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RESUMO

As restauragdes com contato prematuro podem modificar o padrao de mordida levando ou
potencializando alteragdes neuroinflamatdrias na regido maxilofacial e diversas enzimas como
a cicloxigenase 2 (COX-2) t€m sido relatados no desenvolvimento desta condicdo em modelos
experimentais tradicionais com ratos. Assim, esse estudo se propde a avaliar a influéncia da
COX-2 no desenvolvimento de alteragdes inflamatorias na ATM de ratas winstar submetidos
ao modelo de restauracdo com contatos prematuros. Um total de 135 ratas winstar (Rattus
novergicus) pesando entre 180-220 gramas foram divididos em cinco grupos experimentais:
grupo sham (n=15) ndo submetido ao modelo e tratado com solugdo salina estéril, grupo
controle (n=30) submetido ao modelo de restauracdo com contato prematuro e tratado com
solugdo salina estéril, e trés grupos teste (n=30/cada) submetidos ao modelo de restauragdo com
contato prematuro e tratado com Celecoxibe (Eurofarma®) diluidos em doses de 8, 16 ou 32
mg/kg, todos administrados por gavagem, diariamente até um dia antes da eutanasia que
ocorreu apos 1, 3 e 7 dias. Os ganglios trigeminais foram removidos cirurgicamente, submetidos
a processamento histologico e andlise histomorfométrica (medicdo da area média do corpo
neuronal). Teste de normalidade Shapiro-Wilk e ANOVA/Bonferroni foram utilizados (P <.05,
GraphPad Prism 5.0). Em relacdo variagdo de massa corpdrea os grupos submetidos ao modelo
de interferéncia oclusal (salina e celecoxibe (8,16 e 32 mg/kg) no 7° dia mostraram perda de
peso significativa em relagdo ao grupo sham (p=0,039). Houve reducao significativa da area
média dos corpos neuronais no primeiro, terceiro e sétimo dia apds a indug¢do do contato
prematuro e o tratamento com celecoxibe reverteu esses eventos de forma dose e tempo

dependente.

Palavras chave: Ganglio Trigeminal. Ciclo-Oxigenase 2. Oclusdo Dentaria.



ABSTRACT

Restorations with premature contact can modify the bite pattern leading or enhancing
neuroinflammatory changes in the maxillofacial region and several enzymes such as
cycloxygenase 2 (COX-2) have been reported in the development of this condition in traditional
experimental models with rats. So, this study aims to evaluate the influence of COX-2 on the
development of inflammatory changes in TMJ of wistar mice submitted to restoration model
with premature contacts. A total of 135 winstar female rats (Rattus novergicus) weighing 180-
220 were divided into five experimental groups: sham group (n=15) not subjected to the model
and treated with sterile saline, control group (n=30) subjected to the premature contact
restoration model and treated with sterile saline, and three test groups (n=30 / each) submitted
to the premature contact restoration model and treated with celecoxib 8, 16 or 32 mg/kg, all by
gavage, one hour before Restorations to the day of euthanasia that will occur after 1, 3, and 7
days. The trigeminal ganglia were surgically removed, subjected to histological processing and
histomorphometric analysis (measurement of the average neuronal body area). Normality test
Shapiro-Wilk and ANOVA / Bonferroni tests were used (P <.05, GraphPad Prism 5.0). About
body mass variation The groups submitted to the occlusal interference model (saline and
celecoxib (8.16 and 32 mg / kg)) on the 7th day showed significant weight loss in relation to
the sham group (p = 0.039).There was a significant reduction in the mean area of neuronal
bodies on the first, third and seventh day after induction of premature contact and celecoxib

treatment reversed these events in a dose and time dependent manner.

Keywords: Trigeminal Nerve. Cyclooxygenase 2. Dental Occlusion.
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INTRODUCAO

A dor orofacial ¢ frequentemente relatada apo6s oclusdo inadequada ou patologica
clinicamente. Procedimentos dentarios, como restaura¢des de resina, tratamentos protéticos e
procedimentos cirtrgicos, podem criar uma desarmonia na oclusdo dentaria. Alteragdes na
estabilidade oclusal, causam alteragdes na distribuicdo das cargas oclusais, refletindo
diretamente a dindmica funcional das articulagdes temporomandibular, além disso a sobrecarga
oclusal pode induzir alteracdes degenerativas do periodontal, dor e fadiga dos musculos
orofaciais e levar a desordens temporomandibulares. Essas condi¢cdes podem desenvolver
condi¢des dolorosas no sistema estomatognatico (ABDALLA et a/ 2018; SUN et al 2016).

