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Resumo

O objetivo dessa pesquisa foi avaliar a influéncia de duas tetraciclinas
(doxiciclina - Dx e minociclina - Mn) na DP induzida por ligadura em ratos. Foram
utilizados 40 ratos divididos em 4 grupos: C (n=10) - sem ligadura; L (n=10) —
com ligadura; Dx (n=10) — com ligadura + Dx; Mn {n=10} com ligadura + Mn. O
periodo de avaliagao foi de 30 dias. Foram avaliados 0s seguintes parametros:
avaliagdo histométrica e histologica (epitélio juncional, tecido conjuntivo e
cemento radicular) e analise histoquimica - atividade dos osteoclastos por meio
da enzima fosfatase acida tartaraio resistente (TRAP). A analise dos dados foi
realizada com a ANOVA. A analise histométrica (distancia entre a crista ¢ssea e
juncéo cemento esmalte) mostrou que o grupe L apresentou a maior medida
(p<0,001} e a menor medida foi observada no grupo C, sendo que os grupos Dx
e Mn apresentaram médias semelhantes. A contagem percentual de PMN e MN
mostrou-se maior no grupo L e menor no grupo C. A contagem de osteoclastos
foi maior no grupo L e Mn e menor nos grupos C e Dx (p<0,05). As
caracteristicas histolégicas mostraram que os grupos L, Dx e Mn apresentaram
epitélio juncional longo com ruptura na porgao apical com infiltrado inflamatorio
subjacente. No grupo C o epitélio juncional estava intacto com um discreto
infiltrado inflamatdrio subjacente. Foi observada no grupo L, reabsorcéo do
0sseo alveolar e cemento radicular, caracterizando perda de inserg&o
periodontal. Caracteristicas semelhantes foram observadas nos grupos Dx e Mn,
porém em menor intensidade. Dentro dos limites da presente pesquisa, pode se
concluir que tanto a doxiciclina quanto a minociclina apresentam potencial de
reduzir a resposta inflamatéria e consequente reabsorgcac o6ssea na doenca

periodontal induzida em ratos.

Palavras Chave: Doenga Periodontal; Antimicrobianos; Resposta Inflamatoria,

Reabsorgao éssea; TRAP.



Introducao

A doenga periodontal (DP) caracteriza-se por um processo inflamatério que
acomete os tecidos periodontais, levando a perda progressiva de insercao, com
reabsorgao 6ssea e migracdo apical do epitélio juncional, podendo causar a
perda do elemento dental. Apresenta uma etiologia multifatorial, envolvendo
fatores locais, principalmente o biofilme dental e fatores sistémicos (alteragoes
genéticas, doencas metabdlicas, imunossupressoras, esiresse e idade).” O
processo de destruicio das estruturas de suporte (ligamento periodontal,
cemento radicular e osso alveolar), é resultado de repetidos surtos de atividade
e subseqlientes periodos de estabilidade. Individuos podem apresentar surtos
com maior ou menor freqiéncia, caracterizando assim, diferentes graus de
susceptibilidade a doenga. (Preshaw et al 2004; Salvi & Lang 2005).

O processo inflamatério observado na DP ocorre pela presenga do biofilme
dental, bem como pela resposta do hospedeiro a esse biofilme. A presenga da
microbiota estimula uma resposta do hospedeiro, devido a liberagédo de
substancias como lipopolissacarideos (LPS), peptidioglicanos, acido lipoteitdico,
fimbrias e proteases, que ativam o sistema imune. A resposta imuno-inflamatoria
frente aos agentes de viruléncia bacterianos €, portanto, responsavel por grande
parte degradacgéo da matriz extracelular dos tecidos periodontais. (AAP 2002).

Portanto, o estabelecimento inicial e a progressao da DP estéo associados
a presenca do biofilme dental e seus produtos, pois ocorre o recrutamento de
células inflamatdrias, produgdo de citocinas que s&o fundamentais para a
iniciacdo e manutengdo do processo inflamatério. (Ryan & Golub 2002;
McCauley & Nohutcu 2002; Preshaw et al. 2004; Salvi & Lang 2005).

