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RESUMO

O avang¢o no conhecimento sobre a patogenia da doenca periodontal tem motivado
estudos sobre a modulacdo dos eventos histopatologicos através de moduladores
sintéticos. O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia do tratamento com doses
subantimicrobianas de doxiciclina ou com ibuprofeno, sobre a perda o6ssea
decorrente da periodontite experimental. Foram utilizadas 20 ratas (Wistar) divididas
em quatro grupos (n=5): GC, controle; GL, com ligadura; GD com ligadura e tratado
com 0,14 mg de doxiciclina; GI com ligadura e tratados com 0,42 mg de ibuprofeno.
Apos o periodo de 28 dias os animais foram sacrificados e, as hemimandibulas
esquerdas dissecadas e radiografadas em Raios-X digital e avaliadas quanto ao
suporte 6sseo periodontal (SOP), em seguida fotografadas em lupa estereoscépica
para avaliacdo da perda 6ssea alveolar. As imagens foram avaliadas no programa
Image Tool for Windows Verséo 2.0(UTHSCSA) e os dados submetidos a analise de
variancia (ANOVA, Tukey) ao nivel de 5%. Os valores médios de SOP (%)
mostraram que GL (39,13£11,55) foi estatisticamente menor que GC (58,09 + 3,18)
(p=0,001). GD (48,65 * 4,98) e Gl (48,54 + 4,94) foram equivalentes entre si e a GC
e GL. Quanto a perda 6ssea alveolar (mm), observou-se que GC (0,75 = 0,06) foi
estatisticamente menor que GD (1.04 + 0,10) e GL (1,05 £0,27) e equivalente a Gl
(0,89 %0,06). Baseados nestes resultados, podemos concluir que a utilizacdo de
doxiciclina ou ibuprofeno ndo reduziu a perda Ossea alveolar decorrente da
periodontite induzida em ratas.

Palavras-chave : Dose subantimicrobiana de doxiciclina. Ibuprofeno. Periodontites.



ABSTRACT

The advance of the knowledge about the histopathologic events associated to
periodontal disease has motivated the development of studies about modulation of
these events by the use of anti-inflammatory drugs. The aim of this study was to
evaluate the influence of the treatment with low dose of doxycycline or with
ibuprofen, over the bone loss caused by experimental peritonitis. Twenty female rats
(Wistar) were used in four groups (n=5): GC, control;, GL, with ligature; GD, with
ligature and treated with 0,14 mg of doxycycline; Gl, with ligature and treated with
0,42 mg of ibuprofen. After the period of twenty eight days, the animals were
sacrificed and theirs left part of its jaw were defreshened and radigraphed in digital x-
ray and evaluated about the periodontal bone support (PBS), then photographed by
a digital camera fixed in a stereoscopic microscope for the evaluation the alveolar
bone loss. The images were evaluated in the program Image Tool for windows
version 2.0 ((UTHSCSA) and the results were submitted to a variance analysis test
(ANOVA, Tukey) at of 5% level. The medium value of PBS (%) shows that GL
(39,13+11,55) was statistically lower than GC (58,09 * 3,18) (p=0,001). GD (48,65 +
4,98) and Gl (48,54 + 4,94) were equivalent between themselves and to GC and GL.
In relation of bone loss noticed that GC (0,75 + 0,06) were lower than GD (1.04£0.10)
and GL (1.05+0.27), and equivalent to GI (0,89 £0,06). Based in these results we
could conclud that the use of low dose of doxycycline or ibuprofen did not reduce the
alveolar bone loss caused by experimental periodontitis in rats.

Key Words: Low dose Doxycycline. Ibuprofen. Periodontitis.
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1 INTRODUCAO

A doenca periodontal € uma alteracdo patologica, causada por infeccéo
microbiana que envolve os tecidos periodontais; tendo, como conseqiéncia, a
degradacdo do colageno tecidual, levando a perda de insercdo conjuntiva dos
ligamentos periodontais e reabsorcdo O0ssea. A resposta do hospedeiro diante da
infeccédo, leva a altera¢des teciduais, resultando na formac&o de bolsas periodontais,
representadas pela migracdo do epitélio no sentido apical dos dentes, formando um
espaco entre a superficie radicular e o tecido gengival (PAGE; SCHROEDER, 1982).

A degradacao tecidual ocorre em consequéncia da secrecao de enzimas, entre
elas a colagenase, tanto por células do hospedeiro como pela bactéria invasora.
Estas células do hospedeiro, macréfagos, neutrofilos (PMN), fibroblastos e células
gueratinosas, tém se mostrado com capacidade de sintese e secrecdo de grandes
guantidades de colagenase em areas com atividade de doenca periodontal. Estas
células séo ativadas por substancias bacterianas e citocinas inflamatérias, presentes
na doenca. Foi demonstrada uma correlagao positiva entre a gravidade da doenca e
o nivel da enzima colagenase no tecido gengival e no fluido do sulco gengival
(GCF). O colageno, que forma a base estrutural do periodonto, é degradado pela
colagenase, promovendo o desarranjo tecidual. Esta enzima pertence a familia das
metaloproteinases da matriz extracelular (MMP), as quais utilizam ions metalicos
para se ligar ao sitio ativo que degradam a matriz extracelular. Evidéncias do papel
das MMP na destruicdo periodontal vém demonstrando que um desequilibrio entre a
MMP e seus inibidores enddégenos gera defeitos patolégicos na matriz extracelular
nas periodontites (RYAN; RAMAMURTHY; GOLUB, 1996). Estes esclarecimentos
tém estimulado novas pesquisas para um grande numero de inibidores sintéticos

gue possam ser usados como agentes terapéuticos para as periodontopatias, como



0 uso da dose subantimicrobiana de doxiciclina e de antiinflamatérios né&o
esteroidais (AINES).

A doxiciclina era inicialmente indicada como antibiético de largo espectro para
uma variedade de doencgas, inclusive doencas periodontais. Porém, quando
administrada em dose subantimicrobiana, tem mostrado auséncia de acdo
antimicrobiana sem criar microrganismos resistentes (WALKER et al., 2000). Dentre
as propriedades nao antimicrobianas podemos citar a inibicdo da atividade da
enzima colagenase, diminuicdo da reabsorcdo 0ssea e a promoc¢do da adesdo de
fibroblastos a superficie radicular dos dentes. A propriedade antiinflamatoria das
tetraciclinas € caracterizada pela acdo anticolagenolitica, representada pela acéo
inibitoria sobre a MMP.

As prostaglandinas E2 (PGE;) e outros metabdlitos do acido aracdénico, tém
papel reconhecido como mediadores nos processos inflamatorios das periodontites.
Prostaglandinas E2 (PGE;), sdo mediadores inflamatérios produzidos pela
ciclooxigenase e que possuem importante papel na patogénese da doenca
periodontal. O uso de AINES como inibidor sintético pode agir sobre a sintese das
PGE, de forma direta ou indireta sobre o mecanismo da enzima COX-2. No
passado, pensou-se que a COX era uma enzima solitaria que constituia a maioria
das células, hoje se sabe a existéncia de outras formas de COX, (OFFENBACHER,;
HEASMAN; COLLINS, 1993).

O conhecimento do mecanismo de evolucdo da doenca periodontal é de grande
importancia, pois é através deste conhecimento que se pode compreender o evento
biologico associado a degradacdo dos tecidos periodontais, possibilitando a
intervencdo terapéutica e amenizando ou impedindo a evolucdo da doenca. A

utilizacdo de modelo animal para o estudo da evolucdo da doenca periodontal,



permite observar in vivo 0s mecanismos da inflamacéo tecidual (KUHR et al., 2004).
Dentre os animais utilizados em protocolos de doenca periodontal, o uso de ratos
Wistar tem tido boa aceitacdo, por representarem uma alternativa de baixo custo,
serem animais de facil manuseio e apresentarem caracteristicas anatbmicas e
funcionais que podem atuar como referéncia para estudos em humanos (SALLAY et
al.,1982).

Considerando estes aspectos, pode-se imaginar que a utilizacdo de produtos
sintéticos, como doses subantimicrobianas de doxiciclina ou os antiinflamatérios nédo
esteroidais, possa atuar na modulagdo da resposta inflamatéria do hospedeiro,

interferindo na perda éssea alveolar em periodontites experimentais em ratos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1PATOGENIA DA DOENCA PERIODONTAL

A etiologia da doenca periodontal € de origem bacteriana, € um processo
dindmico e multifatorial que sofre influéncia de fatores ambientais resultante da
resposta do hospedeiro diante da agressao sofrida pelos microrganismos que
compdem o biofilme dental. Esta interacdo entre agressor e hospedeiro caracteriza
a patogénese da doenca. No entanto, existem muitos paradigmas sobre a biologia
das periodontites e 0 que se sabe é que niveis elevados de mediadores pro-
inflamatorios originados no hospedeiro, entre eles: citocinas (tromboxano A; ,
interleucina 1B, interleucina 6 e fator de necrose tumoral), prostaglandinas (PGE;) e
leucotrienos B4 , estdo sempre presente no sulco gengival em sitios com a doenca

( PAGE, 1991).

