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RESUMO

As Ulceras orais sdo lesGes comuns na rotina odontoldgica, que surgem em resposta a danos no
epitélio, expondo o tecido conjuntivo subjacente e demandando tratamentos que acelerem a
cicatrizacdo. Entre as opg0es terapéuticas, medicamentos capazes de potencializar esse processo
ganham destaque. O Cloridrato de Naltrexona, conhecido principalmente como antagonista dos
receptores opioides e utilizado no tratamento de dependéncias quimicas, tém demonstrado efeitos
promissores na cicatrizacdo de feridas e na reducgéo do limiar da dor. O presente estudo teve como
objetivo avaliar a influéncia do uso da naltrexona orabase na cicatrizacdo de Ulceras orais induzida
em ratos. Foram utilizados 200 ratos Wistar fémeas, divididos em cinco grupos de tratamento: trés
doses diferentes de Naltrexona Orabase (1 mg, 0,3 mg e 0,1 mg), um grupo placebo e um grupo
controle negativo. Cada grupo foi subdividido em quatro subgrupos, de acordo com o tempo de
eutanésia ap6s a inducdo da Ulcera, que foi realizada com um bisturi circular de 6 mm de didmetro.
A medicacdo foi aplicada topicamente duas vezes ao dia. Os parametros avaliados incluiram a
medicdo da area da Ulcera, a variacdo do peso corporal dos animais, escores histologicos e analise
histomorfométrica das células envolvidas no processo cicatricial, como polimorfonucleares,
mononucleares e fibroblastos/miofibroblastos. Os dados quantitativos foram expressos em média
+ erro padrdo da média (EPM) e analisados estatisticamente por ANOVA 2-way com correcao de
Bonferroni. Dados ndo paramétricos foram avaliados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido de
Dunn. Os resultados indicaram que a aplicacdo tdpica da Naltrexona Orabase promoveu uma
reducdo na area das Ulceras, especialmente na dose mais alta (1 mg) (p<0,001), que também
favoreceu a manutencdo do peso corporal dos animais durante o periodo de avaliacdo. Houve uma
reducdo expressiva de mononucleares e um aumento progressivo no numero de fibroblastos,
principalmente nas doses de 0,3 mg e 1 mg (p<0,001). A dose de 1 mg também foi responsavel
pelos melhores escores histoldgicos relacionados a inflamacdo. Esses achados reforcam o
potencial terapéutico da Naltrexona no processo de cicatrizagdo, com propriedades analgésicas e,
possivelmente, anti edematosas quando aplicada topicamente. Dessa forma, a Naltrexona Orabase
demonstrou uma resposta pro-cicatrizante em Ulceras orais de ratos e reducdo da inflamacao,

abrindo caminho para seu potencial aplicacdo clinica no tratamento de Ulceras orais.

Palavras Chaves: Ulceras Orais; Naltrexona; Pomadas; Cicatrizacio.



ABSTRACT

Oral ulcers are common lesions in routine dentistry, which appear in response to damage to the
epithelium, exposing the underlying connective tissue and requiring treatments to speed up
healing. Among the therapeutic options, drugs capable of potentiating this process stand out.
Naltrexone hydrochloride, known mainly as an opioid receptor antagonist and used in the
treatment of drug addiction, has shown promising effects on wound healing and pain threshold
reduction. The aim of this study was to evaluate the influence of the use of naltrexone orabase on
the healing of oral ulcers induced in rats. Two hundred female Wistar rats were used and divided
into five treatment groups: three different doses of Naltrexone Orabase (1 mg, 0.3 mg and 0.1
mg), a placebo group and a negative control group. Each group was subdivided into four
subgroups according to the time of euthanasia after ulcer induction, which was carried out with a
6 mm diameter circular scalpel. The medication was applied topically twice a day. The parameters
evaluated included measuring the area of the ulcer, the change in the animals' body weight,
histological scores and histomorphometric analysis of the cells involved in the healing process,
such as polymorphonuclear, mononuclear and fibroblasts/myofibroblasts. Quantitative data was
expressed as mean + standard error of the mean (SEM) and statistically analyzed by 2-way
ANOVA with Bonferroni correction. Non-parametric data was evaluated using the Kruskal-
Wallis test followed by Dunn's test. The results indicated that the topical application of Naltrexone
Orabase promoted a reduction in the area of the ulcers, especially at the highest dose (1 mg)
(p<0.001), which also favored the maintenance of the animals' body weight during the evaluation
period. There was a significant reduction in mononuclear cells and a progressive increase in the
number of fibroblasts, especially at the 0.3 mg and 1 mg doses (p<0.001). The 1 mg dose was also
responsible for the best histological scores related to inflammation. These findings reinforce the
therapeutic potential of Naltrexone in the healing process, with analgesic and possibly anti-
edematous properties when applied topically. Thus, Naltrexone Orabase demonstrated a pro-
healing response in rat oral ulcers and reduced inflammation, paving the way for its potential

clinical application in the treatment of oral ulcers.

Keywords: Oral Ulcer; Naltrexone; Ointments; Wound Healing.
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1 INTRODUCAO

A presenca de Ulceras orais € um frequente achado na clinica odontoldgica, sendo
definida como lesGes em mucosa de cavidade oral que apresenta danos ao epitélio e tecidos
subjacentes. A etiologia pode estar associada a trauma, infecgédo, deficiéncia nutricional,
radioterapia e quimioterapia (Wagner et al., 2013).

