiva em diferentes modelos de
dor. A hipotese do presente projeto € de que a inibi¢do da enzima epdxido hidrolase soluvel
previna o estresse do reticulo endoplasmatico e estabilize as concentragdes de EETs diminuindo
a dor resultante da neuropatia trigeminal. Desta forma, os objetivos do presente estudo foram:
padronizar o modelo de neuropatia do trigémeo por constri¢do do nervo infraorbital no
laboratorio e, avaliar o possivel efeito antinociceptivo do inibidor da EHS (TPPU) em um
modelo de neuralgia do trigémeo em camundongos. Foi realizado a padronizagdo do modelo de
neuralgia trigeminal em camundongos, € foi observado que o limiar mecanico dos animais
CION, do inglés “constriction of the infraorbital nerve” (constricdo do nervo infraorbital),
diminuiu apos a cirurgia de constricdo do nervo infraorbital € 0 mesmo ndo ocorreu com o0s
outros animais, que ndo foram submetidos a cirurgia (naive) e os falso operados (sham). A
avaliag@o da resposta espontanea e sensibilidade térmica ndo demonstrou nenhuma alteragdo e
devido a isso estes pardmetros ndo foram observados nos experimentos subsequentes. Os testes
comportamentais, Von Frey, resposta espontanea e sensibilidade térmica foram realizados nos
dias 3, 7, 10, 15 e 20 ap0s a cirurgia. Quando foi realizado o tratamento com o inibidor da EHS,
TPPU na dose de 3mg/kg (iniciado no dia 3 pds cirurgia), foi possivel observar que os animais
tratados apresentaram queda do limiar mecanico em relagdo aos animais tratados com veiculo,

o que indica efeito analgésico da inibi¢do da EHS, observado em todos os dias de tratamento.

Palavras chave: Dor cronica. Neuralgia trigeminal. Acidos epdxieicosatrienoicos.

Epoxido hidrolase soluvel. Estresse do reticulo endoplasmatico.



Lista de Tabelas

Tabela 1- Avaliagdo do limiar mecdnico para padronizagdo do modelo de
neural@ia dotri@EMEO. ............ooi it 22

Tabela 2- Avaliacdo da resposta espontanea para padronizagdo do modelo de

neural@ia dotriEMEO. ..o 23
Tabela 3- Avaliagdo da resposta ao estimulo frio para padronizagdo do modelo
de neuralgia do tri@EMeO. ................ociiiiiii e 25

Tabela 4- Efeito da dose unica do TPPU sobre o limiar mecanico dos animais
SUDMETAOS @ CION . e 26

Tabela 5- Teste pos hoc de Student Newman Keuls para a avalia¢do do limiar
mecanico durante o tratamento didrio....................o..ooioiiii e 27

Lista de Graficos

Gréfico 1- Curva do limiar mecénico em fungdo do tempo de experimento para
padroniza¢do do modelo de neuralgia do trigémeo............................oocooi. 22

Grafico 2- Curva do tempo de grooming facial em func¢do do tempo de
experimento para padronizagdo do modelo de neuralgia trigeminal................ 24

Grafico 3- Curva do tempo de resposta ao estimulo frio em fungdo do tempo de
EXPEIIMENTO. ..ottt e 25

Grafico 4- Efeito analgésico do tratamento com TPPU............................. 27

Lista de Figuras:

Figura 1- Classificag@o da dor...............ocooiiiiiiiii e 13
Figura 2- Metabolismo do 4cido araquidénico e atuagdo do
TPPU o 16
Figura 3- Design experimental.........................oc.cooiiiiiiiio e 18
Figura 4 —Caixa de contengao.............ccoooiiiiiiiiiio e 19
Figura 5- Amarras no nervo infraorbital de um camundongo........................ 20

Figura 6- Escalas de dor..................oooiiiiiii 29



Lista de abreviaturas

AA- Acido Araquidénico

B- basal

CION- cirurgia de constrigdo do nervo infraorbital
COX- cicloxigenases

DHET- dihidroxieicosatrienoicos

EETs- acidos epoxieicosatrienoicos

EHS- epdxido Hidrolase Solavel

iEHS- Inibidor da Epoxido Hidrolase Soluvel
LOX- lipoxigenase

NOX- é6xido nitrico

PEG 400- polietilenoglicol 400

ROS- reactive oxigen species- espécies reativas de oxigénio
ROX- reoxigenagdo

SNC- Sistema Nervoso Central

SNP- Sistema Nervoso Periférico

TPPU- 1-trifluorometoxi fenil-3-(1propionil piperidina-4)-ureia



SUMARIO

1. INTRODUGAO. ... e e, 09
1.1. Anatomia e fisiologia da dor....................ooooiii 09
1.2. Classificagdes da dor...............oi 11
1.3. Neuralgia trigeminal......................oc.ooo oo 14
1.4. Estresse do reticulo endoplasmatico...................cc.oooioiiiiiiice e 15
2 JUSTIFICATIVA . . oo, 17
3. 0BIETIVOS o 17
3.1 ObJetivo @eral. ... 17
3.2, Objetivo @SPECITICO. ..ot 18
4. METODOLOGIA . .......ooiiii e, 18
A1 ADIIMATS. ..o 18
4.2. Design Experimental.....................c.coooiiiiii e 18
4.3. Cirurgia de constri¢do do nervo infraorbital................................... 19
4.4, TTAAMENTOS. ... e 20
4.5. Testes COMPOTTAMENTALS...............coveiiiiiiiieee et 20
4.6. ANAlISE €StAISTICA. ......ooiiiiii e 21
S.RESULTADOS oo 21

5.1- Cirurgia de constri¢do do nervo trigeminal causa redugdo do limiar

MECANICO. ... 21

5.2. A CION n@o causou alteragdes no comportamento espontaneo e na resposta a

eStIMULOS TT10. ... 23
5.3. Efeito antinociceptivo da inibicdoda EHS.............................. 25
6. DISCUSSAO. ..o 28

T CONCLUS A . oo 31



BIBLIOGRAFTA ... .o 31

ANEXO I- COMPROVANTE DE APROVACAO DA COMISSAO DE ETICA NO
USO DE ANIMAIS DA UFU ..o, 37



1. INTRODUCAO

O entendimento sobre o que € dor € subjetivo e varia de acordo com o aprendizado de
cada um, por isso, ao longo da historia da humanidade a concepgdo de dor foi se alterando de
acordo com o entendimento cultural e cientifico dos povos. Para as sociedades primitivas a dor
era causada por lesdes de perfuragdo no corpo com um objeto, sejam eles reais ou imaginarios
(MERSKEY, 1980). J4 a Biblia cristd fala que a dor € um castigo divino e a relaciona com a
injaria, miséria e tristeza como descrito em Lamenta¢des capitulo 1, versiculos 12 e 13 e no
livro de Isaias capitulo 53, versiculo 3 (A BIBLIA, 2014). Em contrapartida, os chineses
acreditavam que a dor ¢ resultado do desequilibrio entre as forgas energéticas do corpo (CHEN,
2001). Aristoteles ressaltou a importancia de estimulos sensoriais (visdo, olfato, audicdo,
paladar e tato) como causa da dor, e dando continuidade a seu pensamento, Platdo relacionou o
entendimento de dor e prazer com os orgdos coracdo e figado (MERSKEY, 1980). Essa linha
de pensamento relaciona os aspectos sensoriais € emocionais para o entendimento da dor. Os
estudos sobre histeria, sobretudo estudos freudianos, chamam aten¢do para a influéncia dos
aspectos psicolégicos com a dor, sendo capaz de modular e até mesmo ser a fonte de tal
percepc¢ao, os problemas emocionais podem acarretar em sintomas corporais cComo mecanismo

para sua resolugdo (MERSKEY, 2004).

