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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos locais da estatina como coadjuvante ao
tratamento de raspagem e alisamento radicular da doenca periodontal induzida em ratos. O
universo amostral da pesquisa foi composto por trinta e seis (36) ratos que foram divididos
em 2 grupos de 18 animais cada. A doenca periodontal foi induzida em todos os animais,
utilizando-se um fio de algodéo colocado na regido dento - gengival dos primeiros molares
inferiores esquerdos. Apds 7 dias da indugdo, a ligadura foi removida e os animais foram
divididos em dois grupos de acordo com os seguintes tratamentos locais: Grupo Controle (C)
- raspagem e alisamento radicular (RAR) e irrigacdo com gel controle; Grupo Sinvastatina (S)
- RAR e irrigacdo com gel de Sinvastatina. Em cada grupo 6 animais foram eutanasiados aos
7, 15 e 30 dias p6s tratamentos locais. Amostras de bidpsias gengivais da regido com ligadura
foram processadas para analise da expressdo de Metaloproteinase de Matriz 8 (MMP-8). As
mandibulas foram removidas e seccionadas ao meio para analise radiografica e
posteriormente processadas laboratorialmente para a analise histométrica. Foi observado que
0s animais do grupo C apresentaram uma expressdo de MMP-8 significativamente maior
comparado aos do grupo S em todos os periodos experimentais. Na expressdo de MMP-8
intra grupos, os animais de ambos 0s grupos apresentaram uma expresséo significativamente
maior aos 7 do que aos 30 dias. Nas analises radiograficas e histométrica entre 0s grupos, 0s
animais do grupo C apresentaram uma perda 6ssea (PO) significativamente maior comparado
aos do grupo S em todos os periodos experimentais. Na analise radiografica intra grupos, 0s
animais do grupo C apresentaram uma PO significativamente maior aos 7 dias do que aos 30
dias. Dentro dos limites deste estudo, pode-se concluir que a estatina aplicada localmente foi

efetiva como tratamento coadjuvante 8 RAR na doenca periodontal induzida em ratos.

Palavras-chaves: Periodontite. Perda Ossea Alveolar. Sinvastatina.



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the local effects of statins as adjuvant treatment of
scaling and root planing of periodontal disease induced in rats. The sample of the survey
universe was composed for thirty-six (36) mice were divided into 2 groups of 18 animals
each. Periodontal disease was induced in all animals using a cotton yarn placed in the region
dento - gingival left of the first molars. After 7 days of induction, the ligature was removed,
and the animals were divided into two groups according to the following local treatments:
Control Group (C) - scaling and root planing (SRP) and with irrigation control gel;
Simvastatin Group (S) - and RAR irrigation gel simvastatin. In each group 6 animals were
euthanized at 7, 15 and 30 days post local treatments. Samples of gingival biopsies were
processed with ligation region for analysis of expression of Matrix metalloproteinase 8
(MMP-8). The jaws were removed and sectioned in half to radiographic and laboratory
subsequently processed for histometric analysis. It was observed that the group C had a
significantly higher MMP-8 expression compared to the S group in all experimental periods.
The expression of MMP-8 intra groups, the animals of both groups showed a significantly
higher expression than 7 to 30 days. In the radiographic and histometric analysis between the
groups, the group C showed a bone loss (PO) significantly higher compared to the S group in
all experimental periods. In radiographic intra groups, group C had a significantly higher PO
at 7 days than at 30 days. Within the limits of this study, it can be concluded that Statin
applied locally was effective as adjuvant treatment to the SRP induced periodontal disease in
rats.

Keywords: Periodontitis. Alveolar Bone Loss. Simvastatin.
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1 INTRODUCAO

A Doenca Periodontal (DP) € uma infeccdo cronica, produzida por bactérias gram-
negativas, com niveis de prevaléncia elevados (PETERSEN et al., 2012). Ocorre na gengiva
em resposta a antigenos bacterianos da placa dentaria que se acumulam ao longo da margem
gengival. Sua manifestacdo inicial é a gengivite, caracterizada por uma série de condicGes
inflamatdrias, hiperemia, edema e também recessdao e sangramento gengival. Se nao tratada
precocemente, ela pode evoluir para periodontite (LIU et al., 2012).

A clivagem inicial dos colagenos tipo | e Ill, produzidos pelos fibroblastos do
ligamento periodontal e gengiva, componentes predominantes da matriz extracelular do
periodonto, é peca chave das lesdes periodontais progressivas e ativas causada por
colagenases intersticiais derivadas de células do hospedeiro (KIILI et al., 2002).

Essa degradacéo das fibras colagenas inseridas na raiz dentéria é realizada por enzimas
denominadas metaloproteinases de matriz (MMPs), e assim permitem a migracao apical e a
extensdo lateral do epitélio da bolsa. A sequela clinica é o aumento patoldgico da destruicédo
do colédgeno com a perda de inser¢do e formacdo da bolsa periodontal (RYAN et al., 2000).

Segundo Sorsa et al. (1999), dentre as colagenases que participam desse processo, a
metaloproteinase de matriz 8 (MMP-8) é a principal colagenase intersticial no fluido
crevicular gengival (FCG) de individuos com periodontite cronica e no fluido sulcular
periimplantar de individuos com periimplantite, respondendo por 90-95% da atividade
colagenolitica.

Tendo em vista esse processo, 0 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 eliminagdo de bactérias patogénicas por localizarem-
se no interior dos tecidos moles, duros ou em areas inacessiveis aos instrumentos periodontais
como éareas de furca e depressdes radiculares (ADRIAENS et al., 1988; MATIA et al., 1986).
Devido a estas limitacbes métodos coadjuvantes a terapia periodontal convencional tem sido
estudados (DALCICO, 2013; TING et al., 2016). Considerando o papel proeminente do
hospedeiro como principal componente da destruicdo de tecidos moles e duros, visto na
periodontite, estratégias terapéuticas, como a farmacoldgica, tem se sobressaido como uma
nova abordagem de tratamento (DALCICO, 2013; TING et al., 2016).
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As estatinas sdo medicamentos largamente utilizados para a reducdo do colesterol,
porém foi observada uma inducdo de formacdo 0ssea tanto em culturas de tecido, quanto em
ratos e camundongos, fato que despertou enorme interesse na comunidade cientifica, pela
possibilidade destas poderem ser utilizadas em patologias 0sseas, como é 0 caso da doenca
periodontal (MUNDY et al., 1999).

Dentre as varias estatinas, tem-se a Sinvastatina, que tem sido amplamente utilizada na
pratica clinica, no controle dos niveis de colesterol. Com isso, além de sua funcédo
hipolipemiante, esta estatina destaca-se por outros efeitos secundarios, incluindo anti-
inflamatorio (NICHOLLS et al.,, 2006), imunomodulatorio, antioxidante, bem como a
promocao da angiogénese e aumento da diferenciagdo dos osteoblastos, induzindo a formacéo
0ssea (CUNHA-CRUZ et al., 2006; MUNDY et al., 1999). Tais propriedades oferecem
grande potencial para as estatinas modificarem o curso de doencas inflamatorias cronicas

(BARSANTE et al., 2005), dentre as quais podem ser incluidas as doencas periodontais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Em algumas especialidades odontoldgicas, especialmente na periodontia, estudos
sobre as estatinas tém despertado interesse, principalmente devido aos feitos positivos sobre a
cicatrizagdo Ossea além dos beneficios ja& comprovados como a reducdo da

hipercolesterolemia.

2.1 ETIOLOGIA E PATOGENESE DA DOENCA PERIODONTAL

As doengas crbnicas avancam em todas as regides e permeiam todas as classes
socioecondmicas. Dieta pouco saudavel, mé nutricdo, sedentarismo, tabagismo, uso excessivo
de alcool e estresse psicossocial sdo os fatores de risco mais importantes. A doenca
periodontal € um componente de carga global da doenca cronica, tendo os mesmos fatores de
riscos essenciais (PETERSEN et al., 2012).

A placa bacteriana (ou biofilme) é considerada a principal causa de doencas que
acometem a boca, podendo se manifestar como cérie, periodontite, infecgdes peri-implante e
estomatites. Quando a inflamacéo se restringe apenas ao tecido mole, denomina-se gengivite e
guando ha a perda de tecido de insercdo do dente, tem-se a periodontite (CARRARO et al.,
2008).

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

A definicdo de periodontite implica no acometimento do tecido 6sseo e dos ligamentos
periodontais. A evolugdo de gengivite para periodontite parece ocorrer por causa da
composigédo da microbiota gengival (GMUR et al., 1994). Os sinais comuns presentes tanto na
gengivite quanto na periodontite sdo a presenca de sangramento, edema e aumento do fluido
crevicular, que resultam da atividade inflamatoria, intermediada por bactérias ou endotoxinas,

e da resposta imunoldgica’lhumoral do hospedeiro com a presenca de leucocitos
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polimorfonucleares (PMNs), linfocitos, imunoglobulinas e sistema complemento (REGEZI et
al., 2013).

