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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar através de analises bioquimicas, radiograficas,
histomorfométricas e imunoistoquimicas, os efeitos sistémicos e locais da doxiciclina (DOX) e
do laser de baixa intensidade (LBI) como adjuvantes a raspagem e alisamento radicular (RAR)
no tratamento da doenca periodontal induzida em ratos. Cento e cinquenta (150) ratos
receberam a inducdo da doenca periodontal através de um fio de algoddo na regido dento-
gengival dos primeiros molares inferiores esquerdos. Apoés setes dias, a ligadura foi removida
e os animais divididos em cinco grupos de 30 ratos cada, de acordo com 0s seguintes
tratamentos locais: grupo controle (C) — os animais ndo foram submetidos a nenhum tratamento,
grupo RAR — o0s animais foram submetidos apenas a RAR, grupo DOX — os animais foram
submetidos a RAR e a irrigacdo com DOX, grupo LBI — os animas foram submetidos a RAR e
irradiagdo com LBI, e grupo DOX+LBI — os animais foram submetidos aos tratamentos de
RAR, irrigacdo com DOX e irradiagdo com LBI. ApOs estas etapas, os animais foram
eutanasiados aos 7, 15 e 30 dias pds tratamentos locais para a realizacdo das analises
bioquimicas, radiogréficas, histomorfométricas e imunoistoquimicas. Na analise bioquimica
sistémica entre 0s grupos, observou-se uma concentracdo de Alfa-1-glicoproteina acida e
Complemento 3 (C3) significativamente menor no grupo DOX+LBI comparado a todos os
outros grupos em todos os periodos experimentais, e para 0 Complemento 4 (C4) aos 15 e 30
dias (p<0,01). Na andlise entre os periodos, observou-se no grupo DOX+LBI, que as
concentracdes de proteinas Alfa-1-glicoproteina acida, C3 e C4 foram diminuindo de forma
significativa entre os periodos de 7, 15 e 30 dias (p<0,01). Na analise entre os grupos em relacao
a perda Ossea local na regido de furca, observou-se uma perda dssea significativamente menor
no grupo DOX+LBI comparado aos grupos C, RAR e DOX em todos os periodos experimentais
e um numero significativamente menor de células TRAP positivas no grupo DOX+LBI
comparado aos outros grupos, em todos os periodos experimentais (p<0,01). Na anélise entre
0s periodos, pode-se observar no grupo DOX+LBI, uma menor perda 6ssea e de células TRAP
positivas aos 30 dias comparado com o periodo de 7 dias (p<0,01). Apos os tratamentos locais,
observou-se que ocorreu uma correlacdo positiva entre os valores sistémicos das proteinas Alfa-
1-glicoproteina acida, C3 e C4, com os valores locais das areas de perda 0ssea na regido de
furca e nimero de células TRAP positivas, pois a medida que houve uma diminuicdo das
proteinas ocorreu também uma diminuicdo da &rea de perda 6ssea e do nimero de células TRAP

positivas. Dentro dos limites deste estudo, podemos concluir que a associa¢do da doxiciclina



ao laser de baixa intensidade adjuvantes a raspagem e alisamento radicular, foram efetivos tanto

sistemicamente como localmente, no tratamento da doenca periodontal induzida em ratos.

Palavras-chaves: Doxiciclina. Lasers. Ratos.



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the systemic and local effects of Doxycycline (DOX)
and Low Intensity Laser (LBI) as adjuvants to scaling and root planing (RAR) in the treatment
of the disease through biochemical, radiographic, histomorphometric  and
immunohistochemical analysis induced periodontal disease in rats. One hundred and fifty (150)
rats received the induction of periodontal disease through a cotton thread in the dento-gingival
region of the first left lower molars. After seven days, the ligature was removed and the animals
were divided into five groups of 30 rats each, according to the following local treatments:
Control Group (C) —the animals were not submitted to any treatment, Group RAR — the animals
were submitted only to RAR, Group DOX - animals were submitted to RAR and DOX
irrigation, Group LBI — the animals were submitted to RAR and irradiated with LBI, and Group
DOX + LBI — the animals were submitted to RAR treatments, irrigation with DOX and
irradiation with LBI. After these steps, the animals were euthanized at 7, 15 and 30 days post
local treatments for biochemical, radiographic, histomorphometric and immunohistochemical
analyzes. In the systemic biochemical analysis between groups, a significantly lower
concentration of Alpha-Glycoprotein and Complement 3 (C3) was observed in the DOX + LBI
group compared to all other groups in all experimental periods, and for Complement 4 (C4) at
15 and 30 days (p <0.01). In the analysis between the periods, it was observed in the DOX +
LBI Group that the concentrations of Alpha-Glycoprotein, C3 and C4 proteins decreased
significantly between the periods of 7, 15 and 30 days (p <0.01). In the analysis between groups
regarding local bone loss in the furcation region, a significantly lower bone loss was observed
in the DOX + LBI Group compared to Groups C, RAR and DOX in all experimental periods
and a significantly lower number of TRAP cells positive in the DOX + LBI group compared to
the other groups, in all experimental periods (p <0.01). In the analysis between the periods, one
can observe in the DOX + LBI group, lower bone loss and TRAP cells positive at 30 days
compared to the 7-day period (p <0.01). After local treatments, a positive correlation was
observed between the systemic values of the alpha-glycoprotein proteins, C3 and C4, with the
local values of the areas of bone loss in the furcation region and number of positive TRAP cells,
since the measurement that there was a decrease in proteins there was also a decrease in the
area of bone loss and in the number of positive TRAP cells. Within the limits of this study, we
can conclude that the association of Doxycycline with Low Intensity Laser adjuvant to root
scaling and smoothing were effective both locally and systemically in the treatment of

periodontal disease induced in rats.
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1 INTRODUCAO

O periodonto € um complexo sistema, tendo como constituintes o cemento radicular,
ligamento periodontal, 0sso alveolar e juncdo dentogengival. Esse sistema fixa os elementos
dentais a maxila e mandibula, preserva suas posicdes e tem importante papel na nutricdo dos
dentes, além de prevenir injurias aos dentes e 0ssos por meio da dissipacdo de forcas
mastigatdrias (BOTTINO et al., 2012). O desempenho do sistema periodontal depende da

integridade de suas estruturas e a interacdo entre esses componentes (NANCI et al., 2006).

A Doenca Periodontal (DP) é uma doenga cronica, produzida pela acéo de bactérias gram-
negativas, possuindo niveis de prevaléncia elevados (PETERSEN et al., 2012). Acometem 0s
tecidos periodontais, a partir de uma manifestacdo inicial, a gengivite, que se caracteriza por
processos inflamatorios, hiperemia edema e sangramento gengival, podendo evoluir para a
periodontite (LIU et al., 2012). H& uma clivagem das fibras coldgenas, desencadeando a

migracao apical do epitélio juncional e formacéo da bolsa periodontal (RYAN et al., 2000).

O tratamento da DP inicia-se pela eliminacdo da microbiota subgengival patogénica,
lancando méado de raspagem e alisamento radicular (RAR) (KALDAHL et al.,, 1993;
LISTGARTEN, 1975). Porém, apenas o tratamento de RAR, pode ser falho na eliminacédo de
bactérias patogénicas localizadas no interior dos tecidos moles, duros, ou areas inacessiveis ao
instrumento periodontal, como regido de furca e depressdes radiculares (ADRIAENS et al.,
1988; MATIA et al., 1986).

Pela existéncia dessas limitacbes, podemos utilizar métodos adjuvantes a terapia
periodontal convencional (DALCICO, 2013; TING et al., 2016). Considerando o papel
proeminente do hospedeiro, como principal componente da destrui¢do de tecidos moles e duros
visto na periodontite, estratégias terapéuticas, como a farmacoldgica, tem se sobressaido como
uma nova abordagem de tratamento (DALCICO, 2013; TING et al., 2016), sendo que as
Tetraciclinas quimicamente modificadas como a doxiciclina (DOX), quando aplicadas

diminuiram a inflamacéo dos tecidos periodontais (BILDT et al., 2006).

Uma recente revisdo sistematica concluiu que o debridamento ultrassénico ou a RAR,
quando associados ao uso local de antimicrobianos em bolsas periodontais com profundidades

de sondagem > 5 mm, promovem melhoras mais significativas na reducéo da profundidade de
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sondagem e no ganho de nivel de insercdo clinico, quando comparado ao debridamento sozinho
ou RAR sozinhos (CHAMBRONE et al., 2016).

Uma outra forma de tratamento adjuvante ao tratamento de RAR ¢ a fotobiomoduladora
com o uso do Laser de baixa intensidade (LBI), que também tem demonstrado efeitos positivos
no tratamento periodontal (KIM et al., 2013). A fotobiomodulacéo esta incluida no grupo dos
efeitos fotoquimicos, nos quais a luz atua em processos moleculares e bioquimicos que ocorrem

nos tecidos, como na cicatrizacao e reparo tecidual (PINHEIRO et al., 2010).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ETIOLOGIA E PATOGENESE DA DOENCA PERIODONTAL

O periodonto é constituido pelo osso alveolar que forma o alvéolo dentéario, pelo cemento
que recobre a raiz dentéria, pelo ligamento periodontal que estd entre os dois anteriores,

formando uma articulacdo do tipo gonfose e pela gengiva (REQUICHA et al., 2014).

Quando os tecidos de suporte dos dentes sdo afetados pela placa bacteriana, podemos ter
duas alteracGes periodontais chamadas de gengivite e periodontite, sendo que a segunda é
caracterizada pela formacgdo de bolsas periodontais, propiciando a proliferacdo de bactérias
patogénicas e de um processo inflamatorio que causa a destruicdo do ligamento periodontal, do

0sso alveolar, retracdo gengival e, se ndo tratada, a perda do elemento dental (NIEMIEC, 2008).

Os sinais comuns presentes tanto na gengivite quanto na periodontite sdo a presenca de
sangramento, edema e aumento do fluido cervical, que resultam da atividade inflamatdria,
intermediada por bactérias ou endotoxinas, e da resposta imunoldgica/humoral do hospedeiro
com a presenca de leucécitos polimorfonucleares (PMNs), linfocitos, imunoglobulinas e
sistema complemento (REGEZI et al., 2013).

As doencas cronicas avancam em todos o0s setores e estdo presentes em todas as classes
socioeconémicas. Dieta pouco saudavel, ma nutricdo, sedentarismo, tabagismo, uso excessivo
de &lcool e estresse psicossocial sdo os fatores de risco mais importantes. A doenca periodontal
é um componente de carga global da doenca cronica, tendo os mesmos fatores basicos de riscos
(PETERSEN et al., 2012).

Uma das razdes que pode determinar uma evolucdo da gengivite para periodontite é a
presenca de indicadores e fatores de risco, como o tabagismo e o diabetes, que s&o 0s mais
estudados e consagrados pela literatura (BERGSTROM, 2014). Além desses dois fatores,
outros vém sendo estudados, como a obesidade, alcool, osteoporose e fatores psicossociais
(DICKIE DE CASTILHOS et al., 2012).

A periodontite crénica possui como principais caracteristicas: taxa de progressao leve a

moderada, podendo ter periodos de progressdo répida, presenca de irritantes locais compativeis
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com a severidade da doenca e de ocorréncia maior em adultos, podendo acometer criangas e
adolescentes. Por outro lado, a periodontite agressiva compreende um grupo de lesGes
caracterizadas por ocorrer em individuos geralmente saudaveis, com tendéncia genética a
doenca, cujas manifestacGes clinicas sdo caracterizadas por rapida perda de insercdo e
destruicdo 0ssea, que ndo condizem com a quantidade de acimulo de placa (LINDHE et al.,
2010).