A medida que o processo inflamatério da DP progride, as citocinas

liberadas (TNF-a, IL-1o, IL-1B, IL-6 entre outras) ativam os também os
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mecanismos de reabsorcio ossea, caracterizando a degradagao das estruturas
periodontais com alteragdo do cemento radicular, destruigdo das fibras do
ligamento periodontal e reabsorgao do osso alveolar (Ryan & Golub 2002;
McCauley & Nohutcu 2002).

O tratamento convencional da periodontite inclui a remogéo mecénica do
célculo e biofilme dental por meio da instrumentagao radicular utilizando
instrumentos manuais e/ou ultra-sénicos, associado a uma correta orientagao de
higiene bucal, bem como um programa de manutengéo periodica. Considerando
o papel da resposta do hospedeiro, a possibilidade de se promover alteragoes
ha mesma, frente aos agentes de viruléncia bacterianos, pode ser um
coadjuvante ao tratamento periodontal convencional. Entre 0s objetivos das
terapias para a modulagéo da resposta do hospedeiro esta o blogueio das vias
responsaveis pela degradacdo dos tecidos periodontais, como por exemplo:
citocinas pré-inflamatérias, mediadores envolvidos no processo de reabsorcao
6ssea, producdo excessiva de MMPs (metaloproteinas), metabdlitos do acido
aracdénico e radicais livres (Ryan & Golub 2000; Llavaneras et al. 2001;
Ramamurthy et al. 2002; Buduneli et al. 2004, Dumitrescu 2004; Breivik et al.
2005).

A modulagdo da resposta inflamatéria pode ser combinada com a terapia
periodontal tradicional, com essa finalidade s&o utilizadas drogas de uso local ou
sistémico como antiinflamatoérios nao esteroidais, bisfosfonados e tetraciclinas.
(Ryan et at 2000; McCauley & Nohutcu 2002; Gurgel et al. 2003; Buduneli et al.

2004).

A tetraciclina é um antibiético de amplo espectro, usado no tratamento de
processos infecciosos, inclusive na doenga periodontal, devido a sua capacidade

em inibir a sintese protéica bacteriana. Contudo, novas aplicagdes da tetraciclina
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tém sido estudadas, como por exemplo, a capacidade de bloquear MMPs,
inibicdo da liberacao de citocinas, redugéo da reabsor¢éo éssea, tratamento de
doencas degenerativas do sistema nervoso central, redugéo de radicais livres e
tratamento de neoplasias (Borderie et al. 2001; Ramamurthy et al.2002;
Kirkwood et al. 2008; Saikali & Singh 2003; Holmes et al. 2004; Wang et al.
2005).

Dentro da classe das tetraciclinas estdo incluidas as clorntetraciclina,
oxitetraciclina, demeclociclina, metaciclina, doxiciclina e minociclina. Essas
substancias promovem a remogdo do calcio, que é necessario para a ativagao
das MMPs. Outro mecanismo de atuagdo das tetraciclinas é a inativagdo de
enzimas que ativam as MMPs, redug&o dos radicais livres, bloqueio da secregéo
de proteases lisossomais ¢ modulagéo da fungéo de osteoclastos, incluindo a
inducéo e inibicio da apoptose (Llavaneras et al. 2001; Ramamurthy et al. 2002;
Buduneli et al. 2004; Dumitrescu 2004; Breivik et al. 2005).

O mecanismo de acdo das tetraciclinas na modulagao da resposta
inflamatéria parece ser independente de sua agéo antimicrobiana. Tetraciclinas
modificadas quimicamente (CMT) véem mostrando resultados promissores na
terapéutica associada ao tratamento da doenga periodontal {Khodr & Khalil et al.
2001: Bezerra et al. 2002; Saikali & Singh 2003; Preshaw et al. 2004; Holmes et
al. 2004).

