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ESTRESSE OXIDATIVO SISTEMICO EM CAES COM DOENGA

PERIODONTAL

RESUMO - A doencga periodontal (DP) € a patologia mais comum da cavidade
oral em céaes € inflamatdria, crénica e infecciosa, sendo responsavel pela
producao de espécie reativa de oxigénio (ERO). O excesso de ERO pode levar
a situacdo denominada estresse oxidativo, ou seja, desequilibrio dos oxidantes
e antioxidantes. Foi realizada revisédo sistematica sobre DP e estresse oxidativo
para investigar a hipétese de que na DP canina ha estresse oxidativo e que
este varia com o grau da doenca. Para tal, foram selecionados 22 caes com
DP, todos adultos, de diferentes ragas e sexos. O grupo controle foi constituido
pelos mesmos caes, 30 dias apds o tratamento periodontal, todos sem
quaisquer alteragdes no exame fisico e laboratérial. Para avaliar o estresse
oxidativo foi quantificada a capacidade antioxidante total do sangue (TAC),
antioxidantes plasmaticos, a concentragdo total de oxidante plasmatico (TOC),
o0 indice de estresse oxidativo, o metabolismo oxidativo dos neutrofilos
circulantes (producdo de superéxido pelo teste citoquimico de redugao do
tetrazodlio nitroazul- NBT) e a peroxidagao lipidica plasmatica (concentragao de
espécies reativas ao tiobarbiturico — TBARS). Estudos relacionando o estresse
oxidativo e DP ainda sdo escassos na espécie canina, sendo que humanos
com periodontite apresentavam maior estresse oxidativo comparado ao grupo
controle. O estresse oxidativo na DP canina foi confirmado nas peridontites
(decréscimo de TAC e maior producdo neutrofilica de superéxido), porém tais
alterag¢des nao diferiram quanto ao grau da lesdo e nao foram significativas nas
gengivites. Esta €& provavelmente a primeira evidéncia de que o estresse
oxidativo sistémico ocorre na periodontite canina e que os neutrofilos podem

contribuir para o desequilibrio entre antioxidante e oxidante nesta doenca.

Palavras chaves: espécie reativa de oxigénio, odontologia — veterinaria,

periodontite, oxidantes, antioxidantes.



SYSTEMIC OXIDATIVE STRESS IN DOGS WITH PERIODONTAL DISEASE

SUMMARY - Periodontal disease (PD) is the most common disease of the oral
cavity in dogs is inflammatory, chronic and infectious and is responsible for the
production of reactive species of oxygen (ROS). Excessive ROS can lead to the
situation known as oxidative stress, or imbalance of oxidants and antioxidants.
Systematic review was performed on PD and oxidative stress to investigate the
hypothesis that the canine PD suffers oxidative stress and this varies with the
degree of the disease. To this end, we selected 22 dogs with PD, all adults, of
different races and genders. The control group was made up of the same dogs,
30 days after periodontal treatment, all without any changes in physical and
laboratorial examination. To evaluate oxidative stress was measured the full
blood antioxidant capacity (TAC), plasma antioxidant, the total concentration of
plasma oxidant (OCD), oxidative stress index, oxidative metabolism of
circulating neutrophils (superoxide production by cytochemical test of reduction
of nitroblue tetrazolium - NBT) and plasma lipid peroxidation (concentration of
thiobarbituric reactive species - TBARS). Studies linking oxidative stress and
PD are still rare in dogs, and humans with periodontitis has more oxidative
stress compared to the control group. Oxidative stress in dogs PD was
confirmed in peridontites (TAC decrease and increased neutrophil superoxide
production), but these changes did not differ as to the degree of injury and were
not significant in gingivitis. This is probably the first evidence that systemic
oxidative stress occurs in canine periodontitis and that neutrophils may

contribute to imbalance between antioxidant and oxidant in this disease.

Key words: reactive oxygen species, veterinary dentistry, periodontitis,

oxidants, antioxidants.
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CAPITULO 1 - CONSIDERAGOES GERAIS

1 CONTEXTUALIZACAO DO PROBLEMA

A doenga periodontal (gengivite e periodontite) € um disturbio
inflamatorio do periodonto que afeta 80% da populagdo canina (RIGGIO et al.,
2011). Respostas inflamatérias e imunoldgicas estimuladas pela presenga de
bactérias patogénicas no ambiente periodontal podem gerar um aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) em tecidos adjacentes
(PAVLICA et al., 2004).

A producao de ERO é essencial no mecanismo de defesa do hospedeiro
contra agentes patogénicos bacterianos (BALTACIOGLU et al.,, 2014a). O
papel das ERO depende de sua concentragcdo e niveis baixos podem ter
fungbes fisioldgicas (SILVA-BOGHOSSIAN et al., 2009). Quando néo
neutralizada por sistemas antioxidantes, as ERO tém potencial para causar
danos significativos e prejudicar uma grande variedade de moléculas
bioldgicas, incluindo lipidios, proteinas e DNA, contribuindo também para o
estresse oxidativo (BALTACIOGLU et al., 2014a).

O aumento na producao de ERO pode contribuir para a ocorréncia do
estresse oxidativo (BALTACIOGLU et al., 2014a), ou seja, desequilibrio entre
oxidante e defesa antioxidante (KONOPKA et al., 2007). O soro, plasma, saliva
e fluido crevicular gengival (FCG) podem ser utilizados para quantificar o
estresse oxidativo na doenga periodontal.