Wiebe et al. (2000) descrevem o termo periodontite crbnica e relatam que suas
principais caracteristicas foram definidas como tendo taxa de progressdo leve a moderada,
podendo ter periodos de progressdo rapida, presenca de irritantes locais compativeis com a
severidade da doenca e de ocorréncia maior em adultos, podendo acometer criangas e
adolescentes.

Ja a periodontite agressiva compreende um grupo de lesdes caracterizadas por ocorrer
em individuos geralmente saudaveis, com tendéncia genética a doenca, cujas manifestacoes
clinicas sdo caracterizadas por rapida perda de insercdo e destruicdo 0ssea, que nao condizem
com a quantidade de acumulo de placa (LINDHE et al., 2010). Armitage (2000) explica que
outras caracteristicas podem estar presentes, como, por exemplo, proporcoes elevadas de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans ou Porphyromonas gingivalis, anomalias nos
fagdcitos, fendtipo de macrofagos com hiper-resposta com niveis elevados de prostaglandina
E2 (PGE2) e interleucina-1 beta.

Inicialmente as doencas periodontais surgem a partir da colonizacdo da superficie
dentéria por bactérias, a principio, predominantemente por microrganismos gram-positivos
(colonizagdo primaria), tais como Actinomyces viscosus, Streptococcus sanguinis, Veilonella
parvula e Capnocytophaga ochracea (BEREZOW et al., 2011).

A periodontite pertence a uma familia de doencas relacionadas que diferem quanto a
etiologia, histdria natural e resposta terapéutica, porém partilham do mesmo mecanismo de
destruicdo do tecido conjuntivo e da perda 6ssea. Essa se inicia pela colonizacdo bacteriana
secundaria (bactérias gram-negativas e anaerdbicas) sobre a superficie dentaria e a
subsequente formacdo de reacdo inflamatoéria (LINDHE et al., 2010).

Na colonizacdo secundaria, diferentes espécies de microrganismos (Prevotella
intermédia, Prevotella loescheii, espécies de Capnocytophaga, Fusobacterium nucleatum,
Porphyromonas gingivalis) se aderem as bactérias ja existentes na placa bacteriana, alterando
a concentracdo hidrogenidnica e a tensdo do oxigénio, o que torna 0 meio ideal para
proliferacdo de bactérias anaerébias (ARMITAGE et al., 2000).

Em relacdo aos sinais clinicos, o edema do tecido gengival e o sangramento presentes
na periodontite podem levar a reabsorcdo 0Ossea, verificada radiograficamente e seu estagio
final é a perda do elemento dentério pela eliminacéo total do tecido de sustentacdo (LINDHE
et al., 2010). A formacdo e o aumento da placa bacteriana responsaveis pela periodontite

podem ser prevenidos facilmente com uma boa higiene oral. (WEIJDEN et al., 2011)


https://www.google.com.br/search?newwindow=1&q=Aggregatibacter+actinomycetemcomitans&spell=1&sa=X&ved=0CBoQvwUoAGoVChMI3_KDhJHwxgIVg5IeCh3SOARH
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Apesar de numerosos mecanismos de defesa do hospedeiro serem recrutados para
combater o ataque bacteriano no sulco gengival, evidéncia substanciais indicam que as células
fagociticas, especificamente os polimorfonucleares (PMN) e 0os mondcitos (MN), constituem
a via mais importante de defesa nesta area. Defeitos funcionais em células fagociticas
parecem predispor individuos para o desenvolvimento de periodontite grave. Acredita-se que
as funcdes dos neutrofilos danificados, bem como a deficiéncia das fungdes de outras células
da resposta do hospedeiro, se tornam o mecanismo central na progressdo das formas de
periodontite, tanto crénico como agressiva (KINANE et al., 2011).

No estudo realizado por Kumar et al. (2006), onde a resposta celular dos PMN e dos
MN em pacientes com doenca periodontal e pacientes saudaveis foi avaliada, observou-se que
no grupo dos pacientes com doenca periodontal agressiva a quimiotaxia de PMN e MN foi
maior principalmente na periodontite agressiva, apesar deste processo acontecer em todas as
formas de periodontite.

Embora o papel principal dos PMN seja a protecéo, estes podem lancar uma gama de
fatores que véo danificar os tecidos, incluindo espécies reativas de oxigénio, colagenases e
outras proteases (KINANE et al., 2011).

Assim, sugere-se que os neutréfilos sdo os contribuintes para a progressao de formas
de periodontite, através das suas funcdes deficientes ou elevadas. Entretanto, devemos levar
em consideracdo que os neutrofilos, por si s6, sdo apenas um dos componentes do sistema
imunoldgico nos tecidos periodontais. No entanto, apesar destas dificuldades em determinar
as vias inflamatorias e imunoldgicas nestas doencas, uma compreensdo da funcdo dos
neutréfilos pode auxiliar no desenvolvimento de novas abordagens de diagndstico e de
tratamento (NATH et al., 2011).

Os fatores de viruléncia da placa bacteriana dependem da presenca de microrganismos
especificos que produzem substancias inflamatérias mediadoras da destruicdo tecidual no
hospedeiro (LINDHE et al., 2010). Na reacdo inflamatoria, macr6fagos, mondcitos e células
endoteliais produzem citocinas pré-inflamatorias, tais como interleucina 1 beta (IL-1 Beta),
interferon gama (IF- y) e TNF-o induzem o aumento da produgdo de prostaglandinas E2
(PGE2) e da metaloproteinases de matriz, que induzem a destruicdo extracelular da gengiva,
do ligamento periodontal e estimulam a reabsorcdo do osso alveolar (KUMAR et al., 2006).
Esses eventos tambeém podem ser influenciados por fatores de risco ambientais ou geneticos,
como estresse, (GENCO et al. 2013) diabetes (LAIN et al. 2013) e tabagismo (BULMANSKI
etal. 2012).
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A composicdo bacteriana da placa dental associada a periodontite € complexa nos
adultos, envolvendo mais de 500 espécies microbianas diferentes, (HAJISHENGALLIS et al.,
2011), porém, sao trés as principais bactérias responsaveis pela etiologia da DP:
Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia e Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
que possuem a caracteristica em comum de resistirem ao “clearance” do hospedeiro via eixo
anticorpo-complemento/ neutréfilo, escapando da funcdo fagocitaria, o que poderia
determinar a sua viruléncia e explicar a evolucdo da doenca (LOOMER et al., 2004).

A placa bacteriana ou biofilme, ao destruir o epitélio da bolsa periodontal, rompe a
barreira que a isola do tecido conjuntivo e consequentemente, da circulacdo, o que pode
colocar elementos nocivos na corrente sanguinea (LOCKHART et al., 2012).

A DP cursa com ativacdo de células inflamatorias em efeito cascata, 0 que pode
resultar em sequelas locais e efeitos sistémicos importantes. Assim, quanto mais disseminada
a infeccdo pelos tecidos de sustentacdo dentaria, maior a area de exposicdo ao sistema do
individuo como um todo (IGIC et al., 2012).

Com os avancos cientificos dos ultimos tempos, a fisiologia da DP € revista sob a ética
da bioguimica. Atualmente, presume-se que as alteracdes inflamatérias sejam causadas nédo
somente por bactérias, posto serem essenciais para 0 desencadeamento do processo, porém
insuficientes para justificar evolugdo clinica, mas também, a resposta do hospedeiro é
determinante para a progressdo (KINANE et al., 2011). O quadro clinico observado a partir da
instalacdo da doenca é resultado de uma complexa interacdo entre microrganismos, sua

viruléncia e a resposta do hospedeiro (LOOMER et al., 2004).

2.2 PAPEL DA MMP-8 NA DOENCA PERIODONTAL

As metaloproteinases da matriz (MMPs) desempenham um importante papel na
remodelacdo do tecido conjuntivo durante o desenvolvimento, homeostase e cicatrizacao
(LAUER-FIELDS et al., 2002).

Um desequilibrio entre as MMPs ativadas e seus inibidores endogenos derivados do
hospedeiro, os inibidores de metaloproteinase de matriz (TIMP), levam ao colapso patoldgico
da matriz extracelular durante a doenca periodontal (BIRKEDAL-HANSEN et al., 1993;
SEEGUIER et al., 2000).
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As MMPs sdo endopeptidases célcio e zinco - dependentes que funcionam em pH
neutro e coletivamente sdo capazes de degradar a maioria, se ndo todas, as moléculas da
matriz extracelular. Essas enzimas guardam extensa homologia na sequéncia, mas diferem em
termos de especificidade ao substrato e regulacdo transcricional (BIRKEDAL-HANSEN et
al., 1993).