Caracterizada por distarbios de humor significativos e deficiéncias neuronais, a dor
orofacial ¢ uma das condi¢des de dor mais prevalentes e debilitantes que surgem nas estruturas
orais e faciais. A regido orofacial ¢ uma das regides mais inervadas do corpo, tornando dificil
gerenciar a dor associada ao sistema trigeminal, como enxaqueca, dor de cabeca, distirbio da
articula¢do temporomandibular e neuralgia do trigémeo (KOOSHKI et a/ 2018).

O nervo trigémeo, que € o quinto nervo craniano, fornece a principal inervagao
sensorial da face e da boca. Muitas fibras aferentes primdrias trigeminais terminam nos tecidos
orofaciais como terminagdes nervosas livres e funcionam como nociceptores. Varios
mediadores quimicos estdo envolvidos na ativagdo das terminagdes nociceptivas (por exemplo,
prostaglandinas) como resultado de sua liberagdo ap6s o dano ou inflamacao do tecido inervado.
Alguns eventos relacionados a inflamagao nos tecidos podem produzir alteragdes intracelulares
nos neurdnios e células gliais satélites em todas as trés divisdes do ganglio trigémeo e, portanto,
possivelmente contribuir para mecanismos periféricos subjacentes a disseminagdo da dor
orofacial (SESSLE, 2011).

Uma grande parte da populagdo sofre de disfungdo dos musculos e articulagdes da
temporomandicular, sendo as mulheres mais afetadas que os homens numa propor¢ao de 4:1.
Em um estudo recente, os autores concluiram que as dores orofaciais tem um impacto negativo
na qualidade de vida do paciente, prejudicando as atividades do trabalho (59,09%), da escola
(59,09%), o sono (68,18%) e o apetite/ alimentacdo (63,64%) nos sujeitos pesquisados
(MANFREDI, SILVA, VENDITE 2001; OLIVEIRA et al 2003; ZANETTINI, ZANETTINI
1999).

Dor e inflamacdo, apresentam conceitos diferentes, apesar de estreitamente

relacionados. A Associagdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP) descreve a dor como
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uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada a um dano real ou potencial dos
tecidos, sendo considerada uma experiéncia subjetiva de percep¢ao multidimensional, variando
tanto na qualidade quanto na intensidade. A inflamagdo ¢ caracterizada como uma resposta
complexa de tecidos vascularizados a injUria celular, onde ocorre uma série de eventos celulares
para o controle das infecgdes, podendo causar dano tecidual. Uma complexa cascata de eventos
celulares e bioquimicos, que incluem liberagdo de mediadores, migracdo celular,
extravasamento de fluidos, ativagdo enzimatica, sensibilizagdo e ativagdo de receptores, lise
tecidual e de reparo acontecem como meio de tentativa de controle e reparo (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2008; LOPES; CAMPOS; NASCIMENTO;2011).

Evidéncias recentes sugerem que citocinas e quimiocinas sdo liberadas, ndo apenas
das células imunes, mas também dos neurdnios, no local da lesdo. Elas participam da atragao
de mais cé¢lulas imunes ao local da lesdo, induzindo a liberacao de mediadores inflamatorios.
Interagdes complexas ocorrem entre varios tipos celulares e neurdnios aferentes primarios no
local da lesdo, que acabam resultando em mudancgas a longo prazo na excitabilidade desses
neurdnios. Além disso, mediadores inflamatorios sdo produzidos no processo inflamatdrio por
células do endotélio vascular, pelos leucdcitos, por plaquetas circulantes e por células do
sistema nervoso periférico. As prostaglandinas sdo um dos principais mediadores inflamatorios
responsaveis por alteracdes em regides orofaciais, ela tem sido identificada como
potencialmente hiperalgésicos atuando diretamente no nociceptor, promovendo uma redugdo
no limiar de sensibilidade (SILVA et al 2020; HOSSAIN et al 2017; LOPES; CAMPO;
NASCIMENTO 2011).

A ciclooxigenase (COX) ¢ uma enzima que converte o dcido araquidonico em
prostaglandinas, entre os metabolitos da COX, a prostaglandina E2 (PGE2) ¢ considerada um
dos principais mediadores inflamatorios ja conhecidos e a inibicdo de sua produgdo pode
compreender uma das maneiras mais eficazes para o tratamento da inflamagdo. Para suprimir
essa cascata de sinalizacdo, anti-inflamatdrios ndo esteroidais (AINEs) podem ser usados para
inibir as enzimas COX e, assim, impedir a producdo de prostaglandinas e suprimir as dores
orofaciais. Estudos mostram a presenca da ciclooxigenase-2 (COX-2) em ganglios do nervo
trigémeo, além disso, foi demonstrado que a superexpressio da COX-2 pode induzir
hipersensibilidade e excitabilidade dos terminais sensoriais dos nociceptores (KOOSHKI et al
2018; OUANOUNOU; GOLDBER; HASS, 2017; SU et al 2014; GAO;DUAN 2010).