Em estudos com animais, foi possivel verificar em diferentes modelos
experimentais, o papel nas tetraciclinas quimicamente modificadas (CMTs} na
modulacéo de processos inflamatorios. Em dois estudos de Maitra et al. (2003 e
2005) com indugéo de sepsia em ratos, mostraram gue as CMTs promovem uma
redugdo das MMPs-2 e 9, caspase-3 e radicais livres, porém houve um aumento

de inibidores de MMPs (TIMP-1).
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Em modelo experimental de doenga periodontal induzida em ratos, estudos
de Llavaneras et al. (2001), Ramamurthy et al. (2002), Bezerra et al. (2002)
Buduneli et al. (2004), Mavragani et al. (2005), mostraram que as tetraciclinas
promoveram uma inibicdo da reabsorcédo Ossea, modulando a liberagdo de
citocinas, reduzindo a atividade das MMPs e tendo agao pré-apoptética sobre os

osteoclastos.
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Objetivos
Apos o tratamento com dosagem subclinica de doxiciclina e minociclina em
ratos com indugéo de DP por ligaduras, essa pesquisa tem por objetivos:

a) Analisar as alteragbes histologicas e histométricas apés a indugao a
doenca periodontal e tratamento com as tetraciclinas, considerando o epitélio
juncional, tecido conjuntivo, células inflamatérias, fibras e tecido Osseo, através
de métodos qualitativos e guantitativos.

b) Verificar a atividade de osteoclastos pela avaliagdo da presenga da

enzima fosfatase acida tartarato resistente.
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Materiais e Métodos

Foram utilizados 40 ratos (Rattus norvergicus albinus, Wistar, SPF****} com
60 dias de idade, pesando em média 200-270 gramas, provenientes do CEMIB —
UNICAMP. Os mesmos foram divididos em 4 grupos (Tabela 1). A manipulagdo
dos animais seguiu um protocolo de acordo com as recomendacgtes do COBEA
(Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal). O procedimento para anestesia
intraperitonial foi feito utilizando solucio de quetamina (75 mg/kg) e relaxante
muscular xilasina (10 mg/kg). Este estudo foi aprovado em 26 de junho de 2006,
pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da UNICAMP (Protocolo numero
#1037-1).

A indugdo da doenga periodontal foi feita apds a anestesia, com a
colocacdo de uma ligadura com fio de algodao esterilizado (Tex 34 Glace 50 -
Lipasa — Brasil) nos primeiros molares inferiores direito e esquerdo, tomando
cuidado para que o fio penetrasse no sulco gengival, portanto em iniima
proximidade aos tecidos gengivais, ficando o no na regi@o mesial (Bezerra et al.
2002; Achong et al. 2003; Susin & Rosing 2003; Galvao et al. 2003; Benatti et al.
2003; Gurgel et al. 2004). Vinte e quatro horas apés a colocagéo das ligaduras
foi iniciado o tratamento com as drogas doxiciclina e minociclina, sendo entao
administradas por via oral (Bmg/kg) em 0,35ml/300g de doxiciclina (0,5%) e
minociclina (0,5%) em veiculo carboximetilcelulose a 1% (Ramamurthy et al.
2002). Nos grupos controles foram administrados apenas veiculo, sendo que no
controle negativo as ligaduras foram colocadas e retiradas, simulando apenas o
trauma ocorrido durante a colocacgéo. O periodo de avaliagao foi de 30 dias,

sendo o sacrificio feito por decapitagao apds sedagéo prévia com halotano.
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Tabela 1 - Divisao dos animais dentro dos grupos de estudo.

Grupo Nomero F’(eDriZ)Sd)o Tratamento
L 10 30 Sem ligadura + CMC (Controle negativo)
CMC 10 30 Ligadura + CMC (Controle positivo)
Dx 10 30 Ligadura + Doxiciclina
Mn 10 30 Ligadura + Minociclina

Os animais receberam ragdo balanceada e agua ad /ibitum, sendo
mantidos durante todo o periodo experimental em uma sala com temperatura
ambiente (25+3°C) sob ciclo de iluminagéo natural {ciclo claro-escuro) de 12/12

horas, com um numero de 5 animais por gaiola.