A dor resulta da interpretacdo cerebral de um estimulo gerado por um dano tecidual,
seja real ou apenas potencial (KUMAR; ELAVARASI 2016). Levando em conta tais
informagdes, e outras provindas de diversos estudos, a Associagdo Internacional para Estudos
da Dor (IASP- Infernational Association for the Study of Pain) define dor como “uma
experiéncia sensorial e emocional desagradavel com dano tecidual real ou potencial”
(TREEDE, 2018). Devido ao envolvimento de fatores emocionais e culturais na interpretacio
da dor, os individuos podem ter entendimentos de dor distintos. Isso se d& pelo envolvimento
do Sistema Nervoso Central (SNC) na interpretacdo da informacao que lhe € trazida através do
Sistema Nervoso Periférico (SNP). O envolvimento de algumas areas do SNC cuja atividade
estd ligada a emog¢des e memorias fazem com que a interpretagdo da dor esteja sujeita a fatores

emocionais (TEXEIRA; FIGUEIRO, 2001).
1.1. ANATOMIA E FISIOLOGIA DA DOR

As fibras nervosas aferentes sdo responsaveis por transportar estimulos sensoriais até o
SNC. Dentre elas temos as fibras AP, que transportam estimulos sensitivos mecanicos, e fibras

Ad e C, que transportam estimulos nocivos e s@o chamadas de nociceptores. As fibras AP,
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mielinizadas, sdo vias sensorias aferentes mecanossensiveis, podendo carrear estimulos

nociceptivos em casos de sensibilizagdo central (VARANDAS, 2013).

Os nociceptores sdo polimodais, isto €, sdo carreadores de estimulos mecanicos,
térmicos e quimicos. Os nociceptores do tipo fibra Ad sdo pouco mielinizadas, tem espessura
média e alta velocidade de conducgio; e do tipo C sdo desprovidas de bainha de mielina e com
baixa velocidade de condugdo (LARSSON; BROMAN, 2018; WILLIS JR.; COGGESHALL,
1991).

Ha dois tipos de fibras Ad, que geralmente estdo relacionadas com dor aguda, as do tipo
1 e do tipo 2. O tipo 1 ¢ sensivel a estimulos mecanicos e possui limiar alto para estimulos
térmicos, esta presente na pele glabra e pele com pelo; ja o tipo 2 possui limiar baixo para
estimulos térmicos, e se adapta quando o estimulo térmico € intenso, pode ser insensivel a
estimulos mecanicos, e estd presente na pele com pelo (TEXEIRA; FIGUEIRO, 2001). As
fibras Ao s@o dependentes de fator neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF) e neurotrofina-3

para transmitir informag¢des (MERIGHI et al., 2008; TEXEIRA; FIGUEIRO, 2001).

As fibras do tipo C estdo relacionadas com dores difusas e polimodais. Dentre as
substancias endogenas capazes de ativar as fibras C esta a prostaglandina, histamina, citocinas,
bradicinina, éxido nitrico, substancia P, glutamato, ATP, entre outras (LARSSON; BROMAN,
2018). De acordo com o perfil neuroquimico destes nociceptores pode-se classifica-los em
fibras C peptidérgicas e ndo peptidérgicas. Fibras C peptidérgicas contém peptideos, como por
exemplo, substancia P, o peptideo relacionado com o gene da calcitonina (CGRP), fator de
crescimento neuronal (NFG) e expressam o receptor de fator de crescimento do nervo (TrkA)
e seus terminais estdo localizadas na lamina mais externa da medula espinal (Iamina I). As
fibras do tipo C néo peptidérgicas expressam o receptores P2X3 para BDNF e estdo localizados
na substancia gelatinosa da medula espinal (Iamina IT) (DALMOLIN, 2006; MERIGHI et al ,
2008).

Os nociceptores estdo presentes em neurdnios sensoriais aferentes primarios que
convergem em ganglios, onde se localiza o corpo celular do neurénio sensorial, podendo ser os
ganglios da raiz dorsal, para nervos periféricos, e o ganglio trigeminal para o nervo trigémeo
(FAGUNDES, 2017). Em seguida os nociceptores se inserem nas areas sensitivas primaria,
corno dorsal da medula espinhal e o nacleo espinhal do trigémeo (LOPES, 2003). Na medula
espinal pode ocorrer a ativagio de reflexos motores, por meio da agdo dos interneurdnios, como

também, o transporte de informag@o para as areas supraespinhais, por meio das vias espino-
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talamicas e espino-parabraquial. A via espino-taldmica se origina da lamina II da medula
espinal e se insere no talamo, que estabelece comunicagdo somatossensorial, e ainda, estabelece
comunicagdes com as vias do sistema limbico, onde ocorre o envolvimento com emogdes e
relagdo com a memoria para a percepcdo da dor. A via espino-parabraquial se origina da lamina
I e estabelece comunica¢do com area parabraquial que pode ser direcionada para amigdala ou
para o hipotalamo e talamo (LEAL, 2016). O tadlamo ¢ uma estrutura fundamental para a
percepcdo da dor; os nucleos ventroposteriomedial e ventroposteriolateral estdo envolvidos na
diferencia¢do do estimulo sensitivo causador da nocicepg¢do (BESSON; GUILBAUD; OLLAL,
1995; NOSEDA; VILLANUEVA, 2017). Os estimulos nociceptivos sdo transportados até o
cortex cerebral, onde diferentes areas serdo ativadas, sobretudo a area somatossensorial
primaria, que esté relacionada com a localizagdo do estimulo nociceptivo (APKARIAN, 1995;

UNG et al., 2014).

