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RESUMO

A doenca periodontal € uma alteragao inflamatéria causada por microrganismos e a
influéncia de fatores de risco. O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia do uso
sistétmico de dose subantimicrobiana de doxiciclina sobre o suporte &sseo
periodontal (SOP) e perda de inser¢cdo (Pl) em periodontite induzida associada a
sobrecarga oclusal em ratas. Foram utilizadas 25 ratas (Wistar) com peso
aproximado de 250 g, divididas em cinco grupos (n=5): GC (controle), GL, com
ligadura: GT, com sobrecarga ocusal; GLT, com ligadura e com sobrecarga; GLTD,
com ligadura, com sobrecarga e com medicacdo. A periodontite foi induzida pela
instalacdo de ligadura no primeiro molar inferior por 28 dias. Para a sobrecarga
oclusal foi realizado desgaste das superficies oclusais dos segundos e terceiros
molares superiores. Os animais do grupo GLTD receberam doses diarias de 0,14mg
de doxiciclina administrada por via oral durante o periodo de indugdo. Apds o
sacrificio, as hemi-mandibulas direitas foram enviadas para andlise radiografica
digital para a avaliacao do SOP, e as esquerdas para o processamento histolégico
para avaliacdo da PIl. Os resultados foram submetidos a analise de varidncia
(ANOVA, Tukey) ao nivel de significancia de 5%. Os valores médios para GC
(55,49+4,86%) e GT (60,03+3,37%) foram equivalentes entre si para o SOP e
diferentes de GL (46,73+4,80%), GLT (51,69+2,84) e GLTD (57,76%4,50%)
(p=0,001). Em relacéo a PI, novamente GC (0,11£0,07 mm?) e GT (0,12+0,10 mm?)
foram equivalentes entre si e diferentes de GL (0,41+£0,09 mm?), GLT (0,58+0,12
mm?3) e GLTD (0,54+0,12 mm?) (p=0,0001). Baseados nestes resultados pode-se
concluir que a utilizagdo de dose subantimicrobiana de doxiciclina ndo modulou a
perda éssea ou a perda de insercao decorrente da periodontite induzida em ratas
associadas a sobrecarga oclusal.

Palavras chave: Dose subantimicrobiana de doxiciclina. Sobrecarga oclusal.
Periodontite experimental.



ABSTRACT

The periodontal disease is an alteration inflammatory caused by microorganism and
it is the influence of risk factors. The goal of this study is to evaluate the influence of
the systemic usage of subantimicrobial doses of doxycycline on periodontal bony
support (SBP) and the loss of insertion (PI) in induced periodontitis associated with
occlusal overload in female rats. Twenty-five female rats (Wistar) were used weighing
about approximately 250 g each, divided into five groups (n=5): GC (control), without
ligature, overload nor medication; GL, with ligature, no overload nor medication; GT,
without ligature nor medication, but with overload; GLT, with ligature and, but no
medication; GLTD, with ligature, overload and medication. The periodontitis was
induced by the installation of ligature on first molar inferior during 28 days. An
occlusal surface grinding on the second and third superior molars has been
performed for the oclusal overload application. The animals of the GLTD group got
daily oral doses of 0,14 mg of doxycycline during the induction period. After their
sacrifice, the right hemi-mandibles have been sent to digital radiographic analysis for
the SBP evaluation, and the left ones to the histological process for the Pl evaluation.
The results have been sent to variance analysis (ANOVA, Tukey) to the level of
significance of 5%. The average results for GC (55,49+4,86%) and GT
(60,08+3,37%) were similar for the SOP and different for GL (46,73+4,80%), GLT
(51,69+2,84%) and GLTD (57,76+4,50%) (p=0,001). Regarding the Pl, GC
(0,11£0,07 mm?) and GT (0,12+0,10 mm?) were similar again and different from GL
(0,41+0,09 mm32), GLT (0,58+0,12 mm?3) and GLTD (0,54+0,12 mm?2) (p=0,0001).
Based on this results, we conclude that the usage of subantimicrobian doses of
doxycycline did not modulate the bone loss and the bone insertion resulting from the
induced periodontitis associated with occlusal overload in female rats.

Keywords: Subantimicrobial dose of doxycycline. Occlusal overload. Experimental
periodontitis.
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1 INTRODUGCAO

A doenca periodontal € uma alteracao inflamatéria causada por aumento de
colonizagcdo de microrganismos periodontopatogénicos. Embora estes patégenos
sejam necessarios para causar a doenca, a degradacao dos tecidos periodontais é
uma conseqliéncia da interacdo entre o parasita e o hospedeiro.

O hospedeiro, frente a agressao microbiana, por meio das células da resposta
imune celular e humoral, secreta mediadores pré-inflamatérios, como prostaglandina
E> (PgEy), interleucina 1 (IL-1) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), que séo
capazes de induzir reabsorcao 6ssea, caracteristica da doenca periodontal.

Alguns estudos tém sido direcionados para a identificacdo dos fatores
ambientais e do hospedeiro que estdo envolvidos no inicio e na progressdao da
doencga tais como: fumo, trauma oclusal, diabetes, entre outros (KINANE, 2001;
NOCITI JUNIOR et al., 2000). Dentre os fatores do hospedeiro, a presenca de
trauma oclusal é associada a um aumento na perda éssea alveolar. Estudos que
avaliaram o trauma oclusal de forma isolada, sem doenca periodontal,
demonstraram que as alteragdes dsseas apresentavam-se como reversiveis apos a

remocao deste fator (CARRANZA, 2004).

O periodonto € uma unidade bioldgica e funcionalmente bem definida e
adaptada, principalmente, a resistir e se acomodar as pressées mastigatérias. O
tecido conjuntivo do ligamento periodontal € mais denso e consistente quando
comparado com o tecido conjuntivo pulpar. As fibras de Sharpey partem das
proximais da lamina dura e se inserem no cemento. Estas fibras apresentam

disposicoes anatdémicas diferentes para se adaptarem a diferentes movimentos dos



dentes. Grande quantidade de fibras coldgenas esta distribuida em todas as areas
do ligamento periodontal para manter a estabilidade e a ancoragem dos dentes no
0sso alveolar, para amortecer os contatos mastigatérios, os contatos oclusais que
ocorrem durante a degluticdo e os que se originam de atividade bruxistica. O
ligamento periodontal tem entdo importante fun¢cdo na homeostasia dos tecidos do
periodonto de sustentacdo. A ocorréncia de sobrecarga oclusal pode interferir no
equilibrio das funcbes de homeostasia do ligamento periodontal e
consequentemente gerar um aumento na reabsorgdo 6ssea alveolar para que ocorra
uma adaptacao destas estruturas sem que se altere a inser¢ao conjuntiva das fibras
do ligamento. Porém, dentro dos eventos da patogenia periodontal, a associacao
desta condicdo local a ocorréncia de processo inflamatério pode alterar de forma
irreversivel as estruturas do periodonto, gerando a desinsercédo de fibras colagenas

e o aprofundamento do sulco gengival (CARRANZA, 2004).

A doxiciclina aplicada em doses subantimicrobiana tem demonstrado sua
acao anticolagenolitica. Este medicamento tem sido utilizado em doencgas crénicas
como artrite, com protocolo de longos periodos de prescricdo. Da mesma forma, a
utilizacao deste medicamento na modulacao da perda 6ssea, decorrente da doenca
periodontal, tem sido alvo de alguns estudos (BEZERRA et al., 2000; PRESHAW et

al., 2004).

A utilizagdo de modelos animais, especialmente ratos, permite a realizagdo de
avaliagdes sensiveis e diferenciadas, com o controle de algumas variaveis sobre a
influéncia de determinado fator de risco, acompanhando o inicio e a evolucao da

doenca periodontal.

Desta forma, a avaliacdo da possivel influéncia do uso de dose

subantimicrobiana de doxiciclina com o objetivo de modulacdo da perda dssea



alveolar em periodontite associada a presenca de sobrecarga oclusal pode ser

relevante.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Patogénese da Doenca Periodontal

A doenca periodontal apresenta uma evolucao histopatologica caracteristica e
peculiar. Este processo se inicia a partir de uma infeccdo microbiana por patégenos
com diferentes graus de viruléncia. Em resposta a esta agressao, o hospedeiro inicia
um processo inflamatério que se manifesta pela resposta celular e humoral no
combate a este agressor. E a interagdo entre a agressao microbiana e a resposta do
hospedeiro a principal responsavel pela degradacao tecidual que se manifesta na
doenca periodontal. A destruicdo de proteinas constituintes dos tecidos periodontais
pode ocorrer de forma direta, quando causada por enzimas provenientes dos
microrganismos ou indireta quando causada por enzimas produzidas pelo proprio
hospedeiro. A degradacao das estruturas periodontais se inicia proximo ao sulco
gengival envolvendo apenas periodonto de protecdo. No entanto, a continuidade
deste processo leva a degradacdo das estruturas do periodonto de sustentacéo,
caracterizando-se pela reabsorcdo Ossea, perda de insercao conjuntiva e

aprofundamento do sulco gengival (CARRANZA, 2004).