2.1.1 Mediadores Inflamatoérios na Doenca Periodont  al

2.1.1.1 Citocinas

As citocinas sdo um grupo heterogéneo de peptideos ou glicoproteinas,
secretadas por varios tipos de células que funcionam como sinalizadores entre elas,
regulando a resposta imune do hospedeiro a agressao sofrida pelas bactérias. Este
sistema regulador pela qual, estas células sinalizam esta relacdo, resposta do
hospedeiro diante do agente agressor, funciona em forma de cascata, em que o
aparecimento de algumas células, leva ao aumento de outras. Como exemplo,

citocina IL-1 estimula a liberacdo de IL-2, IL-6 e fator de necrose tumoral (TNF).



Quando a presenca do biofilme dental se estabelece na margem gengival,
endotoxinas, como exemplo, os lipopolissacarideos, citocinas, dao inicio ao
processo inflamatério. O TNF é uma citocina produzida principalmente por
macréfagos, capazes de induzir a ativacdo de osteoblastos, para possibilitar, de
forma indireta, a agdo de osteoclastos no sitio inflamatério. Este mediador atua de
forma determinante na composic¢éo e na atividade funcional do infiltrado inflamatorio,
sendo associado a severidade das lesGes e a destruicdo 0ssea das periodontites.
Além disso, os mediadores inflamatorios tém sido relatados na literatura como
implicados ndo apenas na etiologia, mas também como responsaveis pela
perpetuacdo da destruicdo do tecido 0sseo, que caracteriza a periodontite cronica
(HEASMAN et al.,1993; PAGE, 1991). Os leucotrienos LTB; sdo mediadores
inflamatorios da via lipoxigenase (LO), produzidos pelos neutréfilos e outras células,
sendo responsaveis pelo recrutamento adicional de neutréfilos e mondcitos para o
sitio da inflamacé&o. Todos esses mediadores: PGE, TxB, e LTB; tém sido
encontrados em niveis mais elevados no fluido gengival de individuos com
periodontites (OFFENBACHER et al., 1984; 1989; PAGE, 1991). Com a descoberta
da atividade desses mediadores pro-inflamatorios indmeras pesquisas tém sido
realizadas visando esclarecer os diversos mecanismos que envolvem 0O processo
inflamatorio no periodonto patoldégico e com isto, buscar terapias alternativas que
possam modular a resposta imunoinflamatoria do hospedeiro. Desta forma, estas
terapias buscam controlar a producdo de MMP, dos produtos do acido aracddnico e

0 metabolismo do tecido 6sseo.



2.1.1.2 Metaloproteinases da Matriz Extracelular (MMP)

As metaloproteinases da matriz extracelular (MMP) s&o enzimas pertencentes a
familia do zinco e dependentes do calcio, secretadas ou liberadas por uma
variedade de células do hospedeiro como; leucocitos, macréfagos, células 6sseas e
fibroblastos, que atuam em pH neutro utilizando varios constituintes da matriz
extracelular como seus substratos. Estas metaloproteinases estdo envolvidas em
diversos eventos fisiologicos como: o desenvolvimento do embrido, remodelacéo de
tecidos e erupcdo dos dentes. Assim como numa variedade de processos
patolégicos incluem; artrites, cancer, enfisema pulmonar, osteoporose e doencas
periodontais. Acredita-se que uma pequena porcentagem dessas enzimas esteja
envolvida nos processos fisioldgicos, enquanto uma porcentagem maior dessa
enzima € ativada na presenca dos processos patologicos. Desta forma ocorre
degradacédo das matrizes extracelulares, contribuindo para a destruicdo dos tecidos
como ocorrem nas periodontites (GOLUB; CIANCIO; RAMAMURTHY, 1990).

O papel da MMP nos processos fisiologicos e patolégicos tem sido discutido na
literatura referente a doenca periodontal e de outras patologias sistémicas. Com isto,
abre caminhos para pesquisas em busca de mecanismos adicionais na modulacéo
da resposta do hospedeiro, onde se inclui o uso das tetraciclinas que atuam inibindo
as MMPs sintetizadas por células O6sseas (osteoblastos e osteoclastos) e os
antiinflamatorios ndo esteroidais (AINES) que atuam modulando a resposta do
hospedeiro inibindo a destruicdo do tecido 0sseo.

Shibutani et al. (1997) analisaram a atividade dos osteoclastos e a degradacao
da matriz no processo inflamatorio nas periodontites induzidas por ligaduras em
cées da raca Beagle. A ligadura para inducdo da doenca periodontal foi realizada

usando fios de seda e posicionada apical a gengiva marginal nos molares inferiores



por trés, sete e 21 dias. Foram colhidas amostras no fluido do sulco gengival (GCF),
soro e urina no dia zero e nos dias trés, sete, 14 e 21 dias apos o inicio da indugéo.
Para andlise da atividade dos osteoclastos utilizou-se o método histoquimico
fosfatase acido tartaro resistente (TRAP), o método ELISA foi utilizado para detectar
o produto da degradacdo da matriz 6ssea e para analise bioquimica utilizou-se um
marcador especifico. No dia trés apos a inducao, verificou-se que o tecido gengival
apresentava aspecto avermelhado, pouco edema, leve sangramento a sondagem e
as células TRAP mono e multinuclear estavam presentes no tecido conjuntivo
gengival. Nos estagios sete e 21 dias ap0s a inducdo, 0os osteoclastos estavam
presentes na gengiva e no 0sso alveolar. Apos sete dias da inducdo, o edema
apresentava-se mais severo, a gengiva avermelhada e maior sangramento. Apés 21
dias de indugdo o periodonto mostrou sinais de inflamacédo cronica, com acumulos
de biofilme dental, formagéo de bolsas, gengiva vermelha escura e leve proliferagéo
de tecido gengival e a reabsor¢cdo Ossea ocorreu primeiramente na vertente
Ossea. Estes achados fizeram com que os autores acreditassem que a perda de
insercdo dos ligamentos se manifesta primeiramente na vertente alveolar em
consequéncia da reabsorcdo Ossea alveolar e posteriormente esta perda de
insercao ocorre na superficie dental.

Ebersole et al. (2000) realizaram pesquisas em Macacas fascicularis para avaliar
os mediadores inflamatérios imunoglobulina A (IgA) e imunoglobulina G (IgG), assim
como a microbiota envolvida na gengivite, relacionados a susceptibilidade a
periodontite. Para andlise dos mediadores inflamatérios utilizaram o método ELISA
e, para avaliar o biofilme subgengival, analise microbiolégica colhida no fluido do
sulco gengival. A inducdo da gengivite experimental foi realizada através da

utilizacdo de dieta pastosa durante trinta dias. E, para inducdo da periodontite



experimental, trés dentes de um quadrante receberam ligadura por outros noventa
dias. Os niveis dos mediadores inflamatorios, os parametros clinicos e
microbiolégicos da gengivite experimental foram avaliados nos dias sete, 14 e trinta
dias e apods trinta, sessenta e noventa dias para a periodontite experimental. Os
pesquisadores, quando compararam os mediadores inflamatoérios no tecido gengival
pré-existente com o perfil inflamatério dos dois grupos, nos quais foram induzidos a
gengivite e a periodontite experimental, encontraram diferentes tipos de mediadores
inflamatoérios, em especial imunoglobulina A (IgA) e imunoglobulina G (IgG).
Verificaram também que a microbiota que compunha o fluido gengival apresentava
diferencas quantitativa e qualitativa em funcdo da progressao da doenca e isto era
similar as alteracdes vistas nos parametros clinicos. Diante desses achados, os
autores observaram que a concentracdo dos mediadores inflamatorios, bem como
0s parametros clinicos e microbiolégicos apresentaram alteracées mais acentuadas
em associacao com a evolucdo da doenca periodontal.

Preshaw e Heasman (2002) realizaram estudo longitudinal de coorte em
humanos com periodontite moderada e agressiva, avaliando as concentracfes de
prostaglandina E; no fluido do sulco gengival. As amostras foram coletadas no fluido
do sulco gengival e analisados os niveis de PGE; no fluido gengival e os parametros
clinicos (profundidade de bolsa, nivel de inser¢cdo e sangramento) a cada trinta dias
durante cinco meses. A quantificacdo da PGE,, foi conseguida comparando-se a
curva padrdo conhecida com a curva padrdao encontrada neste estudo. As
sondagens foram realizadas por um mesmo examinador no periodo de zero a 150
dias do experimento. Foi verificado aumento gradual e significativo nas
concentracdes de PGE; no fluido gengival com a evolugdo do estudo. O volume no

fluido gengival ndo apresentou nenhuma alteracdo significativa durante o estudo,



porém observou-se uma ligeira reducdo na profundidade de sondagem. Diante dos
resultados obtidos, os autores sugeriram que estes mediadores no fluido do sulco
gengival devam ser monitorados em estudos clinicos, e que as concentragcfes e 0
indice absoluto do mediador sejam calculados empregando-se um protocolo
patronizado.

