52 SEMANA
INTEGRADA

UFPEL 2019

O USO DE ALENDRONATO SODICO E TERAPIA FOTODINAMICA
ANTIMICROBIANA EM PERIODONTITE EXPERIMENTAL INDUZIDA. ESTUDO
IMUNOISTOQUIMICO EM RATOS

TACIANE MENEZES DA SILVEIRA?Y; FELIPE MARTINS SILVEIRA?;, MARCELA
CALDEIRAZ; VITOR GENARO% CAROLINA DOS SANTOS SANTINONI®;
NATALIA MARCUMINI POLA®

'Universidade Federal de Pelotas — tacianesvs@hotmail.com
2Universidade Estadual de Campinas — fp.martinss@gmail.com
3Universidade do Oeste Paulista — ma.lucio.11@hotmail.com,
“Universidade do Oeste Paulista - vitorgenaro1971@gmail.com
SUniversidade do Oeste Paulista - carolsantinoni@msn.com
®Universidade Federal de Pelotas - nataliampola@gmail.com

1. INTRODUCAO

A doencga periodontal (DP) caracteriza-se por uma inflamagdo cronica dos
tecidos periodontais de revestimento e sustentacdo, induzida pelo biofilme
microbiano (HILL et al., 2019), a qual pode levar a reabsorcdo 0ssea alveolar e
também a migracdo apical do epitélio juncional (FURLANETO et al., 2014). A
presenca microbiana periodontopatogénica e a consequente resposta
imunopatolégica do hospedeiro, além dos fatores de risco individuais e
especificos, sdo elementos-chave da patogénese da doenca (DE ALMEIDA et al.,
2015). O tratamento convencional da DP €& fundamentado na reducdo da
microbiota periodontopatogénica por meio do procedimento de raspagem e
alisamento radicular (RAR) (KALDAHL et al, 1993). Entretanto, a terapia
mecanica pode ser falha na eliminacdo de bactérias localizadas em areas
inacessiveis aos instrumentos periodontais, como as areas de furca e depressdes
radiculares (KALDAHL et al, 1993). Tratamentos alternativos adjuvantes a RAR,
representados por antimicrobianos e agentes moduladores do hospedeiro, tém
sido propostos com o objetivo de otimizar os resultados no manejo da condicéo
periodontal instalada (HILL et al., 2019). Nesse contexto, alguns estudos recentes
tém demonstrado efeitos positivos da aplicacdo topica do aminobisfosfonato
alendronato sédico (ALN) e do uso da terapia fotodinamica antimicrobiana (aPDT)
adjuntos a RAR (DE ALMEIDA et al., 2015; GARCIA et al., 2013). A justificativa
para o uso das modalidades terapéuticas alternativas mencionadas estd na
potente inibicdo da reabsorcdo 6ssea promovida pelo ALN (RUSSELL, 2011) e
nas propriedades antimicrobianas da aPDT (DE ALMEIDA et al., 2008b), os quais
poderiam auxiliar no controle da doenca. Embora alguns autores apresentem
resultados satisfatorios com o uso do ALN e aPDT isoladamente (DE ALMEIDA et
al.,, 2015, 2008b), nenhum estudo avaliou o desfecho da associacdo dessas
terapias no tratamento da DP. Portanto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar,
por meio de reacBes imunoistoquimicas, a influéncia do ALN e da aPDT,
associados ou nao, como adjuvantes a RAR no tratamento da periodontite
experimental (PE) induzida em ratos.

2. METODOLOGIA

Noventa e seis ratos (Rattus novergicus, albinus, Wistar) provenientes do
Biotério Central da UFPel foram submetidos a indugdo da PE, através da insercéo
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de uma ligadura de algoddo ao redor do primeiro molar inferior esquerdo. Apos
sete dias, a ligadura foi removida e os animais foram divididos em 4 grupos
experimentais (n=8), de acordo com os tratamentos realizados: (1) raspagem e
alisamento radicular (RAR): RAR e irrigagcdo da bolsa periodontal com soro
fisiolégico; (2) ALN: RAR e irrigacéo da bolsa periodontal com alendronato sédico
(105 M); (3) aPDT: RAR, irrigagdo da bolsa periodontal com azul de metileno e
aplicacao do laser em baixa intensidade; e (4) ALN/aPDT: RAR, irrigacao da bolsa
periodontal com ALN e aplicacdo do aPDT. Os animais foram eutanasiados apos
7, 15 e 30 dias dos tratamentos. As mandibulas dos animais foram removidas,
fixadas em formol tamponado 4%, desmineralizadas com Solu¢cdo de Planck-
Rychlo, incluidas em parafina e submetidas a cortes histoldgicos seriados de
5um. Foram realizadas andlises imunoistoquimicas para as proteinas TRAP,
RANKL e OPG e avaliacdo de maturacdo do colageno através da coloracédo do
vermelho picrosirius. Os dados foram submetidos a andlise estatistica (two-way
ANOVA; Tukey post hoc; p<0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A porcentagem média e o desvio padrdo de fibras de colageno imaturas e
maduras para todos os grupos experimentais, bem como as comparagdes entre
grupos, estdo documentados na Figura 1. A porcentagem média e desvio padrao
de células TRAP-positivas para todos grupos experimentais aos 7, 15 e 30 dias
de poés-operatdrio, bem como as comparacbes entre 0S grupos estao
apresentadas na Figura 2.