A MMP-8 destaca-se entre as MMPs predominantemente presentes no tecido gengival
inflamado, FGC, saliva e fluido sulcular e periimplantar. O nivel e grau de ativacdo desta
enzima parece aumentar com 0 aumento da atividade e gravidade da doenca periodontal e
diminuir em seguida ao tratamento com raspagem e alisamento radicular (RAR) (LAUER-
FIELDS et al., 2002).

Quando existe uma resposta imune deficiente, o organismo do hospedeiro néo
consegue eliminar os microorganismos patogénicos, perpetuando o processo inflamatério. A
inflamacéo crénica produz radicais livres de oxigénio que ativam metaloproteinases, que
degradam o colageno do ligamento periodontal diminuindo a fixacdo do dente ao processo
alveolar e aumentando a profundidade do sulco gengival. (KIILI et al., 2002).

A destruicdo irreversivel dos tecidos periodontais normalmente associada ao
aprofundamento do sulco gengival diferencia a periodontite da gengivite sendo refletida no
FGC de sitios com lesdo periodontal por altos niveis de MMP-8 ativa. Na gengivite pode
haver niveis ligeiramente elevados de MMP-8 no FCG, mas ela estara na proforma latente e
inativa. Durante a fase ativa da periodontite os niveis de MMP-8 ficam significativamente

elevados e ela é quase completamente convertida para a forma ativa (SORSA et al., 1999).

2.3 TRATAMENTO DA DOENCA PERIODONTAL

A remocdo periodica de biofilme, calculo e substancias incorporadas ao cemento
periodontal, por meio de raspagem e alisamento radicular (RAR), é o tratamento periodontal
mais eficaz para se obter uma superficie radicular limpa e compativel com a satde dos tecidos
periodontais (CARRARO et al., 2008). A aplicacdo dos procedimentos basicos ndo depende
apenas do tipo de instrumento e das variagfes anatdmicas dos dentes, mas da habilidade do
profissional no uso e no conhecimento da fungdo dos instrumentos periodontais (SOUZA et
al., 2012).
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Essa remocdo do biofilme dental aderido € o principal objetivo das técnicas de RAR.
A terapéutica convencional para tratamento de individuos com periodontite cronica é baseada
na remocdo mecanica de depositos bacterianos, localizados supra e subgengivalmente,
remocao de fatores de retencdo e instrugdes de higiene oral (CARRARO et al., 2008).

Os procedimentos de RAR, apesar de ndo atuarem de maneira seletiva sobre 0s
microrganismos relacionados a doenca periodontal, sdo ainda hoje considerados fundamentais
na terapia periodontal cirdrgica e ndo cirdrgica. No entanto, determinadas formas de doenca
periodontal ou determinados sitios podem ndo responder adequadamente ao tratamento
mecanico convencional, devido a incompleta descontaminacgéo da bolsa periodontal, & invasdo
bacteriana do tecido conjuntivo, ou a deficiéncia em mecanismos imunolégicos de defesa
frente a microbiota (PRETZL et al., 2009).

Essa abordagem através da RAR pode nédo ser suficiente para o tratamento da doenca
ou faz parte da fase inicial antes da terapéutica cirdrgica em casos de periodontite com bolsas
profundas. O debridamento mecénico, pode ser realizado com instrumentacdo a mao ou com
ultrassom (MATTHEWS, 2009).

Apenas a instrumentacdo periodontal é ineficaz para a completa eliminacdo do A.
actinomycetemcomitans. Diversos tipos de tratamento j& foram testados, mas os mais eficazes
continuam sendo a orientacdo de higiene, a instrumentacdo mecanica (RAR) associada a
terapia cirurgica e a medicacdo sistémica (WORCH et al., 2001).

A terapia periodontal ndo-cirirgica envolve uma quantidade consideravel de tempo,
um alto nivel de habilidade do operador e dedicacédo, e algum desconforto inevitavel para o
paciente (THONE-MUHLING et al., 2010).

O tratamento periodontal ndo-cirdrgico pode ser efetuado: por quadrantes em sessGes
semanais, ou em uma ou duas sessGes no prazo de 24 horas denominado desinfeccdo total de
boca (full mouth disinfection - FMD) (THONE-MUHLING et al., 2010).

A terapéutica de desinfeccdo total (full mouth disinfection) foi introduzida na prética
clinica periodontal com o objetivo de melhorar os resultados obtidos por meio da RAR em
individuos portadores de periodontite cronica, possibilitando uma diminui¢do nos valores de
profundidade de sondagem e um ganho nos valores de inser¢do clinica (SANTANA et al.,
2014).

A justificativa para a abordagem FMD ¢ eliminar ou reduzir as bactérias patogénicas
que podem levar a re-infeccdo de sitios ja tratados (BEZERRA et al., 2015). Tendo como
pontos positivos 0 menor numero de sessbes, facilitando a préatica didria, no entanto, ha

controvérsias na literatura sobre a superioridade da FMD em relacdo a RAR em periodontites.
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2.4 METODOS COADJUVANTES NO TRATAMENTO DA DOENCA PERIODONTAL

Nas Ultimas décadas uma grande variedade de agentes antimicrobianos de acéo local
ou sistémica tem surgido com a finalidade de auxiliar no tratamento da doenca periodontal,
agindo como coadjuvantes do tratamento convencional (HEASMAN et al., 2011).

No caso de lesBes periodontais, nem sempre o controle de placa é suficiente, pois
certas bactérias predominantes da doenca se alojam no tecido conjuntivo gengival e em outros
sitios, ficando inacessivel aos procedimentos de raspagem, mesmo com acesso cirdrgico.
Deste modo a doenca periodontal pode ser refratéria e progredir (GENCO et al., 2013).

Existem sistemas de liberacdo local que constituem em um reservatorio do
antimicrobiano e de um veiculo que controla o padrdo de liberacdo do medicamento. O
objetivo deste sistema € a manutencdo de concentracdes efetivas dos agentes quimioterapicos
por longos periodos no sitio, a fim de reduzir a microbiota patogénica subgengival modular a
resposta inflamatéria do hospedeiro e dessa forma, minimizar os efeitos da destruicdo
tecidual, mesmo havendo eliminacdo da droga através do fluido gengival que possui uma
capacidade de renovacao de 20 pl por hora (QUERIDO et al., 2003; SALVI, 2002).

Dentre os antimicrobianos locais muitos tém demonstrado eficicia clinica,
especialmente em pacientes em terapia de manutencdo e como complementares a RAR, a
exemplo dos farmacos Metronidazol, Clorexidina e Tetraciclina (HEASMAN et al., 2011).
No entanto essa afirmacdo ndo é unanime e alguns estudos sustentam o contrario (COSYN et
al., 2005). Em associado, alguns aspectos como custo e acessibilidade vem sendo discutidos.

Administracdo local traria como vantagens a possibilidade de se obter concentracfes
mais elevadas da droga nos sitios subgengivais, com o emprego de doses inferiores e reducdo
dos efeitos adversos resultantes da administracdo sistémica, como nausea, vomito, cefaléia e
desconforto gastrointestinal (GARIP et al., 2010).

Ainda sobre as vantagens de uma aplicagdo topica, no caso dos antimicrobianos de
acdo local, apresentam vantagens como: podem atingir altas concentragdes quando
comparadas com os antibidticos de uso sistémico; sua aplicagdo profissional independe da
adesdo e colaboracdo dos pacientes; ndo estdo relacionados a eventos adversos relevantes,
sobretudo no trato gastrointestinal ou no aparelho geniturinario, além de reduzir o risco de
desenvolvimento de resisténcia a drogas pelas populagdes bacterianas existentes no corpo
(MATESANZ-PEREZ et al., 2013).
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Por outro lado, estes dispositivos também possuem algumas desvantagens, que podem
limitar ou até mesmo inviabilizar seu emprego, como: dificuldade em posicionar o agente
antimicrobiano nas bolsas periodontais e lesGes de furca; falta de colaboragdo, habilidade
manual e de conhecimento anatdmico por parte do paciente quando o agente é empregado em
associacdo aos cuidados de higiene bucal domésticos; limitagdo quanto a uma Unica
exposicdo, baixa substantividade das drogas; risco de reinfeccdo posterior e recorréncia da
doenca em areas ja tratadas (HEASMAN et al., 2011).

E importante enfatizar que o emprego de antibidticos ndo constitui uma terapia
substituta a instrumentacéo periodontal, pois as bactérias presentes no biofilme apresentam
uma estrutura bastante organizada, podem sobreviver até mesmo em altas concentragdes
destas drogas (WALKER et al., 2002).

