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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de 4-hidroxi-2,2,6,6-tetrametilpiperidine-1-oxil
(Tempol), um antioxidante sintético da classe dos nitroxidos, como coadjuvante ao tratamento
mecanico de raspagem e alisamento radicular (RAR) da doenca periodontal (DP)
experimentalmente induzida em ratos. Sessenta ratos (machos, linhagem Wistar) foram
divididos em trés grupos de dezoito animais: Grupo T recebeu administragdo do nitroxido
(Img/Kg de peso corporeo, via oral) realizada uma vez ao dia, iniciada um dia antes da
inducdo da DP até os respectivos periodos de eutanasia, o0 Grupo C recebeu administracdo do
veiculo e o Grupo T1 comecou a receber Tempol somente apos o tratamento de RAR até os
respectivos periodos de eutandsia. A doenca periodontal (DP) foi induzida por meio de
ligadura com fio de algoddo na regido dento-gengival do primeiro molar inferior esquerdo.
Decorridos 7 dias, a ligadura foi removida e todos os animais foram tratados com raspagem e
alisamento radicular (RAR) seguida de irrigacdo local com soro fisioldgico. Apds 7, 15 ou 30
dias, os animais foram eutanasiados e amostras de bidpsias gengivais da regido com ligadura
foram processadas para mensuracdo dos danos oxidativos teciduais. Os marcadores deste
processo, teor do tripeptideo glutationa em sua forma reduzida (GSH), os niveis de
malondialdeido (MDA), um produto final de lipoperoxidacdo e a ocorréncia de proteinas
carboniladas (CPO) foram quantificadas através de cromatografia liquida de alta eficiéncia e
espectrofotometricamente (CLAE). As mandibulas foram seccionadas para analise
radiografica. O modelo experimental induziu danos oxidativos significativos associados a
inducdo de DP, causando queda de GSH e aumento de CPO e MDA (p<0,05) em relacdo ao
grupo controle e ao indice basal destes metabolitos. O tratamento com Tempol foi eficaz na
prevencdo e tratamento dessas lesdes oxidativas, de forma tempo-dependente, notoriamente
na diminuicdo de CPO e na preservacdo de GSH tissular. Na andlise radiografica pode-se
observar que Tempol administrado antes da indu¢édo da DP foi capaz de diminuir a reabsorcao
6ssea em relagdo ao grupo C e ao grupo T1, principalmente aos 30 dias (p<0,05). Os
resultados indicam que a administracdo oral de Tempol pode ser uma estratégia farmacologica
a ser utilizada como adjuvante ao tratamento de periodontite, aumentando a eficacia de
procedimentos terapéuticos por meio do controle do estresse oxidativo.

Palavras chave: Periodontite, Estresse Oxidativo, Perda de Massa Ossea Alveolar,
Antioxidante, Tempol.



ABSTRACT

This study focused the effect of oral nitroxide administration on gingival oxidative stress
markers and alveolar bone loss associated to periodontitis. Two different strategies of oral
treatment with the nitroxide: preventive or therapeutic, were employed to establish the
efficiency of the piperidine compound as a adjuvant to scaling and root planing mechanical
treatment. Cotton ligatures were placed around the cervical area of the left mandibular first
molars of male rats. Nitroxide Tempol (1 mg/kg/daily) or vehicle alone was orally
administrated to animals before or post ligature-induced periodontitis. The animals were
subject to mechanical treatment simultaneously to ligature removal. At different experimental
periods (7, 15 or 30 days), gingival oxidative markers (reduced glutathione, malondialdehyde
and protein carbonyl content) were measured in sample homogenates from animals. Bone loss
was assessed by radiographyc assay. There was a greater increase in gingival oxidative
markers and alveolar bone loss due to induced periodontitis. Nitroxide treatment in a
preventive manner was more efficient to partially prevent both periodontitis-associated events
them that therapeutic nitroxide administration after induction of experimental periodontitis.
Oral nitroxide administration showed beneficial effects on periodontal structures during and
after induction of experimental periodontitis. Within the limits of this study, it can be
concluded that piperidine nitroxide, which is proposed for different inflammatory processes
treatment, can also be used as a protective and therapeutic agent for periodontal disease in an
adjunctive manner to mechanical non-surgical treatment.

Key words: Periodontitis, Oxidative stress, Alveolar bone loss, Antioxidant, Tempol.
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1 INTRODUCAO*

O periodonto € dividido em tecido de protecdo (gengiva) e tecidos de
suporte/sustentacdo (osso alveolar, cemento radicular e ligamento periodontal) cuja principal
funcdo é inserir os dentes no alvéolo e suportar as forgas de oclus&o.

A doenca periodontal (DP) é uma alteracdo imuno-inflamatoria resultante da
destruicdo dos tecidos periodontais de suporte dental decorrente da acdo local de micro-
organismos periodontopatogénicos presentes no biofilme dental subgengival que, quando néo
tratada, pode levar a perda dos dentes (KAMMA; SLOTS, 2003). Fatores sistémicos, como
diabetes mellitus e estresse também podem estar associados a doenca periodontal induzindo
alteracdes severas nos tecidos de suporte dos dentes (BREIVK et al., 2006).

Nos processos inflamatérios efou infecciosos como as doencas periodontais,0s
neutréfilos formam a primeira linha de defesa do organismo juntamente com os macréfagos,
que sdo atraidos quimiotaxicamente para o local inflamado. Neste sitio, os neutrofilos
fagocitam os microrganismos que sdo mortos por proteinas citotdxicas derivadas dos granulos
citoplasmaticos e por espécies reativas de oxigénio/nitrogénio (ERO/ERN) produzidas pelos
fagdctios, como anion superdxido (O,*’), peroxido de hidrogénio (H.O,), radical hidroxila
(HOe<) e peroxinitrito (ONOO"). Entretanto, por apresentarem grande reatividade com
macromoléculas, estes metabdlitos sdo potencialmente capazes de desencadear efeitos lesivos
teciduais no proprio hospedeiro.

O anion superoxido foi apontado, na literatura, como envolvido na sinalizacdo da
inducdo de reabsorc¢do 6ssea, 0 que foi confirmado por estudos que demonstraram a presenca
do mesmo em zonas adjacentes a reabsorcdo promovida pelos osteoclastos.

A raspagem e alisamento radicular (RAR) € a terapia periodontal mecanica mais
eficiente para a eliminacgdo da microbiota subgengival patogénica mas, muitas vezes, somente
a RAR ndo é eficiente, pois que microrganismos e seus produtos podem estar presentes no
interior dos tecidos moles, duros ou em areas inacessiveis aos instrumentos periodontais como
areas de furca e depressoes radiculares (ADRIAENS et al., 1988; MATIA et al., 1986).

*

Normas segundo o Manual de normatizagdo para elaboracdo de trabalhos académicos, dissertacdes e teses da
UNIFAL-MG.
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Devido a estas limitagbes, o uso de métodos coadjuvantes de tratamento que
promovam a eliminacdo de patégenos periodontais tém despertado o interesse de muitos
pesquisadores (RAMS; SLOTS, 1996).

Este estudo teve por objetivo avaliar os efeitos do antioxidante sintético 4-hidroxi-
2,2,6,6-tetrametilpiperidine-1-oxil (Tempol), um composto da classe dos nitroxidos, como
protetor dos danos causados por oxidantes na doenca periodontal experimentalmente induzida

em ratos, através de analises bioquimicas e radiograficas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

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

2.1 ETIOLOGIA E PATOGENESE DA DOENCA PERIODONTAL

A doenca periodontal (DP) é o resultado da destruicdo 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 acdo do sistema imunoldgico sobre os tecidos periodontais
(KAMMA; SLOTS, 2003). Além disso, fatores sistémicos podem influenciar no
desenvolvimento de doengas periodontais mais agressivas (BREIVK et al., 2006).

Patdgenos periodontais e seus produtos, bem como mediadores inflamatdrios
produzidos nos tecidos periodontais, podem entrar na corrente sanguinea, provocando efeitos
sistémicos e/ou contribuindo para o agravamento de doencas sistémicas. Assim, a periodontite
crénica tem sido sugerida como um fator de risco para doengas como a aterosclerose,
endocardite bacteriana, diabetes mellitus, doencas respiratorias, artrite reumatdide e, mais
recentemente, a osteoporose, o cancer de pancreas, doencas renais e neurodegenerativas, e a
doenca de Alzheimer. Varias hipdteses tentam explicar essas relacdes, como: a
susceptibilidade do individuo, processos inflamatdrios, infeccdo sistémica bacteriana direta e
reatividade cruzada, mimetismo molecular entre antigenos bacterianos e autoantigenos. A
introducdo do conceito da medicina periodontal foi baseada na associacdo da doenca
periodontal com doencas sistémicas (P1ZZO et al., 2010).

A principal causa da DP sdo os microrganismos periodontopatdgenos, principalmente
bactérias gram-negativas (PETERSEN; OGAWA, 2005) que compdem o biofilme dental.
Essas bactérias liberam substancias, como toxinas, enzimas e varios outros metabolitos que
agridem diretamente os tecidos periodontais, e apresentam papel importante na iniciagdo do
processo inflamatorio presente na doenca periodontal (LISTGARTEN, 1975). A reacdo
inflamatdria associada a DP pode danificar as estruturas conjuntivas, incluindo o 0sso
alveolar, levando a perda dental (LINDHE; NYMAN, 1987). Mdltiplas espécies microbianas
contribuem para o inicio e progressao da DP (SCHENKEIN, 1999), entretanto apenas uma

minoria pode ser associado como agente etiologico da mesma, com relacdo a perda 0ssea
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alveolar, dentre as quais destacam-se Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans e Tannerella forsythia (MACHTEI et al., 1999).

