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RESUMO

Avaliacdo da atividade da Dipirona na remodelacdo 6ssea pela movimentacao
dentaria induzida em ratos. CAIO DE SANTIAGO DUTRA. Dissertacado
apresentada ao Curso de Pds-graduacdo em Odontologia do Departamento de
Clinica Odontolégica da Faculdade de Farmacia Odontologia e Enfermagem da
Universidade Federal do Ceara, como pré-requisito para a obtengao do titulo de
Mestre em Odontologia. Aprovacado em 25 de Fevereiro de 2011. Orientadora: Prof?
Dr? Vilma de Lima.

Movimentac¢ao dentaria induzida (MDI) é um processo inflamatoério, que combina
respostas patolégicas e fisiolégicas a forcas aplicadas aos dentes. Um dos principais
mediadores responsaveis pela MDI é a Prostaglandina que também relaciona-se a eventos
algicos. Paracetamol (PAR) e Dipirona Sddica (DIP) sdo farmacos analgésicos que néo
interferem significantemente em mediadores inflamatérios periféricos. Sabendo que o PAR
nao interfere no processo de remodelagado 6ssea durante a MDI, parece-nos razoavel avaliar
o efeito da DIP no processo de remodelagdo Ossea. Assim o objetivo desse trabalho foi
avaliar o efeito da DIP na remodelagao éssea utilizando o modelo de MDI em ratos Wistar
machos distribuidos em grupos: Salina (SAL=2 ml/kg), Paracetamol (PAR 200 mg/kg) e
Dipirona sédica dividido em 3 subgrupos (DIP 25; 75 ou 225 mg/kg), administrados por via
oral, diariamente 30 min antes da instalacdo do dispositivo ortodéntico entre o 1° molar
superior esquerdo e os incisivos durante 4 dias, quando, entdo, foram sacrificados e os
seguintes parametros avaliados: 1) Analises microscopicas do periodonto através de: a)
estudos histolégico semi-quantitativo, morfométrico e marcagcao imunohistoquimica para
TRAP; b) analises da atividade da mieloperoxidase (MPO) gengival; 2) Dosagem sérica de
Fosfatase Alcalina Ossea (FAO); e 3) Avaliacdo sistémica através de: a) leucograma; b)
dosagens séricas de TGO e TGP e ¢) variagdo de massa corpdrea. Os animais submetidos
a 4 dias de MDI apresentaram areas hialinas extensas, espessura de ligamento periodontal
diminuida e tecido 6sseo frontal irregular [Mediana: 3 (2-3)], quando comparado ao grupo
Normal [0 (0-0)] (p<0,05). O tratamento com PAR [3 (0-3)] foi histologicamente semelhante
a SAL. DIP nao reverteu os achados histolégicos [DIP 25=3 (0-3); DIP 75=3 (3-3); DIP
225=3 (2-3)] quando comparados aos controles SAL e PAR. O grupo SAL apresentou
percentual de areas hialinicas de 12,5+0,9%, diferente do grupo Normal (0%) (p<0,05),
porém semelhante aos grupos tratados com PAR (12,2+1,2%) e DIP (25=10,710,7%;
75=11,0£0,8%; 225=10,8+1,0%). Todos o0s grupos experimentais apresentaram
imunomarcacao positiva para TRAP. DIP nao impediu o aumento da atividade de MPO
quando comparado ao grupo Normal (p<0,05), contudo causou reducao significante de MPO
DIP (25=48,9%; 75=43,1%; 225=43,5%) quando comparada a SAL ou PAR (p<0,05). Todos
0s grupos apresentaram reducgao significante dos niveis de FAO, SAL=54,3%; PAR=62,4%;
DIP (25=59,7%; 75=76,1%; 225=71,2%). O estudo hematoldégico mostrou leucocitose no 4°d
nos animais dos grupos SAL (23,8+2,1) e PAR (22,31£2,1), marcado por neutrofilia ([7,5+1,2]
e [5,7+0,9]). DIP reverteu a leucocitose DIP (25=16,1+2,2; 75=16,7+1,4; 225=15,412 4)
reduzindo o numero de neutrdéfilos (p<0,05) DIP (25=2,4+0,6; 75=3,110,6; 225=2,8+0,2). Nao
houve diferencga significante de TGO ou TGP entre os grupos. DIP n&o reverteu a perda
inicial de massa corpdrea vista nos grupo SAL e PAR, no entanto houve tendéncia ao
acompanhamento da curva de peso dos animais normais a partir do 3°d Dessa forma os
resultados deste estudo mostraram que a DIP nao afetou a resposta inflamatéria e a
reabsor¢cdo 6ssea em ratos submetidos a MDI. Além disso, o tratamento com DIP nao
causou neutropenia, nem alteracbes em TGO e TGP, e ndo afetou significativamente a
massa corporal, quando comparada a animais dos grupos SAL e PAR. Portanto, sugere-se
que a DIP pode ser uma importante ferramenta farmacolégica para o controle da dor apés
ativagcao ortoddntica sem afetar a movimentagao dentaria, ou causar riscos sistémicos.

Palavras-chave: Movimentagao dentaria, Inflamacéao, Dipirona, Ratos



ABSTRACT

Evaluation of Dypirone activity on bone remodeling by orthodontic tooth
movement in rats. CAIO DE SANTIAGO DUTRA. Dissertation presented to
Dentistry Post-graduation course from Clinical Dentistry Department of Pharmacy,
Dentistry and Nursing Faculty of Federal University of Ceara, as pre-requisite for
Master Degree on Dentistry. Approved in February 25" of 2011. Supervisor: Prof. Dr.
Vilma de Lima.

The orthodontic tooth movement (OTM) is an inflammatory process,that
combines pathologic and physiologic answers to forces applied to teeth. One of the main
mediators responsible by OTM is prostaglandin, which is also related to pain events.
Paracetamol (PAR) and Sodium Dypirone (DYP) are analgesic drugs that do not interfere
significantly in peripheral inflammatory mediators. Knowning that PAR does not interfere on
bone remodeling process during OTM, it seems reasonable to evaluate the DYP effect on
bone remodeling process. So, the aim of this study was to evaluate the DYP effect on bone
remodeling process using OTM model in male Wistar rats, distributed in groups: Saline
(SAL=2 ml/kg), Paracetamol (PAR 200 mg/kg) and Sodium Dypirone, which was divided in 3
subgroup (DIP 25; 75 or 225 mg/kg), given by oral gavage, daily 30 min before installation of
orthodontic device between 1% left superior molar and incisive during 4 days, when, then,
they were sacrificed and the following parameters were evaluated. 1) microscopic analyses
of periodontium through: a) semi-quantitative histological study, morphometric study and
immunohistochemical staining to TRAP; b) analyses of mieloperoxidase (MPO) activity in
gingiva; 2) Serum dosage of Bone-specific Alkaline Phosphatase (BALP); and 3) Systemic
evaluation through: a) leukogram; b) serum dosage of TGO and TGP and c) body mass
weight variation. The animals submitted to 4 days of OTM presented large hyalin areas,
reduced periodontal ligament thickness and irregular frontal bone tissue [Median: 3 (2-3)],
when compared to Normal group (p<0.05). The treatment with PAR [3 (0-3)] was
histologically similar to SAL. DYP did not reverse the histological findings [DYP 25=3 (0-3);
DYP 75=3 (3-3); DYP 225=3 (2-3)] when compared to controls SAL and PAR. The SAL
group presented percentual of hyalin area by 12.5+0.9%, different from Normal group (0%)
(p<0.05), but it was similar to groups treated with PAR (12.2+1.2%) and DYP
(25=10.7£0.7%; 75=11.0£0.8%; 225=10.8+1.0%). All experimental groups presented positive
immunostaining to TRAP. DYP did not prevent the raise of MPO activity when compared to
Normal group (p<0.05), however it caused significant reduction of MPO, DYP (25=48.9%;
75=43.1%; 225=43.5%) when compared to SAL or PAR (p<0.05). All groups presented
significant reduction of BALP serum levels, SAL=54.3%; PAR=62.4%; DYP (25=59.7%;
75=76.1%; 225=71.2%). The hematological study showed leukocytosis on 4" day on animals
of SAL group (23.842.1) and PAR (22.3+2.1), marked by neutrophilia ([7.5£1.2] and
[6.7£0.9]). DYP reversed leukocytosis DYP (25=16.1+2.2; 75=16.7+1.4; 225=15.412.4)
reducing the number of neutrophils (p<0.05) DYP (25=2.4+0.6; 75=3.1+0.6; 225=2.8+0.2).
There was no significant difference on TGO or TGP serum levels between the groups. DYP
did not reversed the initial loss of body weight seen on groups SAL and PAR, however there
was a tendency on following the weight curve of normal animals from the 3™ day on. In this
way, the results of this study revealed that DYP did not affect the inflammatory response and
bone resorption in rats submitted to OTM. Besides, the treatment with DYP did not caused
either neutropenia, or alterations in TGO and TGP, and it did not affect significantly the body
mass weight, when compared to animals from SAL and PAR groups. Therefore, it is
suggested that DYP can be an important pharmacological tool to pain control after
orthodontic activation without interfere on tooth movement, or induce systemic risks.

Key words: Tooth movement, Inflammation, Dypirone, Rats
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1. INTRODUCAO

1.1. Movimentacédo Dentéria Induzida (MDI)

Movimentacdo dentaria induzida (MDI) € um processo que combina
respostas patologicas e fisiologicas a forgas aplicadas externamente aos dentes.
Clinicamente este processo consiste em trés fases, onde inicialmente ha um
deslocamento dentario instantdneo; posteriormente ocorre auséncia de
movimentagdo dentaria visivel, sendo, entdo, seguida por um periodo de
movimentagédo linear (Wise & King, 2008).

O processo de MDI envolve simultaneamente o ligamento periodontal e o
0sso alveolar, onde as células e a matriz extracelular do ligamento periodontal irdo
produzir e liberar substancias que participardao da remodelagao éssea durante a MDI
(Krishnan & Davidovitch, 2006a). O principal mecanismo celular que regula a
remodelagdo do tecido ésseo submetido a carga mecénica € conhecido como
mecanotransducgao, onde células ésseas convertem sinais mecanicos em quimicos
e/ou elétricos através da energia mecanica gerada pelo movimento do fluido
intersticial (Burger & Klein-Nulend, 1999). Os osteocitos sdo as células mecano-
sensiveis do tecido 6sseo capazes de responder ao estresse mecanico por meio da
liberagdo de moléculas sinalizadoras (Klein-Nulend et al., 1995).

A inflamagdao é um importante co-requisito para a MDI. A ativacdo de
células inflamatérias e a consequente liberacdo de mediadores apresentam
importante funcao sobre os tecidos mineralizados (Lara et al., 2003). A fase inicial da
movimentacdo dentaria estimula a liberagcdo de fatores quimicos e elétricos das
fibras nervosas sensoriais e desencadeiam resposta inflamatéria que modifica a
microcirculagdo, promovendo vasodilatagao periodontal acompanhada por migragao
de leucdtcitos a partir dos capilares sanguineos (Perinetti et al., 2002). Células
endoteliais sdo reconhecidas como células mecano-sensoriais e respondem a
variagdes de fluxo sanguineo com a liberacdo de mediadores inflamatérios a fim de
manter constante o tbnus muscular e controlar a pressao arterial (Hecker et al.,
1993). Portanto, mecanismos inflamatérios necessitam ser considerados em
associacdo com a mecanotransdugao esquelética para um completo entendimento
da MDI (Wise & King, 2008).

A aplicacao de forga produz reagdes teciduais que estao associadas tanto

a fatores locais relacionados aos dentes, quanto a fatores sistémicos relacionados
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ao metabolismo 6sseo (Verna & Melsen, 2003). A MDI é primariamente mediada
pela reabsorgdo O0ssea na area de compressao do ligamento periodontal e pela
deposigao O0ssea na area de tensao (Krishnan & Davidovitch, 2006a; Silveira et al.,
2006). No lado de pressao do ligamento periodontal ocorre afrouxamento de fibras
periodontais e o tecido dsseo assume uma superficie convexa, enquanto que no
lado de tensao, o estiramento das fibras periodontais gera uma ligeira curvatura da
parede alveolar que assume uma forma concava (Krishnan & Davidovitch, 2006a).

Eventos inflamatérios iniciais em locais de compressao sao causados
pela constricdo da microcirculagao do ligamento periodontal resultando em necrose
focal, a qual se apresenta histologicamente como areas de hialinizacdo, além de
hiperemia compensatéria em ligamento periodontal adjacente. Estes sitios
necroticos liberam varios mediadores quimioatraentes para células fagociticas
multinucleadas, positivas para o marcador Fosfatase Acida Tartaro-Resistente
(TRAP, do inglés Tartrate-Resistant Acid Phosphatase), as quais promovem
reabsor¢do de ligamento periodontal necrotico, bem como de tecido désseo e
cemento adjacentes (Wise & King, 2008). Osteoclastos sdo entdo recrutados, porém
a movimentagdo dentaria se mantém impedida até que o tecido necrético seja
inteiramente removido, caracterizando a segunda fase da movimentacdo dentaria.
Concomitantemente, ocorre a deposi¢cdo de novo cemento e 0sso nas proximidades
dos locais de reabsorcéo (Wise & King, 2008).

Varios estudos tém demonstrado a associacdo entre a liberagao de
citocinas pro-inflamatdrias e enzimas lisossomiais com a promogéao da reabsorgao
tecidual. Prostaglandinas (PGs) (Ren & Vissink, 2008), Interleucinas (IL)-1 (Bletsa et
al., 2006; Ren & Vissink 2008; Giannopoulou et al., 2008), IL-8 (Giannopoulou et al.,
2008), IL-6, Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) (Kaku et al., 2008) e
Fator Estimulador de Crescimento de Col6nia de Macréfagos (M-CSF) (Kaku et al.,
2008), catepsina B (Sugiyama et al., 2003), Fator de Necrose Tumoral (TNF) (Bletsa
et al., 2006; Andrade et al., 2007), Ligante de Receptor Ativador do Fator Nuclear
kappa B (RANKL) (Yamaguchi et al., 2006, 2009), além de marcagao positiva para
Fosfatase Acida Tartaro-Resistente (TRAP) (Jager et al., 2005; Gameiro et al.,
2008), bem como altos niveis de fosfatase acida em fluido crevicular gengival
(Perinetti et al., 2002; Batra et al., 2006) s&o, com frequéncia, encontrados em zonas

de compressao da movimentacio dentaria induzida .
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Sitios de tensdao durante MDI tém sido caracterizados por serem
primariamente  osteogénicos, desprovidos de componentes inflamatorios
significantes. Forgas de baixa magnitude tém apresentado um padrdo, em geral,
antiinflamatorio e indutor de sinal anabdlico. Alguns estudos tém corroborado estes
achados demonstrando que o lado de tensédo apresenta maior expressao de IL-10,
Inibidores Teciduais de Metaloproteinase de Matriz (TIMP-1), Colageno Tipo-I (COL-
I), Osteoprotegerina (OPG) e Osteocalcina (OCN) (Garlet et al., 2007; Garlet. et al.,
2008).

Diversos estudos propéem um papel para o éxido nitrico (NO) como uma
molécula sinalizadora da mecanotransdugao durante o movimento ortodéntico (Akin
et al., 2004; Yoo et al., 2004). O 6xido nitrico € um importante sinalizador ésseo que
estd envolvido em muitos processos pato-fisioldgicos, sendo produzido a partir do
aminoéacido L-arginina pela agdo da enzima Oxido Nitrico Sintetase (NOS) (Van't
Hof, 2001). Mais recentemente, tem sido demonstrado aumento na produgao de
NOS apo6s aplicagdo de forga mecénica em animais e humanos, e os achados
imunohistoquimicos sugerem que o NO pode ser um regulador-chave na
movimentagdo dentaria induzida por regular a fungdo dos osteoblastos e
osteoclastos, modulando o metabolismo 6sseo (Shirazi et al., 2002). Nesse contexto,
o NO é considerado um inibidor de reabsorcdo Ossea que atua suprimindo a
expressdo de Ligante de Receptor Ativador do Fator Nuclear-xB (RANKL) e
aumentando a expresséo de Osteoprotegerina (OPG) em células dsseas, reduzindo
a formacéo e atividade de osteoclastos (Fan et al., 2004).