A descoberta da COX-2 no inicio dos anos 90, proporcionou uma oportunidade de
suprimir a formacdo de prostaglandinas de maneira mais direcionada, projetando inibidores

com maior afinidade para COX-2 do que para COX-1, os coxibs. A hipdtese era a de que as
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prostaglandinas inflamatérias s3o derivadas principalmente da COX-2, enquanto as
prostaglandinas formadas pela COX-1 tém geralmente papéis homeostaticos, incluindo a
protecdo do aparelho gastrointestinal. Assim, esperava-se que os inibidores seletivos da COX-
2 causassem menos efeitos colaterais gastrointestinais, atribuidos a inibicdo da COX-1 (FRIES;
GROSSER 2005).

No sistema nervoso periférico, a dor inflamatoria pode depender dos fendmenos que
ocorrem dentro dos ganglios sensoriais. A transmissdo ndo-sinaptica ocorre por mensageiros
quimicos difusiveis liberados, como citocinas em corpos neuronais cercados por um tipo
distinto de células gliais, denominadas células gliais satélite. Esses recursos, exclusivos do
sistema nervoso periférico, permitem a ocorréncia de comunicag¢do bidirecional através do
axoOnio para a periferia e centro, transmissao quimica devido a substincias neuroinflamatorias
e interacdo neurdnio-glia levando a excitacao cruzada (AFROZ et al 2019).

Em modelos animais, estudos mostraram que ha um aumento da atividade das células
gliais satélites ¢ um aumento no nivel de citocinas durante uma condig¢do de dor. A liberagao
de citocinas a partir das células gliais ativadas pode ser responsavel pela persisténcia da dor.
Outros estudos mostraram que a inflamagao trigeminal desencadeia a ativacao das células gliais
satélites, levando a liberacao de citocinas pro-inflamatorias, como IL-1 e TNF- a, aumentando
a atividade dos nociceptores. Todo esse fenomeno ocorre dentro do ganglio trig€meo,
contribuindo para a inflamagao neurogénica e a sensagao de dor orofacial (SILVA et al 2020;
ZHANG; BI; GAN 2018; REN; DUBNER 2008; GUO et al 2007; RAGHAVENDRA,
TANGA, DELEO 2004).

O proposito desse trabalho ¢ investigar por meio de modelo animal os efeitos da
oclusdo traumatica no ganglio trigeminal, a avalicdo da presenga de COX2 no processo
inflamatorio gerado e o efeito da utilizagdo de fArmacos bloqueadores seletivos de COX2 nos
ganglios trigeminais. Com os resultados obtidos espera-se melhor compreender os efeitos dos
AINES seletivos para COX2 no tratamento da dor ndo fisiolégica gerada por contatos

prematuros.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Avaliar a influéncia do tratamento com celecoxibe nas alteragdes microscopicas dos
ganglios trigeminais de ratos submetidos a modelo experimental de restauracdo com contato

prematuro

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar a influéncia do bloqueio da COX-2 por meio de tratamento com
celecoxibe na variagdo de massa corpdrea de ratos submetidos a modelo de restauragdo com
contato prematuro.

- Avaliar a influéncia do bloqueio da COX-2 por meio de tratamento com
celecoxibe através de histomorfometria as alteracdes microscopicas dos ganglios de ratos

submetidos a modelo de restauracdo com contato prematuro
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais, grupos e doses

O protocolo experimental teve aprovagdo pela Comissdo Etica no Uso de Animais
do Centro Universitario Christus (Unichristus, Fortaleza, Ceara, Brasil) e foi consistente com
as diretrizes éticas da Associagdo Internacional do Estudo da Dor (Protocolo 036/18) (Anexo
I). Ratas Wistar (Rattus novergicus) fémeas foram utilizados nessa pesquisa. Os animais (180-
200g) foram mantidos com agua e racao ad libitum, em ciclo claro-escuro de 12h, temperatura
de 20-25°C e pesados diariamente. Os animais foram aleatoriamente (comando “Aleatorio”,
Microsoft Excel, 2010, Microsoft Corporation®) divididos em cinco grupos:

- Grupo Sham (n=5): grupo controle ndo submetido ao modelo experimental e tratado com
solucdo salina 0,1ml/kg

- Grupo controle (n=10): grupo submetido ao modelo de restauragdo com contato prematuro
tratado com solucdo salina 0,1ml/kg

- Grupo teste 1 (n=10): grupo submetido ao modelo de restauragdo com contato prematuro
tratado com celecoxibe 8 mg/kg

- Grupo teste 2 (n=10): grupo submetido ao modelo de restauragdo com contato prematuro
tratado com celecoxibe 16 mg/kg

- Grupo teste 3 (n=10): grupo submetido ao modelo de restauragdo com contato prematuro

tratado com celecoxibe 32 mg/kg

Tabela 1: Distribuicdo do animais por grupos.

