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RESUMO

O peroxido de hidrogénio apresenta efeitos deletérios aos tecidos dentais, ocasionando
dor e sensibilidade em muitos pacientes submetidos ao clareamento, em decorréncia do
estresse oxidativo e da inflamacg&o induzida por este composto. O 6xido nitrico (ON) é
uma das mais importantes espécies reativas de oxigénio para inducdo de toxicidade
mediada por células fagocitarias, que sintetizam o ON por meio da oxido nitrico sintase
induzida (iNOS). Diante disso, 0 presente estudo teve por objetivo avaliar o papel da
INOS na nocicepgao e desconforto orofacial em ratas submetidas a clareamento dental
com peroxido de hidrogénio a 35%. Para tanto, utilizaram-se 72 ratas da linhagem Wistar
que foram aleatoriamente divididos em trés grupos experimentais: um grupo sham
submetido a simulacédo do tratamento clareador e tratado com salina, um grupo controle
submetido ao tratamento clareador e tratado com salina € um grupo teste submetido a
tratamento clareador e blogueio farmacoldgico da iINOS com aminoguanidina (AG). Os
animais foram pesados diariamente ao longo do protocolo experimental. Apds 24h, 48h
e 7dias, os animais foram eutanasiados por sobredose anestésica e coletados os glanglios
trigeminais bilaterais para processamento e analise histoldgica. Os animais eutanasiados
apos sete dias foram submetidos a estudo de comportamento diariamente até o dia de
eutanasia (escalas de Grimace e somatério do numero de cogadas e mordidas). Apos
analise de comportamento, foi realizado o ensaio de nocicepcao, usando filamentos de
fibra de Von Frey de um analgesimetro digital (Bronther®). Além disso, durante todos
os dias de estudo, os animais foram pesados para a analise da variacdo do peso corporal.
A anélise estatistica foi realizada através do teste ANOVA -1-way ou -2-way, seguido do
pos-teste de Bonferroni sendo considerado nivel de significancia de 5%. Os resultados
obtidos indicam que a aminoguanidina reverte a nocicepcdo e a reducdo do ganglio
trigeminal. Nenhum animal dos grupos teste e Sham apresentaram escores maiores do
que zero, ademais os animais tratados com AG apresentaram maior limiar de nocicepc¢ao
massetérica em comparacdo ao grupo controle negativo, que demonstrou reducdo
significante do limiar entre os dias 3, 4 e 5 (p<0.001). Esses resultados se repetem em
relacdo a variacdo da massa corporea, pois, o grupo tratado com AG apresentou 0 mesmo
comportamento do sham, sem perda de peso significativa ao longo do experimento.
Quanto a avaliacdo dos corpos neuronais, o grupo salina apresentou reducdo significativa
da &rea média dos corpos neuronais em comparagdo ao grupo Sham e ao grupo tratado
com AG (p=0.019). Diante disso, conclui-se que a enzima iNOS exerce importante papel
na nocicepcdo e desconforto orofacial em ratas submetidas a clareamento dentario com
perdxido de hidrogénio a 35% e AG apresenta efeito protetor em ganglios trigeminais.

Palavras- chave: Nocicepcdo. Clareamento dental. Aminoguanidina. Oxido nitrico.



ABSTRACT

Hydrogen peroxide has deleterious effects on dental tissues, causing pain and sensitivity
in many patients undergoing bleaching, due to oxidative stress and inflammation induced
by this compound. Nitric oxide (NO) is one of the most important reactive oxygen species
for inducing toxicity mediated by phagocytic cells, which synthesize NO through induced
nitric oxide synthase (iNOS). Therefore, this study aimed to evaluate the role of iNOS in
nociception and orofacial discomfort in female rats submitted to tooth whitening with
35% hydrogen peroxide. For this purpose, 72 female Wistar rats were randomly divided
into three experimental groups: a sham group submitted to the simulation of bleaching
treatment and treated with saline, a control group submitted to bleaching treatment and
treated with saline, and a test group submitted to to bleaching treatment and
pharmacological blockade of iINOS with aminoguanidine (AG). Animals were weighed
daily throughout the experimental protocol. After 24h, 48h and 7days, the animals were
euthanized by anesthetic overdose and bilateral trigeminal ganglia were collected for
processing and histological analysis. The animals euthanized after seven days were
submitted to a daily behavioral study until the day of euthanasia (Grimace scales and the
sum of the number of scratches and bites). After behavior analysis, the nociception test
was performed using von Frey fiber filaments from a digital analgesimeter (Bronther®).
In addition, during all study days, the animals were weighed to analyze the change in
body weight. Statistical analysis was performed using the ANOVA -1-way or -2-way test,
followed by the Bonferroni post-test with a significance level of 5%. The results obtained
indicate that aminoguanidine reverses nociception and trigeminal ganglion reduction.
None of the animals in the test and Sham groups had scores greater than zero, and the
animals treated with GA had a higher masseteric nociception threshold compared to the
negative control group, which showed a significant reduction in the threshold between
days 3, 4 and 5 (p< 0.001). These results are repeated in relation to the variation of body
mass, as the group treated with AG presented the same behavior as the sham, without
significant weight loss throughout the experiment. As for the evaluation of neuronal
bodies, the saline group showed a significant reduction in the mean area of the neuronal
bodies compared to the Sham group and the group treated with AG (p=0.019). Therefore,
it is concluded that the INOS enzyme plays an important role in nociception and orofacial
discomfort in rats submitted to tooth whitening with 35% hydrogen peroxide and AG has
a protective effect on trigeminal ganglia.