No processo biolégico de degradacao tecidual, as metaloproteinases da
matriz extracelular (MMP) sdo de fundamental importancia, sendo produzidas por
células residentes ou do infiltrado inflamatério, presentes em todos os tecidos
periodontais. Estas enzimas sao responsaveis pela degradacao de moléculas da

matriz extracelular como colageno, elastina, desempenhando uma etapa crucial na



degradacao do tecido conjuntivo e na reabsorcao 6ssea. Sao sintetizados em uma
forma inativa e ativados no meio extracelular, sendo esta ativacdo controlada por
inibidores teciduais endégenos (TIMP) ou por inibidores sintéticos como os agentes
quelantes, por exemplo, o EDTA ou andlogos da tetraciclina. O papel destas
enzimas na patogénese parece depender do equilibrio da enzima e do inibidor local

(RYAN; RAMAMURTHY; GOLUB, 1996).

Paquette e Wiliams (2000) comentam que o conceito de tratamento
periodontal para a doencga periodontal, foi baseado na compreensdo de que 0s
microorganismos e seus produtos estdo primeiramente ligados a destruicdo dos
tecidos periodontais. Este conceito mudou quando pesquisas demonstraram nao s6
o papel dos patégenos, bem como, o papel dos mediadores de inflamagéo, que por
sua vez, estdo envolvidos na destruicdo local do periodonto inflamado. Isto é
percebido clinicamente, por exemplo, na perda éssea alveolar.

O fator etioldgico da inflamacgao gengival € o biofilme dental. Associado a este
fator, podemos encontrar outros fatores de risco que podem interferir na instalacéao,
desenvolvimento e prognéstico desta doenca. Entre estes fatores, podemos citar
algumas doencas sistémicas (diabetes), fatores locais como ma-oclusao,
(alinhamento irregular dos dentes), fumo, trauma oclusal entre outros (HINRICHS,
2004).

Eickholz et al. (2004) realizaram um estudo comparando dois métodos de
avaliacao radiografica de defeitos infra-6sseos quanto a sua morfologia e ao
prognostico destes defeitos apds terapia de regeneracdo tecidual guiada. Foram
avaliadas radiografias de cinglienta defeitos 6sseos antes do procedimento cirargico
e, trés e seis meses apds a cirirgia. Uma das técnicas considerava a distancia linear

entre a crista 6ssea e a uniao cemento esmalte observada na radiografia (Técnica 1)



e a outra avaliava a angulagdo formada entre a superficie radicular na extensao
descrita anteriormente a uma projecao da parede do defeito 6sseo (Técnica 2). Os
autores compararam o valor preditivo destas técnicas para o estabelecimento de
prognosticos 24 meses apos a cirurgia. Juntamente com as avaliagdes radiograficas
foram anotados os parametros clinicos periodontais de profundidade de sondagem,
nivel clinico de insercdo, sangramento a sondagem, indice de placa e indice
gengival. Os resultados mostraram que a Técnica 2 apresentou melhor valor
preditivo quanto ao preenchimento ésseo do defeito ap6s 24 meses. Os autores
concluiram que referéncias anatémicas, como a unido cemento-esmalte e a crista
O0ssea, podem ser consideradas na avaliacdo radiografica como referenciais de
perda 6ssea, porém as avaliacdes da angulacdo formada pelas paredes do defeito
podem atuar com melhor valor preditivo para o preenchimento ésseo apdés cirurgia

de regeneracéo tecidual guiada.

2.2 Fatores predisponentes a Doenga Periodontal

Sabe-se que um numero de fatores predisponentes deve interagir com o
sistema de defesa do hospedeiro e tornar o paciente suscetivel a doenca
periodontal.

Nociti Junior et al. (2000) investigaram as possiveis influéncias da nicotina na
perda 6ssea na regiao de furca devido a inducado de periodontite por ligadura em

ratos. Foram incluidos vinte machos adultos de ratos (Wistar). Apds a anestesia, o



dente foi aleatoriamente designado para receber a ligadura de algoddao na area
sulcular, enquanto os dentes contra laterais permaneceram sem ligadura. Foram
utilizadas injegdes intraperitoneais diarias e os animais foram designados para um
dos seguintes tratamentos: grupo A, 2 pl/g de peso corporal de solugéo salina; grupo
B, 2 ul/g de peso corporal de solugcdo de nicotina com 0,13 pl de nicotina/ ml de
solucao salina; grupo C, 2 ul/g de peso corporal de solugéo de nicotina com 0,19 ul
de nicotina/ ml de solucéo salina; e grupo D, 2 ul/ g de peso corporal de solugédo de
nicotina com 0,26 ul de solucao de nicotina/ ml de solugéo salina. Apds trinta dias do
experimento, os animais foram sacrificados e as pecas obtidas foram processadas.
As analises intergrupos revelaram maior perda 6ssea nos dentes com as ligaduras
do grupo B(1,01 £ 0,61 mm?), grupo C (1,14 £ 0,72 mm?), e grupo D (1,36 + 0,6 mm?)
quando comparados com grupo A (0,64 + 0,62 mm?) (p<0,01). Entretanto, nenhuma
diferenca estatisticamente significativa na perda éssea foi encontrada no meio dos
grupos B, C e D. Além disso, nenhuma perda 6ssea foi observada para dentes nao
induzidos (p>0,01). Os autores concluiram que, dentro dos limites do estudo a
nicotina acentuou os efeitos dos fatores desencadeantes da doenca periodontal de
maneira dose ndo dependente. Entretanto, a administracado de nicotina ndo produziu
perda 6ssea periodontal por si sé.

Segundo Benatti et al. (2003), a nicotina e o estress estao diretamente ligados
ao desenvolvimento da doenca periodontal como fatores de risco. Neste estudo foi
investigado o efeito de estresse associado a inducdo de periodontite com
administragdo de nicotina em ratos. Foram utilizados vinte animais (ratos Wistar),
com inducéao de periodontite por meio de ligadura inserida no primeiro molar inferior.
Os animais foram divididos em quatro grupos com cinco animais; grupo A recebia

solucdo salina, grupo B recebia 0,73 mg de nicotina diaria, grupo C inducao de



estresse (ficavam imobilizados durante duas horas / dia) mais solugéo salina, grupo
D recebia 0,73 mg de nicotina mais a inducdo do estresse. Ap6s quarenta dias,
foram sacrificados e as pecas obtidas foram encaminhadas para analise histoldgica.
Para avaliacdo do efeito do estresse e da nicotina, os autores mensuraram a perda
O0ssea na regido de bifurcacdo dos primeiros molares inferiores, por meio de
utilizacdo de um programa de leitura de imagens que quantificou o volume 6sseo
nesta regido. Os resultados mostraram perda 6ssea significativa nos animais do
grupo D (0,50 * 0,45%), quando comparado ao grupo C (0,15 £ 0,09%), ao grupo B
(0,23 = 0.09%) e ao grupo A (0.13 = 0.04%). Entre os grupos A, B e C nao foram
observadas diferencas estatisticas significativas. Os autores concluiram que o
estresse e a nicotina por si s6 ndo sao capazes de atuar como fator de risco para
doenca periodontal, podendo estar associados a doenga ou ma higiene oral.

Nociti Junior et al. (2001) investigaram os efeitos da administracao da nicotina
em doenca periodontal experimental em ratos. Foram utilizados vinte ratos machos
adultos nos quais a periodontite foi induzida através de ligadura no primeiro molar
inferior. Apds sete dias do comeco do experimento, os animais foram divididos em
grupos nos quais receberam dose injetaveis para a avaliacdo (grupo A controle,
grupo B recebeu dose 0,37 mg/kg de nicotina, grupo C dose de 0,57 mg/kg de
nicotina, grupo D dose de 0,73 mg/kg de nicotina) apds trinta dias foram sacrificados.
As mandibulas foram removidas e fixadas com 4% de formalina neutra por 48 horas,
avaliados através da analise histométrica (descalcificado por 50% de acido férmico e
20% de acido citrico por 45 dias). Os autores observaram que o0 aumento na dose de
nicotina aplicada gerou um aumento na destruicdo dos tecidos periodontais em uma

forma dose dependente.



Gaspersic et al. (2003) fizeram um estudo com objetivo de avaliar os efeitos
da ligadura (inducao da periodontite) e do estresse (isolamento) em ratas. Foram
utilizadas trinta ratas da raca Wistar, com peso médio de 200 g. A ligadura foi
posicionada ao redor do segundo molar superior direito, onde foi mantida por quatro
semanas. Os animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos de dez animais
cada. Para inducdo do estress foram colocados dois animais em um recipiente de
tamanho reduzido, com a impossibilidade de movimentos (estimulagéo do estresse).
O grupo G1 foi exposto ao estresse, por 12 horas (20 h até as 8 h), G2 exposto por 2
h 30 min (20 h até as 22 h 30 min), G3 foi o grupo controle. A avaliacao do peso
corporal de cada animal que inicialmente era similar, ap6s o experimento
demonstrou que apenas o grupo G3 que nao sofreu nenhum tipo de estresse teve
ganho de peso. Ap6s o periodo de inducdo foi feito o sacrificio dos animais e
preparados para analise morfométrica, usando microscopia de luz. Os resultados
demonstraram que houve uma diferenca estatistica significativa em relacao ao peso
dos animais submetidos ao estresse, a reacdo inflamatdria era mais nitida no lado
onde foi instalada a ligadura pronunciada vaso dilatacdo e caracterizando um
processo inflamatorio crénico. Os autores concluiram que o estresse por si s6 nao
resulta em doenca periodontal, mas pode modular os processos inflamatérios da
inflamacao periodontal ja instalada, resultando na aceleracdo do processo de

destruicdo dos tecidos periodontais.