Eutanasia
Grupos 1 dia 3 dias 7 dias
SHAM 5 5 5
SALINA* 10 10 10
CEL 8 mg/kg* 10 10 10
CEL 16 mg/kg* 10 10 10
CEL 32 mg/kg* 10 10 10

*Presenca de contato prematuro.
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3.2 Calculo amostral

Baseado no estudo de Ahn et al. (2007) que apos tratamento com NS-398, um
farmaco experimental inibidor seletivo de COX-2 (FUTAKI et al., 1994), observou redugao
significativa na duracdo média do tempo de cocada em ratos submetidos a modelo de
inflamacdo aguda por formalina em ATM (123+53 segundos para 55+43) (+desvio-padrio),
estima-se necessario, com uma confianca de 95%, 10 animais por grupo de estudo a fim de
obter uma amostra com 90% de poder de rejeitar a hipotese de nulidade deste trabalho. Para o
grupo Sham, serd utilizado apenas metade dessa amostra (n=5), tendo em vista a auséncia de

variagdo que possa Ocorrer nesse grupo.

3.3. Protocolo experimental

Os métodos utilizados para produzir interferéncia oclusal foram adaptados do
protocolo de Cao et al (2009). O dispositivo de interferéncia oclusal foi confeccionado
previamente de resina composta (2350 3M®) em incremento Unico, realizado manualmente de
forma padrao com medidas de 100x20x1,3mm (Comprimento x largura x espessura). Apos
fotopolimerizagdo de 40 segundos (Poly, Wireless, Kavo®), as bordas dos dispositivos foram
ajustadas com lixa de unha para os mesmos ndo machucarem a mucosa oral dos animais, além
disso foi realizada medig@o da espessura de todos os dispositivos para padronizar a intensidade
da interferéncia oclusal. A espessura dos dispositivos foi medida com paquimetro digital de
precisdo de 0,05mm (Lorben®) e nao diferiu significativamente (0,89+0,013 para o grupo
salina, 0,88+0,013 para os grupos de concentracdo 8mg/kg, 0,88+0,012 para os grupos de
concentragdo 16mg/kg e 0,87+0,014 para os grupos de concentracao de 32mg/kg, [p=0,890) As
restauragdes foram fixadas sobre os molares superiores esquerdos, utilizando um sistema
adesivo convencional de dois passos para resina composta (3M, universal) para os grupos de

interferéncia oclusal.

("M“
— 1

Instalagdo Eutanasia Eutanasia
dispositivo grupos 1 dia grupos 3 dias

Eutanésia
grupos 7 dias

Gavagem

— 1 hora 1 dia 3 dias 7 dias
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Figura 1: Sequéncia adotada no protocolo experimental.

O grupo teste foi submetido uma hora antes do procedimento a gavagem de
Celecoxibe, demonstrado na figura 2, nas concentragdes sugeridas, sendo a concentracio base
estimada no estudo de Guo et a/ (2009) e as demais construidas por meio de curva dose-resposta
com doses duas vezes superior e inferior (8, 16 e 32 mg/kg). Os comprimidos de celecoxibe
(Eurofarma®) foram dissolvidos em solugdo salina estéril em volume de 0,1ml/kg. Os grupos
Sham e controle foram submetidos a gavagem do mesmo volume equivalente de soro

fisioldgico. As administragcdes continuaram diariamente até o desfecho de cada protocolo.

£\

Figura 2: Modelo de administra¢do dos farmacos por meio de gavagem.

Apos anestesia dos animais com xilazina (20mg/kg) e quentamina (80mg/kg), os
animais foram posicionados na posi¢ao de dectbito dorsal e a boca foi mantida aberta com um
abridor de boca feito de clipe de metal (nimero 8/0, ACC®). O acido fosférico 37% (DFL®)
foi aplicado sobre a superficie oclusal do molares superiores esquerdos durante 40 segundos e
apos lavagem da superficie com gaze embebida em agua destilada para retirar o excesso de
material e a smear layer, a superficie foi seca com uma nova gaze e realizou-se a aplicagdo do
sistema adesivo (universal, 3M®) sobre toda a superficie dos dentes condicionados com
microbrushs individuais e estéreis. Apds aplicagdo do adesivo o mesmo foi fotopolimerizado
durante 20 segundos com fotopolimerizador convencional (Kavo®). Uma fina camada de resina

flow (Oppalis Flow, FGM®) foi aplicada sobre a superficie condicionada e o dispositivo
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previamente confeccionado foi acomodado e pressionado na regido. A figura 3 demonstra o
dispositivo instalado. Apos a fotopolimerizagdo de 40 segundos, foi realizada a checagem da
estabilidade do dispositivo e os animais foram alojados em caixas de polipropileno e
acompanhados até o retorno da anestesia.