Embora a periodontite seja a doenga mais comum em caes, ha poucos
estudos nesta espécie que relacionem esta patologia com o estresse oxidativo.
A fim de esclarecer esta duvida, este trabalho objetivou-se confirmar as
hipéteses que caes portadores de doencga periodontal apresentam maior
estresse oxidativo e se este estresse diminui depois do tratamento periodontal,

além de comparar estes dados com o de humanos.
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2 PESQUISA BIBLIOGRAFICA

Em busca de evidéncias para avaliar o efeito do estresse oxidativo na
doencga periodontal canina foi realizada uma revisao sistematica em dois
bancos de dados: Pubmed e Portal de Pesquisa da Capes. As perguntas para
a realizacado da revisao foram estruturadas com trés elementos conceituados
na medicina baseada em evidéncias, conforme preconizado por Castro (2001):

Pergunta 1: Existe estresse oxidativo em cdo com doencga periodontal?
Utilizando pra isso a situagdo: dog; intervencdo: periodontitis; desfecho:
oxidative stress. Tal pergunta gerou a seguinte estratégia para busca de dados
no Pubmed: (((periodontal disease OR periodontitis) AND antioxidant [Title] OR
oxidative stress [Title]) AND dog [MeShTerms]). A busca resultou em trés
trabalhos, sendo apenas um deles selecionado por atender aos objetivos
propostos.

Pergunta 2: O tratamento periodontal altera o estresse oxidativo na
doenca periodontal em caes? Utilizando para isso a situagédo: dog; intervengéo:
periodontal treatment; desfecho: oxidative stress. Tal pergunta gerou a seguinte
estratégia para busca na base de dados: (((periodontal treatment) AND
oxidative stress) AND dog). A busca resultou em dois trabalhos, sendo que
apenas um deles foi utilizado por também atender aos objetivos propostos. As
duas estratégias de busca tiveram limites estipulados para artigos publicados
nos ultimos dez anos na lingua inglesa.

Devido a escassez de artigos relacionados a caes a revisao foi
expandida para os humanos e a pergunta gerou trés estratégias de busca:

a) (periodontitis[Title] OR periodontal disease [Title]) AND oxidative
stress|[Title]

b) (periodontitis[Title] OR periodontal disease [Title]) AND antioxidant[Title]

c) ((periodontitis) OR periodontal disease) AND nbt

Foram utilizados os mesmos limites, sendo que a busca resultou em 13,
18 e quatro trabalhos respectivamente, destes somente nove foram

selecionados.
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A revisdo foi expandida para outros bancos de dados: Portal de
Pesquisa da Capes gerando a seguinte estratégia: periodontitis OR periodontal
disease AND oxidative stress OR antioxidant OR oxidant considerando os
artigos publicados nos ultimos dez anos e foram selecionados cinco artigos que
atenderam os critérios.

Foram utilizados para esta revisdo um total de 12 artigos, sendo
incluidos na revisdo todos os artigos em caes e apenas os estudos em
humanos que tenham quantificado: capacidade antioxidante total (TAC),
concentracdo de oxidante total (TOC) e peroxidagéo lipidica plasmatica
(TBARS). Foram excluidos todos os trabalhos em que a doenga periodontal
estava relacionada a outras doencas/alteracbes, como diabetes, artrite,
obesidade, sindrome metabdlica, aterosclerose, fumantes, menopausa e
gravidez. Além de artigos de revisao de literatura ndo sistematizada e relato de

casos. O periodo da pesquisa bibliografica se estendeu até o dia 11/05/15.

3 O ESTRESSE OXIDATIVO EM CAO E HUMANOS COM DOENGA
PERIODONTAL

Os agentes patogénicos bacterianos presentes na placa bacteriana sao
os principais causadores da doencga periodontal, sua presenga estimula
neutrofilos a produzirem maiores quantidades de ERO (THOMAS et al., 2014).
Por sua vez, estas substancias tém a capacidade de destruir o agente
patogénico, mas em excesso também danificam o tecido adjacente (SCULLEY;
LANGLEY-EVANS, 2003). O estresse oxidativo €& definido como um
desequilibrio entre a producédo de ERO e as defesas antioxidantes (BULLON et
al., 2009).

O estresse oxidativo em pacientes humanos com doenga periodontal
tem sido objeto de varias investigagcbes (Tabela 1), porém até o momento um
unico estudo foi encontrado em caes avaliando apenas um biomarcador de

estresse oxidativo: TAC. Neste estudo a TAC do FCG de cades com
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periodontite avangada diminuiu e no soro correlacionou-se negativamente com
o grau de inflamag&o gengival (PAVLICA et al., 2004). Mesmo trabalhos em
humanos mensuraram apenas antioxidantes (CHAPPLE et al., 2007;
KONOPKA et al, 2007; KONUGANTI et al., 2012; ZILINSKAS et al.,
2007),enquanto que outros, somente as substancias oxidantes (AKALIN et al.,
2007, BALTACIOGLU et al., 2014a; DALAI et al., 2013; WEI et al., 2010).

O sistema de defesa antioxidante € muito dindmico e sensivel a
quaisquer alteragdes, ocorrendo em equilibrio redugao-oxidagao, sendo assim
os principais reguladores e neutralizadores de ERO no organismo.
(PENDYALA et al, 2008). Mesmo com metodologias variadas, houve
diminuicdo na TAC em humanos com periodontite (Tabela 1). Estes dados
estao de acordo com a literatura, pois estas substancias s&o responsaveis pela
protecdo contra os radicais livres através da remoc¢do dos oxidantes ou
reparando os danos causados pelas ERO (ABOU SULAIMAN; SHEHADEH,
2010). A diminuicdo do TAC nao foi observada no estudo em cdo, onde
somente no GCF se encontrava diminuido (PAVLICA et al., 2004). A diferenca
encontrada pode ser divergente devido a espécie e pelo tipo de classificagdo
da doenca periodontal, pois em um trabalho em humano foi utilizado a mesma
metodologia mensurando a TAC (randox) e uso de soro (KONOPKA et al.,
2007).

