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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia do laser em baixa intensidade (LLLT)
como coadjuvante ao tratamento ndo cirurgico da doenga periodontal (DP) experimentalmente
induzida em ratos tratados ou ndo com Sinvastatina. Setenta e oito ratos foram divididos em 2
grupos de 36 animais cada. Os do Grupo Controle (C) receberam administragdo via oral de
polietileno glicol 400; os do Grupo Sinvastatina (S) receberam administracdo via oral de
Sinvastatina, realizada uma vez ao dia ¢ iniciadas 1 dia antes da indu¢ao da DP, continuando
pos tratamento periodontal até os respectivos periodos de eutanasias. A DP foi induzida
através da colocacdo de ligadura com fio de algodao na regido dento - gengival. Apds 7 dias
da indugdo, a ligadura foi removida e, os animais dos grupos C e S foram divididos em
subgrupos de acordo com os seguintes tratamentos locais: Raspagem, alisamento radicular e
irrigacdo com soro fisiologico (R); R seguido da aplicagdo do LLLT (GaAlAs, 660 nm, 4J)
(RL). Seis animais de cada subgrupo foram eutanasiados aos 7, 15 e 30 dias pds-tratamentos
locais. Amostras de bidpsias gengivais da regido com ligadura foram processadas para
mensuracao de danos oxidativos teciduais, analisando o teor do tripeptideo glutationa (GSH) e
malondialdeido (MDA), produto final da lipoperoxidag¢ao, através de cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) e, a ocorréncia de proteinas carboniladas (CPO), estimada através de
reagdo com dinitrofenilhidrazina. As mandibulas foram seccionadas para analise radiografica.
O efeito antioxidante da Sinvastatina foi melhor observado na mensuracao dos niveis de
glutationa reduzida (GSH). O malondialdeido (MDA) nao funcionou como um bom marcador
de estresse oxidativo neste modelo experimental, o teor de proteinas carboniladas (CPO)
aumentaram significativamente (p<0,05) no grupo controle. Além disso, observou-se na
andlise radiografica que a associacdo com laserterapia diminui (p<0,01) o nivel de perda dssea
na superficie mesial dos dentes com periodontite experimental. Dentro dos limites deste
estudo, pode-se concluir que o RL e a Sinvastatina foram efetivos como tratamentos
coadjuvantes a R, protegendo a ocorréncia de danos oxidativo teciduais, e reduzindo a perda

6ssea em periodontite experimentalmente induzida em ratos.

Palavras-chaves: Periodontite. Estresse Oxidativo. Perda Ossea Alveolar. Sinvastatina. Lasers.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the influence of low intensity laser (LLLT) as an
adjunct to non-surgical treatment of periodontal disease (PD) experimentally induced in rats
treated or not with simvastatin. Seventy-eight rats were divided into 2 groups of 36 animals
each. Control group (C) received oral administration of polyethylene glycol 400, whiles
sinvastatin group (S) received oral administration of sinvastatin. Both treatments started once
a day before the induction of DP, continuing until respective periods of euthanasia. The DP
was induced by placing cotton ligature in the supragingival region. After 7 days, the ligature
was removed, the animals from both groups were divided into subgroups according to the
following local treatments: Scaling and root planning (SRP) and irrigation with saline (R); R
followed by application of LLLT (GaAlAs, 660 nm, 4J) (RL). Six animals of each group were
euthanized at 7, 15 and 30 days post treatment. Samples of gingival tissues from ligature
regions were processed for measurement of oxidative tissue damage by analyzing the content
of the tripeptide glutathione (GSH) and malondialdehyde (MDA), the end product of
lipoperoxidation by means of high performance liquid chromatography (HPLC), and the
occurrence of protein carbonyls content (PCO), estimated by reaction with
dinitrophenylhydrazine. The mandibles were sectioned for radiographic analysis. The
antioxidant effect of Simvastatin was best observed in the measurement of reduced
glutathione (GSH) levels. The malondialdehyde (MDA) does not work as a good marker of
oxidative stress in this experimental model, the content of carbonylated protein (PCO)
increased significantly (p <0,05) in the control group. In addition, it was observed during
radiographic analysis that combination with laser therapy decreases (p <0,01) the bone loss
level on the mesial surface of teeth with experimental periodontitis. Restricted to these
experimental conditions, the results pointed out to major efficacy of RL and simvastatin
concerning to minimize oxidative damage to gingival tissue, and to reducing periodontitis-

associated bone loss in rats.

Keywords: Periodontitis. Oxidative Stress. Alveolar Bone Loss. Simvastatin. Lasers.
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1 INTRODUCAO”

A doencga periodontal ¢ o resultado da destruicdo dos tecidos de suporte do
elemento dental pela acdo local de microrganismos periodontopatégenos. Esses
microrganismos liberam substancias que agridem diretamente os tecidos periodontais e
induzem a destruicdo tecidual por respostas inflamatérias e imunoldgicas do proprio
hospedeiro (KAMMA; SLOTS, 2003; BREIVK et al., 2006).

As primeiras células de defesa que migram para o sitio inflamatdrio sdo os
neutrdfilos, que t€ém como principal funcdo realizar a fagocitose dos microrganismos. A
medida que o processo de fagocitose ocorre, pode-se evidenciar uma série de alteragdes
metabolicas no interior do neutr6filo, como aumento do metabolismo glicolitico e do
consumo de oxigénio. Além disso, evidencia-se a produ¢do de diversas espécies reativas
de oxigénio e/ou nitrogénio, bem como a degranula¢do lisossdmica e a ativacdo de
isoformas de metaloproteinases de matriz. Entretanto, alguns desses constituintes
podem escapar do fagolisossomo e, desencadear a destruicao dos tecidos de suporte do
elemento dentario (LINDHE et al., 2010).

O tratamento da doenca periodontal baseia-se na eliminacdo da microbiota
subgengival patogénica pela raspagem e alisamento radicular (RAR) (LISTGARTEN,
1975; KALDAHL et al., 1993). Entretanto, a terapia mecanica utilizada isoladamente
pode ser falha na eliminacao de bactérias patogénicas por localizarem-se no interior dos
tecidos moles, duros ou em d4reas inacessiveis aos instrumentos periodontais, como
areas de furca e depressdes radiculares (ADRIAENS et al., 1988; MATIA et al., 1986).

Devido a essas limitagdes, métodos coadjuvantes que promovam a eliminagao de
patogenos periodontais t€ém despertado o interesse de pesquisadores que consideram o
uso de antibidticos ou antissépticos efetivos no tratamento periodontal (RAMS; SLOTS,
1996). Por outro lado, a literatura evidencia também pesquisas que demonstram a
selecdo e resisténcia bacteriana promovida pelo uso indiscriminado de antimicrobianos
na terapéutica periodontal (GAD et al., 2004; KOMERIK, 2003).

Desde 1992, o uso dos lasers para o tratamento da doenga periodontal tem sido
relatado (MIDDA, 1992; COBB, 2006). Os lasers em baixa intensidade (LBI) mais
utilizados em odontologia sdo os de diodo de arseneto de galio-aluminio (GaAlAs)
(RIBEIRO, 2000). Esses lasers foram concebidos com o objetivo de promover redugdo

bacteriana e debridamento sulcular, a fim de desinfetar as bolsas periodontais

" Normas segundo o Manual de normatizagdo para elaboragdo de trabalhos académicos, dissertacdes e
teses da UNIFAL-MG.
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(ANDREANA, 2005; CASTRO et al.,, 2006) devido as limitagdes relacionadas ao
tratamento convencional de RAR. Mas também destacam-se as fun¢des de alterar niveis
de ATP celular, favorecer a liberacdo de fatores de crescimento, estimulo de
fibroblastos na sintese de fibras coldgenas mais organizadas, favorecendo o processo de
reparacao tecidual (POSTEN et al., 2005).

Considerando o papel proeminente do hospedeiro como principal componente da
destrui¢do de tecidos moles e duros vista na periodontite, estratégias terapéuticas, como
a modulagdo farmacologica da resposta do hospedeiro, tém se sobressaido como uma
nova abordagem de tratamento (BUDUNELI et al., 2007).

As estatinas sdo drogas utilizadas no controle de dislipemia (JUNQUEIRA et al.,
2002; KRONMANN et al., 2007). Todavia, além desta fun¢ao hipolipemiante, algumas
estatina, como a Sinvastatina, destacam-se por outros efeitos secundarios, incluindo
antiinflamatério (NICHOLLS et al., 2006), imunomodulatério, antioxidante, bem como
a promocao da angiogénese e aumento da diferenciacdo dos osteoblastos, induzindo a
formagdo 6ssea (MUNDY et al., 1999; CUNHA-CRUZ et al., 2006). Tais propriedades
oferecem grande potencial para estatinas modificarem o curso de doengas inflamatorias
cronicas (BARSANTE et al.,, 2005), dentre as quais podem ser incluidas as

periodontites.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Na revisao de literatura serdo abordados topicos referentes ao assunto em estudo.