2.3 Carga oclusal e doenca periodontal

Alteragdes na estrutura de suporte e protecdo, bem como o aumento de
mobilidade dental, podem ser detectadas clinica e radiograficamente. O aumento do
espaco do ligamento periodontal, 0 aumento da espessura da lamina dura e a
intensificacdo do trabéculado 6ssea sdo manifestacées do aumento da carga oclusal
que podem ser observadas radiograficamente. Estas adaptacdes teciduais séo
observadas na auséncia do processo inflamatério na busca do equilibrio entre
eventos que levam a neo-formacao e reabsorcao 6ssea. Clinicamente este quadro
se manifesta pelo aumento da mobilidade dental sem que ocorra um
aprofundamento do sulco gengival. Este quadro clinico € possivel de ser revertido na
medida em que se estabelece um equilibrio entre as cargas de compressao e tensao
(LINDHE; NYMAN; ERICSSON, 1999).

Num estudo avaliando a reabsorcédo 6ssea e a reabsorcao radicular, Lu et al.
(1999) realizaram um experimento em que era aplicada forca intrusiva em molares
de ratos. Foram utilizados 38 animais, sendo fixado um dispositivo ajustado para a
aplicacéao de forca intrusiva de 50 g em um dos primeiros molares superiores,
permanecendo o contra lateral como controle, mantido por um periodo de sete, 14 e
21 dias. A reabsorcéo éssea e radicular foi avaliada histometricamente na regiao
apical e na bifurcacao radicular em cortes histolégicos corados em hematoxilina e
eosina e a atividade de reabsorcdo foi avaliada pela quantificacdo de células
marcadas para fosfatase acida tartarato resistente (TRAP). Os resultados mostraram
niveis mais elevados de células TRAP+ nas regides inter-radiculares que nas

periapicais, principalmente nas segunda e terceira semanas. As células TRAP+



estavam mais relacionadas a superficie 6éssea que a superficie radicular. Ja a
reabsorcdo radicular observada foi maior na regido apical. Baseados nestes
resultados os autores sugerem que a reabsorcao 0ssea mais evidente na regiao
periapical pode ocorrer independentemente dos niveis de células TRAP+
considerando que o0 cemento celular presente nesta regido apresente maior
componente organico e menor componente mineral.

A sobrecarga oclusal aplicada em estruturas periodontais na presenca de
inflamacao gera alteragdes com caracteristicas de irreversibilidade. O desequilibrio
entre as forcas de tensdo e compressao é associado a reabsor¢cao 6ssea decorrente
do processo inflamatério. Como conseqiéncia, a degradacao das fibras colagenas
do ligamento leva a perda de inser¢ao conjuntiva.

Nunn e Harrel (2001) realizaram um estudo retrospectivo para avaliar a
associagao de discrepancia oclusal e doenca periodontal em individuos tratados em
clinica privada. Participaram deste estudo individuos que tivessem seu prontuario
periodontal com todas as anotacdes incluindo analise de oclusao durante um ano.
Os individuos que preenchessem estes critérios foram divididos em: grupo néo
tratado (trinta), nos quais nenhum tratamento periodontal foi proposto; grupo
parcialmente tratado (18), nos quais foi realizada apenas a raspagem; grupo
totalmente tratado (41), nos quais todos os tratamentos recomendados, inclusive
tratamento cirurgico foi concluido. Os dados referentes a cada dente e a cada
paciente foram inseridos em uma base de dados e analisados para testar a
associacdao entre discrepancia oclusal inicial e varios parametros clinicos
periodontais iniciais. Os resultados mostraram que as discrepancias oclusais iniciais
estavam significativamente associadas a bolsas periodontais mais profundas.

Também foi observada associagao entre a discrepancia oclusal inicial em individuos



com boa higiene oral. Quando os dados foram ajustados para fatores de risco
conhecido como fumo e higiene oral deficiente os resultados também demonstraram
que a discrepancia oclusal estava associada a doenca periodontal. Os resultados
observados levaram os autores a concluir que existe uma forte associacdo entre
discrepancia oclusal inicial e varios parametros clinicos relevantes para diagndstico
e prognéstico da doenca periodontal.

Harrel e Nunn (2001) descreveram que o efeito da discrepancia oclusal na
evolucao do tratamento da doenca periodontal tem algumas controvérsias. O trauma
e a oclusdo sao considerados fatores primarios para progressdo da doenca
periodontal; o ajuste oclusal é considerado no tratamento periodontal. Foi feito
estudo em uma clinica privada, com 89 pacientes sendo todos incluidos em um
critério de exclusdo, com periodontite crénica severa, no periodo de um ano. Foram
divididos em grupos; sem tratamento recomendado (trinta); tratados
periodontalmente, mas sem atos cirurgicos (18); tratamento periodontal completo
com atos cirurgicos (41) considerado controle. Foi analisado através de métodos
comparativos entre os critérios: idade, género, higiene oral, fumantes, habitos para-
funcionais, histéria médica, diabetes, discrepancia oclusal. Os resultados
demonstraram que 60% dos dentes inicialmente sem presenca de discrepancia
oclusal apresentaram mobilidade comparados aos que nao receberam tratamentos
em relacdo a discrepancia oclusal, e que 40% dos dentes inicialmente sem presenca
de discrepancia oclusal apresentaram mobilidade em relagdo aos dentes que
receberam tratamento de ajuste oclusal. A diferenca entre grupos foi pouco
significativa em relacdo a discrepancia oclusal e a progressdao da doenca

periodontal.



Harrel (2003), em uma revisdo de literatura, descreveu a dificuldade na
realizacdo de estudo em humanos para se investigar a influéncia das forgcas oclusais
sobre a progressdo da doenca periodontal. O autor comenta que a maioria dos
estudos sobre discrepancia oclusal e doenca periodontal sdo estudos retrospectivos.
Os resultados observados nos estudos revisados pelo autor demonstraram que
dentes que apresentaram discrepancia oclusal e mobilidade estavam associados
com maiores profundidades de sondagem e maiores perdas de insercdo. Desta
forma, o autor concluiu que a interferéncia oclusal tem um efeito negativo sobre o
periodonto e tende a aumentar a velocidade da formacédo da bolsa periodontal e
piorar o prognéstico destes casos quando comparados a dentes que ndo estao
expostos a interferéncias oclusais. O autor conclui que na presenca de interferéncia
oclusal sem doenca periodontal a terapia pode se restringir a remocao desta
interferéncia. Porém, quando a doenca periodontal for associada a interferéncia
oclusal a terapia deve abranger, além dos procedimentos periodontais de rotina, o
ajuste oclusal que elimine esta interferéncia.

Nogueira-Filho et al. (2004) investigaram o efeito da nicotina na perda éssea
alveolar em ratos com periodontite induzida associada a trauma oclusal. Neste
estudo, foram analisados trinta animais nos quais era aplicada ligadura em um dos
primeiros molares de cada arco, sendo o dente contra lateral considerado como
controle. Nos animais em que seria aplicada a sobrecarga oclusal foram
desgastados os segundos e terceiros molares permanecendo o contato apenas
entre os primeiros molares. Os animais foram divididos em: grupos A, recebia 0,44
mg/kg de solucao de nicotina e trauma oclusal (dez); grupo B, trauma oclusal (dez);
grupo C, solucao salina como controle (dez). Apos trinta dias os animais foram

sacrificados e as pecas cirargicas foram descalcificadas em EDTA 10%, e



processadas para a coloracdo com hematoxilina e eosina. Os autores utilizaram um
programa de leitura de imagem para avaliar a perda 6ssea na regido da bifurcacao
radicular considerando a area ocupada entre a crista Ossea inter-radicular e o
cemento radicular. Essa caracteristica foi mensurada em cinco cortes por espécime
e os valores médios expressos em mm? permitiram uma andlise intra-grupos e inter-
grupos. Os resultados mostraram perda éssea significativamente maior para o grupo
A quando comparados os dentes que receberam sé ligadura. Na comparagao dos
dentes contra laterais, a perda éssea foi equivalente entre os grupos A e B e
maiores que o grupo C. Os autores concluiram que a nicotina influencia a perda

Ossea alveolar em ratos com periodontite induzida e associada a sobrecarga oclusal.