Pozo et al. (2005) procuraram correlacionar a quantidade de metaloproteinase da
matriz extracelular (MMP) e de um inibidor tecidual da metaloproteinase (TIMP)
encontrado no fluido gengival, em individuos com periodontite crénica. O grupo teste
era formado por individuos com periodontite crdénica, moderada a severa, com
profundidade de sondagem =5mm, perda de insercdo de 23 mm e extensa perda
0ssea. O grupo controle apresentava-se sem doenca periodontal. Preliminarmente
ao estudo, todos os individuos foram submetidos a raspagem e alisamento radicular
(RAR). Depois de tres e seis meses foram obtidas amostras do fluido gengival para
analise. Foi avaliada a presenca de MMP-9, MMP-8, a atividade de MMP e os niveis
de TIMP. ApoOs a RAR, todos os parametros do grupo teste aproximaram a valores
similares aos do grupo controle. Na andlise da atividade gelatinase, os resultados
obtidos ndo permitiram uma associacdo com a severidade da doenca. A atividade da
colagenase e da gelatinase (MMP), mostrara que o0s valores encontrados
inicialmente reverteram a valores normais apés o tratamento, chegando a niveis
similares do grupo saudavel. A MMP-8, encontrada antes e ap0s a RAR néo
apresentou diferencas significantes. A analise do TIMP em individuos com
periodontite avancada mostrou, apdés o tratamento, uma reducdo significante em
seus valores em todos os sitios da doenca. As correlacdes entre parametros clinicos
e avaliagbes enzimaticas foram significativamente positivas entre a MMP inicial e os

valores encontrados antes do tratamento. Os pesquisadores concluiram haver



correlagcdes positivas entre a gravidade da doenca periodontal e a atividade da

MMP.

2.2 ANTIINFLAMATORIOS NAO ESTEROIDAIS

O mecanismo de acdo dos antiinflamatérios ndo esteroidais (AINES) ou néo
hormonais (AINH), ocorre através da inibicdo de um sistema enzimatico denominado
ciclooxigenase (cox); o qual é responsavel pela sintese de diferentes tipos de
prostaglandinas. Existem dois tipos COX, denominadas COX-1 e COX-2. A inibicao
da COX-1 esta relacionada aos efeitos adversos dos AINES, como por exemplo,
irritacdo da mucosa géstrica. A COX-2 esté relacionada ao processo inflamatorio, o
gue faz ser de interesse dos pesquisadores, procurando a sintese de farmacos
seletivos para a COX-2, que é o tipo de COX responsavel pela sintese de
mediadores inflamatorios como a prostaglandina, combatendo especificamente a
inflamacéo. O uso de AINES como o flurbiprofeno e o ibuprofeno séo relatados na
literatura como capazes de inibir a sintese de prostaglandina, através da
interferéncia desse farmaco na via ciclooxigenase, responsavel pela sintese de
importantes metabdlitos como as prostaglandina e os leucotrienos (HEASMAN et
al., 1993; TAIYEB; WAITE, 1993).

Taiyeb e Waite (1993) avaliaram os efeitos do uso sistémico do ibuprofeno na
inflamacéo gengival em humanos, quando administrado isoladamente ou associado
a raspagem e alisamento radicular (RAR) no tratamento da doenca periodontal
cronica. Os autores avaliaram as condicfes clinicas periodontais durante um periodo
de oito semanas. Os individuos foram divididos aleatoriamente em dois grupos; o

grupo teste recebia 200 mg de ibuprofeno quatro vezes ao dia e o0 grupo controle



nao recebia tratamento algum com este farmaco. Os autores observaram nas raizes
com sitios submetidos a RAR, que os niveis do biofilme dental nos diversos
intervalos de tempo ndo apresentavam nenhuma diferenca estatistica. Os
parametros clinicos observados nos dois grupos tiveram uma melhora apds o
tratamento. Porém, o grupo que recebeu o medicamento ndo apresentou diferencas
estatisticas significativas em relacdo ao grupo controle. Diante desses resultados os
autores concluiram que a aplicacéo clinica com este farmaco néo se justificaria. No
entanto, eles sugeriram que novas pesquisas com AINES sejam realizadas para
avaliar melhor o uso desses farmacos no tratamento das gengivites.

Heasman et al. (1993) avaliaram os efeitos do flurbiprofeno de uso sistémico na
prevencao e tratamento das gengivites em humanos, analisando parametros clinicos
e a liberagdo dos mediadores prostaglandina (PGE;) tromboxano (TxB2) e
leucotrienos LTB,. Foi realizado estudo duplo-cego onde amostras foram colhidas
do fluido gengival para analise bioquimica visando determinar as concentracdes dos
mediadores pro-inflamatérios: prostaglandina (PGE;), tromboxana (TxB,;) e
leucotrieno LTB4 no GCF. Para analise clinica e diferencas bioquimicas entre os
grupos, usou-se o teste t Student. A concentracdo de PGE, no GCF, ndo mostrou
nenhuma mudanca significativa durante o periodo de tratamento entre o grupo que
recebeu placebo e o grupo tratado com o farmaco. As concentracdes dos
mediadores da ciclooxigenase, ou seja, PGE, e TxB, no grupo tratado com
flurbiprofeno permaneceram estavel durante os 28 dias. No grupo controle estas
concentracfes permaneceram estaveis até o dia 21, a partir desse periodo elevou-
se acentuadamente até o periodo final do experimento, dia 28, mostrando que o
farmaco impediu a elevagcédo acentuada de PGE; e TxB;, no grupo tratado na ultima

semana. Diante desses resultados, os autores observaram que o flurbiprofeno



possui propriedade preventiva e terapéutica controlando a inflamacéo gengival,
agindo como mediador dos metabdlitos da ciclooxigenase e afetando indiretamente
0s niveis de leucotrienos B4 (LTB4).

Holzhausen et al. (2002) estudaram os efeitos do uso sistémico da celecoxib, um
inibidor seletivo da COX-2 em ratos com periodontite induzida por ligadura.
Analisando a concentracdo, células sanguineas e a perda 6ssea. Todos 0s animais
receberam inducédo da periodontite através de ligadura com fio de algodéo, colocado
ao redor dos primeiros molares inferiores direito. Ap6s 24 horas da indugéo, os ratos
foram aleatoriamente divididos em tres grupos compostos por sessenta animais
cada e recebiam a seguinte medicagdo diariamente. Dois grupos recebiam
respectivamente 10 mg/ kg e 20 mg/kg da celecoxib e o terceiro grupo recebia 0,9%
de NaCl (grupo controle). Doze animais de cada grupo foram sacrificados nos dias
trés, cinco, dez, 18 e trinta. O exame radiografico foi utilizado para determinar o nivel
de perda éssea através de fotografia digital padronizada e obtida as medidas por
meio de um programa de imagem computadorizada. A analise de variancia foi
utilizada para avaliar o efeito dos medicamentos utilizados nos dois grupos tratados
e 0 periodo de sacrificio, através da média da perda ¢6ssea radiografica. Diante
disto, os pesquisadores verificaram que as concentracdes de celecoxib foram
maiores nos animais com periodo trés, 18 e trinta dias de sacrificio e, que
receberam dose maior desse farmaco. No grupo controle, que recebeu apenas
solucdo salina, as porcentagens de neutrofilos, mondcitos e linfocitos foram
significativamente mais elevados do que nos grupos tratados com o celecoxib e
nenhuma diferenca foi encontrada nas porcentagens de eosindfilos e basdfilos entre
0S grupos controle e grupos tratados. O exame radiografico mostrou que a perda

Ossea alveolar foi mais evidente no periodo superior a trinta dias. Diante dos



resultados obtidos os pesquisadores ndo constataram o verdadeiro papel desse
inibidor da cox-2 nos processos de periodontites cronicas.

Holzhausen et al. (2005) avaliaram os efeitos do uso sistémico da etoricoxib, na
prevencdo da destruicdo éssea pela doenca periodontal induzida em ratos. A
ligadura foi fixada com fio de algod&do ao redor do primeiro molar inferior direito de
cada animal. Apés 24 horas os ratos foram aleatoriamente divididos em tres grupos
com trinta animais cada, e recebiam diariamente o0 seguinte tratamento: Etol,
recebiam 6 mg/ kg de etoricoxib; Eto2, recebiam 12 mg/ kg do farmaco e Eto3,
(grupo controle) recebiam 1ml/ kg do peso do animal de solugéo salina a 0,9%. No
periodo trés, cinco, dez,18 e trinta dias apos o inicio do tratamento os animais foram
sacrificados. Foram avaliadas as concentracdes de etoricoxib e de globulos brancos
no sangue. Nos grupos tratados a perda 6ssea alveolar foi menor quando
comparado ao periodo que antecedeu o experimento. A perda Gssea alveolar foi
significativamente menor (p<0,05), nos animais tratados com etoricoxib do que no
grupo controle observado em todos os periodos de tratamento. Porém, né&o
observaram diferenca estatistica na perda 6ssea alveolar entre 0s grupos que
receberam doses diferentes do medicamento. Os autores concluiram que o
tratamento sistémico com etoricoxib reduz a perda Ossea alveolar na periodontite
experimental induzida em ratos.