2.1 ETIOLOGIA E PATOGENESE DA DOENCA PERIODONTAL

A doenca periodontal (DP) ¢ o resultado da destruicao dos tecidos de suporte do
elemento dental, resultante do acimulo de biofilme dental. A sua evolugdo estd ligada
ao acumulo do biofilme dental e a a¢do do sistema imunoldgico sobre os tecidos
periodontais (KAMMA; SLOTS, 2003).

A principal causa da DP s3o os microrganismos periodontopatégenos,
principalmente bactérias gram-negativas (PETERSEN; OGAWA, 2005) que compdem
o biofilme dental. Essas bactérias liberam substincias, como toxinas, enzimas ¢
metabolitos que agridem diretamente os tecidos periodontais, e apresentam papel
importante na iniciagdo do processo inflamatorio presente na DP (LISTGARTEN,
1987).

A reacdo inflamatdria associada a essa patologia pode danificar as estruturas
conjuntivas, incluindo o osso alveolar, levando a perda dental (LINDHE; NYMAN,
1987). Multiplas espécies microbianas contribuem para o inicio da progressdo da DP,
entretanto apenas uma minoria pode ser associada como agente etiolégico da mesma;
dentre elas, destacam-se  Porphyromonas  gingivalis, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans e Tannerella forsythia (TANNER et al., 1984; MACHTEI et
al., 1999).

A primeira barreira de prote¢cdo que os microrganismos encontram nos tecidos
periodontais sdo os neutrofilos. Eles sdo os responsaveis pela eliminagdo, através da
fagocitose, dos microrganismos que conseguiram penetrar a barreira do epitélio
juncional. No entanto, estes sdo capazes de produzir uma variedade de substancias que,
direta ou indiretamente, prejudicam os tecidos; dentre elas, ha algumas proteases que
digerem colageno, elastina, tecidos epiteliais e conjuntivo, com destaque para a protease
Arg-1, produzida pela Porphyromonas gingivalis, que degrada anticorpos e
componentes do complemento (ADUSE-OPOKU et al., 1995). Outra protease, a

leucotoxina, produzida pelo Aggregatibacter actinomycetemcomitans, tem um papel de
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destruicdo dos leucdcitos (GILLESPIE et al., 1993). Contudo, o efeito mais pode ser a
propria resposta inata, inflamatoria e imune do hospedeiro contra moléculas estranhas e

antigenos presentes nas bactérias (LINDHE; LANG; KARRING, 2010).

2.2 PERIODONTITE EXPERIMENTAL

O estudo da doenca periodontal em humanos tem suas limitacdes devido a
grande variacdo que pode ocorrer de um individuo para outro ou até mesmo no proprio
individuo, ja que a gravidade dessa lesdo pode variar de dente para dente, e, em um
mesmo dente, de uma superficie para outra (LINDHE; LANG; KARRING, 2010).
Dessa forma, trabalhos tém utilizado animais para avaliar a patogénese e as
modalidades terap€uticas possiveis em relacdo a DP (LISTGARTEN, 1975), tais como
o modelo em primatas (HEIJL et al., 1976), cdes (SCHROEDER; LINDHE, 1975) e
roedores (JOHNSON, 1975; GALVAO et al., 2003).

As principais vantagens da utilizagdo do rato (Rattus novergicus) como modelo
para a DP experimental sdo custo reduzido para sua obtencao e facil manuseio, podendo
ser criados em condi¢des germ-free, bem como podem ser utilizadas linhagens
procriadas em condi¢des de imunodeficiéncia (KLAUSEN, 1991). Além disso, nesse
modelo de estudo os resultados sdo mais previsiveis no sentido de que a doenga a ser
estudada ¢ reproduzida com um alto grau de confiabilidade (FRENKEL, 1969), pois
existe muita semelhanca com o homem em relagdo a anatomia periodontal,
desenvolvimento e composi¢cdo do biofilme bacteriano, histopatologia das lesdes
periodontais e imunologia bésica.

Os ratos possuem um incisivo e trés molares por hemiarcada. No entanto, os
incisivos apresentam crescimento continuo, sendo os molares os de escolha para
utilizagdo em periodontite experimental, por apresentarem estrutura e organizacdo dos
tecidos periodontais semelhantes aos humanos. A tnica diferenga ¢ o epitélio sulcular
gengival, que apresenta-se queratinizado nesses animais (PAGE; SCHROEDER, 1982).
Segundo Takata et al. (1988), os metabolitos do biofilme dento bacteriano colocados no
sulco gengival penetram no tecido conjuntivo via epitélio juncional, descartando a
importancia da queratinizagdo do epitélio sulcular nesses animais.

Os ratos apresentam a caracteristica de erupgdo passiva dos dentes para

compensar a atricdo das superficies oclusais com aumento da idade dos animais, além
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de haver uma migragdo distal desses dentes e, com isso, uma continua remodelagdo
6ssea alveolar. No entanto, a distancia entre a jungdo cemento-esmalte e a crista Ossea
alveolar permanece constante em ratos livres de doenga periodontal (KLAUSEN, 1991).

O método de inducdo de periodontite nesses animais pode ser por meio de
manipulagdo dietética (SALLAY et al.,, 1984; KLAUSEN, 1991), da inoculagdo
experimental de microrganismos periodontopatogénicos ou de seus produtos (FIEHN;
KLAUSEN; EVANS, 1992) e, ainda, a mais utilizada, que consiste na coloca¢do de
ligaduras de fio de algoddo ou seda ao redor da regido cervical dos molares, a nivel da
margem gengival e dentro do sulco gengival, permitindo o acimulo de biofilme
bacteriano, provocando consequentemente a inflamagdo gengival (JOHNSON, 1975;
KARA et al., 2013).

O tempo de indug¢do da doenca tem variado. Johnson (1975) observou
histologicamente um pico de reabsor¢do da crista Ossea alveolar aos 17 dias apos a
colocacdo de ligaduras nos primeiros molares inferiores. Ja Sallay et al. (1982)
demonstraram que, com 9 dias, observava-se inflama¢do aguda, sequestro 0sseo e
destrui¢do da crista 6ssea, sendo de origem bacteriana.

Em 2000, Bezerra et al. observaram que a perda dssea alveolar em modelo de
periodontite experimental em ratos mostrava-se evidente apos o 4° dia de indugdo da
doenca, alcangando pico maximo ao 7° dia, persistindo inalterado at¢ o 11° dia.
Samejima et al. (1990), demonstraram que a ligadura ¢ um meio de implantagcdo da
Eikenlla corrodens na cavidade bucal dos ratos e que a mesma causa reabsor¢do Ossea
nesse modelo animal.

Com relagdo aos dentes que ndo recebem ligadura, estes apresentam um quadro
de inflamacao subclinica, o que ¢ normal, pois ndo € possivel eliminar todos os agentes
irritantes da cavidade bucal (SAMEJIMA et al., 1990; GALVAO et al., 2003).

Os aspectos clinicos e histologicos da periodontite experimental em ratos
também sdo semelhantes aos humanos, onde se observa acumulo de placa, achatamento
e deslocamento da margem gengival, aumento da proliferacdo do epitélio para o tecido
conjuntivo subjacente, infiltrado inflamatdrio celular, principalmente de mononucleares,
migra¢ado apical do epitélio juncional, reabsor¢do da crista dssea alveolar e regido inter-
radicular, reabsor¢ao de cemento ¢ dentina (KLAUSEN, 1991, BEZERRA et al., 2000).

Assim, estudos em ratos tém contribuido enormemente em varias areas da

periodontia, incluindo estrutura tecidual, regeneragdo, reagdes a drogas, bem como a
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utilizagdo em estudos de patogenicidade, estudos imunoldgicos e de imunizagdo

(PAGE; SCHROEDER, 1982; MATTIA et al., 1986; KLAUSEN, 1991).

2.3 DOENCA PERIODONTAL E ESTRESSE OXIDATIVO

A descrigdo de espécies quimicas na forma de radicais livres ocorreu no ano de
1900. Entretanto, reacdes envolvendo radicais livres no meio biolégico foram
consideradas de importancia ap6s 1940, com a introdug@o de técnicas que permitiam a
detecgdo destes e os estudos da cinética das reacdes envolvendo espécies quimicas de
meia-vida curta (BERGENDI et al., 1999).

As espécies reativas de oxigénio e/ou nitrogénio (ERO/ERN) sdo altamente
reativas e com potencialidade deletéria ao organismo, mas quando produzidas em
pequena quantidade, sdo toleradas e estdo envolvidas em inimeros processos de
sinalizagdo que regulam o crescimento, diferenciagdo, proliferagdo e morte celular.
Assim, o equilibrio entre a formagdo e remocdo dessas espécies reativas no organismo
deve ser regulado, de forma que as reagdes e processos metabolicos dependentes das
mesmas possam ocorrer em um nivel adequado para a manutencdo da fisiologia das
células (CADENAS, 1989; HALLIWELL; GUTTERIDGE , 2007).

Na existéncia de um desequilibrio, as ERO/ERN promovem reagdes com
substratos bioldgicos, podendo ocasionar danos as biomoléculas e, consequentemente,
afetar a saude humana. Esses danos teciduais podem ser por meio da peroxidagdo
lipidica, modificacdo de proteinas celulares e DNA, além de estimularem a liberacdo de
citocinas inflamatérias (RIBEIRO, et al., 2005; NAKAJIMA et al., 2010).