Keywords: Nociception. Tooth whitening. Aminoguanidine. Nitric oxide.
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1. INTRODUCAO

1.1. Estética Dental e Bem Estar Social

Nos altimos anos, notou-se que a procura por clareamento dental no consultério
odontologico cresceu significativamente, demonstrando que o sorriso apresenta grande
influéncia sobre a harmonia e estética da face. Desse modo, nota-se a contribuicdo da
odontologia para a melhoria da auto estima e bem estar de muitos pacientes que buscam,
atraves da estética do sorriso, sentirem-se mais belos e admirados em seu meio social.
(OLIVEIRA et al., 2014).

Dentes mais brancos estdo associados, para a maioria da populacdo, a melhor satde
bucal (OLIVEIRA et al., 2014). Além disso, dentre as caracteristicas dentérias: forma,
alinhamento e cor, esta Gltima é a que mais chama atencdo dos pacientes odontoldgicos,
por ser rapidamente percebida (TIN-OO et al., 2011; DEMARCO et al., 2009).

1.2. Tratamento Clareador

Dentre as técnicas para clarear dentes, as mais utilizadas na rotina clinica sdo o
clareamento de consultorio e a autoaplicacdo supervisionada, também chamado de
clareamento caseiro (ROBERTO et al., 2011).

No tratamento realizado em consultério € comum o uso de gel clareador a base de
peréxido de hidrogénio ou de substancias que se dissociam nele, como o peroxido de
carbamida (FEINMAN, et al., 1991), em concentracOes que variam de 25% a 50% para
a primeira substancia e em torno de 35% para a ultima (ROBERTO et al., 2011).

As principais vantagens da técnica de clareamento de consultério estdo relacionadas
a administragdo do produto, uma vez que, 0 proprio dentista emprega o tratamento e
detém maior controle da aplicacdo da substancia no paciente, livrando regides de retracao
gengival, locais estes propicios a reagdes de hipersensibilidade. Além disso, esse método
ndo exige colaboracdo do paciente e apresenta efeito clareador mais rapido quando
comparado a técnica de clareamento caseiro (SOARES et al., 2008; PERDIGAO et al.,
2004).

A técnica de clareamento caseiro consiste na autoaplicacdo pelo paciente de uma

solucdo a base de perdxido de carbamida (10-22%) ou perdxido de hidrogénio (4%-8%)



associado a moldeiras personalizadas de acetato. Este tratamento exige colaboracdo do
paciente e apresenta menor indice de recidiva de cor a longo prazo, porém alguns
pacientes ndo se adaptam ao uso das moldeiras por varios minutos, durante muitos dias
(MARSON et al., 2006; ROBERTO et al., 2011).

O mecanismo de ac¢do do peroxido de hidrogénio baseia-se na quebra de moléculas
cromoforas complexas do esmalte e da dentina, induzida por espécies reativas de oxigénio
(EROs), resultantes da dissociacdo do perdxido de hidrogénio. Uma vez que, essas
moléculas tornam-se menores, refletem mais a luminosidade do ambiente e conferem

aparéncia dental mais clara (KIHN, 2007).

1.3. Estresse Oxidativo sobre o Tecido Pulpar

As EROs estdo associadas a inducdo da inflamag&o no organismo como resposta
imunoldgica, por meio de sinalizacdo celular e de toxicidade aos agentes patdgenos.
Contudo, o estresse oxidativo exacerbado, pode induzir aos tecidos dentais a reducéo da
capacidade de regeneracéo pulpar, levando a necrose e dor, além de reduzir a proliferacéao
e 0 metabolismo celular (CINTRA et al., 2013; SOARES et al., 2015; SOUZA et al.,
2010).

O oxido nitrico (NO) é uma das mais importantes espécies reativas de oxigénio com
fungdes importantes para hemostasia do organismo. Essa molécula é produzida por varias
células do corpo, por meio de hemeproteinas chamadas de NO sintase (NOS)
(SCHNACKENBERG, 1997).

Existem 3 tipos de NOS. A isoforma tipo 1 ou cNOS, apresenta carater constitutivo
das células neuronais, epiteliais, adrenais, renais, musculo esquelético e outros. Enquanto
a isoforma tipo 3 ou eNOS, embora seja constitutiva, restringe sua fungéo a produzir NO
em endotélio vascular sob condigdes basais (FORSTERMANN et al., 1994). Por fim, a
isoforma tipo 2 ou iINOS é induzida a expressar-se nas paredes de células fagocitarias
mediante a presenca de citocinas inflamatorias. O problema é que a concentracdo
aumentada de NO no meio inflamatorio confere toxicidade ndo apenas para patdégenos ou
células tumorais, mas também pode lesar células saudaveis préximas, causando mais
inflamacao na regido, induzindo dor e até perda de fungdo em casos crénicos (STUEHR
etal., 1991; FILHO; ZILBERSTEIN, 2000).