As doencas periodontais surgem a partir da colonizagdo de bactérias a superficie dentéria,
predominantemente microrganismos gram-positivos (colonizacdo primaria), tais como
Actinomycesviscosos, Streptococcus sanguinis, Veilonellaparvula e Capnocytophagaochracea
(BEREZOW et al., 2011).

A infeccdo com Streptococcus sanguinis, comumente encontrado em placa dentéria, pode
aumentar a agregacdo plaquetéria, influenciando no desenvolvimento de eventos
tromboembdlicos. Ele tem sido foco de investiga¢do nos casos de DP, sendo um dos agentes
etioldgicos da endocardite bacteriana (BEREZOW et al., 2011).

O edema do tecido gengival e 0 sangramento presentes na periodontite podem levar a
reabsorcdo dssea, verificada radiograficamente e seu estagio final € a perda do elemento
dentério pela eliminagdo total do tecido de sustentacdo (LINDHE et al., 2010). A formacéo e o
aumento da placa bacteriana responsaveis pela periodontite podem ser prevenidos a partir de
uma boa higiene oral (WEIJDEN et al., 2011).

A periodontite pertence a uma familia de doencas relacionadas que diferem quanto a
etiologia, historia natural e resposta terapéutica, porem, partilham do mesmo mecanismo de
destruicdo do tecido conjuntivo e da perda 6ssea. Essa se inicia pela colonizacdo bacteriana
secundaria (bactérias gram-negativas e anaerobicas) sobre a superficie dentaria e a subsequente

formacéo de reacdo inflamatoria (LINDHE et al., 2010).

Na colonizacdo secundaria, diferentes espécies de microrganismos (Prevotella
intermédia, Prevotellalo escheii, espécies de Capnocytophaga, Fusobacterium nucleatum,
Porphyromonas gingivalis) se aderem as bactérias ja existentes na placa bacteriana, alterando
a concentracéo hidrogenidnica e a tensdo do oxigénio, o que torna o meio ideal para proliferacdo
(ARMITAGE et al., 2000).

A instalacéo da doenca e seus sintomas clinicos sdo resultados de uma complexa interacéo

entre microrganismos, sua viruléncia e a resposta do hospedeiro (LOOMER et al., 2004).
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2.2 TRATAMENTO DA DOENCA PERIODONTAL

A RAR promove a eliminacdo periodica do biofilme, calculo e substancias incorporadas
ao cemento periodontal, sendo o tratamento periodontal mais eficaz para se obter uma superficie
radicular limpa e compativel com a saude dos tecidos periodontais (CARRARO et al., 2008).

A aplicagdo dos procedimentos basicos ndo depende apenas do tipo de instrumento e das
variagOes anatomicas dos dentes, mas da habilidade do profissional no uso dos instrumentos
periodontais (SOUZA et al., 2012).

Os procedimentos de RAR ndo atuam de maneira seletiva sobre 0s microorganismos
relacionados a doenca periodontal, mas sdo considerados fundamentais na terapia periodontal.
Contudo, determinadas formas de doenca periodontal ou determinados sitios podem néo
responder adequadamente ao tratamento mecénico convencional, devido a incompleta
descontaminacdo da bolsa periodontal, a invasdo bacteriana do tecido conjuntivo, ou a

deficiéncia em mecanismos imunoldgicos de defesa frente a microbiota (PRETZL et al., 2009).

A remocdo do biofilme dental aderido é o principal objetivo das técnicas de RAR. A
terapéutica convencional para tratamento de individuos com periodontite cronica é baseada na
remo¢do mecanica de depdsitos bacterianos, localizados supra e subgengivalmente, além da
remocdo de fatores de retencdo e instrucGes de higiene oral (CARRARO et al., 2008). Porém,
apenas a instrumentacdo periodontal é ineficaz para a completa eliminacdo da A.
actinomycetemcomitans (WORCH et al., 2001).

A fisiologia da doenca periodontal é revista sob a 6tica da bioquimica, lancando mao dos
avancos cientificos, atualmente, presume-se que as alteragdes inflamatorias sejam causadas ndo
somente por bactérias, mesmo sendo essenciais para o desencadeamento do processo, porém
insuficientes para justificar evolugdo clinica, mas também, a resposta do hospedeiro é

determinante para a progressdo (KINANE et al., 2011).

A RAR pode ndo ser suficiente para o tratamento da doenca ou faz parte da fase inicial
antes da terapéutica cirurgica em casos de periodontite com bolsas profundas (MATTHEWS,
2009).
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2.3 DOXICICLINA NO TRATAMENTO DA DOENCA PERIODONTAL

Uma grande variedade de antimicrobianos de uso topico e sistémico tém sido estudados
como adjuvantes ao tratamento convencional da doenga periodontal. Dentre os antimicrobianos
locais muitos tém demonstrado eficacia clinica, especialmente em pacientes em terapia de

manutencdo e como complementares a RAR, como as Tetraciclinas (HEASMAN et al., 2011).

A doxiciclina (DOX) €é uma tetraciclina com potente efeito na inibicdo de
metaloproteinases de matriz (MMPs) (BILDT et al., 2007; GOLUB et al., 1994). As MMPs
exercem um importante papel na remodelagéo do tecido conjuntivo durante o desenvolvimento,
homeostase e cicatrizacdo (LAUER-FIELDS et al., 2002).

O colapso da matriz extracelular acontece pelo desequilibrio entre as MMPs ativadas e
seus inibidores enddgenos derivados do hospedeiro, os inibidores de MMPs, durante a doenca
periodontal (BIRKEDAL-HANSEN et al., 1993; SEEGUIER et al., 2000).

A metaloproteinase de matriz 8 (MMP-8) € uma endopeptidase calcio e zinco —
dependente que se destaca entre as MMPs predominantemente presentes no tecido gengival
inflamado, fluido crevicular gengival (FCG), saliva e fluido sulcular e periimplantar. Funciona
em pH neutro, e o seu nivel e grau de ativacdo parece aumentar com o aumento da atividade e
gravidade da doenca periodontal e diminuir com a instituicdo do tratamento com RAR
(LAUER-FIELDS et al., 2002).

Pela existéncia de resposta imune deficiente, o organismo do hospedeiro ndo consegue
eliminar os microorganismos patogénicos, se instalando o processo inflamatério. A inflamacéo
cronica produz radicais livres de oxigénio que ativam metaloproteinases, que vao degradar o
colageno do ligamento periodontal diminuindo a fixacdo do dente ao processo alveolar,

aumentando a profundidade do sulco gengival (KIILI et al., 2002).

A destruicéo dos tecidos periodontais, frequentemente associada ao aprofundamento do
sulco gengival diferencia a periodontite da gengivite sendo refletida no FCG de sitios com lesdo
periodontal por altos niveis de MMP-8 ativa. Na gengivite pode haver niveis ligeiramente
elevados de MMP-8 no FCG, mas ela estara na proforma latente e inativa. Durante a fase ativa
da periodontite os niveis de MMP-8 ficam significativamente elevados e ela é quase
completamente convertida para a forma ativa (SORSA et al., 1999).
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A DOX tem sido considerada o antimicrobiano de acédo local com maior efetividade,
capaz de promover beneficios expressivos (EICKHOLZ et al., 2002).

Alguns estudos afirmam que o Gel de DOX possui a capacidade de manter-se no sitio
subgengival por pelo menos dez dias, reduzindo o volume de FCG e do fator beta transformador
de crescimento b-1 (TGF-b-1), observado pela melhora dos sinais clinicos da inflamacéo,
reducéo da profundidade de sondagem e ganho clinico de inser¢édo (KIM et al., 2004; GURKAN
et al., 2005).

O Gel de DOX a 10% foi utilizado como adjuvante a RAR melhorando os niveis de
insercéo clinica e reduzindo a profundidade de sondagem de forma mais efetiva do que somente

a RAR no tratamento de pacientes com periodontite cronica (GRUPTA, 2008).

Os beneficios observados pelo uso da administracdo local de DOX ndo sdo uma
unanimidade encontrada entre os pesquisadores. Foi observado que o Gel de DOX a 8,8% como
adjunto no retratamento de bolsas periodontais patoldgicas persistentes ndao melhorou
significantemente os resultados em termos de reducgéo na profundidade de sondagem e ganho

de insercdo relativa comparado ao debridamento mecanico sozinho (TOMASI et al., 2008).

24 LASER DE BAIXA |INTENSIDADE NO TRATAMENTO DA DOENCA
PERIODONTAL

Em 1917 Albert Einstein elucidou os principios fisicos do LASER, termo que é o
acronimo para Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation (amplificacdo da luz
por emissdo estimulada de radiacdo), e em sua teoria o classificou como sendo de “alta
intensidade” (com potencial destrutivo) ou de “baixa intensidade” (sem potencial destrutivo)
(EINSTEIN, 1917). Porém, sua teoria tornou-se realidade apenas em 1960, ano em que

Theodore Maiman construiu o primeiro emissor de luz laser a rubi (MAIMAN, 1960).

Na atualidade, o laser vem sendo utilizado principalmente em procedimentos clinicos, na
realizacdo de incisOes e coagulacdes em cirurgias, com o uso do laser de alta intensidade, e para
fins terapéuticos pela modulacdo de processos bioldgicos, com a utilizacdo do laser de baixa
intensidade (ABDULJABBAR et al., 2017; HEIDARI et al., 2017).



25

A interagdo do laser com os tecidos se realiza nas interfases, mediante os fendGmenos de
reflexdo e refracdo e, no interior do meio, onde tem lugar a transmisséo, fato que depende
principalmente dos fendmenos de absorcédo e dispersdo. Estes dois ultimos fatores dependem

do comprimento da onda e da natureza absorvente (AGNES, 2005).

Em sua terapéutica, a cicatrizacdo € o principal efeito da interacdo tecido-laser
possibilitando incremento a producdo de ATP, o0 que proporciona um aumento da velocidade
mitética das células, estimulando a microcirculacdo que aumenta o aporte de elementos
nutricionais associado ao aumento da velocidade mitética, facilitando a multiplicidade das
células, assim, ocorre o efeito de neovascularizacdo a partir dos vasos ja existentes gerando
melhores condi¢des para a cicatrizacdo rapida (STEFANELLO; HAMERSKIA, 2006).

O laser age como anti-inflamatdrio e analgésico que somados ao seu poder bioestimulante
diminuem o desconforto logo apds a primeira aplicacdo e aceleram a reparacdo, além de
proporcionar estimulo ao nivel de fibroblastos, com formacdo de fibras colagenas mais
ordenadas, verificando-se clinicamente aceleracdo na cicatrizacdo e logo ap6s a primeira

aplicacdo o paciente ja relata alivio da dor (REGGIORI, 2008).

A terapia a laser, quando utilizada nos tecidos e nas células, ndo é baseada em
aquecimento, ou seja, a energia dos fotons absorvidos ndo e transformada em calor, mas em

efeitos fotoquimicos, fotofisicos e/ou fotobioldgicos (CATAO et al., 2004).

Entre os efeitos bioestimulantes mediados pelo laser de baixa intensidade (LBI) no
processo de reparo tecidual, destacam-se: a inducdo da atividade mitotica das células epiteliais
e dos fibroblastos; o incentivo a producdo de colageno por estas Ultimas células; a inibicédo
secretoria de alguns mediadores quimicos; a modificacdo da densidade capilar e o estimulo a
microcirculacdo local (SILVA et al., 2007; MALUF et al., 2006).