Quanto a mensuragdo de TOC na periodontite, nenhum artigo foi
encontrado na espécie canina, sendo que em humanos todos apresentaram
aumento no grupo periodontite na analise em soro (Tabela 1). Em trés variaveis
estudadas (soro, saliva e FCG) verificou-se que a TOC foi maior na periodontite
humana (AKALIN et al., 2007; WEI et al., 2010), pode sugerir que ha aumento
de oxidantes tanto no local afetado quanto de forma sistémica.

Quando as ERO interagem com acidos graxos poliinsaturados da
membrana ou lipoproteinas induzem o processo de peroxidagado lipidica
plasmatica. Um aumento na quantidade de radical hidroxila, um derivado de
radicais livres, faz com que ocorra um excesso de producdo de malondialdeido

(MDA) que é um produto final da peroxidagao lipidica. O MDA ¢é o principal e o
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produto mais estudado da peroxidagdo dos acidos graxos poliinsaturados que
pode ser utilizado no estudo do estresse oxidativo (AKALIN et al., 2007).
Porém nao ha trabalhos em caes, ja em humanos ha um numero limitado de
estudos investigando os niveis de TBARS plasmatico, sendo que foram
divergentes nos seus achados: alguns observaram auséncia de alteragbes
(AKALIN et al., 2007, BALTACIOGLU et al., 2014b; WEI et al., 2010) outros
com aumento na periodontite (DALAI et al., 2013). A diferenga encontrada na
revisao pode ser devido a metodologia, pois 0s que nao encontraram alteragao
utilizaram alto desempenho do método de cromatografia liquida (HPLC),
enquanto o unico que teve aumento no grupo periodontite utilizou o método do
acido tiobarbiturico, sendo que todos utilizaram soro (Tabela 1).

Observou-se que ha diversas metodologias para verificar o estresse
oxidativo, sendo que o método mais fiel € utilizar um conjunto de exames e
relaciona-los. A alteracdo de um marcador isoladamente pode ndo ter um
resultado fidedigno de estresse oxidativo, pois pode mascarar o resultado do
outro parametro. Desta forma o indice de estresse oxidativo € um novo
parametro sugerido para mostrar o nivel de estresse nas doengas sistémicas,
considerado mais vantajoso na determinagcdo do estresse oxidativo em
comparagao a outros parametros (BALTACIOGLU et al.,, 2014b). Este
marcador proposto por Aycicek et al. (2005) é mensurado com a relagéo
TOC/TAC, sendo um marcador mais sensivel, porém apenas um estudo em
humanos na periodontite foi encontrado. Neste estudo verificou 0 aumento do
indice de estresse oxidativo demonstrando que a relagdo TOC/TAC pode ser
utilizada como um parametro de diagnodstico para determinar a gravidade e a
atividade da doencga periodontal (BALTACIOGLU et al., 2014b).

Em relacdo a classificacdo da doencga periodontal, verificou-se que
apenas o trabalho em céaes utilizou um grupo gengivite, porém n&o teve grupo
controle (PAVLICA et al., 2004) e a maioria da literatura em humanos
empregou a periodontite cronica (AKALIN et al., 2007; BALTACIOGLU et al.,
2014a; BALTACIOGLU et al., 2014b; CHAPPLE et al., 2007; KONOPKA et al.,
2007; KONUGANTI et al., 2012; WEI et al., 2010; ZILINSKAS et al., 2007). A
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falta de um grupo controle no estudo de Pavlica et al. (2014) e de um oxidante
nao permite concluir se tal diminuigdo da TAC seja ou ndo resultante de uma
diminuicdo do consumo de antioxidante devido ao declinio da TOC plasmatico
apos o tratamento periodontal.

Portanto maiores estudos com o tema proposto mostram-se necessarios
para comprovar a relagado do estresse oxidativo com a doenga periodontal em
caes, ja que estudos nesta espécie se mostraram escassos. Entretanto em
seres humanos observou-se que a periodontite esta diretamente ligada ao
estresse oxidativo, porém faltam trabalhos mais completos.

Com o intuito de verificar o desenvolvimento de estresse oxidativo
decorrentes da DP e estabelecer uma correlagdo com a importancia para a
clinica de pequenos animais, objetivou-se a realizacdo desta revisao
sistematica. Assim, sendo foi possivel verificar que a DP humana esta
relacionado com maior risco de desenvolver outras doencas inflamatorias
sistémicas cronicas, como doencgas cardiovasculares e diabetes (D’AIUTO et
al., 2010). Porém, faz-se necessarias mais pesquisas na espécie canina, a fim
de elucidar a importancia e o mecanismo de ac¢ao destes achados na medicina

veterinaria.
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Tabela 1 — Resumo dos estudos sobre o estresse oxidativo na doenca
periodontal de caes e humanos