Surgiu-se entdo a necessidade de serem desenvolvidas substancias téo efetivas quanto,
mas que tentassem cobrir essas falhas. Recentes estudos como os de Cunha-Cruz et al. (2006)
e Varizi et al. (2007), tém mostrado que a Sinvastatina tem ampla acdo, possui atividade
antioxidante e anti-inflamatoria, além de ser capaz de modificar o processo de perda éssea o

que otimizaria o tratamento convencional da doenca periodontal.

2.5 EFEITO DAS ESTATINAS NO METABOLISMO OSSEO

Estudos in vitro demonstraram que as estatinas hidrofébicas incluindo as
Sinvastatinas, Atorvastatinas, e Cerivastatinas aumentam consideravelmente a expressao do
fator de crescimento endotelial vascular, VEGF, em celulas osteoblasticas ndo transformadas.
Isto ndo ocorreu com as estatinas hidrofilicas, como as Pravastatinas (HOFFMAM et al.;
1986; MAEDA et al., 2004).

Segundo Hugues et al. (2007), as estatinas hidrofobicas, Cerivastatina e Sinvastatina,
sdo mais efetivas em inibir a reabsorcdo dssea do que as hidrofilicas, como a Rovastatina e a
Pravastatina. As Sinvastatinas, por sua vez, sdo estatinas habeis em aumentar a atividade da
fosfatase alcalina, nivel de expressdo da osteocalcina e deposicdo de minerais em células
humanas. Em cultura de ex-vivo e o seu efeito anabolico no 0sso acontece pela promocéo da
diferenciacdo osteoblastica (BAEK et al., 2005). A calciclina foi identificada em células
obtidas de calvéaria de ratos como uma proteina que, quando induzida pela Sinvastatina, tem

importante papel no efeito anabolico da Sinvastatina sobre o0 0sso. Uma vez estimulada por
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estatina, também pode funcionar como ativadora importante para a inducdo da producdo de
proteina 6ssea morfogenética, BMP-2, ou éxido nitrico, NO. (HWANG et al., 2004).

A Sinvastatina pode também afetar levemente o metabolismo celular e aumentar a
diferenciacdo e a expressdo de genes osteogénicos em células osteoblasticas alveolares
primarias e células do ligamento periodontal. Isto foi relacionado ao seu potencial de
promover a formacao 6ssea alveolar e regeneracdo periodontal (LIU et al., 2012).

Em alguns estudos de aplicacdo local da Sinvastatina em animais foi verificado que
este medicamento pode atuar no metabolismo 6sseo favorecendo uma neoformacao do tecido
mineralizado (LIU; ALAM et al., 2009; NYAN et al., 2010;).

A Sinvastatina mantém alta a atividade da fosfatase alcalina e aumenta a formacéo de
nodulos 6sseos em células de forma dose dependente, mostrando que esta droga aumenta e
mantém niveis altos da funcdo osteoblastica (LIU et al., 2009). Achados histologicos
mostraram que ndo somente 0sso alveolar, mas também ligamento periodontal e tecido
conjuntivo podem ser restabelecidos com o uso de Sinvastatina (SETO et al., 2008).

Quando este medicamento foi aplicado adjacente ao peridsteo mandibular de ratos,
aumentou de forma significante a atividade da BMP-2 e NO ao redor dos tecidos,
confirmando a habilidade da Sinvastatina em estimulé-los in vivo, (BRADLEY et al., 2007).

Fukui et al. (2012) observaram ainda que a Sinvastatina favorece o aumento da
angiogénese e osteogénese com recrutamento de células progenitoras endoteliais. A
neovascularizacdo e aumento da expressdo do VEGF promovida pela Sinvastatina também
foram observados por Oka et al. (2013) através de andlises histoldgicas, imunohistoquimicas
em seu estudo realizado em 45 coelhos.

Nas investigacdes in vitro e vivo elaboradas por Zhou et al. (2010), observou-se que a
Sinvastatina aumentou de forma significante a expressdao da BMP-2; do CBFA-1, fator de
transcricdo relacionada ao 0sso e essencial para a diferenciacdo dos osteoblastos em
precursores mesenquimais e formacao 6ssea, VEGF e FGF-2, fator de crescimento fibroblasto
basico estimula a diferenciacdo de osteoblastos em um estagio precoce. Entretanto, houve
dificuldade para se determinar o fator principal responsdvel pela diferenciagdo dos
osteoblastos, uma vez que estes fatores agem mutuamente, um influenciando o outro.
Constatou-se, ainda, que a expressao destes fatores pode ocorrer como resultado da acéo
direta da Sinvastatina ou via resposta secundaria devido ao aumento de moléculas

secundarias.
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2.6 ESTATINAS COMO COADJUVANTES NO TRATAMENTO DA DOENCA
PERIODONTITE

As estatinas constituem a classe de farmacos hipolipemiantes de maior prescri¢do na
atualidade, diferindo entre si basicamente quanto a sua lipofilicidade e tempo de meia-vida
(LLINGWORTH et al., 2001).

Essas drogas sdo inibidores competitivos da 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima-A
(HMG-CoA) redutase, enzima que catalisa a conversdo do mevalonato, um intermediario
importante no metabolismo do colesterol (ALAM et al., 2009; GARIP et al., 2010).

As estatinas podem levar a outros efeitos benéficos, quando o metabolismo do
mevalonato € inibido, além da reducdo da hipercolesterolemia, como reducao da inflamacao,
inibicdo da proliferacdo celular com propriedades anticarcinogénicas, estabilizacdo de placas
aterosclerdticas, reducdo do stress oxidativo, melhora da funcdo endotelial, modulacdo da
resposta imune, ajuda na cicatrizacdo de lesGes traumaticas cerebrais, lesbes da medula
espinhal cervical e acdo no tecido 6sseo (FUKUI et al., 2012; LEE et al., 2010; NASSAR et
al., 2009).

Na periodontite, as estatinas podem estar relacionadas ndo s6 pelo seu papel em uma
possivel disfuncdo endotelial como também podem estar atuando de forma direta na
diminuicdo da perda 6ssea alveolar (KIM et al., 2011; NASSAR et al., 2009; SAVER et al.,
2007). Em um modelo experimental de periodontite foi avaliada que a aplicacdo topica da
Sinvastatina foi capaz de estimular a ativagdo da proteina morfogenética 6ssea-2 (BMP-2) e
de NO promovendo uma formacdo dssea alveolar em ratos (BRADLEY et al., 2007; RUAN
etal., 2012).

Mundy et al. (1999) identificaram que as estatinas sdo um potente ativador da BMP-2,
que é um estimulador importante da diferenciacdo osteoblastica in vitro. Estudos tém
mostrado que a Sinvastatina e a Atorvastatina estimulam a transcrigdo de BMP-2 (CHEN et
al., 2011; GOSH-CHOUDHURY et al., 2007).

O grau de solubilidade das estatinas esta diretamente relacionado com seus efeitos
secundarios, sendo assim, as estatinas lipofilicas como, por exemplo, a Sinvastatina apresenta
maior potencial osteogénico. Além disso, exercem maior influéncia na via dos monaocitos que
regulam a producdo de citocinas, induzindo uma resposta inflamatoria mais controlada, tanto
in vitro como in vivo, quando comparadas as hidrofilicas como a Atorvastatina e Fluvastatina
(CHUENGSAMAM et al., 2010).
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Na ultima década, foi dado énfase no efeito da droga no tecido dsseo (via inibigdo da
via do mevalonato), sendo observado: expressao das proteinas morfogenéticas do 0sso (BMP-
2), quando da sua administracdo local no tecido 6sseo (MUNDY et al., 1999), efeito dsseo
indutivo in vitro (MAEDA et al., 2003), estimulo a mineralizacdo (BAEK et al., 2005) e
diferenciacdo de células mesenquimais em novas células responsaveis pela neoformacéao
0ssea, além de a droga atuar em outras vias, como a do 6xido nitrico (NASSAR et al., 2009).

Dados recentes sugerem que as estatinas podem influenciar a atividade metabolica
Ossea por suas acoes em trés moléculas: RANKL (Ligante do receptor do fator nuclear Kapa
B); RANK (Receptor ativador do fator nuclear Kapa B), e Osteoprotegerina (OPG),
conhecido como o receptor solivel para RANKL (AHN et al., 2011; AYUKAWA et al.,
2009). O RANKL interage com o seu receptor correspondente, RANK, que assim induz a sua
ativacdo para reabsorcdo é6ssea (LACEY et al., 1998). Stein et al., 2011; determinaram 0s
efeitos das estatinas na producdo de OPG e RANKL. Ambas estatinas em estudo,
Atorvastatina e a Sinvastatina, aumentaram a expressdo de RANKL/OPG. Assim, estas
estatinas podem influenciar a producdo de RANKL e OPG e favorecer catabolismo dsseo, em

condicdes nao-inflamatorias (STEIN et al., 2011).