1.4. Bloqueio Seletivo de iNOS pelo Farmaco Aminoguanidina

A aminoguanidina (AG) é um farmaco experimental com capacidade de reduzir o
estresse oxidativo, através da inibicao seletiva da enzima éxido nitrico sintase induzivel.
Desse modo, a AG promoveria uma modulacdo da resposta inflamatoria, bem como da
dor associada ao clareamento dental, revelando-se um interessante mecanismo de reducao
da toxicidade e seus efeitos deletérios, consequentes do uso prolongado de peroxido de
hidrogénio em superficies dentarias (ZHANG et al., 2002).

A aminoguandinina é um potente inibidor de iINOS, sendo considerado um
potencial farmaco anti-inflamatorio, anti-nociceptivo e anti-oxidante, e no presente
estudo, as diferentes analises realizadas demonstrou que os grupos tratados com esta
substancia e submetidos ao clareamento dental, apresentou uma reversao da nocicepcao,
melhores pardmetros comportamentais e manutencdo da area dos corpos neuronais. A
INOS tem importantes funcGes associadas a producdo de éxido nitrico, no entanto esse
radical livre pode se comportar de maneira protetiva ou pro-inflamatoria e degenerativa,
mediante sua concentracao celular (SUSCHEK et al., 2004).

Em um estudo desenvolvido por Hosseini et al. (2020), os autores relatam a reducéo
de IL-1a e IL-1B, TNF-a e Interleucina-6 (IL-6), assim como a redugao do metabolito
NO, apds injecdo de aminoguanidina. O estudo simulou a disfuncéo renal induzida por
lipopolissacarideos bacteriano (LPS) em ratos, e concluiu que o efeito de melhora clinica
— avaliado pela reducdo dos niveis séricos dos marcadores renais BUN e creatinina —
promovida pela AG pode ser devido aos seus efeitos atenuantes nas respostas
inflamatdrias e no estresse oxidativo causados pelo LPS.

A supressao de IL-1p, bem como de TNF-a foi encontrada no estudo desenvolvido
por Freitas et al. (2016), que visava avaliar a hipernocicepgdo em modelos experimentais
de inflamacéo da articulagdo temporomandibular induzida por zimosan. Os ratos foram
tratados com AG e lectina de Abelmoschus esculentus em associacdo e observou-se
significativa reducdo da hipernocicep¢do. Embora, a aminoguanidina ndo tenha sido
administrada isoladamente neste estudo, a reducédo significativa da expressao de 1l-1 e
TNF aponta o potencial antiinflamatorio da AG.

Diante disso, o presente estudo se revela uma importante ferramenta para esclarecer
o efeito da inibicdo de INOS e ON, a partir do bloqueio com aminoguanidinina sobre a
dor e o desconforto orofacial associados ao tratamento de clareamento dentario. Tendo

em vista a escassez de estudos na literatura sobre os efeitos da AG em tecidos orais, este
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estudo poderé esclarecer como a agédo trigeminal deste farmaco, bem como sua eficacia

protetora quanto a hipernocicepcao decorrente de trauma pulpar por clareamento.



11

2. HIPOTESES

HO- O bloqueio da iNOS via aminoguanidina ndo exerce papel importante na

nocicepcao e desconforto orofacial em ratas submetidas a clareamento dentario.

H1- O bloqueio da iNOS via aminoguanidina exerce importante papel na

nocicepc¢do e desconforto orofacial em ratas submetidas a clareamento dentario.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
Avaliar o papel da enzima Oxido nitrico sintase induzida na nocicepgdo e
desconforto orofacial em ratas submetidas a clareamento dental com perdxido de

hidrogénio.

3.2. Objetivos Especificos

 Avaliar as alteragdes nociceptivas em ratas submetidas ao clareamento dentario
com peroxido de hidrogénio com e sem bloqueio com aminoguanidina;

» Avaliar as alteragdes do comportamento em ratas submetidas ao clareamento
dentario com peroxido de hidrogénio com e sem bloqueio com aminoguanidina,;

* Avaliar histologicamente a influéncia do clareamento dental com perdxido de
hidrogénio no ganglio trigeminal de ratas da linhagem Wistar;

* Avaliar a influéncia do bloqueio da iNOS nas caracteristicas histomorfométricas
do ganglio trigeminal de ratas submetidas ao clareamento dentario com peréxido de

hidrogénio.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Manutencéo dos animais

O presente trabalho foi aprovado na comissdo ética de uso de animais do Centro
Universitario Christus (Unichristus) com namero de protocolo 38/19 (Anexo 1), sendo
utilizado 72 ratas fémeas, pesando entre 180 e 220 gramas, da linhagem Wistar (Rattus
norvegicus), obtidos do Biotério Central do referido centro para este estudo. Durante a
realizacdo dos experimentos, todos os esforcos possiveis foram utilizados para minimizar
o sofrimento dos animais. As ratas foram abrigadas a 23° C em ciclo luz-escuro de 12
horas com acesso a dgua e alimento ad libitium e mantidas em gaiolas de polipropileno

em numero de 04 animais por gaiola.