Rosin et al. (2005) investigaram os efeitos do uso local do dexibuprofeno a 1,5%
como anti-séptico bucal na gengivite experimental em humanos e se a acao topica
do AINES poderia ser equivalente aos efeitos sistémicos, sem causar efeitos
adversos na mucosa gastrintestinal. Duas semanas que antecederam o inicio do
estudo, todos os participantes foram submetidos a profilaxia por um profissional

habilitado e orientados sobre a técnica de escovacédo e uso de fio dental. A fase de



indugdo durou 22 dias, neste periodo os participantes foram instruidos a néo
escovar a regido de primeiro e segundo pré-molares e molares de um quadrante
superior. Visou-se acumular biofilme dental naquele sitio, para induzir a doenca
periodontal. ApOs este periodo, foi determinado que os participantes utilizassem
enxagues com 1,5 de dexibuprofeno ou placebo trés vezes ao dia, bochechando 15
ml de uma dessas solugdes por 1 min, durante oito dias. Foram realizadas analises
nos dias zero, sete, 14 e 22. Foi observado aumento do indice gengival (Gl) e do
indice de placa (QHI) no periodo em que ocorreu inducdo. O Gl e o QHI para o
grupo que utilizou o dexibuprofeno e o grupo placebo ndo mostraram diferencas
durante o periodo de indugéo. O efeito estatistico do indice de placa foi significativo
nas duas fases do estudo. Os autores sugeriram que futuras investigacbes a
respeito do uso topico do dexibuprofeno no tratamento das patologias periodontais
devam ser realizadas.

Sekino, Ramberg e Lindhe (2005) investigaram o efeito da administracdo
sistémica do ibuprofeno na formacdo do biofilme na gengivite experimental em
humanos. Todos os individuos receberam orientacéo sobre higiene oral e tratamento
profilatico pelo dentista duas semanas antes do periodo experimental no estagio
zero. Apos esta etapa, todos os individuos foram orientados a se abster de todas as
medidas de controle mecanico do biofilme dental. Podiam apenas fazer enxagues
com 10 ml de clorexidine a 0,1 % durante 60 s, sendo este o controle positivo. E 0
controle negativo com solucédo salina ou 200 mg de ibuprofeno duas vezes ao dia,
como controle positivo. Transcorridos estes 14 dias, todos foram re-examinados e
submetidos a um novo procedimento de limpeza mecanica, a ser realizada pelo
profissional. O biofilme dental subgengival foi coletado para analise de microscopia

de campo escuro e contagem de bactérias. Os autores encontraram como



resultados, que em individuos que fizeram uso de enxagies como solugéo salina,
ocorreu acumulo de grande quantidade de biofiime e desenvolveu sinais evidentes
da gengivite. Nos individuos que usaram clorexidine ocorreu pouca formagcédo do
biofilme. Apds duas semanas de uso sistémico com o ibuprofeno, o indice gengival
(GI) foi 22, a formacdo do biofilme foi similar ao formado durante o periodo de
controle negativo. Diante desses resultados, os autores verificaram que o uso do
ibuprofeno teve efeito sobre os tecidos gengivais nao interferindo na formacéo do

biofilme.

2.3 PROPRIEDADES DE DOSES SUBANTIMICROBIANAS DE DOXICICLINA

A literatura relata que os efeitos ndo antimicrobianos das tetraciclinas estéao
relacionados a sua capacidade de modular a resposta do hospedeiro.
Primeiramente estdo associadas com a inibicdo da ativacdo da enzima colagenase
do hospedeiro e da migracdo de células a superficie radicular do dente. A
propriedade desse farmaco pode ser clinicamente vantajosa para o tratamento de
uma variedade de processos patologicos como as artrites e doenca periodontal,
devido a sua habilidade de modular varias respostas do hospedeiro, aléem de realcar
a formacéo do colageno e do tecido 6sseo na fase em que estes processos foram
diminuidos durante a doenca.

Grevstad e Boe (1995) estudaram se a doxiciclina adicionada a agua poderia
influenciar no recrutamento de osteoclastos na periodontite induzida cirurgicamente
em modelo animal. Quarenta ratos Wistar, machos com peso meédio de 200 g

foram aleatoriamente separados em dois grupos iguais. Um grupo recebeu injecéo

subcutéanea de uma solucéo aquosa (grupo controle). O osso alveolar foi submetido



a ar seco por 2 min para estimular a atividade dos osteoclastos. O outro grupo
experimental recebeu 0,5 mg/ ml de doxiciclina adicionado a agua durante o periodo
experimental de um a dez dias. ApoOs este periodo, dois ratos de cada grupo foram
sacrificados diariamente e 0s espécimes preparados para analise por microscopio
de luz. Dez cortes histolégicos de cada espécime foram utilizados para contagem
de osteoclastos. Os pesquisadores verificaram que no terceiro dia apds a cirurgia ja
havia osteoclastos na superficie 6ssea do grupo controle e somente ap6s o quinto
dia foi observado osteoclastos na superficie 6ssea do grupo tratado com doxiciclina.
O numero de osteoclastos encontrados era dependente do tempo dentro de cada
tratamento. E entre os tratamentos, o grupo que usou doxiciclina apresentou menor
namero de osteoclastos. Os autores verificaram que a administracdo sistémica da
doxiciclina reduz a diferenciagdo e o numero de osteoclastos nos eventos pos-
cirdrgicos.

Crout et al. (1996) avaliaram o ciclo da dose subantimicrobiana de doxiciclina.
Realizaram estudo duplo cego e caso controle num periodo de seis meses em
regimes ciclicos de dose subantimicrobiana de doxiciclina em cépsulas ou
placebo. Neste estudo foram analisados a atividade colagenase, degradacdo de
uma proteina inibidora de proteinase (a1-Pl), presente no fluido gengival em
diferentes periodos de tempo. N&o foi encontrada diferenca significante no indice de
placa e indice gengival nos grupos tratados com placebo e pela doxiciclina. No
entanto, o nivel de insercéo, profundidade de bolsa e atividade colagenase no fluido
gengival (GCF) e a degradacao do a1-Pl apresentava-se estatisticamente menor
(p<0.05) nos grupos tratados pelo farmaco. Os autores concluiram que o uso de

dose subantimicrobiana de doxiciclina pode ser util a terapia de instrumentacéo,



porém, h& necessidade de estudos futuros para confirmacdo da eficdcia desse
farmaco em periodo de tempo superior a um ano.

Karimbux et al. (1998) estudaram a influéncia sobre a expressdo do RNA
mensageiro (RNAm) do colageno tipo | e XIl e posteriormente avaliaram os efeitos
da doxiciclina (DOXI), e de uma tetraciclina quimicamente modificada (CMT-1) na
reparacdo da destruicdo Ossea causada pela doenca periodontal induzida em
modelo animal. Vinte e quatro ratos Sprague-Dawley adulto foram inoculados com
Porphyromonas gengivalis obtidos de humanos para induzir a periodontite
experimental. Transcorridos dez dias da inoculagéo, os animais foram divididos em
seis ratos por grupo, tratados diariamente por um periodo de cinco semanas. Sendo:
G1, infectados, porém ndo medicados (controle); G2 tratados por gavagem com
Doxiciclina (Doxi 5 mg/animal por dia); G3, tratados com tetraciclina quimicamente
modificada CMT-1 e G4, néo infectados (controle). Eles verificaram que o grupo G1
mostrou leve hibridizacdo nas areas de infeccdo. Os grupos G2 (doxi) e G3 (CMT-1)
mostraram co-expressao de colagenos tipo | e Xl no tecido conjuntivo periodontal e
na parte coronal do ligamento periodontal. Os resultados no grupo G4 mostraram
niveis relativamente mais baixos do tipo colageno | e uma expresséao relativamente
mais elevada do tipo colageno XllI no tecido conjuntivo periodontal. Os autores
concluiram que a doxiciclina e CMT-1 moderam ou reduzem os efeitos inibitorios da
infeccao periodontal na expressdo do mRNA do colageno tipo | e tipo XllI, sugerindo
gue o uso desses farmacos podem reduzir a destruicdo periodontal pela reverséo
do efeito inibitério da infeccéo periodontal na sintese de colageno.

Walker et al. (2000) avaliaram os efeitos do uso de subdose da doxiciclina (SDD)
a 20 mg ao dia no periodo de nove meses. Nesse estudo, 76 individuos

aleatoriamente escolhidos receberam SDD ou placebo. O tratamento para cada



individuo foi segmentado em quadrantes. Um quadrante foi submetido a tratamento
clinico com raspagem e alisamento radicular (RAR). O quadrante oposto ndo recebia
nenhum tratamento. Os participantes recebiam aleatoriamente doxiciclina ou
placebo e foram divididos em quatro grupos. Dois grupos recebiam raspagem (RAR)
e outros dois grupos néo, e todos foram medicados com doxiciclina ou placebo. Os
67 individuos que completaram os nove meses de tratamento foram convidados a
continuar por outros trés meses sem receber nenhum tipo de tratamento. As
amostras microbianas foram coletadas usando cone de papel endodéntico, antes e
apos trés, seis e nove meses do tratamento e também apds os trés meses em que
nao ocorreu nenhum tipo de tratamento e foram analisadas por microscopia de
campo escuro e por meios de cultura seletiva e nao seletiva. Os resultados
apresentaram diminuigao estatisticamente significante na proporcao de espiroquetas
e aumento na propor¢do da forma cocoide em relagdo a microbiota com o decorrer
do tempo. N&o foi observada diferenca no tratamento entre o grupo que utilizou a
SDD e o placebo associado ou ndo com RAR. Através desse estudo, os
pesquisadores observaram que o uso da dose subantimicrobiana de doxiciclina em
periodos superior a nove meses apresentou diferencas microbianas que foram
atribuidas a reducdo da bolsa periodontal como consequéncia da atividade
anticolagenase e antiinflamatoéria da doxiciclina.