Para evitar essa agdo prejudicial das ERO/ERN, o corpo humano possui
mecanismos de defesa antioxidantes que incluem a ag¢do enzimatica; entre as enzimas,
cita-se a superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (Se-Gpx); ou acdo nao-
enzimatica, pelas vitaminas A, C e E e pela glutationa reduzida (GSH). Através destas,
o organismo mantém a concentracdo de ERO dentro dos limites fisiologicos e, através
do sistema tiorredoxina, regula o nivel de alvos moleculares oxidados (RIBEIRO et al.,
2005).

A GSH ¢ um tripeptidio, (yGlu-Cys-Gli), formado por L-acido glutdmico, L-
cisteina e L-glicina, e constitui o tiol redutor mais abundante no meio intracelular. A

manutengdo de niveis adequados de GSH ¢ feita as custas da atividade da glutationa
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redutase, a qual utiliza equivalentes redutores do NADPH para manter glutationa na
forma reduzida, como substrato para glutationa peroxidase. GSH ¢ um antioxidante e
participa de muitos processos biologicos, como na prote¢do contra radicais livres e
compostos toxicos (SIES, 1999).

O desequilibrio entre ERO/ERN e antioxidantes ¢ definido como estresse
oxidativo. Esse desequilibrio pode ser decorrente do aumento da producdo das
ERO/ERN, redu¢ao da defesa antioxidante ou de ambos (TAKAJIMA et al., 2010).
Alguns autores demonstram que o estresse oxidativo estd associado com a patogénese
de uma série de condigdes patoldgicas, como cancer, artrite reumatoide, aterosclerose,
doenga de Parkinson, e, mais recentemente, tem sido investigado na periodontite
(KARA et al., 2013).

Em um processo inflamatério e/ou infeccioso, como na periodontite, os
leucdcitos polimorfonucleares, principalmente os neutréfilos, sdo as primeiras células a
serem ativadas na defesa do organismo junto com os macréfagos. Essas células
apresentam a fun¢do de eliminar microrganismos invasores e, em seguida, morrem
espontaneamente. Sdo atraidas quimiotaxicamente por células secretoras (mastdcitos e
basofilos), bactérias e outros corpos estranhos para areas de inflamagao. Nesse sitio, os
neutrdfilos fagocitam os microrganismos, recobertos ou ndo com complemento ou
anticorpos especificos, os quais sdo mortos por proteinas citotoxicas derivadas dos
granulos citoplasmaticos ¢ por ERO/ERN (MARUYAMA et al., 2011; KARIM et al.,
2012), tais como anion superoxido (O,*), perdxido de hidrogénio (H»0;), radical
hidroxila (HO¢) e peroxinitrito (ONOO") (CANACKI; CICEK; CANACKI, 2005).

Na inflamagdo, a producdo de ERO/ERN ¢é um processo vital na defesa do
organismo contra agentes estranhos a ele e se inicia quando o fagocito recebe estimulos
para o englobamento do microrganismo, originando uma série de alteragdes metabdlicas
coordenadas, as quais geram um aumento abrupto do consumo de oxigénio,
aproximadamente 30 segundos apds a estimulacdo. A ativacdo do processo de
fagocitose estimula no neutrdéfilo um abrupto aumento da taxa metabolica, referido na
literatura como burst oxidativo ou respiratorio, o qual € caracterizado pelo aumento do
consumo de oxigénio, aumento da glicdlise anaerdbica e geragdo de oxidantes derivados
do oxigénio e do nitrogénio (BABIOR, 1984).

O burst respiratorio ¢ o evento central da fagocitose. Esse mecanismo
microbicida oxidante dos neutrofilos ¢ mediado por um complexo enzimatico, associado

a sua membrana citoplasmatica e & membrana dos granulos especificos, chamado de
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“nicotinamida adenina dinucleotideo reduzido” (NADPH), hoje redenominado sistema
Nox2 (ARNHOLD, 2004).

O burst respiratorio ndo utiliza o O, para a sintese de ATP, através da
respiracdo mitocondrial; este ¢ transformado em metabolitos muito reativos, como
anions superoxido, peroxidos e outras espécies oxidantes que, por apresentarem grande
reatividade com macromoléculas, sdo potencialmente capazes de desencadear efeitos
lesivos (BABIOR, 1984; BRASILEIRO FILHO, 2004).

A evidéncia da ligacdo de estresse oxidativo com a destrui¢do patologica do
tecido conjuntivo durante a DP repousa sobre a presenca e infiltracdo de neutréfilos
como o evento principal na resposta do hospedeiro a invasdo bacteriana. Dentre os
oxidantes produzidos no fagossoma de neutrofilos, o anion superdxido, nos tecidos
periodontais, pode estar envolvido na sinalizacdo de inducdo de reabsor¢do Ossea
(KATSURAGI et al., 2003); o radical hidroxila ¢ extremamente reativo e capaz de
danificar biomoléculas importantes, tais como proteinas, lipideos e acidos nucleicos,
enquanto que o peroxido de hidrogénio € capaz de atravessar membranas, danificando
células adjacentes e ampliando a cascata oxidativa. Com isso, a maioria dos artigos
demonstram que a periodontite estd associada ao aumento da peroxidagdo lipidica
(TONGUC et al., 2011; PANJAMURTHY; MANOHARAN; RAMACHANDRAN,
2005) e de proteinas carboniladas (CANACKI et al., 2006; KONOPKA et al., 2007),
além da diminuic¢ao dos antioxidantes, como GSH (TONGUC et al., 2011; KARA et al.,
2013). Ainda existem evidéncias da diminui¢do de injurias oxidativas e de alteragdes no
sistema antioxidante apds tratamento periodontal (KIM et al.,, 2010; KARA et al.,
2013).

2.4 METODOS COADJUVANTES NO TRATAMENTO DA PERIODONTITE

O tratamento da doenca periodontal baseia-se na eliminacdo da microbiota
subgengival patogénica pela raspagem e alisamento radicular (RAR) (KALDAHL et al.
1993; LISTGARTEN, 1975). Entretanto, a terapia mecanica utilizada isoladamente
pode ser falha na eliminacao de bactérias patogénicas por localizarem-se no interior dos
tecidos moles, duros ou em d4reas inacessiveis aos instrumentos periodontais, como
areas de furca e depressdes radiculares (ADRIAENS et al., 1988; BUDUNELI et al.,
2007).
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As estatinas sdo drogas inibidoras da enzima 3 — hidroxi — 3- metil — glutaril -
coenzima A (HMG-CoA) redutase, conduzindo a gestdo da produgdo do colesterol
(JUNQUEIRA et al., 2002; KRONMANN et al., 2007). Dentre as varias estatinas, tem-
se a Sinvastatina, um inibidor da HMG-CoA redutase, que tem sido amplamente
utilizada na pratica clinica, no controle dos niveis de colesterol. Com isso, além de sua
fun¢do hipolipemiante, essa estatina destaca-se por outros efeitos secunddarios, incluindo
anti-inflamatorio (NICHOLLS et al., 2006), imunomodulatério, antioxidante, bem como
a promocao da angiogénese e aumento da diferenciacdo dos osteoblastos, induzindo a
formagdo 6ssea (MUNDY et al., 1999; CUNHA-CRUZ et al., 2006). Tais propriedades
oferecem grande potencial para as estatinas modificarem o curso de doengas
inflamatorias cronicas, dentre as quais podem ser incluidas as periodontites cronicas
(BARSANTE et al., 2005).

Os efeitos secundarios das estatinas estdo intimamente relacionados ao seu grau
de solubilidade. Estatinas lipofilicas apresentam maior potencial osteogénico (IZUMO
et al., 2001), bem como exercem maior influéncia na via regulatéria de mondcitos que
regulam a produ¢do de citocinas, induzindo uma reposta inflamatéria mais controlada
tanto in vivo como in vitro (KIENER et al., 2001).

Mundy et al. (1999) relataram que, dentre as varias estatinas, a Sinvastatina e a
Lovastatina estimulam a formagdo Ossea quando injetadas subcutaneamente sobre a
calvaria de ratos, sendo esse efeito associado ao aumento da expressdo de BMP-2
(proteina 6ssea morfogenética-2) em osteoblastos. Quando administradas por via oral,
estas promoveram aumento do volume de osso esponjoso. Seguindo esse estudo, outros
autores confirmam esse efeito positivo na formagao 6ssea (OHNO et al., 2003). Esse
efeito da estatina poderia ser interessante na regeneragdo de defeitos periodontais,
especialmente a regeneragdo dos tecidos duros (YAZAWA et al., 2005).

Em estudos recentes, os efeitos estimulatorios das estatinas nas células
osteoblasticas e tecido o0sseo tém sido mostrados (CUNHA-CRUZ et al., 2006;
HORIUCHI; MAEDA, 2006). As células do ligamento periodontal sdo relatadas por
serem semelhantes as células de fibroblastos e também as células dos tecidos duros, tais
como osteoblastos ¢ cementoblastos (CUNHA-CRUZ et al.,, 2006; HORIUCHI;
MAEDA, 2006).