Os animais foram eutanasiados por sobredose de xilazina (20mg/kg) e quentamina
(80mg/kg) apos 1, 3 e 7 dias da inducdo do contato prematuro para excisdo cirurgica dos

ganglios do nervo trigémeo para processamento histologico.

Figura 3: Desenho esquematico da interferéncia dentaria oclusal do modelo experimental em

ratos.

3.4 Confec¢ao de laminas histoldgicas e analise histomorfométrica do ganglio do nervo
do trigémeo

Ap6s fixagdo, os ganglios do nervo trigémeo esquerdo e direito foram desidratados
usando uma série alcodlica graduada, diafanizados com xilol e impregnados com parafina. As
amostras foram colocadas em moldes a temperatura ambiente e cortadas em se¢des de 3 pm de
espessura, coradas com hematoxicilina e eosina (HE). Cinco microcampos (400x) de cada
lamina foram fotografados com uma camera fotografica (U-TV0.63XC, Olympus®) acoplada
em um microscopio optico (BX43, Olympus®) com o software Olympus Soft Imaginig
LCMicro (Olympus®) e exportados para o ImageJ ® para analise histomorfométrica. A figura 4

demonstra um exemplo de como ¢ feita analise da area do corpo neural e os corpos neurais
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avaliados na lamina em questdo. Um pesquisador treinado mediu manualmente a area de cada
corpo celular (ICHIKAWA; JACOBOWITZ; SUGIMOTO, 1993). A média das areas dos

corpos celulares foi a unidade amostral.

Figura 4: Demonstracio de medi¢do de corpo neural utilizando o software Imaje] ®.
(CN) representa os corpos neurais avaliados no campo da lamina histologica. Os corpos neurais

que nao estdo completos na fotografia ndo foram medidos.

3.5 Analise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk, expressas em
forma de média + erro padrao da média e comparados por meio do teste ANOVA/Bonferroni
(dados paramétricos). Todas as andlises foram realizadas utilizando o software estatistico

GraphPad Prism 5.0®, considerando uma confianga de 95% (p<0.05).
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4. RESULTADOS

Na analise da espessura dos dispositivos de interferéncia oclusal ndo houve
diferenga estatistica significativa da espessura dos dispositivos entre os grupos salina e os

demais grupos tratados com celecoxibe oral (8, 16 e 32 mg/kg) (p=0,899).

Tabela 2: Analise da espessura dos dispositivos de interferéncia oclusal entre os grupos de

animais e tratados com diferentes doses de celecoxibe.

Grupos
Sal CELS CEL 16 CEL32 p-Valor

Tamanho do
0,893+0,013 0,889+0,013 0,889+0,012 0,879+0,014 0,899
dispositivo (mm)

*p<0,05 versus Sham; ANOVA-1-way/Bonferroni (Média+tEPM). Sal 0,1ml/kg; CEL 8 = 8mg/kg; CEL 16 = 16
mg/kg; CEL 32 =32 mg/kg.

Com relagdo variagdo de massa corpdrea entre os grupos sham, salina e tratados
com celecoxibe (8,16 ¢ 32 mg/kg) no 1° e 3° dia ndo apresentaram diferenga estatistica
significativa referente a perda ou ganho de massa corporea do animal. Os grupos submetidos
ao modelo de interferéncia oclusal (salina e celecoxibe (8,16 e 32 mg/kg)) no 7°dia

mostraram perda de peso significativa em relagdo ao grupo sham (p=0,039).

Tabela 3: Variagdo de massa corpdrea em animais submetidos a modelo de interferéncia

oclusal e tratados com diferentes doses de celecoxibe.

Tempo (Dias)
D1 D3 D7 p-Valor
Variac¢ao de massa (%)
Sham 100,21+0,68 101,88+0,49 112,84+1,19 0,039
Sal 98,15+1,81 98,98+1,98 102,64+2,81*
CEL 8 100,01+0,24 100,67+1,57 98,90+1,02*
CEL 16 100,28+0,78 106,07+0,71 98,37+0,43*
CEL 32 100,05+0,36 99,19+0,74 97,08+1,35*

*p<0,05 versus Sham; ANOVA-2-way/Bonferroni (MédiatEPM). Sham = 0,Iml/kg; Sal 0,1ml/kg; CEL 8 =
8mg/kg; CEL 16 = 16 mg/kg; CEL 32 =32 mg/kg.
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A andlise histomorfométrica dos ganglios dos animais mostrou apos 1 dia reducdo
significativa da area média dos corpos neuronais do grupo Sham para o grupo salina no lado
contralateral (p=0,037), mas nao no lado ipsilateral (p=0,470). O tratamento com celecoxibe 8
e 16 mg/kg ndo reverteu significativamente esse processo, mas o tratamento com celecoxibe 32
mg/kg reverteu completamente essa alteragdo no lado contralateral, quando a area dos corpos
neuronais desses grupos mostrou-se significantemente superior aos corpos neuronais dos

animais do grupo salina (Figura 5).
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Figura 5: Média da area dos corpos neuronais dos animais submetidos a modelo de contato
prematuro e tratados com diferentes doses de celecoxibe oral (8, 16 e 32 mg/kg) ap6s um dia
da inducdo do modelo.