O LBI aumenta a atividade quimiotatica e fagocitaria dos leucocitos humanos in vitro.
No processo de reparo das feridas, a ativacdo dos linfécitos pela radiacéo laser pode torna-los
mais responsivos aos mediadores estimulativos presentes nos tecidos injuriados (WALSH et
al., 1997).

O laser terapéutico aumenta a atividade fagocitaria dos macréfagos durante a fase inicial
do processo de reparo, aproximadamente seis horas apds o trauma, facilitando a limpeza da
ferida e estabelecendo as condicdes necessarias a fase proliferativa subsequente. Em nivel

vascular, o LBI estimula a proliferacdo das células endoteliais, resultando na formacéo de
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nuUMerosos vasos sanguineos, na produgdo aumentada do tecido de granulacdo, estimulando o
relaxamento da musculatura vascular lisa e contribuindo, assim, para os efeitos analgésicos da
terapia a laser (WALSH et al., 1997).

O LBI desempenha, possivelmente, um importante papel no reparo alveolar apds extracdo
dental, uma vez que exerce efeitos pronunciados em cultura de osteoblastos, influenciando os

processos de proliferagdo, diferenciagéo e calcificacdo (WALSH et al., 1997).

Em alguns estudos sobre neoformacdo 0ssea, sugere-se que o efeito bioestimulante do
laser ndo se deva apenas a suas propriedades especificas, mas também a criacdo de uma série
de condic@es locais que acelerariam a neoformacdo 6ssea e a resolucdo de edemas (SILVA et
al., 2007; MALUF et al., 2006).

O aumento da proliferacdo de fibroblastos, que pode ocorrer com a aplicacdo do laser,
apesar de nao terem sido realizadas pesquisas in vivo, traria beneficios para a terapia periodontal
regenerativa (KREISLER et al., 2002).

O debridamento mecénico convencional continua sendo o tratamento de primeira escolha
da gengivite e da periodontite. Entretanto, a acdo biomoduladora, anti-inflamatdria e analgésica
do laser pode ajudar a acelerar a reparagdo dos tecidos periodontais e reduzir o sangramento da
area a ser tratada (SAKURALI et al., 2000).

Na periodontia, pode ser aplicado antes e depois do procedimento de RAR e de cirurgia
periodontal, para diminuir o sangramento, a dor, o edema, evidenciar célculo subgengival,
eliminar pseudobolsas e bioestimular os tecidos. Utiliza-se ainda em Ulceras traumaticas, em
Ulceras aftosas recorrentes, em herpes simples recidivante, aumentando a reparacdo e
diminuindo o tempo de evolugdo da doenga. Quando o LBI é aplicado em regido com parestesia,

ocorre uma bioestimulacdo nas fibras nervosas (GENOVESE, 2000).

As doencas crbnicas avancam em todas as regides e permeiam todas as classes
socioecondmicas. Dieta pouco saudavel, ma nutri¢do, sedentarismo, tabagismo, uso excessivo
de alcool e estresse psicossocial sdo os fatores de risco mais importantes. A doenca periodontal
¢ um componente de carga global da doenca crénica, tendo os mesmos fatores de riscos
essenciais (PETERSEN et al., 2012).
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2.5 PROTEINAS DE FASE AGUDA (PFA)

As PFA estdo elevadas na resposta aguda do hospedeiro frente a alteragdes sistémicas, e
sdo fundamentais para a imunidade inata. S&0 importantes biomarcadores da inflamagéo,
infeccdo, neoplasia, estresse e trauma. Todos 0s animais apresentam PFA, porém o tipo de

proteina principal difere de acordo com a espécie. (CRAY, 2012).

Disturbios devido a infeccdo, inflamacdo, injuria tecidual, neoplasia ou desordem
imunoldgica, causam uma resposta de fase aguda inespecifica, que compreende alteracdes na
concentracdo de algumas proteinas séricas. A mensuracdo das concentragdes das PFA pode
auxiliar no monitoramento de protocolos terapéuticos em determinadas neoplasias (CERON et
al., 2005).

Estas proteinas sdo Uteis no auxilio diagnostico de linfomas em pacientes humanos,
leucemia e mieloma maltiplo, indicam também o prognostico, permitindo detectar
precocemente a sepse (ECKERSALL, 2004).

2.5.1 Alfa-1-glicoproteina &cida (AGP)

A AGP foi descrita pela primeira vez em 1920 por Schmid, Winzler e colaboradores, em
1977, Twining e Brecher identificaram, por técnicas imunoldgicas, a AGP como componente
da fracdo sobrenadante de um tumor maligno mamario, embora a associag¢do entre o cancer e a
AGP seja bem conhecida, outros autores mostraram que a AGP era detectavel através de
técnicas imunohistoquimicas, em tecido sadios, como por exemplo, no miocardio humano. Em
1978, Gahmberg e Andersson descreveram a existéncia de anticorpos especificos para a AGP
humana (FOURNIER et al., 2000).

A AGP altera-se de forma significativa diante de um processo inflamatdério (CONNER et
al., 1989), podendo diminuir na insuficiéncia hepética e nefropatias (YUKI et al., 2010), ela
apresenta propriedades imunomoduladoras, no reparo e na cicatrizacdo, se liga a maioria das
drogas e agentes inespecificos, e apresenta a sua concentracdo elevada na erliquiose,
parvovirose, linfoma, sarcoma e carcinoma (CERON et al., 2005).
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Os biomarcadores inflamatorios sdo ferramentas importantes no acompanhamento da
evolucdo de uma doenca inflamatoria diante da resposta a terapéutica instituida (BENCE et al.,
2005). Neste contexto, a AGP € uma PFA utilizada no monitoramento de doencas inflamatorias
(WINKEL et al., 2015; PALTRINIERI et al., 2007; KAJIKAWA et al., 1999).

2.5.2 Sistema Complemento

Um conjunto com cerca de 30 proteinas plasmaticas produzidas principalmente por
hepatocitos e, em menor quantidade, por mondcitos e macrofagos, esse é o sistema
complemento, componente da imunidade inata (BERGER, 2007; ITURRY-YAMAMOTO,
2001). Na presenca de substancias estranhas ao organismo, essas proteinas se ativam em
cascata, podendo ter como resultado a citdlise da célula alvo e a inducdo de uma resposta
inflamatdéria com vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular, recrutamento de
leucdcitos e degranulacao de mastocitos (FORTE, 2007; VERDEGUER et al., 2007).

A cascata de ativacdo do Sistema Complemento pode ocorrer por trés diferentes vias:
cléssica, alternativa e das lectinas. A via cléassica depende da presencga de anticorpos. A via
alternativa independe da presenca de anticorpos. A via das lectinas, utiliza a proteina lectina
ligadora de manose (MBL): residuos de manose e outros agucares, organizados em um padrao,
que recobrem a superficie de diferentes patdgenos, ligam-se a lectina do hospedeiro, ativando
a cascata do Complemento de forma anéloga a via classica. O resultado da ativacao destas trés
vias € uma resposta inflamatéria induzida pela geracdo de produtos da clivagem de

componentes do Sistema Complemento (FORTE, 2007).

A falta de algumas das proteinas do Sistema Complemento pode gerar a inativacdo de
uma das vias ou todas as trés, dependendo do comprometimento ao longo da cascata de
ativacdo. As deficiéncias dessas proteinas sdo determinadas, em geral, por heranga genética.
Individuos portadores dessas caracteristicas genéticas apresentam comprometimento
quantitativo ou qualitativo do Sistema Complemento, que pode acarretar em susceptibilidade
ao desenvolvimento de determinadas infecgOes e de algumas enfermidades, em especial
doencas autoimunes (FALCAO, 2008).
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Dessa forma, concentracdes séricas reduzidas das proteinas do Sistema Complemento,
C3 e C4, podem ser observadas em algumas fases do LUpus Eritematoso Sistémico, em alguns
tipos de Glomerulonefrite Membranoproliferativa, assim como a deficiéncia de C3 ou de C5,
C6, C7, C8 ou C9 podem estar associadas a presenca de infeccdes meningococicas (HEBERT,
1991; WEST, 1989).

Entretanto, os componentes C3, C4 e os produtos de sua clivagem podem atuar como
mediadores inflamatorios, podendo ser observadas elevadas concentragcfes séricas em algumas
doencas inflamatérias (THOMAS, 1998; MARKIEWSKI, 2007), como aumento de C3 e/ou
C4 naasma (CASTELLOTE, 1984).

2.6 IMUNOMARCADORES DO METABOLISMO OSSEO

Os osteoclastos sdo células multinucleares que agem na reabsor¢do 6ssea, derivadas a
partir de células progenitoras hematopoiéticas e sua diferenciacdo € intimamente regulada por
osteoblastos, células que atuam na formacdo de tecido désseo (ROODMAN, 2006;
CHAMBERS, 2010).

O processo de remodelacdo Gssea € controlado por um sistema composto por trés
proteinas: RANK (receptor ativador do fator nuclear kappa beta), seu ligante RANKL (ligante
do receptor ativador do fator nuclear kappa beta) e o competidor natural OPG
(osteoprotegerina) (FERNANDES et al., 2014).

RANKL é uma das citocinas que sdo expressas pelos osteoblastos, que atua de forma
essencial na diferenciacdo de osteoclastos. RANKL est ligada a proteina de membrana de
células como osteoblastos, fibroblastos e células T, € um mediador do processo de formagéo
dos osteoclastos e possui afinidade pelo receptor RANK, a ligacgdo RANK-RANKL na
superficie de pré-osteoclastos ativa o fator nuclear Kappa beta (NF-kB) que leva a diferenciagéo
dessas células. Assim, a ligacdo RANK-RANKL também determina a diferenciacdo de
osteoclastos imaturos em osteoclastos maturados. A expressdo de RANKL pelos osteoblastos,
no tecido 0sseo, atua permitindo a diferenciacéo, maturagéo e ativacdo dos osteoclastos atraves
da ligacdo ao seu receptor, RANK, presente na superficie de pré-osteoclastos (LOPES;
CANHAO; FONSECA, 2008; CHAMBERS, 2010).
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A proteina OPG também é produzida pelos osteoblastos, assim, se estabelece um
equilibrio entre a osteoclastogénese, pela producdo de RANKL, e a inibigcdo desta atividade
osteoclastica, pela expressdo de OPG. Secretada pelos osteoblastos, a OPG exerce um efeito
protetor no 0sso; faz parte da superfamilia de receptores aTNF (Fator de necrose tumoral o),
contudo, embora seja expressa em Varios tecidos, possui um papel essencial no sistema
esquelético, agindo como um receptor soltvel que se liga ao RANKL com alta especificidade,
eliminando sua disponibilidade para se ligar ao receptor RANK e, assim, impede a

diferenciacéo e ativacdo de osteoclastos (LERNER, 2005).

O NF-kB é um fator de transcri¢do pleiotropico que atua na expressdo de varios genes
responsaveis pela maturacdo, diferenciacdo e ativacdo de osteclastos que, por sua vez,
sintetizam varios mediadores; entre eles, a fosfatase acido tartarato resistente (TRAP) que
possui papel fundamental no processo de sintese e processamento de colageno tipo I, importante
componente da matriz 6ssea, assim, a TRAP tem sido utilizada como marcador histoquimico
da atividade osteoclastica (SOYSA; ALLES, 2009; HAYMAN, 2008; HABERMANN et al.,
2007).