Apds o sacrificio, as mandibulas, foram dissecadas e fixadas em formol
tamponado a 10% durante 48 horas e a seguir descalcificadas em solugdo de
citrato de sodio a 20% e acido formico a 30%, trocando-se a solucao a cada 48
horas por 14 dias.

Apdés lavagem por 24 horas em &gua corrente, as pecgas foram
desidratadas (escala gradual de alcool em diferentes concentracGes),
diafanizadas e incluidas em parafina, sendo entao, obtidos cortes seriados de
BUm de espessura (intervalo de 60pm).

Nos cortes incluidos na andlise histologica os molares apresentaram a
camara pulpar claramente identificada e polpa radicular integra. Foram obtidos
cortes seriados sentido mésio-distal, sendo realizadas as coloragdes com
Hematoxilina — Eosina (HE) e Tricrémico de Gomori. As [aminas confeccionadas
com estes cortes foram utilizadas para avaliagdo do epitélio juncional, tecido
conjuntivo, infiltrado inflamatdrio, fibras e tecido 6sseo (100x).

Para andlise do tecido ésseo foram realizadas mensuragées (mm) da

jungdo cemento esmalte (JCE) até a crista dssea (aumento de 40x) nas faces
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mesial e distal. A contagem de polimorfonuclear (PMN), mononuclear (MN) e
fibroblasto (F) foi realizada em dez laminas coradas por HE, para cada grupo
experimental em um aumento final de 400x.

Todas as medidas histométricas foram realizadas com o software para a
analise digital (Image Pro Plus® Version 4.5.0.29, Media Cybernetics, Silver
Spring, MD, USA). As medidas foram tomadas em triplicada para cada corte,
com o mesmo examinador sem conhecimento a que grupo a amostra pertencia.
Antes das analises histométricas, foram realizados exames em dois momentos

distinto das analises.

[ Limoge:Pio plus - Vermelho 2110 1pa (1 1),

SHE»CSRA=2800cavae fikisHBEYnl «BALLEBES

_'_Il-'i-n'-'u-lhn_.'u|_|.pp-1;: ]

Feshess | Mpasesments | Input/Duput | Opbons | Advarced

Arsa Length
BEENTE] 0 4080z

i, 4
OB ot it o st e revem e [ |

Figura 1- Aspecto da analise pelo software ImageTool Pro.

A andlise da fosfatase acida tartarato resistente (TRAP), uma enzima
lisossémica presente em osteoclastos que permite a identificacédo da atividade
dessas células. Osteoclastos ativos sdo definidos pela presenca de ceélulas
TRAP — positivas na superficie éssea. Apds a remocgao da parafina dos cortes

(xileno e alcool), as amostras foram incubadas por 2 horas com solucdo tampéao
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de tartarato em temperatura ambiente e em seguida aplicado o substrato de
fosfatase acida. As amostras foram lavadas com agua destilada por 1 minuto e
em seguida realizada a contra coloragdo com verde de metila 1% por 30
segundos em tampao fosfato citrico a 0,1M. As laminas foram lavadas trés vezes
com agua destilada por 1 minuto cada. O resultado permitiu a visualizacao de
osteoclastos Trap-positivos com o nucleo corado em vermelho. O nimero de
osteoclastos Trap-positivos na superficie 6ssea foram contados em toda a
extensao da area da furca com o auxilio do software Image Pro Plus®, sendo
calculada a média para cada animal. As contagens foram tomadas em triplicada
para cada corte, com o mesmo examinador sem conhecimento a que grupo
pertencia a amostra. Foram realizados exames em dois momentos distintos com

intervalo de uma semana a fim de testar a reprodutibilidade.
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Figura 2- Aspecto da analise do epitélio juncional pelo software ImageTool Pro.