Referéncias Espécie N Parametros Metodologia Outros
parametros
Pavlica et al. Céo (poodle 22 gengivite TAC sem Randox ITAC (FCG)
(2004) toy e 40 periodontite diferenca
miniatura) precoce estatistica
22 periodontite (soro)
avancada
Baltacioglu et al. Humano 30 Periodontite 1TOC (soro) Erel (2005) 1TOC (FCG)
(2014) a cronica e 30 Reabsorcao
agressiva
generalizada
Baltacioglu et al. Humano 33 periodontite 1TOC (soro) Erel (2004 e 1TOC (saliva)
(2014) b cronica e 35 L TAC (soro) 2005) 1TBARS (saliva)
agressiva 1TOC /TAC HPLC
generalizada TBARS sem
diferencga
estatistica (soro)
Dalai et al. Humano 16 periodontite 1TBARS (soro) | método do acido | |[TBARS (saliva)
(2013) estagio | estagio | em tiobarbitarico no estagio Il que |
16 periodontite relagdo ao histopatologia
estagio Il controle
|TBARS (soro)
no estagio Il que
|
Konuganti et al. Humano 15 periodontite ITAC (sangue NBT
(2012) cronica total)
D’Aiuto et al. Humano 145 periodontite 1 TOC (soro) D-ROM
(2010) severa L TAC (soro) BAP
Wei et al. (2010) Humano 48 periodontite 1TOC (soro) Erel (2005) 1SOD (soro,
cronica TBARS sem HPLC salivae FCG) e
diferenca TOC (FCG e
estatistica saliva)
(soro) 1TBARS (FCG)
Akalin et al. Humano 30 periodontite 1 TOC (soro) Erel (2005) 1TBARS (FCG e
(2007) cronica TBARS sem HPLC saliva) e TOC
diferenca (saliva e FCG)
estatistica (soro)
Chapple et al. Humano Periodontite | TAC (soro) ECL |VitaminaC e
(2007) cronica (1567 bilirrubina
leve e 609
severa)
Zilinskas et al. Humano 16 periodontite I TAC (sangue NBT
(2007) cronica total)
Konopka et al. Humano 56 periodontite I TAC (soro) Randox 18-OHdG
(2007) (26 agressiva e

30 crdnica)

BAP - Potencial antioxidante e bioldégico; D-ROM (Diacron) — Metabolitos reativos de oxigénio; FCG-
Fluido crevicular gengival; ECL- Quimioluminescéncia aumentada; HPLC — Alto desempenho do método
de cromatografia liquida ;NBT- Teste de reducédo do nitroazul de tetrazdlio, TAC — Capacidade de
antioxidante total; TBARS - Peroxidagao lipidica plasmatica; TOC — Concentragdo de oxidante total ; 8-
OHdG- 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine
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4 O ESTRESSE OXIDATIVO EM CAO E HUMANOS ANTES E APOS O
TRATAMENTO PERIODONTAL.

Ha poucos estudos sobre a eficacia do tratamento periodontal em caes e
humanos a literatura € escassa e os mesmos sado divergentes em relagao ao
tempo preconizado na avaliagdo apos o tratamento (Tabela 2). No unico
trabalho em caes, os autores verificaram que nao houve correlagdo entre a
severidade da doenga e o marcador de estresse (oxido nitrico), utilizando como
delineamento a analise de dois meses apos o tratamento periodontal. Nao
houve diferenga significativa nos niveis plasmaticos de nitritos/nitratos no
plasma (NOx) no interior de cada grupo ou entre os grupos antes e apos o
tratamento , mas um aumento significativo nos niveis plasmaticos de NOx foi
observado no grupo da periodontite avangada, depois do tratamento. Como
nao ha outros estudos similares sobre a eficacia da terapia periodontal em caes
e tampouco valores de referéncias para os marcadores de estresse oxidativo
para fins de comparacao, outras investigacbes sdo necessarias para melhor
avaliar o estresse oxidativo.

Em seres humanos, uma unica sessao de tratamento periodontal pode
desencadear uma resposta inflamatéria aguda e niveis de estresse oxidativo
transitorios (D’AIUTO et al., 2004; NEMEC et al., 2013), tal caracteristica pode
ser verificado no trabalho de D’Aiuto et al. (2010) em que houve aumento do
TOC no primeiro, terceiro e sétimo dia pés tratamento e diminuicdo do TAC no
primeiro dia. Ha evidéncia em humanos que ha alteracdo nos marcadores do
estresse oxidativo depois do tratamento periodontal com a diminuicdo de TOC

no soro 16 semanas ap6s o tratamento (WEI et al., 2010).
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Tabela 2 — Resumo dos estudos sobre os biomarcadores de estresse
oxidativo em relagao ao tempo de avaliagdo apds o tratamento periodontal

Referéncias Espécie N Avaliagao do Parametros Outros
tratamento parametros
periodontal

Nemec et al. Céo 8 gengivite 2 semanas TNOx (plasma)

(2012) 14 periodontite no grupo
moderada periodontite

10 periodontite avancgada,

avancgada depois do

tratamento

D’Aiuto et al. Humano 141 periodontite 1,3,5,7e30 | 1TOC (D-ROM

(2010) severa dias — soro) no dia
1,3e5
I|TAC (BAP —
soro) no dia 1
Wei et al. (2010) | Humano 48 periodontite 16 semanas I TOC (soro- 1SOD (soro,
crbnica Erel, 2005) saliva e GCF) e
TOC (GCF e
saliva)
LTBARS (GCF)

BAP - Potencial antioxidante e biolégico; CGF- Fluido creviculargengival ;D-ROM (Diacron) — Metabolitos
reativos de oxigénio; NOx- nitritos/nitrato no plasma; SOD- superdxido dismutase; TAC — Capacidade de
antioxidante total; TBARS - Peroxidagao lipidica plasmatica; TOC — Concentragao de oxidante total