A primeira barreira de protecdo do hospedeiro que 0s microrganismos encontram nos
tecidos periodontais sdo os neutrofilos. Eles sdo os responsaveis pela eliminacdo, através da
fagocitose, dos microrganismos que conseguiram penetrar a barreira do epitélio juncional. No
entanto, estes fagocitos sdo capazes de produzir uma variedade de substancias que, direta ou
indiretamente agridem os tecidos periodontais, como algumas proteases que hidrolisam
colageno, elastina, e outras proteinas dos tecidos epiteliais e conjuntivo. Destacam-se, dentre
estas proteases, a Arg-1 produzida pela Porphyromonas gingivalis que degrada anticorpos e
componentes do complemento (CUTLER et al., 1993; ADUSE-OPOKU et al., 1995) e a
leucotoxina produzida pelo Aggregatibacter actinomycetemcomitans, a qual tem um papel
central na destruicdo de leucocitos (GILLESPIE et al., 1993). Contudo, o efeito mais
acentuado destes metabo6litos parece ser a prépria resposta inata, inflamatoria e imune do
hospedeiro a estas moléculas estranhas e aos antigenos das bactérias (LINDHE; LANG;
KARRING, 2010).

2.2 DOENCA PERIODONTAL EXPERIMENTAL

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

As principais vantagens da utilizacdo do rato (Rattus novergicus) como modelo para a
DP experimental sdo: custo reduzido para sua obtencéo, facil manuseio, podendo ser criados
em condic¢des germ-free, bem como podem ser utilizadas linhagens procriadas em condic¢des
de imunodeficiéncia (KLAUSEN, 1991). Além disso, neste modelo de estudo os resultados
sd8o mais previsiveis no sentido de que a doenca a ser estudada é reproduzida com um alto

grau de confiabilidade (FRENKEL, 1969), pois existe muita semelhan¢ca com o homem em
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relagdo a anatomia periodontal, ao desenvolvimento e composi¢do do biofilme bacteriano, a
histopatologia das lesdes periodontais e a 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 utilizacdo em
periodontite experimental por apresentarem estrutura e organizagao dos tecidos periodontais
semelhantes aos humanos. A Unica diferenca é o epitélio sulcular gengival que apresenta-se
queratinizado nestes 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 queratinizacdo do epitélio
sulcular nestes animais.

Os ratos apresentam a caracteristica de erupcao passiva dos dentes para compensar a
atricdo das superficies oclusais com aumento da idade dos animais, além de haver uma
migracdo distal desses dentes, e com isso uma continua remodelacdo Ossea alveolar. No
entanto a distdncia entre a juncdo cemento-esmalte e a crista dssea alveolar permanece
constante em ratos livres de doenca periodontal (KLAUSEN, 1991).

O método de inducdo de periodontite nestes animais pode ser por meio de
manipulacdo dietética (SALLAY et al., 1984; KLAUSEN, 1991), da inoculagéo experimental
de microrganismos periodontopatogénicos ou de seus produtos (FIEHN; KLAUSEN;
EVANS, 1992) e, ainda, a mais utilizada, que consiste na colocacdo de ligaduras de fio de
algoddo ou seda ao redor da regido cervical dos molares, na margem gengival e dentro do
sulco gengival, permitindo o acimulo de biofilme bacteriano, provocando consequentemente,
a inflamacao gengival (JOHNSON, 1975; KARA et al., 2012) (FIGURAS 5 a 8).

O tempo de inducdo da doenca tem variado entre diferentes relatos encontrados na
literatura. Johnson (1975) observou histologicamente um pico de reabsorcdo da crista 6ssea
alveolar aos 17 dias ap6s a colocacdo de ligaduras nos primeiros molares inferiores. Sallay et
al. (1982), demonstraram que com 9 dias observava-se inflamacéo aguda, sequestro 0sseo e
destruicdo da crista 6ssea, com etiologia de origem bacteriana.

Em 2000, Bezerra et al. observaram que a perda Ossea alveolar em modelo de
periodontite experimental em ratos mostrava-se evidente apés o 4° dia de inducdo da doenca,
alcancando pico méaximo no 7° dia, persistindo inalterado até o 11° dia. Samejima et al.
(1990) demonstraram que a ligadura é um meio de implantagdo da Eikenlla corrodens na

cavidade bucal dos ratos e que a mesma causa reabsor¢do 0ssea neste modelo animal.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fiehn%20NE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1334145
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fiehn%20NE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1334145
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fiehn%20NE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1334145

18

Neste modelo animal, os dentes que ndo recebem ligadura apresentam um quadro de
inflamacdo subclinica, o que é normal, pois ndo é possivel eliminar todos os agentes irritantes
da cavidade bucal (SAMEJIMA et al., 1990; GALVAO et al., 2003).

Os aspectos clinicos e histoldgicos da periodontite experimental em ratos também sao
semelhantes aos humanos, onde se observa acumulo de placa, achatamento e deslocamento da
margem gengival, aumento da proliferagdo do epitélio para o tecido conjuntivo subjacente,
infiltrado inflamatdrio celular, principalmente de mononucleares, migracdo apical do epitélio
juncional, reabsorcdo da crista 6ssea alveolar e regido inter-radicular, reabsorcdo de cemento
e dentina (KLAUSEN, 1991, BEZERRA et al., 2000).

Assim, estudos em ratos tém contribuido enormemente em varias areas da periodontia,
incluindo estrutura tecidual, regeneracdo, reacdes a drogas, bem como podem ser utilizados
em estudos de patogenicidade, estudos imunolégicos e de imunizacdo (PAGE;
SCHROEDER, 1982; MATTIA et al., 1986; KLAUSEN, 1991).

2.3 DOENCA PERIODONTAL E ESTRESSE OXIDATIVO

A descricdo de espécies quimicas na forma de radicais livres ocorreu no ano de 1900.
Entretanto, reacbes envolvendo radicais livres no meio biologico foram consideradas de
importancia apés 1940, com a introducdo de técnicas que permitiam a detec¢do destes e 0s
estudos da cinética das reacbes envolvendo espécies quimicas de meia-vida curta
(BERGENDI et al., 1999).

As espécies reativas de oxigénio e/ou nitrogénio (ERO/ERN), por apresentarem, em
sua maioria, alta reatividade, apresentam potencialidade deletéria ao organismo quando
presentes em grandes concentragcdes. Entretanto, quando produzidas, em pequenas
quantidades e em locais especificos das células, sdo toleradas e estdo envolvidas em iniUmeros
processos de sinalizacdo que regulam o crescimento, diferenciacdo, proliferacdo e morte
celular. Assim, o equilibrio entre a formagédo e remocéo destas espécies reativas no organismo
deve ser regulado de forma que as reagdes e processos metabdlicos dependentes das mesmas
possam ocorrer em um nivel adequado para a manutencdo da fisiologia das celulas
(CADENAS, 1989; HALLIWELL; GUTTERIDGE , 2007).

Na existéncia de um desequilibrio, as ERO/ERN promovem reagdes com substratos

biologicos, podendo ocasionar danos as biomoléculas e, consequentemente, afetar a satde do
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organismo. Esses danos teciduais podem ser por meios diretos, como através da peroxidacdo
lipidica, modificagdo de proteinas celulares e &cidos nucleicos, ou por meio indiretos, nos
quais os oxidantes afetam diferentes cascatas de sinalizagdo biogquimica induzindo, por
exemplo, a producdo e a liberacdo de citocinas inflamatorias (RIBEIRO, et al., 2005;
NAKAJIMA et al., 2010).

Para evitar esta acdo prejudicial das ERO/ERN, as células possuem mecanismos de
defesa antioxidantes que incluem a acdo de enzimas, entre elas, as superoxido dismutases
(SOD), glutationa peroxidase (Gpx), catalase (CAT) e tioredoxinas, ou acdo ndo enzimatica,
pelas reacBes de vitaminas A, C, E, glutationa (GSH), melatonina e &cido drico, entre outros
compostos. Através destas acOes de defesa, o organismo mantém a concentracdo de
ERO/ERN dentro dos limites fisiologicos, regulando, assim, o nivel de alvos moleculares
oxidados (RIBEIRO et al., 2005).

O desequilibrio entre ERO/ERN e antioxidantes é definido como estresse oxidativo.
Esse desequilibrio pode ser decorrente do aumento da producdo das ERO/ERN, reducdo da
defesa antioxidante ou de ambos os eventos simultaneos (NAKAJIMA et al., 2010). Alguns
autores demonstram que o estresse oxidativo esta associado com a patogénese de uma série de
condigdes deletérias, como cancer, artrite reumatoide, aterosclerose, doenca de Parkinson, e,
mais recentemente, tem sido investigado seu papel na periodontite (KARA et al., 2012).

Em um processo inflamatério e/ou infeccioso, como na periodontite, os leucocitos
polimorfonucleares, principalmente os neutrofilos, sdo as primeiras células a serem ativadas
na defesa do organismo junto com os macréfagos. Essas células apresentam a funcdo de
eliminar microrganismos invasores e em seguida morrem espontaneamente. Sdo atraidos
quimiotaxicamente por células secretoras (mastocitos e baséfilos), bactérias e outros corpos
estranhos para areas de inflamacao. Nestes sitios, os neutréfilos fagocitam os microrganismos,
recobertos ou ndo com complemento ou anticorpos especificos, os quais sdo mortos por
proteinas citotoxicas derivadas dos granulos citoplasméticos e por ERO/ERN produzidas sob
estimulos especificos (MARUYAMA et al., 2011; KARIM et al., 2012).

Na inflamacéo, a producdo de ERO/ERN é um processo vital na defesa do organismo
contra agentes estranhos ao organismo, e se inicia quando o fagécito recebe estimulos para o
englobamento do microrganismo, originando uma série de alteracfes metabdlicas
coordenadas, as quais geram um aumento abrupto do consumo de oxigénio aproximadamente
30 segundos apo6s a estimulacdo. A ativacdo do processo de fagocitose estimula no fagécito
um abrupto aumento da taxa metabdlica, referido, na literatura, como burst oxidativo ou

respiratorio, o qual é caracterizado pelo aumento do consumo de oxigénio, aumento da
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glicolise anaerdbica e geracao de oxidantes derivados do oxigénio e do nitrogénio (BABIOR,
2004).