O processo cicatrizador de Ulceras orais apresenta diversos mecanismos celulares e
moleculares, que objetivam restituir o tecido lesado e sdo divididos em fases sequenciais,
chamadas de inflamagéo, proliferagdo e remodelacéo (Landén; Stahle, 2016)

E comum os pacientes relatarem alta sensibilidade dolorosa durante o processo
cicatricial. Isso se deve a exposi¢do do tecido conjuntivo que expde terminacfes nervosas ao
meio oral, o que prejudica a qualidade de vida do paciente lesado. Logo, demonstra-se
necessarias terapias que objetivam reduzir a dor e acelerem o processo cicatrizador (Hapa et
al., 2011).

A Naltrexona ¢ um farmaco antagonista dos receptores opidides (ROs) agindo
diretamente impedindo o aumento da atividade do sistema opi6ide enddgeno, cujo efeito de
reforco positivo leva a estados de adigdo (Serecigni, 2015). Seu uso primério foi indicado no
tratamento de estagios de dependéncia ao alcool, entretanto, outras modalidades terapéuticas
associadas a droga tém ganhado destaque, a exemplo disso, temos Seu uso no processo de
cicatrizacdo de feridas. Sua capacidade proliferativa nesse processo é dado por meio da
interacdo com receptores opidides (ROs), principalmente, com o receptor de fator de
crescimento opidide (OGFr) (Hendershot et al., 2017; Immonen; Zagon; Mclaughlin, 2014).

Além dos processos nociceptivos, os ROs regulam funcBes celulares como a
proliferacdo, apoptose (Chen; Law; Loh, 2008; Lin et al., 2021; Wang et al., 2017), migracédo
e adesdo celular (Wang et al., 2017). Em consonancia a isso, considera-se que esses receptores
sdo capazes de modificar o processo cicatrizador, embora a compressdo do efeito ainda seja
inconclusiva.

No entanto, o conhecimento dos efeitos e mecanismos dessa droga, quando utilizados
fora de sua indicacdo classica, ainda é limitado. Diaz et al. (2024) demonstraram que a
administracdo oral da naltrexona contribuiu positivamente ao fechamento de ulceras orais.
Assim, compreender os mecanismos envolvidos e replicar esse modelo de forma topico pode

representar um avango significativo no manejo clinico de Ulceras orais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia do uso da naltrexona orabase na cicatrizacao de Ulceras orais

induzida em ratos.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Avaliar a influéncia de diferentes doses de Naltrexona na cicatrizacao clinica em ratos
Wistar submetidos a modelo ulcera traumatica em mucosa jugal;

2.2.2 Avaliar a influéncia de diferentes doses de Naltrexona nas fases de cicatrizacéo
histologica e aspectos histomorfométricos em ratos Wistar submetidos a modelo Ulcera
traumatica em mucosa jugal;

2.2.3 Avaliar a influéncia de diferentes doses de Naltrexona na variacdao ponderal em ratos

Wistar submetidos a modelo Glcera traumatica em mucosa jugal.



3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Ulcera

Em Jdlceras recorrentes ou crbnicas sdo necessarias modalidades terapéuticas
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cicatrizadoras a fim de restituir a funcéo e a fisiologia do tecido lesado. A exemplo dessas

terapias pode-se incluir a aplicacdo de esteroides, tetraciclina, analgésicos, bochechos

antissépticos e outros (Scully; Shotts, 2000).

A resposta cicatrizante de Ulceras orais € mais habil que as de feridas de pele
(Szpaderska; Zuckerman; Di Pietro, 2003), isso ocorre devido a presenca de citocinas,
fatores de crescimento e proteases na saliva (Zelles et al., 1995), bem como suas diferentes
respostas celulares durante a cicatrizacdo (Chen et al., 2010). Apesar de possuir um processo
de cicatrizacdo mais rapido, estratégias que objetivem melhorar a resposta a cicatrizagao de
feridas orais s@o importantes, uma vez que podem contribuir para o desenvolvimento e
refinamento dos procedimentos cirdrgicos e para o conforto do paciente no pos-operatorio
(Santamaria et al., 2017).

O processo ulcerativo promove o envolvimento de vasos sanguineos, ativacdo
plaquetaria associado a formacdo de tampao primario, ativacao da cascata de coagulagdo e
formacdo de fibrina (Hart, 2002). Simultaneamente ao envolvimentos dos fatores
sanguineos, macrofagos residentes e mastocitos promovem a liberacdo de aminas vasoativas
(histamina e serotonina), gerando um aumento na permeabilidade vascular, promovendo a
saida de transudatos (eletrélitos e pequenas moléculas), exsudatos (albumina e fibrinogénio),
simultaneamente, a liberacdo de citocinas inflamatérias, como Fator de Necrose Tumoral
(TNF-a), Interleucina - 1B (IL-1B) e quimiocinas, principalmente I1L-8, responsavel pela
atracdo de neutrofilos, os primeiros leucécitos a migrarem ao sitio inflamatério em 24 horas
(Hart, 2002; Glim et al., 2013).