Da familia das fosfatases acidas, a TRAP é uma enzima intracelular que se localiza dentro
do compartimento lisossomal de osteoclastos, macrofagos e células dendriticas. A enzima
possui importante participacao em processos bioldgicos, como no desenvolvimento esquelético,
pois, apresenta efeito negativo sobre a atividade osteoblastica e é essencial para atividade de
reabsorcéo feita pelos osteoclastos. A enzima TRAP também tem efeito na mineralizacdo do
tecido 6sseo por degradar osteopontina, além disso, é reconhecida como uma molécula de
ocorréncia generalizada com funcgdes tanto no esqueleto, como no sistema imunitario (BASTOS
etal., 2013; ELIAS et al., 2006; FERNANDES et al., 2014; HAYMAN, 2008).
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3 OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi avaliar através de andlises bioguimicas, radiograficas,
histomorfométricas e imunoistoquimicas, os efeitos sistémicos e locais da doxiciclina (DOX) e
do Laser de baixa intensidade (LBI) como adjuvantes a raspagem e alisamento radicular (RAR)

no tratamento da doenca periodontal induzida em ratos.
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4 MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi submetido e aprovado pela comissdo de ética no uso de animais
(CEUA) da Universidade Federal de Alfenas — UNIFAL-MG, seguindo as normas vigentes
adotadas pelo colégio brasileiro de experimentagdo animal (COBEA).

4.1 AMOSTRA

O planejamento estatistico para a determinacdo do nimero de animais utilizados nesta
pesquisa foi baseado nas recomendagdes de Eng (2003), conforme a seguinte férmula:
n=1+[2*10,51*(0,2/0,172)?], obtendo-se um numero de 30 animais por grupo experimental
com um poder de estudo de 90%. Desta forma a amostra foi composta por 150 ratos (Rattus
novergicus albinus, Wistar) machos, pesando aproximadamente 200 a 250g, com 2 a 3 meses
de vida, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Alfenas — UNIFAL-MG.
Eles foram mantidos em condicdes padronizadas com agua e rac¢do ad libitum, temperatura
ambiente e ciclo de luz claro/escuro de 12 horas e obedecendo aos critérios de acordo com as
normas estabelecidas pela comisséo de ética no uso animal (CEUA), da Unifal-MG, nimero
57/2017 do parecer consubstanciado (Anexo A).

4.2 INDUCAO DA PERIODONTITE EXPERIMENTAL

A Doenca Periodontal foi experimentalmente induzida realizando-se previamente a
anestesia dos animais atraves de injecdo intramuscular, associando 75 mg/Kg de Cloridrato de
Quetamina (Syntec do Brasil Ltda— Industria brasileira) a 6 mg/Kg de Cloridrato de Xilazina
(Syntec do Brasil Ltda— Industria brasileira). Com o auxilio de uma pin¢ca modificada, adaptou-
se um fio de algodao nimero 10 (Corrente Algodao n° 10; Coats Corrente, SP, Brasil) ao redor
dos primeiros molares inferiores esquerdos, mantidos em posi¢do por meio de nos cirurgicos
(JOHNSON, 1975) (Figuras de 1 a 4).
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Figura 1 - Animal posicionado na mesa Figura 2 - Pinga modificada utilizada para
operatdria. a passagem do fio.
Fonte: Do autor. Fonte: Do autor.

Figura 3 - Posicionamento do fio. Figura 4 — Fio posicionado.
Fonte: Do autor. Fonte: Do autor.

4.3 TRATAMENTOS LOCAIS E DIVISAO DOS GRUPOS

Decorridos 7 dias da inducdo e evolucdo da DP, a ligadura foi removida dos animais
(Figura 5) e estes foram divididos em cinco grupos de acordo com os tratamentos locais: grupo
Controle (C) — Os animais ndo foram submetidos a nenhum tratamento, grupo RAR — Os
animais foram submetidos apenas a RAR, grupo DOX- os animais foram submetidos a RAR e
aplicacdo de doxiciclina (DOX), grupo LBI- Os animais foram submetidos & RAR e irradiacdo
com Laser de baixa intensidade (LBI), e por fim, grupo DOX+LBI- Os animais foram
submetidos a RAR, irrigacdo com DOX e irradiacdo com o LBI (Figura 6).
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Figura 5 - Doenca periodontal ap6s 7 dias Figura 6 - Raspagem e alisamento
de inducdo. radicular.
Fonte: Do autor. Fonte: Do autor.

Os procedimentos de RAR foram realizados utilizando-se Cureta de Gracey Mini - Five
5 e 6 (Hu-Friedy MFG. Corporation. Inc. Chicago, USA) com trés movimentos no sentido
mesio-distal tanto na face vestibular quanto na face lingual. O gel de DOX a 10% foi
manipulado com os seguintes componentes: cloridrato de doxiciclina, dgua destilada, gel
metocel e trietanolamina. Para o tratamento da DOX foi realizada irrigacdo com 1 ml de DOX
com o auxilio de seringa para insulina, a ponta da agulha foi direcionada no interior da bolsa
periodontal. No grupo DOX+LBI, 1 minuto ap6s a permanéncia da droga no tecido, foi

utilizado o tratamento com laser de baixa intensidade (LBI) (Figuras de 7 a 10).

Figura 7 - Seringas hipodérmicas para Figura 8 - Aplicacdo do gel de DOX

aplicacdo local da DOX. apos RAR.
Fonte: Do autor. Fonte: Do autor.

Figura 9 - Irradiagdo com o LBI. Figura 10 - Aplicacdo da DOX e
Fonte: Do autor. irradiacdo com o LBI.
Fonte: Do autor.
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O LBI utilizado apresentou as seguintes caracteristicas: laser de diodo InGaAlP- Twin
Flex® (MMOptics, Sdo Carlos, SP, Brasil) operando no comprimento de onda de 660nm, luz
vermelha (visivel), area de feixe de 0,04 cm?, poténcia de 40mW, densidade de poténcia de
1W/cm2. A irradiacdo do laser foi realizada com a ponteira direcionada para o interior da bolsa
periodontal em 3 pontos equidistantes na superficie vestibular (mesial, média e distal) e 3
pontos equidistantes na superficie lingual (mesial, média e distal), cada ponto foi irradiado por

4 segundos.

4.4 PERIODOS EXPERIMENTAIS

Trinta (30) animais de cada grupo experimental foram eutanasiados por meio de
superdosagem anestésica aos 7, 15 e 30 dias pds tratamentos locais para realizacéo das analises

bioquimicas, radiogréficas, histomorfométricas e imunoistoquimicas (Figura 11).

-7 dias 0 dias 7 dias 15 dias 30 dias
| | | | I
Inducdo da || Tratamentos

Doenca
Periodontal
—
Grupo C
Grupo RAR

Grupo DOX >_ )
EUTANASIA

Grupo LBI
Grupo DOX+LBI

Figura 11 - Delineamento do estudo e periodos experimentais.
Fonte: Do autor.
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4.5 COLETA DE SANGUE E PREPARO DAS AMOSTRAS

Momentos antes do sacrificio os animais foram anestesiados, via intramuscular,
associando 75 mg/Kg de Cloridrato de Quetamina (Syntec do Brasil Ltda— Industria brasileira)
a 6 mg/Kg de Cloridrato de Xilazina (Syntec do Brasil Ltda— Indlstria brasileira). Em
sequéncia, foram feitas incisGes na cavidade toracica para visualiza¢do do coracao e coletados
cerca de 10 ml de sangue, por animal, através de puncdo cardiaca no ventriculo esquerdo.
Imediatamente o sangue foi depositado em tubos heparinizados identificados de acordo com
cada grupo experimental, e centrifugados por 15 minutos a 2000 rpm para separacéo do plasma

sanguineo que foram armazenados a -70°C para as analises bioquimicas.

Logo ap6s, os animais foram eutanasiados através de superdosagem anestésica, e
posteriormente, as mandibulas foram removidas, seccionadas ao meio, e as do lado esquerdo,
onde a doenca periodontal foi induzida, foram submetidas as analises radiogréafica,

histomorfométrica e imunoistoquimica.

4.6 ANALISE BIOQUIMICA DO PLASMA

Para as analises bioquimicas foram avaliadas as concentracdes plasmaticas das proteinas,
Alfa-1-glicoproteina &cida, Complemento 3 e 4 (C3 e C4) através da técnica de
espectrofotometria.

A Alfa-1-glicoproteina acida foi determinada através de reacdo de imunoturbidimetria
com o reagente Alfa-1-glicoproteina &cida Plus Biotécnica, a determinacdo esta baseada em um
método imunoturbidimétrico em que anticorpos anti-alfa-1 glicoproteina acida, formam com a
alfa-1 glicoproteina acida, um complexo insoltvel dando uma turbidez cuja intensidade é
proporcional a concentragdo de alfa-1 glicoproteina &cida da amostra, determinada em
espectrofotdbmetro a 340 nm. Inicialmente, para construgéo da curva de calibracéo, foi utilizada
uma solucdo salina para realizar series de diluicbes, na primeira diluicdo foi utilizado
unicamente 100 microlitros de NaCl 9g/l, na segunda diluigdo foi utilizado 10 microlitros de
multicalibrador e 90 microlitros de NaCl 9g/l, na terceira diluicdo foi utilizado 25 microlitros

de multicalibrador e 75 microlitros de NaCl 9g/I, na quarta dilui¢éo foi utilizado 50 microlitros
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de muticalibrador e 50 microlitros de NaCl 9¢/l, na quinta dilui¢éo foi utilizado 75 microlitros
de multicalibrador e 25 microlitros de NaCl 9g/l, na sexta dilui¢do foi utilizado unicamente 100
microlitros de multicalibrador. As diluicbes foram preaquecidas por 4 minutos a 37°C, o
equipamento espectrofotdmetro foi zerado com agua purificada, as diluicdes foram pipetadas
na cubeta e medidas no espectrofotdometro em triplicata para obtencdo de suas absorbancias.
Por fim foi montada uma curva de calibracdo, através das absorbancias obtidas por cada

diluicdo.

Em seguida, foram pipetados 7 microlitros de amostra em 1 ml de reagente (R1) que
foram homogeneizados e preaquecidos a 37° por 4 minutos, posteriormente mediu-se a
absorbancia no espectrofotdmetro, essa etapa foi realizada em triplicata ou quadruplicata para

cada grupo experimental.

A concentracdo (mg/dl) de Alfa-1glicoproteina &cida de cada amostra foi calcula
utilizando a equacédo da reta obtida na etapa de calibracdo, através das absorbancias de cada
grupo experimental obtidas no espectrofotémetro.

As concentracfes de C3 e C4 (mg/dl) foram obtidas utilizando a mesma metodologia,
porém com as seguintes modificacBes nos parametros de reacdo, para C3 Plus biotécnica, foi
utilizado 2,5 microlitros de amostra em 250 microlitros de R1, incubados a 37° por 2 minutos,
e para C4 Plus biotécnica, foi utilizado 5 microlitros de amostra em 200 microlitros de R1,
incubados a 37° por 2 minutos.

4.7 TOMADA RADIOGRAFICA E ANALISE DIGITAL

Sobre uma mesa, as hemimandibulas esquerdas foram posicionadas com as superficies

vestibulares voltadas para a pelicula radiografica (Dental IntraoralE-SpeedFilm - Kodak).