O burst respiratorio € o evento central da fagocitose. Esse mecanismo microbicida
oxidante dos neutrofilos € mediado por um complexo enzimatico, que, quando ativado, se
posiciona na membrana do fagolisossomo. Este complexo enziméatico, chamado de NADPH,
oxidase, foi redenominado sistema Nox2, por constituir-se uma isoforma especifica de
ocorréncia em fagécitos (ARNHOLD, 2004).

O burst respiratério nao utiliza o O, para a sintese de ATP, atraves da respiracdo
mitocondrial; esse é transformado em metabdlitos muito reativos, como anions superoxido,
peroxidos e outras espécies oxidantes, que por apresentar grande reatividade com
macromoléculas, sdo potencialmente capazes de desencadear efeitos lesivos (BABIOR, 2004;
BRASILEIRO FILHO, 2004).

A evidéncia da ligacdo de estresse oxidativo com a destruicdo patolégica 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 superoxido, pode estar envolvido na sinalizacéo de inducgéo
de reabsorcdo dssea nos tecidos periodontais (KATSURAGI et al., 2003); o radical hidroxila é
extremamente reativo e capaz de danificar biomoléculas importantes, tais como proteinas,
lipideos e &cidos 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 sobre o tema demonstra que a periodontite esta associada ao aumento da
peroxidacdo lipidica (TONGUC et al., 2011; PANJAMURTHY; MANOHARAN;
RAMACHANDRAN, 2005) e de proteinas carboniladas (CANACKI et al., 2006;
KONOPKA et al., 2007), além da diminui¢do dos antioxidantes, como glutathione reduzida
(GSH) (TONGUC et al., 2011; KARA et al., 2012). Ainda, existem evidéncias da diminuicao
de injdrias oxidativas e de alteragcBes no sistema antioxidantes apos tratamento periodontal
(KIM et al., 2010; KARA et al., 2012).

Frente as evidéncias da possivel associacdo do estresse oxidativo com a progressao
da periodontite, apesar do assunto ainda ser pouco abordado na literatura especializada, forma

poderia ser interessante a associagdo de antioxidantes no tratamento dessa patologia.
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2.4 TRATAMENTO DA DOENCA PERIODONTAL

A avaliacdo do sucesso da terapia periodontal € feita por sondagem clinica e andlises
radiogréaficas, que permitem analisar e quantificar o tecido dsseo, visto que a periodontite
croénica tem uma progresséo lenta (HAUSMANN, 2000; GOES et al., 2010).

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

Em decorréncia destas limitacGes, métodos coadjuvantes que promovam a eliminacao
de patogenos periodontais, como o0 uso de antibidticos ou antissépticos, sdo efetivos no
tratamento periodontal (RAMS E SLOTS, 1996). Porém, o uso indiscriminado desses
medicamentos pode levar & ocorréncia de resisténcia bacteriana, dificultando a resposta do
individuo ao tratamento (GAD et al., 2004; KLEINFELDER et al., 1999; KOMERIK, 2003;
USACHEVA et al., 2001).

2.5 NITROXIDOS CiCLICOS

Durante os Ultimos anos, os nitroxidos tém sido amplamente investigados por sua
capacidade antioxidante, mostrando-se capazes de defender células, tecidos, 6rgdos e animais
de laboratorio de danos induzidos por oxidantes. Diversos estudos 0s apontam como
candidatos eficientes para atuar contra os danos tissulares causados pelas acGes deletérias de
células inflamatorias, cuja producdo de ERO/ERN fuja ao controle da homeostase organica
(HAHN et al., 1997; LAIGNIER et al., 2008; TIMONER et al., 2008).

Definidos como aminoxils ou nitroxils, os nitroxidos podem ser conceituados como
radicais livres sintéticos e estaveis, capazes de proteger células, tecidos e 6rgdos animais
contra danos oxidativos (GOLDSTEIN, et al., 2008).

Os compostos representantes desse grupo possuem em sua estrutura um anel com

cinco (pirrolidina, pirrolina ou oxazolidina) ou seis atomos (piperidina), sendo que um desses
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é de nitrogénio e os demais de carbono (SOULE et al., 2007). Ao nitrogénio liga-se um atomo
de oxigénio o qual possui um par de elétrons livres, fornecendo natureza radicalar a tais
compostos. Ligados a posicdo alfa do anel existem grupamentos metil, os quais conferem
estabilidade ao prevenir a dismutacéo radical-radical e limitar o acesso de substancias reativas
que poderiam quelatar as espécies radicalares. O tamanho, as cargas e a lipofilicidade variam
de acordo com os demais grupos substituintes que podem estar presentes no anel (SAMUNI;
BARENHOLZ, 2003; SOULE et al., 2007) (FIGURAS 1 ¢ 2).

FIGURA 1- Estrutura quimica dos nitroxidos ciclicos. O composto a esquerda pertence ao
grupo dos nitroxidos piperidina, cujo anel possui seis membros. J& a estrutura a
direita integra o grupo de nitroxidos pirrolidina, pirrolina ou oxazolidina, cujo
anel é formado por cinco membros. Adaptado de HAHN et al., 1994; SOULE et

al., 2007
R R
H,C CH, H,C CH,
HsC ?' CH, HsC CH,
0

Nota: Adaptado de ISRAELI et al., 2005.

FIGURA 2- Estrutura quimica do nitroéxido 4-hidroxi-2,2,6,6-tetrametilpiperidine-1-oxil

(Tempol)
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Nota:Adaptado de ISRAELI et al., 2005.
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Os diferentes tipos de anéis e substituintes produzem diferentes nitroxidos com
propriedades fisico-quimicas distintas (KROLL et al., 1999). Por apresentarem estabilidade
quimica e propriedades paramagnéticas permanentes, 0s nitroxidos sdo empregados como
sondas em estudos envolvendo Ressonancia Paraeletromagnética (EPR) e sdo usados como
agentes de contraste para imagem de ressonancia magnetica (MRI) (SOULE et al., 2007).
Estudos apontam os primeiros usos dos nitroxidos como sondas biofisicas e marcadores para
estudos de membranas e proteinas (FEDELI et al., 2003).

Varios mecanismos tém sido propostos para explicar como os nitréxidos sdo capazes
de atenuar danos oxidativos, o que os difere consideravelmente dos antioxidantes
monofuncionais, que desempenham a sua atividade atraves de uma Unica maneira de atuacéo.
Ao contrario desses, 0s nitroxidos apresentam caracteristicas que devem estar presentes em
antioxidantes realmente efetivos, pois podem atuar tanto em compartimentos hidrofilicos
como lipofilicos, detoxificam uma ampla gama de espécies reativas oxidantes, impedindo o
inicio e a propagacdao da cadeia oxidativa, além de atuarem de modo que o nitroxido utilizado
nessa funcdo pode ser, ao menos parcialmente, reciclado a sua estrutura original.
Especificando os meios pelos quais essa classe de compostos atua, sdo relatados (i)
dismutacdo de radicais superdxido, por meio de uma atividade mimética a da SOD, (ii)
aumento da atividade semelhante a da CAT e de outras heme-proteinas, (iii) detoxificacdo de
espécies reativas formadas por xenobidticos, (iv) capacidade de interagir com radicais
inativando-os e (v) modulacdo da sinalizacdo redox da célula (KRISHNA et al. 1994;
SAMUNI et al. 2002; TIMONER et al. 2008).

Por meio de processos metabolicos celulares ou reagdes ndo enzimaticas, nitroxidos
sdo metabolizados produzindo hidroxilaminas ou cation oxoaménio. A atividade antioxidante
dos nitroxidos estd associada com a troca de um elétron envolvendo sua forma reduzida
(hidroxilamina) e oxidada (cation oxoaménio) (ISRAELI et al., 2005; SOULE et al., 2007)
(FIGURA 3).
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FIGURA 3- Processo redox de metabolizacdo de nitroxidos. Os nitroxidos passam por uma
sequéncia de reacdes bioquimicas, formando hidroxilamina ou cation oxoamonio

R N-OO ———== R N-O T R +N=0
o
R=H TPO TPO TPO*
R=OH 4-OH-TPO 4-OH-TPO: 4-OH-TPO*
Hidroxilamina Radical nitréoxido Cation oxoamoénio

Nota: Adaptado de ISRAELI et al., 2005.

O cétion oxoamonio, altamente oxidante, é responsavel pelas atividades pro-oxidantes
dos nitroxidos e seus efeitos colaterais (ISRAELI et al., 2005). Por outro lado, a
hidroxilamina pode doar um atomo de hidrogénio funcionando como defesa antioxidante
(SOULE et al., 2007).

A reducdo celular dos nitréxidos é influenciada pela estrutura quimica. In vitro,
nitréxidos pirrolidinicos se mostraram mais resistentes a reducdo produzindo hidroxilamina
em comparacdo com nitroxidos piperidinicos. In vivo, nitroxidos pirrolidinicos sdo mais
estaveis que nitroxidos piperidinicos, e esta estabilidade depende dos diferentes grupos
funcionais (KOMAROQV et al., 1994).

Uma das primeiras propriedades que despertou interesse foi a capacidade que 0s
nitroxidos possuem de mimetizar as enzimas superoxido dismutase. O mecanismo dessa
atividade mimética é compreendido atualmente como fruto da atuacdo do par redox cation
oxoamdnio/nitroxido, o qual forma um ciclo que tende a regenerar o nitrxido. Sendo assim, a
forma radicalar é oxidada através da doacdo de um elétron do &nion superoxido, originando
um cation oxoamdnio, o qual sofre reducdo através da doacdao de um elétron de outro anion
superdxido, restaurando o nitroxido e originando oxigénio molecular e peréxido de
hidrogénio. De maneira similar a da SOD enddgena, os nitroxidos atuam como catalisadores,
e ndo sdo consumidos durante o processo de dismutacdo (SAMUNI et al. 2002; SOULE et al.
2007). Apesar de 0 mecanismo permanecer obscuro, 0s nitroxidos sdo capazes de proteger a
células de danos que possam ser induzidos pela presenca do perdxido de hidrogénio
(SAMUNI et al. 2002).