Dentre os diversos mediadores atuantes no processo de MDI, destacam-
se de forma interessante as Prostaglandinas (PGs), produtos finais do metabolismo
dos acidos graxos produzidos pela via da ciclooxigenase (COX). Sabe-se que estes
mediadores podem apresentar caracteristicas fisiologicas e patolégicas implicadas
em varias areas terapéuticas de interesse como na resposta inflamatéria e
reabsorcao o6ssea (Rao & Knaus, 2008). Estudos sobre MDI tém se mostrado
capazes de identificar o papel das PGs em processos reabsortivos, visto que niveis
aumentados de PGE; foram capazes de suprimir a expressao fisiolégica de
osteoprotegerina (OPG), desequilibrando o eixo RANK-RANKL-OPG a favor da
osteoclastogénese (Tyrovola et al., 2008). Além disso, a maior concentracdo de
prostaglandina em sitios de movimentagdo dentaria induzida tem sido associada a

eventos hiperalgicos (Krishnan & Davidovicth, 2006b). Estes ultimos vém ganhando
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destaque especial, pois estudos tém mostrado que a dor € uma condigcao frequente
em individuos submetidos a tratamento ortoddntico, sendo considerada a principal

causa de descontinuaggo do tratamento (Krishnan, 2007).

1.2. Movimentacao Dentaria Induzida Experimental

Apesar da extensa literatura e da grande experiéncia de profissionais da
ortodontia sobre movimentagao de dentes através da aplicagao de forgas, pouco se
sabe sobre 0 mecanismo basico que permeia este processo, o0 qual correlaciona a
aplicagdo de um sistema de forca a reacbes teciduais. Assim, € necessaria a
utilizacao de um sistema de forga padronizado e reproduzivel associado a descrigao
das propriedades morfologicas e biomecéanicas dos elementos dentarios e estruturas
vizinhas (Ren et al., 2004).

Uma grande variedade de espécies como ratos, caes, gatos e macacos
tém sido utilizadas como modelo animal para o melhor entendimento das repostas
bioldgicas teciduais as forgas ortoddnticas. Dentre estes, os ratos tém sido
considerados bons modelos para estudos da movimentacdo dentaria, pois
apresentam baixo custo e favorecem a obtengdo de um maior tamanho amostral,
dentre outras vantagens. Adicionalmente, o preparo para analises histologicas é
relativamente facil, e a maior parte dos anticorpos necessarios para as técnicas de
biologia molecular e celular estdo disponiveis para estes animais (Ren et al., 2004).

Existem algumas maneiras de se obter a movimentagao dentaria induzida
em ratos, como, por exemplo, através da colocagao de elasticos de poliuretano (Ren
et al., 2004 ) ou utilizando molas fechadas de niquel titanio (Heller & Nanda, 1979;
Ren et al., 2004). Estas ultimas tém sido bastante indicadas, pois sdo mais estaveis
e simples de manusear, além de permitir distribuicdo da forca de maneira continua e
controlada por um periodo maior de tempo (Ren et al., 2004). Os modelos de
movimentag&do dentaria induzida em ratos devem levar em consideracdo, ainda, as
fases de movimentacdo dentaria que ocorrem clinicamente (Proffit & Fields, 2000).
Poucos dias ou semanas podem ser necessarios para o alcance da etapa de
movimentacdo da chamada fase linear, onde se descrevem as respostas biolégicas
e as caracteristicas da real movimentacao dentaria em osso. Estudos mostram que
esta fase é atingida apds duas semanas de movimentagdo com forga continua e
constante (Ren et al., 2004).
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Neste sentido, estudos demonstraram que o modelo de movimentagao
dentaria induzida em ratos por mola fechada de niquel titanio reproduz as principais
caracteristicas da movimentacdo dentaria em humanos, observando-se pico de
reabsor¢cao 6ssea alveolar a partir do quarto dia experimental (Costa et al., 2006),
seguida por uma fase de auséncia de movimentagao dentaria por volta do 7° dia, e
culminando em movimentacao dentaria real no 14° dia experimental (da Silva et al.,
2006). Esse modelo propicia uma maneira de avaliagdo das bases biologicas para a
movimentagéo dentaria. Tal observagdo tem incentivado a avaliagdo de abordagens
farmacoldgicas para as quais ainda nao existe um consenso em sua utilizagcédo

clinica.

1.3. Farmacos utilizados

1.3.1.Paracetamol (Acetaminofeno)

O acido acético e p-aminofenol ou APAP, comumente conhecido como
Acetaminofeno, nos Estados Unidos, ou Paracetamol, no Brasil, € um analgésico
nao-opidide geralmente usado para o controle da dor leve a moderada (Mehlisch,
2002). O Paracetamol € uma das mais populares drogas utilizadas para controle da
febre e da dor. Diferentemente dos AINES, n&o tém nenhuma atividade
antiinflamatoria e n&o produz danos gastrointestinais ou efeitos cardiorenais
deletérios (Bertolini et al. 2006). Estudos tém mostrado que este agente encontra-se
entre os farmacos mais vendidos dos Estados Unidos (Jones, 2002; Sach, 2005).

A acédo farmacoldgica do Paracetamol tem se mostrado tanto analgésica
quanto antipirética, com curto periodo de laténcia. Embora seu mecanismo de agao
ainda nado esteja completamente compreendido, sabe-se, contudo, que
possivelmente o efeito analgésico do Paracetamol inclua a inibicao das vias de 6xido
nitrico, e a reversdo da hiperalgesia induzida por N-metil-D-aspartato (NMDA) ou
substancia P. Sabe-se, ainda, que o Paracetamol € um pobre inibidor da sintese de
prostaglandinas via ciclooxigenase (COX)-1 ou COX-2 e, portanto, ao contrario dos
anti-inflamatérios nao-esteroidais, apresenta fraca acado anti-inflamatéria. Mais
recentemente, estudos tém demonstrado que a capacidade de analgésicos nao
opidides, dentre eles, o Paracetamol, envolve a inibigdo da isoforma da

ciclooxigenase 3 (COX-3), parte da COX-1 constitutiva predominantemente presente
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ao nivel central, o0 que explica a eficacia antitérmica do Paracetamol, bem como sua
analgesia (Chandrasekharan et al., 2002).

Outros trabalhos demonstram uma possibilidade adicional ao mecanismo
de acdo do Paracetamol. Sugere-se que este agente estaria relacionado aos
receptores canabindides que sdo capazes de produzir analgesia em modelos de dor
em animais e participam do controle basal do limiar nociceptivo. Os canabindides
também produzem efeito antinociceptivo onde o receptor CB; esta quase que
exclusivamente envolvido. Dados experimentais sugerem que a antinocicepgao do
Paracetamol esta envolvida com a rede de opidides do Sistema Nervoso Central
(SNC) através do receptor-K, que € um dos receptores em que os canabindides se
ligam para produzir efeito antinoceptivo. Em experimento com ratos, utilizando o
teste da Placa Quente, a administragdo de um antagonista para o receptor CB;
previamente a administracdo de Paracetamol e de um agonista seletivo para o
receptor CB4 foi capaz de impedir completamente a atividade analgésica deste
farmaco na dose de 1000 mg/kg; i.p. (Bertolini et al. 2006).

Em geral, o Paracetamol tem-se mostrado seguro quando utilizado para o
controle da dor aguda, muito embora, altas doses tenham estado associadas com
casos de hepatotoxicidade (Mehlisch, 2002). Em estudos utilizando o teste “tail flick”
em ratos observou-se que doses de 25 a 100 mg/kg; v.o. foram capazes de interferir
no limiar nociceptivo durante os testes, de maneira dose-resposta (Bianchi et al.,
1996). Posteriormente, verificou-se que o Paracetamol na dose de 400 mg/kg; v.o.
alterou o limiar antinociceptivo em ratos (Bujalska, 2004), e mais recentemente, o
Paracetamol (60, 180 e 360 mg/kg; v.o.) foi igualmente capaz de aumentar o limiar
antinociceptivo, de maneira dose-resposta (Rezende et al., 2008).

O processo biolégico que envolve a MDI envolve a liberagéo de diversos
mediadores inflamatérios como prostaglandinas (PG), as quais apresentam
importante fungdo na remodelagdo 0ssea induzida por estresse mecanico. A PGE;
estimula a formacdo éssea lamelar, diminui a sintese de colageno e aumenta o
AMPc, acelerando o indice de MDI (Kohno et al., 2003)

Em Odontologia, o Paracetamol tem sido amplamente utilizado como
agente analgésico, com destaque no campo da ortodontia, visto que o desconforto
causado pela ativagao do aparelho durante tratamento ortoddntico tem sido queixa
frequente. Adicionalmente, estudos vém mostrando que o uso de Paracetamol,

apesar de sua acao analgésica, nao é capaz de interferir nos eventos inflamatorios
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que regem a movimentagcdo ortodéntica (Salmassian et al., 2009), pois devido a
fraca inibicao de prostaglandinas periféricas, o Paracetamol nao interfere na inibicao
de osteoclastos (Arias & Marquez-Orozco, 20006).

Em outros ensaios, avaliou-se a influéncia do Paracetamol na taxa de
Movimentacdo dentaria em cobaias e observou-se que quando a dose de 200
mg/kg; v.o. foi utilizada, esta ndo causou nenhuma diferenga significante na MDI
quando comparado ao grupo controle (Kehoe et al,, 1996). Em um estudo mais
recente, utilizando a mesma dose de 200 mg/kg; v.o., por 14 dias, verificou-se que o
Paracetamol nao influenciou na MDI, ndo aumentando ou diminuindo a atividade
osteoclastica em ratos Wistar, quando comparados a outros farmacos através de
analise histolégica. Corroborando com estes dados, outro estudo utilizando um
método de avaliagdo por scanner eletrébnico micrografico detectou que a dose 200
mg/kg; v.o. de fato ndo alterou a taxa de movimentacao dentaria em ratos (Gonzales
et al., 2009). Utilizando ainda a mesma dose de 200 mg/kg; v.o., tida como dose
capaz de promover analgesia adequada em modelos de dor em ratos, tem sido
sugerido que o Paracetamol enquanto analgésico, possa nao interferir na cinética da
movimentagao dentaria induzida (Stabile et al., 2009), o que seria desejavel. Assim,
de acordo com estes estudos a dose de 200 mg/kg; v.o. foi a escolhida para o grupo

controle positivo nesse trabalho.

1.3.2 Dipirona Sédica

A Dipirona Sodica é um potente agente analgésico e antipirético
amplamente utilizado na pratica clinica ha, aproximadamente, 80 anos. Em solugéo
aquosa, a Dipirona é rapidamente hidrolizada em 3-metil-amino-antipirina (MAA), a
qual, posteriormente, € metabolizada em 4-amino-antipirina (AA), 4-formil-amino-
antipirina (FAA) ou 4-acetil-amino-antipirina (AAA). Dentre estes quatro metabdlitos,
a MAA tem sido classificada como o seu componente farmacologicamente ativo
(Pierre et al., 2007)

Dentre os mecanismos de acado locais propostos para os efeitos
analgésicos da Dipirona inclui-se a ativagdo de canais de potassio (Alves & Duarte
2002; Sachs et al., 2004). Por outro lado, a ativagdo desses canais também envolve
receptores opidides, onde a morfina € o ativador protétipo, e os efeitos sobre outros

operadores de canais de potassio sao antagonizados por antagonistas opidides
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(Campbell & Welch, 2001). No entanto, apesar desta correlagdo, estudos tém
demonstrado que a Dipirona exerce um efeito farmacolégico somente a nivel
periférico, independente de sistema opidide enddégeno, conquanto sua agdo néo se
mostrou afetada pela naltrexona, um antagonista opidide (Rezende et al., 2008).
Todavia, semelhante ao Paracetamol, estudos vém mostrando que o principal
mecanismo de acgdo analgésico e/ou antipirético da Dipirona Sédica também se
baseia na inibicdo da COX-3 (Chandrasekharan et al., 2002).

Alguns estudos sugerem que o efeito analgésico periférico de longa
duragédo da Dipirona possa ser devido a ativagédo da via arginina-NO-GMPc-canais
de K* sensiveis ao ATP, provavelmente, induzindo dessensibilizagdo dos terminais
nociceptivos no neurdénio sensorial primario. Este mecanismo pode ser responsavel
pela manutencdo deste quadro antinociceptivo de longa duragdo (Duarte et al.,
1992; Lorenzetti, et al, 1996).

A acéao periférica antinoceptiva da Dipirona sédica tem sido associada a
ativagcdo de sistema opidide enddgeno, observada pelo “tail-flick test” em
camundongos (Dogrul et al.,2007). Esta também é capaz de produzir um efeito
antinoceptivo de forma dose-dependente quando avaliada sob teste da placa quente
(Milano et al., 2008). Utilizando o modelo de inflamagao crénica induzido por um
agente imunogénico Adjuvante de Freund (CFA, de Complete Freund's Adjuvant) em
ratos, provou ser mais potente analgésico quando comparado com agentes anti-
inflamatdrios (Tatsuo et al., 1994).

Foi demonstrado que doses entre 56,2 e 562,3 mg/kg; s.c. de Dipirona
Sddica possui efeito antinociceptivo e que a associagdo com a morfina potencializa
sua analgesia (L6épez-Mufioz et al., 1993; Lopez-Mufioz, 1994). Mais recentemente,
demonstrou-se que a dose de 177,8 mg/kg; s.c. de Dipirona Sddica promoveu
potente efeito antinociceptivo em diferentes niveis de nocicepg¢ao utilizando o
modelo dor induzida por incapacidade funcional em ratos (PIFIR, de Pain-induced
functional impairment model in the rat), por meio de inje¢ao intra-articular de acido
urico, através do ligamento patelar dos animais (Lopez-Mufioz, 2008).

Através do teste de formalina em ratos observou-se uma tendéncia para
antinocicepgao ja com uma dose de 100 mg/kg; s.c., e bloqueio de fato, da resposta
dolorosa, com a dose de 200 mg/kg; s.c. (Abbott & Hellemans, 2000). Tém sido
mostrado através do teste “tail flick” que doses entre 200 e 400 mg/kg; i.v. de

Dipirona inibiram, de forma dose-dependente, os reflexos durante os teste realizados
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em ratos (Tortorici & Vanegas, 1994). Outros estudos demonstraram efeito
antinociceptivo da Dipirona em ratos com dose de 600 mg/kg; i.v., duas vezes ao
dia, potencializando seus efeitos quando em associagdo com a morfina (Hernandez-
Delgadillo & Cruz, 2003, 2004, 2006). Ainda, utilizando a dose de 467 mg/kg; i.p. de
Dipirona no teste da “Placa Quente” ou no teste da formalina, observou-se efeito
antinociceptivo nos camundongos (Milano et al., 2008)

Estudos recentes demonstraram efeitos similares de analgesia em termos
de intensidade e duracdo utilizando Paracetamol ou Dipirona, apesar dos
mecanismos de agbes serem relativamente diferentes (Rezende et al, 2008).
Comparando o efeito analgésico destes farmacos através de teste de limiar de
nocicepgao em ratos, utilizando doses de 60, 180 e 360 mg/kg; s.c., foi reportado
que a maior dose tanto do Paracetamol como também da Dipirona foi
significantemente mais efetiva em promover efeitos analgésicos que as demais
doses (Rezende et. al, 2008). Ainda, o Paracetamol e a Dipirona sodica tém sido
reportados como capazes de reduzir a dor pds-operatéria em humanos com o
minimo de efeitos colaterais (Grundmann et al.,2006; Kampe et al., 2006).