Analise dos dados

A reprodutibilidade dos dados para as variaveis quantitativas foi obtida
por meic do procedimento de Bland & Altman (1999), verificando se a
reprodugace dos dados que se encontravam dentro dos limites de concordancia.
As analises foram conduzidas sempre pelo mesmo pesquisador.

Para anadlise estatistica dos dados foi utilizado ANOVA de um criterio
(one way ANOVA). Previamente a aplicagdo do teste estatistico, foi testada, a
normalidade dos dados (teste de Shapiro-Wilks) e a equivaléncia das variancias
(teste de Levene). O nivel de significdncia adotado foi de 5% (¢=0,05).

Todos os calculos foram realizados com os programas estatisticos SPSS
(Statistical Package for the Social Science} versao 11.5.1 (SPSS Inc Chigaco

lllinois USA) e Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego CA — USA).
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Resultados
Um animal do grupo L foi perdido durante o experimento. A analise da
reprodutibilidade dos dados (histometria e contagem de células) mostrou que

estas se encontravam dentro dos limites de concordancia (Figura 3).

O resultado da andlise histométrica {distancia entre a crista dssea e
juncdo cemenio esmalte) mostrou que o grupo L apresentou a maior medida
(0,7310,22-mm) e a menor medida foi observada no grupo C (0,29+0,09mm) 0s
grupos Dx e Mn apresentaram médias semelhantes (0,46+0,177mm e
0,49+0,17mm respectivamente), sendo encontradas diferencas significativas

{(p<0,001) entre o grupo L e todos os demais (Figura 4).

A contagem de PMN mostrou-se maior no grupo L (19,9+4,9%) e menor
no grupo C (3,8+3%). Os grupos Dx e Mn mostraram 14,0+8,3% e 10,7+5,9%
respectivamente, sendo encontradas diferencas significativas (p<0,05) entre o

grupo C e todos os demais (Figura 5A).

A contagem percentual de MN e F ndo mostram diferengas significativas

{(p>0,05) entre os grupos (Figura 5B e 5C).

A contagem de percentual de osteoclastos foi maior no grupo L
(6,4x1,9%) e Mn (5,2+1,6%} e menor nos grupos C (2,7+1,2%) e Dx (3,8+2,2%),
sendo encontradas diferencgas significativas (p<0,05) entre o grupo L com os

grupos C e Dx, e entre os grupos C e Mn (Figura 5D).

As caracteristicas histoldgicas mostraram que os grupos L, Dx e Mn
apresentaram epitélio juncional longo com formagédo de cristas epiteliais e
ruptura na porcdo apical. Infitrado inflamatério foi observado nas areas
subjacente ao epitélio juncional na maioria dos cortes analisados. No grupo C o

epitélio juncional encontra-se intacto com uma conformagfo normal e um
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discreto infiltrado inflamatério subjacente. Em relagao ao tecido conjuntivo, foi
observada no grupo L, grande quantidade de vasos sanguineos, sendo possivel
observar reabsorcao do 6sseo alveolar e cemento radicular, caracterizado perda
de insercdo periodontal e em alguns cortes foram observados sequestros
dsseos. Caracteristicas semelhantes foram observadas nos grupos Dx e Mn,
porém em menor intensidade. O grupo C apresentou caracteristicas histologicas
de normalidade com pequena reabsorgdo Ossea e cementaria, o ligamento
periodontal encontra-se integro em quase toda sua extensao. Presenca de placa
bacteriana foi observada em varios cortes analisados principalmente nos grupos
experimentais. Algumas  caracteristicas  histologicas analisadas sao

apresentadas na Figura 6.
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Figura 3- Reprodutibilidade intra-cxaminador das avaliacOes apos duas andlises em
momentos distintos. Método de Bland & Altman. (3A) Perda dssea (jungio
cemento esmalte- crista 6ssea alveolar; (3B) Contagem de células mononucleares;
(3C) Contagem de polimorfonucleares; (3D) Contagem de fibroblastos ¢ (3E)
Contagem de osteoclastos. Para reprodutibilidade ficou dentro dos limites de
concordancia.