Krishna et al. (1994), demonstraram que nitroxidos eles aumentam o comportamento

semelhante ao da CAT apresentado por algumas heme-proteinas. Adicionalmente, a interagdo
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entre nitroxidos e metais de transicdo se mostra importante, uma vez que eles sdo capazes de
oxidar os metais que se encontram na forma reduzida, tais como Fe2+ e Cu+, tornando-os
indisponiveis para a reacdo de Fenton, evitando a producdo de espécies muito oxidantes,
como o radical hidroxila. (ARONOVITCH et al. 2007; SOULE et al. 2007).

A atividade antioxidante dos nitroxidos deve-se & sua capacidade de atuarem como
scavengers de radicais livres realizando reacGes rapidas que produzem espécies nao toxicas
evitando os efeitos deletérios desses no organismo, podendo encerrar reacbes em cadeia,
como a peroxidacao lipidica (SAMUNI et al., 2002; GLEBSKA et al. 2003; SOULE et al.,
2007).

A possibilidade dos nitroxidos atuarem diminuindo os danos causados por oxidantes
produzidos por células efetoras da imunidade os coloca como possiveis anti-inflamatorios.
Hahn et al. (1997) propuseram que o0s nitroxidos poderiam atuar sobre as condicdes
inflamatorias, exercendo uma agdo protetora em células de plasmacitoma, impedindo danos
ao DNA causados pelas espécies reativas produzidas por neutrofilos estimulados com forbol.
FERNANDES et al. (2004) demonstraram que a inibicdo da nitracdo de proteinas, a qual
ocorre por mecanismos radicalares, pode ser responsavel pela protecdo que o Tempol fornece
a tecidos e celulas em modelos de inflamagéo.

Uma hip6tese que desperta atencdo é a de que nitroxidos possam atuar como
scavengers de radicais tiila, especialmente glutationila, impedindo modificacbes pds-
traducionais de diferentes proteinas. O fato, a principio, reduziria a atividade de quinases,
diminuindo a permanéncia do estado de fosforilacdo das proteinas responsaveis pela
sustentacdo da atividade do complexo Nox2 de fagécitos, levando a uma reducgdo da producéo
de oxidantes formadas durante o processo inflamatério.

Quando administrados de forma sistémica, 0s nitréxidos, em muitos casos,
desencadeiam respostas acompanhadas de alteracdes da hemodinamica, as quais envolvem o
desenvolvimento de hipotensdo e a inibicdo da agregagdo plaquetaria. Contudo, existem
nitroxidos que ndo causam essas manifestacBes, sendo ainda benéficas as atividades
antioxidantes, anti-inflamatorias e radioprotetoras apresentadas por esses (RAIKQOV;
RAIKOVA; ATANASOV, 2001).

A capacidade antioxidante de nitroxidos ja se mostrou eficiente em auxiliar na
recuperacao e na reducdo de danos causados pela isquemia e reperfusdo em coragdes de ratos.
Esses resultados podem ter sido atingidos, ndo s6 combatendo os danos causados por radicais

formados sob essa circunstancia, mas também potencializando os efeitos positivos
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ocasionados pela administracdo de L-arginina e posterior producdo de 6xido nitrico, o qual
pode atuar sem que os efeitos deletérios do peroxinitrito e derivados estivessem presentes
(HOFFMAN et al. 2003).

Como fora mencionado, a atividade anti-inflamatdria dos nitroxidos pode oferecer
novas alternativas terapéuticas no tratamento de inimeras doencas, principalmente aquelas
que envolvem a participacao de células fagocitarias e a producédo de ERO/ERN. Dentre essas,
pode-se citar a uveoretinite de origem autoimune, que quando induzida em ratos de linhagem
Lewis e tratada com Tempol, obteve reducao de danos causados a nivel clinico, bioquimico e
histopatoldgico (ZAMIR et al. 1999).

Alguns nitroxidos, como Tempo (2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxil) e Tempamina (4-
amino-2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxil), além de Tempol, também foram capazes de
proteger o cérebro, em modelos experimentais de injuria causada por trauma, sendo esse
Fenton e a capacidade de atuar neutralizando radicais (ZHANG; GOLDSTEIN; SAMUNI,
1999).

A maioria dos textos encontrados ndo descreve ou cita nenhuma evidéncia que a
classe dos nitréxidos possua acdo mutagénica, carcinogénica ou teratogénica (SOULE et al.
2007). No entanto, Wang et al. (1996) apontam o fato de que existem informacoes
conflitantes a respeito da mutagenicidade dos nitroxidos, tendo sido observados tanto efeitos
citotoxicos, como mutagénicos em células de S. typhimurium sensiveis a danos oxidativos e
expostas a doses elevadas.

Ao contréario do esperado, os nitroxidos também demonstraram baixa capacidade de
proteger celulas mutantes de Escherichia coli deficientes em genes de reparo do DNA,
podendo potencializar a citotoxicidade do peroxido de hidrogénio e a ocorréncia de danos
oxidativos no material genético. Contudo, os resultados sugerem que a atividade observada
ndo resulta da acdo dos nitroxidos, mas sim da deficiéncia das células em questdo. Também é
conveniente lembrar que existe a possibilidade de que o metabolismo de nitréxidos ocorra de
maneira distinta, dependendo do tipo celular, sendo necessario conhecer as vias que ditam
esse processo e como obter proveito dessas descobertas visando, por exemplo, diminuir a
metabolizacdo, o que repercutiria na duracdo e intensidade dos efeitos (NISHIMURA,;
SWARTZ, 1994).

A atividade antioxidante e protetora dos nitroxidos foi comprovada em diferentes
células, sob condicOes de estresse oxidativo/nitrosativo diversas. Estudos recentes envolvendo

0 nitroxido Tempol e fibroblastos humanos apontaram que este composto oferece protecédo



27

contra raios UVA 1 e, se comparado a vitamina C (1mg/mL), tem atividade fotoprotetora
igual ou superior. Esses resultados sugerem uma perspectiva de uso para o Tempol como
agente anti-foto-envelhecimento na medicina e em cosméticos (YAN et al., 2005; KRISHNA
etal., 1994 ).

Em geral, os nitroxidos apresentam grandes perspectivas em relacdo ao seu uso.
Relatos recentes mostraram que Tempol foi eficiente em inibir a atividade clorinante da
enzima mieloperoxidase (MPO) (QUEIROZ et al., 2011), bem como em reduzir a migragédo
neutrofilica e danos tissulares decorrente de MPO (QUEIROZ et al., 2012) em focos
inflamatorios. Entretanto, existem estudos que mostraram que o este nitroxido, devido a
mesma acdo quimica, inibiu o mecanismo de defesa de macrofagos contra Leishmania
amazonensis em modelo animal (LINARES et al., 2008). Em concordancia com este Gltimo
resultado, nosso grupo de pesquisa relatou, recentemente que o Tempol administrado por via
oral, causou perda significativa da capacidade fungicida de neutr6filos em um modelo animal
(LIMA et al., 2011), bem como produziu o mesmo efeito em neutrdfilos humanos tratados in
vitro com o nitroxido e expostos a Candida albicans (RESENDE et al., 2013).

Frente aos relatos expostos, fica clara a necessidade de que mais pesquisas sejam
realizadas, a fim de que as propriedades dos compostos da classe de nitroxidos sejam
aplicadas de modo conveniente e seguro em processos inflamatorios, quando esses ocorrem

associados a infeccoes
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3 OBJETIVOS

Os objetivos deste estudo foram:

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar os efeitos do antioxidante nitréxido Tempol como coadjuvante no tratamento

da doenca periodontal induzida em ratos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Analisar os marcadores de estresse oxidativo gengival na doenca periodontal e sua
modulacgéo pelo Tempol;

b) Mensurar, radiograficamente, a area de reabsorcdo Ossea na mesial dos primeiros
molares inferiores esquerdos de ratos, onde houve inducdo de doenca periodontal e o

efeito do Tempol sobre este processo.



29

4 MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi submetido e 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 Experimentacdo Animal (COBEA), sob
protocolo 472/2012 (ANEXO 1).

4.1 ANIMAIS

No estudo, utilizou-se 60 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. Estes animais foram mantidos em gaiolas
plasticas com seis animais cada uma, separados de acordo com 0s grupos e periodos
experimentais, e foram alimentados com racdo e &gua ad libitum. Os animais foram
distribuidos aleatoriamente em trés grupos: C, T e T1, com dezoito 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=18) receberam por via oral 1,0 mg/kg de peso corpéreo de
polietilenoglicol 400 (veiculo) e os do grupo T (n=18) e T1 (n=18) 1,0 mg/kg de peso
corporeo de Tempol (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO) (QUEIROZ et al ., 2012) .

. As administracbes foram realizadas uma vez ao dia durante todo o periodo
experimental, até o final dos respectivos periodos de eutanasia (7, 15 e 30 dias).

Os animais do grupo T comecaram a receber Tempol e os animais do grupo C, o
veiculo 24 horas antes da inducgdo da DP (FIGURA 4).

A administracdo de Tempol para os animais do grupo T1 foi iniciada apos o
tratamento de RAR (FIGURA 4).
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Todos os animais foram pesados semanalmente durante o periodo experimental para
possivel adequacdo das doses. O Tempol foi diluido em veiculo, no momento da

administracdo, obtendo-se concentracéo final de 1,0 mg/mL.