*p<0,05 versus Sham; 'p<0,05 versus salina (média = EPM) (ANOV A/Bonferroni).

A analise histomorfométrica dos ganglios dos animais mostrou ap6s 3 dias reducao
significativa da area média dos corpos neuronais do grupo Sham para o grupo salina no lado
contralateral (p=0,036), mas nao no lado ipsilateral (p=0,985). O tratamento com celecoxibe 8
e 16 mg/kg ndo reverteu significativamente esse processo, mas o tratamento com celecoxibe 32
mg/kg reverteu completamente essa alteragdo no lado contralateral, quando a area dos corpos
neuronais desses grupos mostrou-se significantemente superior aos corpos neuronais dos

animais do grupo salina (Figura 6).
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Figura 6: Média da area dos corpos neuronais dos animais submetidos a modelo de contato
prematuro e tratados com diferentes doses de celecoxibe oral (8, 16 e 32 mg/kg) apds trés dias
da inducdo do modelo.

*p<0,05 versus Sham; p<0,05 versus salina (média = EPM) (ANOV A/Bonferroni).

A analise histomorfométrica dos ganglios dos animais mostrou ap6s 7 dias reducao
significativa da area média dos corpos neuronais do grupo Sham para o grupo salina tanto no
lado contralateral (p<<0,001) como do lado ipsilateral (p=0,038). O tratamento com celecoxibe
8 mg/kg ndo reverteu significativamente esse processo, mas o tratamento com celecoxibe 16 e
32 mg/kg reverteu completamente essa alteragdo no lado contralateral e completamente do lado
ipsilateral, quando a area dos corpos neuronais desses grupos mostrou-se significantemente

superior aos corpos neuronais dos animais do grupo salina (Figura 7).
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Figura 7: Média da area dos corpos neuronais dos animais submetidos a modelo de contato
prematuro e tratados com diferentes doses de celecoxibe oral (8, 16 e 32 mg/kg) apds sete dias
da inducao do modelo.

*p<0,05 versus Sham; "p<0,05 versus salina (média = EPM) (ANOV A/Bonferroni).

CONTRALATERAL

Figura 8 Painel demonstrativo de cada grupo das laminas analisadas representando cada grupo do lado

contralateral.
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Figura 9: Painel demonstrativo de cada grupo das laminas analisadas representando cada grupo do lado ipsilateal.
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5. DISCUSSAO

A interferéncia oclusal realizada no estudo inibiu as demais superficies oclusivas de
alcangar contatos estaveis e harmoniosos com o objetivo de criar um processo inflamatdrio em
regido orofacial, sendo analisado se haveria alteragdes em regido do ganglio do nervo trigémeo,
possibilitando avaliar alteracdes microscopicas do ganglio trigeminal, o principal da regido
afetada (QI et al 2016)

Estudos realizados com interferéncia oclusal mostraram que o trauma oclusal pode
causar uma variedade de efeitos biologicos destrutivos no sistema estomatognatico,
especificamente no tecido pulpar, peridontal, osso alveolar, misculo mastigatorio, articulagao
temporomandibular (ATM) e no sistema nervoso central. (LIU; JIANG; WAN 2013)

O estudo realizado por Qi ef al (2016), utilizou coroas metalicas com espessura de
0,6mm em primeiros molares inferiores direito e observou alteragdes inflamatdrias em regiao
de articulacdo temporomandibular. O estudo realizado por Silva et al (2020), as interferéncias
foram fixadas sobre o primeiro molar superior esquerdo utilizando um dispositivo com material
adesivo de resina composta com espessura média de 1,24mm, onde o modelo experimental
mostrou que a interferéncia oclusal pode causar inflamagdo trigeminal levando a alteragdes
comportamentais sugestivas de desconforto.

A dor orofacial ¢ frequentemente relatada apds uma oclusdo inadequada ou
patologica, o que tem sido classicamente demonstrado em estudos clinicos nos quais observou-
se que a interferéncia oclusal iatrogénica ¢ frequente e pode ser uma causa direta na dor
muscular mastigatoria (CIMIC et al 2016). Essa dor ¢ relatada dentro de 3 dias apds a produgéo
de um ponto oclusal intercuspideo unilateral rigido, e os sintomas permaneceram por pelo
menos 6 dias (LI ef a/ 2008). No estudo realizado por Cao et al. (2009) em animais, mesmo
apoOs a remogao da interferéncia oclusal, a hiperalgesia persistiu, podendo ser detectada por até
trés semanas ap0s a retirada do dispositivo.