Devido a importancia da terapia regenerativa no tratamento periodontal, Yazawa
et al. (2005) investigaram os efeitos da Sinvastatina nas células do ligamento

periodontal, direcionando para a proliferacdo e diferenciagdo de osteoblastos.
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Demonstraram que as baixas concentragdes de Sinvastatina promoveram efeitos
positivos na proliferagdo celular e diferenciacdo osteoblastica de células humanas do
ligamento periodontal; entretanto, quando administrada em alta concentragdo,
apresentou efeito negativo. Portanto, hd mecanismos biologicos plausiveis pelos quais
os usos das estatinas poderiam provocar um impacto benéfico na doenca periodontal
(CUNHA-CRUZ et al., 20006).

Os lasers de baixa intensidade (LBI) também tém sido utilizados como métodos
coadjuvantes no tratamento da doenga periodontal. A palavra /aser corresponde a uma
sigla composta pelas primeiras letras de Light Amplification by Stimulated Emission of
Radiation, a qual significa “amplificagdo da luz por emissdo estimulada de radia¢ao”
(MALUF et al., 2006). E uma forma de radiagdo ndo-ionizante, altamente concentrada,
que em contato com os diferentes tecidos resulta, de acordo com o tipo do laser, em
efeitos fotoquimicos, térmicos e ndo-lineares. A radiagdo laser ndo ¢ invasiva, ¢ muito
bem tolerada pelos tecidos, ndo possui efeitos mutagénicos e pode ser usada
repetidamente, sem riscos (BRUGNERA JUNIOR; PINHEIRO, 1998).

Desde 1992, o uso dos lasers para o tratamento da doenca periodontal tem sido
relatado (MIDDA, 1992; COBB, 1996). Esses lasers foram concebidos com o objetivo
de promover reducdo bacteriana e debridamento sulcular, a fim de desinfetar as bolsas
periodontais (ANDREANA, 2005; CASTRO et al., 2006), devido as limitagdes
relacionadas ao tratamento convencional de RAR.

Os LBI s3o usados com o proposito terapéutico, em virtude das baixas
densidades de energia usada e comprimento de onda capaz de penetrar nos tecidos
(CATAO, 2004).

Os LBI mais utilizados em odontologia sdo os diodos de Arseneto de Galio-
Aluminio (GaAlAs), semicondutores de emissdo continua ou pulsada. O bombeamento
dos lasers semicondutores pode ser realizado de varias maneiras, como excitagcdo
produzida por uma corrente elétrica. Eles apresentam poténcias médias de algumas
centenas de miliwatts; em sua maioria, apresentam emissdo continua ou, em alguns
casos, emitem pulsos curtos e com comprimentos de onda na faixa do vermelho até
infravermelho. Além disso, ¢ sabido que esses comprimentos de onda atingem grande
profundidade de penetragdo nos tecidos, pois a dgua e a hemoglobina oferecem um
baixo coeficiente de absorcdo para esse tipo de radiacao (RIBEIRO, 2000).

A radiacdo laser ¢ apenas uma desencadeadora para a regulacdo do metabolismo

celular, sendo necessarias baixas doses de energia por esse motivo. O efeito sobre a
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célula vai depender do estado fisiologico em que esta se encontra. Os efeitos da
fototerapia com laser em baixa intensidade poderiam ser explicados por um aumento da
proliferacdo de células ou por mudancas na atividade fisiologica de células excitaveis
(KARU, 1989; RIBEIRO, 2000).

A terapia laser, quando utilizada nos tecidos e nas células, ndo ¢ baseada em
aquecimento, ou seja, a energia dos fétons absorvidos ndo sera transformada em calor,
mas em efeitos fotoquimicos, fotofisicos e/ou fotobioldgicos (CATAO, 2004; ROCHA
JUNIOR et al., 2007). Portanto, quando a luz laser interage com as células e tecido na
dose adequada, certas funcdes celulares poderdo ser estimuladas, como estimulagdo de
fotoreceptores na cadeia respiratdria mitocondrial, alteragdes nos niveis de ATP celular,
liberagdo de fatores de crescimento e sintese de colageno (POSTEN et al., 2005).

Os lasers estimulam fibroblastos, colaborando na produgdo de fibras colagenas
mais ordenadas, determinando um melhor padrdo de cicatrizagdo nas lesdes
(BASFORD, 1986).

Autores que estudaram a neoformacdo Odssea sugerem que o efeito
bioestimulante do laser ndo se deve apenas as suas propriedades especificas, mas
também a criacdo de uma série de condigcdes locais que poderiam acelerar a
neoformagdo Ossea ¢ a resolucao de edemas (MALUF et al., 2006).

Lizarelli et al. (1999) avaliaram histologicamente o efeito da irradiagdo com
laser de baixa intensidade, cujo meio ativo era o AsGaAl (790nm, 1,5J/cm2, 20s,
0,03W), na cronologia do reparo alveolar de ratos. Os resultados encontrados mostraram
que a terapia com LBI promove 10% de acelerag@o na formagao 6ssea, na quantidade de
osteoide em alguns periodos do processo regenerativo.

Brugnera Junior e Pinheiro (1998) indicam o uso do LBI no alivio da dor (pelo
fato de aumentar a concentracdo de betaendorfina no liquor cefalorraquidiano), na
reparagdo tecidual (pois ativa o estimulo da proliferagcdo de fibroblastos, com produg¢ado
de fibras elasticas e coldgenas e aumenta a celularidade dos tecidos irradiados,
acelerando o tempo de mitose) e no controle da inflamagdo (devido a aceleracdo da
microcirculagdo, originando as alteracdes na pressdo hidrostatica capilar, com
reabsorc¢ao do edema e eliminacdo do aciimulo de catabdlitos intermediarios).

Estudos tém sugerido a terapia laser como uma forma de tratamento nao
cirargico para a periodontite ou, ainda, como um método coadjuvante aos
procedimentos convencionais de RAR, pois através dele ¢ possivel eliminar o célculo,

criar uma superficie radicular biocompativel (AOKI et al., 2004), além de ajudar a
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reduzir a inflamacdo nas bolsas periodontais, favorecendo a cicatrizagdo das mesmas
(MORITZ et al., 1998).

Um estudo realizado por Garcia et al. (2010) comparou os efeitos do LBI na
periodontite induzida em ratos modificados com dexametasona. Os resultados
mostraram que o LBI utilizado com coadjuvante 8 RAR proporcionou uma menor perda
6ssea. No entanto, alguns trabalhos tém demonstrado ndo existirem diferencas entre o
tratamento convencional e a utilizacdo associada do LBI (MIYAZAKI et al., 2003; LIN
et al, 2011). Essas evidéncias conflitantes podem ser devido as diferengas
metodoldgicas na utilizagdo do laser e dos diferentes parametros de irradiagdo
utilizados.

Segundo De Micheli et al. (2005), em Periodontia o uso da LBI tem sido
vastamente estudado com as seguintes finalidades: acelerar a reparagdo tecidual e
promover redu¢do e/ou morte bacteriana, quando associada ao emprego de corantes

fotossensibilizadores (terapia fotodinamica).



25

3 OBJETIVOS

Os objetivos deste estudo sdo:

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar os efeitos da laserterapia e da Sinvastatina no tratamento da
periodontite experimental em ratos, por meio da analise dos marcadores de estresse
oxidativo e da mensuracdo a distancia entre a unido cemento-esmalte e crista dssea

alveolar, na regido mesial dos primeiros molares inferiores esquerdos.
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4 MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi submetido ¢ aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Alfenas — UNIFAL/MG, seguindo as
normas vigentes adotadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal

(COBEA), sob protocolo 472/2012 (ANEXO A).

4.1 ANIMAIS

No estudo, foram utilizados 78 ratos (Rattus novergicus albinus, Wistar)
machos, pesando aproximadamente de 200 a 250 g, com 2 a 3 meses de vida,
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Alfenas — UNIFAL/MG.
Esses animais foram mantidos em gaiolas plasticas com cinco animais cada uma, sendo
alimentados com ragdo e agua ad libitum. Os ratos foram distribuidos aleatoriamente em
dois grupos: Controle (C) e Sinvastatina (S), com trinta e seis animais cada um. Seis
animais foram mantidos como controle basal, ou seja, nenhum tratamento local ou

sistémico foi realizado.

4.2 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Os animais do Grupo C (n=36) receberam por via oral 0,5 mg/kg de peso
corpdreo de polietilenoglicol 400 (veiculo), e os do grupo S (n=36), 0,5 mg/kg de peso
corporeo de Sinvastatina (MORRIS et al., 2008). As administragdes foram realizadas
diariamente ¢ em dose Unica, iniciadas 24 h antes da indu¢ao da DP (DALCICO et al.,
2013) e mantidas até o final dos respectivos periodos de eutanasias (FIGURA 1).

Os animais foram pesados semanalmente durante todo o periodo experimental
para manutencdo das doses. O preparo da Sinvastatina, obtida em farmacia de
manipulacdo, foi realizado pela dilui¢do em polietilenoglicol, obtendo-se concentragdo

final de 1 mg/mL.



FIGURA 1 — Delineamento do estudo
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Fonte: Da autora.