A padronizagéo das tomadas radiograficas foi obtida da seguinte forma:

a) uso de um aparelho de raios X Pampas - E (General Eletric, Milwaukee, EUA), com
regime elétrico de 65 kvp, 10 mA;

b) feixe central de raios-X incidindo perpendicular ao plano do filme-objeto, em um
angulo de 90° com a superficie da placa optica;

c) distancia focal de 30 cm;
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d) tempo de exposicdo 0,3 segundos;

As radiografias foram reveladas utilizando solucGes de revelador e fixador Kodak, pelo

método de revelagdo clima — tempo.

As radiografias foram escaneadas e as imagens foram analisadas no programa Imagelab
(Softium, Brasil) com o uso da ferramenta distancia e angulo de mensuragdo. Com este recurso,
mediu-se a distancia da unido cemento-esmalte a crista 6ssea alveolar na superficie mesial dos
primeiros molares inferiores esquerdos pelo tracado de uma linha, sendo essas medidas
registradas em milimetros (mm). O mouse era posicionado na regido correspondente a unido
cemento-esmalte. O botdo esquerdo era acionado e arrastado até ao nivel da crista 6ssea alveolar

e 0 programa mensurava a distancia automaticamente.

4.8 PROCESSAMENTO LABORATORIAL E ANALISE HISTOMORFOMETRICA

Os espécimes foram demineralizados em uma solucédo de acido formico 50% e citrato de
sodio 20%, em partes iguais. Apds esta etapa, as pecas foram incluidas em parafina. Os cortes
foram realizados de forma semi-seriados no sentido mésio-distal, com 4 um de espessura, e

foram corados com Hematoxilina e Eosina (HE).

Foram analisadas as caracteristicas do tecido 6sseo e do ligamento periodontal na regido
de furca dos primeiros molares inferiores esquerdos (ALMEIDA et al., 2008; FERNANDES et
al., 2009).

4.8.1 Andlise histoldqica

Para analise histologica foi realizada uma andlise descritiva dos fenémenos
histopatologicos em um aumento de 20X. Esta analise abrangeu a incidéncia e a descri¢éo
topografica detalhada dos fendmenos histopatoldgicos ocorridos no processo de reparo na
regido de furca dos primeiros molares inferiores esquerdos, caracterizando cada variavel apds

a selecdo das laminas mais representativas de cada grupo e periodo experimentais.
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Para a analise quantitativa foram utilizados escores onde o aspecto morfologico que
lembra a normalidade foi atribuido o escore 1 e a escala crescente das alteraces patoldgicas
presentes, foram considerados escores de 2 a 4, referindo-se 0os maiores valores sempre aos
problemas patoldgicos mais graves (WOLFSON; SELTZER, 1975).

4.8.2 Andlise histométrica

O nivel dsseo interradicular foi mensurado através de mm? identificando a perda dssea
(PO) naregiao de furca utilizando um sistema de anélise de imagem (Imagelab 2000 - Software
Diracon Bio Informética LTDA - Vargem Grande do Sul, S.P., Brasil). Apos exclusdo, da
primeira e da Gltima seccdo na qual a regido de furca foi evidente, cinco seccfes equidistantes
de cada dente foram selecionadas para analise histométrica (CESAR-NETO et al., 2006). A PO
foi avaliada medindo a extensdo da area entre a crista 6ssea e a superficie do cemento do teto

da furca em um aumento de 5X.

A selecdo das seccOes histoldgicas foi realizada por um examinador treinado e cego ao
tratamento realizado. Outro examinador cego ao tratamento e calibrado, realizou a analise
histométrica. A PO de cada espécime foi avaliada trés vezes pelo mesmo examinador e em dias
diferentes (ALMEIDA et al., 2008). As trés medidas obtidas foram analisadas estatisticamente
para analise de concordancia com nivel de 5% de significancia (Teste Kappa). Os valores

médios foram averiguados e comparados estatisticamente.

4.9 ANALISE IMUNOISTOQUIMICA

Foram realizadas rea¢Ges imunoistoquimicas utilizando-se anticorpos primarios contra as
proteinas OPG, RANKL e TRAP no processo de reparo 6sseo na regido de furca dos primeiros

molares inferiores esquerdos.

Para as reacfes imunoistoquimicas, as laminas foram submetidas a imunoperoxidase
indireta empregando os anticorpos primarios policlonais para OPG (Goat anti-opg — Santa Cruz
Biotecnology, USA) (concentragéo de 1:100, SC 8468, Lot#H2208), RANKL (Goatanti-rankl
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— Santa Cruz Biotecnology, USA) (concentragéo de 1:200, SC 7628, Lot#20908) e TRAP (Goat
anti-trap — Santa Cruz Biotecnology, USA) (concentragdo de 1:100, SC 30833, Lot#B1805).
Os anticorpos primarios foram diluidos em tampéo fosfato de sddio, pH 7.4, 0.1M, acrescido
de albumina de soro bovino (3%, Sigma, CA, USA) e soro normal de burro na incubacgéo para
OPG (1:50, Jackson Immunoresearch Inc., CA, USA).

Inicialmente, os cortes histologicos foram desparafinizados em xilol, reidratados em
solucBes descrescentes de alcoois e lavados em sucessivos banhos de PBS. Estes cortes
histolégicos foram tratados para blogueio da peroxidase enddgena empregando perdxido de
hidrogénio a 3% em metanol por 30 minutos e lavados com PBS. Em prosseguimento incubados
com um dos anticorpos primarios mencionados acima a temperatura ambiente durante 18 a 24
horas e lavados com PBS. Uma segunda incubacéo foi realizada através do uso de anticorpo
secundario biotinilado universal (anti-camundongo, anti-cabra e anti-coelho, K 0690, Lot
10025449, DAKO - Carpinteria, CA, USA.) durante 1 hora a temperatura ambiente, seguido
de lavagens com PBS. Uma terceira incubacdo foi realizada com uma solucdo contendo
estreptavidina conjugada com peroxidase (K 0690, Lot 10025449, DAKO — Carpinteria, CA,
USA.) a temperatura ambiente, durante 1 hora. A revelacdo da reacdo de imunoperoxidase foi
realizada com tampao de revelacdo (DAB-Substrato, K 3468, Lot 1002290 — DAKO -
Carpinteria, CA, USA.) e diaminobenzidina (DAB- Cromdgeno K 3468, Lot 1002290 - DAKO
- Carpinteria, CA, USA.) entre 10 a 60 segundos, em temperatura ambiente. Finalmente, 0s
cortes histologicos foram lavados vérias vezes em PBS e submetidos a coloracdo pela
hematoxilina. Todas as reacfes de imunoperoxidase foram acompanhadas por um controle
negativo, através da omissdo dos anticorpos primarios. As marcacdes imunoistoquimicas foram
analisadas qualitativamente no tecido 6sseo e no ligamento periodontal na regido de furca dos
primeiros molares inferiores com doenca periodontal experimental induzida, através de
microscopia de campo claro (KHOJASTEH et al., 2008).

Todas as reacOes de imunoperoxidase foram acompanhadas por um controle negativo,
através da omissdo dos anticorpos primarios. As imunomarcagdes localizadas na margem do
tecido 0sseo mais coronal na regido de furca dos primeiros molares inferiores com doenca
periodontal foram contadas em um aumento de 40X, atraves de microscopia de campo claro
(JIN et al., 2007, KHOJASTEH et al., 2008). Foram consideradas células TRAP positivas

osteoclastos maduros contendo trés nucleos (HASSUMI et al., 2009).
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4.10 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos dados bioquimicos, radiograficos, histomorfométricos e
imunoistoquimicos obtidos foram realizados pelo programa BioEstat 5.0 (Bioestat Windows
1995 Sonopress. Industria Brasileira, Manaus, A.M, Brasil). A hipotese de ndo haver diferenca
estatisticamente significante entre os dados nos grupos e periodos nos dentes com periodontite
induzida foi testada. Apds analise da normalidade dos dados pelo teste Shapiro-Wilk, a analise
entre grupos e periodos foram realizadas pela analise de variancia a dois critérios ANOVA com
complementacdo de Bonferroni com p < 0,01. Além disso o teste de correlacdo de Pearson foi
realizado entre os dados bioquimicos, radiograficos, histomorfométricos e imunoistoquimicos

com p<0,01.
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5 RESULTADOS

5.1 RESULTDOS BIOQUIMICOS

Os dados bioguimicos resultaram em uma distribuicdo normal (dados paramétricos)
sendo a anélise estatistica feita pelo teste ANOVA com complementacdo de Bonferroni, com
p<0,01. Na anélise entre os grupos, observou-se uma concentracdo de Alfa-1-glicoproteina
acida significativamente menor no grupo DOX+LBI comparado a todos 0s outros grupos em
todos os periodos experimentais (p<0,01). Além disso, observou-se uma concentracao de Alfa-
1-glicoproteina &cida significativamente menor no grupo LBI comparado aos grupos C, RAR e
DOX aos 15 e 30 dias (p<0,01).

Na analise entre os periodos, observou-se no grupo DOX+LBI, que a concentracdo de
Alfa-1-glicoproteina &cida foi diminuindo de forma significativa entre os periodos de 7, 15 e

30 dias e no grupo LBI entre o periodo de 7 com os de 15 e 30 dias (p<0,01) (Tabela 1).

Tabela 1 - Média e desvio padrdo (M+SD) das concentragdes (mg/dl) de alfa-1-glicoproteina acida de acordo com
cada grupo/periodo

Grupos/Periodos 7 dias 15 dias 30 dias
C 208,29+23,69" 190,79+51,002 189,49+53,36"2
RAR 196,16+3,06"2 163,26+12,36"2 144,03+18,76"2
DOX 146,81+21,53A 132,82+17,66 A 99,03+14,824
LBI 124,95+12,36" 47,27+20,21B° 25,42+11,165°
DOX+LBI 43,01+14,89% 18,94+15,17¢P 0,83+1,76%°
N 50 50 50

Letras maiulsculas diferentes nas colunas, indicam diferenca entre os grupos no mesmo periodo (ANOVA e

Bonferroni, com p<0.01).

Letras minusculas diferentes nas linhas, indicam diferenca entre os periodos no mesmo grupo (ANOVA e

Bonferroni, com p<0.01).
Fonte: Do autor.

Na andlise entre os grupos, observou-se uma concentracdo de proteina C3
significativamente menor no grupo DOX+LBI comparado aos outros grupos em todos 0s

periodos experimentais (p<0,01). Além disso, observou-se uma concentracdo de proteina C3
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significativamente menor no grupo LBI comparado ao grupo C em todos os periodos
experimentais (p<0,01). Na analise entre os periodos, observou-se no grupo DOX+LBI, que a
concentracdo de proteina C3 foi diminuindo de forma significativa entre os periodos de 7, 15 e
30 dias (p<0,01) (Tabela 2).

Tabela 2 - Média e desvio padrdo (M+SD) das concentracbes (mg/dl) de proteina C3 de acordo com cada
grupo/periodo

Grupos/Periodos 7 dias 15 dias 30 dias
C 377,05+24,46" 337,87+43,614° 319,50+36,7142
RAR 288,52+28,2142 238,41+38,49/82 173,41+40,03/82
DOX 259,03+22,24%2 227,43+40,01482 153,96+23,93452
LBI 119,17+22,7752 121,20+22,0952 90,15+44,6882
DOX+LBI 68,01+26,382 31,57+24,04¢P 0,33+10,44¢¢
N 50 50 50

Letras maiusculas diferentes nas colunas, indicam diferenca entre os grupos no mesmo periodo (ANOVA e
Bonferroni, com p<0.01).