A dor nociceptiva € causada pela ativacado fisiologica dos receptores da dor. As lesdes
teciduais desencadeiam reac¢des inflamatérias e, consequentemente, a ativam as vias aferentes
carreadoras dos estimulos nociceptivos. A ativagdo desses nociceptores pode ocorrer devido a
estimulos mecanicos, térmicos e quimicos, podendo ser ativados por substancias endogenas e
exogenas, estas podem ativar receptores da membrana citoplasmatica ou agir no meio
citoplasmatico. Os nociceptores podem informar a localizagdo e a intensidade do estimulo
nociceptivo sendo de suma importdncia para percepcdo de agentes lesivos (LOESER;
TREEDE, 2008). A dor pode ainda ter carater patolégico quando deixa de ser apenas um sinal
de alerta e passa a ser considerado uma doenga, podendo entdo ser classificada de acordo com

a duragdo, fisiopatologia e etiologia (VARANDAS, 2013).
1.2. CLASSIFICACOES DA DOR

A classifica¢do quanto a duragdo divide a dor em duas categorias: dor aguda e cronica
(figura 1). A dor aguda esta relacionada com estimulo mecénicos, térmicos € quimicos
associados a lesdes teciduais ou processos patologicos como infecgdes e processos
inflamatorios de curta durag@o (até trés meses) (CARR; GOUDAS, 1999). Esse tipo de dor leva
a ativacdo do sistema nervoso autdnomo e pode gerar resposta motoras através do arco reflexo,
onde o nervo sensitivo carreia o estimulo nociceptivo até o corno dorsal da medula espinhal e
o neurdnio intermediario realiza a comunicagdo entre a fibra sensitiva e a fibra motora
provocando o movimento reflexo. Analgésicos costumam ser eficazes para tais situagdes
(CORRAL TUESTA, 2018). A dor cronica per dura por trés meses ou mais € ndo,

necessariamente, estd relacionada com estimulo nocivo. Em geral esta associada a algum
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processo patologico causador de alteragdes teciduais ou nervosas resultando no aumento da
sensibilidade por meio da diminui¢do do limiar de dor frente a estimulos, que nem sempre sdo
nocivos, ou ainda podem estimular as termina¢des nervosas por periodo prolongado e causar

potenciais espontaneos e ectopicos (GOLD; GEBHART, 2010).

Os critérios fisiopatologicos permitem classificar a dor cronica em psicogénica e
neuropatica. A dor psicogénica esta mais ligada com a atividade mental e emocional do
individuo. Quando a dor existe sem um processo de injuria ou persiste apos a resolugdo da
injuria ela pode ser entendida como uma dor psicogénica. Ela esté relacionada com memorias
traumaticas do individuo, que por sua vez, sdo capazes de reproduzir as excitagdes neuronais
causadas quando o individuo vivenciou o evento traumatico. Pode estar associada a distirbios
psiquiatricos, ou ainda, a perda de um membro acarretando a sensag¢do de dor no membro
amputado, devido a participacdo de areas do SNC responsaveis pela memoria (FELLER et al.,
2017; ZEMEL; BLIER, 2016). A dor neuropatica ¢ um dos tipos de dores cronicas relacionada
com lesdes ou doencas que afetam o sistema nervoso central (SNC) ou periférico (SNP) e,

justamente por isso, elas sdo classificadas em neuropatias centrais e periféricas.

As neuropatias centrais podem ocorrer devido a atividade anormal ou hiperatividade dos
nucleos sensitivos ventrais desaferentados ou das unidades reticutaldmicas inespecificas
desaferentadas. Esse tipo de dor acontece tardiamente a patologia causadora da lesdo central. A
dor se estende pelas areas onde houve comprometimento sensitivo (BARON et al., 2017). Nas
neuropatias periféricas, as lesdes nos nervos periféricos podem levar a produgio de potenciais
ectdpicos nos axonios, € também, a secrecdo de substancias que excitam os nociceptores. Em
casos de desmielinizagdo dos nervos, fibras com diferentes fun¢des podem estabelecer
conexdes com nociceptores e com estimulos ndo dolorosos sdo interpretados como dolorosos.
Nesses casos de neuropatias periféricas podem ocorrer alteragdes no corno dorsal da medula
espinal acarretando uma hiperatividade espontanea e liberagdo anormal de neurotransmissores,
levando ao desequilibrio da atividade neuronal da medula espinal. As neuropatias podem ser
classificadas em mononeuropatias, quando afetam apenas um nervo e estdo localizadas no
dermatomo do nervo comprometido, ou polineuropatias, quando ocorre na periferia e tem

distribui¢do em bota ou luva (COHEN; MAO, 2014).

As neuropatias podem ser classificadas de acordo com sua etiologia e localizagdo. O
trabalho de Hall (2008) mostrou que a incidéncia de neuralgia pos-herpes ¢ de 28,2/100.000
pessoas ao ano, de neuropatia trigeminal € 27,3/ 100.000 pessoas ao ano e de neuropatia

diabética ¢ de 27,2/100.000 pessoas ao ano no Reino Unido. A incidéncia de dor pos herpes
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estd diminuindo, ao passo que, a neuropatia diabética e trigeminal permanecem constantes no
Reino Unido. O tratamento inicial mais frequente para casos de neuropatia diabética e
neuropatia trigeminal é a carbamazepina, medicamento antiepiléptico associados a um
analgésico. Entretanto ¢ muito dificil encontrar um tratamento que alivia a dor e normalize o

limiar do paciente (HALL; CARROLL; MCQUAY, 2008).

Figura 1- Classificaciao da dor

Fonte: Autoria propria
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1.3. NEURALGIA TRIGEMINAL

A neuralgia do trigémeo € uma mononeuropatia que ocorre devido ao comprometimento
do nervo de trigémeo, apresenta uma prevaléncia de 4,3 pessoas por 100.000 habitantes, sendo
mais prevalente em mulheres, 5,7 pessoas por 100.000 habitantes, em homens a prevaléncia ¢
de apenas 2,5 pessoas por 100.000 habitantes (POSSO; PALMEIRA; VIEIRA, 2016). Na
maioria dos casos essa neuralgia € unilateral, afetando apenas um dos ramos do nervo trigémeo.
E descrita como dor lancinante, abrangendo metade da face e podendo durar alguns segundos
e, ser desencadeada por estimulos como o vento, escovar os dentes, alimentar-se ou mesmo
tocar a face, atingindo diretamente a qualidade de vida dos individuos afetados. A dor pode ser
referida como choque, pontada ou agulhada e, de tdo forte intensidade que muitos pacientes
procuram auxilio médico hospitalar com urgéncia (MAARBJERG et al., 2014). Diferentes
fatores podem levar a neuralgia do trig€meo por provocar lesdes do nervo como degeneragdo

ou compressdo mecanica (BENOLIEL; TEICH; ELIAYV, 2016; ZAKRZEWSKA, 2013).

O Nervo trigémeo (V) é¢ um nervo craniano misto que se divide em trés por¢des V1 (ou
oftalmico), V2 (ou maxilar) e V3 (ou mandibular). Suas vias sensitivas formam o ganglio
trigeminal, localizado em uma fossa na face interna da parte petrosa do temporal. As vias
sensitivas do trig€meo sdo sensiveis a estimulos do tato, dor e temperatura (TORTORA, 2007).
Dentre as neuralgias cranianas a neuralgia trigeminal € a mais frequente. Pode ser classificada
como neuropatia trigeminal classica ou dolorosa (figura 1). A neuropatia trigeminal classica
pode ser caracterizada como uma dor persistente e com ataques em um dos ramos trigeminais
ou paradoxais. Geralmente ¢ unilateral e acomete apenas um dos ramos do nervo trigémeo. A
neuralgia trigeminal acomete mais mulheres e idosos €, na maioria dos casos, ocorre no ramo
maxilar ¢ mandibular (CHESHIRE, 2015; TEPPER, 2018). Na neuralgia trigeminal classica
ocorre a desmielinizag@o das vias aferentes primarias do nervo trigémeo. Em 91% dos casos de
neuralgia trigeminal os pacientes apresentam reagdes dolorosas a mastigacio, toque, ao escovar
os dentes, comer, falar e ao vento frio na face. A neuropatia trigeminal dolorosa ¢ causada por
causas secundarias como infec¢@o por herpes zoster, esclerose multipla e também pode ser
atribuida a pds-traumas. A infeccdo por herpes zoster pode causar neuropatia por infecgdo
agudas ou apos a infecg@o. Sua fisiopatologia estd associada com o processo inflamatério que
causa a desmielinizag@o do nervo trigémeo, ocorre com maior frequéncia no ramo oftalmico do
trigémeo e acomete individuos imunodeficiéntes. Em casos de esclerose multipla pode ocorrer

desmielinizagdo do nervo trigémeo, a neuralgia trigeminal tém prevaléncia de 1,5% a 7,9%
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nesses pacientes e, geralmente, ocorre apos 12 anos da estabiliza¢do da doenga e pode causar

uma dor bilateral (MAARBJERG et al ., 2017).