4.3 INDUCAO DA PERIODONTITE EXPERIMENTAL

Ap6s 24 h do inicio da administrag@o oral, a DP foi experimentalmente induzida.

Realizou-se a anestesia dos animais através de injecdo intramuscular, associando-se 70

mg/kg de Cloridrato de Quetamina (Vetaset — Fort Dodge lowa — EUA) e 6 mg/kg de

Cloridrato de Xilazina (Coopazine — Coopers Sdo Paulo — Brasil). Com o auxilio de

uma pinga modificada, adaptou-se um fio de algoddo nimero 10 (Corrente Algoddo n°

10; Coats Corrente, SP, Brasil) ao redor dos primeiros molares inferiores esquerdos,

mantidos em posi¢ao por meio de nos cirurgicos (JOHNSON, 1975) (FIGURAS 2 a 5).



FIGURA 2 - Animal posicionado
na mesa operatoria

Fonte: Da autora.

FIGURA 4 - Posicionamento do
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FIGURA 3 - Pinga modificada
utilizada para
passagem do fio

Fonte: Da autora.

fio FIGURA 5 - Fio Posicionado

Fonte: Da autora. Fonte: Da autora.

4.4 TRATAMENTO LOCAL

Decorridos 7 dias da indug@o e evolucdo da DP, a ligadura foi removida dos
animais dos Grupos C e S (FIGURA 6). A seguir, os animais foram divididos em
subgrupos de acordo com os tratamentos: raspagem, alisamento radicular e irrigacdo
com 1 mL de soro fisiologico (RAR); raspagem, alisamento radicular e irrigagdo com 1
mL de soro fisioldgico e irradiagdo com laser em baixa intensidade (RAR/LBI), no
primeiro molar inferior esquerdo (FIGURA 7).

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. As
solugdes de soro fisioldgico foram depositadas lentamente no interior da bolsa
periodontal, utilizando-se seringa (1 mL) e agulha para insulina (13 mm x 0,04 mm)

(Becton Dickinson Ind. Cirur. Ltda, Curitiba, PR, Brasil) sem bisel.
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O laser de baixa intensidade utilizado neste estudo foi o de Arseneto de Galio e
Aluminio (AsGaAl) (Bio Laser Onda LBI; Kondortech Equipamentos, Sdo Carlos, SP,
Brasil), com comprimento de onda de 660 nm e poténcia de 30 mW. A irradiagdo laser
foi realizada no modo continuo, em contato com a area e de forma pontual. A luz laser
foi direcionada ao interior da bolsa periodontal em 3 pontos equidistantes na superficie
vestibular e 3 pontos equidistantes na superficie lingual. Cada ponto foi irradiado por 3
segundos, recebendo uma dose pontual de 1,273 J/em?, totalizando 18 segundos de

tempo de exposigdo e dose total de 7,639 J/cm” (FIGURA 8).

FIGURA 6 - Doenga periodontal FIGURA 7 - Raspagem e

apos 7 dias de indugdo alisamento radicular
" ".-, ‘

Fonte: Da autora. Fonte: Da autora.

FIGURA 8 — Aplicagdo do laser

em baixa intensidade
: 1 .‘7 ; O

Fonte: Da autora.

4.5 PERIODOS EXPERIMENTAIS

Seis animais de cada subgrupo experimental foram eutanasiados por

exanguinacdo aos 7, 15 e 30 dias pods-tratamentos locais, para posterior analise dos
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marcadores bioquimicos de estresse oxidativo. As mandibulas foram removidas para
coleta do tecido gengival dos primeiros molares inferiores esquerdos, do lado vestibular,
para analise bioquimica. Além disso, foi coletado, no primeiro molar inferior esquerdo
por vestibular, tecido gengival de animais que ndo receberam nenhum tipo de
tratamento tanto local quanto sistémico com o objetivo de se obter os valores basais
desses marcadores. A seguir, as mandibulas foram seccionadas ao meio e fixadas em
formol tamponado a 10% por um periodo de no minimo 48 horas, para posterior analise

radiografica.

4.6 PREPARO DAS AMOSTRAS GENGIVAIS

Amostras de tecido gengival foram homogeneizadas com tampao fosfato (3 mL,
pH 6,5). O homogenato foi centrifugado a 3500 rpm, por 10 minutos. O sobrenadante

foi separado em aliquotas para posterior analise bioquimica.

4.6.1 Determinacio da concentracio proteica total

As concentracdes proteicas foram determinadas em todas as amostras de
homogeneizados gengivais pelo método de Bradford (1976), utilizando-se albumina

sérica bovina (BSA) como padrao da curva de calibragdo.

4.6.2 Determinacio do tripeptideo glutationa (GSH)

Para a verificagdo de GSH no tecido gengival de ratos, os derivados alquilados
do mBBr dos tecidos foram separados por CLAE (em coluna C-18 (Shim-pack VP-
ODS, 4,6mm x 25cm, Sum, conectada em série com pré-coluna C18 modelo Shim-
pack GVP-ODS, 4,6mm x 10mm), equilibrada com tampao A (etanol 14,2% e acido
acético 0,25% m/v, 1 mL/minuto). Amostras das suspensodes teciduais, derivatizadas
com mBBr, foram injetadas, e a dilui¢ao (tampao A) foi realizada durante 30 minutos.
Em seguida, a coluna foi lavada com tampao B (metanol 90% e acido acético 0,25%)

por 8 minutos e reequilibrada com o tampao A. A determinagao de acido sulfossalicilico
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(padrdo interno de referéncia), cisteina e glutationa reduzida foi realizada pela
comparagdo com o tempo de retencdo de padrdes auténticos (10-200 nmol) através de
detector de fluorescéncia (modelo RF-10AXL), utilizando-se Aexc=394nm e
Aemi=490nm (¢=20 mM'.cm™), ¢ a quantificacio foi feita por analise da integral das
respectivas areas (Software "LC-Solution Multi") (PUNCHARD; KELLY, 1996).

Para padronizagdo do método foi feita uma curva de calibragao usando padrdes
de GSH. Estes padrdes foram preparados conforme o protocolo descrito anteriormente

que tem mBBr como agente derivatizante.

4.6.3 Determinac¢io de malondialdeido (MDA)

Para cada 50uL de homogeneizados gengivais em tampao fosfato pH 7,2,
adicionou-se 250 pL de 4cido fosforico 1,22 M, 450 pL de Agua Mili-Q e 250 pL de
acido tiobarbiturico (TBA) reagente. Apods esse procedimento, agitou-se as aliquotas por
30 segundos, incubou-se a rea¢do por 1 h em banho-maria a 95°C e resfriou-se em
banho de gelo a 4°C. Depois disso, adicionou-se 360 pL de metanol (grau CLAE) e 40
uL de NAOH 1M para 200 uL de amostra, para neutralizar os solutos e precipitar as
proteinas antes de injetar na coluna de CLAE, através de detector de fluorescéncia
(modelo RF-10AXL) utilizando-se Aexc=515nm ¢ Aemi=553nm. (PUNCHARD:;
KELLY, 1996).

Para padronizagdo do método foi feita uma curva de calibragao usando padrdes
de MDA. Estes padrdes foram preparados conforme o protocolo descrito anteriormente

que tem TBA como agente derivatizante.

4.6.4 Determinacio de proteinas carboniladas (CPO)

Para a determinagdo dessas proteinas carboniladas pode-se utilizar 500 pL das
aliquotas em tampdo fosfato pH 7,2, acrescentando-se 500 pL da solugdo 2.4-
dinitrofenilhidrazina 10 uM. Depois, incubar por 1 h e seguir gotejando 500 pL da
solucdo de 4cido tricloroacético (TCA) 20%, até a precipitacdo completa. Acrescentar

500 pL da solugdo Etanol/Acetato de Etila e centrifugar a 2000 rpm, por 10 minutos.
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Descartar o sobrenadante, adicionar novamente 500 puL da solugdo Etanol/Acetato de
Etila e centrifugar. A seguir, descartar o sobrenadante e dissolver o precipitado com
1000 pL de Guanidina 6 M, que devera ser homogeneizada. A taxa de variacdo em
absorvancia foi medida espectrofotometricamente a 370 nm (PUNCHARD; KELLY,
1996).

4.7 TOMADA RADIOGRAFICA E ANALISE DIGITAL

Apos a fixagdo das pecas em solugdo de formol a 10% por 48 horas, os lados
direito e esquerdo da mandibula foram divididos e radiografados.

Sobre uma mesa, a hemimandibula esquerda foi posicionada com a superficie
vestibular voltada para a pelicula radiografica (Dental Intraoral E-Speed Film - Kodak).