2.4 Dose subantimicrobiana de Doxiciclina

A terapia periodontal de rotina baseia-se no controle mecanico do biofilme
dental por meio dos recursos de escovagao dentaria, da limpeza interdentaria e da
raspagem e aplainamento radiculares com ou sem acesso cirurgico. Algumas
alternativas podem complementar estes procedimentos como o controle quimico do
biofilme dental ou a utilizacdo de medicamentos que apresentam a propriedade de
modulacao da resposta do hospedeiro.

As tetraciclinas compreendem uma familia de medicamentos que, além de
sua acao antibidtica, apresentam o potencial de inibir a acdo de MMP derivadas do
hospedeiro e, portanto, apresentam um grande potencial de aplicacdo como terapia

adjunta a terapia mecanica para a resolucdo da doenca periodontal. Estas



substancias tém a capacidade de fixar ions Ca®* e Zn** e, desta forma promover
uma inibicdo direta da atividade das MMP. Este medicamento pode ainda inibir a
conversao de pr6 - MMP em MMP ativa, na matriz extracelular (RYAN;
RAMAMURTHY; GOLUB, 1996). Dentre as tetraciclinas a doxiciclina €& o
medicamento que apresenta esta propriedade com maior aplicabilidade clinica para
a inibicdo das colagenases. Este medicamento apresenta concentracbées minimas
inibitérias (ICso= 15uM) menores que as minociclinas (ICsp= 190uM) ou que as
tetraciclinas (ICso= 350uM) indicando que seria necessaria uma dose muito menor
deste medicamento para inibir em 50% os niveis de colagenase de um determinado
sitio quando comparadas com as doses necessarias de minociclinas ou tetraciclina.
Além disso as CMT modula a resposta do hospedeiro, a inibicdo da formacgédo de
radicais oxigenados derivados de neutréfilos, a regulacdo da expressdo de
mediadores pré inflamatérios e citocinas, o aumento da producdo de colageno, a
ativacao dos osteoblastos e da formacao éssea (PRESHAW et al., 2004).

A habilidade da doxiciclina em controlar a atividade da colagenase tem
apontado para um novo protocolo de terapia periodontal. Preshaw et al. (2004)
comentaram que a utilizacdo de dose subantimicrobiana de doxiciclina (20 mg/2xdia)
por um periodo prolongado, associado a terapia periodontal, tem demonstrado
melhora nos parametros clinicos sem que se evidenciasse a ocorréncia de espécies
resistentes a tetraciclina ou a outros antibiéticos.

Karimbux et al. (1998) estudaram os efeitos da periodontite na expressao de
colageno tipos | e Xll e investigaram os efeitos da tetraciclina quimicamente
modificados e da doxiciclina na expressdo dessas moléculas em modelo de
periodontite induzida. O Colageno tipo | € o maior componente do tecido conjuntivo

gengival e do ligamento periodontal e o colageno tipo Xll tem sido encontrado em



formas maduras desses tecidos. A remodelagcao de tecido € um estado dinamico o
qual alcanca a homeostase entre a quebra proteolitica e sintese da matriz
extracelular. A periodontite experimental em ratos (Sprague-Dawley fémeas adultas)
foi induzida através das bactérias do tipo Porphyromonas gingivalis de humanos. Os
animais com periodontite induzida por P. gingivalis foram subdivididos em grupos:
Grupo PGl servindo como controle, infectados e néo tratados; Grupo DOXY foi
tratado com doxiciclina; e Grupo CMT-1 foi tratado com tetraciclina-1 quimicamente
modificada. Grupo NIC contendo animais infectados que serviram de controles. A
expressdao do mRNAs para o colageno tipo | e Xll foi examinada pela hibridizacao
em cada grupo, com a co-expressao destas moléculas representando tecido
gengival conjuntivo desenvolvido (maduro) e funcional. No grupo NIC, a expressao
de colagenos o2(l) ou a1(XIl) foi encontrada distribuida uniformemente através do
tecido conjuntivo periodontal. O grupo PGI mostrou pequena hibridizagcdo nas areas
de infeccdo, enquanto ambos os grupos DOXY e CMT-1 mostraram co-expressao de
amostras o2(l) e a1(Xll) no tecido conjuntivo gengival e parte coronal do ligamento
periodontal. Este estudo demonstra que doxiciclina e CMT-1 moderam ou reduzam
os efeitos inibitérios da infeccdo periodontal na expressao do mRNAs para colageno
tipo | e tipo Xll. Estes resultados sugerem que doxiciclina pode reduzir a destruicao
periodontal pela reversdo do efeito inibitdério da infeccdo periodontal na sintese do
colageno.

Ashley (1999) realizou um estudo com novas estratégias, com o objetivo de
analisar a acao de bactérias e ao mesmo tempo modular a resposta do hospedeiro,
responsaveis pela destruicdo dos tecidos do periodonto, controlando a acao
destrutiva da doenca periodontal. Neste estudo, os autores avaliaram o tratamento

com dose subantimicrobiana de doxiciclina como inibidor das MMP na doenga



periodontal em humanos. Foram utilizados 437 individuos com periodontite os quais
receberam orientacdo de higiene oral e foram submetidos a profilaxia, que
receberam aleatoriamente doxiciclina ou placebo durante 12 semanas. Os individuos
foram avaliados segundo parametros clinicos, radiograficos e segundo a atividade
enzimatica da colagenase no fluido gengival. As avaliacbes foram repetidas no
periodo de dois, quatro, oito e 12 semanas visando analisar a redugédo da atividade
de colagenase no sulco gengival e a mudanca em relagcdo aos niveis de insercéo.
Todos os grupos tratados apds quatro semanas apresentaram reducao de atividade
colagenase no sulco gengival. A doxiciclina, quando associada ao tratamento clinico
mecanico, mostrou reduzir os niveis de colagenase no sulco gengival mantendo os
niveis de insercdo clinica e reduzindo o sangramento a sondagem associado a
diminui¢cdo na perda 6ssea alveolar.

Caton et al. (2000) realizaram um estudo multicentro, duplo-cego controlado
por placebo para a verificacdo da eficacia e seguranca do uso de dose
subantimicrobiana de doxiciclina (SDD) associada a raspagem e aplainamento
radicular na melhora dos parametros clinicos em pacientes com periodontite do
adulto. Participaram deste estudo 190 individuos, que receberam a terapia
periodontal associado a prescricao de 20 mg de doxiciclina duas vezes ao dia por
nove meses. Os parametros clinicos avaliados no exame inicial e a cada trés meses
foram o nivel clinico de insercao (NCI) e a profundidade de sondagem (PS). Os
individuos foram estratificados segundo a gravidade da doengca no exame inicial
baseando-se nos valores de perda de insercdo. Os autores também avaliaram a
seguranca deste protocolo com relagdo a ocorréncia de espécies resistente a
doxiciclina e a outros antibiéticos. Observou-se melhora significativa nos parametros

clinicos nos individuos tratados com SDD na avaliacdo apés trés, seis e nove meses



e que, esta melhora foi mais evidente aos nove meses em individuos que
apresentaram maior perda de insergdo no exame inicial. Ndo foi observada
resisténcia bacteriana a doxiciclina ou a outros antibiéticos nem houve modificacao
na microbiota periodontal normal. Os autores concluiram que este protocolo
apresentou-se eficaz e seguro, representando assim uma nova oOpgao para o
monitoramento longitudinal de individuos com periodontite do adulto.

Bezerra et al. (2002) utilizaram trinta ratos (Wistar), que receberam dose
subantimicrobiana de doxiciclina com objetivo de inibir a perda O6ssea alveolar
induzida por periodontite em molares superiores. Os animais foram divididos em
cinco grupos, sendo que trés deles receberam diferentes doses de doxiciclina (2.5, 5
e 10 mg/kg) associada a inducdo de doenca periodontal por ligadura, outro apenas
com a inducdo e outro como controle. Ap6s sete dias de experimento 0s animais
foram sacrificados e as pecas cirargicas foram processadas para avaliacdo
histolégica e macroscopica para mensuracao da perda 6ssea alveolar. A avaliacao
histométrica quantificou o numero de osteoclastos, intensidade do infiltrado
inflamatério e a integridade do processo alveolar e cemento radicular. Os resultados
demonstraram uma inibicido da reabsorcdo 6ssea nos animais tratados com
doxiciclina de maneira dose dependente. Além disso, foi observado que o grupo
controle teve perda Ossea alveolar significativa e aumento do nuamero de
osteoclastos. Esses dados mostram que a doxiciclina inibe a resposta dos
osteoclastos e, conseqlientemente, diminui a perda éssea alveolar.

Preshaw et al. (2004) considerou 0 mecanismo de raspagem radicular e
polimento como padrdao de tratamento da doenca periodontal. Recentes pesquisas
mostraram que o0s maiores componentes da destruicao de tecidos duros e moles

resultam da resposta inflamatéria do hospedeiro através dos mediadores pro-



inflamatéros e enzimas como as metaloproteinases da matriz extracelular (MMP).
Novos tratamentos visam combinar terapias convencionais com terapias
modulatérias da resposta inflamatéria do hospedeiro. Neste estudo, os autores
avaliaram a eficacia e a dose de seguranca da doxiciclina, considerando o0s
parametros clinicos analisados em estudos que envolvem a associacdo desta
terapia a uma terapéutica convencional. Os autores sugerem que a terapia
convencional é eficaz no controle das modificacdes teciduais geradas pela
microbiota e que, quando se pretende um tratamento individualizado para
determinados fatores de risco, a associacdo de dose subantimicrobiana de
doxiciclina pode ser um protocolo aceitavel.