1.0-

1T}
£ *x
—
[ ] M- —I_
i
L&)
_EHB.E-
- E -1
= E
27 04
=
= D.2-
=
=
n.E T L}
L ] C

Figura 4- Média e desvio padrao da perda 6ssea em mm? apos 0s
diferentes tratamentos. L- ligadura (controle positivo); Dx- ligadura +
doxiciclina; Mn- ligadura + minociclina e C- sem ligadura (controle
negativo). Diferengas significativas entre os grupos (p<0,0001-
ANOVA). (*) diferencas significativas entre todos os grupos p<0,01

(p6s teste Tukey).
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Figura 5- Contagem percentual das células (média e erro padrao) ap6s o periodo
experimental. L — ligadura (controle positivo); Dx- ligadura + doxiciclina; Mn- ligadura +
minocicllina e C- sem ligadura (controle negativo). (5A)- Polimorfonuclear: (*) p<0,05 com
todos os grupos; (**) p<0,01 com Mn. (5B)- Mononuclear. (p=0,0817 -ns). (5C)-
Fibroblasto (p=0,6633- ns). (5D) Osteoclasto: (#) p<0.05 com L e Mn; (##) p<0,05 com Dx.
Anova and Tukey post hoc test.



Figura 6- Fotomicrografias ilustrando as caracteristicas histologicas e histoquimicas
observadas. (6A)- Reagao tecidual a ligadura (L) observa-se o epitélio oral (EO) e sulcular

(ES) integros, no epitélio juncional (EJ) apresenta-se com aumento na sua extensao com
ruptura na porgao apical, com um inflitrado (IF) subjacente. O tecido conjuntivo (TC) com
inimeros vasos sanglineos. (6B)- Ligamento periodontal (LP) mostrando a organizagao das
fibras, reabsorcdo do osso alveolar (OA) na porgao mais cervical. (6C)- Reabsorcao do
cemento radicular (C) e dentina radicular (D). (6D)- Area de reabsorcao da crista dssea
alveolar (OA). (6E)- Perda de insercao na area de furca, observa-se a presenca de placa
bacteriana (PL) com infiltrado inflamatério subjacente (IF). A por¢ao cornario do osso
alveolar (OA) na regiao da furca apresenta reabsorgao. E possivel observar sequestro
6sseo (*). (6F)- Coloragéo histoquimica para fosfatase acida tartarato resistente (TRAP),

células TRAP positivas sugerindo osteoclastos (O).
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Discussao e Conclusao

A metodologia empregada nessa pesquisa para a indu¢ao da doenga
periodontal (DP) em ratos esta bem estabelecida na literatura (Brevik et al 2005,
Bezerra et al 2002). O irritante gengival, representado pela ligadura, foi utilizado
para que houvesse acumulo do biofilme bacteriano e consequentemente, o
desenvolvimento da DP. A op¢éao desta técnica ocorreu pela confiabilidade que
apresenta na indugao da doenga periodontal. Ao contrario de alguns estudos da
literatura (Galvao et al 2003, Susin & Rosing 2003), esse trabalho optou por
colocar ligaduras nos primeiros molares esquerdo e direito, pois ligadura em
apenas um dos lados pode interferir no padrao de mastigagéo, influenciando a
caracteristica da reabsorcio éssea (Llavaneras et al 2001, Ramamurthy et al
2002). Segundo Dumitrescu et al. 2004, a colocagéo de ligaduras em apenas um
dos lados faz com que o animal mastigue mais do lado em que a ligadura nao foi
colocada, provocando assim reabsorgdo dssea, pela retencdo de ragdo efou

serragem.