A padronizacdo 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 raio X incidindo perpendicularmente ao plano do filme-
objeto, em um angulo de 90° com a superficie da placa optica;

c¢) distancia focal de 30 cm;

d) tempo de exposicao de 0,8 segundos;

As radiografias foram reveladas utilizando-se solu¢des de revelador e fixador
Kodak, pelo método de revelagao 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 mensuragao.
Um examinador cego aos tratamentos realizados e calibrado mediu a distancia da unido
cemento-esmalte a crista Ossea alveolar na superficie mesial dos primeiros molares
inferiores esquerdos pelo tracado de uma linha, sendo essas medidas registradas em
milimetros (mm). Mediu-se trés vezes cada dente e os valores foram as médias
aritméticas destas trés medidas. O mouse era posicionado na regido correspondente a
unido cemento-esmalte. O botdo esquerdo era acionado e arrastado até ao nivel da crista

Ossea alveolar e o programa mensurava a distancia automaticamente.
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4.8 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos dados radiograficos e bioquimcos obtidos foi realizada
pelo programa BioEstat 5.0 (Bioestat Windows 1995 Sonopress. Industria Brasileira,
Manaus, A.M, Brasil). A hipotese de ndo haver diferenga estatisticamente significante
na taxa de perda Ossea na regido mesial dos primeiros molares entre os diferentes
grupos/subgrupos e periodos nos dentes com periodontite induzida foi testada. Apds
andlise da normalidade dos dados pelo teste Shapiro-Wilk, a andlise intra e
intergrupos/subgrupos foi realizada por meio de dois critérios ANOVA com
complementacdo de Bonferroni com p<0,01, no radiografico, e complementagdo por

Tukey com p<0,05, no bioquimico.
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S RESULTADOS

5.1 DOSAGEM DE GSH EM AMOSTRAS GENGIVAIS

Os cromatogramas, representando a corrida cromatografica com o padrio de

GSH e outro com a amostra, podem ser vistos a seguir:

FIGURA 9 — Cromatograma caracteristico de detec¢do de GSH, no padrio, apos
derivatizagcdo com mBBr
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Nota: Nessas condigdes, o tempo de retencdo (RT) deste analito fo1 de 15,5 minutos.
Inserido curva de calibragdo de GSH.
Fonte: Da autora.
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FIGURA 10 — Cromatograma caracteristico de deteccdo de GSH, na amostra, apos
derivatizacdo com mBBr
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Nota: Nessas condigdes, o tempo de retencdo (RT) deste analito foi de 15,5 minutos.
Fonte: Da autora.

Os niveis de GSH sofreram um decréscimo significativo (p<0,05) aos 7 e 15
dias, tanto no grupo C como no da S, em relagdo ao Basal.

Na comparagdo intra-grupo, verificou-se diferenca significante (p<0,05) nos
valores de GSH, entre os periodos de 7, 15 e 30 dias, em ambos os grupos estudados. Ja
na comparacdo entre os tratamentos, o tratamento RAR teve uma diminui¢do maior
(p<0,05) de GSH do que no tratamento RAR/LIB, aos 7 e 30 dias, tanto no grupo C
como no grupo S.

Na andlise intergrupos, observa-se que os valores de GSH no grupo C foi menor
do que no grupo S (p<0,05), tanto no tratamento de RAR como no de RAR/LIB, e em
todos os periodos experimentais (TABELA 1).
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TABELA 1- Efeito da administragcdo oral de sinvastatina sobre o contetido de glutationa
reduzida em amostras gengivais. Periodontite foi induzida por ligadura e
GSH foi doseada através de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada
a  fluorescéncia  (Aexc=394nm;  Aey,i=490nm) apdés reacdo  com

monobromobimano
Grupo Controle
Basal 59,30+8,10
Periodos 7 dias 15 dias 30 dias
Tratamentos
RAR 8,88+3,13 " 15,30+3,30 - 41,90+4,30 "
RAR/LIB 11,30+1,17 16,21+4,13 " 53,45+5,08 7"
Grupo Sinvastatina
Basal 59,30+8,10
Periodos 7 dias 15 dias 30 dias
Tratamentos
RAR 17,22+2,02 26,78+9,02 " 55,472,027
RAR/LIB 23,05+2,14 24,7241,79 64,85+5,17""

Nota: Os resultados estdo expressos como médiat+d.p; n=6. RAR=raspagem, alisamento radicular e
irrigagdo com soro fisioldgico; RAR/LIB=RAR/laser em baixa intensidade.
"Diferenga entre basal e grupos (ANOVA e Tukey, com p<0,05).
" Diferenca entre os periodos, mesmos grupos e tratamentos (ANOVA e Tukey, com p<0,05).
" Diferenga entre os tratamentos, mesmo grupo e periodo (ANOVA e Tukey, com p<0,05).
-Diferenca entre os grupos, mesmo tratamento e periodo (ANOVA e Tukey, com p<0,05).
Fonte: Da autora.

5.2 TEOR DE MDA EM TECIDOS GENGIVAIS

As corridas cromatograficas de padrao e amostra, podem ser vistos a seguir:
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FIGURA 11 — Cromatograma caracteristico de deteccdo de MDA, no padrdo, apos
derivatizacdo com TBA
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Nota: Nessas condigdes, o tempo de retencao (RT) deste analito foi 6,5 minutos.
Inserido curva de calibragdo de MDA.
Fonte: Da autora.

FIGURA 12 — Cromatograma caracteristico de deteccdo de MDA, na amostra, apos
derivatizacdo com TBA
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Nota: Nessas condigdes, o tempo de retencdo (RT) deste analito foi 6,5 minutos.
Fonte: Da autora.

O nivel de MDA que observou aumento significante (p<0,05 ) foi aos 7 dias, do
grupo S, no tratamento de RAR/LIB, com relagdo ao grupo basal.

Nas demais comparagdes, intra e intergrupos, ndo houve diferenga significante

(p>0,05) (TABELA 2).
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TABELA 2- Efeito da Sinvastatina sobre lipoperoxidagdo decorrente de periodontite
induzida. A ocorréncia de danos oxidativos em lipideos foi determinada
por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a fluorescéncia
(Aexc=515nm;  Aemi=553nm) para detec¢do do aduto MDA-4cido

tiobarbitdrico
Grupo Controle
Basal 0,33+0,02"
Periodos 7 dias 15 dias 30 dias
Tratamentos
RAR 0,29+0,17 0,39+0,07 0,61+0,07
RAR/LIB 0,47+0,12 0,48+0,12 0,35+0,09
Grupo Sinvastatina
Basal 0,33+0,02"
Periodos 7 dias 15 dias 30 dias
Tratamentos
RAR 0,51+0,11 0,37+0,06 0,60+0,15
RAR/LIB 0,75+0,09 0,43+0,11 0,40+0,28

Nota: Os resultados estdo expressos como médiat+d.p; n=6. RAR=raspagem, alisamento radicular e
irrigagdo com soro fisiologico; RAR/LIB=RAR/laser em baixa intensidade.
- Diferenca entre basal e grupos (ANOVA e Tukey, com p<0,05).
"Diferenga entre os periodos, mesmos grupos e tratamentos (ANOVA e Tukey, com p<0,05).
"Diferenga entre os tratamentos, mesmo grupo e periodo (ANOVA e Tukey, com p<0,05).
‘Diferenga entre os grupos, mesmo tratamento e periodo (ANOVA e Tukey, com p<0,05).

Fonte: Da autora.

5.3 QUANTIFICACAO DE CPO

Os niveis de CPO tiveram um aumento significativo (p<0,05) com
relacdo ao basal, no tratamento de RAR, grupo C. Ja no grupo S, essa diferenca
significativa (p<0,05) foi observada tanto no tratamento RAR como no RAR/LIB, mas
apenas aos 7 dias.

Na comparagdo intra-grupo, verificou-se diferenca significante (p<0,05) nos
valores de CPO, entre os periodos de 7, 15 e 30 dias, em ambos os grupos estudados. Ja

na comparagdo entre os tratamentos, o tratamento RAR teve um aumento maior
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(p<0,05) das taxas de CPO do que o tratamento RAR/LIB, em todos os periodos
experimentais nos grupos C e S.

Na analise intergrupos, observou-se que os valores de CPO no grupo C foi maior
do que no grupo S (p<0,05); no tratamento RAR, aos 7, 15 e 30 dias. J& no tratamento
RAR/LIB ocorreu o inverso, ou seja, os niveis de CPO foram menores
significativamente (p<0,05) no grupo C em comparagdo ao S, aos 7 e 15 dias, enquanto,
aos 30 dias, o grupo S apresentou novamente os menores niveis de CPO (p<0,05)

(TABELA 3).

TABELA 3- Efeito da sinvastatina em danos oxidativos em proteinas induzidos por
periodontite experimental. O conteudo de carbonilas proteicas foi
determinado em  amostras  gengivais através de  andlise
espectrofotométrica (A=370 nm; £=22.000 M'.cm™)

Grupo Controle

Basal 6,43+1.22"

Periodos 7 dias 15 dias 30 dias
Tratamentos

RAR 71,0+4,3 7 23,1£11.3 7 38,7+4,3 "
RAR/LIB 4,631,111 1,95£0.11 7 2,32+0,19
Grupo Sinvastatina

Basal 6,43+1,22

Periodos 7 dias 15 dias 30 dias
Tratamentos

RAR 12,6+2,14 7" 4,77+1,14 3,99+1,04
RAR/LIB 15,5+1,98 3,38+1,08 1,01£0,01 ™

Nota: Os resultados estdo expressos como médiatd.p; n=6. RAR=raspagem, alisamento radicular e
irrigagdo com soro fisioldgico; RAR/LIB=RAR/laser em baixa intensidade.
- Diferenca entre basal e grupos (ANOVA e Tukey, com p<0,05).
"Diferenga entre os periodos, mesmos grupos e tratamentos (ANOVA e Tukey, com p<0,05).
"Diferenca entre os tratamentos, mesmo grupo e periodo (ANOVA e Tukey, com p<0,05).
‘Diferenga entre os grupos, mesmo tratamento e periodo (ANOVA e Tukey, com p<0,05).
Fonte: Da autora.
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5.4 ANALISE RADIOGRAFICA

Os animais do grupo C apresentaram uma PO significativamente maior (p<0,01)
no tratamento RAR (1,99+0,37mm; 1,76+0,21mm; 1,44+0,22 mm) comparado ao
RAR/LIB, aos 7, 15 e 30 dias (0,62+0,15mm; 0,59+0,12mm; 0,53+0,16mm). Ainda
pode-se observar uma menor PO (p<0,01) aos 30 dias no RAR comparado com o

periodo de 7 dias (1,44%0,22mm; 1,99+0,37mm) (FIGURAS 13 e 14; TABELA 4).