4.2. Calculo amostral

Baseado no estudo de Louzada et al. (2018), o qual observou que, dois dias apos
clareamento dentério, a polpa dentéria de 85% das ratas tratadas com perdxido de
hidrogénio apresentara intenso infiltrado inflamatério na porcéo oclusal versus 0% dos
animais controle, estimou-se necessario avaliar oito ratas por grupo, a cada dia, a fim de
se obter uma amostra que represente com 90% de poder e 95% de confianca a hipdtese
alternativa deste estudo.

4.3. Grupos de estudo e protocolo experimental

Os animais (180-200g) foram mantidos com agua e racdo ad libitum, em ciclo claro-
escuro de 12h, temperatura de 20-25°C e pesados diariamente. Os animais foram
aleatoriamente (comando “Aleatdrio”, Microsoft Excel, 2010, Microsoft Corporation®)
divididos em quatro grupos: um grupo sham, submetido a simulagdo do tratamento
clareador e tratado diariamente com solugcdo salina 0,1ml/kg subcutanea; um grupo
controle submetido ao clareamento dental e tratado diariamente com solucdo salina
0,1ml/kg subcutdnea; e um grupo teste, submetido a tratamento clareador e bloqueio

farmacoldgico da iINOS com aminoguanidina 50mg/kg por via subcutanea diariamente.
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Cada grupo contou com trés momentos de eutanasia, apés 24h, 48h e 7 dias do
clareamento e como foram utilizadas oito ratas por grupo por dia de eutanasia, o total de
animais foi de 72 ratas para este experimento.

Imediatamente antes da aplicacdo do gel clareador, os grupos controle (salina e
sham) e teste receberam 0,1ml/kg de solucéo salina e os animais do grupo teste receberam
50mg/kg em solucdo equivolumétrica de aminoguanidina diariamente até o dia de
eutanasia (LIMA Jr. et al., 2012).

Foi utilizado o protocolo de clareamento dentario proposto por Silva-Costa, et al.
(2018) que consiste em, inicialmente, anestesiar os animais com xilazina (20 mg/kg) e
quetamina (80 mg/kg). Apds anestesia, os animais foram mantidos de boca aberta,
utilizando um dispositivo intermaxilar ajustado como abridor de boca e uma barreira
gengival foi aplicada nos molares superiores bilaterias dos animais (FGM Dentscare
LTDA, Joinville, SC, Brazil) para aplicagdo do gel clareador de H202 35% Whiteness
HP Blue (FGM) nos dentes isolados (0,02 ml por dente) por 15 minutos. Os animais do
grupo sham tambem foram anestesiados, mantidos de boca aberta pelo mesmo tempo,
utilizando os mesmos dispositivos, mas ndo foram submetidos ao gel clareador.

Apos 24h, 48h e 7 dias, os animais foram eutanasiados por sobredose anestésica de
xilazina (50 mg/kg) e quetamina (150 mg/kg). Foram coletados os ganglios trigeminais
bilateralmente para fixacdo em formol neutro 10% e realizado o processamento
histoldgico. O estudo comportamental foi realizado, previamente, nos animais que foram

eutanasiados ap0s sete dias de experimento.

4.4. Estudo de comportamento e variacdo de massa corporea

Imediatamente antes de iniciar o protocolo experimental, os animais foram
individualmente acondicionados em sala escura com luz vermelha em uma caixa de
polipropileno para armazenamento de camundongos. ApO6s cinco minutos de
acondicionamento, foram cronometrados por mais cinco minutos o namero de mordidas
e 0 numero de cocadas sobre as vibrissas. Esse protocolo foi iniciado trés dias antes do
clareamento dental e repetido diariamente até a eutanasia dos animais no sétimo dia
experimental.

Nos mesmos periodos, 0s animais foram pesados para avaliacdo da variacdo de
massa corporea e foi aplicada a escala de Grimace para avaliacdo de dor e sofrimento. A

escala de Grimace estabelece niveis de dor e desconforto em animais de experimentacao
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dando escores que variam de 0 (nenhuma dor/sofrimento) a 1 (dor/sofrimento leve) e 2
(dor/sofrimento acentuado) para os seguintes parametros:

- Posicéo dos olhos: classifica como 0 olhos bem abertos, 1 olhos meio fechados e,
2 olhos bastante fechados e lacrimejantes;

- Posicdo do nariz: classifica como 0 nariz ereto, 1 nariz discretamente arqueado
para superficie plana e, 2 nariz bastante arqueado para a superficie plana;

- Posicéo das bochechas: classifica como 0 bochechas retilineas sem interferir na
orbita, 1 bochechas discretamente edemaciadas influenciando moderadamente na érbita
e, 2 bochechas edemaciadas interferindo diretamente na 6rbita e no fechamento ocular;

- Posicdo das orelhas: classifica como 0 orelhas eretas, 1 orelhas discretamente
arqueadas e, 2 orelhas totalmente arqueadas e em dire¢do caudal;

- Posicdo das vibrissas: classifica como O vibrissas homogéneas, 1 vibrissas
discretamente espacgadas e, 2 vibrissas bem espagadas com aumento do edema da
bochecha.

Figura 1: Modelo de analise das escalas de Grimace para avaliacdo dos niveis

de dor/sofrimento em animais em experimentacdo segundo o critério de posi¢do do

olho.