E comum os pacientes aferirem alta sensibilidade dolorosa durante o processo
cicatrizador, justificado pela exposicdo conjuntiva e terminagdes nervosas na regido, o que
prejudica a qualidade de vida do paciente. Logo, demonstra-se necessario terapias que tenham
como objetivo reduzir a dor e acelerar o processo cicatrizador (Hapa et al., 2011). O estimulo
a proliferacdo celular pode favorecer o processo de cicatrizagcdo de Ulceras orais. Assim, a
administracdo de fatores de crescimento ou o favorecimento da sua sintese ja foi avaliado no

tratamento dessas lesdes, apresentando resultados favoraveis (Dewedar; Farid; Adawy, 2018;

Fujisawa; Miyamoto; Nagayama, 2003).
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3.2 Naltrexona
A naltrexona foi aprovada pela FDA (Federal Drug Administration) em 1994 para o
tratamento de estados de dependéncia ao alcool, e, desde entéo, tem sido usado classicamente
para esse fim (Hendershot et al., 2017; Singh; Saadabadi, 2022; Younger; Parkitny; Mclain,
2014) nas concentracOes de 50 a 100mg por dia (dose padréo) (Toljan; VVrooman, 2018).
Além disso, a Naltrexona apresenta como propriedade o aumento na proliferagdo
celular, por meio de sua interagdo com receptores opidides (ROs), principalmente, com o fator
de crescimento opidide (OGFr) (Immonen; Zagon; Mclaughlin, 2014; Mclaughlin et al., 2017;
Mclaughlin; Immonen; Zagon, 2013; Zagon et al.,2010). Devido sua caracteristica
imunomoduladora e de aumento na proliferacdo celular, vem sendo estudada sua
aplicabilidade em outras situac@es clinicas, a exemplo da cicatrizacdo de feridas, cancer e
doencas imunomediadas. A tabela a seguir exemplifica a relacdo de suas doses e a interacéo

farmaco-receptor e seu uso clinico.

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

Dose de Interacdo Farmaco - Receptor Uso Clinico
Naltrexona
Alta Dose (50 - Antagonismo continuo Abuso de alcool, opidides e
100 mg) dos receptores opidides cicatrizacdo de feridas
Baixa Dose (1-5 Antagonismo intermitente dos receptores Fibromialgia, esclerose
mQ) opidides; multipla, doenca de Crohn,

Antagonismo do receptor toll-like 4. cancer, doenca de Hailey-

Hailey, sindrome de dor

regional complexa

Fonte: Adaptado Toljan e Vrooman (2018).

A Naltrexona é capaz de gerar efeitos paradoxais. Essa caracteristica é explicada pela
sua regulacdo no sistema opioide enddgeno durante o uso de antagonistas ou agonistas
exogenos. Estudos avaliaram que quando os ROs sdo antagonizados de forma intermitente, se
incrementa a expressdo do receptor e o seu ligante enddgeno, gerando aumento funcional do
receptor, enquanto o antagonismo continuo relaciona-se a diminuicéo da funcdo do receptor

(Mclaughlin; Zagon, 2015; Zagon; Mclaughlin, 1984). No uso da dose padrao,
a Naltrexona é capaz de manter seu efeito antagdnico nos receptores opioides por vinte e
quatro horas em humanos, gerando blogueio continuo do receptor quando administrada uma

vez por dia (Serecigni, 2015).
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Contudo, em doses inferiores, doses baixas, geram bloqueio intermitente. Zagon e
McLaughlin, (1984) determinaram o tempo de bloqueio dos receptores opidides em ratos apos
a administracdo subcutanea de Naltrexona, constatando que com doses abaixo de 20mg/kg/dia,
0 receptor permanece blogueado por um periodo maximo doze horas.

Dessa forma, a Naltrexona em sua gama de a¢des farmacoldgica varia de acordo com
a da duragdo do bloqueio do receptor devido a sua capacidade de interagir de forma néo
seletiva com variados receptores opidides (Mp, Kk, 8, e receptor do fator de crescimento

opioide) e néo opioides, como o receptor de tipo toll-4 (TLR-4).

3.2.1 Naltrexona como ferramenta cicatrizante: interacdo com 0s Ros

Os receptores opidides (ROs) sdo receptores celulares acoplados a proteina G que estdo
associados na modulacdo do estimulo doloroso. A ativacdo desses receptores desencadeia um
poderoso efeito analgésico que tem sido utilizado em diversas situagdes clinicas (Al-hasani;
Bruchas, 2011; Dhaliwal; Gupta, 2021). Os ROs sdo descritos em cinco tipos: o receptor Mp
(MOPr), Kk (KOPr), 6 (DOPr), o receptor de peptideo opidide de nociceptina (NOPr) e, além,
destaca-se a existéncia do receptor opidide { (ZOPr), também chamado de receptor do fator de
crescimento opioide (OGFr) (Dhaliwal; Gupta, 2021).

O OGF difere dos outros receptores no que toca a sua estrutura em forma de proteina
integral anexada ao envelope nuclear e ativado por seu ligante, sendo responsavel por regular
positivamente as vias inibitoria de quinases dependentes de ciclina, promovendo uma reducao
na proliferagéo celular (Zagon; Donahue; Mclaughlin, 2013).