FIGURA 4- Delineamento do estudo Grupo C (n=18), Grupo T (n=18) e Grupo T1 (n=18)

-8 dias -7 dias 0 7 dias 15 dias 30 dias
n=6
C n=6
n=6
T 1 | ~ -~
v
Administracdo Inducéo Tratamento Periodos de eutanasia
do veiculo da DP RAR
-8 dias -7 dias 0 7 dias 15 dias 30 dias
n=6
T n=6
n=6
T 1 | ~ -~
v
Administracdo Inducéo Tratamento Periodos de eutanasia
de Tempol da DP RAR
-8 dias -7 dias 0 7 dias 15 dias 30 dias
n=6
T1 n=6
n=6
I I (& J
v
Indugo Tratamento RAR e
administragdo de Periodos de eutanasia
da DP
Tempol

Fonte: Da autora
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4.3 INDUCAO DA DOENCA PERIODONTAL EXPERIMENTAL

Realizou-se a anestesia dos animais por meio de injecdo intramuscular associando 0,4
mL/kg de Cloridrato de Quetamina (Vetaset — Fort Dodge lowa — USA) e 0,02 mL/kg de
Cloridrato de Xilazina (Coopazine — Coopers S&o Paulo — Brasil).

Com o auxilio de uma pinca modificada um fio de algoddo numero 24 (Corrente
Algoddo n° 10; Coats Corrente, SP, Brasil) foi adaptado ao redor dos primeiros molares
inferiores esquerdos, mantidos em posicdo por meio de nés cirurgicos (FIGURAS 6 a 9)
(JOHNSON, 1975). O lado contralateral (direito) foi tido como controle negativo.

FIGURA 5 - Animal posicionado na FIGURA 6 - Pinca modificada
mesa operatoria utilizada para
passagem do fio

Fonte: Da autora. Fonte: Da autora.

FIGURA 7 - Posicionamento do fio FIGURA 8 - Fio Posicionado

Fonte: Da autora. Fonte: Da autora.
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4.4 TRATAMENTO LOCAL

Decorridos 7 dias da inducdo da DP, a ligadura foi removida de todos os animais do
experimento e estes foram tratados com RAR e irrigacdo com 1,0 mL de soro fisioldgico.

Os procedimentos de RAR foram realizados utilizando Cureta de Mc Call (Hu-Friedy
MFG. Corporation. Inc. Chicago, USA). As solugdes de soro fisiologico foram depositadas no
interior da bolsa periodontal lentamente, utilizando seringa e agulha para insulina (13,0 mmx
0,04 mm) (Becton Dickinson Ind. Cirur. Ltda, Curitiba, PR, Brasil) sem bisel (FIGURAS 9 e
10).

FIGURA 9 - Doenga periodontal FIGURA 10 - Raspagem e
apés 7 dias de alisamento
radicular

inducao

Fnte: Da autora. Fonte: Da autora.

4.5 PERIODOS EXPERIMENTAIS

Seis animais de cada subgrupo experimental foram eutanasiados por exanguinagao
aos 7, 15 e 30 dias ap6s o tratamento de RAR para posterior analise dos marcadores
bioquimicos de estresse oxidativo. As mandibulas foram removidas para coleta do tecido
gengival dos primeiros molares inferiores direito e esquerdo, do lado vestibular, para analise
bioquimica. A seguir foram seccionadas ao meio e fixadas em formol tamponado a 10% por
um periodo de no minimo 48 horas.
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4.6 PREPARO DAS AMOSTRAS GENGIVAIS

Amostras de tecido gengival foram homogeneizadas com tampdo fosfato (3,0 mL,
pH=6,5). O homogenato foi centrifugado (1.500xg) durante 10 minutos, o sobrenadante foi
separado em aliquotas para posteriores analises bioquimicas.

4.7 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO PROTEICA TOTAL

As concentragdes proteicas foram determinadas em todas as amostras de homogenato
gengival pelo método de Bradford (1976), utilizando-se albumina sérica bovina como padréo

da curva de calibracéo.

4.8 DETERMINACAO DO TRIPEPTIDEO GLUTATIONA (GSH)

Para o doseamento de GSH no tecido gengival de ratos os derivados alquilados do
monobromobimano (mBBr, Life Technologies, Carlsbad, CA) dos tecidos foram separados
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), em coluna C-18 (Shim-pack VP-ODS,
4,6mm x 25cm, 5um, conectada em série com pré-coluna C18 modelo Shim-pack GVP-ODS,
4,6mm x 10mm), equilibrada com tampdo A (etanol 14,2% e &cido acético 0,25% m/v, 1
mL/minuto).

Amostras das suspensoes teciduais, derivatizadas com mBBr, foram injetadas e a
eluicdo (tampdo A) foi realizada durante 30 minutos. Em seguida, a coluna foi lavada com
tampdo B (metanol 90% e acido acético 0,25%) por 8 minutos e reequilibrada com o tampéao
A. A determinacéo de &cido sulfossalicilico (padréo interno de referéncia) e GSH foi realizada
pela comparacdo com o tempo de retencdo de padrdes auténticos (10-200 nmol) por meio de
detector de fluorescéncia (modelo RF-10AXL) utilizando-se Aexc=394nm e Aemi=490nm
(=20 mM™.cm™) e a quantificacdo foi feita por anélise da integral das respectivas areas
(Software "LC-Solution Multi") (PUNCHARD; KELLY, 1996).


http://en.wikipedia.org/wiki/Carlsbad,_California
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Para padronizacdo do método foi feita uma curva de calibracdo usando padrBes de
GSH. Estes padrdes foram preparados conforme o protocolo descrito anteriormente que tem
mBBr como agente derivatizante. Os resultados foram expressos em nmol GSH/mg de

proteina.

4.9 DETERMINAGCAO DE MALONDIALDEIDO (MDA)

A quantificagdo de lipoperoxidagdo nas amostras gengivais foi realizada pela
determinacdo de MDA. Para cada 50uL de homogeneizados gengivais em tampéo fosfato pH
7,2, adiciona-se 250 pL de &cido fosforico 1,22 M, 450 pL de Agua Mili-Q e 250 pL de &cido
tiobarbitdrico (TBA) e butilhidroxitolueno 1 mM (BHT) Apos isso, agita-se as aliquotas por
30 segundos e incuba a reacdo por 1 h em banho-maria a 95°C e resfria em banho de gelo a
4°C. Apos este processo adiciona 360 pL de metanol (grau CLAE) e 40 pL de NAOH 1M
para 200 pL de amostra, para neutralizar os solutos e precipitar as proteinas. A separacdo de
MAD foi feita por inje¢des em colunas C18 em equipamento de CLAE, com uso de detector
de fluorescéncia (modelo RF-10AXL) utilizando-se Aexc=515nm e Aemi=553nm.
(PUNCHARD; KELLY, 1996). Os resultados foram calculados e expressos como g
MDA/mg de proteina.

Para padronizacdo do método foi construida uma curva de calibracdo com padrdes de
MDA produzidos a partir de 1,1,3,3-tetraetoxipropano (Sigma Aldrich, St. Louis, MO). Estes
padrdes foram preparados conforme o protocolo descrito anteriormente que tem TBA como
agente derivatizante para producao do aduto TBA-MDA.

4.10 DETERMINACAO DE PROTEINAS CARBONILADAS (CPO)

Para a determinacdo das proteinas carboniladas utiliza-se 500 pyL das aliquotas em
tampéo fosfato pH 7,2, acrescentando 500 pL da solucéo 2,4-dinitrofenilhidrazina.

Ap0s isso, incubar por 1 h e, depois gotejar 500 pL da solucdo de acido tricloroacético
(TCA) 20%, até a precipitacdo completa. Acrescentar 500 pL da solugdo Etanol/Acetato de
Etila e centrifugar a 2000 rpm, por 10 minutos. Descartar o sobrenadante e adicionar
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novamente 500 pL da solucdo 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
homogeinizada. A taxa de variacdo em absorvancia foi medida espectrofotometricamente a
370 nm e a concentracdo calculada utilizando £=22.000 M™*.cm™ e expressa como nmol
CPO/mg de proteina. (PUNCHARD E KELLY, 1996).

.11 RADIOGRAFIAS E ANALISE DIGITAL

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

Sobre uma mesa, as hemimandibulas foram posicionadas com as superficies
vestibulares voltadas para a pelicula radiografica (Dental Intraoral E-Speed Film - Kodak), de
tal forma que o lado direito ficasse na parte inferior, e a parte esquerda na superior.

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 perpendicular 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 exposic¢do 0,8 segundos;

As radiografias foram reveladas utilizando solugdes 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 mensuracdo. Com
este recurso, mediu-se a distncia da unido cemento-esmalte a crista dssea alveolar na
superficie mesial dos primeiros molares inferiores esquerdos pelo tracado de uma linha, sendo
essas medidas registradas em milimetros (mm). O mouse foi posicionado na regido
correspondente a unido cemento-esmalte. O botdo esquerdo foi acionado e arrastado até o

nivel da crista 0ssea alveolar e o programa mensurou a distancia automaticamente.
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4.12 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos dados radiogréaficos e bioguimicos foi realizada por meio do
programa BioEstat 5.0 (Bioestat Sonopress. Industria Brasileira, Manaus, A.M, Brasil - 2007).
A hipotese de ndo haver diferenca estatisticamente significante na taxa de perda 6ssea na
regido mesial entre os diferentes grupos/subgrupos e periodos nos dentes com periodontite
induzida foi testada.

Apo6s andlise da normalidade dos dados pelo teste Shapiro-Wilk, a andlise
intragrupo/subgrupos e intergrupos foram realizadas pela analise de varidncia a dois critérios

ANOVA (p<0,05) com complementagédo de Tukey com p < 0,05.