Caton et al. (2000) estudaram a eficacia e a seguranca na indicacdo da dose
subantimicrobiana de doxiciclina (SDD) associado a procedimentos clinicos de
raspagem e alisamento radicular (RAR) em humanos. Foram avaliados 190
individuos com idade entre trinta e 75 anos, que apresentavam bolsa periodontal
entre cinco e 9 mm em pelo menos dois sitios. Todos foram submetidos ao

tratamento clinico de RAR e aleatoriamente receberam 20 mg de doxiciclina ou



placebo diariamente por um periodo de nove meses. Posteriormente, as amostras
microbianas foram coletadas para analise, onde constataram que nos eventos onde
a doxiciclina estava associada a RAR nos periodos de trés, seis e nove meses
ocorreu reducdo na perda de insercdo em sitios de periodontite. Os autores
concluiram que o tratamento com dose submicrobiana de doxiciclina associado a
RAR em humanos é mais eficaz do que quando se usa a RAR separadamente.

Llavaneras et al. (2001) avaliaram a combinacdo da doxiciclina quimicamente
modificada e de um bisfosfonato atuando sinergicamente na inibicdo da destruicao
dos tecidos periodontais em periodontite induzida por endotoxina em ratos. Os
animais eram medicados semanalmente com 1 mg/ml de bisfosfonato ou 1 mg/dia
com doxiciclina. Avaliou-se a atividade de colagenase, gelatinase e elastase. Foi
observado, que o tratamento monoterapico com doxiciclina e com o bisfosfonato
reduzia parcialmente as atividades das metaloproteinases da matriz extracelular
(MMP). Porém a doxiciclina parece ser mais eficiente do que o bisfosfonato. No
entanto, a combinacdo desses farmacos potencializou a inibicdo da destruicédo
ossea.

Bezerra et al. (2002) investigaram o0 uso sistémico de subdose de doxiciclina <
10 mg/ml/dia durante 7 dias na prevencdo da reabsorcdo Ossea has doencas
periodontais induzidas em ratos. Avaliou-se a perda é6ssea alveolar através de
analise macroscopica em um hemi-arco enquanto no outro foi realizado, a analise
histolégica. Parametros histolégicos foram baseados nos numeros de osteoclastos,
processo alveolar, integridade do cemento e células do infiltrado inflamatorio. Os
autores verificaram que os animais que foram submetidos a inducdo da doenca no
periodo de sete dias, e medicados com a doxiciclina, exibiam inibicdo significativa na

perda 6ssea e esta reducdo do osso alveolar foi acompanhada por uma diminui¢cao



no numero de células mononucleares e de osteoclastos, ocorrendo a preservacao
do cemento e do processo alveolar em relacdo ao grupo controle. A reducdo do
namero de osteoclastos nos grupos tratados com doxiciclina, observados neste
estudo, pode ser devido a atividade desse farmaco diretamente sobre os
osteoclastos, promovendo apoptose dessas células. Diante desses resultados, os
pesquisadores verificaram que a dose subantimicrobiana de doxiciclina mostrou
reduzir os efeitos da destruicdo 6ssea nas periodontites e que nenhum relato da
atividade antimicrobian foi verificada, evitando desta forma os riscos de resisténcia
bacteriana & medicacéo.

Ramamurthy et al. (2002) estudaram seis tetraciclinas quimicamente
modificadas (CMT-1, CMT-3, CMT-4, CMT-7 e CMT-8 e doxiciclina), comparando os
efeitos mediadores da MMP na perda éssea de periodontite induzida por endotoxina
em modelo animal. Utilizaram 96 ratos, Sprague-Dawley com 350 g de peso, nos
quais foram injetados na gengiva entre o primeiro e segundo molar superior 10 ul de
solucéo salina ou 1 mg/ml de endotoxina de Escherichia coli durante seis dias para
a inducédo da doenca. Em seguida os animais foram distribuidos em grupos de 12
ratos cada e medicados, respectivamente: G1, injecdo de solucdo salina; G2,
endotoxina; G3, endotoxina + CMT-1; G4, endotoxina + CMT-3, G5, endotoxina
+CMT-4; G6, endotoxina +CMT-7; G7, endotoxina +CMT-8 e G8, doxiciclina. Todos
os animais foram medicados por via oral com 1 ml de carboximetilcelulose (CMC) a
2% com uma dose de 6mg/kg do peso do animal. No dia sete, os animais foram
sacrificados, 0s espécimes preparados e as amostras de sangue extraidas para
mensurar as concentracdes das tetraciclinas quimicamente modificadas (CMT) no
soro. Foram analisadas as concentracdes das CMTs no soro e a perda 0ssea. Os

autores observaram que a endotoxina injetada nos animais, elevou a atividade da



gelatinase. As concentracdes de CMT no soro mostraram que a CMT-8 alcancou
nivel mais elevado em seguida CMT-1, CMT-3, doxiciclina, CMT-4 e CMT-7,
conforme a efichcia em inibir a destruicdo éssea periodontal. Ocorreu minima
atividade da enzima gelatinase nos animais que receberam solucao salina injetada.
Nos grupos injetados com endotoxina, o exame histolégico apresentou lesdes dentro
do osso, caracterizado por osteopenia. A analise histomorfométrica indicou que a
endotoxina aumentou a perda 6ssea (p<0,01) quando comparado com 0 grupo que
recebeu injecdo de solucdo salina. O tratamento com CMT diminui 0 numero de
células imuno positivas para citocinas e MMP. Em estudo in vivo, a eficacia desse
farmaco mostrou variagbes nas estruturas da CMT e foi significativamente
correlacionada com a reabsorcdo Oéssea, inibicdo da atividade gelatinase e
concentragdo do farmaco no soro. Diante do exposto, 0os autores sugeriram que
mecanismos multiplos e adicionais podem ser regulados por estes farmacos,
reduzindo os niveis elevados dos mediadores pro-inflamatérios, reduzindo a
atividade das MMP e aumentando os niveis de citocina antiinflamatoria interleucina

10 (IL-10) resultando na modulacéo da osteogénese e reabsor¢cao 0ssea.

2.4 MODELO EXPERIMENTAL DE DOENCA PERIODONTAL

A grande variedade de bactérias cultivaveis no sulco gengival e a impossibilidade
de realizar estudos retrospectivos em humanos fazem com que o estudo sobre a
patogenia da doenca periodontal em humanos seja extremamente dificil. As
estruturas e a organizacdo dos tecidos que constituem o periodonto de ratos e de
humanos sédo bastante similares, permitindo a simulacdo de diversas situacdes da

doenca em estudo com animais. Tais experimentos possibilitam a realizacdo de



estudos prospectivos para a avaliacdo de pardmetros histopaldgicos,
microbioldgicos e imunoldgicos da doenca. Além desses fatores, o uso de ratos em
estudo experimental da doenca periodontal apresenta vantagem devido ao baixo
custo, facil manuseio, possibilidade de serem criados em laboratério e a rapida
procriacao destes animais.

Sallay et al. (1982) investigaram a destruicdo Ossea alveolar em ratos
imunossuprimidos. A insercdo da ligadura em volta do segundo molar superior do
rato convencional causou reabsor¢cdo 0ssea por osteoclastos e simultaneamente a
reabsorcdo do osso alveolar. A Ciclofosfamida (CY), um agente imunossupressor
dado logo apoés a insercéo da ligadura, suprimiu as reacdes linféides e tamanhos do
baco. Verificou-se que sem a insergcéo da ligadura, a alta dose de CY néo resultou
em perda Ossea. Portanto, esses achados sugerem que a destruicdo Ossea de
ligadura em ratos é de origem bacteriana e que a utilizagdo de CY pode suprimir a
proliferacdo de osteoblastos, mas nédo interferir com a atividade dos osteoclastos.
Determinou-se entdo, que a supressdo das defesas do organismo facilita a
destruicéo 6ssea.

Klausen, Evans e Sfintescu (1989) estudaram a reproducdo de um método
morfométrico e um método radiografico para descrever a correlacdo entre eles.
Nestes estudos, foram utilizados 25 ratos. Neles, ap0s a preparacdo das pecas
cirdrgicas, as perdas Osseas periodontais foram avaliadas no microscopio Optico,
visando mensurar a distancia da juncdo amelocementéaria a crista 6éssea alveolar.
Nas radiografias ampliadas foram expressos defeitos no o0sso periodontal de
suporte, no apice localizado distalmente dos primeiros molares. Todas as medidas
foram realizadas em duas ocasides separadas. No segundo experimento cinquenta

cabecas de ratos foram avaliadas por ambos os métodos e comparados as



variagcfes totais encontradas. Uma significativa correlagcdo foi encontrada entre os
métodos. O método morfométrico determinou a perda 6ssea principalmente
horizontal, e o método radiografico detectou os defeitos 0sseos interproximais.
Concluiu-se que futuros estudos poderédo ser beneficiados por estes métodos para
avaliar a perda 6ssea alveolar em ratos.