Viérios estudos usando abordagens diferentes sugerem que a interferéncia oclusal
estd envolvida na dor orofacial e que os ganglios do nervo trig€meo estdo envolvidos. (QI et al
2016; QIUFEIL; LI; XU, 2013) Apesar da relacdo entre interferéncia oclusal e dor orofacial
permanecerem controversa, os estudos realizados em animais ¢ humanos sugerem que essa
relacdo existe. (QIUFEIL; LI; XU, 2013). Alguns estudos anteriores identificaram a oclusao
como um importante fator de risco para dor orofacial (CIMIC et al 2016; DE BOEVER;
CARLSSON; KLINEBERG, 2000; EGERMARK et al. 2000; EKBERG; VALLON; NILNER,
2003;) enquanto outros estudos ndo corroboram esses achados. (GLAROS; GLASS; MC
LAUGHLIN, 1994; LE RESCHE; TRUELOVE; DWORKIN, 1993)
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Os grupos submetidos ao modelo de interferéncia oclusal no protocolo de 7 dias,
tanto os grupos que tiveram administracdo de Celecoxibe como o grupo que recebeu apenas
salina, mostraram perda de peso significativa em rela¢do ao grupo sham do mesmo protocolo,
onde a perda pode estar relacionado a presenca do dispositivo oclusal, tendo em vista que entre
os grupos que receberam Celecoxibe e o grupo salina ndo houve diferenca significativa. No
estudo realizado por Cao et al (2009) os animais foram pesados por 2 semanas e no estudo
realizado por Silva et al (2020), nos grupos de 7 dias ndo foi encontrado perda de peso
significativa ap6s a adi¢do de uma interferéncia oclusal nos dois estudos.

A transmissdo da dor inflamatoria orofacial depende da ativacdo de células
trigéminais neuronais e ndo neuronais. Os corpos neurais do ganglio do trigémeo sdo cercados
por células gliais satélites (CGSs), que sao ativados por mediadores inflamatorios, contribuindo
para a facilitacdo da dor. As CGSs sdo responsaveis por permitir uma extensa troca de produtos
quimicos entre os dois tipos celulares (HANINI ez al 2005).

No estudo realizado por Liu ef a/ (2018), a inflamagao gerada pela exposigao pulpar
foi realizada no primeiro molar superior de ratos. O estudo mostrou que a lesdo e inflamacao
dentaria induziram a ativacdo das CGSs no ganglio trigeminal, indicando que a ativacao das
CGSs podem estar relacionadas com os mecanismos periféricos da dor apds lesdo dentéria e
inflamacdo. Além disso, teve como resultado que os neurdnios rodeados pelas CGSs e marcados
com a proteina do acido fibrillar glial (GFAP) eram principalmente de tamanho pequeno e
médio, indicando que o tamanho dos corpos neurais tem influéncia na presenga de inflamagao
e possivel sintoma doloroso.

Encontramos que a inflamagdo provocada pela interferéncia oclusal levou a uma
diminui¢do da 4rea dos corpos neurais, quando observamos o grupo salina de 1, 3 e 7 dias
quando comparado ao grupo sham. No estudo de Qi et a/ (2016), interferéncia oclusal com
altura de lmm em ratos, mostrou que houve mudanca nos corpos neurais no dia 3 apds a
colocagdo da interferéncia oclusal. Além disso, indicou que a hiperalgesia induzida pela
interferéncia oclusal apresentou neuronios de pequeno porte nos ganglios trigeminais, onde os
mesmos podem participar no desenvolvimento da hiperalgesia. O estudo realizado por Sun et
al (2016) em animais, observou alteragdes no ganglio trigéminal no dia 1 apds a interferéncia
oclusal, sugerindo a ativagcdo dos neurdnios trigeminais rapidamente. No presente estudo, ¢
possivel observar alteragdes em todos os grupos apoés a interferéncia oclusal, onde alteragdes
significativas sdo encontradas a partir do primeiro dia apos a interferéncia oclusal gerada, no

grupo salina.
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Ap0s a analise histomorfométrica no estudo, pode-se avaliar a possivel atuacdo da
COX-2 no quadro inflamatério em regido do ganglio trigeminal. Os grupos que receberam o
tratamento com Celecoxibe, os corpos neurais apresentaram uma maior area, indicando
possivelmente a atuagdo do farmaco nas concentragdes 32mg/kg no tratamento de 1 e 3 dias e
16 e 32mg/kg no tratamento de 7 dias, onde as areas dos corpos neurais foram equivalentes ao
grupo que ndo recebeu a interferéncia oclusal, grupo sham. O estudo de Chopra et al (2000)
mostram que neurdnios sensoriais contém enzimas COX-1 e COX-2, que convertem os acidos
araquidonicos em prostaglandinas pro-inflamatorias, onde esses mediadores inflamatorios
participam da comunicag¢ao entre neurdnios.