Lee et al. (2004) investigaram a eficacia clinica da prescricdo de dois
medicamentos moduladores da resposta do hospedeiro na diminuicdo dos niveis
gengivais de enzimas colagenoliticas em pacientes com periodontite crénica.
Participaram deste estudo 19 pacientes com periodontite crénica que tinham
indicacao de cirurgia de retalho mucoperiostico bilateral no arco superior. Os
individuos foram divididos em trés grupos: dose subantimicrobiana de flurbiprofeno
(SDF) 50 mg/4xdia, dose subantimicrobiana de doxiciclina (SDD) 20 mg/2xdia ou,
uma combinacao das duas (COMB). A biopsia de tecido foi obtida durante a cirurgia
primeiramente do lado direito, depois se iniciava a prescricdo dos medicamentos e,
trés semanas apéds, era realizado o procedimento do lado esquerdo. As analises
realizadas tiveram o objetivo de quantificar a atividade da colagenase, gelatinase, e
elastase no tecido gengival. Os resultados mostraram que SDD isolada reduziu os
niveis de metaloproteinases da matriz extracelular e, a SDF nao reduziu estas
enzimas. Os melhores resultados foram observado no grupo COMB para todas as

enzimas testadas. Baseados nestes resultados os autores concluiram que o uso



combinado destes medicamentos pode apresentar acao sinérgica na modulacao das
metaloproteinases da matriz extracelular e de outras proteases neutras em pacientes
portadores de periodontite cronica.

Gapski et al. (2004) fizeram um estudo sobre 0 aspecto da resposta bioldgica
causada pela doxiciclina em concentragdo de baixa dose na inibicao de
metaloproteinases na modulag¢do do reparo na doenga periodontal. Em um periodo
de 12 meses foram analisados pacientes com periodontite crénica severa, que
apresentassem dez dentes em fungéo, auséncia de sensibilidade a tetraciclina, fora
do periodo de gestacdo ou de lactagdo, ndo fumantes, sem doencas infecciosas,
que nao estivessem tomando medicamentos esteroidais. Neste estudo duplo-cego,
teste e placebo, randomizado, os autores avaliaram parametros clinicos de
profundidade de sondagem, sangramento a sondagem, analise microbiana e do
fluido gengival. As avaliagdes foram executadas no periodo de trés, seis, nove e 12
meses, sendo que no periodo de seis meses iniciais, foram administradas 20 mg de
doxiciclina para o grupo teste e 20 mg de capsula de placebo no grupo controle. Os
pacientes tratados com dose subantimicrobiana de doxiciclina apresentaram uma
reducao mais significativa nos parametros clinicos com retalho no palato em sitios
com mais de 6 mm. Nao houve diferenca estatistica significativa na reducao de
patdbgenos entre os grupos. Estes resultados sugerem que dose subantimicrobiana
de doxiciclina em combinacgdes com cirurgias a retalho pode melhorar a resposta da
terapia cirdrgica e reduzir a profundidade de sondagem na doenca periodontal
cronica severa, com reducao na reabsorcao 6ssea.

Salvi e Lang (2005), em sua revisao de literatura, evidenciaram que a terapia
periodontal ndo cirurgica e administracdo de 20 mg de dose subantimicrobiana de

doxiciclina, duas vezes por dia no prazo de 12 meses, beneficiou a modulacado da



resposta do hospedeiro sobre a perda éssea alveolar em pacientes com periodontite

cronica.

2.5 Periodontite experimental

A doenca periodontal apresenta uma patogenia de dificil estudo em humanos, por
motivos éticos, pois a evolugdo da doenga bem como os reparos dos tecidos apds
a terapia ndo podem ser avaliados por algumas ferramentas sensiveis como as
avaliacOes histoldgicas, histométricas e imunohistoquimicas. Dentre os animais
em que se podem estudar a periodontite experimental, o rato (Rattus Novergicus),
tem apresentado vantagens, como seu baixo preco e facil manipulacdo e a
possibilidade de obtencdo da condicdo germ-free. Os molares apresentam
caracteristicas histolégicas muito parecidas com as dos humanos, tendo como
variacao principal a queratinizacao do epitélio do sulco gengival. Nestes animais a
distancia entre a juncdo cemento-esmalte e a crista alveolar permanece constante
na superficie vestibular no periodonto sem doenca, entretanto, uma alteracédo
fisioldgica idade dependente pode ser observada na face lingual e palatina. Sendo
assim, o uso de animais com a mesma idade € um detalhe importante para evitar
fatores de confusdo quando estas referéncias anatémicas forem utilizadas como
ferramentas de avaliacdo. Além disso, informacodes relacionados a quantificacao
do infiltrado inflamatério, da perda de insercao e da atividade de osteoclastos sé
podem ser levantadas diretamente a partir de estudo histolégico em modelos
animais. Outro aspecto importante é a combinacdo de varios métodos de

avaliacdo para cada objetivo do estudo da evolugcdo da doenca periodontal,



considerando aplicabilidade de mais de uma ferramenta para abordagem de

diferentes aspectos da doenca periodontal (KLAUSEN, 1991).

Klausen, Evans e Sfintescu (1989) fizeram um estudo com 25 ratos com
doenca periodontal experimetal no qual avaliaram métodos radiograficos para
detectar defeitos dsseos interproximais e métodos morfométricos para avaliar perda
Ossea horizontal. Foi utilizado microscépio 6ptico (lupa estereoscédpica) para medir a
distancia da juncdo amelocementaria a crista éssea alveolar em 36 locais da boca
de cada animal. Nas radiografias mandibulares foram observados defeitos no 0sso
alveolar de suporte; localizado no apice distalmente aos primeiros molares, sendo
todas as medidas realizadas em duas sessdes separadas. No segundo experimento,
50 maxilas de ratos foram também avaliadas por esses métodos e a correlagao foi
estimada pela analise de Spearman. A reproducdo de ambos os métodos foi
satisfatoria. Concluiram que futuros estudos podem ser beneficiados pelos métodos
para avaliar perda 6sseo-alveolar em ratos.

Galvao et al. (2003) apresentaram uma técnica e um método de descricdo
das caracteristicas histolégicas da doencga periodontal induzida em ratos. Fez-se a
indugao de periodontite com o uso de ligaduras, com ou sem dieta rica em sacarose.
Foram incluidas vinte e quatro ratas (Wistar) adultas (sessenta dias) e estas foram
divididas em quatro grupos: Grupo 1, ou controle (recebeu dieta padréao), Grupo 2
(recebeu ligadura ao redor dos segundos molares superiores e dieta padrao), Grupo
3 (recebeu dieta rica em sacarose) e Grupo 4 (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; fez-se analise

histoldgica por método descritivo. Os animais com ligadura (Grupo 2 e 4) mostraram



caracteristicas histolégicas de periodontite como epitélio juncional aumentado, tecido
conjuntivo com numero de células e vasos aumentado, fibras do ligamento inseridas
apicalmente a crista 6ssea alveolar sendo esta irregular e apresentando lacunas de
Howship, enquanto animais sem ligadura ndo apresentaram sinais de destruicéo
periodontal. O uso de ligaduras, no presente estudo, foi capaz de promover
processo inflamatério crénico nas ratas, independentemente do tipo de dieta. A
analise fatorial de correspondéncia serviu como método para mostrar tais
caracteristicas, sendo mais uma ferramenta para uso em pesquisa basica.

Kuhr et al. (2004) tiveram o proposito de avaliar a destruicdo periodontal
marginal, periodontite induzida experimentalmente em ratos por ligadura no segundo
molar superior num periodo de sessenta dias. Foram utilizados 35 ratos, Sprague-
Dawley, com idade entre quatro e 4,5 meses, divididos em cinco grupos divididos
segundo os prazos de sacrificios: grupo 1 - cinco dias, grupo 2 — 15 dias, grupo 3 —
trinta dias, grupo 4 — sessenta dias, grupo 5 — controle sem inducao. Os espécimes
de maxila foram avaliados em relacdo a distancia unido cemento — esmalte em
medidas lineares e de area de exposicao radicular. Apos o sacrificio, foram feitas
analises medindo a distancia da juncdo cemento-esmalte e crista 6ssea alveolar e a
area da exposicdo de superficie dos molares. Os resultados encontrados
demonstraram que o grupo 1 comparado com o grupo 4 demonstrou perda éssea
alveolar em ambas analises. Ambos os métodos demonstraram que a ligadura
induziu a perda éssea significativa ja no primeiro prazo de sacrificio e que ocorreu
uma estagnacao da destruicdo 6ssea no decorrer dos sessenta dias. Os autores
concluiram que a aplicacdo deste modelo é recomendada em curto periodo

experimental.