O tratamento convencional da periodontite inclui a remogéo mecénica do
cailculo e biofilme dental por meio da instrumentagdo radicular. A resposta do
hospedeiro, também deve ser considerada relevante para o resultado final do
tratamento, assim sendo, pesquisa tém direcionado para terapias de modulagédo
da resposta do hospedeiro (Ryan & Golub 2000; Llavaneras et al. 2001,

Ramamurthy et al. 2002; Buduneli et al. 2004, Dumitrescu 2004; Breivik et al.

2005; Mavragani et al.2005).

A modulagdo da resposta inflamatéria pode ser combinada com a terapia
periodontal tradicional, com essa finalidade séo utilizadas drogas de uso local ou
sistémico como antiinflamatérios ndo esteroidais, bisfosfonados e tetraciclinas.

(Ryan et al 2000; McCauley et al 2002; Gurgel et al. 2003; Nguyen et al. 2003;
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Maitra et al. 2003; Buduneli et al. 2004). As tetraciclinas tém mostrado atividade
em bloguear MMPs, inibir liberacdo de citocinas e reduzir reabsorcao ossea

{Borderie et al. 2001; Ramamurthy et al.2002; Nguyen et al. 2003).

A doxiciclina € minociclina sdo drogas da classe das tetraciclinas, essas
substancias promovem a remocéo do cdlcio, que é necessario para a ativagéo
das MMPs, blogueiam a secrecéo de proteases lisossomiais € modulagdo da
funcado de osteoclastos. O mecanismo de agéo das tetraciclinas na modulacio
da resposta inflamatéria parece ser independente de sua agao antimicrobiana

(Bezerra et al. 2002; Preshaw et al. 2004).

No presente trabalho foram aplicadas doses subclinicas de doxiciclina e
minociclina 24h apés a colocagéo de ligaduras em ratos com o objetivo de
avaliar as alteragdes histoldgicas, histométricas e histoquimicas. A dosagem de
doxiciclina e minociclina utilizada foi de 6mg/Kg, essa foi baseada no trabalho de
Ramamurthy et al. 2002, sendo as drogas administradas diariamente por 30

dias.

O resultado da analise histométrica {distancia entre a crista dssea e jungao
cemento esmalte) nas faces mesial e distal mostrou que o grupo L (ligadura +
carboximetilcelulose) apresentou a maior medida e a menor medida foi
observada no grupo C (Sem ligadura) os grupos Dx (Ligadura + doxiciclina) e Mn
(Ligadura + minociclina) apresentaram médias semelhantes, reduzindo a perda
éssea quando comparados com o grupo C. Esses resultados foram semelhantes
aos encontrados por Bezerra et al 2002, Menezes et al 2005, Liavaneras et al
2001, Ramamurthy et al 2002, no entanto, esses autores realizaram a
mensuracio da perda 6ssea considerando a jungdo cemento esmalte a crista
6ssea e amostras de mandibulas e maxilas apés a remogao do tecido gengival

em lupa esteroscopica. Esse método considera as medidas nas faces linguais.
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No presente estudo, andlise histométrica, foi realizada verificando a perda 6ssea
apenas nas faces proximais. Mesmo assim, apesar da perda 6ssea encontrada
nos estudo citados terem maiores as encontradas nessa pesquisas, foi possivel

observar que as tetraciclinas tiveram potencial de inibir a reabsorcao éssea.

O processo inflamatdrio observado na doenga periodontal, pela presenca
constante do biofilme bacteriano, caracteriza-se por elementos celulares
presentes nos processos agudos e cronicos. Assim sendo & possivel observar
neutrdlilos (PMN), macréfagos, células mononucleares (MN) e fibroblastos (F).
Desta forma a reacéo inflamatoria pode ser quantificada pela contagem destes
elementos celulares. A contagem percentual de PMN foi maior no grupo L
(ligadura + carboximetilcelulose), sendo menor no grupo C. Os grupos tratados
com as drogas tiveram o percentual de PMN maior que o controle sem ligadura,
porém menor que o grupo L, apesar das diferencas estatisticas terem sido
observadas apenas para o grupo tratado com minociclina. Desta forma, pode-se
perceber pelos resultados, que as tetraciclinas foram capazes de reduzir o
numero de PMN e consequentemente a resposta inflamatdria, bem como a
reabsorgédo 6ssea. Estudos com diferentes culturas de células tém demonstrado
os diferentes mecanismos pelos quais as tetraciclinas poderiam modular a
reposta inflamatéria, reduzindo a liberacao de citocinas e radicais livres (Wang et

al 2005, Kirkwood et al 2003).