Embora a funcéo dos receptores opidides seja a modulacéo central de processos algicos,
a expressao desses receptores ja foi encontrada em neurbnios periféricos, células
neuroenddcrinas, células imunes, células epiteliais, e outros (Stein , 2016). A funcdo do sistema
opidide enddgeno esta sujeita a acdo de um controle epigenético, logo, ha interacdo dos ROs
com seus ligantes agonistas e antagonistas e outros fatores sdo capazes de modificar a
expressdo e organizacdo deste sistema. Assim, se justifica que os ROs apresentam uma
distribuicdo anatdmica heterogénea e grande variabilidade funcional (Jeske, 2019; STEIN,
2016).

Além dos processos nociceptivos, os ROs regulam funcgdes celulares como a
proliferagéo, apoptose (Chen; Law; Loh, 2008; Lin et al., 2021), migragéo e adeséo celular.
Em consonancia a isso, considera-se que esses receptores sdo capazes de modificar o
processo cicatrizador, embora a compressdo do efeito ainda seja inconclusiva (Wang et al.,
2017).

Alguns estudos apresentam que a auséncia de MOPr e DOPr em animais retarda o

processo de cicatrizacdo, e 0 uso de agonistas opidides favorece os processos de proliferacdo
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e migracdo de células endoteliais, melhorando a resposta cicatricial (Wang et al., 2017).
Entretanto, o receptor opidide mais estudado e associado ao processo de cicatrizacao
é 0 OGFr, uma vez que esta diretamente associado ao processo proliferativo celular, atuando

como um fator regulatorio negativo (Zagon; Donahue; Mclaughlin, 2013).

3.2.2 Naltrexona na modula¢ao da resposta imunoldgica e processo cicatrizador

A resposta imunoldgica é constituinte no processo cicatrizador, podendo contribuir
para sua progressdo adequada ou ser um fator desregulado que compromete o curso dos
eventos que levardo a resolucéo da ferida (Landén; Li; Stahle, 2016; Zaiss; Minutti; Knipper,
2019). Nessa Optica, a resposta inata e adaptativa desempenha papel importante. A
Naltrexona em baixa dose associa-se a imunomodulacdo, 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 inflamatorios exacerbados (Younger; Parkitny;
Mclain, 2014; Zagon; Mclaughlin, 2018).

Os TLRs séo receptores de reconhecimento de padrbes (PRRS) expressos em varias
células imunes (macrofagos, células dendriticas, mastocitos, neutrofilos e linfdcitos), além de
outros tipos de células como células epiteliais, condrdcitos e fibroblastos (Chen; Dipietro, 2017;
Garcia; Cardoso; Dos-santos, 2012). Trés dominios sdo descritos nos TLRs: um dominio
extracelular rico em leucina, que se liga aos padrfes moleculares associados a patdgenos
(PAMPs) e aos padrdes moleculares associados ao dano (DAMP); um dominio
transmembranar; e um dominio interno ou citoplasmatico (TIR), que inicia a via de sinalizacdo
intracelular mediante o uso das proteinas adaptadoras MyD88 (proteina de resposta primaria
de diferenciacdo miel6ide 88), TIRAP (proteina adaptadora que contém dominio TIR), TRIF
(proteina adaptadora que contém dominio TIR que induz o interferon-p) e TRAM (molécula
adaptadora relacionada a TRIF) (Akira; Takeda, 2004; Liu et al., 2020).

A acdo imunomoduladora da Naltrexona é geralmente atribuida a baixas doses. No
entanto, o conhecimento dos efeitos e mecanismos dessa droga, ndo associados ao Seu USO
padréo continua sendo restrito, necessitando assim que estudos experimentais sejam executados
a fim de avaliar a sua resposta cicatrizadora e nociceptiva no tratamento de Ulceras orais sob

formulagéo topica sem necessidade de envolvimento sistémico da medicagéo.



22

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Principios éticos, animais
O presente estudo foi aceito pela Comissdo Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Unichristus, estando de acordo com a Lei Federal n® 11.794 (2008) e o decreto nimero 6.689
(2009), sob o protocolo CEUA n° 003/23 (ANEXO).
Foram utilizados 200 ratos Wistar (Rattus novergicus) fémeas com peso inicial entre
150 a 200g. Os animais foram mantidos com agua e racdo ad libitum, em ciclo claro-escuro de
12 h, temperatura de 20-25°C.

4.2 Naltrexona orabase, método de aplicacéo e divisdo dos grupos

A aplicacdo da Naltrexona Orabase foi realizada a partir do D1 ap6s a confeccdo da
Ulcera, os animais foram imobilizados e, posteriormente, aplicado uma quantidade semelhante
a um grdo de ervilha em uma haste flexivel sendo aplicado na érea respectiva da Ulcera. As
doses variaram de acordo com grupo experimental e a concentracdo da orabase, sendo
utilizadas concentragdes: 0,1 mg/ml; 0,3 mg/ml; 1 mg/ml e 0 mg (PLACEBO).

A administracédo foi realizada duas vezes ao dia, ao inicio do turno manha (7:00) e ao
final da tarde (16:00), obedecendo os horarios de funcionamento do biotério da instituicéo.
Durante o curso do experimento a medicacdo foi armazenada em ambiente frio (15-20°C) a fim
de respeitar as recomendac6es do fabricante.

Componentes da base: Carboximetilcelulose (CMC), Nipagin, Benzoato de sédio, Sucralose,
Agua desmineralizada e Naltrexona.