3 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia do uso sistémico de dose
subantimicrobiana de doxiciclina sobre a perda dssea alveolar e a insercéo

conjuntiva em periodontite induzida associada a sobrecarga oclusal em ratas.



4 MATERIAL E METODO

4 1 Animais

Para este experimento foram utilizadas 25 ratas (Rattus novergicus, variagao
albinus, Wistar) com dez semanas de idade pesando ao redor de 2509, mantidas em
gaiolas, em temperatura ambiente, alimentadas com &agua e racao ad libitum,
fornecido pelo biotério do Instituto Basico de Biociéncia da Universidade de Taubaté.
As ratas foram divididas em cinco grupos: grupo 1 (controle), sem ligadura, sem
sobrecarga e sem medicagcdo; grupo 2, com ligadura, sem sobrecarga e sem
medicacgao; grupo 3, sem ligadura, com sobrecarga e sem medicagao; grupo 4 , com
ligadura, com sobrecarga e sem medicacao: grupo 5, com ligadura, com sobrecarga
e com medicacao (Tabela 1 e Figura 1). Este trabalho foi realizado de acordo com os
principios éticos para experimentacdo animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa

Animal da UNITAU, protocolo numero 010/2005 (Anexo A).

Tabela 1 - Grupos experimentais

Grupos Ligadura Trauma Medicacgao
GC Sem Sem Sem
GL Com Sem Sem
GT Sem Com Sem

GLT Com Com Sem
GLTD Com Com Com

GC- controle, GL- ligadura, GT- trauma, GLT- ligadura e
trauma, GLTD- ligadura, trauma e doxiciclina



Indugdo da
Periodontite

Doxiciclina Sobrecarga
oclusal

Figura 1 - Esquema dos grupos experimentais

Grupo 1(controle), sem ligadura, sem sobrecarga e sem medicagao; grupo 2, com ligadura,
sem sobrecarga e sem medicacdao; grupo 3, sem ligadura, com sobrecarga e sem
medicacdo; grupo 4, com ligadura, com sobrecarga e sem medicagdo: grupo 5, com
ligadura, com sobrecarga e com medicagao

4.2 Anestesia

Para a insergao de ligadura, os animais foram pesados e anestesiados, com
anestesia geral e relaxante muscular.

A solucdo anestésica foi composta de cloridrato de xilazina (Anasedan, do
laboratério Vetbrands) com o relaxante muscular com Ketamina base (Dopalen, do
laboratério Vetbrands) como anestésico geral, na propor¢ao de 1: 0,5 ml, utilizando

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



4.3 Indugéo da periodontite

Os animais foram pesados antes da colocagao das ligaduras para determinar
se houve o ganho ou a perda de peso apds a insercdo da ligadura e para a
quantificagdo do anestésico geral e relaxante muscular, que foram utilizados para
anestesia. Para a indugé&o da periodontite, os animais receberam a insergdo de um
fio de linha de algodao marca corrente, n® 10, em torno do primeiro molar inferior do
lado direito. A ligadura foi atada no lado mesial mantendo-se subgengival nas faces
distal e lingual e na face vestibular (Figura 2).

A ligadura foi mantida por um prazo de 28 dias. Durante este periodo os
animais passaram por uma verificagdo semanal da estabilidade da ligadura dentro

do sulco gengival.

Figura 2 - Instalacdo da ligadura



4.4 Aplicagcao da sobrecarga oclusal

Para a aplicacdo da sobrecarga oclusal sobre os primeiros molares, foi
realizado um desgaste das superficies oclusais dos segundos e terceiros molares
superiores para a eliminacdo dos contatos oclusais, sem exposicao pulpar. Esta

condicao foi mantida nos grupos experimentais numeros 3, 4 e 5 (Figura 3).

Figura 3 - Desgaste oclusal

4 5 Tratamento

Os animais pertencentes ao grupo 5, receberam doses diarias de 0,14 mg de
doxiciclina na concentracado de 0,7 mg/ml, aplicadas por via oral durante o periodo

de inducao da doenca periodontal (Figura 4).



Figura 4 - Aplicacdo de dose subantimicrobiana de Doxiciclina

4.6 Sacrificio

Para o sacrificio, os animais foram anestesiados e decapitados com uma
guilhotina e as mandibulas foram removidas e mantidas no formol a 10%. As
hemimandibulas do lado direito foram encaminhadas para analise radiografica e o

lado esquerdo encaminhadas para analise histolégica.



4.7 Analise radiografica

As pegas cirargicas foram submetidas a avaliagcdo radiografica utilizando o
Sistema de imagem Radiografica intraoral Digital RVG ® (RADIOVISIOGRAPHY —
Trophy radiology inc. — Marietta / USA), o qual emprega Dispositivos de Carga
Acoplada (sensor — CCD) para captura direta das imagens. As tomadas
radiograficas foram realizadas utilizando aparelho de raios x digital Gendex 765DC®
(Gendex, Dentisply, Internacional, USA), com o tempo de exposicao 0,08 segundos

com distancia focal do sensor de trinta centimetros.

Foram fixados pontos para mensuracdo do suporte 6sseo periodontal. Os
pontos foram colocados na por¢ao mais coronaria da cuspide dental distal, na ponta
da crista 6ssea ou defeito ésseo e no apice radicular, estes pontos foram
transportados como medidas lineares para mensuracdo do suporte &sseo
periodontal (SPO) demonstrado na Figura 5 (KLAUSEN; EVANS; SFINTESCU,
1989). O caélculo teve como resultado um valor percentual expresso pelas

proporcdes entre as medidas obtidas (Figura 6).

Figura 5 - Andlise radiografica
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Figura 6 - Férmula para célculo do SOP

4.8 Analise histolégica

As pecas encaminhadas para o processamento histoldégico foram
descalcificadas em solugdo de EDTA 17%, sendo consideradas descalcificadas por
meio do teste de penetracdo de agulha. As pecas descalcificadas foram incluidas em
parafina com a face vestibular voltada para o plano de corte. Foram realizados
cortes seriados de 6 um, no sentido mésio-distal nos quais foi avaliada a perda de
insercao conjuntiva na face distal do primeiro molar inferior. Os pontos de referéncia
considerados para a mensuragao da perda de insercdo foram a juncdo esmalte-
cemento e o0 inicio da insercao de fibras do ligamento periodontal no cemento
radicular. Sendo assim, toda extensdo de cemento sem a insercdo de fibras

colagenas foi considerada como area de perda de insercao.



O procedimento de mensuracdo foi realizado em duplicata e foi feita uma
média entre as medidas para cada animal e posteriormente para cada grupo
experimental. Para a analise histométrica foi utilizado um software de leitura de

imagens, Image Tool versao 2.0, de dominio publico (Figura 7).
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Figura 7 - Medida Linear

4.9 Andlise estatistica

Os dados obtidos a partir das avaliacbes realizadas foram analisados
estatisticamente para as variaveis: ligadura, sobrecarga oclusal e medicamento. Os
valores médios obtidos por grupo experimental foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA). Quando observadas diferengas estatisticas significativas, estes

dados foram submetidos ao teste de comparagdo multipla de Tukey para a



verificagdo da influéncia das variaveis sobre os resultados observados. Foi adotado

o nivel de significancia de 5%.



5 RESULTADOS

5.1 Analise radiografica

Na andlise radiografica avaliamos o suporte ésseo periodontal (SOP),
Expressado na tabela 2.
Tabela 2 - Estatistica descritiva de SOP(%)

Grupos N Minimo Maximo Média Desvio
Padréao

GC 5 48,64 61,92 55,492 4,8688
GL 5 40,25 51,44 46,738 4,8004
GT 5 55,94 64,03 60,032 3,3774
GLT 5 48,07 54,80 51,698 2,8489
GLTD 5 52,99 63,64 57,766 4,5000

GC (controle), GL (com ligadura), GT (com trauma), GLT (com ligadura e trauma), GLTD
(com ligadura, trauma e doxiciclina)

Os dados foram submetidos a analise da varidncia (ANOVA) e como
resultados desta analise observaram-se diferengas estatisticas (p = 0,001).
Demonstrado as diferencas dos grupos pelo método de analise mdultiplas
comparacoes de Tukey Tabela 3.

Tabela 3 - Resultados das comparagdes multiplas de Tukey entre os grupos

Grupos Comparacdes p

GC GL 0.025*
GT 0.442

GLT 0.609

GLTD 0.907

GL GT 0.001*
GLT 0.357

GLTD 0.004*

GT GLT 0.035*

GLTD 0.908




GLT GLTD 0.184

GC (controle), GL (com ligadura), GT (com trauma), GLT (com ligadura e trauma), GLTD
(com ligadura, trauma e doxiciclina)

O grupo controle teve diferenca significativa em relacdo ao grupo ligadura,
provando a inducéo da doenca periodontal. No grupo ligadura apresentou diferencas
com os grupos GT e GLTD, e o grupo GT teve diferenca com o grupo GLT entre os
grupos GLT e GLTD nao apresentou diferenca significativa. Através da analise de

Tukey descrevemos os grupos homogéneos (Tabela 4).