Galvéo e Rosing (2003) apresentaram uma técnica e um método descritivo das
caracteristicas histolégicas da doenca periodontal induzida em ratos. Induziram a
periodontite com o uso de ligaduras, com ou sem dieta rica em sacarose. Foram
incluidos vinte e quatro ratos Wistar fémeas, adultos (sessenta dias) e estes foram
divididos em quatro grupos: Grupo um ou controle; recebeu dieta padrdo, Grupo
dois; recebeu ligadura ao redor dos segundos molares superiores e dieta padrao,
Grupo trés recebeu dieta rica em sacarose e Grupo quatro recebeu ligadura ao redor
dos segundos molares superiores e dieta rica em sacarose. Os animais foram
acompanhados por um periodo de trinta dias, ao final do qual foram sacrificados. Os
segundos molares superiores foram removidos e processados, para analise
histolégica. Os animais com ligadura (Grupo dois e quatro) mostraram
caracteristicas histolégicas de periodontite, enquanto animais sem ligadura néo
apresentaram sinais de destruicdo periodontal. O uso de ligaduras, no presente
trabalho, foi capaz de promover processo inflamatério crénico nos ratos,
independentemente do tipo de dieta.

Kuhr et al. (2004) procuraram avaliar a destruicdo do tecido periodontal marginal
induzindo periodontite por meio de ligadura colocada ao redor do segundo molar
superior em modelo experimental animal. Utilizaram 35 ratos, machos os quais
foram divididos em cinco grupos conforme o tratamento que recebiam. O grupo G1-

B, (grupo base) nao recebia ligadura e foi sacrificado no primeiro dia do estudo



experimental; G60-C, sem ligadura e foi sacrificado sessenta dias apés o inicio do
experimento (grupo Controle). Os outros trés grupos; G15, G30 e G60 recebiam
inducdo no periodo 15, trinta e sessenta dias respectivamente. Apds estes
periodos, cada grupo de animais foi sacrificado e as pecas cirurgicas preparadas
para analise. Pontos pré-fixados e padronizados nas maxilas dos animais foram
usados como referéncia para avaliar a destruicdo éssea, analisados através de um
microscoépico de luz com camera colorida fixada ao computador. A andlise da perda
0ssea foi mensurada através da distancia da juncdo cemento-esmalte (CEJ) e dos
pontos pré-fixados na maxila. Nos dois métodos de andlise, os ratos sacrificados
apos sessenta dias do inicio do estudo e ndo submetidos a inducdo, apresentaram
maior perda éssea do que os animais sacrificados no dia um e que também nao
sofrerem indug&o. Na comparagao entre o grupo G60-C e o grupo G60 com ligadura,
verificaram que a destruicdo Ossea foi significativamente maior na regido onde
ocorreu a inducao. Os dois metodos também revelaram a ocorréncia de maior perda
0ssea no periodo 15 dias (G15), no sitio com a ligadura em comparagcdo com outro
sitio sem inducdo. ApoOs sessenta dias da inducédo, perceberam estabilizar a
progressdo da perda oOssea verificando diminuicdo dos efeitos destrutivos da
ligadura. Diante disso, os autores sugeriram que ao trabalhar com ratos, estes
devem ser da mesma espécie e idade, visando diferenciar as possiveis alteracdes
gue possam ocorrer na periodontite experimental induzida. Sugeriram ainda, que a
analise das diferencas de perda 6ssea no grupo controle, deva ser realizada pelo
meétodo da distancia. E, a aplicacdo para este modelo de estudo foi recomendada

para periodo menor ou igual 15 dias.



3 PROPOSICAO

A proposta desse trabalho foi verificar a influéncia do uso de dose
subantimicrobiana de doxiciclina ou de antiflamatério ndo esteroidal; ibuprofeno,

sobre a perda 6ssea alveolar em periodontite induzida em ratas.



4 MATERIAL E METODO

4.1 ANIMAIS

Foram utilizadas vinte ratas (Rattus novergicus) albinas, da raca Wistar, com dez
semanas de idade e pesando em torno de 250 g. Os animais foram mantidos em
gaiolas em temperatura ambiente, alimentados com agua e racdo ad libitum,
fornecidos pelo biotério do Departamento de Medicina da Universidade de Taubaté,
Séo Paulo.

Os animais foram divididos em quatro grupos: GC, sem ligadura e sem
tratamento; GL, com ligadura e sem tratamento; GD, com ligadura e medicados com
0,14 mg de cloridrato de doxiciclina contidos em solugdo com concentragao de 0,7
mg/ml; GI, com ligadura e tratados com 0,42 mg de ibuprofeno contidos em solucao
com concentracdo de 0,21 mg/ml, foi utilizado como controle positivo (Quadro 1). Os
medicamentos utilizados foram preparados pela Vivéncia Farmacia de manipulacao
— Pindamonhangaba, SP.

Todos os procedimentos para este trabalho foram realizados em conformidade
com 0s principios éticos para experimentacdo animal, adotados pelo Colégio de
Experimentacdo Animal (COBEA) e foram submetidos ao Comité de Etica em
Pesquisa Animal da Universidade de Taubaté (Protocolo CEEA/ UNITAU n°.

012/2005 - anexo A).



4.2 ANESTESIA

Para os procedimentos de inducdo da doenca periodontal, todos animais foram
pesados antes da colocacédo das ligaduras, visando verificar ganho ou perda de
peso apos a indugdo e também para quantificar a dose ideal do anestésico geral a
ser ministrado, assim como do relaxante muscular que foi associado a anestesia.
A solucdo anestésica composta de cloridrato de ketamina (Dopalen, Laboratério
Vetbrands) com o relaxante muscular composto por sedativo, analgésico com
cloridarato de Xilazina (Anasedan, Laboratorio Vetbrands), na propor¢éo de 1:0,5 ml

utilizando 0,1 ml para cada 100 g de peso do animal (RICARDO, 2002).

4.3 INDUCAO DA PERIODONTITE

Para a inducao da doenca periodontal, os animais receberam a inser¢cdo de um
fio de linha de algoddo numero dez, marca Corrente, ao redor dos primeiros molares
inferior. As 20 ratas Wistar foram divididas em quatro grupos e em trés destes
grupos foram colocadas ligaduras para induzir doenca periodontal. O grupo controle
ndo recebeu ligadura nem qualquer medicacdo ou placebo. Nos sitios testes, as
ligaduras foram atadas na face vestibular e mantidas por 28 dias. Durante esta fase
de inducgdo, os animais passaram por uma verificagdo semanal da estabilidade da
ligadura dentro do sulco gengival. Neste periodo, todos os animais submetidos a
inducdo da doenca periodontal e medicados, recebiam diariamente por via oral 0,14

mg de doxiciclina ou 0,42 mg de ibuprofeno, conforme descrito no Quadro 1:



Grupos (n=5) Experimento
GC Controle (sem medicacao e sem ligadura)
GL Sem medicacao e com ligadura
GD Com ligadura + 0,14 mg doxiciclina
Gl Com ligadura + 0,42 mg ibuprofeno

Quadro 1 - Delineamento experimental

4.4 SACRIFICIO

ApoOs 28 dias transcorridos a inducéo, todos os animais foram anestesiados e
posteriormente decapitados em guilhotina. A seguir foi removida a mandibula, que foi
fixada em formol a 10% por 48 horas.

As mandibulas foram seccionadas em hemimandibula direita e esquerda. Os

espécimes das hemimandibulas do lado esquerdo foram submetidos a analise
radiogréafica, para avaliacdo do suporte 0sseo remanescente e analise morfologica

para avaliacdo da perda Ossea.

4.5 ANALISE RADIOGRAFICA

Os espécimes foram submetidos a avaliagdo radiogréafica digital obtida por meio
do sistema de imagem computadorizado RVGL (RadioVisioGraphy-Trofhy radiology
inc.-Marietta/USA) junto ao laboratério de radiologia da Faculdade de Odontologia
de Séo José dos Campos - UNESP. O sensor foi exposto a 65 KV e 7 yA por 0,08 s

, com distancia fonte-sensor de 30 cm. As imagens foram avaliadas no programa de



analise do SOP, Image Tool (UTHSCSA) (Figura 1). Foram fixados pontos para
mensuracado do suporte 0sseo horizontal, que foram posicionados na por¢cdo mais
coronéaria da cuspide do dente (C), na ponta da crista 6ssea ou local do defeito
0sseo (B) e no 4pice radicular (A). Estes pontos foram transportados como medidas
lineares para mensuracdo do suporte Osseo periodontal (Figura 2). Para a
quantificacdo do suporte 6sseo periodontal (SOP) foi calculada a proporcdo entre
AC e AB segundo a férmula SOP=ABXAC/100 (KLAUSEN; EVANS; SFINTESCU,

1989).

Figura 1- a) Sistema RVG® (RadioVisioGraphy-Trofhy radiology inc.-
Marietta/USA). b) posicionamento padronizado da mandibula sobre o sensor do
sistema. c) Programa de analise do SOP Image Tool (UTHSCSA)

Figura 2- Pontos de referéncia utilizados para o calculo do SOP



4.6 ANALISE MORFOMETRICA

Apés a separacdo das hemimandibulas, o tecido mole das pecas cirdrgicas do
lado esquerdo foi separado removido mecanicamente do tecido dsseo, ap0s serem
imersas em hipoclorito de sddio por trés horas.

Estas pecas foram coradas com violeta de genciana a 1%, para delimitar a

juncao esmalte-cemento em cada dente (Figura 3).