A dor neuropatica causada por eventos traumaticos, como cirurgias odontologicas, esta
relacionada, em um momento inicial, a resposta inflamatoria e, posteriormente a desmielizagdo
e formacdo de neuroma, dependendo do grau da lesdo (TEPPER, 2018). Outra etiologia comum
¢ a compressdo vascular, que provoca o mesmo processo fisiopatoldégico (LORENZONI,
DAVID; LEVIVIER, 2012). Estudos veem apontando o envolvimento do estresse do reticulo
endoplasmatico em situa¢des de dor orofacial causada por inflamagdo regional na doenga
periodontal e resposta inflamatoéria induzida por Adjuvante Complemento de Freud

(TRINDADE-DA-SILVA etal., 2017; YANG et al., 2014).

1.4. ESTRESSE DO RETICULO ENDOPLASMATICO

O estresse do reticulo endoplasmatico vem demonstrando sua importancia quanto a
fisiopatologia de neuropatias. O estudo de Zhang 2015 mostrou a ativagdo do estresse do
reticulo endoplasmatico em ratos apos cirurgia de ligagdo dos nervos da LS da medula espinal
(ZHANG et al., 2015). Outros estudos apontam o envolvimento da atividade do reticulo
endoplasmatico na neuropatia diabética e dores inflamatorias (INCEOGLU et al., 2015; YANG
et al., 2014). O estresse do reticulo endoplasmatico causa o aumento de proteinas desdobradas
em seu interior, provocando a produ¢@o de algumas citocinas pro-inflamatorias, e também, a
ativagdo da GSK-3, que demonstrou ser importante para vias inflamatorias. A GSK-3 regula a
atividade das proteinas IRE1, PERK e ATF6 que, por sua vez, ativam NF«kB e leva a produgéo
de IL-1B, TNFa e IL-6. A IRE1 ativa XBP1 que tem fung¢@o de promover o splicing do mRNA,
e sua subunidade o tem a capacidade de autofosforilar e promover o recrutamento de
chaperonas para o reticulo endoplasmatico, regulando a atividade da XBP1. A PERK fosforila
a subunidade o do elF-2 que, por sua vez, evita o influxo proteico para o reticulo
endoplasmatico e também aumenta a sintese de mRNA e com o tempo leva a ativagdo de ATF4
que € convertida em ATF6. A ATF6 tem a funcio de fazer a proteodlise (INCEOGLU et al.,
2017; KIM et al., 2015).

Estudos sugerem que a inibi¢do da enzima epoxido hidrolase soluvel ¢ capaz de inibir a
ativagdo do estresse do reticulo endoplasmatico, e devido a isso, possui efeito anti-inflamatério
e antinociceptivo (INCEOGLU et al., 2012, 2017). A enzima epdxi hidrolase solavel ¢ uma
enzima que faz parte da via de degradacdo do acido araquidonico (AA) do citocromo P 450

(SPECTOR; KIM, 2015). A via de degradagdo do AA € uma via de grande importancia para os
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mecanismos de inflamag@o e nocicepgdo (RANG et al., 2011). O acido araquidénico (AA) ¢
um fosfolipidio constituinte da membrana plasmatica, com a ac¢do de fosfolipases,
principalmente a fosfolipase A2. O AA se desprende da membrana plasmatica e fica livre no
citoplasma onde é degradado e da origem aos eicosanoides (LEHNINGER; NELSON, 2006).
Ha trés vias principais para degradagdo do AA, que sdo: a via das cicloxigenases (COX), das
lipoxigenases (LOX) e do citocromo P450 epoxigenase (figura 2). Existem duas isoformas da
COX, a COXI1, envolvida com a produgdo de prostaglandinas com fungdes citoprotetoras, € a
COX2 envolvida com a produg@o de prostaglandinas pro-inflamatorias. A LOX catalisa reagdes
formadoras de leucotrienos, que sdo agentes pro-inflamatorios. O citocromo P450 catalisa as
reagcdes que ddo origem aos acidos epoxieicosatrienoicos (EETs), que sdo rapidamente
convertidos em acidos dihidroxieicosatrienoicos (DHET) pela agdo da enzima epdxido

hidrolase soluvel (EHS) (SILVA, 2016).

Figura 2- Metabolismo do acido araquidénico e atuacio do TPPU.
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Fonte: Autoria propria

O I-trifluorometoxi fenil-3-(1propionil piperidina-4)-ureia (TPPU) ¢ um inibidor da
EHS que demonstrou efeitos antinociceptivos em modelo de neuropatia diabética INCEOGLU
et al, 2015), efeito anti-inflamatorio (TRINDADE-DA-SILVA et al, 2017), efeito
cardioprotetor apos infarto (GUO et al., 2018), efeito neuroprotetor em modelo de doenga de
Parkinson (REN et al., 2018) e redugdo da reabsor¢do Ossea na doenga periodontal
(NAPIMOGA et al., 2018). O TPPU ¢ uma droga de boa absor¢do intestinal e pode ser

administrada via gavagem diluida com PEG400, e causa aumento dos niveis séricos EETs
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(GUO et al,, 2018; OSTERMANN et al., 2015). Desta forma, a hipdtese do presente projeto €
de que a inibigdo da enzima epdxido hidrolase com TPPU previna o estresse do reticulo
endoplasmatico e estabilize as concentracdes de EETs diminuindo a dor resultante da

neuropatia trigeminal.