Contudo, inexistem estudos utilizando a Dipirona sédica especificamente
na MDI, abordagem tal que parece ser interessante de ser realizada, visto que tal
agente farmacologico é amplamente difundido mundialmente e que possui efeito

analgésico comprovado em diversos ensaios.
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1.4. JUSTIFICATIVA

Considerando que a movimentagao dentaria induzida causa um processo
inflamatorio onde mediadores, como citocinas e prostaglandinas, podem tomar parte
do processo de remodelagao dssea alveolar, aliado ao conhecimento de que o
Paracetamol e a Dipirona sédica sdo farmacos que tém se destacado por seus
efeitos analgésicos sem interferir significantemente em mediadores inflamatorios
periféricos. Com base no fato de que o Paracetamol parece n&o interferir no
processo de remodelagdo oOssea durante a MDI, parece-nos razoavel avaliar a
atividade da Dipirona Sédica no processo de remodelagao éssea que ocorre durante
a movimentagdo dentaria induzida em ratos, considerando escassos os estudos

envolvendo este farmaco durante este processo.
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2. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar a atividade da Dipirona sodica na remodelacdo 6ssea durante

movimentacao dentaria induzida em ratos.

Objetivos Especificos

= Avaliar microscopicamente a resposta inflamatéria e o osso alveolar em ratos
submetidos a MDI e recebendo Dipirona sddica, Paracetamol ou Salina através
de analise histolégica semi-quantitativa, histomorfométrica e marcagéo

imunohistoquimica para TRAP.

= Avaliar as alteragbes bioquimicas através das dosagens de mieloperoxidase

gengival e de dosagens de Fosfatase Alcalina Ossea (FAO).

= Avaliar a repercusséao sistémica de Dipirona sddica, Paracetamol e Salina através
de:
0 Analise do leucograma de ratos submetidos a MDI e recebendo Dipirona
sédica, Paracetamol e Salina;
o Avaliagao das fungdes hepaticas em ratos submetidos a MDI e recebendo
Dipirona sodica, Paracetamol e Salina através de dosagens das TGO e TGP
para as fungdes hepaticas,

o0 Avaliagao da variacdo da massa corporea.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Selecao de animais

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus novergicus) machos, com massa
corpérea entre 180 e 220 gramas. Esses animais, procedentes do Biotério Central
do Campus do Pici — UFC, foram transferidos para o Biotério Setorial do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia (FaMed, UFC-Fortaleza), e mantidos em
gaiolas apropriadas, em numero de 5 a 6 animais em cada uma delas. Os ratos
receberam ragao comercial balanceada propria e agua a vontade, e permaneceram
nas mesmas condicdes ambientais durante os experimentos. Todos os esforgos
foram realizados no sentido de diminuir o numero de animais e seu sofrimento, com
base nas orientagdes para pesquisas com animais, e todos os procedimentos
aprovados pela Comissdo de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) dessa instituicdo
(protocolo n° 18/2010).

3.2. Aparelhos, Instrumentos Laboratoriais, Materiais de Consumo
Durante o decorrer dos experimentos foram utilizados diversos aparelhos

e instrumentos, os quais sao citados a seguir:

e Algoddo e gaze (CREMER®);

e Alicate ortoddntico de corte de amarrilho (Quinelato® - ref. Q0.151.00; Rio

Claro - SP);

e Balanga pra pesagem de animais (Bioprescisa® - mod. BS3000A);

e Base emborrachada para permanéncia do animal;

e Béqueres (PIREX);

e Camara de Neubauer (0,100/0,0025 mm2);

e Camera de captura de imagens do microscépio (PHENIX® - MC-130U)

e Centrifuga (Centribio® - mod. 2400);

e Contador diferencial de células de 8 teclas (Digitimer®);

e Fio de amarrilho de aco inox de 0,008 polegadas (Morelli® - ref. 55.01.208;

Sorocaba-SP);

e Geladeira e freezer (-80 °C e -20 °C)

¢ Instrumentais cirurgicos (tesoura, ping¢a, porta-agulhas)

¢ Laminas e laminulas para microscopia;



Luminaria;

Luvas descartaveis;

Micropipetas automaticas (Gilson);

Microscépio 6ptico binocular (Opton®- mod.XSZ-107T);

Micrétomo

Mola fechada de niquel-titanio (Ormico®- ref. 222-5610; Orange -EUA);
Ponteiras

Seringas de 1, 5, e 10 ml e agulhas 29 G, 25 G;

Tubos de ensaio de vidro (PIREX);

Tubos Eppendorf — 1,5 ml (GIBCO);

Tubos plasticos de 15 ml (FALCON);

Motor elétrico (Dentec®)

Resina fotopolimerizavel (Natural Look - DFL®; S&o Cristovdo-RJ)
Tensidmetro (Morelli® - ref.75.02.009, Sorocaba-SP)
Fotopolimerizador Led (Gnatus® - Optilight LD MAX — Ribeirdo Preto — SP)

3.3. Drogas, solugdes e corantes utilizados

Agua destilada.

Alcool Etilico Absoluto (Dinamica);

Corante rapido de hematoxilina e eosina (NewProv®- Pinhais-PR);
Dipirona Sédica (Novalgina®, gotas; Sanofi-Aventis; Suzano-SP);
EDTA p.a. (Dinamica);

Eosina;

Formaldeido 37,5% (Dinamica);

Ketamina (Cetamin - Syntec®, Hortolandia — SP, Brasil);

Liquido de Turk (diluidor para contagem total de células)

Acido acético glacial P.A........ooviii, 20,0 ml
Violeta genciana..........ccccccceeeiviiiiniinenen. 2,0 ml
Agua destilada (qSp)......cccceeeeveveeennne. 1.000 ml

Paracetamol (Tylenol®, gotas; Jansen-Cilag; S3o José dos Campos-SP);
Soro fisioldgico 0,9% (NaCl 0,15 M) Frasco com 500 ml

Xilasina (Xilazin - Syntec®, Hortolandia — SP, Brasil).

26
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3.2. Protocolo Experimental

3.2.1 Modelo de Movimentacéo Dentéria Induzida Experimental

3.2.1.1 Preparo do Aparelho Ortodontico

Para este estudo foi utilizado o modelo de Movimentagdo Dentaria
Induzida (MDI) por dispositivo ortoddntico adaptado a partir de varios autores (Heller
& Nanda, 1979; Ren et al., 2004), o qual consiste na utilizagcdo de uma mola fechada
de niquel-titanio (Ormco®— ref. 222-5610; CA - EUA), e fio de amarrilho de ago inox
de 0,008 polegadas (Morelli® - ref. 55.01.208; Sorocaba-SP- Brasil) para fixacdo em

torno do primeiro molar superior esquerdo e dos incisivos superiores.
3.2.1.2 Anestesia, Instalacéo e Ativacdo do Aparelho Ortodoéntico

Os animais foram anestesiados com a mistura em iguais partes do
anestésico cloridrato de quetamina, 100 mg/ml (Cetamin - Syntec®) e o relaxante
muscular cloridrato de xilazina, 20 mg/ml (Xilazin - Syntec®) na dosagem de 1 ml/kg,
aplicado de forma intramuscular, com seringa de 1 ml e agulha de 12,7 mm estéril
acoplada. Os animais anestesiados foram posicionados em mesa operatéria propria
para contencéo e abertura da boca do animal, e as molas foram fixadas ao primeiro
molar superior esquerdo e aos incisivos superiores, por meio de fio de amarrilho.

Para melhor adaptagédo desses fios nos incisivos foi criada uma canaleta
(pequeno sulco) na regidao cervical vestibular dos dentes através de disco de corte
em um contra-angulo odontoldgico adaptado em motor elétrico (Dentec®) sob
irrigagdo com soro fisioldgico, e usada resina fotopolimerizavel (Natural Look - DFL®;
Séo Cristovdo-RJ-Brasil) para uma retencdo mecéanica adicional.

A sequir, foi feita ativagdo da mola de 1 a 2 milimetros, o que corresponde
a uma forga de 50 g mensurada por tensidémetro (Morelli® - ref.75.02.009, Sorocaba-
SP-Brasil). Apdés a ativagao inicial do aparelho, este ndo recebeu mais nenhuma
ativagcdo adicional durante todo o experimento. Os animais foram, entao,
monitorados diariamente quanto a presencga do dispositivo.

A MDI ocorreu no primeiro molar esquerdo, no sentido mesial, € nos

incisivos superiores, no sentido palatino. Os molares superiores do lado direito foram
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utilizados como controle para a padronizagdo das observagbes dos fendbmenos

biolégicos da movimentagao dentéria induzida (Fig. 1).

Figura 1. Fotografias da sequéncia de passos para a realizacdo do modelo experimental de
Movimentagcdo Dentéaria Induzida (MDI) no primeiro molar superior esquerdo em rato. A.
Administragdo da medicagdo por gavagem; B. Anestesia via i.m.; C. Visualizagdo do campo
operatorio; D. Inser¢cdo de agulha como guia para a passagem do fio entre o primeiro e o segundo
molar superior esquerdo; E. Instalagdo e ativacdo da mola de niquel-titanio; F. Amarragédo nos

incisivos e insergéo de resina fotopolimerizavel sobre a amarragao (imagens de arquivo pessoal).
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3.2.2. Grupos Experimentais

Preliminarmente, grupos de 8 animais submetidos a MDI foram
sacrificados apds 6 horas e nos dias 1, 4, 7, 11 e 14 apds a ativagao do dispositivo
ortodéntico. Foram avaliadas as areas de reabsorcdo e uma vez definido qual o dia
ideal (4° dia) onde se observou o pico de reabsor¢cdo Ossea alveolar, seguiram,

portanto, as abordagens farmacologicas durante o referido periodo.

A. Grupos Salina
Esse grupo foi constituido por 10 ratos submetidos a MDI. Os animais
receberam solucgéo salina a 0,9% (2 ml/kg-v.o.), 30 minutos antes da instalagdo do

aparelho e, apo6s este, diariamente por 4 dias, sendo entao, sacrificados.

B. Grupos tratado com Paracetamol

O grupo foi constituido por 8 animais, os quais receberam Paracetamol
(Medicamento de Referéncia Tylenol®, gotas; Jansen-Cilag; Sao José dos Campos-
SP-Brasil), na dose de 200 mg/kg; v.o., (Stabile et al., 2009) respectivamente,
administradas 30 minutos antes da instalagdo do aparelho e apos este, diariamente,

1 vez ao dia, por 4 dias, sendo entdo, sacrificados (Gonzales et al., 2009).

C. Grupo tratado com Dipirona Sédica

O grupo foi constituido por trés subgrupos de 8 animais cada, os quais
receberam Dipirona sédica (Medicamento de Referéncia Novalgina®, gotas; Sanofi-
Aventis; Suzano-SP-Brasil), nas doses de 25, 75 e 225 mg/kg; v.o., respectivamente,
administradas 30 minutos antes da instalacdo do aparelho e apds este, diariamente,
1 vez ao dia, por 4 dias, sendo entao, sacrificados (Lopez-Mundz et al., 1994; Abbott
& Hellemans, 2000; Milano et al., 2008).

3.3. Parametros avaliados na MDI Experimental
A movimentacdo dentaria induzida foi avaliada através de analises
histologicas das hemiarcadas dos animais e de avaliagbes das repercussoes

bioquimicas e sistémicas dos farmacos utilizados (Fig. 2).
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Figura 2: Representacdo esquemética do modelo de movimentacao dentaria induzida em ratos.
Para a MDI os ratos receberam: Salina (SAL=2 ml/kg), Paracetamol (PAR 200 mg/kg) ou
Dipirona sédica dividido em 3 subgrupos (DIP 25; 75 ou 225 mg/kg), administrados por via
oral, diariamente 30 min antes da instalacdo do dispositivo ortodéntico entre o 1° molar
superior esquerdo e os incisivos durante 4 dias, quando, entdo, foram sacrificados e os
seguintes parametros avaliados: 1) Analises microscopicas do periodonto através de: a)
estudos histolégico semi-quantitativo, morfométrico e marcagado imunohistoquimica para
TRAP; b) andlises da atividade da mieloperoxidase (MPO) gengival; 2) Dosagem sérica de
Fosfatase Alcalina Ossea (FAO); e 3) Avaliagdo sistémica através de: a) leucograma; b)

dosagens séricas de TGO e TGP e c) variagdo de massa corporea
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3.3.1. Analise histolégica da estrutura do periodonto

A estrutura 6ssea alveolar observada na MDI foi estudada através de
analises histolégica semi-quantitativa e histomorfométrica para as areas hialinicas,
bem como marcagdo imunohistoquimica para TRAP. As hemiarcadas nao
submetidas a movimentagdo dentaria, ou seja, as contralaterais, foram utilizadas

como controle do préprio animal.

A. Andlise histologica

As analises histopatolégicas foram realizadas em cortes seriados da
hemiarcada desmineralizada. Para tanto, 4 dias apos a insercdo do dispositivo
ortodéntico, os animais foram sacrificados e suas hemiarcadas removidas e fixadas
em formol a 10% por 24 horas. A seguir, foram desmineralizadas por EDTA a 10%,
durante, aproximadamente, 30 dias. A seguir, as hemiarcadas foram lavadas em
agua corrente por 24 horas e, apos a inclusédo em parafina, foram feitos os cortes
transversais seriados de 4 um em micrétomo apropriado. Os cortes transversais
foram feitos na porgcao cervical das raizes do primeiro molar superior esquerdo. As
ldminas obtidas foram coradas pelo método de Hematoxilina e Eosina. Para a
analise microscépica da hemiarcada, foi considerada a regido correspondente a face

mesial da raiz mesial do primeiro molar superior direito (Fig. 3)

12 MOLAR L

Figura 3: Fotomicrografia da area desafiada para analise histoldgica. Corte transversal da maxila
do rato no tergo cervical do primeiro molar esquerdo. No destaque estdo as raizes utilizadas para
analise histologica: distovestibular (DV), distolingual (DL)e intermediaria (INT). Imagem obtida e

modificada a partir de lamina escaneada (Fracalossi et al., 2009).
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A.l. Analise Histologica Semi-quantitativa

Foram avaliadas histologicamente, as raizes Intermediaria, Disto-
vestibular e Disto-lingual, considerando os aspectos inflamatorios como presenga e
intensidade de infiltrado celular, presenca de células clasticas, além do estado de
preservagcdo do processo alveolar e cemento, diminuicdo do espago do ligamento
periodontal no lado de compresséao, atribuindo-se escores que variaram de 0 a 4, de
acordo com a intensidade dos achados (Quadro 1), baseado em Lima et al., 2000 e
2004.

A.2 Andlise histomorfométrica

Realizou-se analise histomorfométrica nas raizes distovestibular,
distolingual e intermediaria do primeiro molar superior esquerdo do rato. Esta analise
se constituiu na quantificagdo do percentual de areas hialinas no ligamento
periodontal nos lados de pressdo de cada raiz, nos diferentes grupos. Para a
quantificacao utilizou-se um sistema para analise de imagem digitalizada, composto
por um microscopio optico binocular Opton XSZ-107T, com objetiva de 4X e camera
MC-130U conectados a um computador. Apds a aquisicdo das imagens, estas foram
langadas no software Image J® para quantificacdo das areas hialinicas

Com o emprego do programa Image J® contornou-se o maior perimetro
radicular, desenhando uma linha coincidente com o limite mais externo do cemento.
Em seguida, desenhava-se uma segunda linha contornando o trabeculado 6sseo na
periferia do ligamento periodontal. Este procedimento permitiu calcular a area total
do ligamento periodontal. Da mesma maneira, contornou-se externamente cada area
hialina no ligamento periodontal. A partir destas areas, calculou-se o percentual (%)
de area hialina no ligamento periodontal de cada raiz. (Miyoshi et al., 2001,
Tomizuka et al., 2007; Von Bohl et al., 2009) (Fig. 4).
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Quadro 1: Aspectos teciduais e celulares para avaliacdo microscopica no lado de

compressao do ligamento periodontal.