Fonte: Portal Nacional Centre for the Replacement Refinement & Reduction of
Animals in Research.
Disponivel em: <https://www.nc3rs.org.uk/grimacescales >. Acesso em: 16 de
setembro de 2018.

Apos avaliacdo, os escores foram somados para obtencdo de média e construcao da

unidade amostral.
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4.5. Ensaio de nocicepcao

Apos anélise de comportamento, foi realizado o ensaio de nocicep¢do, usando
filamentos de fibra de Von Frey de um analgesimetro digital (Bronther®). O
analgesimetro digital utilizado apresenta capacidade do transdutor: 0,1 até 1000 gramas
(aprox. 1 mN até 10 N), resolucdo de 2 mV/V, tTempo de reacdo entre 1mseg - 150 mseg,
faixa de temperatura: 10-60°C.

Um unico operador, previamente calibrado, apoiou o animal na palma da mé&o ateé
que o animal estivesse acomodado e condicionado e, em seguida, pressionou-se com 0
filamento de Von Frey a regido massetérica do animal. Esse processo foi repetindo
durante trés vezes em cada lado do animal (primeiro lado direito, depois lado esquerdo).
O teste mediu, em Newton, a forca que o animal suporta até desenvolver mecanismo de
escape. Este teste foi realizado trés dias antes do protocolo experimental para
condicionamento do animal, sendo realizado diariamente, até o dia da eutanasia. A média
das triplicatas dos lados direito e esquerdo foi usado como unidade amostral (SILVA et
al., 2020).

Uma das principais causas da dor miofascial € a de origem pulpar e estudos tém
mostrado efeito potencialmente téxico dos clareamentos dentais na polpa dentaria
(SILVA et al., 2019). O tecido pulpar apresenta na regido sub-odontoblastica um denso
complexo de fibras nervosas conhecido como plexo de Rashcow, o qual é responsavel
pela resposta a dor (em humanos) e nocicep¢do (em animais), e que € sensibilizado a
partir das citocinas e mediadores quimicos produzidos durante o processo inflamatério
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013), configurando-se um alvo de investigacéo de novas
terapias que podem reduzir a inflamacéao causada pelo tratamento clareador. O processo
inflamatorio libera neuropeptideos relacionados com a transmissdo da informacdo

nociceptiva conduzindo impulsos para o sistema nervoso central (CHIDIAC et al., 2002).

4.6. Processamento histoldgico e andlise histoldgica dos glanglios trigeminais

Apoés fixacdo em formol tamponado 10% (Na2HPO4 dibasico anidro = 6,5g;
Na2HPO4 monobasico = 4g; Formol para analise = 100mL; Agua destilada = quantidade
suficiente para 1L) por 48h, as amostras seguiram para processamento histoldgico. Os
fragmentos foram analisados macroscopicamente e submetidos a desidratacdo em série

alcoodlica crescente, diafanizacdo em xilol, impregnacdo em parafina fundida a 60°C e
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inclusdo dos fragmentos na mesma, formando blocos a temperatura ambiente para
confeccdo de laminas histoldgicas (Hematoxilina-eosina, 3um).

Os cortes foram realizados em micrétomo semi-automatico (Leica®). Realizou-se
cinco fotomicrografias no aumento de 400x do ganglio (lados direito e esquerdo) em &reas
com maior quantidade de corpos neuronais. Apos isso, as imagens foram exportadas para
0 software Image® e a média de area por corpo neuronal foi utilizada como unidade

amostral.

4.7. Analise Estatistica

Os dados foram transcritos em uma planilha base no Microsoft Excel e exportados
para o software GraphPad Prism 5,0 adotando uma confianca de 95%. As medidas
quantitativas foram expressas em forma de média e erro-padrdo da média e analisados

por meio do teste ANOVA -1-way ou -2-way, seguido do pos-teste de Bonferroni.



18

5. RESULTADOS

5.1. Tratamento com aminoguanidina, um inibidor seletivo da iNOS, reverte a

nocicepcao de ratas submetidas a clareamento dental com peroxido de hidrogénio 35%.

Apos o clareamento os grupos Sham, salina e aminoguanidina apresentaram
reducdo do limiar nociceptivo em regido massetérica ao longo do estudo (p<0.001). No
entanto, ndo houve diferenca significativa entre o grupo aminoguanidina e o grupo Sham
(p=0.827), a0 passo que o grupo salina mostrou menor limiar nociceptivo do terceiro ao

sétimo dia em comparacdo com o grupo Sham (p<0.001) (Figura 2).
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Figura 2: Influéncia do tratamento com aminoguanidina no limiar nociceptivo em
ratas submetidas a modelo experimental de clareamento dental com perdxido de
hidrogénio.

*p<0,05 versus grupo Sham, ANOVA-2-way para medidas repetidas/Bonferroni
(média £ EPM).
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5.2. Tratamento com aminoguanidina, um inibidor seletivo da iNOS, reverte as
alteracdes comportamentais de ratas submetidas a clareamento dental com perdxido
de hidrogénio 35%.