2.7 ADMINISTRACAO DAS ESTATINAS LOCALMENTE AO TECIDO

A Sinvastatina quando administrada de forma sisttmica pode exercer um efeito
adverso sobre os tecidos moles, principalmente sobre o tecido do nervo ciatico e um efeito
pleiotropico (efeito benéfico) sobre o tecido 6sseo (GARIP et al., 2010).

Doses de Sinvastatina de 30mg/Kg/dia podem ter um efeito negativo na cicatrizacdo
Ossea, enquanto doses inferiores, na ordem de 10mg/kg/dia ndo exerceram qualquer efeito
sobre a cicatrizacdo 0ssea, especialmente nos estagios precoces de remodelacdo de fratura
(CHISSAS et al., 2010).

Na literatura, existem estudos que verificaram efeito favoravel ao uso sistémico da
Sinvastatina na regeneracao 6ssea (ALAM et al., 2009; BAEK et al., 2005; BOSTAN; CHEN
et al., 2011) Porém, isso s6 foi possivel, atraves da utilizacdo de doses elevadas (BOSTAN et
al., 2011; CHISSAS et al., 2010), embora haja o risco de induzir mudancas na conformacéo
protéica com efeitos adversos aos tecidos moles e ocasionar sintomas gastrointestinais, tais

como nauseas, vomitos, constipacdo, dores abdominais e diarréia (GARIP et al., 2010).
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As estatinas administradas oralmente, especialmente as hidrofilicas como a
Pravastatina e Rovastatina, tém um alvo especifico de atuacéo no figado e, em doses padrao,
ndo oferecem niveis de circulacdo suficientes para causarem efeito nos tecidos 0sseos
(HUGHES et al., 2007).

Apesar das investigacGes sobre a atividade anti-inflamatoria das estatinas, estas eram
administradas pela via oral. Em 2006, Otuki e colaboradores demonstraram que a Sinvastatina
também possui acdo anti-inflamatdria topica, e sugeriram a necessidade de se avaliar a
eficacia e seguranca da Sinvastatina em uma formulacéo e em tratamento cronico.

Estudos tém investigado os efeitos da administracdo sistémica e aplicacdo local desta
droga sobre a cicatrizagdo Ossea (AYUKAWA et al., 2009; CHEN et al., 2011;
ELAVARASU; FUKUI et al., 2012). Alguns efeitos adversos da Sinvastatina podem surgir
guando altas doses desse medicamento séo aplicadas sistemicamente, aumentando o risco de
falhas do figado, doencas renais e danos aos tecidos musculares, enquanto baixas doses
podem ser ineficientes para a cicatrizacdo 6ssea (CHOU et al., 2013; SONDERGAARD et al.,
2009).

Ha evidéncias que as estatinas tém um efeito favoravel a angiogénese quando
utilizadas em baixas doses e um efeito contrério quando usadas em altas doses (ZHANG et
al., 2008). Em contra partida, as estatinas administradas por via oral s&o mal distribuidas ao
0ss0. Menos do que 5% de uma dose oral alcanca a circulagdo sistémica. As doses necessarias
para ter um efeito sobre 0 0sso sdo muito mais elevadas do que as necessarias para reduzir os
niveis de colesterol, além de associadas a toxicidade inaceitaveis (YAMASHITA et al., 2008).

Diversos estudos sobre o uso local de Sinvastatina em doses variadas em diferentes
carreadores obtiveram resultados favoraveis quanto a neoformacdo 0ssea, seja atraves de
cirurgias (NYAN et al ., 2014; OKA et al., 2013) ou injecdes (CHEN et al., 2011; PRADEEP
et al., 2010; PRADEEP et al., 2012) foi a que apresentou resultados mais uniformes e
consistentes em relacdo a neoformagdo 6ssea comparada ao seu uso sistémico que além de
tudo, ainda tém a desvantagem dos efeitos colaterais. A forma injetavel de agdo local é
defendida pelos autores acima como uma forma de utilizacdo simples, conservadora e
bastante promissora para alcancar a neoformacdo dssea com um minimo de inchacgo,
inflamacéo e permitir a manutencédo da integridade do peridsteo- importante fonte de nutri¢éo
ao periodonto.

Atualmente os pesquisadores tém focado os seus estudos na acdo local da Sinvastatina
para neoformacdo 0ssea (FUKUI et al., 2012; OKA et al., 2013). Os efeitos pleitropicos da

acao topica da Sinvastatina descritos por esses autores sao: efeito antioxidante, anti-
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inflamatorio, aumento da angiogénese, aumento da expressdo de VEGF, fatores de
crescimento como- BMP-2, TGF-B1 (fator transformador de crescimento beta 1), cicatrizagéo
Ossea precoce, regeneracao periodontal, osseointegracdo de implantes com 0sso maior contato
osso/implante e melhor qualidade 6ssea, densidade 0ssea melhorada em 0sso osteoporético,
aumento da resisténcia 0ssea, maior formacdo Ossea, diminuicdo da expressdo do Rankl,
proliferacdo, migracdo, recrutamento e diferenciagdo das células osteogénicas e subsequente
formacdo de novo osso. Nassar et al. (2009) relatam que o efeito anti-inflamatério da
Sinvastatina na presenca de inflamacdo como no caso das doencas periodontais, este efeito
pode ser explicado pelo fato desse farmaco talvez atuar na regulacdo da producdo da
interleucina 1 e prostaglandina E2.

A concentracdo local da droga no tecido pode ser favorecida pela incorporacdo do
agente ativo deste farmaco dentro de um sistema de liberacdo controlado e ser aplicado
diretamente no local da area que se deseja uma neoformacdo Ossea (ELAVARASU et al.,
2012).

A aplicacdo local deve ser simples e rapida, e em algumas situacfes a forma ideal de
administracdo deve ser através de um gel o qual permite uma aplicacdo mais rapida e
generalizada das areas afetadas (PRADEEP et al., 2010; PRADEEP et al., 2012).

As vantagens da aplicagdo local somam-se a auséncia de efeitos colaterais como
mencionados com a utilizacdo sisttémica desta droga. Segundo Elavarasu et al. (2012); O
aspecto mais critico € o método do sistema de liberacdo da droga pelo qual o ingrediente ativo

da droga ¢ liberado para o sitio de acao.
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3 OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos locais da estatina como coadjuvante ao

tratamento de raspagem e alisamento radicular da doenga periodontal induzida em ratos.
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4 MATERIAS 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, sob o n® 605/2014 do
parecer consubstanciado (ANEXO A), seguindo as normas vigentes adotadas pelo Colégio

Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

4.1 DISTRIBUICAO DA AMOSTRA

A amostra foi composta por 36 ratos (Rattus novergicus albinus, Wistar) machos,
pesando aproximadamente 200 a 250g, com 2 a 3 meses de vida, provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal de Alfenas — UNIFAL-MG. Eles foram mantidos em
condicdes padronizadas com &gua e racdo ad libitum, temperatura ambiente e ciclo de luz
claro/escuro de 12 horas e obedecendo aos critérios de acordo com as normas estabelecidas
pela Comissdo de Etica no Uso Animal (CEUA), da Unifal-MG.

4.2 DELINEAMENTO DO ESTUDO (FIGURA 1)

Decorridos 7 dias da inducéo e evolucdo da DP a ligadura foi removida. A seguir 0s
animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos de 18 animais cada de acordo com
0s seguintes tratamentos locais: Controle (C) — raspagem e alisamento radicular (RAR) e
irrigacdo com gel controle; Sinvastatina (S) — RAR e irrigacdo com gel de Sinvastatina.

Os procedimentos de RAR foram realizados com Cureta de Gracey Mini - Five 5e 6
(Hu-Friedy MFG. Corporation. Inc. Chicago, USA). O gel Controle ou o gel de Sinvastatina
foram depositados no interior das bolsas periodontais lentamente, utilizando seringa (1 ml) e
agulha para insulina (13mmx 0,04mm) (Becton Dickinson Ind. Cirur. Ltda, Curitiba, PR,
Brasil) sem bisel.

A estatina utilizada foi a Sinvastatina (Sinvastatina- Novartis - Brasil) e o seu preparo

realizado através da diluicdo de comprimidos de 20 mg em 20 ml de natrosol (fabricado pela
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farmécia de manipulacdo Pimpinella Cosméticos, CNPJ: 22.394.928/0001-30) obtendo uma
concentragéo final de Img/mL.

4.3 PERIODOS EXPERIMENTAIS (FIGURA 1)

Seis animais para cada grupo experimental foram eutanasiados por meio da camara de
dioxido de carbono, cujo uso reflete uma auséncia de odor; rapida depressdo do sistema
nervoso central e auséncia de residuos no animal. As eutanésias foram realizadas aos 7, 15 e
30 dias pos tratamentos locais. Amostras de bidpsias gengivais da regido com ligadura foram
processadas para a analise bioquimica, as mandibulas foram removidas e seccionadas ao meio
para a analise radiografica e posteriormente processadas laboratorialmente para a anélise

histomorfométrica.