Figura 3- Mandibulas coradas em violeta de genciana e marcadas para avalicdo
morfométrica da distancia JCE-CO para primeira e segunda avaliacao

A mensuracdo da perda 6ssea periodontal, foi realizada em duas etapas. Na
primeira, os pontos de referéncia considerados foram a jungcéo esmalte-cemento e a
crista 6ssea alveolar no centro da face vestibular das raizes mesial, mediana e distal
do primeiro molar inferior esquerdo e nas raizes mesial e distal do segundo e
terceiro molares do mesmo hemiarco. Numa segunda avaliacdo foram considerados
apenas os pontos de referéncia, a distancia entre JCE-CO junto aos angulos diedros
mesio-vestibulares e disto-vestibulares do primeiro molar inferior esquerdo, no qual
foi instalada a ligadura. As imagens foram obtidas com uso de lupa esteroscépica
(Leica) com aumento de 25 vezes, junto ao Laboratério de Patologia da Faculdade

de Odontologia de Sao José dos Campos — UNESP. A avalia¢des foram realizadas



em um software de leitura de imagens, Image Tool for Windows, versdo 2.0

(UTHSCSA).

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados encontrados foram submetidos a analise estatistica de variancia
(ANOVA). As diferencas estatisticas observadas foram submetidas ao teste de
comparacdo multipla de Tukey, para verificar a influéncia das variaveis nos

resultados encontrados. Foi adotado o nivel de significancia de 5%.



5 RESULTADOS

5.1SUPORTE OSSEO PERIODONTAL (SOP) NA REGIAO DO PRIMEIRO MOLAR
INFERIOR

Apbs a avaliacdo do suporte 6sseo periodontal (SOP) para os diferentes grupos
os resultados apresentaram valores meédios que foram convertidos em dados

percentuais e estao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1- Medidas lineares convertidas em dados percentuais do suporte 6sseo
periodontal (SOP) remanescentes nos grupos experimentais

Grupos N Média % Desvio Padréo
GC 6 58,09 3,189
GL 6 39,13 11,552
GD 6 48,65 4,986
Gl 6 48,54 4,943

Controle (GC), Ligadura e sem tratamento (GL), Ligadura + doxicilina (GD), Ligadura +
ibuprofeno (GI)
N = namero de animais

Os dados de SOP encontrados foram comparados por meio da analise de variancia
(ANOVA) e mostraram a ocorréncia de diferenca estatistica significativa (p= 0,002)
(Tabela 2) e apés a comparacdo multipla de Tukey, foram observados quais grupos
diferiam entre si (Tabela 3). Nota-se que o grupo GL apresentou menor SOP que GC
(p=0,001) e que GD e GI foram equivalente entre si (p=1,00) e equivalentes a GD e

GL (Tabela 5).



Tabela 2 - Resultados da ANOVA, referente aos dados do SOP intergrupos

Grupos Média +desvio padréo (%)
GC 58,09 + 3,18
GL 39,13 £ 11,55
GD 48,65 + 4,98
Gl 48,54 + 4,94
p 0,002*

* p<0,05 Controle (GC), ligadura sem tratamento (GL), ligadura +doxi (GD), ligadura +
ibuprofeno (GI)

Tabela 3 - Resultados da Comparacao Multipla de Tukey para a localizacao das diferengas

entre 0s grupos para o suporte ésseo periodontal (SOP)

Grupos (p)
(GC) (GL) 0,001*
(GD) 0,119
(GI) 0,113
(GL) (GD) 0,115
(GI) 0,120
(GD) (GI) 1,000

*p<0,05 Controle (GC), ligadura sem tratamento (GL), ligadura +doxi (GD), ligadura +
ibuprofeno (GI)

Tabela 4 - Representacdo em ordem decrescente de médias encontradas no suporte 4sseo
periodontal (SOP) constituindo grupos homogéneos

Grupos Media + DP (%) Grupos Homogéneos*
GC 58,09 + 3,18 A
GD 48,65 + 4,98 A B
Gl 48,54 + 4,94 A B
GL 39,13 +11,55 B

*Letras iguais representam auséncia de diferenca estatistica significativa Controle (GC),
ligadura sem tratamento (GL), ligadura +doxi (GD), ligadura + ibuprofeno (Gl)



Os valores de SOP do grafico apresentado na Figura 4 representam 0 0SSO
alveolar remanescente do GC e a sua reducdo apés a instalagcdo da ligadura, bem

como, nos animais tratados com dose subantimcrobiana de doxiciclina ou

SOP x Grupo experimental

SOP (%)
w
o
[

GC

ibuprofeno.

Figura 4 — Comparacao do SOP entre os grupos

5.2 ANALISE MORFOMETRICA DA PERDA OSSEA ALVEOLAR NA REGIAO DO
PRIMEIRO MOLAR INFERIOR

A distancia entre a juncdo cemento-esmalte (JCE) até a crista 0ssea (CO) foi
mensurada considerando primeiramente o primeiro molar inferior esquerdo (Tabela

5).

Tabela 5 — Valores médios referente a distancia JCE-CO no primeiro molar inferior

Grupos N Média (mm) Desvio Padréo
GC 5 0,7536 0,06173
GL 5 1,0542 0,27516
GD 5 1,0480 0,10803
Gl 5 0,8971 0,06674

Controle (GC), Ligadura e sem tratamento (GL), Ligadura + doxicilina (GD), Ligadura+ ibuprofeno (Gl)



Os valores médios foram submetidos a analise de variancia e apresentaram

diferenca estatistica significativa (p=0,021) (Tabela 6).

Tabela 6 - Dados encontrados na andlise intergrupos, submetidos ao Teste ANOVA

Grupos Média + desvio padrao (%)
GC 0,7536 + 0,06173
GL 1,0542 + 0,27516
GD 1,0480 + 0,10803
Gl 0,8971 + 0,06674
p 0,021*

Controle (GC), Ligadura e sem tratamento (GL), Ligadura + doxicilina (GD), Ligadura
+ ibuprofeno (GI)

Tabela 7 - Resultados da Comparacao Multipla de Tukey para a localizacao das diferengas
entre 0s grupos para a distancia da JCE-CO considerando o primeiro molar

inferior
Grupos P
(GC) (GL) 0,033*
(GD) 0,037*
(GI) 0,478
(GL) (GD) 1,000
(GI) 0,403
(GD) (GI) 0,437

*p<0,05, Controle (GC), ligadura sem tratamento (GL), ligadura +doxi (GD), ligadura +
ibuprofeno (Gl), juncdo esmalte-cemento (JCE-CO)

Na identificacdo das diferencas (Tabela 7), pode-se observar que os valores
meédios para a distancia JCE-CO mostraram que o grupo Gl foi equivalente aos
grupos GL, GD, e GC. Por outro lado, observou-se que GL e GD foram diferentes de

GC (Tabela 8).



Tabela 8 - Representacdo em ordem decrescente das médias encontradas para a distancia
JCE-CO (mm) nas raizes do 1°PMIE constituindo grupos h omogéneos

Grupos Média £ DP Grupos Homogéneos*
GL 1,0542 +0,27516 A
GD 1.0480 +0,10803 A
Gl 0,8971 +0,06674 A B
GC 0,7536 +0,06173 B

*Letras iguais representam auséncia de diferenca estatistica significativa; Controle (GC),
ligadura sem tratamento (GL), ligadura +doxi (GD), ligadura + ibuprofeno (GI)

Os valores plotados no grafico apresentado na Figura 5 representam a
distancia entre JCE-CO, que se apresentaram aumentadas no grupo GL em
relacdo ao GC. Tais alteracdes se mostraram praticamente iguais quando
tratados com dose subantimicrobiana de doxiciclina e pouco reduzidas quando

tratados com ibuprofeno.

Perda 6ssea x Grupos experimentais
1.25-

cont lig doxi ibup

Figura 5 - Comparacdo da distancia JCE-CO entre 0s grupos na regido do primeiro
molar



5.3 ANALISE MORFOMETRICA DA DISTANCIA JCE-CO DO HEMIARCO

ENVOLVIDO

Na avaliacéo do hemiarco envolvido, os valores de distancia JCE-CO de todos os
dentes compuseram um valor médio, expresso em milimetros, representando cada

animal e depois cada grupo (Tabela 9).

Tabela 9 - Dados referente as mensuracbes da Juncdo Cemento Esmalte JCE-CO no
hemiarco da regido diretamente envolvida

Grupos N Média(mm) Desvio Padréo
GC 5 1,2110 0,17774
GL 5 1,4530 0,26023
GD 5 1,4560 0,17501
Gl 5 1,6610 0,24152

p<0,05, Controle (GC), Ligadura e sem tratamento (GL), ligadura + doxiciciclina (GD),
Ligadura + ibuprofeno (Gl), N = nimero de amostra

Os valores obtidos para o hemiarco e submetidos a ANOVA com diferenca

estatistica entre os grupos experimentais (p=0,037) (Tabela 10).