Nenhum animal dos grupos Sham ou do grupo tratado com aminoguanidina
apresentou escores superiores a 0 na escala de Grimace. No entanto, o somatério das
escalas de Grimace no grupo salina foi significantemente superior a ambos 0s grupos nos

dias quatro, cinco e seis, apos o clareamento dental (p<0.001) (Figura 3).
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Figura 3: Influéncia do tratamento com aminoguanidina nos sinais de sofrimento
das escalas de Grimace em ratas submetidas a modelo experimental de clareamento dental
com perdxido de hidrogénio.

*p<0,05 versus grupo Sham, ANOVA-2-way para medidas repetidas/Bonferroni
(média £ EPM).
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O numero de mordidas ndo mostrou varia¢do significante nos grupos Sham e
aminoguanidina. A média de mordidas/5 minutos ndo diferiu significantemente entre
esses dois grupos (p=0.457), no entanto, o grupo salina apresentou valores
significativamente mais altos do terceiro até o sétimo dia, apds o clareamento (p=0.011).
O nimero de cogadas apresentou uma elevacdo significativa tanto no grupo salina como
no grupo aminoguanidina, no quinto dia apds o clareamento, retornando aos valores
basais, a partir do dia seis. Essa diferenca em comparacdo com o grupo Sham foi

estatisticamente significante (p=0.001) (Figura 4).
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Figura 4: Influéncia do tratamento com aminoguanidina no nimero média de
mordidas e cogcadas em ratas submetidas a modelo experimental de clareamento dental
com perdxido de hidrogénio.

*p<0,05 versus grupo Sham, ANOVA-2-way para medidas repetidas/Bonferroni
(média £ EPM).

5.3. Tratamento com aminoguanidina, um inibidor seletivo da iNOS, reverte a
perda de peso de ratas submetidas a clareamento dental com peroxido de hidrogénio
35%.

Por sua vez, a variacdo de massa corpOrea mostrou que o grupo tratado com
aminoguanidina apresentou 0 mesmo comportamento que o grupo Sham, sem perda de

peso significativa ao longo do protocolo experimental. Os dois grupos néo diferiram entre
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si (p=0.966), mas o grupo salina apresentou maior perda de peso que esses dois grupos

nos dias trés a seis, apos o clareamento dental (p=0.007) (Figura 5).
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Figura 5: Influéncia do tratamento com aminoguanidina na perda de massa
corpdrea em ratas submetidas a modelo experimental de clareamento dental com peréxido
de hidrogénio.

*p<0,05 versus grupo Sham, ANOVA-2-way para medidas repetidas/Bonferroni
(média £ EPM).

5.4. Tratamento com aminoguanidina, um inibidor seletivo da iNOS, reverte as
alteracdes histomorfométricas do ganglio trigeminal em ratas submetidas a

clareamento dental com perdxido de hidrogénio 35%.

Apos 24h do clareamento dental, o grupo tratado com solucdo salina (603.70+13.65
um?) apresentou redugdo significativa da area média dos corpos neuronais em
comparagdo ao grupo Sham (691.40+£24.65 um?) e o tratamento com aminoguanidina

(678.60£12.77 um?) reverteu significantemente essa redugdo (p=0.006) (Figura 6).
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Figura 6: Influéncia do tratamento com aminoguanidina na area média dos corpos
neuronais do ganglio trigeminal de ratas submetidas a modelo experimental de
clareamento dental com perdxido de hidrogénio.

*p<0,05 versus grupo Sham, Tp<0,05 versus grupo salina; ANOVA/Bonferroni
média + EPM). DB = dental bleaching. Barra = 50 pm. Aumento = 400x.
( g w
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Ap0os 48h do clareamento dental, os resultados foram semelhantes. O grupo tratado
com solucao salina (600.20+£54.68 um?) apresentou redugao significativa da area média
dos corpos neuronais em comparagao ao grupo Sham (711.404+24.21 um?) e o tratamento
com aminoguanidina (765.80+£32.63 um?) reverteu significantemente essa reducdo
(p=0.019) (Figura 6).

Apos sete dias do clareamento dental, ndo houve diferenca significante entre a

média da area dos corpos neuronais entre os trés grupos (p = 0.800) (Figura 6).



24

6. DISCUSSAO

Diante dos resultados deste estudo, verifica-se que a aminoguanidina € capaz de
reverter a nocicepcdo e o efeito negativo no peso dos animais, por meio do bloqueio
seletivo de INOS e a consequente regulacdo do radical livre ON, promovendo a
modulacdo da resposta inflamatoria, em ratas submetidas a tratamento com perdxido de
oxigénio a 35%.

A aminoguandinina é um potente inibidor de iNOS, sendo considerado um
potencial farmaco anti-inflamatério, anti-nociceptivo e anti-oxidante, e no presente
estudo, as diferentes analises realizadas demonstrou que 0s grupos tratados com esta
substancia e submetidos ao clareamento dental, apresentou uma reversao da nocicepcao,
melhores parametros comportamentais e manutencdo da area dos corpos neuronais.

A escala de Grimace em ratos é utilizada como um teste confiavel para avaliacdo
da nocicepcéo de curto e longo prazo (dor aguda e crénica) em roedores (LANGFORD
et al., 2010; AKINTOLA, et al., 2017). No presente estudo, nenhum animal dos grupos
Sham e Aminoguanidina apresentaram escores maior que 0, segundo a escala utilizada.
No entanto, para o grupo Sham, durante os dias trés, quatro e cinco, notou-se uma
pontuacao significativa de escores da escala Grimace, sendo no quinto dia o pico de dor
observado.