37

5 RESULTADOS

5.1 CONTEUDO DO TRIPEPTIDEO GSH EM TECIDOS GENGIVAIS

A padronizacdo do método cromatografico para doseamento de GSH estd mostrada na
Figura 11, na qual estdo mostrados os picos caracteristicos obtidos com o padrdo de GSH, o
padrdo interno SSA e o dimero de mBBr. A Figura 12 mostra um cromatograma caracteristico
obtido pela eluicdo de amostra homogenato de gengivas de ratos, apds derivatizagdo com
mBBr,

FIGURA 11 — Cromatograma caracteristico de detec¢do de GSH, no padréo,
apos derivatizacdo com mBBr

my
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Nota: Nessas condicGes, o tempo de retencéo (RT) de GSH foi de 15,5 minutos.

Inserido curva de calibracdo de GSH.
Fonte: Da autora
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FIGURA 12 — Cromatograma caracteristico de detec¢do de GSH, em amostra
de homogenato gengival de ratos, apds derivatizacdo com
mBBr

mV

1000%
900] Dimero de mBBr
Sooé

700

] GSH
] SSA

500

400 \

300

600

200

100

0]

7‘ O O O O | O O O O | O O O O | O O O O | O O O O | O O O O | O O O O |
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 min

Nota: Nessas condicOes, o tempo de reten¢do (RT) deste analito foi de 15,5 minutos.
Fonte: Da autora.

A andlise do conteudo tissular de GSH explicitou que em todos os grupos e periodos
experimentais 0s niveis deste tripeptideo foram significativamente inferiores (p<0,05) ao
basal, sugerindo a ocorréncia de danos oxidativos no modelo experimental proposto.

Na analise comparativa entre o grupo T e 0s demais grupos, observou-se que houve
diferenca estatisticamente significante (p<0,05), exceto no tempo de 7 dias do grupo entre 0s
animais deste grupo e aqueles do grupo T1.

Na comparacdo intragrupos,verificou-se diferenca significante (p<0,05) nos valores de
GSH, entre os periodos de 7, 15 e 30 dias, em todos 0s grupos estudados.

Entre os grupos C e T1 detectou-se diferenca significante (p<0,05) entre todos o0s
periodos experimentais (TABELA 1).

Entretanto, destaca-se que o tratamento prévio a inducdo de DP com Tempol alterou
significativamente o contetdo tissular de GSH no trigésimo dia, quando os dados foram
analisados em comparagdo com os dados correspondentes do grupo que recebeu o tratamento
com o nitroxido 7 dias apds a inducdo de DP. Este dado sugere que a recuperacdo dos tecidos
gengivais foi acelerada pela administracdo prévia do composto antioxidante, 0 que pode ter
favorecido a reducédo de formas oxidadas da glutationa ao estado reduzido.
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TABELA 1- Efeito da administracdo oral de Tempol sobre o contetdo de glutationa reduzida
(nmol GSH/mg proteina) em amostras gengivais. Periodontite foi induzida por
ligadura e GSH foi doseada através de cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a fluorescéncia (Aexc=394nM; Aemi=490Nnm)

Grupo C
Rasal 59,30+8,10
Periodos 7 dias 15 dias 30 dias
Tratamento RAR 8,90+3.10 7 15,30+3,30 7 41,90+4,30 7%
Grupo T
Basal 59,30+8,10
Periodos 7 dias 15 dias 30 dias
Tratamento RAR 14,40+3,00 © 27,80+2,00 " 52,80+2,20
Grupo T1
Basal 59,30+8,10
Periodos 7 dias 15 dias 30 dias
Tratamento RAR 1475437 7" 29,21+18 % 32,25+41 %

Nota: Os resultados estdo expressos como média + d.p; n=6; R=raspagem, alisamento radicular e irrigagdo com
soro fisiolégico
* Diferenca entre os periodos, mesmos grupos e tratamentos (ANOVA e Tukey com p<0,05)
- Diferenca entre basal e grupos (ANOVA e Tukey com p<0,05)
f Diferenca com o grupo T, mesmos periodos (ANOVA e Tukey com p<0,05)

Diferenca entre o grupo C e T1, mesmos periodos (ANOVA E Tukey, com p<0,05)

52 TEOR DE MDA EM TECIDOS GENGIVAIS COMO INDICADOR DE
LIPOPEROXIDACAO

No meétodo utilizado para dosear MDA, os resultados obtidos estdo representados
abaixo, cujos cromatogramas representativos dos padrdes foram sobrepostos para construcédo
da curva de calibragéo (FIGURA 13). Um cromatograma obtido com injecdo de uma das

amostras de homogenato de tecidos gengivais estd mostrado na Figura 14.



FIGURA 13 — Cromatograma caracteristico de detec¢do de MDA no padréo,
apos derivatizacdo com TBA
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Inserido curva de calibracdo de MDA.

Nota: Nessas condi¢fes, o tempo de retencdo (RT) deste analito (MDA-TBA) foi 6,5 minutos
Fonte: Da autora.

FIGURA 14 — Cromatograma caracteristico de deteccdo de MDA em

amostra de tecido gengival, apds derivatizagcdo com TBA
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Nota: Nessas condices, o tempo de retencdo (RT) deste analito foi 6,5 minutos.
Fonte: Da autora.

Quando os dados obtidos foram comparados ao teor basal de MDA, verificou-se que
no grupo que nao recebeu Tempol (C) e foi submetido apenas ao tratamento néo cirdrgico

RAR, apresentou aumento temporal do conteldo deste aldeido indicativo de lesGes por
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lipoperoxidacéo.

De forma inesperada, a administragdo de Tempol provocou aumento do teor de MDA
detectado nos tecidos gengivais (p<0,05), tanto em relagdo ao contetdo basal quanto aqueles
teores detectados no grupo C, exceto quando comparados os resultados 30 dias do grupo C e
do T em relagéo ao grupo Basal.

Na andlise comparativa do grupo T com os demais grupos, houve diferenca (p<0,05)
em apenas alguns periodos experimentais, como mostrado na Tabela 2. Na comparagéo intragrupos,
evidenciou-se diferenca (p<0,05) apenas entre os periodos de 7 e 30 dias no grupo T.

Entre os grupos C e T1 detectou-se diferenca significante (p<0,05) entre todos os

periodos experimentais (TABELA 2).

TABELA 2- Efeito do Tempol sobre lipoperoxidacdo (ug MDA/MG proteina) 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 deteccdo do aduto MDA-
acido tiobarbitarico

Grupo C
Periodos 7 dias 15 dias 30 dias
Tratamento RAR 0,30£0,20 ¥ 0,40+0,1 %" 0,60+0,1 "
Grupo T
Periodos 7 dias 15 dias 30 dias
Tratamento RAR 1,30+0,10 1,10+0,20 0,70+0,20 *
Grupo T1
Periodos 7 dias 15 dias 30 dias
Tratamento RAR 1.53+0,090 195404 2.204+0,43

Nota: Os resultados estdo expressos como médiatd.; n=6; R=raspagem, alisamento radicular e irrigacdo com
soro fisioldgico
* Diferenca entre os periodos, mesmos grupos e tratamentos (ANOVA e Tukey com p<0,05)
- Diferenca entre basal e grupos (ANOVA e Tukey com p<0,05)
# Diferenca com o grupo T, mesmos periodos (ANOVA e Tukey com p<0,05)

. Diferenga entre o grupo C e T1, mesmos periodos (ANOVA E Tukey, com p<0,05)
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5.3 OCORRENCIA DE DANOS OXIDATIVOS EM PROTEINAS

A deteccdo de danos oxidativos em estruturas proteicas foi realizada pela
quantificacdo de proteinas carboniladas. Analisando-se os niveis de CPO, verificou-se que nos
trés grupos experimentais houve aumento significativo (p<0,05) em relagéo ao basal.

Na analise comparativa do grupo T com os demais grupos, observou-se que nao houve
diferenca estatisticamente significante (p<0,05), exceto aos 15 dias do grupo T1.

Na comparagdo intragrupos observou-se diferenga (p<0,05) em todos os periodos dos
grupos experimentais.

Entre os grupos C e T1 detectou-se diferenca significante (p<0,05) apenas aos 15 dias
(TABELA 3).

TABELA 3- Efeito do Tempol em danos oxidativos em proteinas (nmol CPO/mg proteina)
induzidos por periodontite experimental. O contetdo de carbonilas proteicas foi
determinado em amostras gengivais através de analise espectrofotométrica
(A=370 nm; €=22.000 M*.cm®)

Grupo C
Basal 6,43+1,22
Periodos 7 dias 15 dias 30 dias
Tratamento RAR 71,0+4,3 7 23,1+11,3 "% 38,7443 "
Grupo T
Basal 6,43+1,22
Periodos 7 dias 15 dias 30 dias
Tratamento RAR 66,4+8,0 " 53,4+10,0 © 23,7+70 "
Grupo T1
Basal 6,43+1,22
Periodos 7 dias 15 dias 30 dias
Tratamento RAR 72,0¢140 55,0470 " 39,0+6,0 7

Nota: Os resultados estdo expressos como médiatd.p; n=6; R=raspagem, alisamento radicular e irrigacdo com
soro fisioldgico.
* Diferenca entre os periodos, mesmos grupos e tratamentos (ANOVA e Tukey com p<0,05)
- Diferenca entre basal e grupos (ANOVA e Tukey com p<0,05)
f Diferenca com o grupo T, mesmos periodos (ANOVA e Tukey com p<0,05)

Diferenca entre o grupo C e T1, mesmos periodos (ANOVA E Tukey, com p<0,05)



43

5.4 RESULTADOS DA ANALISE RADIOGRAFICA

Os animais do grupo C nédo apresentaram diferenca estatisticamente significante no
tratamento RAR (1,20£0,16mm; 1,29+0,26mm; 1,18+0,21 mm), entre os periodos de 7, 15 e
30 dias (FIGURA 15; TABELA 4).

FIGURA 15 - Imagens radiograficas das hemimandibulas dos animais do grupo C. Periodos
de 7, 15 e 30 dias, respectivamente

Nota: Da Autora

Nos animais do grupo T, ocorreu perda dssea significativamente maior (p<0,05) no
tratamento RAR (0,98+0,21mm; 0,78+0,22mm; 0,52+0,13mm) quando comparados 0s
periodos de 7 e 30 dias (FIGURA 16; Tabela4).