5 CONCLUSAO

Na doenga periodontal humana, porém ndo na espécie canina, o
estresse oxidativo esta bem caracterizado. Porém ndo podemos confirmar a
hipétese em caes, devido a falta de estudos. Ha necessidade de estudos
experimentais que comprovem o estresse oxidativo na doenga periodontal em

caes, levando em consideragdo ao grau da doenca.
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CAPITULO 2 - ESTRESSE OXIDATIVO SISTEMICO EM CAES COM DOENGA
PERIODONTAL

RESUMO - A doenca periodontal (DP) é a inflamagao cronica de origem bacteriana
mais comum da cavidade oral de cdes. Na DP humana, porém nao na canina, esta
bem caracterizado que os neutrofilos produzem espécies reativas de oxigénio com
importante funcao bactericida, que em excesso causam danos ao tecido periodontal e
estresse oxidativo. NOs investigamos a hipotese de que na DP canina o aumento do
estresse oxidativo e ativacdo do metabolismo oxidativo dos neutréfilos e que estas
alteragdes sao proporcionais ao grau da doenca. Para tal, foram selecionados 22 caes
com DP (7 gengivite, 8 periodontite leve, 7 periodontite avancada), todos adultos, de
diferentes racas e sexo. O grupo controle foi constituido pelos mesmos 22 caes, 30
dias apds o tratamento periodontal, todos sem quaisquer alteragcdes no exame fisico,
perfil bioquimico plasmatico e hemograma. Para avaliar o metabolismo oxidativo dos
neutrofilos circulantes foi quantificada a producao de superoxido pelo teste citoquimico

de redugdo do tetrazdlio nitroazul (NBT). Para avaliar o estresse oxidativo foi
quantificada a capacidade antioxidante total do sangue (TAC), os antioxidantes

principais antioxidantes plamaticos (bilirrubina total, acido urico e albumina), a
concentragao total de oxidante plasmatico (TOC) e o indice de estresse oxidativo. A
concentragdo de espécies reativas ao tiobarbiturico (TBARS) no plasma foi utilizada
para estimar a peroxidacao lipidica. O estresse oxidativo na DP canina foi confirmada
nas peridontites (decréscimo de TAC e maior produgédo neutrofilica de superéxido),
porém tais alteragdes nao diferiram quanto ao grau da lesdo e nao foram significativas
nas gengivites. Esta € provavelmente a primeira evidéncia de que o estresse oxidativo
sistémico ocorre na periodontite canina e que os neutréfilos podem contribuir para o

desequilibrio entre antioxidante e oxidante nesta doenca.

Palavras chaves: periodontites, gengivites, indice de estresse oxidativo, antioxidantes.
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SYSTEMIC OXIDATIVE STRESS IN DOGS WITH PERIODONTAL DISEASE

SUMMARY - Periodontal disease (PD) is the most common chronic inflammation of
bacterial origin of the oral cavity in dogs. PD in humans, but not in dogs, is well
characterized that neutrophils produce reactive oxygen species with important
bactericidal function, which in excess causes damage to periodontal tissue and
oxidative stress. We investigated the hypothesis that the canine PD increased oxidative
stress is associated with the activation of neutrophil oxidative metabolism and that these
changes are proportional to the degree of the disease. To this end, we selected 22 dogs
with PD (7 gingivitis, 8 mild periodontitis, 7 advanced periodontitis), all adults, of
different races and gender. The control group was made up of the same 22 dogs, 30
days after periodontal treatment, all without any changes on physical examination,
serum chemistry profile and complete blood count. To assess oxidative metabolism of
circulating neutrophils was measured the superoxide production by cytochemical test
nitroblue tetrazolium reduction (NBT). To evaluate the oxidative stress was measured
the full blood antioxidant capacity (TAC), the main antioxidants, plasmatic antioxidants
(total bilirubin, uric acid, and albumin), the plasma total concentration of oxidant (OCD)
and oxidative stress index. The concentration of thiobarbituric reactive species (TBARS)
in plasma was used to estimate the lipid peroxidation. Oxidative stress in dogs PD was
confirmed in peridontites (TAC decrease and increased neutrophil superoxide
production), but these changes did not differ as to the degree of injury and were not
significant in gingivitis. There was no any significant association between increased
oxidative metabolism of neutrophils and the measured oxidative stress markers. This is
probably the first evidence that systemic oxidative stress occurs in canine periodontitis
and that neutrophils may contribute to imbalance between antioxidant and oxidant in

this disease.

Key words: periodontitis, gingivitis, oxidative stress index, antioxidants.



26

1 INTRODUGAO

A doencga periodontal (DP) é a enfermidade mais comum da cavidade oral de
cées (GORREL, 1998) podendo atingir 80% da populagdo canina (RIGGIO et al.,
2011). A DP é causada por um acumulo de placa bacteriana nas superficies dentarias
(THOMAS et al., 2014) que origina uma acentuada resposta inflamatéria (AKPINAR et
al., 2013).

No local da lesdo periodontal os neutréfilos sofrem ativagdo do metabolismo
oxidativo, gerando espécies reativas de oxigénio (ERO) bactericidas, que em excesso
danificam o tecido infectado (SCULLEY; LANGLEY-EVANS, 2003). Em humanos, na
DP ocorre estresse oxidativo devido ao desequilibrio entre ERO e antioxidantes
(KONUGANTI et al., 2012).