Tabela 4 - Posicao dos grupos homogéneos pela analise de Tukey

Grupos Média + Desvio Padrao (%) Grupos Homogéneos*
GL 46,738 + 4,8004 A
GLT 51,698 + 2,8489 A B
GC 55,492 + 4,8688 B C
GLTD 57,766 £ 4,5000 B C
GT 60,032 + 3,3774 C

* Letras iguais representam auséncia de diferenca estatistica significativa GC (controle), GL
(com ligadura), GT (com trauma), GLT (com ligadura e trauma), GLTD (com ligadura, trauma
e doxiciclina)

Valores de SOP plotados no o grafico (Grafico 1) descrevem a relacao entre
0S grupos experimentais.
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Grafico 1 - Representativo de SOP para todos os grupos experimentais



5.2 Andlise histomorfométrica

A analise histomorfométrica (Tabela 5), expressa medidas lineares da perda

de insergao.

Tabela 5 — Estatistica descritiva de Pl (mm?)

Desvio

Grupos N Minimo Maximo Média Padréao
GC 5 0,04 0,23 0,1163 0,07432
GL 5 0,28 0,55 0,4115 0,09500
GT 5 0,04 0,31 0,1216 0,10922
GLT 5 0,47 0,75 0,5847 0,12118
GLTD 5 0,41 0,67 0,5444 0,12237

GC (controle), GL (com ligadura), GT (com trauma), GLT (com ligadura e trauma), GLTD
(com ligadura, trauma e doxiciclina)

Temos comparacdes multiplas dos grupos na Tabela 6. Sendo p = 0,0001.

Tabela 6 - Resultado de comparag¢des multiplas de Tukey dos valores médios por grupos
experimentais para perda de insercao

Grupos Comparacoes P

GC GL 0.002*
GT 1.000
GLT 0.000*
GLTD 0.000*
GL GT 0.003*
GLT 0.111

GLTD 0.309

GT GLT 0.000*
GLTD 0.000*

GLT GLTD 0.973

GC (controle), GL (com ligadura), GT (com trauma), GLT (com ligadura e trauma), GLTD
(com ligadura, trauma e doxiciclina)

O grupo controle teve diferenca significativa em relacao aos grupos GL, GLT
e GLTD, e o grupo GL teve diferenca significativa em relacao ao grupo GT, e o grupo

GT apresentou diferenca significativa com os grupos GL, GLT e GLTD.



Com andlise de Tukey podemos demonstrar as diferengas dos grupos (Tabela

7).
Tabela 7 - Grupos homogéneos através da analise de Tukey para perda de insercao
Grupos Média + Desvio Padrao Grupos  Homogéneos*
GC 0.1163 + 0.07432 A
GT 0.1216 = 0.10922 A
GL 0.4115 = 0.09500 B
GLTD 0.5444 + 0.12237 B
GLT 0.5847 £0.12118 B

GC (controle), GL (com ligadura), GT (com trauma), GLT (com ligadura e trauma), GLTD
(com ligadura, trauma e doxiciclina)

Expresso pelo grafico a perda de inser¢cdo nos grupos experimentais (Grafico

Perda de insercao x grupo experimental
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Grafico 2 - Valores médios de perda de insercao plotados dos grupos experimentais



5.3 Analise histologica descritiva

A andlise histologica foi realizada por microscopia éptica, na qual foram
observados cortes que apresentavam fragmento de mandibula contendo primeiro,
segundo e terceiro molares. Os cortes foram realizados no sentido mésio-distal e
apresentaram caracteristicas histolégicas diferentes. Foram selecionados os
primeiros cortes em que se observou o desaparecimento da raiz mediana do
primeiro molar em que se visualizava a raiz distal deste dente de forma que
permitisse a avaliacao da insergao de fibras do ligamento periodontal.

O grupo controle, utilizado como parédmetro de referéncia em relagdo aos
outros grupos, apresentou caracteristica de um periodonto saudavel, o qual
apresentava a regido inter-proximal entre primeiro e segundo molar preenchida com
a papila gengival com formato triangular, revestida por epitélio pavimentoso
estratificado ndo queratinizado. Nestes cortes o epitélio juncional encontrava-se
posicionado sobre o espaco ocupado pelo esmalte dental e sua porcdo mais apical
coincidindo com a juncdo cemento-esmalte. Nestes cortes o cemento radicular
apresentava-se com fibras do ligamento periodontal inseridas em toda a sua
extensdo. Na regido de bifurcagdo do primeiro molar observou-se um preenchimento
por tecido ésseo mais compacto e ligamento periodontal com dimensdes uniformes
em todo teto da bifurcacdo. Da mesma forma estas caracteristicas histol6gicas
puderam ser observadas no grupo trauma, no teto da bifurcacdo o tecido 6sseo
apresentou superficie irregular com area de reabsorgao (Figura 8).

Ja nos grupos GL, GLT e GLTD o espaco interproximal mostrou-se

preenchido por papila gengival com formato cdncavo também revestida por epitélio



pavimentoso estratificado ndo queratinizado. Nestes cortes o observou-se que o
epitélio estava sobre o cemento radicular, em posicdo apical a unido esmalte
cemento, caracterizando a perda de insercdo de fibras do ligamento sobre o
cemento nesta regido. O tecido conjuntivo sub-epitelial apresentou-se
moderadamente infiltrado por células inflamatérias mononucleadas. Na regido de
bifurcacdo radicular do primeiro molar observou-se um aumento do espaco do
ligamento periodontal no grupo ligadura. No GLT além da perda éssea e do aumento
do espaco periodontal observou-se em alguns cortes presenca de epitélio junto ao
teto da bifurcagdo caracterizando a perda de inser¢cdo nesta regido. Ja no grupo
GLTD, observou irregularidade no septo ésseo inter-radicular com aumento do

espaco do ligamento, porém nao foi observado presenca de epitélio (Figura 9).



Figura 8 - Andlise dos grupos sem ligadura

A fragmento com trés molares inferiores do GC com aumento 25x HE, B vista
interproximal dos 1° e 2° MI do GC, D dentina, OA osso alveolar, JCE unido
cemento-esmalte, > fibras transeptais, < inser¢do conjuntiva com aumento com
200x HE; C fragmento com trés molares inferiores do GT, aumento com 25x HE; D
vista inter proximal dos 1° e 2° Ml do GT, D dentina, JCE unidao cemento-esmalte, »
fibras transeptais, < insergao conjuntiva com aumento 200x HE



Figura 9 Analise dos grupos com ligadura

A fragmento com trés molares inferiores do GL com aumento com 25x HE, B vista
interproximal do 1° e 2° Ml do GL; D dentina, » fibras transeptais, E epitélio juncional, OA
0sso alveolar, JCE unidao cemento-esmalte, € insercdo conjuntiva com aumento com 200x
HE; C fragmento com trés molares inferiores do GLT; D vista interproximal do 1° e 2° Ml do
GLT, D dentina, » fibras transeptais, E epitélio juncional, JCE unido cemento-esmalte, €
insergéo conjuntiva com aumento com 200x HE; E fragmento com trés molares inferiores do
GLTD; F vista interproximal do 1° e 2° Ml do GLTD; D dentina, » fibras transeptais, E
epitélio juncional, OA osso alveolar, JCE unido cemento-esmalte, € insercao conjuntiva
com aumento com 200x HE



6 DISCUSSAO

O presente estudo procurou avaliar o efeito modulatério de dose
subantimicrobiana de doxiciclina no suporte ésseo alveolar e perda de insercao
conjuntiva decorrente da periodontite induzida por ligadura associada a sobrecarga
oclusal em molares de ratas.

O controle de fatores de confusdo que ocorre nos estudos em humanos em
relacdo a doencga periodontal pode ser uma indicacdo importante para o uso de
modelos animais em estudos que avaliam a instalacdo e a evolucdo da doenca
periodontal bem como, a resposta a procedimentos terapéuticos. Klausen (1991) ja
comentava a importancia de superar as limitacoes, dificuldades e interferéncias
destes fatores nos estudos em humanos. Da mesma forma, Benatti (2003) e Nociti
Junior et al. (2000, 2001) comentaram que a utilizacdo de ratos, quando da
realizacdo de estudos experimentais, pode favorecer avaliacdo da influéncia de
determinados fatores de risco sobre a instalacdo e o agravamento da doenca
periodontal.

Dentre as caracteristicas anatomo fisiolégicas dos ratos em relacdo a
patogenia da doenca periodontal, um fator a ser considerado é a continuidade da
erupgao dentaria e o desgaste oclusal dos molares nestes animais, que ocorre com
o0 avancar da idade. Sendo assim, o uso de animais com a mesma idade € um
detalhe importante para evitar fatores de confundimento quando estas referéncias
anatdmicas sao utilizadas como ferramentas de avaliacao. No presente estudo, este
foi um critério adotado e os animais tiveram idade e peso equivalentes em todos os

grupos experimentais.