Figura 1- Delineamento do estudo e periodos experimentais.

-7 dias 0 dias 7 dias 15 dias 30 dias
| | | | I

Inducdoda || Tratamentos

Doenca
Periodonta
_—
Grupo C
> EUTANASIA
Grupo S

Fonte: Da autora.
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4.4 INDUCAO DA PERIODONTITE EXPERIMENTAL (FIGURAS 2 a 5)

A Doenca Periodontal foi experimentalmente induzida realizando-se previamente a
anestesia dos animais atraves de injecdo intramuscular, associando 0,14 ml/Kg de Cloridrato
de quetamina (Syntec do Brasil Ltda— Industria brasileira) a 0,06 mi/Kg de cloridrato de
xilazina (Syntec do Brasil Ltda— Industria brasileira) para os animais com até 225g e 0,18
ml/Kg de Cloridrato de quetamina (Syntec do Brasil Ltda— Industria brasileira) a 0,08 ml/Kg
de cloridrato de xilazina (Syntec do Brasil Ltda— Inddstria brasileira) para os animais com até
250g. Com o auxilio de uma pinga modificada, adaptou-se um fio de algoddo nimero 10
(Corrente Algodéo n°10; Coats Corrente, SP, Brasil) ao redor dos primeiros molares inferiores

esquerdos, mantidos em posicdo por meio de nos cirargicos (JOHNSON, 1975).

FIGURA 3- Pinca modificada utilizada

FIGURA 2- Animal posicionado
: : : ara passagem do fio.

Fonte: Da autora

FIGURA 4- Posicionamento do fio.

Fonte: Da autora

Fonte: Da autora

FIGURA 5- Fio Posicionado.

Fonte: Da autora
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4.5 TRATAMENTO LOCAL (FIGURAS 6 a 9)

Decorridos 7 dias da inducdo e evolucdo da DP, a ligadura foi removida dos animais.
A sequir, os animais foram divididos em dois grupos de acordo com os tratamentos locais:
Controle (C) - raspagem, alisamento radicular e irrigacdo com 1 mL de gel de Natrosol
(RAR); Sinvastatina (S) — RAR e irrigagdo com 1 mL de gel de Sinvastatina, no primeiro
molar inferior esquerdo.

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 gel de
Natrosol e de Sinvastatina foram depositadas lentamente no interior da bolsa periodontal,
utilizando-se seringa (1 mL) e agulha para insulina (13mmx 0,04mm) (Becton Dickinson Ind.
Cirur. Ltda, Curitiba, PR, Brasil) sem bisel.

FIGURA 6- Doenca periodontal FIGURA 7- Raspagem e alisamento
apos 7 dias de inducao. radicular.

Fonte: Da autora Fonte: Da autora
FIGURA 8- Seringas hipodérmicas para FIGURA 9 - Aplicacdo do gel Controle apds
RAR e do gel de Sinvastatina

irrigacdo local com os géis.

apos RAR.

Fonte: Da autora Fonte: Da autora
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4.6 PREPARO DO TAMPAO PARA CONSERVACAO DAS AMOSTRAS DE TECIDO
GENGIVAL

Para conservacdo das amostras até a realizacdo das analises, foi confeccionado no
laboratdrio de bioguimica da Unifal-MG, o Tampéo Tris-HCI, em que primeiramente pesou-
se 3,02 gramas de Tris (Hydroximethyl aminomethane - Sigma Aldrich, st. Louis, USA), 5,85
gramas de Cloreto de Sodio (Vetec Quimica Fina Ltda, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e 0,555g de
Cloreto de Célcio (ACS proquimicos - Comércios de produtos quimicos, Santa Maria, RS,
Brasil), em balanca analitica (Kern 410, Barlingen-Frommern).

Em seguida, completou-se o becker de 500 ml com agua Mili-Q (Milipore- direct Q3
UV) até 250 ml, e o0 mesmo foi levado no agitador magnético (Fisatom — 115 V) com barra
magnética, o phmetro (digimed — DM22) e o medidor de temperatura (digimed — DM 22)
foram colocados no becker, acrescentando acido cloridrico com a pipeta de Pasteur de
plastico até atingir o ph 7,5 na temperatura de 25° C. A solucdo foi levada ao baldo
volumeétrico e acrescentou agua Mili-Q até chegar ao menisco.

Para a realizacdo das analises das amostras, foi necessaria a preparacdo do tampdo Tris-
HCI acrescentado de Zinco, para isso, pesou-se 8,07 x 10 * de Sulfato de Zinco (Merck) na
balanca analitica, e acrescentou-o a solucdo de 100 ml do Tris-HCI, que havia sido separada
por uma proveta, em seguida agitou-se levando no agitador magnético com barra magnética.
Com o auxilio de uma micropipeta coletou-se 0,05 microlitros de polietilenoglicol (Sigma
Aldrich) e acrescentou-se ao tampao agitando lentamente para ndo formar bolhas (NETZEL-
ARNETT etal., 1991).

4.7 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO 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 padréo da curva de calibragéo.

O método baseia-se na adigdo de etanol, acido fosforico e um corante chamado Azul

Brilhante de Coomassie G-250 a solucdo contendo proteinas. No pH de reacdo, a interacdo
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entre a proteina de alto peso molecular e o corante provoca o deslocamento do equilibrio do
corante da forma anionica (vermelha) para a forma cationica (azul), que absorve fortemente
em 595 nm (ZAIA et al., 1998).

A técnica consistiu na utilizacdo de 10 pl da solugdo, ¢ 0 teste é feito em uma placa
ELISA, também conhecida como placa com 96 cavidades ou pogos, dos quais 36 foram
ocupados com amostras e 11 pocos ocupados com os reagentes para calibragcdo, denominados
curva (BRADFORD, 1976)

Os leitores da placa ELISA, ou micro leitores de placas, fazem a espectrofotometria.
Eles emitem luz em um comprimento de onda especifico e medem a quantidade de luz
absorvida e refletida por um objeto, no caso as proteinas presentes nas amostras. O corante
apresenta comprimento de onda quando exposto a luz. A quantidade de reflexdo, absorcéo e a
cor identificada, medem a quantidade de proteina.

Utilizando um espectrofotdmetro um programa de computador, obtivemos a curva
analitica com os dados fornecidos, bem como a equacdo da curva e o coeficiente de

correlacéo.

4.8 ANALISE DE MMP-8 NO TECIDO CONJUNTIVO GENGIVAL

O tecido gengival coletado através da excisdo cirtrgica utilizando lamina de bisturi n®
15 de aco carbono, descartavel (EMBRAMAC®) na regido do 1° molar inferior esquerdo e
armazenado em frasco contendo 2 ml do tampé&o Tris-HCI. Este tecido foi homogeneizado
utilizando o aparelho de ultrassom Ultra 80 (Ultra Stirrer0. Em seguida coletou-se 360 ul do
homogenato, 360 pul da solu¢do tampéo Tris-HCI (pH 7,5) a 4°C com 50 mM do Sulfato de
Zinco (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) e 0,05% de polietilenoglicol (Sigma Aldrich, St.
Louis, USA) acrescentando na cubeta de quartzo. Apds levou-se 0 mesmo ao fluorimetro
(Varian, Mulgrave, Victoria, Australia) e acrescentou-se 80 pl do Substrate MMP-8, 200 um
(Sigma- Aldrich, St. Louis, USA) (NETZEL-ARNETT etal., 1991).

As configuragfes utilizadas para analise no fluorimetro (Varian, Mulgrave, Victoria,
Australia) para analise foram de 280 nm de excitagdo e 360 nm de emissdo. A cinética
enzimatica foi avaliada com base na velocidade maxima, no periodo de tempo de 0 a 45
minutos. A determinagdo da MMP-8 foi realizada em quintuplicata e a média destes valores

foi realizada para todos os célculos subsequentes.


http://www.ehow.com.br/leitor-placa-elisa-fatos_65521/
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4.9 TOMADA RADIOGRAFICA E ANALISE DIGITAL

Ap0s a eutanésia dos animais, as mandibulas foram removidas e fixadas em solucao de
formol a 10% por 48 horas. Em seguida os lados direito e esquerdo das pegas foram divididas
e 0 esquerdo radiografado.

Sobre uma mesa, as hemimandibulas esquerdas foram posicionadas com as superficies
vestibulares voltadas para a pelicula radiografica (Dental Intraoral E-Speed Film -
Carestream).