Letras minusculas diferentes nas linhas, indicam diferenca entre os periodos no mesmo grupo (ANOVA e
Bonferroni, com p<0.01).

Fonte: Do autor.

Na andlise entre os grupos, observou-se uma concentragdo de proteina C4
significativamente menor no grupo DOX+LBI comparado aos outros grupos nos periodos de
15 e 30 dias (p<0,01). Além disso, observou-se uma concentracdo de proteina C4
significativamente menor nos grupos DOX e LBI comparado ao grupo C em todos os periodos

experimentais e ao grupo RAR nos periodos de 15 e 30 dias (p<0,01).

Na analise entre os periodos, observou-se no grupo DOX+LBI, que a concentracdo de
proteina C4 foi diminuindo de forma significativa entre os periodos de 7, 15 e 30 dias (p<0,01)
(Tabela 3).

Tabela 3 - Média e desvio padrdo (M+SD) das concentracfes (mg/dl) de proteina C4 de acordo com cada
grupo/periodo

(continua)
Grupos/Periodos 7 dias 15 dias 30 dias
C 84,36+0,56" 76,80+7,9142 77,80+5,85%
RAR 35,84+10,1652 45,68+18,11" 61,14+10,74%2

DOX 36,80+3,2752 18,176,672 21,47+0,665
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Tabela 3 - Média e desvio padrdo (M+SD) das concentragcdes (mg/dl) de proteina C4 de acordo com cada
grupo/periodo
(conclusao)

Grupos/Periodos 7 dias 15 dias 30 dias
LBI 28,80+3,2152 12,92+7,6652 15,47+4,3382
DOX+LBI 27,44 +3,8652 5,05+41,81¢P 0,38+1,50%¢
N 50 50 50

Letras mailsculas diferentes nas colunas, indicam diferenga entre os grupos no mesmo periodo (ANOVA e
Bonferroni, com p<0.01).

Letras minusculas diferentes nas linhas, indicam diferenca entre os periodos no mesmo grupo (ANOVA e
Bonferroni, com p<0.01).

Fonte: Do autor.

5.2 RESULTADOS RADIOGRAFICOS

A normalidade dos dados radiograficos foi testada no programa Bioestat 5.0 utilizando o
teste Shapiro-Wilk. Os dados resultaram em uma distribuicdo normal (dados paramétricos)
sendo a andlise estatistica feita pelo teste ANOVA com complementacdo de Bonferroni, com
p<0,01. Na andlise entre 0s grupos, observou-se uma perda 6ssea significativamente menor nos
grupos DOX, LBl e DOX+LBI comparado aos grupos C e RAR em todos os periodos

experimentais (p<0,01).

Na analise entre os periodos, pode-se observar no grupo C, uma menor perda 6ssea aos

30 dias comparado com o periodo de 7 dias (p<0,01) (Tabela 4).

Tabela 4 - Média e desvio padrdo (M+SD) das distancias entre a unido cemento-esmalte e a crista dssea alveolar
(mm) na superficie mesial dos primeiros molares inferiores esquerdos, de acordo com cada grupo e periodo

Grupos/Periodos 7 dias 15 dias 30 dias
c 1,89+0,16" 1,79+0,10% 1,52+0,08%
RAR 1,430,262 1,40£0,13% 1,370,044
DOX 0,59+0.2082 0,56+0.11B2 0,52+0.1082
LBI 0,53+0,2152 0,50+0.0452 0,49+0.1352
DOX+LBI 0,44+0.06%2 0,42+0.1482 0,41+0.01B2
N 50 50 50

Letras maiusculas diferentes nas colunas, indicam diferenca entre os grupos no mesmo periodo (ANOVA e
Bonferroni, com p<0.01).

Letras minusculas diferentes nas linhas, indicam diferenca entre os periodos no mesmo grupo (ANOVA e
Bonferroni, com p<0.01).

Fonte: Do autor.
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5.3 RESULTADOS HISTOLOGICOS (Figuras de 12 a 26)

Os animais do grupo C, em todos os periodos experimentais, apresentaram um tecido
conjuntivo desorganizado, com elevado ndmero de neutrofilos e discreto ndmero de

fibroblastos. O tecido 6sseo apresentou areas de necrose e trabéculas 6sseas finas.

Nos animais dos grupos RAR e DOX, o tecido conjuntivo apresentou-se mais organizado,
com um processo inflamatério predominantemente crénico e moderado numero de fibroblastos.
O tecido 6sseo ndo apresentou areas de necrose e as trabéculas 6sseas tinham uma espessura

fina.

Os animais dos grupos LBI e DOX+LBI, nos periodos de 7 e 15 dias, apresentaram o
tecido conjuntivo bem desenvolvido com moderado nimero de fibroblastos, discreto infiltrado

inflamatorio cronico e tecido 6sseo moderadamente desenvolvido.

Aos 30 dias, os animais apresentaram um ligamento periodontal integro, organizado e
com fibras colagenas paralelas entre si. O tecido conjuntivo apresentou-se bem desenvolvido,

integro e com auséncia de infiltrado inflamatorio.

5.4 RESULTADOS HISTOMETRICOS (Figuras de 12 a 26)

Os dados histométricos resultaram em uma distribuicdo normal (dados paramétricos)
sendo a andlise estatistica feita pelo teste ANOVA com complementacdo de Bonferroni, com
p<0,01. Na analise entre os grupos, observou-se uma perda dssea significativamente menor no

grupo DOX+LBI comparado aos grupos C, RAR e DOX em todos os periodos experimentais.

Além disso, observou-se uma perda éssea significativamente menor no grupo LBI

comparado ao grupo C em todos os periodos experimentais (p<0,01).

Na analise entre os periodos, pode-se observar no grupo DOX+LBI, uma menor perda
0ssea aos 30 dias comparado com o periodo de 7 dias (p<0,01) (Tabela 5).
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Tabela 5: Média e desvio padrdo (M+SD) dos dados histométricos da perda éssea alveolar (mm?) na regido de
furca do primeiro molar inferior esquerdo, de acordo com cada grupo e periodo

Grupos/Periodos 7 dias 15 dias 30 dias
C 1,31+0,03"2 1,12+0,08"2 0,89+0,114
RAR 0,96+0.13782 0,83+0,15"P2 0,76+0,10752
DOX 0,81+0,06"52 0,76+0,05"P2 0,69+0,44482
LBI 0,740,035 0,69+0,0382 0,52+0,1782
DOX+LBI 0,360,252 0,27+0.13%% 0,16+0,31°P
N 50 50 50

Letras maiusculas diferentes nas colunas, indicam diferenca entre os grupos no mesmo periodo (ANOVA e
Bonferroni, com p<0.01).

Letras minusculas diferentes nas linhas, indicam diferenga entre os periodos no mesmo grupo (ANOVA e
Bonferroni, com p<0.01).

Fonte: Do autor.

5.5 RESULTADOS IMUNOISTOQUIMICOS (Figuras de 12 a 26)

As andlises imunoistoquimicas dos padrdes de marcagfes antigénicas da OPG, RANKL
e TRAP nos cortes histologicos revelaram uma nitida especificidade dos anticorpos
empregados. As estruturas teciduais que revelaram imunorreatividades a OPG e a RANKL
foram similares e restritas ao compartimento citosolico das células semelhantes a osteoblastos,

fibroblastos e macr6fagos mononucleados.

A imunorreatividade a TRAP ficou limitada ao compartimento citosélico de células
gigantes multinucleadas (osteoclastos ou odontoclastos) ou células mononucleadas
(macrofagos clasticos) associadas a superficies 6sseas e dentarias. Além disso, algumas células
mononucleadas dispersas no ligamento periodontal, ndo associadas a superficies mineralizadas,
também exibiram imunorreatividade a TRAP. Estes perfis celulares possivelmente representam
0s estdgios de migracdo dos macrdfagos clasticos dos vasos sanguineos para o tecido
conjuntivo, ou mesmo, estagios de eliminacdo dos osteoclastos que atuaram na fase ativa da

reabsorcao 6ssea e/ou dentéria.

As imunorreatividades a RANKL e a TRAP foram mais bem evidenciadas nos periodos

de 7 e 15 dias, enquanto a imunorreatividade a OPG foi consideravel aos 15 dias principalmente
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nos animais do grupo C e RAR. Ocasionalmente, este padrdo de imunorreatividade foi variavel
nos animais do grupo DOX e LBI, dependente da magnitude da leséo periodontal induzida.

A andlise qualitativa desses marcadores entre 0s grupos experimentais revelou uma
tendéncia nos animais tratados com DOX+LBI em apresentar uma menor imunorreatividade a
RANKL e TRAP aos 7 dias e consideravel imunorreatividade a OPG aos 15 dias pds-

tratamento.

Os dados imunoistoquimicos quantitativos da contagem de células TRAP positivas
resultaram em uma distribuicdo normal (dados paramétricos) sendo a anélise estatistica feita
pelo teste ANOVA com complementacdo de Bonferroni, com p<0,01. Na andlise entre os
grupos, observou-se um numero significativamente menor de células TRAP positivas no grupo
DOX+LBI comparado aos outros grupos, em todos os periodos experimentais (p<0,01). Além
disso, observou-se um numero significativamente menor de células TRAP positivas no grupo

LBI comparado ao grupo C em todos os periodos experimentais (p<0,01).

Na analise entre os periodos, observou-se no grupo DOX+LBI, que o nimero de células
TRAP positivas foi significativamente menor no periodo de 30 dias comparado ao periodo de
7 dias (p<0,01) (Tabela 6).

Tabela 6: Média e desvio padrdo (M+SD) do nimero de células TRAP positivas (un) na regido de furca do primeiro
molar inferior esquerdo, de acordo com cada grupo e periodo

Grupos/Periodos 7 dias 15 dias 30 dias
C 9,10+0,60%2 8,02+1,16" 7,89+0,23%
RAR 6.23+0,0282 6,00+0,34482 5,79+0,87482
DOX 5,71+1,24/B2 5,45+1,55782 4,95+0,13782
LBI 4,11+1,1952 3,99+1,2652 3,68+0,5152
DOX+LBI 2,05+0,34%@ 1,89+0,70% 1,02+0,83
N 50 50 50

Letras mailsculas diferentes nas colunas, indicam diferenca entre os grupos no mesmo periodo (ANOVA e
Bonferroni, com p<0.01).

Letras minusculas diferentes nas linhas, indicam diferenca entre os periodos no mesmo grupo (ANOVA e
Bonferroni, com p<0.01).

Fonte: Do autor.
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5.6 CORRELACOES ENTRE OS PARAMETROS ESTUDADOS

Apds os tratamentos locais, observou-se que ocorreu uma correlacdo positiva entre 0s
valores sistémicos das proteinas Alfa-1-glicoproteina acida, C3 e C4, com os valores locais das
areas de perda dssea e nimero de células TRAP positivas na regido de furca, dos primeiros
molares inferiores esquerdos que receberam a inducdo da periodontite. A medida que houve
uma diminuicdo das proteinas ocorreu também uma diminuicdo da area de perda 0ssea e do

numero de células TRAP positivas, com p<0,01 (Tabela 7).