O estresse oxidativo na DP humana é caracterizado pelo aumento sérico da
peroxidacgao lipidica (PANJAMURTHY et al., 2005), concentragdo total de oxidante
plasmatico — TOC (BALTACIOGLU et al.,, 2014a), diminuicdo da capacidade
antioxidante total — TAC (THOMAS et al., 2014) e aumento do metabolismo oxidativo
dos neutrofilos (BHANSALI et al., 2013). O estresse oxidativo na DP tem sido
associado ao maior risco de doencga cardiovascular e diabetes em humanos (D’AIUTO
et al., 2010). Ja na DP canina, o estresse oxidativo foi pouco investigado e nao esta
bem caracterizado. Em caes com periodontite avangada foi observada uma diminui¢cao
da TAC do fluido crevicular gengival e uma correlagdo negativa entre o grau de
inflamacgao gengival e a TAC sérica (PAVLICA et al., 2004). Ao contrario do esperado,
0 Oxido nitrico plasmatico, um indicador de estresse oxidativo, aumentou dois meses
apos o tratamento de caes com lesao periodontal avancada (NEMEC et al., 2013).

Para melhor entender a fisiopatologia da DP canina é necessario avaliar o
metabolismo oxidativo dos neutréfilos e comprovar o estresse oxidativo sistémico. Tais
alteracdes na DP potencialmente podem promover complicagdes sistémicas capazes
de afetar a saude do cdo, assim como ja relatado em humanos (D’AIUTO et al., 2010).
O melhor conhecimento sobre os mecanismos envolvidos no estresse oxidativo na DP
tem contribuido para estabelecimento de novas estratégias de prevengao e tratamento

dessa doenga em humanos (DAIYA et al., 2014).
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Neste sentido foi investigada a hipotese de que na DP canina ocorre estresse
oxidativo sistémico e ativagao do metabolismo oxidativo dos neutrofilos e que estas

alteracodes sao proporcionais ao grau da doencga.

2 MATERIAL E METODO

Foi realizado um estudo clinico controlado ndo randomizado, de acordo com o0s
principios éticos em uso de animais do Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade Estadual Paulista (Protocolo FOA-2013-01126).

2.1 Selecao dos animais

Foram utilizados 22 caes (11 machos e 11 fémeas), de varias ragas, com idade
entre dois a 12 anos, todos portadores de doengas periodontais em diferentes graus
(Tabela 1), sem outras alteracdes na anamnese, exame fisico geral, hemograma
completo e perfil bioquimico plasmatico (ALT, AST, acido urico, albumina, bilirrubina,
creatinina, colesterol, FA, GGT, proteina total plasmatica, triglicerideos e uréia). Foram
excluidos do estudo animais tratados nas ultimas 72 horas com qualquer medicacéo ou

soro positivo para leishmaniose visceral pelo método ELISA (LIMA et al., 2003).

Tabela 1 - Caracteristicas dos grupos de acordo com a doenga periodontal

Numero de Idade
Grau da doencga caes /3 (anos) Peso (kg)
Gengivite 7 4/3 457+223 6,55+2,23
Periodontite leve 8 4/4  4,88+3,40 14,54+14,63
Periodontite avancada 7 3/4 6,29£2,06 5,20+3,00

2.2. Delineamento experimental
De acordo com os resultados clinicos-laboratoriais, os caes foram agrupados em

trés diferentes graus da DP (tabela 2), sendo que o grupo controle constituido pelos



28

mesmos 22 cées, 30 dias apos o tratamento periodontal (Figura 1), todos sem

quaisquer alteragdes no exame fisico, perfil bioquimico plasmatico e hemograma.

0 7 37 dias

Exames Tratamento Reavaliacdo e

laboratoriais periodontal exames laboratériais

FIGURA 1- Delineamento experimental do estudo de caes com doenca periodontal.

Tabela 2- Caracterizacdo dos grupos experimentais. Médias e desvios padrdao da profundidade de
sondagem (PS) e nivel de inser¢do (NI), medianas do indice de inflamagdo gengival (IG), do escore do

calculo dentario (CD) e da porcentagem de sangramento dos cdes do grupo controle e com doenga
periodontal

Parametros Gengivite Controle Periodontite Controle Periodontite Controle
clinicos (n=7) (n=7) leve (n=8) avancada (n=7)
(n=8) (n=7)
PS(mm) 1,21+0,86Aa 0,74+0,75A 1,84+1,06Bb 0,94+0,85B 1,85+0,97Cb 0,7710,76C
NI(mm) 1,21+0,86Aa 0,74+0,75A 1,85+1,08Bb 0,94+0,85B 1,88+1,02Cb 0,79+0,77C
IG 0 0 1 0 2 0
CcD 1 0 2 0 2 0
Sangramento (%) 12,5 0 50 0 71,43 0

*Letras diferentes minusculas na mesma linha indica diferenga significativa em relagao aos diversos graus da doenga
periodontal (gengivite, periodontite leve e avangada) (p<0,05).

*Letras iguais maiusculas na mesma linha indica diferenca significativa em relagédo aos graus da doenga periodontal e seus
respectivos grupos controle(p<0.05)

2.3 Avaliagao dos tecidos periodontais e classificagao da doenga periodontal

Os céaes foram classificados de acordo com o grau de DP: gengivite, periodontite
leve e periodontite avangada, conforme critérios de Beard; Beard (1989) e Kyllar; Witter
(2005). Animais com gengivite apresentaram aspecto granulado a inflamagao da

gengiva com edema e profundidade de sondagem entre 0,0-1,0mm. Na periodontite
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leve verificou-se a presenga de calculo dentario, edema acentuado, coloragdo de
vermelho a purpura com enrolamento severo de margem; presengca de bolsa
periodontal de até 3,0 mm, podendo chegar até 4,0 mm para caes de grande porte. Na
periodontite avancada o edema foi acentuado, coloragao de vermelho a purpura com
enrolamento severo de margem; profundidade de sondagem mais de 3,0 mm; presenca
ou n&o de pus, mobilidade e perda de fixagao epitelial, retragdo gengival, podendo ter
leséo de furca.