2. JUSTIFICATIVA

A neuralgia do trig€émeo ¢ um disturbio neuropatico do nervo do trigémeo que causa
episodios recorrentes de dor intensa e subita, descrita como dor em choque ou pontadas, tendo
como a area mais comumente atingida o maxilar. Uma vez instalada, atividades comuns do dia-
a-dia como escovar os dentes, falar, alimentar-se e sorrir podem resultar em episddios de dor
intensa, afetando diretamente a qualidade de vida dos individuos comprometidos. Um fator
agravante dessa patologia ¢ a dificuldade de tratamento. O tratamento farmacologico pode ndo
ser eficaz, muitas vezes € necessario a alteracdo do tratamento apds adaptacdo que resulta na
ineficacia do tratamento apos um certo tempo, e possui efeitos adversos. Como primeira opgao
de tratamento farmacologico € utilizado doses baixas de carbamazepina, e com o tempo ¢
necessario o aumento da dose e reducdo do tempo entre uma dose e outra, como segunda opgao
ha o tratamento com oxcarbazepina (CHESHIRE, 2015). E em ultima opg¢ao ha a utilizagido de
procedimentos médicos como descompressdo vascular, para casos onde a neuralgia trigeminal
¢ causada pela compressdo vascular, terapia de irradiagdo do nervo por gamma knife (KARAM
et al., 2014) e o método de microcompressdo percutdnea com baldo (RUSCHEL et al., 2017)
mesmo com métodos mais invasivos, os sintomas da neuralgia podem retornar apos algum
tempo. Considerando o custo beneficio, a adogdo de um tratamento farmacologico eficaz e que
perdure por mais tempo seria 0 mais conveniente. A realizacdo desse estudo permitiria avangar
no entendimento dos mecanismos envolvidos na indugdo ou manutencio da dor nesta condig3o,

assim como identificar um novo alvo terapéutico mais eficaz e seguro em relag@o aos existentes.
3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o possivel efeito antinociceptivo do inibidor da Enzima Epoxido Hidrolase
Solavel, o 1-trifluorometoxy fenil-3-(1propionil piperidina-4)-ureia (TPPU) em modelo de

neuralgia do trigémeo em camundongos.



18

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Padronizar o modelo de neuralgia trigeminal em camundongos;

o Avaliar a eficicia do TPPU para tratamento de neuralgia do trigémeo em

camundongos.
4. METODOLOGIA
4.1. ANIMAIS

Para realizar o estudo foram utilizados camundongos C57BL/6J machos de seis a oito
semanas de idade (pesando aproximadamente 20 g), provenientes do biotério Central da
Universidade Federal de Uberlandia campus Umuarama. Todos os animais foram mantidos no
biotério sob condi¢des de temperatura (23-25 °C) e ciclo claro/escuro de 12 h, com livre acesso
a ragdo e agua. Foi fornecido enriquecimento do meio na forma de bolas de papel toalha para
confec¢do do ninho. A condug@o dos experimentos com animais condizia com as normas do
Comité de Etica para o uso de Animais de Experimentagdo da UFU (protocolo 117/16-
conforme anexo I) e normas recomendadas pela IASP (ZIMMERMANN, 1983).

4.2. DESIGN EXPERIMENTAL

O design experimental (figura 3) foi baseado nos trabalhos de TREVISAN et al., 2016
e VOS; STRASSMAN; MACIEWICZ, 1994. O periodo de experimentacdo foi dividido em
trés momentos: periodo de ambientagdo, cirurgico e pos-cirargico. O dia da cirurgia foi

considerado o dia zero.

Figura 3- Design experimental.
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Fonte: Autoria propria

O experimento teve duragdo total de 24 dias. Os trés primeiros dias eram o periodo de
ambientagdo com a sala de experimentacdo e com as caixas de contengao, utilizadas para limitar

a mobilidade dos animais durante a analise do limiar mec@nico e permitir o contato do
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experimentador com a face do animal (figura 4). Nesse periodo os animais permaneceram na
sala por uma hora/dia € depois foram colocados nas caixas de conten¢do, onde permaneceram
por trinta minutos antes de serem devolvidos a caixa. No terceiro dia, além da ambientagdo, foi

avaliado o limiar mecanico dos animais.

Figura 4 —Caixa de contencdo.

Fonte: Autoria propria

O dia da cirurgia de constri¢do do nervo infraorbital foi considerado o dia zero, pois ¢
quando o processo patologico de neuralgia do trigémeo se inicia. No periodo pos-cirurgico
foram feitos avaliagcdes comportamentais e tratamento. As avaliagdes comportamentais foram
realizadas nos dias 3, 7, 10, 15 € 20 apds a cirurgia. Nesses dias os animais passaram por uma
ambientagdo de trinta minutos na sala de experimentagdo, ¢ mais quinze minutos nas caixas de

contengdo, ¢ entdo foram feitas as medidas.
4.3. CIRURGIA DE CONSTRICAO DO NERVO INFRAORBITAL

Como modelo de neuropatia do trig€meo foi realizado a constrigdo do nervo infraorbital
dos animais. Primeiramente, os camundongos cram anestesiados através de injegdo
mtraperitoneal de cetamina: xilazina (na dose de 100:10 mg/kg) ¢ entdo tricotomizados na
regido vibrissial. Em seguida, foi feita uma incisdo acima do 1abio superior direito lateral ao
nariz expondo o nervo infraorbital, ¢ entdo, duas amarras (fio cirirgico3) foram feitas em tormo
do nervo infraorbital com uma distancia média de 2 mm (figura 5) (TREVISAN et al., 2016;
VOS; STRASSMAN: MACIEWICZ, 1994). Animais falso-operados (sham) foram submetidos

ao mesmo procedimento, porém sem realizagdo da amarra do nervo infraorbital. Apos a cirurgia
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os animais foram avaliados quanto ao desenvolvimento de dor em diferentes tempos apos a
cirurgia, conforme citado anteriormente.
Figura 5- Amarras no nervo infraorbital de um camundongo. A) Ramifica¢des do nervo

trigémeo em camundongos. B) Amarras com fio cirirgico no nervo infraorbital de
camundongo, localizado no ramo V2.

Ganglio trigeminal
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Fonte: Autoria propria
4.4. TRATAMENTOS

Os animais foram divididos em: grupo naive (n=3), sham (n=4), CION (n=5), tratado
com o TPPU (n=6) e tratado com veiculo (PEG400) (n=3). O tratamento foi feito na dose de 3
mg/kg (INCEOGLU et al., 2012) administrado por gavagem (via oral), uma vez ao dia, a partir

do terceiro dia ap0s a cirurgia, até o término das medidas.
4.5. TESTES COMPORTAMENTAIS

Para avaliag@o do limiar mecanico foi aplicado um estimulo com os filamentos de Von
Frey na regido vibrissial do lado direito da face do animal (ipslateral a cirurgia) onde o filamento
era pressionado até apresentar uma leve curvatura e, assim, mantido por um segundo. Foi
utilizado o modelo “up and down”, onde primeiramente o estimulo mecanico era aplicado
utilizando o filamento de 0,16g. Quando havia resposta nociceptiva (grooming facial ipslateral,
resposta extremamente agressiva) era utilizado o proximo filamento menor da sequéncia, e
quando ndo havia resposta nociceptiva era testado o proximo filamento maior da sequéncia. O
limiar do animal ¢ o menor filamento capaz de gerar resposta nociceptiva (VOS;
STRASSMAN; MACIEWICZ, 1994). Para isso os animais foram colocados em caixas de
contengdo (Figura 4), feitas de acrilico e de formato cilindrico com aberturas laterais para
entrada de ar e acesso dos filamentos de Von Frey a face do animal. Para tanto, os animais