Tabela 10 - Resultados da comparacdo entre as médias para analise intergrupos,
considerando o hemiarco da regido diretamente envolvido

Grupos Média + desvio padrao
GC 1,2110 £0,17774
GL 1,4530 + 0,26023
GD 1,4560 # 0,17501
Gl 1,6610 £ 0,24152
P 0,037*

p<0,05; Controle (GC), ligadura sem tratamento (GL), ligadura+doxi (GD), ligadura+ ibuprof.
(GI)



Tabela 11 - Comparacao mdultipla dos dados descritivos para a localizacdo das diferencas
entre o0s grupos para a distancia da JCE-CO considerando o hemiarco da regido diretamente
envolvida

Grupos P
(GC) (GL) 0,326
(GD) 0,316
(GI) 0,022*
(GL) (GD) 1,000
(€)) 0,451
(GD) (GI) 0,464

*p<0,05 Controle (GC), ligadura sem tratamento (GL), ligadura +doxi (GD), ligadura +
ibuprofeno (GI)

Quando foi analisado o valor médio das diferentes mensuragfes entre 0s grupos
no hemiarco experimental envolvido e submetido ao teste Tukey, foram observadas
diferencas estatisticas significativas (p<0,022) entre os grupos controle (GC) com

grupo ligadura e tratado com ibuprofeno (GI).

Tabela 12 - Representacdo em ordem decrescente das médias encontradas para a distancia
da JCE-CO (mm) no hemiarco da regido diretamente envolvida constituindo grupos

homogéneos
Grupos Média + DP Grupos Homogéneos*
Gl 1,6610 + 0,24152 A
GD 1,4560 + 0,17501 A
GL 1,4530 + 0,26023 A
GC 1,2110£0,17774

*Letras iguais representam auséncia de diferenca estatistica significativa; Controle (GC),
ligadura sem tratamento (GL), ligadura +doxi (GD), ligadura + ibuprofeno (Gl)

Os valores de distancia JCE-CO observados na regido diretamente envolvida

pela ligadura mostraram-se aumentados em todos 0s grupos em relacéo ao controle.



Nos animais tratados com dose subantimicrobiana de doxiciclina os valores foram
praticamente iguais aos animais sem tratamento e menores que 0s animais tratados

com ibuprofeno, os quais apresentaram as maiores distancias.

Distancia entre JCE-CO x grupos experimentais por h  emiarco
D

Distancia JCE-CO (mm )

GC GL GD Gl

Figura 6 - Comparacéao da distancia JCE-CO entre os grupos no hemiarco associado a
regido diretamente envolvida



DISCUSSAO

A doenca periodontal € uma condi¢cdo inflamatéria cronica caracterizada por
periodos agudos de degradacédo tecidual que ocorre em resposta a agressao
bacteriana e a susceptibilidade do hospedeiro a este agente agressor
(OFFENBACHER, 1996). A literatura relata que os efeitos de dose
subantimicrobiana de doxiciclina estéo relacionados a sua capacidade de modular a
resposta do hospedeiro. Isto ocorre devido a acdo modulatéria deste medicamento
em relacdo a resposta do hospedeiro na producdo de enzimas e na migracdo de
células do infiltrado inflamatério para o local da injuria (GREVSTAD; BOE, 1995).
Diante do exposto, a proposta desse trabalho foi verificar a influéncia do uso de dose
subantimicrobiana de doxiciclina e do antiflamatério ndo esteroidal, ibuprofeno,
sobre a perda 6ssea alveolar em periodontite induzida em ratas.

O suporte 0sseo alveolar bem como a distancia entre a crista 6ssea e a juncao
cemento esmalte sdo referenciais anatomo-fisiol0gicos importantes para o estudo do
comportamento dos tecidos periodontais frente aos eventos histopatolégicos da
doenca periodontal. A avaliacdo destes referenciais foi utilizada neste estudo por ser
considerada como uma ferramenta adequada para a analise da acdo destrutiva da
doenca periodontal induzida por ligaduras na regido do periodonto de ratos. Como
foi observado na apresentacao dos resultados, a avaliagdo radiografica do SOP e a
avaliacdo morfométrica da distancia entre JCE-CO permitiram a mensuragcao destas
alteracdes de modo que se caracterizasse o comportamento destes referenciais em
cada grupo experimental (KLAUSEN; EVANS; SFINTESC, 1989; KURH et al.,

2004).



A periodontite induzida neste estudo em ratas mostrou, através da avaliacdo das
medidas lineares convertidas em percentuais do SOP, que a ligadura induziu perda
0ssea nos animais estudados. Este resultado também foi observado na avaliacédo
morfométrica. Da mesma forma, Sallay et al. (1982) observaram em seus estudos
que, apos a instalacdo da ligadura ao redor do segundo molar superior por um
periodo de nove a 14 dias, ocorreu formacdo de um sequestro da margem éssea e
esse sequestro foi facilmente removido. Na superficie do osso alveolar pela face
vestibular ao redor da area envolvida apresentou rugosidades as quais puderam ser
removidas com instrumentacdo manual. Ja no lado palatino, observou-se destrui¢cao
O0ssea horizontal sem sequestro. Pesquisas realizadas por outros autores também
deram suporte a estas afirmacdes. Klausen et al. (1989) observaram por meio de
analises radiograficas, que a ligadura pode induzir a reabsor¢cdo do osso alveolar.
Kurh et al. (2004) constataram que a instalagdo de ligaduras em redor do segundo
molar superior de ratos gerou reabsorcdo do tecido 6sseo alveolar. Sendo assim, 0s
resultados observados neste estudo e suportados pelos achados da literatura
confirmam o fato de que a partir da alteracéo do periodonto causada pela instalacéo
da ligadura, € possivel que se aplique alternativas terapéuticas para que seja
testado neste protocolo de modelo animal.

No presente estudo os animais que receberam a ligadura e foram medicados com
doxiciclina (GD) ou ibuprofeno (Gl) apresentaram valores meédios estatisticamente
equivalentes entre si e a GC e GL tanto para a analise do SOP como para a
avaliacao da distancia JCE-CO. Estes resultados foram contrarios aos resultados de
outros autores como Grevstad e Boe (1995), os quais verificaram, através da
administracdo sistémica da doxiciclina em ratos que este farmaco influenciava

eventos celulares, retardando a colonizacéo inicial e o subsequente recrutamento de



osteoclastos no sitio da doenca apds o ato cirdrgico, resultando na inibicdo da
destruicdo do tecido 6sseo. A influéncia da terapia com dose subantimicrobiana de
doxiciclina sobre o nivel clinico de insercéo, a profundidade de bolsa e a atividade
colagenase foi observada por Crout et al. (1996). Vale lembrar, que neste estudo os
autores ndo encontraram diferencas significativas entre 0s grupos tratados com
placebo ou com doxiciclina quando os parametros avaliados foram os indices de
placa e gengival. Da mesma forma Karimbux et al. (1998) observaram a reducgéao de
efeitos destrutivos no periodonto por meio da inibicdo da sintese de colageno na
doenca periodontal. J& Llavaneras et al. (2001) ndo observaram reducéo da perda
0ssea em seus estudos em ratos quando a doxiciclina e o bisfosfonato foram
utilizados como monoterapia. Contudo, quando estes farmacos foram associados
entre si, os autores observaram reducado significativa na perda éssea alveolar em
relagdo ao grupo controle. Estes estudos utilizaram ferramentas de avaliagdo mais
sensiveis nas quais pequenas alteracdes puderam evidenciar o potencial modulador
deste medicamento sobre os eventos histopatoldégicos da doenca periodontal.
Embora a literatura dé suporte a utilizacdo das ferramentas adotadas no presente
estudo, estas podem ndao ter sido suficientemente sensiveis para a identificacdo dos
resultados esperados.

Os AINES sao conhecidos por interferir no metabolismo do acido aracdonico,
atuando na cadeia ciclooxigenase, promovendo inibicdo dos mediadores
inflamatorios, onde se inclui; a PGE2 e leucotrienos (HEASMAN et al.,, 1993;
TAIYEB; WAITE, 1993). Entre estes farmacos, a literatura relata os efeitos
benéficos do iburpofeno inibindo a producdo desses mediadores em especial as
prostaglandinas (TAIYEB; WAITE, 1993). A escolha desse farmaco como controle

positivo, se justifica por ser um AINES reconhecido pela suas propriedades



antiinflamatérias agindo no metabolismo do acido aracdbnico. Atua, inibindo a
producédo de mediadores inflamatorios reduzindo os sinais da inflamacgéo e da perda
Ossea alveolar (HEASMAN et al.,, 1993). Heasman e Seymour (1989) verificaram
gue o uso sistémico dos AINES reduz a gengivite. Entretanto, no presente estudo,
0s animais que foram tratados com ibuprofeno ndo apresentaram valores médios de
SOP ou alteragBes nas distancias entre JCE-CO que confirmassem seu efeito
modulatorio sobre a reabsorcdo 6ssea decorrente da doenca periodontal induzida.
Os resultados observados no presente estudo sugerem que o0 mesmo protocolo
possa ser utilizado com outras ferramentas de avaliagdo e com amostras que
apresentem maior niumero de animais por grupo, com o objetivo de se diminuir a
variabilidade e o desvio padrdo gerando como consequéncia a visualizacdo mais

clara das diferengas ou equivaléncias entre 0s grupos experimentais.



7 Conclusao

Baseado nos resultados observados, pode-se concluir que a utilizagao de
dose subantimicrobiana de doxiciclina ou de ibuprofeno ndo modulou a perda

0ssea decorrente da doenca periodontal induzida por ligadura em ratas.



ANEXO A — Cépia da aprovacao do protocolo de pesqui  sa pelo Comité de

Etica em

Pesquisa Animal da Universidade de Taubaté.
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Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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