A avaliagao inicial foi feita com o animal anestesiado e com o auxilio de sonda
periodontal milimetrada (Sonda Milimetrada Williams - Golgran) para a realizagdo da
profundidade de sondagem, nivel de insercdo e sangramento. Em todos os animais
realizou-se um exame especifico da cavidade oral e o grau de severidade da DP
registrado em um odontograma especifico da espécie canina. Todas as mensuragdes
odontologicas foram feitas por um unico profissional treinado com formacdo em
odontologia e medicina veterinaria.

A profundidade de sondagem (PS) e o nivel de inser¢do (NI) em milimetros
foram mensurados em trés pontos na face vestibular de cada dente analisado (terceiro
incisivo, caninos, quarto pré-molares e primeiro molar maxilar e mandibular). Somente
o sitio com bolsa mais profunda foi anotado. A PS foi determinada pela mensuragao da
distancia entre margem gengival livre até o limite apical da bolsa. NI foi mensurado pela
distancia entre a juncdo cemento esmalte até o fundo da bolsa (CANAKCI et al., 2007).

O indice de inflamagdo gengival (IG) foi determinado para quantificar a
severidade da gengivite conforme critérios de Pavlica et al. (2004): sem gengivite (GO0),
margem gengival com edema e hiperemia (G1), edema mais acentuado com
sangramento a sondagem (G2) e sangramento espontaneo (G3). A mensuragao do
calculo foi feita por escore de 0 a 3, sendo que 0 auséncia do mesmo e 3 cobrindo todo
o dente (CORREA et al.,1998).A presenca de sangramento gengival foi determinada
apenas quando um dos dentes apresentou sangramento 15 segundos pds-sondagem
(CANAKCI et al., 2007).
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2.4 Tratamento periodontal

Todos os caes foram medicados por sete dias com Espiramicina 750.000 Ul+
Metronidazol 125 mg, sendo a primeira dose realizada trés dias antes do tratamento
periodontal (Figura 1). O tratamento periodontal foi feito com jejum alimentar (oito
horas) e hidrico (duas horas). Para tal, os animais foram submetidos a anestesia geral
inalatéria (isofluorano 1,5%) a fim de realizar a terapia periodontal, conforme
recomendagdes de Harvey; Emily (1993).

A terapia periodontal foi realizada em uma Unica sessdao e por um unico
profissional capacitado. Para tal, foi utilizando ultrassom odontolégico (Gnatus, Jet
Sonic®) e curetas (PerioGracey Millennium - Goldran) para a remogao do calculo
dentario sub e subragengival e a placa bacteriana. No uso das curetas utilizou
movimento de tracdo disto-medial sobre as superficies bucal e lingual de todos os
dentes. A area interproximal e bifurcagao foram raspadas com movimentos de tracao
cervico-oclusal com as mesmas curetas. Para o polimento e alisamento da superficie
dentaria foram utilizadas com escovas de Robson (Micromotor Marathon M-3 Mighty®)

e pasta profilatica composta de pedra pomes e gel fluoreto de sédio a 2%.

2.5 Colheita e acondicionamento das amostras sanguineas

Utilizando-se agulhas hipodérmicas e seringas descartaveis, por flebocentese da
veia jugular, de todos os caes foram colhidos um total de 4,5 mL de sangue total, sendo
que quatro mililitros foram acondicionados em tubos contendo heparina sédica (10
Ul/mL de sangue) (Vacutainer plus plastic Heparin, Becton-Dickson, New Jersey, USA)
para realizagao do perfil bioquimico e marcadores de estresse oxidativo (TAC, TOC e
substancias reativas ao acido tiobarbiturico -TBARS). O plasma obtido foi armazenado
a -20°C protegido da luz até o momento das analises (maximo dois meses). Outros
meio mililitros de sangue total foram acondicionados em tubos plasticos contendo

EDTA a 10% para realizagdo do hemograma.
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2.6 Analises laboratoriais

As taxas totais de leucécitos, eritrocitos e hemoglobina foram realizadas com
auxilio de contador eletronico de células sanguineas (BC-2800 Vet, Shenzehen
Mindray Bio-Medical Eletronics Co.Nanshan, China) e o volume globular foi obtido pelo
método microcapilar de Strumia (56682 G por cinco minutos). A contagem diferencial
de leucdcitos foi realizada em esfregagcos sanguineos tingidos com corante
hematoldgico pandtico rapido comercial (Instant-Prov, Newprov, Pinhais- PR.), segundo
as recomendacoes e critérios de Jain (1986).

Todas as analises bioquimicas plasmaticas foram realizadas em analisador
bioquimico automatizado (BS 200, Shenzhen Mindray Bio-Medical Eletronics
Co.,Nanshan, China), previamente ajustado com calibrador comercial e controles niveis
| e Il (Biosystems, Barcelona, Spain). Utilizando conjunto de reativos comerciais
(Biosystems, Barcelona, Spain), foi mensurada a concentragdo plasmatica de acido
urico pelo método enzimatico (uricase/peroxidase); albumina pelo método do verde de
bromocresol; alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) pelo
método enzimatico UV (glutamato desidrogenase); bilirrubina total pelo método
sulfanilico diazotado; colesterol pelo método enzimatico (colesterol
oxidase/peroxidase); creatinina pelo método cinético (picrato alcalino); proteina total
plasmatica pelo método do biureto; triglicerideos pelo método do glicerol fosfato
oxidase/peroxidase e uréia pelo método enzimatico UV (urease/glutamato
desidrogenase). Todas as reagdes bioquimicas foram processadas a 37°C conforme
orientagdes dos fabricantes.