FIGURA 16 - Imagens radiograficas das hemimandibulas dos animais do grupo T. Periodos de
7, 15 e 30 dias, respectivamente

Nota: Da Autora
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Os animais do grupo T1 nédo apresentaram diferenca estatisticamente significante entre
os periodos de 7, 15 e 30 dias (1,06+0,04mm; 1,02+0,02mm; 0,89+0,05mm), (FIGURA 17,
TABELA 4).

FIGURA 17 - Imagens radiograficas das hemimandibulas dos animais do grupo T1. Periodos
de 7, 15 e 30 dias, respectivamente

Nota: Da Autora

Na anélise do grupo T com os demais grupos houve diferenca em rela¢éo ao grupo C
(1,29+0,26; 1,18+0,21) apenas aos 15 e 30 dias e no grupo T1 (0,89+0,05) aos 30 dias.
N&o houve diferenca no nivel de perda 6ssea significante entre os grupos C e T1.

TABELA 4- Médias e desvios padr@es (M * DP) das distancias entre a unido cemento—
esmalte e a crista 0ssea alveolar (mm) na superficie mesial dos primeiros
molares inferiores esquerdos, de acordo com cada grupo, tratamento e

periodo
Grupo C
Basal 0,3/0,5mm
Periodos 7 dias 15 dias 30 dias
Tratamentos
RAR 1,20+0,16 1,29+0,26 * 1,18+0,21 "
Grupo T
Basal 0,3/0,5mm
Periodos 7 dias 15 dias 30 dias
Tratamentos
RAR 0,98+0,21 " 0,78+0,22 0,52+0,13 *
Grupo T1
Basal 0,3/0,5mm
Periodos 7 dias 15 dias 30 dias
Tratamentos
RAR 1,06+0,04 1,02+0,02 0,89+0,05 %
N 18 18 18

"Diferenca entre os periodos, mesmos grupos e tratamentos (ANOVA e Tukey, com
p<0.05).

*Diferenca do grupo T com os demais grupos, mesmos periodos (ANOVA e Tukey, com
p<0.05)

*Diferenca entre os grupos C e T1 (ANOVA e Tukey, com p<0.05)
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6 DISCUSSAO

A doenca periodontal é um processo inflamatorio crénico, caracterizado por
sangramento gengival, formacao de bolsas periodontais e destruicdo dos tecidos periodontais
de sustentacdo, através da acdo de lipopolissacarideos e proteases (YAGAN et al., 2013) das
bactérias presentes no biofilme dental, fator etioldgico determinante desta alteragdo. Esta
inflamacéo tecidual é relacionada ao aumento da liberacdo de oxidantes pelos neutrofilos, e
também com a ativacdo de varios mediadores inflamatdrios, tais como interleucinas (IL-1p, 6
e 8) e fator de necrose tumoral (TNF-a) (KARA et al., 2012), o que favorece o desequilibrio
da homeostase Ossea, resultando na destruicdo de tecido dsseo alveolar, no aumento da
atividade de metaloproteinases de matriz e na degradacdo dos tecidos conectivos (CHAPPLE
e MATTHEWS, 2007), devido a reacdo imunoldgica exacerbada e osteoclastogénese
localizada (KUHR et al., 2004).

O tratamento periodontal é direcionado para deter a progressdo da destrui¢cdo dos
tecidos de sustentacdo dos dentes, a fim de evitar perda dentaria. Entretanto, a terapia
periodontal mecanica pode ser demorada ou ineficaz, 0 que aponta para a hipdtese de que
fatores sistémicos possam interferir na progressdo da doenca. Assim, uma possivel
suplementacdo com antioxidantes, pode ser uma terapia periodontal adjuvante eficiente.

Neste contexto, a escolha do Tempol como coadjuvante ao tratamento periodontal
mecanico se deve ao fato de que este antioxidante tem acdo direta sobre os radicais livres
formados durante o processo inflamatério, diminuindo os danos tissulares.

Ao contrario de outras doencas infecciosas humanas, que ndo possuem
correspondentes em outras espécies, a doenca periodontal inflamatéria € comum no reino
animal. Diferentes modelos animais podem ser utilizados para se avaliar a patogénese ou até
mesmo as modalidades terapéuticas possiveis com relacdo a doenca periodontal inflamatoria.
O rato (Rattus novergicus) é o animal mais utilizado nesses estudos (LISTGARTEN, 1975),
devido a semelhanca do seu periodonto com o do homem, tendo como divergéncia apenas a
presenca da queratinizacao do epitélio sulcular (KLAUSEN, 1991).

O presente estudo apoiou-se no modelo de indugdo da doenca periodontal proposto
por Johnson (1975), através da colocacdo de um fio de algoddo, ao redor da cervical dos
molares, geralmente no primeiro molar superior ou inferior. Segundo este modelo, a ligadura
funciona como sitio para a colonizacdo bacteriana desenvolvendo dessa forma, a doenca
periodontal, sendo este um método amplamente utilizado (ROVIN et al., 1966; SALLAY et
al., 1982; NEEDLEMAN et al., 2004; ALMEIDA et al., 2007, DANNAN E ALKATTAN,
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2008; AKMAN et al., 2013; YAGAN et al., 2013). Observou-se neste estudo que este modelo
foi eficiente na indugcdo da doenca periodontal experimental, pois a ligadura induziu a
formacéo de placa bacteriana e resposta inflamatdria local. DP foi caracterizada pelos sinais
clinicos de inflamacdo gengival como o edema, a vermelhiddo e a perda da aderéncia do
tecido gengival ao dente.

Na perda 6ssea alveolar induzida pela ligadura ocorre ativagdo anormal do sistema
imunologico do hospedeiro (TAKAYANAGI, 2005); como resultado entre o desequilibrio de
oxidantes e antioxidantes, em favor de oxidantes; excesso de oxidantes ou ainda; diminuicéo
de antioxidantes, que ocasionardo o estresse oxidativo (KARA et al., 2012). Este pode ser
avaliado de varias formas: pela mensuracdo dos niveis de ERO/ERN; danos em &cidos
nucleicos, proteinas, lipideos e pela deteccdo dos niveis de antioxidantes (YAGAN et al.,
2013; NIKI, 2012).

A associacdo do estresse oxidativo sisttmico e DP em humanos e animais
experimentais foi explorada em uma revisao de literatura por Tomofuji et al., (2009), que cita
relatos ligando diretamente a producdo de oxidantes nos sitios com lesdes inflamatorias
periodontais e injurias em varios 6rgdos vitais.

Em animais, a associacdo entre producdo de ERO/ERN em sitios de periodontite
induzida estd bem estabelecida. Com o uso de um modelo experimental induzido por
aplicacdo topica de lipopolisacarideo e de proteases especificas na gengiva, Tomofuji et al.
(2007) mostraram clara correlacdo entre a gravidade da doenca periodontal e as lesdes
oxidativas nos tecidos hepaticos e na aorta descendente.

GSH ¢ um tripeptidio, formado por L-acido glutdmico, L-cisteina e L-glicina (yGlu-
Cys-Gli) e constitui o tiol redutor mais abundante no meio intracelular. A manutencéo de
niveis adequados de GSH é feita as custas da atividade da glutationa redutase, a qual utiliza
equivalentes redutores do NADPH para manter glutationa na forma reduzida, como substrato
para glutationa peroxidase. GSH é um antioxidante e participa de muitos processos
biol6gicos, como na protecdo contra radicais livres e compostos toxicos (SIES, 1999).

Diante disso, no modelo experimental proposto, avaliou-se o efeito de administracéo
de Tempol na concentragédo de GSH em tecidos gengivais, comparando-se a inducdo de DP
em relacdo ao controle basal. Nesta andlise verificou-se uma diminui¢do significativa
(p<0,05) em todos os periodos experimentais, principalmente aos 7 e 15 dias (Tabela 1) do
teor tissular de GSH. Estes resultados sé@o indicativos de presenca de danos oxidativos no
tecido gengival avaliado no modelo experimental, dados que concordam com aqueles
previamente relatados na literatura (BATTINO et al., 1999; KARA et al., 2012). Além do
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mais, é importante salientar o destino metabolico desta GSH diante da exposicdo de
ERO/ERN, que podera ter sido oxidada formando GSSG, ou ter ocorrido S-glutationagéo
proteica, ou seja, ligacdo da GSH em estruturas proteicas.

Os aldeidos s@o produzidos quando lipideos sdo metabolizados no sistema biologico,
através de reacOes de Oxidoreducdo. A determinacdo e quantificacdo destes compostos
fornece a relagdo indireta com injurias oxidativas como resultado da peroxidacéo lipidica.

Um meétodo bastante utilizado para determinar a ocorréncia de danos oxidativos
mediados por ERO/ERN nos tecidos é a mensuracdo de um dos principais produtos finais da
peroxidacdo de lipideos, MDA (YAGAN et al., 2013). Diversos estudos anteriores,
demonstraram uma associagdo entre a periodontite e 0 aumento da peroxidacéo de lipideos no
fluido gengival crevicular, saliva e amostras de tecido gengival (WEI et al., 2010; TOMOFUJI
et al., 2009; AKALIN et al., 2007; KARA et al., 2012). Neste estudo, foi encontrado valores
de MDA que tendem a estar aumentados em relacdo ao basal, mas houve diferenca
significante (p<0.05) apenas nos grupos Controle com DP aos 7 e 15 dias e no grupo tratado
com Tempol, independentemente da instalacdo de DP. Estes resultados divergem de muitos
estudos (YAGAN et al., 2013; KARA et al., 2012; CARVALHO et al., 2013) que relatam que
a peroxidacédo lipidica, € um evento muito frequente de estresse oxidativo na periodontite
induzida e, 0 aumento desta tem um papel importante na progressao da destrui¢do periodontal
(KARA et al., 2012).