A ndo ativacdo da sintese de COX-2 inibidas pelo farmaco administrado antes do
protocolo experimental para contato prematuro, foi importante para avaliar a via inflamatdria
desencadeada no ganglio trigeminal apds a interferéncia. O estudo realizado por Silva et al
(2020) administrou o fArmaco Inflixmab (Remicade®) 30 min antes da instalagao do dispositivo
oclusal, o estudo investigou o papel do TNF- a no desconforto orofacial em um modelo de
interferéncia dentaria oclusal em ratos. Além disso, o estudo Guo et al (2009), no qual foi o
modelo para dosagem do farmaco Celecoxibe do presente estudo, realizou administragdo do
mesmo, 1 hora antes do procedimento.

A sensibilizagao central do trigémeo pode ser causada pela estimulag@o nociva dos
musculos da mandibula, da ATM e dos tecidos dentarios (LIU; JIANG; WANG 2013). Cao et
al (2009), sugere que os mecanismos centrais de dor, além da lesdo periférica do tecido
muscular, estdo envolvidos na interferéncia oclusal. O que estd de acordo com o estudo
realizado, que nos mostra o envolvimento da interferéncia oclusal, com a possivel inflamagao
gerada nos ganglios trigeminais, onde a oclusdo traumatica pode ter efeitos na sensibilizagdo e
condugdo de neurdnios sensoriais primarios.

Os estudos realizados por Gao e Duan (2010) observou-se aumento da COX-2 no
subntcleo trigémeo caudal de ratos apo6s a dor do movimento dentério. O trabalho realizado por
Yang et al (2009), realizou um estudo em ratos, onde realizou a compressao do nervo trigémeo.
O estudo encontrou que a administragdo intracisternal de NS-398, um inibidor seletivo de COX-
2, inibiu significativamente a dor mecanica produzida pela compressao do trigémeo, sugerindo
que a COX-2 desempenha um papel importante no processamento nociceptivo apds a
compressao do ganglio trigémeo.

Embora se saiba que a COX-2 ¢ expressa constitutivamente em alguns tecidos, na
maioria dos tecidos ¢ expressa como a forma induzivel. O estudo realizado por Quinn et al

(2000) encontrou a expressdao da COX no tecido e liquido sinovial. Tanto a COX-1 quanto a
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COX-2 mostraram maior expressao no revestimento sinovial e no liquido das ATMs com
desarranjo interno em relagdo as ATMs saudaveis, além disso, o estudo viu a importancia da
analise da presenca de COX-2 na inflamacdo desencadeada pela alteracdao oclusal para ver
possiveis tratamentos farmacoldgicos no area clinica odontologica.

No estudo realizado por Filippini ef a/ (2018), avaliou o envolvimento de CGSs nos
ganglios trigeminais em dor inflamatoria dentaria em ratos por meio de exposi¢do dentdria. O
aumento da ativacdo de células satélites no nervo trigémeo foi observado no lado ipsilateral,
ndo tendo alteracdo nas células gliais satélites do lado contralateral. O que nos mostra nesse
caso, que a inflamacao gerada no presente estudo, provavelmente ndo teve envolvimento com
inflamagao dentaria pulpar, ja que alteracdes observadas em histomorfometria ocorreram no
lado contralateral nos grupos de 1 e 3 dias e nos dois lados nos grupos de 7 dias. No estudo
realizado por Sun et al (2016) sugere hiperalgesia mecanica e alteragdo na musculatura facial
contralateral e ipsilateral apds interferéncia oclusal. A desorganizag¢do da oclusdo resulta em
alteracdes no tecido muscular que incluem aumentos no lactato, ATP, fosfato, creatinina,
quinase, diminuicdo do pH e infiltracdo de neutréfilos (CLARKSON, SAVERS 1999;
DEBOLD, DAVE, FITTS 2004) Alteragdes nessas substidncias podem ativar diretamente

nociceptores e aumentar a liberacao de citocinas e prostaglandinas (OZAKTAYV et al 2002).
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6. CONCLUSAO

A instalagdo do dispositivo de contato prematuro oclusal levou a alteragdes histomorfométricas
significativa do ganglio trigeminal e o tratamento com celecoxibe reverteu parcialmente essas
alteracdes, sugerindo importante papel da via da ciclooxigenase no processo de
hipernocicepgdo em regides inervadas por ramos do ganglio trigeminal. S3o necessarios estudos

comportamentais para verificar a influéncia dessas alteragdes em padrdes clinicos.
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