FIGURA 13 - Imagens radiograficas das hemimandibulas dos animais do grupo C que
receberam o tratamento RAR. Periodo de 7, 15 e 30 dias respectivamente

>

Periodo experimental de 7 dias Periodo expnerimental de 15 dias

Periodo experimental de 30 dias

Fonte: Da autora.
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FIGURA 14 - Imagens radiograficas das hemimandibulas dos animais do grupo C que
receberam o tratamento RAR/LIB. Periodo de 7, 15 e 30 dias
respectivamente

Periodo experimental de 7 dias Periodo experimental de 15 dias

~

Periodo experimental de 30 dias

Fonte: Da autora.

J& nos animais do grupo S, ocorreu uma PO significativamente maior (p<0,01)
no tratamento RAR (1,55+0,32mm; 1,45+£0,19mm; 1,35+0,38mm) comparado ao
RAR/LIB (0,52+£0,21mm; 0,51£0,24mm; 0,48+0,31mm), em todos os periodos
experimentais (FIGURAS 15 e 16 e TABELA 4).
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FIGURA 15 - Imagens radiograficas das hemimandibulas dos animais do grupo S que
receberam o tratamento RAR. Periodo de 7, 15 e 30 dias respectivamente
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Fonte: Da autora.
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FIGURA 16 - Imagens radiograficas das hemimandibulas dos animais do grupo S que
receberam o tratamento RAR/LIB, Periodo de 7, 15 e 30 dias
respectivamente

Periodo experimental de 7 dias Periodo experimental de 15 dias

Periodo experimental de 30 dias

Fonte: Da autora.

Na andlise entre os grupos, o tratamento RAR apresentou uma PO
significativamente maior (p<0,01) nos animais do grupo C (1,99+0,37mm) comparado
aos animais do grupo S (1,554+0,32mm), no periodo de 7 dias. No grupo C, o tratamento
RAR (1,99+0,37mm; 1,76+0,21mm; 1,4440,22 mm), em todos os periodos, apresentou
uma maior PO (p<0,01), comparado aos animais do grupo S tratados por RAR/LIB
(0,52+0,21mm; 0,51+0,24mm; 0,48+0,31mm). Além disso, observou-se uma menor PO
no grupo C tratado por RAR/LIB (0,62+0,15mm; 0,59+0,12mm; 0,53+0,16mm) em
relacdo ao tratamento RAR no grupo S (1,55+0,32mm; 1,454+0,19mm; 1,35+0,38mm),
aos 7, 15 e 30 dias (TABELA 4).
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TABELA 4- Médias e desvios padrdes (M+DP) das distancias entre a unido cemento-
esmalte e a crista O0ssea alveolar (mm) na superficie mesial dos primeiros
molares inferiores esquerdos, de acordo com cada grupo, tratamento e

periodo.
Grupo Controle
Periodos 7 dias 15 dias 30 dias
Tratamentos
RAR 1,99+0,37 1,76£0,21" 1,44£0,22 7
RAR/LIB 0,62+0,15 ™ 0,59+0,12 " 0,53+0,16 ~
Grupo Sinvastatina
Periodos 7 dias 15 dias 30 dias
Tratamentos
RAR 1,55+0,32 1,45£0,19 * 1,35£0,38 *
RAR/LIB 0,52+0,21 " 0,51+0,24 " 0,48+0,31 "

Nota: RAR= Raspagem, alisamento radicular e irrigagcdo com soro fisiologico. RAR/LIB= RAR e Laser
em Baixa Intensidade; n=6.
"Diferenga entre os periodos, mesmos grupos e tratamentos (ANOVA e Bonferroni, com p<0,01).
"Diferenca entre os tratamentos, mesmo grupo e periodo (ANOVA e Bonferroni, com p<0,01).
‘Diferenca entre os grupos, mesmo tratamento e periodo (ANOVA e Bonferroni, com p<0,01).
‘Diferenca entre os grupos e tratamentos, mesmo periodo (ANOVA e Bonferroni, com p<0,01).
Fonte: Da autora.
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6 DISCUSSAO

A DP ¢ um processo inflamatorio cronico caracterizado por sangramento
gengival, formacdo de bolsas periodontais e destruicdo dos tecidos periodontais de
sustentacdo, através da liberacdo de lipopolissacarideos e proteases (YAGAN et al.,
2013) das bactérias presentes no biofilme dental, fator etioldégico determinante dessa
alteracdo. Essa inflamagdo tecidual ¢ relacionada com o aumento da liberacdo de ROS
pelos neutrofilos, e também com a ativagdo de varios mediadores inflamatorios, tais
como interleucinas (IL-1B, 6 e 8) e fator de necrose tumoral (TNF-a) (KARA et al,,
2013), o que favorece o desequilibrio da homeostase 6ssea, resultando na destruicao de
tecido Osseo alveolar, aumento da atividade de metaloproteinases de matriz e
degradacdo dos tecidos conjuntivos (CHAPPLE; MATTHEWS, 2007), devido a reagdo
imunologica exacerbada e osteoclastogénese localizada (KUHR et al., 2004).

O tratamento periodontal ¢ direcionado para deter a progressdo de destrui¢ao
dos tecidos de sustentacdo dos dentes, a fim de evitar a perda dentdria. Entretanto,
existem ocorréncias em que a terapia periodontal mecanica ¢ eficaz, o que aponta para a
hipotese de que fatores sist€émicos ainda pouco explorados possam interferir na
progressdo da doenca. Assim, uma possivel suplementacdo com antioxidantes pode ser
uma terapia coadjuvante eficiente.

Estatinas sdo drogas inibidoras da enzima 3 — hidroxi — 3- metil — glutaril -
coenzima A (HMG-CoA) redutase, conduzindo a gestdo da produgdo do colesterol
(JUNQUEIRA et al., 2002; KRONMANN et al., 2007). Dentre as varias estatinas, tem-
se a Sinvastatina, que tem sido amplamente utilizada na prética clinica, no controle dos
niveis de colesterol, apresentando seguranca farmacoldgica comprovada. Com isso,
além de sua funcdo hipolipidémica, essa estatina destaca-se por outros efeitos
secundarios, incluindo o anti-inflamatério (NICHOLLS et al., 2006), o
imunomodulatério, o antioxidante, bem como a promogdo da angiogénese e aumento da
diferenciagdo dos osteoblastos, induzindo a formagdao d6ssea (MUNDY et al., 1999;
CUNHA-CRUZ et al., 2006). Tais propriedades oferecem grande potencial para a
estatina modificar o curso de doengas inflamatoérias cronicas (BARSANTE et al., 2005),
dentre as quais podem ser incluidas as periodontites cronicas.

Ao contrario de outras doencas infecciosas humanas, que ndo possuem

correspondentes em outras espécies, a DP inflamatéria ¢ comum no reino animal.
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Diferentes modelos animais podem ser utilizados para se avaliar a patogénese ou até
mesmo as modalidades terapéuticas possiveis com relacio a doenga periodontal
inflamatoria. O rato (Rattus novergicus) ¢ o animal mais utilizado nesses estudos
(LISTAGARTEN, 1975), devido a semelhan¢a do seu periodonto com o do homem,
tendo como divergéncia apenas a presenca da queratinizacdo do epitélio sulcular
(KLAUSEN, 1991).

O presente estudo apoiou-se no modelo de indugdo da DP proposto por Johnson
(1975), através da colocacdo de um fio de algoddo ao redor da cervical dos molares,
geralmente o primeiro molar superior ou inferior. Segundo o modelo proposto por
Johnson, a ligadura funciona como sitio para a coloniza¢do bacteriana, desenvolvendo
dessa forma a doenca periodontal, sendo esse um método amplamente utilizado
(ALMEIDA et al., 2007, AKMAN et al., 2013; YAGAN et al., 2013). Observamos, no
presente estudo, que esse modelo foi eficiente na inducdo da DP experimental, pois a
ligadura induziu a formag¢do de placa bacteriana e a uma resposta inflamatdria local. A
DP foi caracterizada pelos sinais clinicos de inflamag¢do gengival, como edema,
vermelhiddo e perda da aderéncia do tecido gengival ao dente.