Os animais foram aleatoriamente divididos em 5 grupos: Naltrexona Orabase 0,1 mg,
Naltrexona Orabase 0,3 mg, Naltrexona Orabase 1mg, Placebo e Controle. Os grupos foram
subdivididos em 4 subgrupos de 10 animais cada, de acordo com os dias de eutanasia (3, 7, 14
e 21 dias)
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Tendo em vista que McLaughlin et al. (2017) avaliando feridas cutaneas em ratos

diabéticos observou que o tratamento com naltrexona topica reduziu significantemente a area

de Glcera apos oito dias da ulceragdo quando comparado a um tratamento placebo (MédiatDP

=19,2+7,1 vs 74£8,9 cm?) estimou necessario avaliar 10 ratos por grupo de estudo a fim de

obter uma amostra que represente com 90% de poder e 95% de confianga a hipdtese alternativa

desse estudo (teste t de Student).

Quadro 2: Distribuicdo da quantidade total de animais utilizados por grupos:

GRUPOS DIA3 | DIA7 | DIA14| DIA21| TOTAL
Naltrexona orabase 10 10 10 10 40
0,1 mg/ml
Naltrexona orabase 10 10 10 10 40
0,3 mg/ml
Naltrexona orabase 10 10 10 10 40
1 mg/ml
Grupo controle 10 10 10 10 40
Grupo placebo 10 10 10 10 40
TOTAL 200

Fonte: Acervo pessoal

4.4 Protocolo experimental para Inducéo da Ulcera

Os animais foram anestesiados por via intraperitoneal (IP) com xilazina 25 mg/kg e

quetamina 75 mg/kg, realizando a antissepsia da mucosa com digluconato de clorexidina
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0,12% e inducdo da Ulcera em mucosa jugal direita, com punch dermatologico circular de
6mm de diametro e 2mm de profundidade (Rhosse®). Lamina n® 15 em bisturi de Bad Parker
utilizada para remocao do tecido remanescente (adaptado de Mesquita et al., 2018; Cavalcante
etal.,, 2011).

4.5 Analises clinicas: tamanho da Ulcera e variacéo de peso

Ap0s a eutanasia, as Ulceras foram mensuradas no maior e no menor diametro (D = maior
didmetro e d = menor didmetro) com um paquimetro digital (Digimess®) de 0,01mm de
precisdo. Essas medidas foram utilizadas para calcular a area (A= n.d.D/4) ulcerada. As ulceras
foram removidas e acondicionadas em formol tamponado 10% por 24 horas para o
processamento histoldgico (Mesquita et al., 2018). Para o calculo da variacdo percentual da
massa corporea inicial foi considerado o peso no dia de inducdo da Ulcera e no dia da eutanasia
(Mesquita et al., 2018).

4.6 Analise histoldgica

Apds eutanasia, as amostras foram fixadas em formol 10% por 48 horas, emblocadas
em parafina, e seccionados a 3um para montagem em lamina histoldgica. Posteriormente, foi
realizada a coloracdo com hematoxilina-eosina e observagéo no microscopio optico.

A avaliacdo histologica considerou o tecido conjuntivo, avaliando os escores em 0
(tecido conjuntivo remodelado); 1 (Fibrose/Presenca de discretas células inflamatorias
mononucleares dispersas); 2 (Fibrose/Presenca de tecido de granulacdo + Infiltrado
inflamatorio mononuclear leve); 3 (Fibrose/Presenca de tecido de granulacdo + Infiltrado
inflamatério mononuclear moderado ou intenso); 4 (Fibrose/Presenca de tecido de granulacéo
+ Infiltrado inflamatdrio misto); e, 5 (processo agudo constituido por vasos ectasicos, edema e

infiltrado inflamatorio, predominantemente neutrofilico) (adaptado de Cavalcante et al., 2011).

4.7 Anédlise histomorfométrica: infiltrado inflamatoério e fibroblastos
Foi selecionado cinco microcampos de cada lamina corada com hematoxilina-eosina
(trés na superficie e dois na profundidade) totalizando 1,30mm2. Os microcampos foram
fotografados no aumento de 400x utilizando o microscopio (DM2000, Leica®) com camera
(DFC295, Leica®) e software (LAS, Leica®) acoplados. Foi feita a contagem total de células
(polimorfonucleares, mononucleares, fibroblastos/miofibroblastos), utilizando o comando Cell

counter do software ImageJ® (Mesquita et al., 2018).
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4.8 Analise estatistica

Os dados quantitativos como area da Ulcera, variacdo da massa corporea, analise
histomorfométrica foram expressos em forma de média £ EPM. Estes dados foram analisados
pelo ANOVA-2-way, seguido do pos-teste de Bonfferoni. Os dados ndo paramétricos e 0s
dados qualitativos ordinais como escores histoldgicos foram expressos como mediana (méxima
e minima) e analisados pelo teste de Kruskal-Wallis com ajuste de Dunn.