Tabela 7 — Correlagdo entre os dados sistémicos (bioquimicos) e locais (radiograficos, histométricos e
imunoistoquimicos) de acordo com cada grupo e periodo

Sistémicos/Locais Radiograficos Histométricos Imunoistoquimicos
Alfa-1-glicoproteina 4cida 0,10 0,77 0,74
C3 0,02 0,88 0,81%
C4 0,04 0,72% 0,70*

*Correlacdo positiva entre os dados sistémicos (bioguimicos) e locais (radiograficos, histométricos e
imunoistoquimicos) (Correlagdo de Pearson, com p<0.01).
Fonte: Do autor.
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Figura 12 - Fotomicrografia ilustrando area do ligamento periodontal e perda éssea na area de furca dos dentes
do lado esquerdo. Grupo C - 7 dias. A) HE. Aumento original 5X. B) HE. Aumento original
20X. C) Imunoperoxidase para RANKL (Seta). Aumento original 40X. D) Imunoperoxidase para
OPG (Seta). Aumento original 40X. E) Imunoperoxidase para TRAP (Seta). Aumento original 40X.
Fonte: Do autor.
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Figura 13 - Fotomicrografia ilustrando &rea do ligamento periodontal e perda 6ssea na area de furca dos dentes
do lado esquerdo. Grupo RAR - 7 dias. A) HE. Aumento original 5X. B) HE. Aumento original
20X. C) Imunoperoxidase para RANKL (Seta). Aumento original 40X. D) Imunoperoxidase para
OPG (Seta). Aumento original 40X. E) Imunoperoxidase para TRAP (Seta). Aumento original 40X.
Fonte: Do autor.
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Figura 14 - Fotomicrografia ilustrando area do ligamento periodontal e perda 6ssea na area de furca dos dentes
do lado esquerdo. Grupo DOX - 7 dias. A) HE. Aumento original 5X. B) HE. Aumento original
20X. C) Imunoperoxidase para RANKL (Seta). Aumento original 40X. D) Imunoperoxidase para
OPG (Seta). Aumento original 40X. E) Imunoperoxidase para TRAP (Seta). Aumento original 40X.

Fonte: Do autor.
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Figura 15 - Fotomicrografia ilustrando &rea do ligamento periodontal e perda 6ssea na area de furca dos dentes
do lado esquerdo. Grupo LBI - 7 dias. A) HE. Aumento original 5X. B) HE. Aumento original
20X. C) Imunoperoxidase para RANKL (Seta). Aumento original 40X. D) Imunoperoxidase para

OPG (Seta). Aumento original 40X. E) Imunoperoxidase para TRAP (Seta). Aumento original 40X.
Fonte: Do autor.
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Figura 16 - Fotomicrografia ilustrando area do ligamento periodontal e perda 6s

sea na area de furca dos dentes
do lado esquerdo. Grupo DOX+LBI - 7 dias. A) HE. Aumento original 5X. B) HE. Aumento

original 20X. C) Imunoperoxidase para RANKL (Seta). Aumento original 40X. D) Imunoperoxidase

para OPG (Seta). Aumento original 40X. E) Imunoperoxidase para TRAP (Seta). Aumento original
40X.

Fonte: Do autor.
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Figura 17 - Fotomlcrografla |Iustrando area do Ilgamento perlodontal e perda 6ssea na area de furca dos dentes
do lado esquerdo. Grupo C - 15 dias. A) HE. Aumento original 5X. B) HE. Aumento original
20X. C) Imunoperoxidase para RANKL (Seta). Aumento original 40X. D) Imunoperoxidase para
OPG (Seta). Aumento original 40X. E) Imunoperoxidase para TRAP (Seta). Aumento original 40X.

Fonte: Do autor.

Figura 18 - Fotomlcrografla ilustrando area do ligamento perlodontal e perda 6ssea na area de furca dos dentes
do  lado esquerdo. Grupo RAR - 15 dias. A) HE. Aumento original 5X. B) HE. Aumento original
20X. C) Imunoperoxidase para RANKL (Seta). Aumento original 40X. D) Imunoperoxidase para
OPG (Seta). Aumento original 40X. E) Imunoperoxidase para TRAP (Seta). Aumento original 40X.

Fonte: Do autor.
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Figura 19 - Fotomicrografia ilustrando &rea do ligamento periodontal e perda dssea na area de furca dos dentes
do lado esquerdo. Grupo DOX - 15 dias. A) HE. Aumento original 5X. B) HE. Aumento original
20X. C) Imunoperoxidase para RANKL (Seta). Aumento original 40X. D) Imunoperoxidase para
OPG (Seta). Aumento original 40X. E) Imunoperoxidase para TRAP (Seta). Aumento original 40X.

Fonte: Do autor.

Figura 20 - Fotomicrografia ilustrando area do ligamento periodontal e perda éssea na area de furca dos dentes
do lado esquerdo. Grupo LBI - 15 dias. A) HE. Aumento original 5X. B) HE. Aumento original
20X. C) Imunoperoxidase para RANKL (Seta). Aumento original 40X. D) Imunoperoxidase para
OPG (Seta). Aumento original 40X. E) Imunoperoxidase para TRAP (Seta). Aumento original 40X.

Fonte: Do autor.

X
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Figura 21 - Fotomicrografia ilustrando &rea do Ilgamento periodontal e perda 0ssea na area de furca dos dentes
do lado esquerdo. Grupo DOX+LBI - 15 dias. A) HE. Aumento original 5X. B) HE. Aumento
original 20X. C) Imunoperoxidase para RANKL (Seta). Aumento original 40X. D) Imunoperoxidase
para OPG (Seta). Aumento original 40X. E) Imunoperoxidase para TRAP (Seta). Aumento original
40X.

Fonte: Do autor.

Flgura 22 Fotomicrografia ilustrando area do Ilgamento perlodontal e perda 0ssea na area de furca dos dentes
do lado esquerdo. Grupo C - 30 dias. A) HE. Aumento original 5X. B) HE. Aumento original
20X. C) Imunoperoxidase para RANKL (Seta). Aumento original 40X. D) Imunoperoxidase para

OPG (Seta). Aumento original 40X. E) Imunoperoxidase para TRAP (Seta). Aumento original 40X.
Fonte: Do autor.
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Figura 23 - Fotomicrografia ilustrando area do ligamento periodontal e perda éssea na area de furca dos dentes
do  lado esquerdo. Grupo RAR - 30 dias. A) HE. Aumento original 5X. B) HE. Aumento original
20X. C) Imunoperoxidase para RANKL (Seta). Aumento original 40X. D) Imunoperoxidase para

OPG (Seta). Aumento original 40X. E) Imunoperoxidase para TRAP (Seta). Aumento original 40X.
Fonte: Do autor.

Figura 24 - Fotofnicrografia ilustrando area do ligamento periodontal e perda c’)ssea>na area de furca dos dentes
do  lado esquerdo. Grupo DOX - 30 dias. A) HE. Aumento original 5X. B) HE. Aumento original
20X. C) Imunoperoxidase para RANKL (Seta). Aumento original 40X. D) Imunoperoxidase para

OPG (Seta). Aumento original 40X. E) Imunoperoxidase para TRAP (Seta). Aumento original 40X.
Fonte: Do autor.
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crografia ilust ea na area de furca dos dentes
do lado esquerdo. Grupo LBI - 30 dias. A) HE. Aumento original 5X. B) HE. Aumento original
20X. C) Imunoperoxidase para RANKL (Seta). Aumento original 40X. D) Imunoperoxidase para
OPG (Seta). Aumento original 40X. E) Imunoperoxidase para TRAP (Seta). Aumento original 40X.
Fonte: Do autor.
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Figura 26 - Fotomicrografia ilustrando area do ligamento periodontal e perda 6ssea na area de furca dos dentes
do lado esquerdo. Grupo DOX+LBI - 30 dias. A) HE. Aumento original 5X. B) HE. Aumento
original 20X. C) Imunoperoxidase para RANKL (Seta). Aumento original 40X. D) Imunoperoxidase
para OPG (Seta). Aumento original 40X. E) Imunoperoxidase para TRAP (Seta). Aumento original
40X.

Fonte: Do autor.
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6 DISCUSSAO

A escolha do rato, como modelo animal experimental baseou- se nos estudos de Klausen
(1991). Segundo este autor, o rato é favoravel como modelo experimental para o
desenvolvimento e estudo da doenca periodontal pela semelhanca do seu periodonto com o do

homem, tendo como divergéncia apenas a presenca da queratinizacdo do epitélio sulcular.

O presente estudo apoiou-se no modelo de inducdo da doenga periodontal proposto por
Johnson (1975), através da colocagdo de um fio de algoddo ao redor dos molares de ratos.
Segundo o modelo proposto por Johnson, a ligadura favorece o acumulo bacteriano
desenvolvendo dessa forma, a doenca periodontal. Observamos no presente estudo que este
modelo foi eficiente na inducdo da doenca periodontal experimental, pois a ligadura induziu a
formacdo de placa bacteriana e uma resposta inflamatoria local. A doenca periodontal foi
caracterizada pelos sinais clinicos de inflamacéo gengival, como edema, vermelhidao e perda

da aderéncia do tecido gengival ao dente.

Para todos os parametros avaliados, o grupo RAR apresentou melhores resultados que 0s
do grupo C, porém ndo de forma significativa estatisticamente. Este fato demonstra que a
raspagem e alisamento radicular ndo foi eficaz no tratamento da doenca periodontal nas areas
de furca dos primeiros molares inferiores de ratos. Clinicamente, é provado que a RAR com
instrumentos manuais fornece os melhores resultados para o tratamento da doenca periodontal
(LINDHE et al., 1982). No entanto, diversos fatores podem limitar o sucesso da RAR tais como
concavidades radiculares, apinhamento dentério, areas profundas, zonas de bifurcacdo que
dificultam o acesso dos instrumentos manuais na bolsa periodontal. Devidos a estes fatores
anatdmicos limitantes, terapias adjuvantes ao tratamento convencional tém sido propostas
(ALMEIDA et al., 2008).

Uma das terapias periodontais alternativas ao tratamento periodontal ndo cirurgico seria
0 uso de antibidticos sistémicos, porém com algumas desvantagens e dentre elas a de causar o
aparecimento de cepas bacterianas resistentes (GAD et al., 2004; KLEINFELDER et al., 1999;
USACHEVA et al., 2001; WAINWRIGHT, 1998). Desta forma o uso de agentes locais como
a DOX e o LBI seriam alternativas adjuvantes a raspagem e alisamento radicular para o
tratamento da doenca periodontal, tendo como vantagens o fato de poder atingir altas

concentragdes quando comparados com o0s antibioticos de uso sistémico; sua aplicacdo
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profissional independe da adesdo e colaboragdo dos pacientes; ndo estdo relacionados a eventos
adversos relevantes, sobre tudo no trato gastrintestinal ou no aparelho geniturinario
(SACHDEVA et al., 2018).