Todos os tratamentos utilizados no estudo foram propostos com base na
literatura que mostrou um possivel beneficio no uso dos tratamentos isolados (DE
ALMEIDA et al., 2015; FERNANDES et al., 2010; PRADEEP et al., 2012, 2013).
Além disso, a combinacdo de ALN e aPDT foi proposta para adicionar o efeito
antirreabsortivo do ALN as acdes bacterianas e estimulantes celulares de aPDT
no tratamento de PE.

O grupo tratado com ALN apresentou uma porcentagem significativamente
menor de fibras colagenas imaturas e uma porcentagem significativamente maior
de fibras colagenas maduras do que o controle aos 30 dias de pés-operatorio.
Considerando que o colageno esta presente em grandes quantidades nos tecidos
periodontais, pode-se inferir que o ALN acelerou sua cicatrizacdo. Assim, 0s
resultados do presente estudo corroboram estudos clinicos e laboratoriais que
demonstraram beneficios na aplicacdo topica coadjuvante de ALN a RAR
(SHARMA; PRADEEP, 2012; WANIKAR; RATHOD; KOLTE, 2019). O Grupo ALN
apresentou expressao de RANKL significativamente maior que o grupo controle
aos 15 dias de poés-operatorio. O que pode sugerir uma fase posterior da
cicatrizacdo Ossea — remodelacdo oOssea (HARADA; TAKAHASHI, 2011;
TAKAHASHI et al., 2011) que ainda pode ser confirmada considerando a melhora
da maturacdo do colageno observada neste grupo.

Resultados positivos de ALN na cicatriza¢do periodontal foram aprimorados
ainda mais quando este tratamento foi associado ao aPDT. O Grupo ALN / aPDT
apresentou percentual significativamente menor de fibras colagenas imaturas e
porcentagem significativamente maior de fibras colagenas maduras do que o
grupo ALN aos 7 dias de pds-operatérios. E possivel que a producéo de colageno
pelos fibroblastos no espago extracelular tenha sido favorecida pela difusdo de
oxigénio através do tecido fornecido pelo aPDT (KIKUCHI et al., 2015). Além
disso, o Grupo ALN / aPDT apresentou um namero significativamente menor de
células positivas para TRAP do que o Grupo aPDT nos estagios iniciais da
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cicatrizacao (7 dias de pOs-operatério), o que significa que a combinac¢do diminuiu
ainda mais a reabsor¢cdo Ossea, reduzindo o numero de osteoclastos.
Considerando que o0s grupos tratados com a combinagdo de ALN / aPDT
apresentaram namero significativamente menor de células TRAP-positivas do que
tratamentos isolados, pode-se inferir que ocorreu um efeito sinérgico entre o ALN
e 0 aPDT na producado de radicais livres. Estudos futuros poderiam comprovar
essa hipotese.

Algumas limitacdes deste estudo podem ser apontadas como o tempo de
exposicdo do laser nos grupos aPDT e ALN / aPDT, que foi de 4,66 minutos /
ponto. Embora os grupos tenham mostrado resultados positivos, como estudos
anteriores que usaram maior tempo de exposicdo a luz (DE ALMEIDA et al.,
2008a), esse tempo poderia ter influenciado na manutencédo do azul de metileno
na bolsa periodontal ao longo do tempo. Estudos adicionais podem ajudar a
esclarecé-lo e confirmar se a producao de radicais livres € 0 mecanismo de acao
do ALN combinado ao aPDT.

FIGURA 1. Porcentagem média e desvio padrdo das fibras colagenas imaturas (A) e
maduras (B) para todos 0s grupos experimentais aos 7, 15 e 30 dias pés-operatorios,
bem como as comparacbes entre grupos.*p <0,05; ALN, alendronato de sédio; ALN /
aPDT, alendronato de soédio e terapia fotodindmica; aPDT, terapia fotodinamica
antimicrobiana.
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FIGURA 2. Porcentagem médias e desvio padrao de células TRAP-positivas para todos
grupos experimentais aos 7, 15 e 30 dias de pds-operatério, bem como as comparacbes
entre grupos. *p <0,05; ALN, alendronato de sédio; ALN / aPDT, alendronato de sodio e
terapia fotodinamica; aPTD, terapia fotodindmica antimicrobiana.
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4. CONCLUSOES

Dentro dos limites do presente estudo, pode-se concluir que o uso tépico
coadjuvante de ALN a RAR - isoladamente ou combinado com aPDT aumentou a
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maturacdo do colageno e reduziu a osteoclastogénese durante a cicatrizacdo da
periodontite experimental em ratos.
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