Até onde sabemos, apenas um outro estudo avaliou nocicepg¢do apos lesdo pulpar
em ratos, através da escala Grimace. O estudo de Rossi et al., (2020) avaliou além da
expressao facial, o tempo de escape ao estimulo doloroso, indicando que uma lesdao
mesmo sendo unilateral demonstra ter envolvimento e ativacdo do sistema nervoso
central, uma vez que foi verificada resposta dolorosa bilateral. Isto indica a complexa
relacdo de sinalizacdo neuronal no sistema estomatognatico existente nos animais. Desse
modo, a inflamagdo pulpar mesmo sendo localizada pode repercutir nos masculos
gnatios, como verificado neste estudo, por meio do teste de nocicep¢do massetérica.

O teste de nocicepcdo de Von Frey mostrou que o grupo aminoguanidina
apresentou menor reducdo no limiar de nocicepcdo quando comparado ao grupo salina
ao longo dos sete dias de acompanhamento, sugerindo que o blogueio da enzima éxido
nitrico sintase induzida é capaz de modular a resposta inflamatdria e atenuar seus efeitos
colaterais, sobretudo a dor associada ao tratamento com peréxido de hidrogénio.

A hiperalgesia, muitas vezes, verificada durante os tratamentos clareadores, pode

ser decorrente da inflamacdo, promovida pela oxirreducdo do peroxido de hidrogénio,
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induzindo grande concentracdo de citocinas e espécies reativas de oxigénio, dentre elas o
ON (SOARES et al., 2015). Por sua vez, o ON apresenta a capacidade de ativar a
expressao de Interleucina-1p (IL-1p), produzindo excesso de Prostaglandina-E2 (PGE2),
levando a sensibilizag&o dos receptores neuronais (SHIRAZI et al., 2001), presentes no
ganglio trigeminal (OLIVEIRA et al., 2011). Uma vez que as terminagdes nervosas dos
nervos pulpares residem no ganglio trigeminal (KADALA et al., 2018), é plausivel a
associacao de dor pulpar, via ganglio trigeminal, e a nocicep¢do no musculo masseter,
que € inervado pelo nervo massetérico, originario do ramo mandibular do nervo trigémio.

Além disso, a intolerancia a estimulagdo mecanica massetérica pode ser exacerbada
como consequéncia de um comportamento semelhante ao bruxismo, resultante de estresse
emocional, observado em roedores, segundo relatado no estudo de Rosales et al. (2002).
Sabendo-se que a dor é um importante promotor de estresse emocional, pode-se sugerir
que 0s animais no grupo Sham apresentaram dor miofascial por também estarem sofrendo
desta disfuncdo semelhante ao bruxismo.

A nocicepcdo massetérica parece ser uma complicacdo mais tardia associada ao
estresse de uma dor aguda. No estudo Rossi et al. (2020) a nocicep¢do masseterica
iniciou-se no quarto dia, tendo o sexto dia como pico; semelhante ao que foi observado
neste estudo, no qual notou-se reducgéo do limiar de nocicepgdo mais significante a partir
do terceiro dia, estendendo-se até o quinto dia, sendo constatado no quarto dia o pico
desta reducdo. Acredita-se que a resposta dolorosa muscular pode ser mais tardia, pois
esta possivelmente condicionada a ativagdo nervosa central prévia, visto que o bruxismo
estd associado a ativacdo do coértex pré-frontal, que tem relevante importancia na
regulacdo da atividade do nervo trigemio (KAMIYA et al., 2010).

Em contrapartida o grupo tratado com AG apresentou reversdo da nocicepgdo. A
capacidade deste farmaco promover analgesia foi justificada no trabalho realizado por
Ma et al. (2020). Os autores concluiram que a AG pode atenuar a hipernocicep¢do
inflamatoria, por meio da reducdo da expressdo de Cicloxigenase-2 (COX-2) e,
consequentemente de prostaglandinas, inclusive PGE2. E provavel que o blogueio da
COX-2 ocorra em decorréncia da inibicdo da translocacdo nuclear dos fatores de
transcricdo citoplasmatico NF-kB (p65), através da inibi¢do da fosforilagdo de IxkBa e
IKK, reduzindo assim a sua expressao.

Em relacdo a perda de peso, verificou-se que o0s animais tratados com
aminoguanidina comportaram-se de forma semelhante com o grupo Sham, com

manutenc¢do ou ganho de peso. J& no grupo salina houve perda de peso, provavelmente,
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em consequéncia do desconforto e nocicepcao causada pela substancia clareadora que
prejudica a ingestdo de racdo. Esses achados sdo corroborados pelos estudos de
Cavalcante et al. (2011) em modelo de Ulcera em mucosa jugal e Alves et al. (2004) em
tumor experimental em mandibula com Carcinossarcoma de Walker 256 em mandibula
de ratos, onde 0s autores também demonstraram perda de peso dos animais, referendando
que injurias na cavidade oral prejudicam a alimentacdo e, consequentemente, causam
perda de peso.