A contagem percentual de MN n&o apresentou diferenga significativa entre
0s grupos, isso se deve provavelmente a grande variagdo encontrada nos
dados, no entanto, essa foi menor no grupo L, denotando um processo
inflamatorioc com caracteristicas aguda, visto que o elemento celular
predominante foi o PMN. Nos grupos tratados com doxiciclina e minociclina, foi

possivel encontrar um percentual maior de MN, caracterizando uma resposta
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crénica. No grupo C {sem lingadura) também foi encontrado alto percentual de
MN, isso pode ser devido ao fato que roedores também pode apresentar doenca
periodontal natural e até mesmo devido a presenga de fatores irritantes como a
serragem gue pode ficar impactada entre os dentes gerando assim a resposta
inflamatoria e conseqliente perda de inser¢ao periodontal (Bjérnsson et al 2003).
Por sua vez, a contagem de F nao apresentou diferenc¢a significativa entre os
grupos, mostrando que os processos regenerativos (tecido gengival} ocorrem de
forma simultdnea aos inflamatorios. Desta forma, as tetraciclinas parecem nao

interferir com o numero de fibroblastos presentes.

O numero percentual de osteoclastos, identificados pelo método
histoquimico TRAP foi maior para o conirole positivo, sendo as diferengas
significativas com os grupos tratados com doxiciclina e minociclina, bem como o
grupo controle sem ligadura. Esses resultados mostram que os grupos tratados
com as tetraciclinas, apesar de apresentarem um ndmerc percentual de
osteoclastos maior em relagéo a grupo controle sem ligadura, forma capazes de
reduzir 0 numero destas células na doenga periodontal induzida. Esses
resultados estéo de acordo com outros relatos na literatura, como os estudos de
Kirkwood et al 2003 e Holmes et al. 2004 que mostram que essas drogas
promoveram uma inibigdo da inibig&o na liberagéio de citocinas e um efeito pré-

apoptotico em osteoclastos.

A analise qualitativa mostrou que o grupo L, Dx e Mn apresentavam ruptura
do epitélio juncional na porgéo apical com um infiltrado inflamatorio subjacente.
No entanto, essa caracteristica foi mais evidente no grupo L. O grupo C
apresentava o epitélio juncional intacto na maioria das amostras analisadas.
Esses resultados foram semelhantes aos encontrados em outros estudos

(Galvao et al 2003, Susin & Rosing 2003, Benatti et al 2003, Brevik et al 2005).
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Foi observar reabsorgédo do 6sseo alveolar e cemento radicular, caracterizando
perda de insergdo periodontal e em alguns cortes foram observados seqlestros
4sseos. Caracteristicas semelhantes foram observadas nos grupos Dx e Mn,
porém em menor intensidade. O grupo C apresentou caracteristicas histologicas
de normalidade com pequena reabsorgo dssea e cementaria, o ligamento
periodontal encontra-se integro em quase toda sua extensé&o. Caracteristicas
histolégicas semelhantes foram observadas em outros estudos com metodologia

semelhante (Dumitrescu et al 2004. Galvéo et al 2003. Gurge! et al 2004).

Dentro dos limites da presente pesquisa, pode se concluir que tanio a
doxiciclina quanto a minociclina apresentam potencial de reduzir a resposta
inflamatoria e conseqilente reabsorgio Gssea na doenga periodontal induzida
em ratos, porém novos estudos so necessarios para estabelecer por quais as
vias essas drogas podem reduzir o processo inflamatério e a reabsorgao 6ssea

na doenca periodontal induzida por ligaduras em ratos.
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