No que diz respeito a perda éssea alveolar, induzida pela ligadura, esta pode
ocorrer devido a ativacdo anormal do sistema imunoldgico do hospedeiro
(TAKAYANAGI, 2005), como resultado entre o desequilibrio de oxidantes e
antioxidantes, em favor de oxidantes ou excesso deles ou ainda, diminui¢do de
antioxidantes, que ocasionardo o estresse oxidativo (KARA et al., 2013).

A associagdo de estresse oxidativo sistémico e doenca periodontal em humanos e
animais experimentais foi explorada em uma revisdo de literatura por Tomofuji et al.
(2009), que citam relatos ligando diretamente a produ¢do de oxidantes nos sitios com
lesdes inflamatdrias periodontais e injurias em varios 0rgaos vitais.

Em animais, a associacdo entre produ¢do de ERO/ERN em sitios de periodontite
induzida estd bem estabelecida. Com uso de um modelo experimental induzido por
aplicacdo topica na gengiva de lipopolisacarideo e de proteases especificas, Tomofuji et
al. (2007) mostraram clara correlagdo entre a gravidade da DP e lesdes oxidativas nos
tecidos hepaticos e na aorta descendente. Este estresse oxidativo pode ser avaliado
através de varias formas, como mensuragao dos niveis de ERO, danos em acidos
nucleicos, proteinas e lipideos, e também deteccdo dos niveis de antioxidantes

(YAGAN et al., 2013; NIKI, 2012).
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Neste contexto, no modelo experimental proposto, avaliou-se a concentracao de
glutationa reduzida (GSH), antioxidante endogeno. Verificou-se que seus niveis
sofreram um decréscimo significativo em relagdo ao grupo basal, caracterizando a
instalagdo de danos oxidativos no modelo proposto, pela redu¢do da concentracdo da
defesa antioxidante do hospedeiro com periodontite experimental, o mesmo observado
por Battino et al. (1999) e Kara et al. (2013). Além disso, foi possivel observar que o
tratamento com Sinvastatina e Laserterapia foram eficientes na prevencdo da
diminui¢do dos valores de GSH (p<0,05).

Outro método muito utilizado na determinagdo da ocorréncia de danos
oxidativos nos tecidos, mediados por ERO, ¢ a mensuracdo dos produtos finais da
peroxidagdo de lipideos, o MDA (YAGAN et al, 2013). Diversos estudos tém
demonstrado uma associagdo entre a periodontite e o aumento do MDA, tanto no fluido
gengival crevicular quanto na saliva e amostras de tecido gengival (KARA et al., 2013;
WEI et al., 2010; TOMOFUII et al., 2009). No presente estudo, encontrou-se diferenca
significante (p<0,05) no grupo S tratado com RAR/LIB aos 7 dias, ndo sendo portanto
um bom marcador de estresse oxidativo. Esse resultado contradiz outros trabalhos
(YAGAN et al., 2013; CARVALHO et al., 2013; KARA et al., 2013), que relatam que a
peroxidagdo lipidica ¢ um exemplo muito frequente de estresse oxidativo na
periodontite induzida, € o seu aumento tem um papel importante na progressao da
destruicdo periodontal (KARA et al, 2013). Esta possivel diferenca pode estar
associada com a metodologia utilizada para detec¢do deste produto da peroxidagao
lipidica, j& que o estudo utilizou um método especifico e sensivel, cromatografia liquida
de alta eficiéncia, enquanto outros autores utilizam o método de TBARS, menos
sensivel e inespecifico.

A analise de CPO, ¢ outra maneira de se verificar a presenca de danos oxidativos
em tecidos com alteragdes mediadas por processos inflamatdrios. Neste modelo,
observou-se que o aumento de CPO foi maior no grupo C do que no S (p<0,05);
provavelmente isso foi detectado por se tratar de uma agdo de prote¢do mediada pela
Sinvastatina. Quando se associou o LBI como coadjuvante, essa prote¢do foi ainda
maior (p<0,05).

Em humanos, alguns trabalhos estabeleceram que a periodontite cronica esta
diretamente correlacionada a alta ocorréncia de danos oxidativos em proteinas,

determinado pela medida de CPO sérica, bem como o aumento do estado oxidativo total
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e de produtos de lipoperoxidagdo, quantificados como MDA (PANJAMURTHY et al.,
2005; BALTACIOGLU et al., 2008).

Na andlise radiografica, os animais do grupo C e S apresentaram uma PO
significativamente maior no tratamento RAR comparado ao RAR/LIB, em todos os
periodos experimentais. Esses resultados demonstram que a RAR nao foi eficaz para
controlar a perda Ossea na area de mesial dos dentes destes animais. Clinicamente, ¢
provado que a RAR com instrumentos manuais fornece os melhores resultados para o
tratamento da DP (LINDHE et al., 1982). No entanto, diversos fatores podem limitar o
sucesso da RAR, tais como concavidades radiculares, apinhamento dentario, areas
profundas, zonas de bifurcacdo que dificultam o acesso dos instrumentos manuais na
bolsa periodontal. Devido a esses fatores anatdmicos limitantes, terapias coadjuvantes
ao tratamento convencional tém sido propostas (ALMEIDA et al., 2008).

Diante disso, a escolha pela Sinvastatina, no presente estudo, ocorreu uma vez
que as estatinas apresentam efeitos variados no osso, como aumento da sua formacao,
sendo que a Lovastatina e a Pravastatina exibem um menor efeito, enquanto que a
Sinvastatina, Atorvastatina e a Cerivastatina exercem efeitos maiores (BAEK et al.,
2005). Além disso, destaca-se por atuar em eventos importantes durante uma resposta
inflamatoria exacerbada.

Na andlise intergrupo, observou-se que o grupo C teve uma PO
significativamente maior que o grupo S aos 7 dias, com tratamento RAR. Esse resultado
esta de acordo com outros trabalhos (VARIZI et al., 2007; LINDY, 2008; DALCICO et
al., 2013).

Segundo Luan et al., 2003, as estatinas diminuem a produgdo de muitas citocinas
pro-inflamatoérias e, também tem sido descrito que favorecem a diminui¢do da secre¢ao
de MMP-1 (metaloproteinases de matriz - 1), MMP-2, MMP-3 ¢ MMP-9 in vitro. Dessa
forma, estas poderiam reduzir a resposta imunologica forte, protegendo contra a
destruicdo do tecido periodontal (SAXLIN, 2009).

Nas andlises radiograficas inter e intragrupos, observou-se que quando se
realizou o tratamento RAR/LIB, os niveis de PO foram significativamente menores, em
todos os periodos experimentais, confirmando trabalhos anteriores (TOMASI et al.,
2006; LOPES et al., 2008; GARCIA et al., 2010), que demonstram um melhor resultado
do tratamento periodontal com essa associagdo, por estimular a formacgdo Ossea

(GARCIA et al., 2013).
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Alguns estudos tém relatado que a utilizagdo da fonte de luz por meio de laser
inibe a produ¢do de mediadores inflamatdrios por células do ligamento periodontal
(SAITO et al., 1991), favorece a quimiotaxia celular (HOURELD et al., 2007), promove
vasodilatagdo e angiogénese local e, dessa forma, poderia haver um aumento na difusdo
de oxigénio no tecido, favorecendo o processo de reparo, pois a secre¢do do colageno
pelos fibroblastos no espago extracelular ocorre somente na presenga de altas taxas de
pressdo de oxigénio (REENSTRA et al., 2001).

No entanto, alguns trabalhos tém demonstrado ndo existir diferencas entre o
tratamento convencional e a utilizacdo associada do LBI (MIYAZAKI et al., 2003; LIN
et al, 2011). Essas evidéncias conflitantes podem ser devido as diferengas
metodoldgicas na utilizagdo do laser e dos diferentes parametros de irradiagdo
utilizados.

Em uma andlise global, os resultados bioquimicos e radiograficos apontam para
a possibilidade do uso da laserterapia e de estatinas como moduladores do processo
inflamatorio associado a DP. Essa patologia ¢ considerada uma enfermidade
inflamatorio-imunologica de natureza multifatorial, € os dados reforcam o conceito de
que danos teciduais resultam de uma complexa interagdo entre microrganismos e
respostas do hospedeiro.

A Odontologia almeja que, além de dentes saudaveis, a populagdo tenha melhor
qualidade de vida. Assim, estudos que visam controlar com maior eficiéncia a doenca
periodontal sdo essenciais para manter a saude bucal e sistémica dos individuos. O uso
adequado de compostos coadjuvantes que acelerem e incrementem a eficiéncia dos
tratamentos clinicos jé estabelecidos ¢, assim, de importancia central no processo saude-

doenga periodontal.
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7 CONCLUSAO

Dentro dos limites deste estudo, pode-se concluir que a periodontite
experimental em ratos induziu o estresse oxidativo caracterizado pelo decréscimo dos
niveis de glutationa reduzida e aumento dos niveis de proteinas carboniladas.

A terapia laser em baixa intensidade foi efetiva na protecao dos danos oxidativos
bem como na perda 6ssea da superficie mesial dos primeiros molares. Enquanto que a
Sinvastatina foi efetiva apenas como antioxidante, ndo apresentando efeito na

reabsor¢ao Ossea.
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