foram ambientados nas caixas de conten¢do, conforme descrito anteriormente.
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Avaliacdo da resposta espontanea foi feita em caixas elevadas com fundo de tela e apos
uma hora de ambienta¢do com o aparato foi avaliado o grooming facial durante 15 minutos. A
avaliag@o da sensibilidade térmica ao frio foi feita apos a aplicagdo de 20 pL de acetona na
regido das vibrissas ipslateral a cirurgia utilizando uma seringa de insulina com adaptagoes,
sem que a mesma tocasse a face do animal. Ap6s a aplicagdo topica da acetona os animais foram
colocados em uma caixa de acrilico e foi cronometrado o tempo de grooming facial feito até 5
minutos apos o estimulo. O grooming facial se trata do ato de esfregar as patas na regido da

face.
4.6. ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada com auxilio dos softwares Excel 2016, Bioestat 5.0 e
GraphPad prism 5. Foi realizado o teste de normalidade de Shapiro Wilk considerando o valor
de a=0,05. Em seguida foi aplicado o teste de probabilidade para dados ndo paramétricos o teste
de Kruskal-Wallis com teste pos hoc de Student Newman Keuls ou teste de Mann-Whitney,
para todos foram considerados o valor de a=0,05. Os resultados foram descritos em mediana e

médiat Erro padréo.
5. RESULTADOS

5.1- CIRURGIA DE CONSTRICAO DO NERVO TRIGEMINAL CAUSA
REDUCAO DO LIMIAR MECANICO.

Para avaliar o limiar mecanico os animais foram colocados em caixas de contengdo para
viabilizar o estimulo mecanicos da regido vibrissial ipslateral a cirurgia com os filamentos. A
pressdo feita por cada filamento foi dada em gramas e o resultado expresso em média + erro
padrdo e mediana e aplicado o teste de Kruskal Wallis com teste pos hoc de Student Newman
Keuls comparando a variagdo das medidas dos grupos ao longo dos dias considerando a=0,05
(tabela 1). Os animais que foram submetidos a CION apresentaram redug@o significativa do
limiar mecanico nos dias 7 (p=0,014), 15 (p=0,011) e 20 (p=0,001) apds a CION quando
comparados com sua medida basal, ndo houve diferenga estatisticamente significante entre o
limiar mecanico basal e do dia 3 apos a CION. Os animais Naive e Sham, que foram submetidos
aos mesmos procedimentos (exceto cirurgico), ndo apresentaram comportamento semelhante
ao grupo CION, pois ndo houve diferenca estatisticamente significante entre as medidas ap6s o

dia da cirurgia com a medida basal (naive p=0,826; sham p=0,931) (grafico 1).
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Tabela 1- Avaliacio do limiar mecanico para padronizacio do modelo de neuralgia

do trigémeo.

NAIVE (N=3) SHAM (N=4) CION (N=5)
Mediana Média+ Erro Mediana Média+ Erro  Mediana Meédia + Erro
Padrao Padrao Padrao

BASAL 0,4 0,4+ 0 0,4 0,3+0,06 0,4 0,35+0,05
(DIA -1)

DIA 3 0,4 0,33+ 0,12 0,4 0,37£0,09 0,16 0,12+0,03

DIA 7 0,16 0,26+ 0,06 0,4 0,28+0,08 0,04 0,06+0,03
DIA 10 0,4 0,35+ 0,12 0,4 0,4240.15 0,07 0,120,09
DIA 15 0,4 0,400 0,6 0,5+0.16 0,07 0,06+0,03
DIA 20 0,4 0,310,06 0,16 0,5+0.21 0,02 0,030,01
VALOR 0,826 0,931 0,021

DEP

Nota: limiar mecanico dado em gramas, teste de Kruskal-Wallis adotando significancia

para valores de p<0,05.

Grafico 1- Curva do limiar mecianico em fun¢io do tempo de experimento para
padronizac¢io do modelo de neuralgia do trigémeo. Resultados expressos em média + erro

padrdo. *p<0,05; ***p<0,005.
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52. A CION NAO CAUSOU ALTERACOES NO COMPORTAMENTO
ESPONTANEO E NA RESPOSTA A ESTIMULOS FRIO.

Para avaliar o comportamento espontaneo os animais foram colocados em gaiolas
suspensas com fundo de grade e ap6s o periodo de ambientagdo foi avaliado o tempo (dado em
segundos) gasto com o comportamento de grooming da regido facial durante 15 minutos, o
resultado foi expresso em média + erro padrdo (grafico 2). O grafico 2 mostra o tempo gasto
com o grooming facial dos animais de cada grupo, o teste estatistico aplicado foi o teste de
Kruskal Wallis com teste pos hoc de Student Newman Keuls comparando a diferenga entre o
desempenho dos grupos para cada dia e considerando a=0,05. Foi observado diferenca
estatistica apenas no vigésimo dia apds o procedimento cirargico (p=0,034) o teste pos hoc
apontou diferenga entre os grupos naive e CION (p=0,011), ndo houve diferenga significante

com a comparagdo dos grupos naive e sham (p=0,09) e sham e CION (p=0,396) (tabela 2).

Tabela 2- Avaliacio da resposta espontinea para padronizacio do modelo de

neuralgia do trigémeo.

GRUPO PARAMETROS DIA 3 DIA 7 DIA 10 DIA1S DIA20

'NAIVE ‘ Mediana 50 74 57 68 1
(N=3) | Média+ erro 50,2429  73+£10,2  68,6£21,2 57+14,1 7,8+73
SHAM | Mediana 66 43 19 38 17
(N=4) | Média+ erro 46,8t14,9 74,4285 35,4+14,3 41,8+73 26,2+10,1
CION | Mediana 66 73 30 63 42
(N=5) | Média+ erro 57,2£19,7 86,6£22,4 49,2423 4 50,4+14 61426,9

VALOR DE P | 0,79 0,93 0,64 0,25 0,034

|
|

Nota: resultados expressos em mediana e média + erro padrdo do tempo de grooming

facial ndo evocado (dado em segundos), e teste de Kruskal- Wallis considerando significancia

para valores de p<0,05.
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Grifico 2- Curva do tempo de grooming facial em funcio do tempo de experimento

para padronizacio do modelo de neuralgia trigeminal. *p<0,05.
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Fonte: Autoria propria

O teste de sensibilidade térmica utilizado foi o teste de aplicagdo topica de 20uL. de
acetona na regido vibrisial ipslateral a cirurgia e avaliagdo do tempo de grooming (dado em
segundos) facial do animal por cinco minutos, resultados foram descritos como média + erro
padrdo e analisados pelo teste estatistico de Kruskal Wallis com teste pos hoc de Student
Newman Keuls comparando o desempenho dos trés grupos para cada dia (grafico 3). O grafico
3 mostra o tempo que cada animal dedicou para o grooming facial apds a aplicagdo topica de
acetona. Foi observado diferenga estatisticamente significante entre o desempenho dos animais
no sétimo dia apos a cirurgia (p=0,045), o teste pos hoc apontou diferenga significante quando
foi feita a comparagdo do grupo Naive e sham (p=0,02), entretanto ndo houve significancia

quando os grupos naive e CION (p=0,671) e sham e CION (p=0,056) foram comparados (tabela
3).