Para todas as analises foi considerado o nivel critico para rejeicdo da hipotese de

nulidade menor 5% (p<0.05), e entdo utilizado o software estatistico GraphPad Prism 5.0®.
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5 RESULTADOS

5.1 O uso da Naltrexona Orabase reduziu a area de Ulcera e contribuiu para manutencéo
de pesos dos animais

Foi observado reducédo da &rea de Ulcera dos animais tratados com Naltrexona Orabase,
principalmente no 3° (p<0,001), 7° (p=0.004) e 21° dia (p=0.005), onde todas as doses
apresentaram menor area de Ulcera que o controle negativo entre os dias descritos. A dose de
1mg seguiu a tendéncia de reducdo, com menor &rea entre 0s grupos experimentais (4.99+0.95)
(p=0,004). Essa tendéncia seguiu até 0 21° dia, onde a dose de 1mg continuou a apresentar menor
métrica (0.38+0.14) (p=0,005), sugerindo reducdo clinica das Ulceras de forma dose dependente.
Observando o grupo controle entre 14° (1.08+0.25) e 21° (1.82+0.54) dia, fica evidente auséncia
de manutencdo regressiva das areas de Ulceras, em que no 21° o tamanho da area de Ulcera foi
maior que o observado na semana anterior (Tabela 1) (Figura 1A).

A manutencdo de peso dos animais tratados com Naltrexona Orabase ficou evidente com
a progressdo dos pesos em todos 0s animais tratados com a medicacdo independente da dose.
De forma significante as doses de 0,3 e 1 mg no 14° (119.50+£1.47 e 118.20+1.40) e 21° dia
(125.40+2.83 e 123.80+1.87), respectivamente, (p<0,001) (Tabela 1).

5.2 O uso da Naltrexona Orabase ndo reduziu a infiltracdo de polimorfonucleares nas
Glceras avaliadas.

Comparando os achados dos grupos tratados com Naltrexona Orabase, placebo e controle
negativo apresentaram regressao do perfil polimorfonuclear ao lodo dos dias avaliados, essa
reducdo foi mais acentuadas nos grupos controle e placebo (p<0,001). Nos grupos tratados com

Naltrexona Orabase essa regressao ndo ocorreu (p>0,001) (Tabela 1) (Figura 1C).

5.3 A Naltrexona Orabase reduziu de forma o infiltrado mononucleares nas ulceras
avaliadas.

A Naltrexona Orabase na dose 0,3 mg foi eficaz na reducgéo do infiltrado mononuclear
nas ulceras avaliadas, principalmente, de forma expressiva, no 3°(21.20+9.01) e 7° (3.80+0.81)
dia (p<0,001). Essa reducdo também ocorreu no 14° dia, sofrendo um discreto acréscimo ao fim
do experimento, no 21° dia (p<0,001) (Tabela 1) (Figura 1D).

A reducéo gradual do infiltrado mononuclear dado na dose de 1mg foi significante entre
os periodos de avaliacdo (p<0,001). Na dose de 0,1 mg observou reducdo de mononucleares
entre 0 3° (31.70+£3.20) e 0 7° (16.50+3.14) dia. Entretanto, seguido de alternéncia entre 0s
achados do 14° (21.30£3.85) e 21° (13.50+3.14) dia, sem um padrdo de queda continua
(p=0,003). Apresentando ao fim do experimento um infiltrado mononuclear significamente
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maior que comparado com as outras duas doses de Naltrexona Orabase (p<0,001) (Tabela 1)
(Figura 1D).

5.4 O uso da Naltrexona Orabase influenciou na deposicdo de fibroblasto nas Ulceras
avaliadas.

A partir do 14° dia pode-se observar uma maior deposigéo de fibroblastos em todos 0s
grupos tratados com Naltrexona Orabase (p=0,002), nas doses de 0,3 (309.80+23.33) e 1
(385.40+44.38) mg apresentaram maior deposicao de fibroblastos no 21° dia que comparado aos
demais grupos (p<0,001) . Sendo o grupo de 1mg o Unico que apresentou aumento gradual entre
os dias avaliados sem variagéo entre os achados (p=0,006) (Tabela 1) (Figura 1E).

5.5 O uso da Naltrexona Orabase diminuiu escores histoldgicos das Ulceras avaliadas.

A dose de 1 mg da Naltrexona Orabase apresentou menor infiltrado inflamatério em
todos os dias quando comparado aos demais grupos, apresentando de forma significante, no 3°
(2 [1-3]) (p<0,001) e 14° dia (0 [0-2]) (p=0,001). A dose de 0,3 mg apresentou menor infiltrado
inflamatdrio a partir do 14° dia (0 [0-2]) (p=0,001), estabilizando seu resultado até o dia final de
analise. Sendo a dose de 1mg a Unica que desde o inicio apresentou menor variancia entre 0s

escores histolégicos (p<0,001) (Tabela 1).
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Tabela 1: Perfil clinico e histomorfométrico de UGlceras orais de ratos tratados diariamente com orabase contendo naltrexona em

diferentes concentracdes.