Auséncia de areas hialinicas

Auséncia de células clasticas

Escore 0 Espago do ligamento periodontal uniforme
Vasos sanguineos normais

Auséncia reabsorcao 6ssea frontal

Auséncia de reabsorc¢ao dentaria (superficie cementaria uniforme)

Auséncia de areas hialinas

Presenca de poucas células clasticas (osteoclastos)
Escore 1 Espaco do ligamento periodontal uniforme

Vasos sanguineos normais e alguns congestos
Auséncia reabsorcio dssea frontal

Auséncia de reabsorc¢ao dentaria (superficie cementaria uniforme)

Pequenas areas em processo de hialinizacao

Presencga de clastos na superficie 6ssea (osteoclastos)

Escore 2 Ligamento periodontal com espessura diminuida

Vasos sanguineos congestos e discreta hemorragia

Tecido 6sseo frontal irregular com poucas cavidades reabsortivas

Auséncia de reabsorc¢ao dentaria (superficie cementaria uniforme)

Presenca de poucas areas hialinas

Poucos osteoclastos justapostos a superficie

Escore 3 Ligamento periodontal com espessura diminuida

Vasos sanguineos congestos e discreta hemorragia
Tecido 6sseo frontal irregular com cavidades reabsortivas

Auséncia de reabsorcao dentaria (superficie cementaria uniforme)

Presenca de grandes areas hialinas

Osteoclastos justapostos a superficie ou nas lacunas de reabsorgao
Escore 4 Ligamento periodontal com espessura diminuida

Vasos sanguineos congestos

Tecido ésseo frontal irregular com muitas cavidades reabsortivas

Auséncia de reabsorcao dentaria (superficie cementaria uniforme)




34

Figura 4: Quantificacdo de areas hialinicas. Determina-se a area total de ligamento periodontal

(A1), e a area hialinica de ligamento periodontal (A2). Em seguida quantifica-se
proporcionalmente (A2) de (A1). A quantidade de area hialinica foi expressa em percentual.

(Arquivo pessoal)


Caio
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A.3 Marcacao imunohistoquimica de TRAP

Os cortes histologicos horizontais da maxila foram submetidos ao método
da imunoperoxidase indireta empregando anticorpo policlonal para identificar a
proteina tartrato-resistente a fosfatase acida (TRAP).

Para isto, inicialmente os cortes histolégicos foram coletados em laminas
silanizadas, desparafanizados em xilol e reidratados em série decrescente de
alcodis (100-70°). Estes foram lavados (3x5 minutos) em tampédo fosfato de sodio
(PB) 0.1M, pH 7,4, sob agitacdo lenta (25 rpm) e submetidos ao bloqueio da
peroxidase endégena empregando peroxido de hidrogénio a 3% em metanol por 30
minutos e lavados (5x5 minutos) com PBS.

Dando continuidade, os cortes histologicos foram incubados com solugao
contendo o anticorpo primario policlonal obtido em cabra anti-TRAP K17 de humano
(sc30833, concentragao de 1:100, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA), diluido em
PBS acrescido de soro normal de burro (017-000-001, Jackson Immunoresearch
laboratories, PA, USA), durante 24 horas a temperatura ambiente, sob agitagdo. Os
cortes histologicos foram novamente lavados em PBS (5x5 minutos) e submetidos a
segunda incubacdo com anticorpo secundario biotinilado anti-cabra feito em burro
(705-066-147, 1:200, Jackson Immunoresearch laboratories, PA, USA), diluido em
PBS acrescido de soro normal de burro durante 1 hora a temperatura ambiente, sob
agitacdo. Os cortes histolégicos foram novamente submetidos a lavagens em PBS
(5x5 minutos) e incubados em estreptavidina conjugada com peroxidase (1:200, Kit
ABC, PK6100, Vector Laboratories, CA, USA) diluido em solugdo de PB a
temperatura ambiente, durante 1 hora. A revelacdo da reacdo de imunoperoxidase
foi realizada em solu¢do de PBS acrescido com diamobenzidina (0,005%), seguido
de inativacao através de inumeras lavagens em PBS.

Estes cortes histologicos foram contra-corados com hematoxilina de
Harris, desidratados, diafanizados em xilol e montados com meio de montagem
hidrofébico (Erv-mount, Erviegas, SP, Brasil).

Todas as reagdes de imunoperoxidase foram acompanhadas por um
controle negativo, através da omissao do anticorpo primario ou secundario, seguido

dos demais procedimentos citados anteriormente.
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B. Analises Bioquimicas

Foi realizada a analise da atividade de mieloperoxidase a partir de tecido
gengival subjacente a area desafiada recolhida por ocasido do sacrificio dos
animais. Foi também realizada a dosagem sérica de Fosfatase Alcalina Ossea (FAO)

antes (baseline) e ao final do experimento para avaliagcdo do metabolismo ésseo.

B.1 Analise da atividade da mieloperoxidase gengival

No dia do sacrificio, os animais foram sacrificados, suas maxilas
removidas e os tecidos gengivais subjacente a area desafiada removidos e
congelados para analise da atividade da mieloperoxidase, enzima encontrada
abundantemente em neutréfilos em atividade.

A atividade de mieloperoxidase, um marcador de neutréfilos em tecidos
inflamados foi avaliada no tecido gengival da area desafiada, usando uma versao
modificada de Bradley et al. (1982) (Lima et al., 2005). Os animais tiveram
removidas amostras do tecido gengival no dia do sacrificio para analise da atividade
de MPO. Os espécimes foram armazenados a temperatura de 70 °C até a realizagao
do ensaio. O tecido gengival foi pesado e triturado usando uma politron Ultraturrax
em solugcdo tampao resfriada (0,1 M NaCl, 20 mM NasPO4, 15 mM NaEDTA), e
entdo esta massa foi centrifugada a 4 °C por 15 minutos (3.000 g). O
homogeneizado sera entao submetido a lise hipoténica [900 uL de 0,2% (w/v) NaCl
seguido, 30 segundos depois, por adigdo de solugdo de igual volume contendo
1,6%/(w/v) NaCl e 5% (w/v) glicose]. O homogeneizado final foi novamente
suspenso em solugdo tampao [50 mM NaszPO4, 0,5% (w/v) brometo sdélido de
hexadeciltrimetilamonia (H-TAB)], homogeneizado, congelado e descongelado duas
vezes e centrifugado a 4 °C por 7 min (4.000 g). O sobrenadante foi armazenado a 0
°C para o ensaio de MPO usando tetrametilbenzidina (1,6 mM) e H,0, (0,5 mM), e a
concentracdo de MPO foi determinada através da mensuracdo da mudanca e
absorbancia a 450 nm. Valores foram expressos como quantidade da atividade de
MPO por grama de tecido comparado a curva padrdo de neutrofilos, construida
usando neutréfilos da cavidade peritoneal do rato. A fim de obter esta curva, a
migragado neutrofilica foi induzida no periténio dos animais através da injecéo de

carragenina (300 upg por animal). A curva padrao, relacionando numero de
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neutrofilos (>90% pureza) e absorbancia, foi obtida usando o processamento de
neutréfilos purificados, como descrito anteriormente, e ensaio para atividade de
MPO. Resultados foram expressos como unidade de MPO/mg de tecido. A unidade
da atividade de MPO foi definida como 1 convertendo 1 umol/min de peréxido de

hidrogénio em agua a 22 °C.

B.2 Dosagem de Fosfatase Alcalina Ossea

No 4° dia, por ocasido do sacrificio dos animais, foram coletadas
amostras de sangue a partir do plexo orbital, dos grupos experimentais. Estas
amostras foram centrifugadas 4.000 g por 10 minutos e o sobrenadante coletado e
congelado para posterior dosagem sérica. A determinagdo dos niveis séricos de
FAO segue o protocolo de inativagdo térmica (Moss & Whitby, 1975). Inicialmente
sera feita a dosagem de fosfatase alcalina total (FAT). Em seguida, as amostras
serdo aquecidas a 56°C durante 10 minutos e uma nova dosagem sera realizada.
Os niveis séricos de FAO serao obtidos através da subtracdo dos niveis de FAT
pelos niveis de FA aquecida. A metodologia a ser seguida sera conforme orientagao
do laboratério fabricante (LABTEST®).

C. Andlise dos parametros sistémicos

C.1 Estudo hematolégico

Sob anestesia com cetamina e xilazina, os animais tiveram a ponta da
cauda seccionada com uma tesoura. A primeira gota de sangue foi desprezada e a
seguinte, colhida para a confeccdo do esfregago corado pelo método HE para as
contagens diferenciais. Adicionalmente, 20 ul de sangue foram diluidos em 380 ul de
Liquido de Turk, para a realizagdo da contagem do numero total de leucécitos,
utiizando camara de Neubauer. Logo apds, os animais tiveram suas caudas
cauterizadas, para evitar infecgdes. Os hemogramas foram realizados

imediatamente antes da cirurgia e no dia do sacrificio.
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C.2 Dosagens séricas de TGO e TGP

No 4° dia, por ocasido do sacrificio dos animais, foram coletadas
amostras de sangue e a funcdo hepatica dos animais foi avaliada através da
determinagcdo da atividade sérica das enzimas transaminases (TGO e TGP). A
quantificacao foi feita utilizando-se “Kits” especificos para cada tipo de dosagem. A

metodologia seguiu orientacéo do laboratério fabricante (LABTEST®).

C.3 Avaliacado da variacdo de massa corporea

Todos os animais tiveram suas massas corporais medidas antes da
cirurgia e, apos esta, diariamente, até o dia do sacrificio. Os valores encontrados

foram expressos como a variagao de massa corpérea (g) em relagdo a massa inicial.

3.4. Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais
da Universidade Federal do Ceara, sob o protocolo de numero 18/10. Os
pesquisadores envolvidos realizaram todos os esforgos para reduzir ao minimo o
numero de animais utilizados, bem como o sofrimento dos mesmos, de acordo com

0s principios éticos para se trabalhar com animais de laboratério.

3.5. Analise estatistica

Para os dados paramétricos, os resultados foram expressos como
Média+EPM, acompanhada do numero de observagdes. Nas comparagdes entre os
grupos foi utilizada Analise de Variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni.

Para os dados nao paramétricos, os resultados obtidos foram expressos
como Mediana acompanhada de menor-maior valores, e os testes estatisticos
aplicados foram Kruskal-Wallis € Dunn.

Em todas as situac¢des, foi adotado o nivel de significancia p<0,05.
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4. RESULTADOS
4.1. Movimentacdo Dentéaria Induzida em Ratos

Foi utilizado o modelo de Movimentag&o Dentaria Induzida (MDI), através
da insergédo de um dispositivo ortoddntico, adaptado a partir de varios autores (Heller
& Nanda, 1979; Ren et al., 2004; Fracalossi et al., 2009). Os parametros locais do
tecido periodontal e osso alveolar foram avaliados através de: analises histolégica
semi-quantitativa, histomorfométrica e imunohistoquimica para detecgdo de TRAP.
Parametros bioquimicos também foram avaliados, tais como dosagens de atividade
de MPO e nivel sérico de FAO. Por ultimo, foram avaliados parametros sistémicos
dos animais através de analise do leucograma, enzimas transaminases hepaticas e

variagao de massa corporea.
4.1.1. Parametros locais do Ligamento Periodontal e Osso Alveolar

A. Efeitos da MDI sobre o Ligamento Periodontal (LP) e Osso Alveolar nos

grupos experimentais

O modelo de MDI foi utilizado para o estudo dos efeitos da Dipirona
Sadica. Inicialmente, grupos de 8 animais foram sacrificados as 6 horas e nos dias
1, 4,7, 11 e 14 apods a ativacao do dispositivo ortoddntico. Todas as laminas obtidas
a partir da hemimaxila dos animais foram analisadas, baseada no quadro de escores
(Quadro 1) para entédo definir o dia ideal como 4°, onde se observou considerada
reabsorgao 0ssea frontal na area de compresséao do LP. A figura 5 mostra que a MDI
nos animais que receberam solugédo Salina causou alteragdes teciduais significante
no LP e osso alveolar, quando comparada a raizes do molar contralateral nao
submetido a MDI, considerado como controle. As modificagdes referentes ao escore
1 mostraram-se significantes a partir do 1° dia apds instalacdo do dispositivo e
perduraram até o 11°. Observou-se a maior quantidade de areas hialinicas e
reabsor¢ao frontal no lado de compressao do LP no 4° dia em comparagao aos
demais. A partir do 7° dia observou-se redugao significante de areas hialinicas
quando comparado ao 4° dia, seguido de eventos de regularizagdo da superficie
Ossea até o 11° dia (p<0,05). No 14° dia os tecidos adjacentes as raizes dos molares
submetidos a MDI apresentavam-se com aspecto semelhante ao de dentes nao
movimentados, ndo havendo diferenga significante (p>0,05) em relacdo ao grupo

controle (Figura 5).
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Figura 5: Efeitos histologicos da MDI sobre o Ligamento Periodontal e Osso Alveolar nos
controles: Os animais receberam 0,5 ml de Salina a 0,9% (v.0.) 30 minutos antes da instalagdo do
dispositivo. Os escores representam as alteragbes teciduais observadas nas raizes distolingual,
distovestibular e intermediaria do primeiro molar superior esquerdo de um rato submetido a MDI. Os
resultados foram expressos como Medianatvalores extremos de seis animais. *p<0,05 representa
diferengas estatisticas dos animais que tiveram o molar movimentado em relagdo a hemiarcada

contralateral (Normal) (Kruskal-Wallis; Dunn).
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B. Efeitos histolégicos da MDI sobre o Ligamento Periodontal e Osso Alveolar

nos Controles

A analise histolégica, das hemiarcadas dos ratos submetidos a MDI,
realizada ao longo de 14 dias, e que receberam salina, mostrou alteracdes
significantes (p<0,05) em relagdo aos animais normais ndo submetidos a MDI
(Tabela 1). Nas seis primeiras horas apos indugdo da MDI ndo se observou
presenca de infiltrado inflamatério, areas hialinas ou células clasticas, o espaco do
ligamento periodontal estava uniforme, os vasos sanguineos normais, nao haviam
sinais de reabsorgcao Ossea frontal, bem como auséncia de reabsor¢cdo dentaria
[Md=0 (0-0)], sendo este aspecto histoloégico semelhante ao observado nas
hemiarcadas normais. Na 242 hora apos a cirurgia, foi possivel verificar discreto
infiltrado inflamatdrio, auséncia de areas hialinas, presenca de poucas células
clasticas (osteoclastos), espaco do ligamento periodontal uniforme, vasos
sanguineos normais e alguns congestos, auséncia de reabsorgdo Ossea frontal e
superficie cementaria uniforme [Md=1 (0-1)].

Nos molares, quatro dias apdés a movimentacdo ortoddntica, os
fendbmenos observados mostraram-se mais evidentes em relacdo dos do 1° dia,
principalmente no que se refere as areas hialinicas, podendo-se observar:
osteoclastos justapostos a superficie ou nas lacunas de reabsorgéo, presenga de
ligamento periodontal com espessura diminuida, vasos sanguineos congestos e
discreta hemorragia, tecido 6sseo frontal irreqular com cavidades reabsortivas e
auséncia de reabsorcdo dentaria, inclusive presenga de superficie cementaria
uniforme [Md=4 (3-4)].