Verifica-se uma estreita relacdo dos dados obtidos nesta pesquisa, entre 0 aumento
da nocicepcdo, as alteragbes no comportamento e a perda de peso nos animais. E
comprovado que o estresse tem efeito sobre o peso corporal, seja pelo aumento do cortisol
ou pela variacédo de ingestdo de alimento (MUTWEDU et al, 2020). Os animais tratados
com aminoguadina, provavelmente estariam livres de dor e submetidos a menor estresse,
portanto teriam conseguido manter o seu peso mais facilmente.

Um outro achado importante da presente pesquisa foi a reversibilidade da
manutencdo da area dos corpos neuronais no grupo tratado com aminoguanidina,
sugerindo uma provavel agéo deletéria do ON.

A iNOS tem importantes fungdes associadas a producéo de 6xido nitrico, no entanto
esse radical livre pode se comportar de maneira protetiva ou pro-inflamatéria e
degenerativa, mediante sua concentracdo celular (SUSCHEK et al., 2004).

Segundo o estudo realizado por Wang et al. (2015) o principal efeito do excesso de
ON ocorre sobre as mitocdndrias das células envolvidas na inflamacdo. Estes autores
mostraram que o éxido nitrico induziu a sensibilizagdo e abertura dos poros de transicao
de permeabilidade da mitocondria (mMPTP), aumentando a expressao de citocromo C, que
estd situado entre a membrana externa e a membrana interna da mitocéndria e, por
consequéncia, promoveu dor por apoptose das células usadas como modelo experimental
de osteoartrite.

O modelo cardiaco experimental desenvolvido por Behesht et al. (2020), aponta 0s
efeitos cardioprotetores da aminoguanidina. A inflamacéo celular foi induzida por LPS e
produziu aumento consideravel de IL-6 e MDA. Dentre os resultados da administracéo
de AG, destacou-se a reversdo dos mediadores inflamatérios exacerbados e a supressao
do peroxinitrito. Abraham e Rab (2011), ponderaram em seu estudo, que o metabdlito
peroxinitrito pode iniciar a peroxidacdo lipidica e potencializar a inflamagdo em células
vasculares, desse modo, pode-se justificar a acdo antioxidante da AG, devido sua

capacidade de reducédo deste metabolito.
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Portanto, na presente pesquisa, a supressdo da INOS pela AG demonstrou
resultados neuroprotetores, com preservacdo da dimensdo dos corpos celulares dos

neurdnios trigeminais apds indugéo do protocolo de clareamento dental.

Numerosos estudos in vitro tém mostrado o efeito deletério e toxico das substancias
clareadoras dentais, porém, poucas pesquisas investigam as alteracGes microscopicas
induzidas na polpa dentaria. Apesar de nosso estudo ter sido realizado em ratas,
configura-se uma limitagcdo o fato de ndo termos a analise histologica do tecido pulpar,
dados que permitiriam uma associacgao entre os achados de nocicepg¢do, comportamento
e perfil inflamatério. Além disso, ha uma defasagem das analises de nocicepcao
identificadas nos modelos animais e da dor, que é definida como uma “experiéncia
sensitiva e emocional desagradavel associada ou relacionada a lesdo real ou potencial dos
tecidos”, tornando imprescindivel a realizacdo de ensaios clinicos randomizados em seres
humanos.

Todavia o presente trabalho traz uma nova perspectiva da utilizacdo da
aminoguanidina em modelos inflamatorios abordando diversas condigfes bucais como
também de nocicepcdo, visto que, hd poucos trabalhos publicados com este farmaco

avaliando a resposta em tecidos orais.
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7. CONCLUSAO

A enzima iNOS parece exercer importante papel na nocicep¢do e desconforto
orofacial em ratas submetidas a clareamento dentério com perdxido de hidrogénio a 35%

e o inibidor seletivo, aminoguanidina, apresenta efeito protetor em ganglios trigeminais.
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ANEXO A- APROVACAO DO COMITE DE ETICA

CEUA INSTITUTO PARA DESENVOLVIMENTO DA EDUCACAO LTDA IPADE
CENTRO UNIVERSITARIO CHRISTUS

Unichristus

Centro Universitario Christus

Of. No. 036/19
Protocolo da CEUA: 036/19
Pesquisador Responsavel: Prof. PAULO GOBERLANIO DE BARROS SILVA

Titulo do Projelo: PAPEL DO OXIDO NITRICO SINTASE INDUZIDA NAS ALTERAGOES
INFLAMATORIAS DA POLPA DENTAL DE RATAS SUBMETIDOS A CLAREAMENTO
DENTAL COM PEROXIDO DE HIDROGENIO

Levamos ao conhecimento de V. Sa que a Comiss#o de Etica no Uso de Animais do Instiluto
para Desenvolvimento da Educagio LTDA - IPADE considerou APROVADO o projeto
supracitado na reunido do dia 28 (vinte € oito) de outubro de 2019.

Descrigo do animal utilizado:

Espécie: Rattus novergicus Numero 72
Amostral:

Relatérios parciais e finais devem ser apresentados ao CEUAInstituto para Desenvolvimento da
Educagdo LTDA - IPADE ao término do estudo, periodo méximo 28/10/2020.

Fortaleza, 28 de Outubro de 2019.
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