Apoés obter tais resultados com os testes de comportamento espontaneo, resposta a
estimulo térmico e limiar mecanico foi dada continuidade do trabalho utilizando apenas a
avalia¢do do limiar mecéanico dos animais, devido aos resultados dos testes de comportamento
espontaneo e resposta a estimulo frio ndo serem representativos e ndo estarem de acordo com
resultados relatados na literatura (TREVISAN et al, 2016; VOS, STRASSMAN;
MACIEWICZ, 1994).
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Grafico 3- Curva do tempo de resposta ao estimulo frio em funcio do tempo de

experimento. *p<0,05.
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Tabela 3- Avaliacao da resposta ao estimulo frio para padronizacio do modelo de

neuralgia do trigémeo.

GRUPO PARAMETRO DIA 7 DIA 10 DIA 15 DIA 20
NAIVE (N=3) | Mediana 39 17 91 17
Media+ Erro padrdo  39,7423,1 27,7+12,7 26,7+11,3 20+4,6
SHAM (N=4) | Mediana 95 7 20,5 18,5
Médiat Erro Padrio 8,5+2,3  8,543,4  20,25+7,1 18,75+4.3
CION (N=5) | Mediana 29 13 27 22
Média+ Erro Padrdo 30,6+6,8 15,6£3.6 34,8+t13,9 244+28
VALOR DE P 0,045 0,06 0,46 0,16

Nota: Resultados expressos pela mediana e média + erro padrao do tempo de grooming
facial (em segundos) evocado por estimulo frio, e teste de Kruskal- Wallis considerando

significancia para valores de p<0,05.
5.3. EFEITO ANTINOCICEPTIVO DA INIBICAO DA EHS.

O tratamento com TPPU, inibidor de EHS, foi iniciado no terceiro dia apds a CION. A
primeira dose foi administrada apos a avalia¢do do limiar basal do dia, e em seguida foi aferido
o limiar mecanico ap6s 30 minutos, uma, duas, quatro, seis e 24 horas. Os resultados foram

representados como média + erro padrio e aplicando o teste de Mann Whitney. Analisando a
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curva de analgesia apos a primeira dose de TPPU ¢ possivel observar que apos uma hora do
tratamento € possivel observar o aumento do limiar mecanico dos animais tratados (p=0,004),
0 que também € observado apos 24 horas apds o primeiro tratamento (p=0,037), nos demais
horarios ndo foram observadas alteragdes estatisticamente significantes no limiar mecanico

(gréafico 4-B; tabela 4).

A avaliagdo do limiar mecanico durante o periodo de tratamento diario foi feito apds
uma hora do tratamento do dia de mensuragdo, os resultados foram expressos como média =
erro padrdo e aplicado o teste de Kruskal Wallis e teste pos hoc de Student Newman Keuls
comparando a variagdo do desempenho dos grupos ao longo dos dias (tabela 5). Foi observado
que houve diferenca estatisticamente significante em todos os dias de tratamento, nos dias 3

(p=0,003), 7 (p=0,006), 10 (p=0,016), 15 (p=0,004) e 20 (p=0,038) (grafico 4-A).

Tabela 4- Efeito da dose unica do TPPU sobre o limiar mecanico dos animais

submetidos a CION.

PEG 400 (N=3) TPPU (N=6) VALOR DE
Mediana Média+ Erro Mediana Média+ Erro P
Padrao Padrao
DIA -1 0,6 0,450,093 0,7 0,597+0,187 0,631
BASAL | 0,04 0,050,073 0,115 0,180+0,073 0,262
30 MIN | 0,04 0,039+0,011 0,115 0,170+0,090 0,200
1H 0,02 0,023+0,006 0,16 0,243+0,087 0,004
2H 0,04 0,039+0,011 0,115 0,341+0,220 0,262
4H 0,07 0,083+0,026 0,055 0,221+0,120 0,873
6 H 0,07 0,17+0,073 0,03 0,053+0,023 0,109
24H | 0,008 0,029+0,013 0,16 0,120+0,027 0,037

Nota: Resultados expressos pela mediana e meédia + erro padrao do limiar mecanico (dado em

gramas), e teste de Mann-Whitney considerando significancia para valores de p<0,05.
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Grafico 4- Efeito analgésico do tratamento com TPPU- A) Curva de variacio do
limiar mecanico em funcio do tempo durante o tratamento diario. B) Curva de variacao
do limiar mecanico em funcio do tempo apo6s a primeira dose do tratamento. *p<0,05;

*%p<0,01; ***p<0,005.
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Tabela 5- Teste pos hoc de Student Newman Keuls para a avaliacio do limiar

mecanico durante o tratamento diario.

EQUIPARADOS DIA3 DIA7 DIA10 DIA 15 DIA 20
PEG400 X TPPU | 0,006 0,003 0,019 0,150 0,013

PEG400 X SHAM | 0,002 0,016 0,012 0002 028
SHAM X TPPU | 0,746 0,589 0,87 0,084 0,15

Nota: significancia estatisticas para valores de p<0,05.
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6. DISCUSSAO

Em humanos a Neuropatia trigeminal €, na maioria das vezes, associada a infecgdo de
herpes, e também a constricdo vascular. O modelo utilizado pode ser comparado com a
neuropatia trigeminal que ocorre devido a constri¢do do nervo por vasos e também a lesdo pos
cirurgia odontoldgica, pois possuem etiologia semelhantes que podem dar inicio aos mesmos
processos fisiopatologicos ocasionados pela compreensdo mecanica do nervo € 0s processos
inflamatorios devido a lesdo tecidual no local e o a injuria do nervo. Estudos anteriores mostram
que assim como a patologia em humanos os animais submetidos a CION apresentam dor
unilateral e no ramo trigeminal acometido, no caso o ramo V2, e reducdo do limiar mecanico e

térmico, seja ele por estimulo frio ou quente.

O presente estudo mostrou que, assim como em outros estudos, ha redu¢do do limiar
mecanico dos animais submetidos a CION (grafico 1), entretanto, o teste aplicado para avaliar
o limiar térmico ndo foi fidedigno com o encontrado na literatura. No estudo de Trevisan e
colaboradores (2016), o qual utilizou a mesma metodologia que o presente estudo, mostrou
que os animais submetidos a CION gastaram mais tempo com o grooming facial apds aplicagdo
topica de acetona quando comparados com os animais do grupo controle. Em nossas condi¢des
laboratoriais tal metodologia ndo trouxe o resultado esperado para avaliar o limiar térmico
(grafico 3), mas outras metodologias para avaliar o limiar térmico poderiam ainda ser
exploradas, conforme sugere a literatura. Chichoro e colaboradores (2006) avaliou a
sensibilidade térmica no mesmo modelo de neuralgia aplicando o spray de tetrafluoroetano por
trinta segundos para mimetizar estimulos frios € em seguida avaliou o grooming facial durante
dois minutos. Assim como Chichoro, Theodoro e colaboradores (2013) e Kopruszins e
colaboradores (2012), observaram que os animais submetidos a CION apresentam aumento do
tempo de grooming facial, mas para tais estudos foram utilizados ratos. Lyons e colaboradores
(2015) fez uma adaptagdo da metodologia de Neubert e colaboradores (2005), e utilizou um
bastdo metalico para aplicar os estimulos térmicos na regido V2 dos animais, a temperatura do
bastdo era ajustada e com isso ele a utilizava para aplicar estimulos frio e quente. O trabalho de
Luiz e colaboradores (2015) avaliou o limiar térmico utilizando estimulo quentes, posicionando
uma fonte de calor irradiada a um cm de distancia da regido vibrissial e o tempo que o animal

demorava para ter o reflexo de retirar a cabega ou a retragdo facial.