Tempo (dias)

3 7 14 21 p-Valor
Area tlcera (mm?)
Control 23.28+0.4472 9.72+0.47Ab 1.08+0.254¢ 1.82+0.544¢ <0.001
0 mg 16.46+1.1652 8.89+1.26° 1.86+0.384¢ 0.38+0.13A¢ <0.001
0.1 mg 15.26+0.9582 9.01+0.954° 2.51+1.014¢ 1.08+0.37A¢ <0.001
0.3 mg 16.73+0.8582 9.20+0.96A0 0.89+0.28"¢ 0.52+0.158¢ <0.001
1.0 mg 14.77+0.8582 4.99+0.958° 0.69+0.28A¢ 0.38+0.14°"¢ <0.001
p-Valor <0.001 0.004 0.107 0.005
Variacdo de peso (%0)
Control 100.30+0.532 103.50+0.882 110.70+1.414° 109.60+1.294° <0.001
0mg 98.48+1.094% 103.30+1.0842 106.80+2.644° 104.80+1.244° 0.008
0.1 mg 98.93+0.9942 106.90+1.42A4 111.60+2.504P 114.90+2.854 <0.001
0.3mg 98.46+1.514¢ 102.60+0.7342 119.50+1.478° 125.40+2.83B¢ <0.001
1.0 mg 100.60+1.1944 106.70+0.882 118.20+1.408° 123.80+1.87B¢ <0.001
p-Valor 0.489 0.010 <0.001 <0.001
PMN
Control 53.5046.554% 24.00£7.654% 22.80+7.654° 1.90£0.90%¢ <0.001
0 mg 79.86+26.104 38.3048.994 9.00+5.38”° 1.10+0.46¢ <0.001
0.1 mg 60.80+26.02A2 9.3045.2012 8.30+2.8370 7.67+3.3470 0.021
0.3 mg 76.00+£22.614% 33.80+£10.92A2 7.90+2.657° 4.80+1.334¢ 0.001
1.0 mg 51.00+16.14%2 16.90+6.4342 6.67+1.807° 3.44+1.16A¢ 0.003
p-Valor 0.814 0.089 0.102 0.067
MN
Control 24.40+4.3342 13.00+8.0942 5.70+2.917° 7.00£2.2640 0.044
0 mg 62.80+6.7652 28.00+2.867° 12.10+2.458¢ 15.30+2.21B¢ <0.001
0.1 mg 31.70+3.20%2 16.50+3.1442 21.30+3.8582 13.50+3.1480 0.003
0.3 mg 21.20+9.0142 3.80+0.818P 1.10+0.464° 1.20+0.4440 0.009
1.0 mg 59.60+6.7682 38.10+6.5342 11.33+6.67B0 1.44+0.444¢ <0.001
p-Valor <0.001 <0.001 0.005 <0.001
Fibroblastos
Control 250.20+27.2042 284.30+23.284% 172.80+13.014° 220.00+14.35AP 0.004
0 mg 218.40+27.3372 281.50+25.6342 283.00+28.6342 248.80+19.6342 0.245
0.1 mg 240.60+18.10%% 286.30+21.5742 317.20+14.8442 250.00+28.4342 0.059
0.3mg 268.50+24.0742 368.00+23.9642 322.10+43.15% 309.80+23.3382 0.150
1.0 mg 185.90+15.66A2 292.90+42.832 305.20+25.9542 385.40+44.388° 0.006
p-Valor 0.171 0.175 0.002 0.001
Escores histologicos
Control 3 (3-4)ra 2 (1-3)ra 1 (1-3)A0 1 (0-3)A° <0.001
0mg 4 (3-4)he 2.5 (1-3)~@ 2 (1-3)7® 0.5 (0-3)*° <0.001
0.1mg 3 (2-4)na 2.5 (1-3)"e 1(1-3)~° 1 (0-2)*° <0.001
0.3mg 3 (3-4)ra 3 (0-3)ra 0 (0-2)B0 0 (0-2)A° <0.001
1.0 mg 2 (1-3)Ba 2 (1-3)ra 0 (0-2)B0 1(0-1)7° <0.001
p-Valor <0.001 0.697 0.001 0.705
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*p<0,05, teste ANOVA-2-way/Bonferroni (médiatEPM) ou Kruskal-Wallis/Dunn [mediana (minimo-méaximo); Letras
maiUsculas diferentes = diferenca significante entre grupos; Letras mintsculas diferentes = diferenca significante entre periodos
de avaliagdo. PMN = polimorfonucleares; MN = mononucleares.
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Figura 1: Perfil clinico e histomorfométrico de Ulceras orais de ratos tratados diariamente com Naltrexona
orabase em diferentes concentragfes, placebo ou sem tratamento. Dados expressos em média +EPM. Teste
ANOVA-2-way/Bonferroni ou Kruskal-Wallis/Dunn: *p<0,05. A: Area tlcera (mmg2). B: Variacio de peso do
animal (%). C: Numero de células polimorfonucleares. D: Numero de células mononucleares. E: NUmero de
Fibroblastos/miofibroblastos. F: Fotomicrografias das ulceras orais no 3 e 21° dia em 100x, 400x.
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6 DISCUSSAO

O uso da Naltrexona foi aprovado pela FDA, primariamente, para tratamento de vicios em
drogas de abusos, sendo o &lcool o mais relatado por estudos. Contrério a isso, os efeitos
terapéuticos da medicacdo tem atingido outras esferas, a exemplo disso, temos seu uso em:
manejo de dores crénicas , uso no processo de emagrecimento e cicatrizacdo de feridas. (Kim,
Fishman, 2020; O'malle et al., 2015; Mclaughlin et al., 2017).