A padronizacdo das tomadas radiograficas foi obtida da seguinte forma:

“Uso de um aparelho de raios X Pampas - E (General Eletric, Milwaukee, EUA), com
0s seguintes fatores, 65 kvp, 10 mA;

“Feixe central de raios-X incidindo perpendicular ao plano do filme-objeto, em um
angulo de 90° com a superficie do filme;

“Distancia focal de 30 cm;

“Tempo de exposi¢do 0,8 segundos;

As radiografias foram processadas utilizando-se solucdes reveladora e fixadora, pronta
para uso Carestream, pelo método de processamento tempo-temperatura.

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 distancia da unido cemento-esmalte a crista 6ssea alveolar na
superficie mesial dos primeiros molares inferiores esquerdos pelo tragado de uma linha, sendo
essas medidas registradas em milimetros (mm). O mouse era posicionado na regido
correspondente a unido cemento-esmalte. O botdo esquerdo era acionado e arrastado até ao

nivel da crista 6ssea alveolar e o0 programa mensurava a distancia automaticamente.

4.10 PROCESSAMENTO LABORATORIAL E ANALISE HISTOMETRICA

Os espécimes foram desmineralizados em solugéo de acido férmico 50% e citrato de
sodio 20% e apds esta etapa incluidos em parafina. Os cortes foram realizados de forma
semi-seriados no sentido mésio-distal, com 4 um de espessura e corados com Hematoxilina e
Eosina (HE).
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Para analise do nivel dsseo interradicular foi utilizado um aumento de 5X. A éarea
expressa em mm? de perda dssea (PO) na regido de furca foi histometricamente determinada
utilizando um sistema de analise de imagem (Imagelab 2000 - Software Diracon Bio
Informatica LTDA - Vargem Grande do Sul, SP, Brasil). Apés exclusdo, da primeira e da
ultima sec¢do na qual a regido de furca foi evidente, cinco sec¢des eqlidistantes de cada dente
foram selecionadas para anélise histométrica (CESAR-NETO et al., 2006). A PO foi avaliada
medindo a extensdo da area entre a crista 0ssea e a superficie do cemento do teto da furca.

A selecdo das seccOes histoldgicas foi realizada por um examinador treinado e cego ao
tratamento realizado. Outro examinador cego ao tratamento e calibrado, realizou a analise
histométrica. A PO de cada espécime foi avaliada trés vezes pelo mesmo examinador e em
dias diferentes (FERNANDES et al.,, 2009). As trés medidas obtidas foram analisadas
estatisticamente para analise de concordancia com nivel de 5% de significancia (Teste

Kappa). Os valores medios foram averiguados e comparados estatisticamente.

4.11 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos dados bioquimicos, radiograficos e histomorfométricos
obtidos foi realizada pelo programa BioEstat 3.0 (Bioestat Windows 1995 Sonopress.
Industria Brasileira, Manaus, A.M, Brasil). A hipotese de ndo haver diferenca estatisticamente
significante dos dados entre os diferentes grupos e periodos nos dentes com periodontite
induzida foi testada. Apo6s analise da normalidade dos valores pelo teste Shapiro-Wilk, a
analise intra e intergrupos foram realizadas pela analise de variancia a dois critérios ANOVA

com complementacdo de Bonferroni (p < 0,01).
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5 RESULTADOS

A seguir serdo apresentados os resultados das analises bioquimica, radiografica e

histométrica.

5.1 ANALISE DE MMP-8 NO TECIDO CONJUNTIVO GENGIVAL (TABELA 1)

Os animais do grupo C (131.07£2.64 un; 1.15.37+0.11un; 1.02+1.50 un) apresentaram
uma expressdo de MMP-8 significativamente maior (p<0,01) comparado aos do grupo S
(67.14+1.05 un; 52.84+2.82 un; 46.62+3.25 un) em todos os periodos experimentais. Na
expressao de MMP-8 intra grupos, os animais de ambos 0S grupos apresentaram uma

expressao significativamente maior (p<0,01) aos 7 dias comparado aos 30 dias.

Tabela 1- Médias e desvios padrGes (M+DP) da expressdo em unidades de MMP-8 no tecido

conjuntivo gengival dos primeiros molares inferiores esquerdos, de acordo com cada grupo e periodo.

Periodos Grupos 7 dias 15 dias 30 dias
C 131.07+2.64™ 115.37+0.11" 102+1.50"*
S 67.14+1.05™ 52.84+2.82" 46.62+3.25™
Total 12 12 12

Fonte: Da autora
“Diferenca entre os grupos, mesmo periodo (ANOVA e Bonferroni, com p<0.01).

"Diferenca entre os periodos, mesmos grupos (ANOVA e Bonferroni, com p<0,01).
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5.2 ANALISE RADIOGRAFICA (TABELA 2 e FIGURAS 10 a 15)

Na andlise radiografica entre grupos, os animais do grupo C (2.65+0.11mm;
1.82+0.01mm; 1.53+0.34mm) apresentaram uma perda éssea (PO) significativamente maior
(p<0,01) comparado ao grupo S aos 7, 15 e 30 dias respectivamente (0.71+£0.42mm;
0.64+1.03mm; 0.59+2.23mm). Na andlise radiografica intra grupos, os animais do grupo C
apresentaram uma perda 6ssea (PO) significativamente maior (p<0,01) aos 7 dias comparado
aos 30 dias respectivamente (2.65+0.11mm; 1.82+0.01; 1.53+0.34mm).

Tabela 2- Médias e desvios padrdes (M+DP) das distancias entre a unido cemento-esmalte e a crista
Ossea alveolar (mm) na superficie mesial dos primeiros molares inferiores esquerdos, de acordo com

cada grupo e periodo.

Periodos Grupos 7 dias 15 dias 30 dias
C 2.65+0.117* 1.82+0.01" 1.53+0.34™
S 0.71+0.42" 0.64+1.03" 0.59+2.23"
Total 12 12 12

Fonte: Da autora.
“Diferenca entre os grupos, mesmo periodo (ANOVA e Bonferroni, com p<0.01).

*Diferenca entre os periodos, mesmos grupos (ANOVA e Bonferroni, com p<0,01).

FIGURA 10- Imagem radiografica da hemimandibula esquerda
dos animais do grupo C. Periodo de 7 dias.

Fonte: Da autora.

FIGURA 11- Imagem radiografica da hemimandibula esquerda
dos animais do grupo C. Periodo de 15 dias.

Fonte: Da autora.
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FIGURA 12- Imagem radiogréafica da hemimandibula esquerda
dos animais do grupo C. Periodo de 30 dias.

Fonte: Da autora

FIGURA 13- Imagem radiografica da hemimandibula esquerda
dos animais do grupo S. Periodo de 7 dias.

Fonte: Da autora.

FIGURA 14- Imagem radiografica da hemimandibula esquerda
dos animais do grupo S. Periodo de 15 dias.

Fonte: Da autora.

FIGURA 15- Imagem radiografica da hemimandibula esquerda
dos animais do grupo S. Periodo de 30 dias.

Fonte:Da autora.

5.3 ANALISE HISTOMETRICA (TABELA 3 e FIGURAS de 16 a 21)

Na analise histométrica entre grupos, os animais do grupo C (1.12+0.11mm?;
1.01+0.29mm?; 0.95+0.34mm?) apresentaram uma perda 6ssea (PO) significativamente maior
(p<0,01) comparado ao grupo S (0.72+0.12mm?; 0.67+0.22mm?; 0.60+1.83mm?) aos 7, 15 e

30 dias respectivamente.
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Tabela 3- Médias e desvios padrdes (M+DP) dos dados histométricos da PO (mm?) na regi&o
de furca dos primeiros molares inferiores esquerdos, de acordo com cada grupo e periodo.

Periodos Grupos 7 dias 15 dias 30 dias
C 1.12+0.11" 1.01+0.29" 0.95+0.34
S 0.72+0.12" 0.67+0.22" 0.60+1.83"
Total 12 12 12

Fonte: Da autora.

“Diferenca entre os grupos, mesmo periodo (ANOVA e Bonferroni, com p<0.01).

FIGURA 16- Fotomicrografia ilustrando as areas de PO na regido de furca dos primeiros
molares inferiores esquerdos com doenga periodontal induzida do Grupo C
aos 7 dias. Aumento original 5X com coloragdo em H.E.

4 QO =

Fonte: Da autora

FIGURA 17- Fotomicrografia ilustrando as areas de PO na regido de furca dos primeiros



molares inferiores esquerdos com doenga periodontal induzida do Grupo C
aos 15 dias. Aumento original 5X com colora¢do em H.E.

Fonte: Da autora.

FIGURA 18- Fotomicrografia ilustrando as areas de PO na regido de furca dos primeiros
molares inferiores esquerdos com doenga periodontal induzida do Grupo C
aos 30 dias. Aumento original 5X com colora¢do em H.E.