A partir do 7° dia, as areas hialinas mostraram-se reduzidas.
Adicionalmente, observou-se acentuado estiramento das fibras periodontais no lado
de tensdao em todas as raizes analisadas. Foi possivel visualizar também, no lado de
tensdo, poucos osteoclastos justapostos a superficie, ligamento periodontal com
espessura diminuida, vasos sanguineos normais, tecido ésseo frontal irregular com
pouca cavidade reabsortiva e focos de reabsorgédo radicular em duas das raizes
observadas [Md=3 (2-3)].

Aos 11 dias observou-se alteracdes teciduais tais como: auséncia de
areas hialinicas ou pequenos focos de hialinizacdo, auséncia de infiltrado

inflamatério, diminuicdo do numero de osteoclastos em relagcdo ao grupo normal
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(p<0,05). As superficies radiculares apresentaram-se com evidentes areas de
reabsor¢cao e o ligamento periodontal com espessura quase uniforme comparando
os lados de compresséo e tensdo, a superficie 6ssea adjacente ao lado de presséo
apresentou ainda discretas irregularidades (Md=1 [1-2]). No 14° dia apds a
instalacdo do dispositivo ortodéntico as raizes dos molares movimentados
apresentaram caracteristicas de normalidade, com auséncia de: osteoclastos, vasos
congestos ou areas hialinicas. A espessura do ligamento periodontal apresentou-se
uniforme tanto no lado de tens&o quanto no lado de compresséo (Md=0 [0-0]).

Em funcdo dos dados obtidos, o 4° dia foi escolhido para o estudo dos
efeitos observados a partir do tratamento com Dipirona Sédica e Paracetamol. As
caracteristicas histolégicas de presenga de areas hialinicas, diminuigdo da
espessura do ligamento periodontal no lado de compressdo e aumento no lado de
tensdo, reabsorcao d6ssea frontal com a presenca de clastos multinucleados podem
ser conferidas pelas fotomicrografias referentes ao 4° dia de MDI (Fig. 6B; C; D)
comparada a fotomicrografia de animais ndo submetidos a MDI com ligamento

periodontal e osso alveolar normal (Fig. 6A).

Tabela 1: Analise histoldgica semi-quantitativa das raizes distovestibular, distolingual

e intermediéaria do primeiro molar superior esquerdo de rato submetido a MDI.

Tempo de Movimentacao Dentaria Induzida

Normal 6h 24h 4d 7d 11d 14d

Escores  0[0-0] 0[0-0] 1[0-1]* 4[3-4]* 3[23 1[1-2]* 0][0-0]

A MDI foi realizada em ratos, através da inser¢do de uma mola entre o primeiro molar superior
esquerdo e os incisivos. Os animais receberam 0,5 ml de salina uma hora antes da instalacdo do
dispositivo. O sacrificio foi feito em diferentes intervalos de tempo (6 e 24 horas € 4, 7, 11 e 14 dias)
apos MDI. Os dados representam Medianazvalores extremos de 6 animais. Os parametros avaliados
foram: presenca de areas hialinicas, osteoclastos, reabsorgdo 6ssea frontal e dentaria; espago do
ligamento periodontal na area de compressao e normalidade de vasos sanguineos. *p<0,05
representa diferencas estatisticas dos animais submetidos a MDI em relagdo ao grupo controle (C)
(Kruskal-Wallis; Dunn).
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Figura 6: Fotomicrografias de cortes transversais das raizes distovestibulares de ratos

submetidos a 4 dias de MDI (B, C e D) e de animais ndo submetidos a MDI com ligamento
periodontal e osso alveolar normal (A): Os ratos foram submetidos a Movimentagdo Dentaria
Induzida pela inser¢ao de uma mola de tragdo de NiTi entre o primeiro molar esquerdo superior, e 0s
incisivos e no 4° dia foram sacrificados. Suas arcadas foram removidas, fixadas, descalcificadas em
EDTA a 10% e foram realizados cortes transversais no tergo cervical do 1° molar superior. (A):
Ligamento periodontal e osso alveolar normal de uma raiz distovestibular, que receberam solugao
salina 0,9% (v.0) e ndo foram submetidos a MDI. (B): Ligamento periodontal e osso alveolar de uma
raiz distovestibular de um animal submetido a MDI sacrificado no 4° dia apds ativagdo do aparelho,
mostrando areas hialinicas (ah) no lado de compresséo do Ip, reabsorgéo frontal (RF) no mesmo
sentido onde a forga € aplicada (F+seta=sentido da forga aplicada) e o espaco do LP reduzido no
lado de compressao e aumentado no lado de tensdo. Coloragdo HE; aumento de 40x. c= cemento;
d= dentina; p= polpa dentaria; Ip= ligamento periodontal; 0= osso alveolar; F= dire¢do da forga. (C):
Reabsorgéo 6ssea frontal (seta). (D): Osteoclasto e lacuna de reabsorgéo (seta) (Aumento de 40x e
100x)
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C. Efeito da Dipirona Sédica (DIP) sobre ligamento periodontal e osso alveolar
submetidos a MDI

O modelo de Movimentagao Dentaria Induzida (MDI), baseado em
diversos autores (Heller & Nanda, 1979; Ren et al.,2004; Davidovicth, 2006;
Fracalossi et al.,, 2009) e aprimorado no Laboratorio de Farmacologia Oral —
LFO/UFC, através da insercdo de mola de tragcdo de NiTi entre o primeiro molar
superior esquerdo e os incisivos superiores, foi utilizado para o estudo dos efeitos da
Dipirona Sddica, do Paracetamol ou Salina sobre os parametros avaliados no 4° dia.
A tabela 2 mostra as alteragbes observadas na analise histolégica semi-quantitativa
nas raizes distovestibular, distolingual e intermediaria de ratos submetidos a MDI. Os
animais receberam via oral (v.0.) DIP (25; 75; 225 mg/kg), Paracetamol (200 mg/kg)
e Salina (2 ml/kg) 30 minutos antes da instalagdo do dispositivo e por mais trés dias,
sendo sacrificados no 4° dia. A partir do corte transversal das raizes distovestibular,
distolingual e intermediaria, observou-se diferenca significante (p<0,05) entre os
grupos (DIP [4 (1-4); 4 (4-4); 4(3-4)]; PAR [4 (1-4)] e Salina [4 (3-4)]) quando
comparados com o controle (C) [0 (0-0)]. Entretanto ndo houve diferenca
estatisticamente significante (p>0,05) quando os grupos que receberam tratamento
farmacolégico (DIP ou PAR) foram comparados com o0s animais que receberam

somente solugao salina.

Esses achados podem ser observados na figura 7 onde s&do mostrados os
aspectos histoldgicos dos animais submetidos a movimentacédo dentaria induzida. A
figura 7A mostra o aspecto normal do periodonto, enquanto que o periodonto dos
animais submetidos a Movimentagcdo Dentaria Induzida (MDI) apresentou na zona
de compressdo do ligamento periodontal, zonas hialinicas, bem como areas de
reabsor¢cao 6ssea, eventos essenciais para a movimentacao dentaria (Fig. 7B). No
lado de tens&o do ligamento periodontal observou-se estiramento das fibras, evento
que contribuira para a neoformagao 6ssea. O periodonto dos animais tratados com
Paracetamol (200 mg/kg) (Fig. 7C) demonstrou aspectos histolégicos semelhantes
aos animais do grupo salina. Analisando os animais tratados com DIP nas diferentes
doses (25; 75 e 225 mg/kg) (Fig.7D; E; F), respectivamente, observou-se que o
tratamento com DIP também apresentou caracteristicas histolégicas semelhantes ao
grupo Salina e PAR quanto a presenga de areas hialinicas e as zonas de

reabsorcao.
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Tabela 2: Analise histoldgica semi-quantitativa dos efeitos da Dipirona Soédica nas
raizes distovestibular, distolingual e intermediaria do primeiro molar superior

esquerdo de rato submetido a MDI.

PAR 200 DIP 25 DIP 75 DIP 225
Normal Salina (mg/kQg) (mg/kQg) (mg/kQg) (mg/kQg)
t t t t t
Escores 0 (0-0) 4(3-4) 4(1-4) 4(1-4) 4 (4-4) 4 (3-4)

A MDI foi realizada através da insercdo cirurgica de uma mola de tragcdo de NiTi entre o primeiro
molar superior esquerdo e os incisivos dos ratos previamente anestesiados. Os animais receberam
v.0. DIP (25; 75; 225 mg/kg), Paracetamol (200 mg/kg) e Salina (2 ml/kg) 30 minutos antes da
instalacdo do dispositivo e diariamente por mais 4 dias. No 4° dia foi feito o sacrificio dos ratos e a
remocao das hemiarcadas para a confecgdo dos cortes transversais seriados, processados para a
coloragdo do método HE. Os dados representam Medianatvalores extremos de pelo menos8
animais, onde as raizes distovestibular, distolingual e intermediaria foram consideradas para analise
dos seguintes parametros: presenca de areas hialinicas, presenca de células clasticas (osteoclastos),
uniformidade do espago do ligamento periodontal, normalidade de vasos sanguineos, presencga de
reabsorgdo 6ssea frontal e de reabsorcdo dentaria (superficie cementaria uniforme). Tp<0,05
representa diferencas estatisticas entre os animais submetidos a MDI tratados com DIP (25, 75 e
225), PAR e Salina quando comparados a animais ndo submetidos a MDI, grupo controle (C)
(Kruskal-Wallis; Dunn).



46

Figura 7: Fotomicrografias do periodonto normal de ratos: Normal (A), submetidos a MDI e
gue receberam salina (B), Paracetamol (200 mg/kg); Dipirona Sodica 25 mg/kg (D), 75
mg/kg (E) ou 225 mg/kg (F). Os ratos foram submetidos a MDI pela inser¢gdo de uma mola de
NiTi entre o primeiro molar superior e o incisivo e no 4° dia foram sacrificados. Suas arcadas
foram removidas, fixadas e descalcificadas em EDTA 10% tamponado. O tergo cervical das
raizes do primeiro molar foram analisadas. (A) Periodonto de animais normais ndo submetidos a
MDI, mostrando auséncia de: areas hialinicas, células clasticas, reabsorgao frontal ou reabsorgéo
dentaria, com ligamento periodontal uniforme e vasos sanguineos normais. (B): Periodonto de
animais que receberam solugao salina 0,9% (v.0.) e foram submetidos a MDI, mostrando zona de
compressao do ligamento periodontal, zonas hialinicas, bem como areas de reabsorgcéo éssea.
(C) (D) (E) (F): Periodonto de animais submetidos a MDI e que receberam v.o. Paracetamol (200
mg/kg) e Dipirona Sddica (25; 75 e 225 mg/kg), respectivamente demonstrando aspecto

histologico semelhante aos animais do grupo salina (Aumento de 40x)
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D. Analise Histomorfométrica

A figura 8 mostra o efeito da Dipirona Sddica (DIP 25, 75 ou 225 mg/kg),
Paracetamol (PAR 200 mg/kg) ou Salina 0,9%, administradas por via oral 30 minutos
antes da insercdo do dispositivo ortodontico entre o primeiro molar superior e
incisivos superiores de ratos, e apds esta, diariamente até o 3° dia do periodo
experimental, sobre a quantidade de areas hialinicas no periodonto dos animais.
Observou-se que a MDI, apés o 4° dia, causou aumento de areas hialinicas
(12,5:0,9 %) quando comparado ao periodonto normal (0%), e n&o sendo alterado
por PAR (12,2+1,1%) (p>0,05) ou pelas doses de Dipirona Sddica (DIP 25 =
10,7+0,7%; DIP 75 = 11,0£0,8%; DIP 225 = 10,8+1,0% (p>0,05).

Areas Hialinicas (%)

Normal Salina PAR200 25 75 225
DIP (mg/kg)

Figura 8: Efeito da Dipirona (DIP) sobre a quantidade de areas hialinicas na MDI. DIP (25, 75 ou
225 mg/kg; v.o.), PAR (200 mg/kg; v.0.) ou salina (0,9%; v.o.) foram administradas diariamente a 30
minutos antes da MDI, através da insercdo de dispositivo ortodéntico entre o primeiro molar e
incisivos dos ratos. Os animais foram sacrificados 4 dias apds o procedimento cirurgico. A MDI
causou surgimento de areas hialinicas. As barras representam Média + EPM de, no minimo 6 animais

por grupo, apos MDI. (Anova; Bonferroni).
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E. Marcacdo Imunohistoquimica para TRAP

A figura 9 mostra o efeito da Dipirona Sddica (DIP 25, 75 ou 225 mg/kg),
PAR (200 mg/kg) ou Salina 0,9%, administradas por via oral 30 minutos antes da
insergao do dispositivo ortodéntico entre o primeiro molar superior e incisivos de
ratos, e apds esta, diariamente até o 3° dia do periodo experimental, sobre a
marcagao imunohistoquimica para detecgao da expressao de TRAP, comparadas ao
grupo Normal. Analises qualitativas revelaram que os animais normais, ou seja, hao
submetidos a MDI (Figura 9A) ndo apresentaram marcagado positiva para esta
enzima. Por outro lado, os animais do grupo Salina (Figura 9B), bem como os
animais tratados com Paracetamol 200 mg/kg (Figura 9C) e Dipirona, nas doses de
25 mg/kg (Figura 9D), 75 mg/kg (Figura 9E) ou 225 mg/kg (Figura 9F) apresentam

imunomarcacgao positiva para TRAP no lado de pressao do ligamento periodontal.