De acordo com Diaz, et al (2024) a Naltrexona apresentou potencial cicatrizador de feridas
em um modelo de Ulcera oral, demonstrando, desta forma, outros fins da medicacdo administrada
por via oral. Essa capacidade de atuar no processo de cicatrizacdo de feridas € justificado pela
capacidade da droga em estimular a proliferacdo celular através do bloqueio continuo do OGFr
(Zagon, Donahue, Mclaughlin, 2013), assumindo potencial de aumento de células epiteliais ap6s
inativacdo das cinases dependente de ciclina. Estudos que avaliaram a Naltrexona de forma
topica apresentaram carater promissor (Mclaughlin et al., 2017), embasando a investigacao desse
estudo no modelo topico de avaliacéo.

Este trabalho representa o primeiro estudo a investigar a efetividade da Naltrexona em
formulacdo topica na cicatrizagdo de Ulceras orais em animais, apresentando resultados
promissores que podem embasar uma futura discussao sobre sua aplicabilidade clinica.

A Naltrexona Orabase apresentou efetividade na reducdo da area de Ulcera dos animais
avaliados, podendo observar uma diminui¢do em todos os grupos ja no 3° dia. A dose de 1mg
durante o periodo de avaliacdo seguiu tendéncia de reducdo até o fim do experimento (Figura
1AF). Isso reforca seu potencial terapéutico no processo de reparo cicatrizador e antiedematoso,
desde os primeiros dias da ferida, ilustrado pela resposta positiva referente aos achados de
tamanho das Ulceras orais e escore histoldgico, sendo esse Gltimo, onde a droga, na dose de 1mg,
se mostrou mais significante e com menor variancia entre os dias avaliados. Ao comparar 0s
achados com a literatura, trabalho como o de Mclaughlin et al. (2017), que avaliou influéncia da
Naltrexona topica em creme hidratante 0,03% na cicatrizagdo de ulceras em dorso de ratos
diabéticos, foi possivel observar aumento da sintese de DNA, estimulo a replicagéo epitelial e
modulacdo de citocinas inflamatorias, mecanismos essenciais que embasam a hipotese pro-
cicatrizante e antiedematoso da medicacdo topica associado ao fechamento eficaz da ferida
cirdrgica.

Outro achado importante foi a manutengdo dos pesos dos animais tratados com a
Naltrexona Orabase, independente da dose. A alternancia dos pesos entre 0s demais grupos,
placebo e controle negativo, levam a crer que a medicacdo além de atuar na resposta pro-
cicatrizante auxilia na melhora da resposta nociceptiva das ulceras, levando os animais ao ganho
do peso ainda no processo agudo da Ulcera. Esse achado pode vir a decorrer devido a capacidade

da Naltrexona em realizar antagonismo nos receptores toll- like 4 (TLR-4), encontrados na
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microglia, que quando excitados levam ao aumento da nocicepcdo, uma vez antagonizados,
apresentam modulacgdo da resposta nociceptiva (Watkins et al., 2017; Myer et al., 2008).

As propriedades da Naltrexona ainda s@o objeto de discussao na literatura, alguns autores
defendem sua capacidade anti-inflamatoria (Younger;Parkitny;Mclain, 2014; Zagon;
Mclaughlin, 2018) associada & analgesia, pela capacidade de antagonismo dos receptores
opidides e ndo opidides, especialmente em doses baixas (Stein, 2016). No entanto, neste estudo,
ndo foi observada modulacdo de polimorfonucleares. A capacidade modulatéria foi melhor
observada nos mononucleares (Figura 1D), onde variou significativamente ao longo dos dias
avaliados. Ainda que os resultados apontem a significAncia da medicacdo na modulacéo
mononuclear, é importante destacar que a analise histomorfométrica realizada ndo permite fazer
distingdo dos tipos celulares envolvidos, sendo um fator limitante para extrapolar os achados,
carecendo assim, caracterizacdo de celulas mononucleares.

O reparo tecidual é um processo complexo, composto por etapas que culminam a
restituicdo final, assim, a deposicao de fibroblasto constitui um importante indicativo da resposta
cicatrizante. No presente estudo, foi possivel observar maiores taxas de fibroblastos nos ratos
tratados com Naltrexona Orabase, a partir do 7° dia, quando comparado ao controle (Figura 1E).
Resultado semelhante ao descrito por Diaz, et al (2024), que apresentou durante a fase
proliferativa (7° dia) um aumento evidente de fibroblasto tratados com naltrexona, indicando
potencial da droga na resposta cicatrizante. Entretanto, é necessario analise qualitativa
complementar deste fibroblasto para descrever funcionalmente os fibroblastos depositados no
modelo topico.

Por fim, os achados apresentados neste estudo sdo valiosos e inéditos no que toca a
resposta cicatrizante promovida pelo uso tépico da Naltrexona em mucosa oral (Figura 1F),
entretanto, limita entendimento completo dos mecanismo especifico envolvidos no que se refere
ao perfil celular e analise qualitativa das unidades celulares avaliadas. Assim, é necessario novos
estudos que aprofundem a compreensao da resposta cicatrizante da Naltrexona Orabase, a fim

de viabilizar, de forma segura, sua aplicacdo clinica como modalidade terapéutica.
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7 CONCLUSAO

A Naltrexona Orabase apresentou uma resposta pro-cicatrizante, analgésica e possivel
acdo antiedematosa. Para que se entenda melhor sua resposta no processo cicatricial e sua

modulacéo inflamatdria na forma topica é necessario analises celulares complementares.
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