No presente estudo, o uso adjuvante da DOX com a RAR, demonstrou sistemicamente
que houve uma menor concentracdo de proteina C4 no grupo DOX comparado ao grupo C em
todos os periodos experimentais e ao grupo RAR nos periodos de 15 e 30 dias. Em relagdo a
avaliacdo local através da analise radiogréfica, observamos que houve uma menor perda éssea
no grupo DOX comparado aos grupos C e RAR em todos os periodos experimentais.
Reforcando os nossos resultados, trabalhos mostram que a DOX apresenta eficacia conhecida
contra periodontopatégenos, como aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa),
porphyromonas gingivalis (Pg) e tannerella forsythia (Tf) e eficacia clinica na modulag&o dos
sinais clinicos da periodontite (HYUN et al., 2014; POLSON et al., 1996). Estes fatores podem
ser atribuidos aos efeitos locais da DOX, como inibi¢cdo de MMPs (colagenase e gelatinase) e
promocdo de um impacto positivo no processo de reparo ésseo, além de efeitos anti-
inflamatorios, devido a sua capacidade de suprimir os leucdcitos polimorfonucleares, por sua
acao de limpeza ou bloqueando prostaglandina E2 (GAMAL et al., 2013; HOLMES et al., 2004,
PARK, 2011, KHANDAN et al., 2015). Um outro fator importante € a forma da DOX utilizada,
pois autores afirmaram que o gel de doxiciclina € capaz de manter-se no sitio subgengival por
um periodo minimo de dez dias, e dessa forma seu mecanismo de acéo reduziu o volume do
FCG e do TGF-b-1, comprovados com a melhora dos sinais clinicos da inflamacéo, diminuicdo

da profundidade de sondagem e ganho clinico de insercdo (KIM et al., 2004).

Na avaliacdo sisttmica a concentracdo de Alfa-1-glicoproteina 4acida foi
significativamente menor no grupo LBI comparado aos grupos C, RAR e DOX aos 15 e 30 dias
e a C3 em todos os periodos experimentais. Localmente os resultados histoldgicos
demonstraram que os animais do grupo LBI nos periodos de 7 e 15 dias, apresentaram o tecido
conjuntivo bem desenvolvido com moderado nimero de fibroblastos, discreto infiltrado
inflamatdrio crénico e tecido 6sseo moderadamente desenvolvido. Aos 30 dias, o ligamento
periodontal se apresentava integro, organizado e com fibras colagenas paralelas entre si. O
tecido conjuntivo apresentou-se bem desenvolvido, integro e com auséncia de infiltrado
inflamatdrio. Além disso, uma menor perda éssea na regido de furca e um menor nimero de
células TRAP positivas foram encontradas comparado ao grupo C em todos os periodos
experimentais. Uma possivel explicacdo para estes resultados, deve-se ao fato da fonte de luz

utilizada ser o laser em baixa intensidade. Autores tém mostrado que a utilizacéo desta fonte de
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luz inibe a producdo de mediadores inflamatorios por células do ligamento periodontal,
favorece a quimiotaxia celular, como relatado por Saito et al. (1991) e Houreld et al. 2007,
promove vasodilatacao e angiogénese local e desta forma poderia haver um aumento na difusao
de oxigénio no tecido, favorecendo o processo de reparo, pois, a secre¢do do colageno pelos
fibroblastos no espaco extracelular ocorre somente na presenca de altas taxas de pressédo de
oxigénio (AL-WATBAN et al., 1997; REENSTRA et al., 2001). E importante destacar que essa
acao biomoduladora acontece em funcdo do aumento da producéo de ATP, que é gerada pela
aplicacdo do laser de baixa poténcia e, conseqiientemente, do aumento da velocidade da mitose.
No caso da acdo anti-inflamatéria, isso acontece porque a irradiacdo provoca 0 aumento da
degranulagcdo dos mastdcitos, o que, por sua vez, ocasiona 0 aumento da quantidade de
histamina, provocando alteracGes circulatérias locais como a vasodilatacdo e 0 aumento da

permeabilidade vascular (LUI et al., 2011).

A associacdo da DOX e LBI demonstraram sistemicamente uma menor concentracao de
Alfa-1-glicoproteina acida e C3 comparado a todos os outros grupos em todos os periodos
experimentais, e para 0 C4 aos 15 e 30 dias. Além disso, o grupo DOX+LBI apresentou
localmente, nos periodos de 7 e 15 dias, um tecido conjuntivo desenvolvido com moderado
namero de fibroblastos, discreto infiltrado inflamatorio crénico e tecido 6sseo moderadamente
desenvolvido. Aos 30 dias, o ligamento periodontal estava integro, organizado e com fibras
colagenas paralelas entre si. O tecido conjuntivo apresentou-se bem desenvolvido, integro e
com auséncia de infiltrado inflamatério. Estes resultados mostram que a raspagem e 0
alisamento radicular, DOX e LBI geraram efeitos positivos no tratamento da doenca
periodontal. A DOX por sua a¢do no condicionamento da dentina poderia permitir a ligacdo de
fibrina, favorecendo a formagdo de uma nova fixacdo e promovendo também a insercdo de
fibroblastos a superficie radicular, resultando no aumento da producéo de colageno, do 0sso e
da reparacéo periodontal (KHANDAN et al., 2015). Por outro lado, o LBI atuaria na modulagéo
dos processos bioldgicos, como a aceleracdo do reparo tecidual, a diminuigdo da dor e da
inflamacéo, e a ativacédo de células do sistema imune (CERDEIRA et al., 2016; ESLAMIPOUR;
MOTAMEDIAN; BAGHERI, 2017; HEIDARI et al., 2017).

Na analise imunoistoquimica qualitativa, os animais do grupo DOX+LBI, demonstraram
uma tendéncia em apresentar uma menor imunorreatividade para RANK-L e TRAP aos 7 dias
e consideravel imunorreatividade para OPG aos 15 dias pds-tratamentos locais. Uma possivel
explicacdo para esses resultados é o fato da DOX funcionar impedindo a reabsorcdo 6ssea de

forma direta, induzindo a apoptose dos osteoclastos e indireta, inibindo o receptor ativador do
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fator nuclear kappa beta Ligante (RANK-L) na osteoclastogénese. Além disso, favorece a
formacdo de tecido 6sseo pela ativagcdo dos osteoblastos (GAMAL et al., 2013; HOLMES et
al., 2004, PARK, 2011, KHANDAN et al., 2015).

Na andlise da perda dssea local entre os grupos, observou-se uma perda Ossea
significativamente menor no grupo DOX+LBI comparado aos grupos C, RAR e DOX em todos
0s periodos experimentais e um numero significativamente menor de células TRAP positivas
no grupo DOX+LBI comparado aos outros grupos, em todos os periodos experimentais. Esses
resultados mostram que o tratamento no grupo DOX+LBI teve efeitos de inibicdo sobre o
receptor RANK e seu ligante, evidenciados pela diminuicdo da atividade osteoclastogénica e,
em consequéncia da ndo dimerizacdo do RANK, também uma inibicdo para a formacao de
células multinucleadas TRAP positivas que sdo expressas principalmente em osteoclastos, 0
que explica a perda éssea significativamente menor nesse grupo (SUDA et al., 1999; KANEDA
et al., 2000; IWAMOTO et al., 2004).

O mecanismo de reabsor¢do Ossea tem sido caracterizado pela acdo das moléculas
RANK-L e OPG. O RANK-L ¢é preferencialmente expresso em células pré-osteoblasticas e
osteoblastos, enquanto seu receptor especifico RANK, é expresso em osteoclastos progenitores.
A ligacdo entre ambos permite uma dimerizagdo da RANK, ocasionando a diferenciagdo e
ativacdo dos osteoclastos 0 que ocasiona a formacdo de uma célula multinucleada TRAP
positiva (IWAMOTO et al., 2004). Por outro lado, a OPG € produzida por células blasticas e é
considerada um receptor para RANK-L (THEOLEYRE et al., 2004). A ligacdo da OPG a
RANK-L, impede e blogqueia a sua ligagdo com o RANK interferindo negativamente com a
funcdo de osteoclastogenese (PACIFICI, 2010). A Inibicdo funcional de RANK-L via ligacédo

com a OPG, reduz a destruicdo alveolar como relatado por Teng et al. (2000).

Os nossos resultados mostraram que as imunorreatividades para RANK-L e a TRAP
foram mais bem evidenciadas nos periodos de 7 e 15 dias, enquanto que a imunorreatividade a
OPG foi consideravel aos 15 dias principalmente nos animais dos grupos C e RAR. Isto
provavelmente ocorreu porque a RANK-L exerceu um importante papel para a diferenciacao
osteoclastica e agiu como fator de sobrevivéncia de precursores osteoclasticos e pré-
reabsortivos, enquanto que a OPG atuou como um agente protetor inibindo a diferenciacéo
clastica (LACEY et al., 1998). Estes achados estdo de acordo com nossos resultados
histologicos que mostram uma maior perda 6ssea nos periodos iniciais nos animais dos grupos

C e RAR. Resultados semelhantes foram encontrados nos trabalhos de Theodoro et al. (2017)
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e Belinello-Souza et al. (2017), que ao introduzirem um determinado tratamento para ratos com
doenca periodontal experimentalmente induzida por ligadura, obtiveram resultados positivos
em relacao aos niveis de reabsorcdo 6ssea e uma menor imunomarcacdo para RANK-L e TRAP

e, assim como uma imunomarcacao mais expressiva para OPG.

Atualmente tem se estudado a correlacao entre a satide bucal e a saide geral dos pacientes.
O desafio é entender os seus mecanismos bioldgicos e os efeitos que o tratamento periodontal
pode ter na condicdo sisttmica dos individuos e como isso, poder incorporar estes
conhecimentos na pratica clinica (HAJISHENGALLIS et al., 2019). Ap6s os tratamentos
locais, observou-se que ocorreu uma correlacdo positiva entre os valores sistémicos das
proteinas Alfa-1-glicoproteina acida, C3 e C4, com os valores locais das areas de perda 6ssea e
namero de células TRAP positivas na regido de furca, dos primeiros molares inferiores
esquerdos que receberam a inducdo da periodontite. A medida que houve uma diminuicao das
proteinas, ocorreu também uma diminuicdo da area de perda 6ssea e do numero de células
TRAP positivas. Corroborando com estes resultados, Rasperini et al. (2019), avaliou os efeitos
de um suplemento alimentar sobre pardmetros clinicos periodontais e marcadores inflamatorios
sisttmicos em pacientes com periodontite cronica grave. O desbridamento supragengival foi
realizado e parametros clinicos periodontais foram monitorados e correlacionados com proteina
C-reativa sérica (PCR) e metaloproteinase de matriz. A anélise longitudinal revelou que os
niveis de MMP-8 e 9 diminuiram com o tempo. A correlacdo entre o sangramento gengival e 0
nivel de MMP-8 em ambos os grupos foi significativa. Apesar de autores sugerirem uma
associacdo entre o tratamento local da doenca periodontal e patologias sistémicas, como
relatado por Li e Xu (2018), outros autores, como no trabalho de Joshi et al. (2019), ndo
encontraram esta correlagdo. Assim, ainda que o melhor conselho continue a ser o incentivo a
prevencdo, salienta-se a necessidade de realizar mais estudos, eventualmente de intervencéo,
para esclarecer e determinar qual a real associagéo entre a Doenca Periodontal e os impactos do

seu tratamento sobre as alteracfes sistémicas.

Para finalizar, podemos citar como limita¢éo do presente estudo, o fato do mesmo ter sido
feito em ratos, pois a busca do entendimento dos fatores etiolégicos, mecanismos e tratamento
das doencas periodontais usando outras espécies animais como modelos, traz também a dificil
tarefa de extrapolar os resultados do estudo para os seres humanos. Contudo, o fato de
padronizarmos os procedimentos de forma rigorosa foi de suma importancia para proporcionar

um avango mais confidvel do conhecimento.
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7 CONCLUSAO

Dentro dos limites deste estudo, podemos concluir que a associagcdo da doxiciclina ao
laser de baixa intensidade, adjuvantes a raspagem e alisamento radicular, foram efetivos, tanto

sistemicamente como localmente, no tratamento da doenca periodontal induzida em ratos.
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