Estas diferencas podem ser atribuidas ao fato de que, na maioria dos relatos
encontrados na literatura, MDA é doseado apds reacdo com TBA através de técnicas
espectrofotométricas ou espectrofluorimétricas, sem prévia separacdo cromatografica. Como é
amplamente relatado na literatura (HALIWELL; GUTTERIDGE, 2007), a auséncia de
separacao cromatografica de MDA produz resultados que, muitas vezes, ndo sdo precisos, em
decorréncia da producdo de aldeidos durante a manipulacdo das amostras, da presenca de
cromogenos ndo especificos que absorvem luz ou emitem fluorescéncia nas condicdes de
andlise, ou ainda, de analitos outros, alem de MDA, que reagem com 0 agente derivatizante
TBA.

A anélise de proteinas carboniladas é outra forma de avaliar danos oxidativos nos
tecidos com alteracbes mediadas por processos inflamatorios. No presente trabalho,
constatou-se um aumento significativo de ocorréncia de CPO (p<0,05) nos grupos em que a
DP foi induzida. A escolha deste método como marcador biolégico de estresse oxidativo
justifica-se pela composicao do tecido gengival ser 80% de colageno, uma proteina estrutural
que diante de ERO/ERN sofre oxidagdo (LINDHE et al., 2010).
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Nos grupos que os animais receberam tratamento com Tempol como adjuvante ao
tratamento convencional de RAR, tanto antes quanto apds a inducao de DP, ndo foi detectada
protecao contra oxidacao proteica (Tabela 3).

Em humanos, alguns trabalhos estabeleceram que a periodontite cronica esta
diretamente correlacionada a alta ocorréncia de danos oxidativos em proteinas, determinados
pela medida de CPO sérica, bem como o aumento do estado oxidativo total e de produtos de
lipoperoxidacédo, quantificados como MDA (PANJAMURTHY et al., 2005; AKALIN et al.,
2007; BALTACIOGLU et al., 2008). Por outro lado, existem estudos que indicam que néo ha
relagdo entre o nivel de peroxidac&o lipidica sérica e danos em DNA de sangue venoso de
sujeitos com doenca periodontal, quando comparadas estas variaveis com os dados de
individuos com gengiva clinicamente saudavel (KONOPKA et al., 2007). Estas diferencas
podem ser atribuidas, ao menos em parte, as diferencas de conteldo de compostos
antioxidantes na alimentacdo e/ou possiveis suplementagdes nutricionais dos sujeitos
selecionados para os citados estudos, o que vem confirmar a necessidade de estudos mais
controlados para esclarecer os dados conflitantes encontrados na literatura.

Com uso de modelo experimental similar ao usado neste trabalho, Demirer et al.
(2012), mostraram que a administracdo oral de acido borico (3mg/kg peso, 11 dias) foi capaz
de prevenir infiltrado celular inflamatdrio, o numero de osteoclastos e perda de massa 6ssea
alveolar nos sitios onde houve indugdo de periodontite.

Produtos fitoterapicos, como extratos fluidos de alecrim pimenta (Lippia sidoides
Cham. Verbenaceae) e de aroeira do sertdo (Myracrodruon urundeuva, Engl.), incorporados
em formulacgdes farmacéuticas na forma de gel, foram testados no tratamento de periodontite
induzida por ligadura. Os resultados mostraram que as formulagdes mostraram efeito
microbicida e anti-inflamatorio, diminuindo a infiltracdo neutrofilica local, inibicdo da
producdo de TNF-alfa e IL-1 no tecido gengival e prevencdo da perda de osso alveolar
(BOTELHO et al., 2007).

Por outro lado, relato recente mostrou que o tratamento com vitamina E, um
antioxidante lipossollvel, na dose de 500mg/kg de peso, por via oral, durante nove dias,
mostrou um significativo decréscimo no processo inflamatorio, diminui¢do de formagéo de
MDA e de imunoreatividade a enzima o¢xido nitrico sintetase induzida (iNOS), sem,
entretanto, alterar a perda de massa 60ssea alveolar nos sitios de indug@o de periodontite por
ligadura. De forma interessante, este trabalho relata que o tratamento com vitamina E induziu
aumento na ansiedade nos animais, efeito atribuido a modulagéo de expressdo génica exercida

por este composto, explicitando a necessidade de estudos mais aprofundados do uso de
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antioxidantes, uma vez que estes compostos podem elicitar respostas deletérias se usados
indiscriminadamente (CARVALHO et al., 2013).

Na anélise radiografica, constatou-se que os niveis de perda Ossea aos 30 dias no
grupo tempol, tratado com RAR, foi significativamente (p<0,05) menor do que aos 7 dias
sugerindo que o tempol como tratamento adjuvante favorece a atividade osteblastica.
Clinicamente, é provado que a RAR com instrumentos manuais fornece os melhores
resultados para o tratamento da doenca periodontal (LINDHE et al., 2010). No entanto,
diversos fatores podem limitar o sucesso da RAR, tais como, concavidades radiculares,
apinhamento dentério, &reas profundas e zonas de bifurcacdo que dificultam o acesso dos
instrumentos manuais na bolsa periodontal. Devidos a estes fatores anatdmicos limitantes,
terapias coadjuvantes ao tratamento convencional tém sido propostas (ALMEIDA et al.,
2008).

Na anélise intergrupos, o0 grupo controle apresentou uma perda 0ssea
significativamente maior (p<0,05) do que o grupo tempol aos 15 e 30 dias sugerindo que este
método adjuvante protegeu a perda Ossea na superficie mesial dos primeiros molares
inferiores.

O estudo de Di Paola, 2005 demonstrou que o Tempol foi capaz de atenuar a
reabsorcdo Ossea decorrente de periodontite induzida. Neste trabalho utilizou-se a
administragdo intraperitoneal de nitroxido pré-tratamento e, embora a minimizacdo dos
parametros inflamatdrios e a perda 6ssea preventiva tenham sidos descritos, sem 0 uso de
marcadores Sericos, iSso sugere que as terapias antioxidantes que interfiram com ERO/ERN,
podem ser benéficas no tratamento da periodontite. Entretanto, deve ser levado em
consideracdo o fato de que a via de administracdo do nitroxido ndo é comum para utilizacéo
clinica. Assim, neste trabalho nds propusemos testar o mesmo composto por via oral.

Em relato mais recente, Wolle et al., 2013, mostraram que, em ratos com diabetes tipo
2, a administracdo oral de Tempol em lesdes periapicais induzidas por exposi¢do pulpar, ndo
foi eficiente para minimizar os danos as estruturas dos dentes e periodonto, apesar de que 0
tratamento reduziu os pardmetros oxidativos relacionados a diabetes . A diferenca de
resultados com estes que aqui mostramos pode ser decorrrente do fato de que as lesbes
odontoldgicas estudadas sao diferentes em etiologia e localizagdo. Além disso, a instalacad de
diabetes pode ter exacerbado a gravidade destas lesdes, levando a pouca atividade
modulatéria do antioxidante testado.

No presente estudo, o efeito da Tempol foi avaliado por meio de duas estratégias

diferentes de tratamento oral com o nitroxido: preventiva e terapéutica , com foco em
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marcadores de estresse oxidativo e marcadores séricos gengivais associadas a remodelacdo
0ssea .

Para investigar a hipdtese de que o Tempol possa prevenir e / ou atenuar danos
oxidativos gengivais e causar alteracbes na remodelacdo Ossea, duas abordagens
experimentais foram empregados neste estudo : um tratamento preventivo , em que foram
realizadas administragdes orais diarias de 2 mmol / kg Tempol um dia antes da inducéo de
periodontite e o tratamento terapéutico , em que as administracfes orais diarias de 2 mmol /
kg Tempol foram iniciadas a partir de sete dias apos a inducédo de periodontite , coincidente
com o tratamento de RAR. Ambas as estratégias se mantiveram até o final de cada periodo
experimental (7, 15 e 30 dias) , tal concepcao experimental encontra-se resumida na figura 1.

A dose de Tempol utilizada neste trabalho foi baseada em estudos anteriores
(QUEIROZ et al., 2012) .

Em uma anélise global, os resultados aqui mostrados apontam para a possibilidade do
uso de nitroxidos como moduladores do processo inflamatério associado & doenca
periodontal. Esta patologia é considerada uma enfermidade inflamatério-imunologica de
natureza multifatorial, e os dados aqui apresentados reforcam o conceito de que danos
teciduais resultam de uma complexa interacdo entre micro-organismos e respostas do
hospedeiro.

A Odontologia atualmente almeja que, além de dentes saudaveis, a populacdo tenha
melhor qualidade de vida. Assim, estudos que visam controlar com maior eficiéncia a doenca
periodontal sdo essenciais para manter a saude oral e sisttmica dos individuos. O uso
adequado de compostos adjuvantes que acelerem e incrementem a eficiéncia dos tratamentos
clinicos ja estabelecidos, é, consequentemente, fundamental na manutencdo da saude

periodontal.
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7 CONCLUSAO

Nesse estudo observou-se que a doenca periodontal induzida em ratos provocou um
estresse oxidativo, caracterizado pela diminuicdo dos niveis de glutationa reduzida e, uma
tendéncia ao aumento dos valores de malondialdeido e proteinas carboniladas.

O Tempol foi efetivo como tratamento coadjuvante a raspagem e alisamento radicular,
favorecendo a reducdo dos niveis de proteinas carboniladas, além de evitar o decréscimo de
glutationa reduzida nos tecidos gengivais.

Os resultados radiogréaficos reforcaram os dados bioquimicos e evidenciaram que 0s
animais do grupo que receberam Tempol antes da inducdo da doenca periodontal
apresentaram uma reducao significativa da perda 6ssea.

Em conjunto, os dados sugerem que o Tempol pode ser um utilizado como um
farmaco como tratamento preventivo e/ou associado a terapia mecanica ndo cirurgica na

doenca periodontal.
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