A avaliagdo da resposta espontdnea foi outro parametro avaliado com a mesma
metodologia de Trevisan e colaboradores (2016) e que ndo apresentou os mesmos resultados

no presente estudo. Trevisan observou que os animais submetidos a CION gastaram mais tempo
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realizando o grooming tacial mesmo sem aplicag@o de estimulo, nossas condi¢des laboratoriais
ndo corroboram para obtengdo de resultado semelhante com tal metodologia (grafico 2). Ha
ainda outras formas de avaliar o comportamento espontineo nociceptivo. E possivel avaliar a
expressao facial, piloerecdo, perda de peso e a postura para avaliar se o animal esta sentindo
dor ou ndo, Langford e colaboradores 2010 desenvolveu uma escala de expressdes faciais de
camundongos (MGS- mouse grimace scale), onde a expressdo facial do animal € avaliada e a
dor pode ser classificada em normal, moderada e severa (figura 6-A); Akintola e colaboradores
(2017) utilizou a mesma metodologia para avaliar a dor em modelo de neuralgia trigeminal
roedores e observou que os animais CION obtiveram score maior que os animais sham. Tal
método foi desenvolvido devido a existéncia de uma metodologia parecida, que € utilizada para
avaliar a dor em criangas, sobretudo neonatos e criangas de até um ano, onde € utilizada a escala

de expressdo facial (figura 6-B) (BIERI et al., 1990).

Figura 6- Escalas de dor. A) Escalas de dor, Mouse Grimace scale. B) Escala de Oucher
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Fonte: Adaptado de Ramalho (2017) e Langford (2010)

Apos observar os resultados da padronizagdo dos experimentos foi dada continuidade

ao trabalho utilizando apenas a avaliagdo do limiar mecanico. Os resultados do tratamento
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mostraram que o TPPU tem efeito antinociceptivo apos uma hora de sua administragdo (grafico
4B). O TPPU ¢ um farmaco de rapida absor¢do intestinal e ¢ lentamente metabolizado pelo
figado, e o metabolismo de fase Il ndo causa efeito relevante sobre as concentragdes de TPPU
(OSTERMANN et al., 2015). Ao analisar a curva de analgesia do TPPU ¢ possivel observar
que apos 24 horas os animais tratados possuem limiar mecanico maior que o grupo veiculo,
isso se deve ao fato de que mesmo apos 25 horas da administragdo o TPPU na dose de 3mg/ kg
continua com niveis plasmaticos acima de sua IC50 (LIU et al., 2013). O tempo de metabolismo
do TPPU indica que doses menos frequentes sdo eficazes para o tratamento de neuropatia, e
ainda que pode ter a reducdo da dose e ainda assim obter um bom resultado com o tratamento.
Apés a curva de analgesia decidimos realizar o teste comportamental apdés uma hora do
tratamento e observamos que o tratamento com TPPU ¢ eficaz a partir da primeira dose e per
dura por 17 dias (grafico 4A). Existem outros inibidores para EHS que podem ter efeito
semelhante, como por exemplo o AUDA, TPAU, TUPS que também foram testados para
neuropatia diabética e apresentaram efeito antinociceptivo (INCEOGLU et al., 2012).

Um possivel mecanismo de acdo dos IEHS ¢ a inibicdo do estresse do reticulo
endoplasmatico que pode estar envolvido na fisiopatologia da dor. Estudos mostram que os
IEHS inibem o estresse do reticulo endoplasméatico em modelos de dor, neuropatia diabética e
dor inflamatéria (WAGNER et al., 2013). O estresse do reticulo endoplasmatico pode estar
envolvido na fisiopatologia da dor, uma vez que, sua indugdo causa analgesia, e sua ativagao
foi detectada em diferentes modelos de dor. A metodologia de indugéo de neuropatia trigeminal
por meio da CION ¢ similar com a metodologia de neuropatia do nervo ciatico por ligagdo do
nervo espinhal da L5, e nesse modelo foi observado estresse do reticulo endoplasmatico com
aumento das proteinas ATF6, BIP, elF2a no corno dorsal da medula espinal ipslateral a lesdo

(ZHANG et al ., 2015).

A constrigdo de um nervo leva a liberagdo de algumas citocinas, como TNFo e NFkB,
e também da enzima NOX que leva a ROX, esses fatores causam estresse oxidativo celular,
levando a disfung@o mitocondrial e o estresse do reticulo endoplasmatico desregulando, assim,
a homeostase celular levando a morte celular, sobretudo de células da glia e consequentemente
a desmielinizagdo do nervo (COELHO et al., 2014; ISLAM, 2017; TREVISAN et al., 2016;
ZHANG; CHI, 2018). A inibig¢do da enzima EHS causa redu¢ido dos niveis de TNFo, NFkB e
NOX e também da COX2 e LOX, podendo ser assim um de seus mecanismos de acdo

(WAGNER et al., 2017).
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A disfungdo mitocondrial leva a liberagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS-
reative oxigen species), que por sua vez estimulam o reticulo endoplasméatico causando seu
estresse. A disfungdo mitocondrial leva a apoptose e estd relacionada com dor,
neurodegeneragdo, diabetes, doengas cardiovasculares e, também, correlacionada com a morte
de células do sistema nervoso, como as células da glia. A morte de células da glia causa
desmielizagdo dos nervos, o que ocorre na neuralgia trigeminal, assim como em outras dores
cronicas. A desmieliniza¢do do nervo leva a comunicagdes entre as fibras nervosas, e estimulos
ndo nocivos podem ser interpretados como dolorosos devido a uma comunicagdo de fibras
sensitivas com os nociceptores. Os EETs também causam inibi¢do da disfungdo mitocondrial,
o que pode estar relacionado com um mecanismo para diminuir a desmieliza¢do do nervo, e
consequentemente reduzir os sintomas da neuralgia trigeminal. Por isso a disfungdo
mitocondrial pode ser a chave para a fisiopatologia da neuralgia trigeminal e para tantas outras

neuropatias (INCEOGLU et al., 2017).

Entretanto para confirmacio de tal teoria sdo necessarios mais estudos, uma vez que o
presente trabalho ndo trouxe nenhum estudo molecular € o n amostral utilizado ainda néo ¢
representativo. Tais resultados sdo apenas indicativos que tais eventos acontecem, mas nao os

confirmam e mais estudos serdo necessarios.
7. CONCLUSAO

O presente estudo indica que animais submetidos a CION apresentam reducao do limiar
mecanico, € o TPPU possui efeito antinociceptivo em modelo de neuralgia trigeminal em
camundongos, apds uma hora e 24 horas ap6s a primeira dose, e continua sendo eficaz apos 17
dias consecutivos de tratamento. Mais estudos sdo necessarios para consolidar tal achado e para

melhor entender o mecanismo de agdo do TPPU.
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