4.1.2. Parametros Bioquimicos dos ratos submetidos a MDI

A. Dosagem da mieloperoxidase gengival

A figura 10 mostra o efeito do tratamento com Dipirona Sédica (DIP) nas
doses de 25, 75 ou 225 mg/kg, Paracetamol (PAR), na dose de 200 mg/kg, ou salina
0,9%, administradas por via oral 30 minutos antes da inser¢cdo do dispositivo
ortodéntico entre o primeiro molar superior e incisivos de ratos, e apds esta
diariamente ate o 4° dia do periodo experimental, sobre a liberagdo de MPO no
tecido gengival subjacente a area desafiada. A MDI causou aumento da quantidade
de MPO no tecido gengival dos animais quando comparada a de periodontos
normais (9,54%). No grupo tratado com Paracetamol houve aumento de MPO
semelhante ao grupo salina (95,29%). O tratamento com Dipirona Sodica em todas
as em todas as trés doses utilizadas provocou redugdo significante (p<0,05) da
liberacédo de MPO (48,86%; 43,09%; 43,52%) no tecido gengival subjacente a area
desafiada tanto quando comparado ao grupo salina quando ao grupo tratado com

paracetamol.
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Figura 9: Fotomicrografias da deteccao imunohistoquimica de da expressdo TRAP no

tecido periodontal de ratos: Normal (A), submetidos a MDI e que receberam salina (B),
Paracetamol (200 mg/kg) (C); Dipirona Sédica 25 mg/kg (D), 75 mg/kg (E) ou 225 mg/kg (F).
Os ratos foram submetidos a MDI pela inser¢do de uma mola de NiTi entre o primeiro molar
superior € o incisivo e no 4° dia foram sacrificados. Suas arcadas foram removidas, fixadas e
descalcificadas em EDTA 10% tamponado. A regido periodontal nos lados de pressdo do
ligamento perioodntal foram analisadas. (A) Periodonto de animais normais ndo submetidos a
MDI, mostrando auséncia de imunomarcacdo para TRAP. (B): Periodonto de animais que
receberam solugéo salina 0,9% (v.0.) e foram submetidos a MDI, mostrando imunomarcacao
positiva para a expressdao TRAP. (C) (D) (E) (F): Periodonto de animais submetidos a MDI e que
receberam v.o. Paracetamol (200 mg/kg) e Dipirona Sodica (25; 75 e 225 mg/kg),

respectivamente demonstrando imunomarcacgao positiva para TRAP (Aumento de 100x)
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Figura 10: Efeito da Dipirona (DIP) sobre a atividade de MPO/mg de tecido gengival apés MDI.
DIP (25, 75 ou 225 mg/kg; v.o.), PAR (200 mg/kg; v.0.) ou salina (0,9%; v.o.) foram administradas
diariamente a 30 minutos antes da MDI, através da inser¢do de dispositivo ortodéntico entre o
primeiro molar e incisivos dos ratos. Os animais foram sacrificados 4 dias apds o procedimento. As
barras representam Média + EPM de, no minimo 6 animais apés MDI. 'p<0,05 indica diferenca
estatistica dos animais que receberam solugéo salina, PAR e DIP nas diversas doses, em relagao
aos animais do grupo normal. *p<0,05 indica diferenca estatistica dos animais que receberam DIP
nas diversas doses, em relacdo aos animais que receberam apenas solugéo salina. #p<0,05 indica
diferenca estatistica dos animais que receberam DIP nas diversas doses, em relagdo aos animais

que receberam PAR. O nimero de animais em cada grupo foi no minimo de 6 (Anova, Bonferroni).
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B. Efeito da Dipirona Sddica (DIP) sobre o metabolismo 6sseo

B.1. Dosagem Sérica de Fosfatase Alcalina Ossea (FAO)

A figura 11 mostra o efeito do tratamento com Dipirona Sédica (DIP) nas
doses de 25, 75 ou 225 mg/kg, Paracetamol (PAR), na dose de 200 mg/kg, ou salina
0,9%, administradas por via oral 30 minutos antes da insercdo do dispositivo
ortodéntico entre o primeiro molar superior e incisivos de ratos, e apds esta
diariamente ate o 4° dia do periodo experimental sobre o metabolismo &éssea
analisado através da dosagem sérica de FAO. Observou-se que os valores basais
de FAO (dia 0) de todos os grupos foram semelhantes entre si (p>0,05). A MDI, por
4 dias, causou redugéo significante de 54,29% dos niveis séricos de FAO quando
comparado aos niveis basais (p<0,05). Os animais tratados com PAR também
apresentaram reducgado significante de 62,37% dos niveis desta enzima. O
tratamento com DIP, nas diversas doses, nao reverteu a redug¢ao nos niveis de FAO
(59,68%; 76,14% e 71,23%), 4 dias apos MDI. Nao houve diferengas significantes

(p>0,05) entre os grupos no 4° dia de experimento.
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Figura 11: Efeito da Dipirona (DIP) sobre os niveis séricos de FAO antes e apds MDI. DIP (25,
75 ou 225 mg/kg), PAR (200 mg/kg) ou salina (2 ml/kg) foram administradas v.o., diariamente a 30
minutos antes da MDI, através da inser¢do de dispositivo ortodéntico entre o primeiro molar e
incisivos dos ratos. Os animais foram sacrificados 4 dias apdés o procedimento. As barras
representam Média £+ EPM de, no minimo 6 animais antes e apds MDI. §p<0,05 indica diferenca
estatistica dos animais que receberam Salina, PAR ou DIP nas diversas doses, em relagdo aos
animais dos respectivos grupos no inicio do estudo. O nimero de animais em cada grupo foi no

minimo de 6. (Anova; Bonferroni; Teste t-Student).
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4.1.3. Parametros Sistémicos dos ratos submetidos a MDI

A. Efeito da Dipirona Sédica (DIP) sobre o Leucograma dos Ratos submetidos
a MDI

A figura 12 mostra que a MDI, através da insercédo de dispositivo
ortodéntico entre o primeiro molar e incisivo superior esquerdo dos ratos, causou
alteragdes significantes tanto na contagem total, como na contagem diferencial de
leucécitos de sangue periférico. Tal alteragdo caracterizou-se por uma leucocitose
no 4° dia (Fig. 12A) as custas de aumento no numero de neutrdéfilos (p<0,05) (Fig.
12B). Houve uma tendéncia ao aumento do numero de mononucleares, entretanto
sem significancia estatistica (Fig. 12C). No grupo tratado com PAR houve aumento
significante de leucdcitos quando comparado ao dado basal (Fig. 12A), também
marcada neutrofilia no 4° dia (Fig. 12B). Houve tendéncia de aumento de
mononucleares sem significancia estatistica quando comparado ao dado basal (Fig.
12C). O tratamento com DIP das diversas doses preveniu, de forma significante
(p<0,05) a leucocitose (Fig. 12A) e a neutrofilia (Fig. 12B) observadas nos grupos
salina e PAR no 4° dia de experimentacdo. Apesar da tendéncia de aumento de
mononucleares, ndo houve diferenca significante quando comparado aos dados
basais, ou quando os animais tratados com DIP, nas diversas doses, foram

comparados aos outros grupos experimentais no 4° dia (Fig. 12C).
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Figura 12: Efeito da Dipirona (DIP) sobre o leucograma dos ratos submetidos a MDI. A
Movimentacao dentaria foi induzida através da inser¢ao de dispositivo ortodéntico entre o primeiro
molar e incisivos dos ratos. O sangue colhido das caudas dos animais imediatamente antes da
cirurgia e no 4° dia. Os pontos representam Média+tEPM do numero total de leucécitos (A), neutrofilos
(B), mononucleares (C) x 10%mm?®. O numero de animais utilizado em cada grupo foi de no minimo

cinco (Anova, Bonferroni).
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B. Efeito da Dipirona Sdédica (DIP) sobre as Enzimas Hepaticas dos Ratos

submetidos a MDI

B.1. Transaminase Glutamico Oxalacética - TGO

A figura 13 A mostra o efeito do tratamento com Dipirona Sdodica (DIP)
nas doses de 25, 75 ou 225 mg/kg, Paracetamol (PAR) na dose de 200 mg/kg ou
salina 0,9%, administradas por via oral 30 minutos antes da insergdo do dispositivo
ortodéntico entre o primeiro molar superior e incisivos de ratos, e apds esta
diariamente ate o 4° dia do periodo experimental sobre a Transaminase Glutamico
Oxalacética (TGO). Nao se observou diferengas significantes com relagéo ao nivel
sérico de TGO nos diferentes grupos quando do inicio do experimento. A MDI nao
provocou alteragdo dos niveis séricos de TGO em animais submetidos a MDI
durante 4 dias, assim como os tratamentos com PAR ou com DIP, nas diversas

doses, ndo causaram aumento significante dos niveis séricos de TGO.

B.2. Transaminase Glutamico Pirdvica - TGP

A figura 13 B mostra o efeito do tratamento com Dipirona Sddica (DIP)
nas doses de 25, 75 ou 225 mg/kg, Paracetamol (PAR) na dose de 200 mg/kg ou
salina 0,9%, administradas por via oral 30 minutos antes da insercao do dispositivo
ortodéntico entre o primeiro molar superior e incisivos de ratos, e apds esta
diariamente ate o 4° dia do periodo experimental sobre a Transaminase Glutamico
Piravica (TGP). Ndo se observou diferengas significantes com relagé&o ao nivel sérico
de TGP nos diferentes grupos quando do inicio do experimento. A MDI né&o
provocou alteracdo dos niveis séricos de TGP. Os animais tratados com PAR
também nao apresentaram alteragdes significantes dos niveis desta enzima. O
tratamento com DIP, nas diversas doses, ndo causou aumento dos niveis séricos de
TGP. Nao houve diferengas significantes (p>0,05) entre os grupos no 4° dia de

experimento.
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Figura 13: Efeito da Dipirona (DIP) sobre os niveis séricos de TGO (A) e TGP (B) antes e apés
MDI. DIP (25, 75 ou 225 mg/kg), PAR (200 mg/kg) ou salina (2 mi/kg) foram administradas v.o.,
diariamente a 30 minutos antes da MDI, através da insercdo de dispositivo ortodéntico entre o

primeiro molar e incisivos dos ratos. Os animais foram sacrificados 4 dias apdés o procedimento. As

barras representam Média + EPM de, no minimo 6 animais antes e apés MDI. O nimero de animais

utilizado em cada grupo foi de no minimo seis (Anova; Bonferroni; Teste t-Student).
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C. Efeito da Dipirona Sédica (DIP) sobre a Variacdo de Massa Corpoérea dos
Ratos submetidos a MDI.

A figura 14 mostra que a MDI em ratos que receberam salina 0,9% (v.0.)
apresentaram perda n&o significante (p>0,05) de massa corporea a partir do primeiro
dia apds a instalagdo do dispositivo ortodéntico quando comparado ao dia O,
mantendo esse perfil até o 2° dia, quando entdo os animais comegaram a mostrar
tendéncia a ganho de massa sem, no entanto, acompanhar a curva de peso dos
animais normais. O tratamento com Paracetamol (200 mg/kg; v.0.) ndo reverteu a
perda de massa corporea de animais induzida nos primeiros dias de MDI, quando
comparado a variagdo de massa corporea de animais do grupo salina. Da mesma
forma, o tratamento com Dipirona, nas diversas doses utilizadas (25, 75 e 225
mg/kg; v.0.) também n&o reverteu a perda de massa corporea de animais induzida
nos primeiros dias de MDI, quando comparado a variagcdo de massa corporea de
animais do grupo salina. No entanto, a partir do segundo dia de tratamento parece
haver uma tendéncia a recuperagao de suas massas, embora sem haver diferencga
estatisticamente significante quando relacionada as massas dos animais controle, ou

seja, grupo salina e Paracetamol.



58

N
o
[]

*
*

-+ Normal

PR 7 —=— Salina 0,9% (v.0.)
—— PAR (200 mg/kg; v.0.)
—— DIP (25 mg/kg; v.0.)
*5<0,05 DIP (75 mg/kg; v.0.)
DIP (225 mg/kg; v.0.)

(9)
\

[EnN
(@)
[]
*

\
0
\

o
[]
(@)
\
\
\
\

7

Variacéo de
massa corporea
AN
(@)
[

Tempo (dias)

Figura 14: Efeito da Dipirona (DIP) sobre os niveis séricos de TGP antes e ap6s MDI. DIP (25,
75 ou 225 mg/kg; v.0.), PAR (200 mg/kg; v.0.) ou salina (0,9%; v.o.) foram administradas diariamente
a 30 minutos antes da MDI, através da insergao de dispositivo ortoddntico entre o primeiro molar e
incisivos dos ratos. Os animais foram sacrificados 4 dias apds o procedimento cirdrgico. A massas
corporeas dos animais foram medidas imediatamente antes da cirurgia e apos esta, diariamente
durante 4 dias. Os pontos representam MédiatEPM da variagdo de massa corpodrea (g), calculada
através das diferengas das massas dos animais em relagdo a massa inicial. *p<0,05 representa
diferencas estatisticas entre os animais submetidos a MDI que receberam solugdo salina ou
tratamento com PAR ou DIP nas diversas doses, quando comparado aos animais normais. O nimero

de animais em cada grupo foi no minimo de 6. (Anova; Bonferroni)
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5. DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade da Dipirona
Sddica na remodelacdo 0ssea durante a movimentacédo dentaria induzida, visto que
0s mecanismos biolégicos de perda Ossea estdo associados aos mecanismos
biolégicos da inflamagdo. Para tanto, foi utilizado o modelo de movimentagao
dentaria induzida (MDI) em ratos.

O modelo de MDI é de extrema importancia ndao apenas para a
Ortodontia, mas também para especialidades médicas dedicadas ao estudo de
doencas 6sseas ou para avaliacdes 0sseas quanto a repercussao de medicamentos
(Martins-Ortiz, 2004). De fato, a maioria dos estudos é realizada em animais visto
que a avaliagdo experimental em animais apresenta vantagens numericamente
representativas, quando comparada a avaliacdo em humanos. A analise
microscopica do movimento dentario induzido em humanos é limitada, uma vez que
esta requer exodontias e, portanto, as fibras do ligamento periodontal sdo rompidas,
consequentemente as alteragcdes teciduais decorrentes da movimentagdo nao
podem ser analisadas (Von Bohl et al., 2009). Além disso, 0 modelo murino esta
entre os mais utilizados e universalmente aceitos considerando: a morfologia
radicular favoravel, as proporgdes no tamanho dos molares, as peculiaridades
anatdmicas e o metabolismo mais acelerado, o baixo custo e o fato se ser passivel
de extrapolagao para os seres humanos (Consolaro, 2007).

Muitos desenhos de aparelhos ortodénticos sdo encontrados conforme o
tipo de aparelho empregado na movimentagao dentaria induzida experimentalmente.
Os aparelhos escolhidos nos experimentos com MDI influenciam o grau de
observacao microscopica, independentemente se houver associacdo ou ndo com o
uso de agentes farmacolégicos. Em animais, os aparelhos em forma de “V”,
indicados para separacgao de incisivos (Arias & Marquez-Orozco et al., 2006; Stabile
et al., 2009), e os elasticos, introduzidos entre o primeiro e o segundo molares
superiores, exercem uma forgca rapidamente dissipante, porém pouco eficiente e de
forma nao-continua, pois atua sobre dois dentes, ao invés de apenas em um. Além
disso, tal forca & absorvida por uma consideravel deflexdao das cristas e septos
O0sseos de dois dentes, e nao apenas de um (Waldo & Rothblatt, 1954; Ohkawa,

1982). Os parafusos expansores, entre os primeiros molares superiores, promovem
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a vestibularizagao destes dentes (Igarashi et al., 1994, 1996). As molas transversais
de vestibularizagdo dos molares atuam tanto nos dentes quanto na sutura palatina,
sem uma determinagao segura da proporgao em que isso ocorre.

Por outro lado, as molas distendidas entre os incisivos e os molares com
0 objetivo de mesializar os molares, tal como o utilizado neste trabalho, sao
atualmente considerados os modelos predominantes, uma vez que permitem a
padronizacao e quantificacdo das forgcas utilizadas no modelo experimental,
conferindo, assim, maior credibilidade na extrapolagédo dos resultados obtidos (Heller
& Nanda, 1979; Mohammed et al, 1989; Pereira, 1995, Mazziero, 1999;
Vasconcelos, 1996; Martins-Ortiz, 2004; Ren et al., 2004; Fracalossi et al., 2007).

A partir da selecdo do tipo de dispositivo ortodéntico, houve a
necessidade de determinacdo do periodo de utilizacdo deste dispositivo para
observacao histolégica de areas hialinicas, indicador de necrose tecidual. Com base
na curva do efeito histolégico da MDI sobre ligamento periodontal e osso alveolar
durante 14 dias, o 4° dia foi entdo escolhido, com base nas caracteristicas
histologicas de: presenga de grandes areas hialinicas, osteoclastos justapostos a
superficie e presengca de lacunas de reabsorgdo, ligamento periodontal com
espessura diminuida, vasos sanguineos congestos, tecido ésseo frontal irregular
com cavidades reabsortivas e auséncia de reabsorcéo dentaria. Este dado corrobora
0os achados microscopicos de outros autores, os quais afirmam que a visualizagao
de areas hialinicas pode ocorrer desde o terceiro dia estendendo-se até o quinto dia
(Tomizuka et al., 2007).

Desta forma, confirmando outros achados microscopicos descritos na
literatura, no quarto dia de movimentacéo, é possivel observar areas de hialinizagao
no lado de pressdao do ligamento periodontal, estiramento das fibras no lado de
tensdo e discreta reabsorgdo Ossea frontal com a presenga de lacunas de
reabsor¢ao (Miyoshi et al., 2001; Hamaya et al. 2002; Martins-Ortiz, 2004; Tomizuka
et al., 2007; Von Bo6hl et al., 2009; Fracalossi et al., 2009). Ainda, em consonancia
com estes autores, observa-se que ao 7° dia, as areas hialinicas mostraram-se
reduzidas e em franco processo de fagocitose por macréfagos, células da linhagem
hematopoiética responsaveis pela remog¢ao do tecido hialinizado (Brudvik & Rygh,
1993a).