Fonte: Da autora.
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FIGURA 19- Fotomicrografia ilustrando as areas de PO na regido de furca dos primeiros
molares inferiores esquerdos com doenga periodontal induzida do Grupo S

aos 7 dias. Aumento original 5X com coloragdo em H.E.

FIGURA 20- Fotomicrografia ilustrando as areas de PO na regido de furca dos primeiros
molares inferiores esquerdos com doenca periodontal induzida do Grupo S
aos 15 dias. Aumento original 5X com coloracdo em H.E.

Fonte: Da autora.
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FIGURA 21- Fotomicrografia ilustrando as areas de PO na regido de furca dos primeiros
molares inferiores esquerdos com doenga periodontal induzida do Grupo S

aos 30 dias. Aumento original 5X com colora¢do em H.E.

Fonte: Da autora.



41

6 DISCUSSAO

A remocdo mecénica do biofilme dentério através da RAR ¢ a base do tratamento
periodontal, porém pode ser falho em alguns sitios dentarios (ADRIAENS et al., 1988;
MATIA et al., 1986). Diante disso, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos locais da
estatina como coadjuvante ao tratamento de RAR da doenga periodontal induzida em ratos.

A escolha do rato, como modelo animal experimental baseou-se nos estudos de
Klausen (1991), Segundo o autor, o rato € favoravel como modelo experimental para o
desenvolvimento e estudo da doenca periodontal pela semelhanca do seu periodonto com o do
homem, tendo como divergéncia apenas a presenca da queratinizacéo do epitélio sulcular.

Em relacdo ao modelo de inducdo da doenca periodontal utilizado no presente estudo
foi o proposto por Johnson (1975), que utilizou a colocagéo de um fio de algod&o ao redor dos
molares de ratos. O autor salientou que a ligadura favorece o acumulo bacteriano,
desenvolvendo dessa forma a doenca periodontal. No presente estudo este modelo também
mostrou-se eficiente na inducdo da doencga periodontal experimental, pois a ligadura induziu a
formacdo de placa bacteriana e uma resposta inflamatéria local. A doenca periodontal foi
caracterizada pelos sinais clinicos de inflamacéo gengival, como edema, vermelhidédo e perda
da aderéncia do tecido gengival ao dente.

Durante a doenca periodontal, um desequilibrio entre as metaloproteinases de matriz
(MMPs) ativadas e seus inibidores enddgenos derivados do hospedeiro, os inibidores de
metaloproteinase de matriz (TIMP), leva ao colapso patolégico da matriz extracelular
(SORSA et al., 2016). As MMPs desempenham um importante papel na remodelacdo do
tecido conjuntivo durante o desenvolvimento, homeostase e cicatrizagdo (SORSA et al.,
2016). Entre outras atividades, as MMPs degradam das fibras colagenas inseridas na raiz
dentaria, permitindo a migracdo apical e a extensao lateral do epitélio da bolsa. A sequela
clinica do aumento patoldgico da destruicdo do coldgeno é a perda de insergdo, perda dssea e
formacéo da bolsa periodontal (AKIBARI et al., 2015).

A MMP-8 tem despertado interesse por ser encontrada em varias doengas inflamatorias
como periodontite, bronquite, asma e artrite. Recentemente, tem sido demonstrado exercer
uma inesperada atividade anti-inflamatéria defensiva e protetora contra o espalhamento de
cancer de pele experimental e doenca inflamatoria pulmonar, provavelmente por processar
citocinas anti-inflamatorias e quimiocinas bem como regular a apoptose de células
inflamatdrias e a resposta imune (GUEDERS et al., 2005).
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Juntamente com MMP-9 derivada de neutréfilo e MMP-13 derivada de células 6sseas
ou epiteliais, a MMP-8 destaca-se entre as MMPs predominantemente presentes no tecido
gengival inflamado, FGC, saliva e fluido sulcular e periimplantar. O nivel e grau de ativacédo
destas enzimas parecem aumentar com 0 aumento da atividade e gravidade da doenca
periodontal e diminuir em seguida ao tratamento com raspagem e alisamento radicular (RAR)
(KURGAN et al., 2015).

Estudo recente demonstrou que os niveis de MMP-8 em portadores de periodontite
crbnica, fumantes e ndo fumantes, reduziram significativamente apos terapia periodontal de
RAR (AKIBARI et al., 2015). Este fato foi demonstrado em nosso estudo, pois na expressao
de MMP-8 intra grupos, 0s animais de ambos 0s grupos apresentaram uma expressao
significativamente maior aos 7 dias comparado aos 30 dias p6s tratamentos locais.

Podemos observar também que os animais do grupo C apresentaram uma expressao de
MMP-8 significativamente maior comparado aos do grupo S em todos os periodos
experimentais, provavelmente pela agdo antiinflamatéria da Sinvastatina. Bradley et al.
(2016), reforcam esta hipotese, pois demonstraram que aplicacdes tdpicas de Sinvastatina
foram capazes de diminuir o processo inflamatorio na periodontite experimental em ratos.
Luan et al. (2003), observaram que as estatinas diminuem a producdo de muitas citocinas pro-
inflamatorias e, também tem sido descrito que favorecem a diminuicdo da secrecdo de outras
metaloproteinases de matriz in vitro. Dessa forma, estas poderiam reduzir a resposta
inflamatdria, protegendo contra a destruicdo do tecido periodontal.

Estatinas sdo drogas inibidoras da enzima HMG-CoA redutase, conduzindo a gestao
da producdo do colesterol (KRONMANN et al., 2007). Dentre as vérias 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 funcéo
hipolipidémica, essa estatina destaca-se por outros efeitos secundarios, incluindo o anti-
inflamat6rio (NICHOLLS et al., 2006), o imunomodulatério, o antioxidante, bem como a
promogcéo da angiogénese e aumento da diferenciacdo dos osteoblastos, induzindo a formacao
0ssea (CUNHA-CRUZ et al., 2006). Tais propriedades oferecem grande potencial para a
estatina modificar o curso de doencas inflamatorias cronicas (BARSANTE et al., 2005),
dentre as quais podem ser incluidas as periodontites cronicas.

A escolha pela Sinvastatina, no presente estudo, ocorreu uma vez que as estatinas
apresentam efeitos variados no 0sso, como aumento da sua formagéo, sendo que a Lovastatina

e a Pravastatina exibem um menor efeito, enquanto que a Sinvastatina, Atorvastatina e a
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Cerivastatina exercem efeitos maiores (BAEK et al., 2005). Além disso, destaca-se por atuar
em eventos importantes durante uma resposta inflamatdria exacerbada citada anteriormente.

Nas analises radiografica e histométrica entre grupos, os animais do grupo C
apresentaram uma PO significativamente maior comparado ao grupo S aos 7, 15 e 30 dias
respectivamente. Estudos na literatura também tém demonstrado efeitos benéficos do uso de
estatinas na prevencdo da perda Ossea alveolar em periodontites experimentais em ratos
(BRADLEY et al., 2016; XU; NASSAR et al., 2014). Um dos fatores que poderiam explicar
estes resultados seria que as estatinas inibem a transformacdo de pré-osteoclastos em
osteoclastos atraves das células da medula 6ssea e pela acdo indireta via osteoblastos. Os
osteoblastos recrutam e ativam os osteoclastos através da interagdo do RANKL na sua
superficie, com o receptor RANK nas células hematopoiéticas precursoras de osteoclastos.
Essa ativacdo dos osteoclatos € controlada pelos osteoblastos pela secrecdo de OPG, um
receptor solivel que compete com RANKL pelo RANK para inibir o recrutamento dos
osteoclatos, mantendo um equilibrio entre ambos (NOBRE et al., 2012).

A acdo das estatinas também decorre da inibicdo da apoptose dos osteoblastos pela
acao do fator transformador de crescimento beta 1 (TGF- p1). O TGF- B1 apresenta papel
fundamental na formacdo dssea, sendo as proteinas SMAD (Proteinas moderadoras do fator
do crescimento transformante) pertencentes a essa via de sinalizagdo (ZHANG et al., 2014).
Existem evidéncias de inibicdo da apoptose osteoblastica regulada por Pitavastatina,
Mevastatina e Sinvastatina, devido a maior expressdo de SMAD3 (Proteinas moderadoras do
fator do crescimento transformante 3), que funciona como transdutora de sinal e moduladora
da transcricdo (PACHECO-PANTOJA et al., 2014). A SMAD3 ativa é fundamental para a
manutencdo da formacdo Gssea, enquanto que sua supressao acarreta a apoptose osteoblastica
(ZHANG et al., 2014).
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7 CONCLUSAO

Dentro dos limites deste estudo, pode-se concluir que a estatina aplicada localmente

foi efetiva como tratamento coadjuvante a RAR na doenca periodontal induzida em ratos.
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