A inducdo da periodontite por meio de instalacdo de uma ligadura tem sido
utilizada em estudos em ratos, por varios autores (GALVAO et al., 2003;
GASPERSIC et al., 2003; KLAUSEN, 1991; NOCIT JUNIOR et al., 2001). Nesses
estudos tém sido avaliadas as alteracbes nos tecidos periodontais tanto por meio
radiografico (KLAUSEN; EVANS; SFINTESCU, 1989); morfométricos (GASPERSIC
et al., 2003); histomorfométrico (NOCITI JUNIOR et al., 2001); biologia molecular
(KARIMBUX et al.,, 1998). Independentemente da metodologia utilizada, estes
autores comprovam em seus estudos, alteracdes dentre outras, como a reabsorcéo
6ssea alveolar e a perda de insercdo conjuntiva (GALVAO et al., 2003; LU et al.,
1999).

A periodontite induzida em ratos pode ser avaliada pelos métodos
radiograficos, histométrico, histolégico e morfométrico. E importante enfatizar que
nenhum dos métodos isoladamente é capaz de abranger todos os aspectos da
doenca periodontal e que, dependendo da proposicdo do estudo, varias
combinacdes de analise podem ser aplicadas (KLAUSEN, 1991). Desta forma, este
estudo optou por combinar algumas das metodologias citadas acima a fim de avaliar
estes aspectos complementares.

No presente estudo, a periodontite induzida por ligadura também gerou
alteracbes no SOP, observadas radiograficamente e na perda de insercao,
observadas histologicamente. Este resultado tornou possivel a avaliacdo da
influéncia da aplicacao de um fator de risco e de um procedimento terapéutico sobre
as estruturas periodontais.

A analise radiografica utilizada neste estudo foi a que identifica o suporte
0sseo periodontal remanescente da raiz distal do primeiro molar (KLAUSEN;

EVANS; SFINTESCU, 1989). Sua vantagem é o fato de ser um dado percentual em



relagdo ao comprimento do dente, diminuindo assim distor¢des decorrentes da
dificuldade de padronizacdo da posicdo das amostras para obtencdo das imagens
radiograficas. Por outro lado, ocorre uma dificuldade de identificacdo exata dos
pontos de referéncias a serem avaliados sendo necessarios que as mensuragdes
sejam repetidas para a calibracao de examinador.

Outro aspecto a ser considerado foi o periodo experimental. Kuhr et al. (2004)
observou em seu estudo que as alteragbes teciduais decorrentes da periodontite
induzida podem ser observadas até o décimo quinto dia apds a instalacdo da
ligadura, e que a partir deste prazo, estas alteracbes se mantiveram até o prazo de
observacao de sessenta dias. No presente estudo o prazo de 28 dias de inducéo foi
suficiente para avaliacdo da perda déssea nos animais que receberam ligadura.
Porém, este prazo também foi suficiente para a adaptacédo oclusal dos animais em
que foi realizado o desgaste oclusal dos segundos e terceiros molares superiores
para a criacao de sobrecarga oclusal dos primeiros molares inferiores. A partir desta
adaptacdo e extrusdo, a regido inter proximal entre o primeiro e segundo molar
inferior apresentou alteracbes no SOP, caracterizadas pelo acompanhamento da
crista 6ssea nos animais em que nao foi instalada a ligadura.

A utilizacdo de sobrecarga oclusal como fator de risco para doenca
periodontal foi 0 modelo experimental do estudo de Nogueira-Filho et al. (2004). Os
autores avaliaram as alteracbes na bifurcacdo de primeiros molares inferiores,
utilizando modelos animais em que a sobrecarga era criada devido ao desgaste
oclusal dos segundos e terceiros molares. Neste estudo, a regido avaliada foi a
bifurcacdo radicular que, mesmo considerando a adaptacdo oclusal, apresentou
diferencas estatisticas entre os grupos que associaram sobrecarga oclusal a ligadura

e a nicotina. No presente estudo, a area escolhida para avaliacdo das alteragdes do



periodonto foi a face distal do primeiro molar inferior e por estar préximo a regido de
adaptacao oclusal dos dentes extruidos, pode ter sofrido alguma interferéncia no que
diz respeito a avaliacao radiografica do SOP.

A presenca de trauma oclusal como fator de risco para doenca periodontal ja
foi um tema amplamente discutido por Harrel (2003) em revisao de literatura. Nessa
revisdo, os autores comentaram que as alteragdes decorrentes a sobrecarga oclusal
s6 sdo observadas no periodonto de forma irreversivel quando associadas ao
biofilme dental.

Segundo Gaspersic et al. (2003), o agravamento da doenca periodontal pode
ser desenvolvido por fatores de risco, do tipo estresse ou trauma, os quais de uma
forma individualizada, ndo teriam potencial para iniciarem a doenca. No presente
estudo, as caracteristicas observadas no grupo trauma apresentaram-se
equivalentes aquelas observada no grupo controle, tanto nas avaliagcbes do SOP
como na perda de insercao. Em relacdo a avaliacao radiografica, pdde se observar
que os valores médios de SOP do grupo trauma foram inclusive numericamente
maiores que os do grupo controle. J& considerando a avaliacdo histologica, a
principal caracteristica observada foi que os animais que receberam sobrecarga sem
instalacdo da ligadura ndo apresentaram perda de insercdo significativa quando
comparados aos animais do grupo controle. Esta caracteristica histolégica vem
justificar os argumentos de Gaspersic et al., pois, a auséncia de perda de insercao
esta diretamente associada a auséncia de doenca periodontal que s6 foram
observada nos animais nos quais foi inserida ligadura.

Quando a associacao da presenca de ligadura e sobrecarga oclusal foi
comparada com 0s grupos que apenas receberam ligadura, observou-se que houve

agravamento das alteracdes. Porém, os valores médios dos referidos grupos quando



submetidos a analise estatistica apresentaram-se equivalentes entre si. Esses
resultados podem ser devido ao pequeno numero de animais por grupo € a
variabilidade dentro de cada grupo que gerou a ocorréncia de um desvio padrao em
relacao a médio de cada grupo.

A modulacado da resposta do hospedeiro reduzindo as alteracdes teciduais
decorrentes da doenca periodontal foi revisada por Salvi e Lang (2005). Nesta
revisdo os autores discutem a habilidade do protocolo terapéutico com a utilizacao
de dose subantimicrobiana de doxiciclina na modulagdo da perda éssea por meio
inibidores sintéticos da atividade enzimatica de MMP teciduais.

O periodo de utilizagdo deste medicamento tem sido pesquisado quanto a
ocorréncia de bactérias resistentes. Da mesma forma, Preshaw et al. (2004),
discutiram por meio de revista de literatura que a doxiciclina usada em doses
subantimicrobiana e por periodo prolongado tem sido associada a melhora nos
parametros clinicos sem a ocorréncia de resisténcia das bactérias a tetraciclina. Esta
modulacéo ja havia sido apresentada por Ashley (1999), num protocolo de utilizacao
de 12 semanas de terapia com dose subantimicrobiana de doxiciclina associada a
terapia periodontal mecéanica com raspagem e alisamento radicular. Da mesma
forma, a modulagdo da acao enzimatica da colagenase sobre a insercdo conjuntiva
foi evidenciada por Karimbux et al. (1998). Ja o estudo de Bezerra et al. (2002),
observou em um periodo curto de administragdo da dose subantimicrobiana de
doxiciclina, obteve um efeito inibitorio da resposta do hospedeiro no periodonto.

No presente estudo a modulacédo das alteragdes periodontais decorrentes da
periodontite induzida associada a sobrecarga oclusal nao foram evidenciadas tanto
pela analise do SOP como pela avaliagao histoldgica da perda de insercao. Como

observados nos resultados, o valor médio de SOP no grupo que recebeu dose diaria



de doxiciclina foi numericamente maior que o grupo sem medicagcao, porém estes
valores foram estatisticamente equivalentes. Da mesma forma, na avaliacdo
histolégica as caracteristicas observadas nos animais que receberam doses diarias
de doxiciclina apresentaram diminuicdo da extensdo de cemento sem a insercao de
fibras do ligamento periodontal e auséncia de epitélio junto ao teto da bifurcacéo
radicular nos molares em que foi inserida a ligadura. No entanto, a quantificacao
destas alteragdes quando submetida ao teste estatistico também mostrou valores
médios equivalentes entre os grupos tratados ou ndo com doxiciclina. Sendo assim,
neste modelo experimental ndo foi possivel a comprovacdao dos achados da
literatura na verificacdo da modulacdo da perda déssea e perda de insercdo em
periodontite experimental induzida em ratas e associada ao fator de risco
representado pela sobrecarga oclusal. A utilizagcdo deste protocolo com maior
namero de animais e com a utilizacdo de ferramentas mais sensiveis como a
biologia molecular para a dosagem de mediadores inflamatérios pode ser um
recurso favoravel na verificacdo destes achados e tema para futuros estudos que

testem a eficacia deste protocolo terapéutico.



7 CONCLUSAO

A utilizagao sistémica de dose subantimicrobiana de doxiciclina ndo modificou
a perda 6ssea alveolar e a insercdo conjuntiva no periodonto de ratas com
periodontite induzida associada a sobrecarga oclusal. O trauma ndo agravou a

doenca periodontal no grupo com e sem ligadura.
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