A MDI é um processo que se da por meio de estimulo mecanico, advindo

de forcas liberadas por dispositivos ortodénticos, que promove a quebra da
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integridade celular e tecidual, transformando este estimulo em evento bioldgico,
conhecido como mecanotransdugcdo. Esta movimentacdo resulta na formacgao de
areas de pressdo e tensdo do ligamento periodontal sobre o osso alveolar. A
remodelacido 6ssea e o deslocamento dentario sao resultantes do estresse celular e
de eventos inflamatérios que envolvem principalmente os clastos, bem como
osteoblastos, cementoblastos, fibroblastos, além de mediadores como as citocinas,
os fatores de crescimento e os produtos do acido araquidénico (Davidovitch et al.,
1994).

No estresse celular induzido pela deformacao do citoesqueleto associado
a hipoxia resultante da compressao do ligamento periodontal, ocorre a produgao de
cininas seguido por prostanoides, onde se destacam as prostaglandinas (PGs).
Estudos sobre movimentacdo ortodéntica mostraram que as PGs, em especial a
PGE,, foram capazes de promover osteoclastogénese por regular positivamente a
expressao de ligante do receptor ativador de fator de transcricdo nuclear (RANKL)
no ligamento periodontal (Kanzaki et al., 2002), molécula essencial no processo de
reabsorcdo Ossea. Ademais, outros mediadores pré-inflamatoérios, que também
promovem a osteoclastogénese, sdo estimulados pelas PGs, dentre eles destacam-
se as interleucinas (IL) -1, -6, -11, -13 e o Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a)
(Shimizu et al., 1994; Yamaguchi et al., 1996).

As cininas, no entanto, reconhecidamente induzem dor nas terminagdes
nervosas livres, as quais sao potencializadas pela acdo das PGs. Estudos realizados
por Krishnan (2007) demonstraram que sitios de movimentagao dentaria tém sido
associados a eventos hiperalgicos e que a dor é uma condicdo frequente em
pacientes submetidos a tratamento ortodontico, sendo considerada a principal causa
de descontinuagao do tratamento. Dessa forma, existe uma associagao direta entre
0 uso de analgésicos e o tratamento ortoddntico.

Diversos estudos e revisbes tém demonstrado a capacidade do
Paracetamol em néo interferir na MDI (Bartzela et al., 2009; Gonzales et al., 2009;
Stabile et al., 2009; Arias & Marquez-Orozco, 2006; Walker & Buring, 2001; Roche
et al., 1997; Kehoe et al., 1996), justificando o uso desse farmaco como analgésico
de escolha. Em contrapartida, ndo ha trabalhos de nosso conhecimento envolvendo
o analgésico Dipirona Sédica na MDI, mesmo ja estando ha mais de 51 anos no
mercado brasileiro sendo, inclusive, um dos medicamentos mais vendido dentro de

sua classe (analgésicos).
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Nesse contexto, os resultados obtidos neste estudo demonstraram pela
primeira vez o efeito da Dipirona Sédica na Movimentagdo Dentaria Induzida em
ratos. Observou-se que a Dipirona Sédica, nas suas diversas doses, nao alterou as
caracteristicas histolégicas observadas tanto no grupo que recebeu solugdo Salina
quanto no grupo que recebeu Paracetamol. Apesar de ndo haver dados na literatura
sobre o efeito da Dipirona Sdédica na movimentagdo dentaria, outros autores
confirmam os achados histolégicos observados durante a MDI tais como;
compressao de células do ligamento periodontal (Shirazi et al., 2002; Kohno et al.,
2003; Krishnan & Davidovitch, 2006a), zonas de hialinizacdo e lacunas de
reabsor¢cao contendo osteoclastos nas superficies alveolares contiguas as areas
hialinas (Reitan & Kvam, 1971; Krishnan & Davidovitch, 2006a)

Na ortodontia muito se discute sobre areas de hialinizacdo. Estas nada
mais sdo do que uma reagao tecidual ndo desejavel que provoca o aparecimento de
uma zona necraotica estéril no tecido, decorrente de hipoxia quando da instituicdo de
uma forga compressiva (von Bohl & Kuijpers-Jagtman, 2009). No lado de presséo do
ligamento periodontal (LP) os eventos biologicos iniciam-se com o disturbio da
corrente sanguinea, que leva a morte celular (hialinizagéo), seguida de reabsorgao
das areas hialinizadas por macréfagos, e reabsor¢cdo Ossea por osteoclastos
proximo do tecido hialinizado, resultando em movimentagcdo dental (von Bohl &
Kuijpers-Jagtman, 2009). Portanto, apesar de a presenga de areas hialinicas ser um
fator importante para a inducido do processo reabsortivo que culmina em
movimentagao dental, um aumento exacerbado desta caracteristica histologica pode
também reduzir a taxa de movimentagdo dental, pois os macréfagos necessitam
inicialmente reabsorver as areas hialinicas para depois reabsorver 0sso, ou também
estar associada a desregulagao da reabsor¢ao, causando reabsorg¢ao radicular (von
Bohl & Kuijpers-Jagtman, 2009).

Desta forma, através da analise histomorfométrica, foi visto que o grupo
que recebeu Dipirona Sddica, nas diferentes doses, apresentou percentual
semelhante de areas hialinicas, quando comparado aos grupos Salina ou
Paracetamol. Estudos mostram que durante a movimentagao ortodéntica, a estrutura
normal e organizagdo no lado de pressao do LP s&o as primeiras caracteristicas a
serem perdidas e que este evento é acompanhado por uma estagnagdo na
movimentagdo dentaria. Em seguida, o tecido necrosado, resultante da hipdxia

causada pela compressao do ligamento, €&, entdo, destruido por fagocitose. Neste
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processo, um influxo de células fagociticas como: macréfagos, células gigantes,
fibroblastos e pré-osteoclastos, provenientes das areas adjacentes nao danificadas,
invadem e eliminam o tecido hialinizado, tornando o movimento dentario ortodéntico
possivel (Rygh, 1972, 1973, 1974a, b, 1977; Rygh et al., 1986; Brudvik & Rygh,
1991, 1993a,b, 1994a,b, 1995). Portanto, a identificagdo e quantificagdo da
hialinizacdo no ligamento periodontal representa uma das reagdes e respostas
teciduais mais importantes em pesquisas sobre MDI (Kohno et al., 2002), uma vez
que seu efeito indica a eficacia da forga e a ocorréncia do movimento dentéario (Von
Bohl et al., 2004).

Assim, os resultados obtidos através das analises histologica e
histomorfométrica, demonstraram similaridade entre o efeito dos farmacos,
Paracetamol e Dipirona, em nao influenciar o desenvolvimento de alteracbes
teciduais apods indugcdo da movimentacdo ortoddntica. Diversos autores, que
anteriormente estudaram o efeito do Paracetamol na movimentagdo dentaria,
observaram que este farmaco nao interfere na MDI por ser um pobre inibidor de
prostaglandinas (PGs) (Bartzela et al.,, 2009; Gonzales et al., 2009; Stabile et al.,
2009; Gameiro et al., 2007; Arias & Marquez-Orozco, 2006; Walker & Buring, 2001;
Roche et al, 1997; Kehoe et al., 1996). As PGs, em especial a PGE,, interagem com
os receptores de membrana dos osteoblastos na superficie 0ssea e esta interagao
induz a mobilizagdo de células clasticas para a superficie 6ssea (Rygh et al, 1986).
Existem evidéncias que as estas PGs sdo liberadas quando células do LP sao
deformadas mecanicamente (Rodan et al., 1989). Seifi et al. (2003) observaram
uma aumento na taxa de movimentagdo dentaria em ratos que receberam PGE;
durante MDI em relagdo ao grupo controle. Outro estudo demonstrou que a
superexpressdo de RANKL em um ligamento periodontal mecanicamente
estressado é mediada pela PGE; (Kanzaki et al., 2002).

Os achados desse estudo mostraram que a Dipirona apresentou
caracteristicas histoldgicas e histomorfométricas semelhantes ao grupo tratado com
Paracetamol. Dipirona e Paracetamol sdo farmacos classificados como anti-
inflamatorios nao esteroidais (AINES). A maioria dos AINES exibe uma triade de
atividades terapéuticas — anti-inflamatoéria, antipirética e analgésica - e também
reduzem a biossintese de prostaglandinas (PGs) por inibir enzimas ciclooxigenases
(COX) (COX-1, COX-2 ou ambas) (Vane, 1971; Vane et al.,, 1998). No entanto, o

diferencial do Paracetamol e da Dipirona € de que, ambos apresentam atividade
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antipirética e analgésica, porém, possuem fraca atividade anti-inflamatéria (Batu &
Erol 2007) e sao fracos inibidores de COX-1 e -2 (Botting, 2000; Graham & Scott,
2003), corroborado pelo estudo de Chandrasekharan et al. (2002).

O mecanismo de acdo do Paracetamol tem se consolidado na agao sobre
COX-3, uma porcéao variante de COX-1 encontrada no cértex cerebral humano que
possui baixa atividade antiinflamatéria porém, é capaz de interferir no mecanismo de
bloqueio da dor e febre. Observou-se que a concentragdo constante de
Paracetamol, apos doses terapéuticas, apenas COX-3 é preferencialmente inibida.
Os mecanismos de acdo da Dipirona Sddica, por sua vez, ainda permanecem
controversos. Diversos autores sustentam a idéia que o farmaco bloqueia a sintese
de PG periférica (Ferreira & Nakamura, 1979; Granados-Sotos et al., 1993; Tonussi
& Ferreira, 1994), outros, por sua vez, admitem acdo do farmaco pela via
serotoninérgica ou associada ao sistema opiodide (Kili¢ & Erol, 2000), enquanto que
muitos autores foram incisivos em afirmar que o mecanismo analgésico da Dipirona
possa envolver uma combinagéo de agdes de vias periféricas e centrais (Shimada et
al., 1994; Vanegas & Tortorici, 2002; Geng et al., 2003; Onkol et al., 2004; Silva et
al., 2004; Nossaman et al., 2007; Geng et al., 2009). Porém, a partir do ano 2000,
varios autores, passaram a sugerir que o mecanismo de ag¢ao da Dipirona possa se
assemelhar ao do Paracetamol por envolver a inativagdo da COX-3
(Chandrasekharan et al., 2002). Neste estudo, os autores compararam o efeito da
Dipirona e do Paracetamol e constatou-se a capacidade de ambos os farmacos em
inibir a enzima COX-3 mais do que as isoformas COX-1 e COX-2. O paracetamol
inibiu COX-3 com valor de IC50 de 460 uM, enquanto que Dipirona inibiu COX-3
com um valor de IC50 de 52 uM e COX-1 em concentragdo 6,6 vezes maior.
Especificamente em relagdo a Dipirona, ndo se detectou inibicdo de COX-2 abaixo
de 1 mM.

A Dipirona é uma pro-droga que, em solugdo aquosa, espontaneamente
se fragmenta em compostos estruturalmente relacionados a Pirazolona, dentre eles
destacam-se, a Antipirina e Dimetilaminopirina. Estes dois compostos também
mostraram inibir preferencialmente COX-3 (Chandrasekharan et al.,, 2002).
Corroborando os achados prévios, Ayoub et al. (2006) mostraram que os compostos
derivados da Dipirona reduziram de forma significante a contor¢do induzida pela
administracao intraperitoneal de iloprost (analogo sintético de prostaciclina), e

mediada centralmente. Tal redugao foi acompanhada pela diminui¢do na biossintese
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de PGE; cerebral por ambos os compostos (Ayoub et al., 2006). A acédo analgésica
dos compostos da Dipirona baseia-se no fato de que apds doses terapéuticas o
produto ativo derivado da quebra da molécula de Dipirona atinge concentragdes de
104 yM e 86 uM no plasma e sistema nervoso central, respectivamente (Cohen O et
al., 1998), as quais inibem preferencialmente COX-3 (Chandrasekharan et al., 2002).

Sabe-se que a movimentagao ortodéntica promove remodelagao de 0sso
alveolar, a qual é mediada por reacdes inflamatodrias, caracterizadas por mudancas
vasculares e infiltragdo de leucdcitos (Burke et al., 2002; Apajalahti et al., 2003;
Serra et al.,, 2003; Ingman et al., 2005; Perinetti et al.,, 2005). Os neutrdfilos
polimorfonucleares (PMNSs), primeiras células a infiltrar no tecido, sdo compostos por
granulos azurofilicos que contém a enzima mieloperoxidase (MPO), importante para
a defesa do tecido (Miyasaki & Nemirovsky, 1997).

Quando os neutréfilos sao ativados em contato com um estimulo, eles
iniciam uma explosdo respiratéria, pelo consumo de oxigénio molecular (O),
resultando na formacdo de um radical superoxido (Oz), via ativagdo de NADPH
oxidase (Quinn & Gauss, 2004; Weiss, 1989; Yang & Hill, 1991; Babior, 2004), cuja
funcao é de prover espécies reativas de oxigénio (ROS). O O, importante produto
primario para a producdo de ROS, é rapidamente convertido em peroxido de
hidrogénio (H202) (Babior, 2004). O H,O, ndo € um composto reativo, no entanto,
pode ser transformado em um produto altamente reativo e deletério através da
interagcdo com a MPO, gerando acido hipocloroso (HOCI), apdés oxidagcédo de ions
cloro (CI"), contribuindo consideravelmente para a atividade de PMNs.

Assim, tem sido estabelecido que, o nivel de atividade de MPO esta
diretamente relacionado a atividade de PMNs (Cao &,Smith, 1989; Yamalik et al.,
2000; Kaner et al.,, 2006). Portanto, a determinagcdo de MPO pode ser uma
ferramenta valiosa para acessar o grau de inflamagcdo tecidual. Isto &
particularmente interessante durante a movimentagcdo dental que, quando da
aplicacdo de uma forga, ocorre migragdo de PMNs para o tecido, (Lowney et al.,
1995) onde 13, exerceram suas fungdes liberando MPO.

Neste estudo, observou-se que MDI causou aumento da atividade de
mieloperoxidase (MPO) quando comparado aos valores basais. O aumento da
atividade de MPO né&o foi revertido nem no grupo Paracetamol, nem nos grupos de

animais tratados com Dipirona Sdédica, nas diversas doses. No entanto, o aumento
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de MPO no grupo DIP nao foi semelhante ao observado nos grupos Salina e
Paracetamol.

Marcaccini et al. (2010) corroboram os achados deste estudo, mostrando
aumento da atividade de MPO no fluido crevicular gengival e saliva apos aplicagéo
de forca ortoddéntica. O fato de o Paracetamol também nao afetar a atividade de
MPO foi demonstrado por outros dados na literatura (Marquez & Dunford, 1993;
Sanchéz et al., 2002). Marquez & Dunford, (1993) inclusive mostraram que o
Paracetamol tem um efeito dual e dose-dependente sobre a atividade dessa enzima.
A MPO nativa utiliza H,O, para oxidar CI, em HOCI, um potente agente oxidante,
através da acao do componente | (C-1) da MPO. Dois outros intermediarios da MPO,
C-Il e -l sdo produzidos, porém sdo inativos para a reagao de clorinagéo, ou seja,
oxidacdo do ion cloro. O acumulo de C-Il e —lll leva a supressao da formacao de
HOCI. O composto | da MPO tem meia-vida curta, € na auséncia de CI é
rapidamente reduzido a composto Il (Marquez & Dunford, 1993). O Paracetamol, por
sua vez, é capaz de reduzir o C-ll a MPO nativa, de forma rapida, provocando
aumento na taxa de clorinagdo (Marquez & Dunford, 1993). No entanto, esta reagéo
segue uma cinética de saturagdo. O acumulo de C-ll reduz a clorinagdo sob altas
concentragcdes de Paracetamol, pois menos C-l estara disponivel para a oxidagao de
ClI" a HOCI. Além disso, o Paracetamol, em altas concentragdes pode competir com
CI', reduzindo C-l a C-ll, enquanto que em baixas concentragdes, o CI" parece ser
um melhor substrato. Portanto, sob concentragdes terapéuticas, o Paracetamol nao
afeta a atividade de MPO (Marquez & Dunford, 1993).

No grupo tratado com Dipirona, apesar de nao ter havido intensa
elevagao dos niveis de MPO, estes foram significativamente maiores que os valores
basais. Este efeito corrobora outros achados os quais mostraram que, a
administracdo de Dipirona nado afetou a atividade de MPO induzida por CFA
(complete Freund's adjuvant), um agente pré-inflamatério, em modelo de dor
inflamatdria (Sauzem et al., 2009). Em modelos de ulcera gastrica induzida por acido
cloridrico observou-se redugao, porém nao significante, do aumento da atividade de
MPO, apés o tratamento com Dipirona (Sanchéz et al.,, 2002; Berenguer et al.,
2004). Por outro lado, a explicacdo para a diferenga da atividade de MPO entre
Paracetamol e Dipirona reside no fato de que a Dipirona pode interferir na formacao

das espécies reativas de oxigénio, causando impedimento de explosao neutrofilica.
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Tal efeito pode se benéfico em caso de ativagcao excessiva de neutrofilos (Costa et
al., 2006).

Durante o processo de reabsorcdo Ossea, os osteoclastos ativos,
mostram alta concentragcdo de fosfatase acida tartaro resistente (Hammarstrem &
Hasselgren,1974; Lilja et al., 1983). Estudos histoquimicos prévios demonstraram
gue uma isoenzima especifica no citoplasma de osteoclastos multinucleados poderia
ser distinguida daquelas presentes em outras células 6sseas devido sua resisténcia
em ser inibida pelo acido tartarico. Foi também observado que células semelhantes
a osteoclastos e seus precursores coravam-se positivamente para Fosfatase Acida
Tartrato Resistente (TRAP) (Minkin, 1982; Chappard et al., 1983; Van De Wijngaert
& Burger, 1986; Cole & Walters, 1987; Andersson & Marks, 1989). Portanto, a
imunomarcacdo com TRAP pode ser usada para identificagcao de células envolvidas
na movimentacdo dentaria ortodontica, visto que este envolve um processo
inflamatorio que leva a reabsorcado 6ssea (Lilja et al., 1983; Farrell et al., 1990,
1991).

Os resultados deste estudo mostraram que os animais submetidos a MDI
por 4 dias apresentaram imunomarcacio positiva para TRAP quando comparado
aos animais normais, corroborando outros achados prévios de que a MDI induz
ativagdo de osteoclastos e reabsorgdo 6ssea (Brudvik & Rygh, 1993; Oshiro et al.,
2002; Nakano et al., 2010). O tratamento com Dipirona, nas diversas doses, n&o foi
capaz de impedir tal imunomarcacgao. Nao existe na literatura estudos que a avaliem
a imunomarcacdo de TRAP na MDI apés o tratamento com Paracetamol ou
Dipirona. Entretanto, este achado corrobora os dados prévios deste estudo,
confirmando que nem o Paracetamol, nem a Dipirona interferem na ativagado de
osteoclastos e, consequentemente, na movimentacdo dentaria induzida por
dispositivo ortodéntico.

A FAO é considerada um marcador de atividade osteoblastica (Rodan,
1991; Christenson, 1997; Kuru et al., 1999), essencial para deposi¢cdo Oéssea
(Christenson, 1997), pois hidrolisa o pirofosfato inorganico, potente inibidor do
processo de mineralizagao (Coleman, 1992). Neste estudo, os niveis de Fosfatase
Alcalina Ossea se mostraram reduzidos em todos os grupos experimentais apds a
MDI.

Durante a movimentacdo ortoddntica, em modelos utilizando roedores,

ha, precocemente, um aumento de eventos reabsortivos a partir do 3° ao 5° dia,
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associados a alteragcdes nos niveis de fosfatases. Através de técnicas histoquimicas
e bioquimicas, investigadores relataram aumento da atividade de fosfatase acida
(Storey, 1972) e reducao da atividade de fosfatase alcalina (Rygh, 1972, 1976; King
et al.,, 1991), especialmente no lado de pressédo (Lilja et al., 1984; Engstrom et al.,
1988).

De fato, nossos achados sao confirmados por outros estudos, os quais
mostram que apos a movimentagao ortodéntica ha redugdo dos niveis séricos de
FAO (Keeling et al., 1993; King & Keeling, 1995; Perinetti et al., 2002; Milne et al.,
2009) até o 5° dia, seguido de aumentos significantes apenas nos dias 7 € 14 apds a
movimentacdo (Keeling et al., 1993). Esta reducdo dos niveis de FAO pode
acontecer devido a alta atividade de fosfatase acida, que tem sido observada nas
etapas iniciais de movimentacédo dental, enquanto que os altos niveis de FAO sao
descritos apds 7 dias, quando se inicia a deposi¢cao 6ssea (Keeling et al., 1993).
Portanto, com base nesses achados, podemos confirmar que o Paracetamol nao
afeta a movimentagao ortoddntica, bem como sugerir que a Dipirona Sédica age de
maneira semelhante.

Quanto aos parametros sistémicos, avaliando o estudo hematolégico, foi
possivel observar que a MDI alterou tanto a contagem total quanto a diferencial dos
leucécitos de sangue periférico dos animais Tal alteragao caracterizou-se por uma
leucocitose no 4° dia, marcada por neutrofilia (p<0,05) nos grupos Salina e
Paracetamol. O tratamento com Dipirona, por sua vez, foi capaz de prevenir a
neutrofilia observada no 4° dia ap6s a MDI.

Os neutrofilos constituem a primeira linha de defesa em resposta a uma
agressao (Zhang et al., 2004). Portanto, o trauma cirurgico, decorrente da instalagéo
do dispositivo, associado a aplicacao da forga ortoddntica pode explicar o aumento
do numero de neutréfilos no grupo Salina. Alguns estudos corroboram estes
achados. Melhem et al. (1993) concluiram que durante a reposta local do
hospedeiro, ha aumento de fator estimulador de colénia de granulécitos-macrofagos
(GM-CSF). A injecao de GM-CSF aumentou a produgao de neutréfilos a partir da
medula éssea causando neutrofilia periférica em ratos (Ulich et al., 1991). O grupo
tratado com Paracetamol, também apresentou neutrofilia semelhante ao grupo
Salina, confirmando os achados de Mamuk & Melli (2007), os quais demonstraram
que, o paracetamol nado foi capaz de alterar a contagem de PMNs apods

administragcao de zymozan, um agente pré-inflamatério, na articulagéo de ratos.
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O tratamento com Dipirona, nas diversas doses, preveniu de forma
significante a neutrofilia observada nos grupos Salina e Paracetamol ao final do
experimento, mantendo normal o nivel de neutrofilos circulante apds 4 dias de MDI.
Muitos estudos tém mostrado que o uso de pirazoldnicos, especialmente da
Dipirona, tem sido seguido por redugdo no numero de neutrofilos circulantes
(agranulocitose) (Bentur, & Cohen, 2004; Uetrecht et al., 1995; |bafiez et al., 2005).
Devido ao risco de agranulocitose, as pirazolonas tém sido banidas ou retiradas do
mercado de varios paises. No entanto, estes farmacos ainda estdo disponiveis em
alguns paises da Europa, tais como Alemanha, Franga, Espanha e Portugal
(Hedenmalm, & Spigset, 2002), bem como na Africa, Américas Latina e do Sul, onde
inclui-se o Brasil. Todavia, o risco absoluto de agranulocitose associada ao uso de
pirazoldnicos em doses terapéuticas ou por curto periodo de tempo tem sido
considerado muito baixo (Ibafiez et al., 2005).

Em relacdo ao numero de mononucleares circulantes observou-se uma
tendéncia, apesar de ndo haver significancia estatistica, ao aumento destas células
em todos os grupos. Existem diversos trabalhos relacionando um aumento do
numero, como também do recrutamento, de células mononucleares fagociticas logo
apos a fase inicial da MDI (Jager et al., 1993; Vandevska-Radunovic et al., 1997,
1999) devido ao influxo aumentado de mondcitos provenientes do sangue
(Nakamura et al., 2001). Estas células sanguineas, que participam do processo de
remodelagdo do osso alveolar e ligamento periodontal, quando saem da corrente
sanguinea passam a se chamar de macréfagos. Estes, promovem a fagocitose do
exsudato, dos restos protéicos e celulares e em especial da matriz extracelular
hialinizada, que se estabelecem na regido do ligamento periodontal durante a MDI
(Brudvik & Rygh, 1993b; Hellsing & Hammarstrom, 1996; Consolaro, 2007).
Entretanto, o aumento significante de mononucleares somente deve ocorrer por
volta do sétimo dia de experimento, apds a completa formacao das areas hialinicas
(Vandevska-Radunovic et al., 1997).

Considerando que o Paracetamol pode afetar a fungao hepatica, buscou-
se avaliar os niveis séricos de TGO e TGP. A transaminase glutamico oxalacética
(TGO), também chamada de aspartato aminotransferase (AST), € encontrada no
citosol e na mitocéndria de hepatécitos (Herlong 1994), porém altos niveis teciduais
sdo também encontrados no musculo esquelético, rim, cérebro e pancreas (Rej,
1989). Cerca de 60-70% da atividade de AST em hepatdcitos humanos esta
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localizada dentro da mitocondria (Schmidt & Schmidt, 1990). Portanto, quando
encontrado no sangue, TGO ¢é considerada um indicador sensivel de dano
mitocondrial, especialmente em regides centrilobulares hepaticas, as quais sao
sensiveis a injuria hepatica hipoxica e téxica (Schmidt & Schmidt, 1990; Amancher,
1998). No entanto, sabendo que problemas cardiacos e musculo-esqueléticos
podem estar relacionados a elevacao de TGO, é interessante também avaliar os
niveis séricos de TGP para determinacédo de toxicidade, por esta apresentar menos
resultados falso-negativos (Ozer et al., 2008)

A transaminase glutdmico piravica (TGP), também conhecida por alanina
aminotransferase (ALT), € uma enzima hepatica amplamente distribuida no
organismo. As isoenzimas TGP humanas sao encontradas no citosol e mitocéndrias
do figado, rim e musculos esqueléticos e cardiacos (Sakagishi,1995). Entretanto, a
maior concentragdo de TGP encontra-se no citosol de células do parénquima
hepatico (Sherman, 1991), e portanto os niveis séricos de TGP tém sido
considerados o marcador bioquimico padrao-ouro para danos hepaticos (Amancher,
1998; Ozer et al., 2008).

TGP e TGO agem catalisando a transferéncia de um grupo amino da
alanina ou aspartato, respectivamente, a a-ketoglutarato, para produzir glutamato e
piruvato ou oxalacetato, respectivamente. Porém quando os hepatdocitos estédo
danificados, estes liberam seus conteudos, incluindo TGP e TGO, no espacgo
extracelular. Entdo, as enzimas liberadas entram na circulacdo e assim, observa-se
o aumento dos niveis séricos de TGP e TGO, quando comparado a individuos
saudaveis (Ozer et al., 2008).

Nesse estudo, os niveis séricos de TGO e TGP dos animais submetidos a
MDI nao sofreram alteracdo. O mesmo foi observado quando do tratamento prévio
dos ratos com Paracetamol e Dipirona Sédica com MDI.

Estudos tém mostrado que o uso de Paracetamol, por longos periodos
e/ou em altas doses, pode influenciar os niveis de transaminases, especialmente
TGP (Sherman, 1991; Fry & Seeff, 1995). Relatos prévios mostraram que o dano
hepatico induzido por paracetamol é causa de 54% e 16% dos casos de falha
hepatica aguda no Reino Unido e Estados Unidos, respectivamente (O’Grady,
1997).

O paracetamol, também conhecido por N-acetil-p-aminofenol, € quase

completamente absorvido pelo trato gastrointestinal, e em doses terapéuticas é
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metabolizado em metabdlitos n&o-téxicos, por conjugacao, no figado (Toes et al.,
2005). Espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNS)
estdo envolvidas, de forma importante no desenvolvimento da hepatotoxicidade
induzida por PAR (Michael et al., 1999; Knight et al., 2001). Durante um evento de
overdose, as vias normais de conjugacao do metabolismo se tornam saturadas e
PAR ¢é metabolizado oxidativamente no figado via sistema P450 oxidase em
metabdlitos reativos e toxicos, como a N-acetil-p-benzoquinona-imina (NAPQI).
NAPQI é rapidamente conjugada com a glutationa, um doador sulfidril. Em casos de
excesso de NAPQI, ou reducédo do estoque de glutationa, NAPQI interage com
proteinas celulares vitais e com a bicamada lipidica das membranas dos
hepatocitos, resultando em morte celular e necrose hepatica centrilobular (O’Grady,
1997; Dargan & Jones, 2003), promovendo, assim, liberagcdo de transaminases para
a circulagao.

Entretanto, o Paracetamol tem se mostrado seguro quando utilizado sob
doses terapéuticas. (Prescott, 1980; Mazer & Perrone, 2008; Zira et al., 2009; Lim et
al., 2010). Foi definido, apds ingestdo aguda e unica de PAR, que a dose toxica de
referéncia € de 150 mg/kg de peso em adultos (Murray et al., 2008), embora tenha
sido mostrado que doses de 285 e 348 mg/kg nao tenham relagdo com eventos de
injuria hepatica (Mahadevan et al., 2006). Assim, estes dados da literatura
confirmam os resultados desse estudo.

A Dipirona Sédica parece nao estar relacionada a injuria hepatica. De
acordo com Ackerman et al. (1989) que avaliaram 118 adultos jovens, verificou-se
que apenas 15% dos pacientes apresentaram alteracdo de enzimas hepaticas (TGO
e TGP) apds uso de Dipirona. Sanchez et al. (2002), analisando a tolerabilidade
gastrointestinal de Dipirona em tratamento subcrénico em ratos, ndo detectaram
alteracao de TGO, porém foi observado aumento significativo dos niveis séricos de
TGP, porém nao estando relacionado a injuria hepatica. Os autores consideram a
hepatite induzida por metamizol, um metabolito da Dipirona, uma complicacao
excessivamente rara (Samarasinghe, 1994).

Finalmente, avaliando variagdo de massa corpérea dos animais observou-
se, em todos os grupos experimentais, redugéo, nao significante, da massa corpérea
até o 2° dia de experimento, seguida de tendéncia ao ganho de peso sem alcangar,

no entanto, a curva de peso dos animais normais. Uma possivel explicacdo para
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esta perda de peso inicial deve-se provavelmente ao trauma cirurgico de adaptagao

dos animais ao dispositivo ortodéntico (Sanchez et al., 2002).
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6. CONCLUSAO

A dipirona nao afetou a resposta inflamatéria e a reabsorcdo 6ssea alveolar
avaliadas através de analises: histologia semi-quantitativa, histomorfometria,
marcagado imunohistoquimica para TRAP, bem como dosagens de atividade
de MPO e de FAO em ratos submetidos a MDI.

O tratamento com a dipirona mostrou-se seguro, pois na&o causou
neutropenia, alteragdes significantes hepatécitos, e ndo afetou

significativamente a massa corporal, quando comparada a animais controle.

Sugere-se que a dipirona possa ser uma importante ferramenta farmacolégica
quando da ativacdo ortodéntica sem afetar a movimentacdo dentaria,

podendo ser estudada em estudos clinicos prospectivos.
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