Além de determinar o nivel plasmatico dos antioxidantes albumina, bilirrubina
total e acido urico, foi quantificada a TAC do sangue total por meio da técnica de
reducdo do tetrazolio nitroazul (NBT) de acordo com Demehin et al. (2001), com
pequenas modificacdes. Resumidamente, 100 pL de sangue heparinizado foram
adicionados com a mesma quantidade de NBT (Sigma, Aldrich, Germany), os quais
foram mantidos durante 30 minutos a temperatura de 37°C. Foi retirado 50 pL da
amostra colocando no tubo de vidro junto com um mL de N,N dimetilformamida (Sigma,

Aldrich, Germany). Os tubos foram centrifugados durante cinco minutos a 3000 G a
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leitura da absorbancia do sobrenadante foi realizada em 570 nm em fotocolorimetro
(Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil). Os resultados foram expressos em mmol de acido
urico equivalente/L.

Para avaliar o metabolismo oxidativo dos neutréfilos, foi quantificada a produgao
de superoxido pelo teste citoquimico de redugdo espontdnea do NBT descrito por
Bosco et al. (2012), com tempo de incubag&o 30 minutos a 37° C.

A concentragdo total oxidante (TOC) no plasma foi determinada
colorimetricamente usando Laranja de Xilenol, conforme Erel (2005) e os resultados
foram expressos em pmol de peroxido de hidrogénio equivalente/L.O indice de
estresse oxidativo (IEO) foi obtido seguindo a férmula: IEO= 100X (TOC, umol de
peréxido de hidrogénio equivalente/L / TAC, pmol de acido urico equivalente/L).

A peroxidacao lipidica plasmatica foi determinada pelo método de TBARS,
conforme Hunter (1985), com auxilio de uma leitora ELISA automatica (Robonik, Elisa

Plate Analyser, India) e absorbancia 540 nm.

2.7 Analise estatistica

Apos analise das distribuigbes das variaveis quanto a normalidade (Teste KS) e
homocedasticidade (teste Bartlett), para as comparagdes entre os trés grupos
experimentais das variaveis ndo paramétricas e paramétricas, foram utilizadas as
provas de Wilcoxon e teste T pareado, respectivamente. Foram consideradas
significantes as diferengas entre os grupos quando p<0,05. As analises estatisticas
supracitadas foram realizadas com auxilio de um programa computacional estatistico

(Graphpad Instat software 3.0).
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3 RESULTADOS

3.1 Perfil clinico-laboratorial das doeng¢as periodontais

Os caes do grupo controle apresentaram valores de PS, NI e IG dentro faixa de
normalidade descrito para espécie (BEARD; BEARD, 1989; Kyllar; Witter, 2005) e nao
apresentaram sangramento e calculos dentarios (Tabela 1). Os demais parametros
laboratoriais também corresponderam aos valores de normalidade considerados para o
hemograma (JAIN, 1986) e perfil bioquimico (KANEKO, 1997) da espécie canina. Os
marcadores de estresse oxidativo no plasma de caes do grupo controle nao diferiram
significativamente (p>0,05) quanto ao sexo.

As alteracbes dos parametros clinicos dos 22 cées selecionados (Tabela 2)
permitiram diferenciar os pacientes em trés grupos de doengas periodontais. A PS, Nl e
calculos dentarios foram inferiores em caes com gengivite. O |G foi maior na periodontite

avangada e o sangramento aumentou conforme o avango da DP (Tabela 2).

3.2 O estresse oxidativo nas doengas periodontais.

Uma grande variabilidade do IEO foi observada em todos os grupos e embora os
valores de caes com DP tenham sido maiores, tal diferenca né&o foi significativa (Tabela
3). Nenhum marcador de estresse oxidativo analisado diferiu significativamente quanto
ao grau da lesao periodontal (Tabela 3). Embora nao significante, os valores de TOC e
TBARS foram maiores em 68,18% (15/22) e 90,91% (20/22) dos caes com DP,

respectivamente.
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Tabela 3 — Média e desvio padrdo dos marcadores do estresse oxidativo conforme a doencga periodontal

Gengivite Controle Periodontite Controle Periodontite Controle
leve avancada
112,12

IEO (%) 91,85169,42Aa 55,12+41,05a 90,56 + 95,41Ab 35,19 + 43,33b 36,02 £29,20c

+106,39Ac

TOC 131,27+68,67a 113,47 +76,03a 114,96 +42,98b 88,13 £86,11b 91,16 +37,01c 73,20 + 55,02c

(umol/L)
TBARS
(umol/L)

2217 +7,19a 15,01 £5,73a 22,85+8,82b 13,56+4,73b 21,24+4,24c 12,81+7,19¢

Acid 0,03 £ 0,02a 0,04 £ 0,03a 0,04 £ 0,03b 0,02 £0,01b 0,03 £0,01c 0,02 £ 0,01c
cido

urico
(mmol/L)

Albumina 3130 £2,49a 30,84 £4,01a 33,78 +2,17b  35,35+2,62b 30,13+ 1,82¢ 30,93 + 2,55¢

(g/L)
Bilirrubina

(umol/L)

3,93+2,97a 4,19 +2,28a 6,71 £ 3,92a 4,19 +1,57a 6,09+ 6,89a 3,28 =+ 1,94a

IEO= indice de estresse oxidativo, TOC= capacidade oxidante total do sangue, TBARS= Substancias reativas ao acido
tiobarbitarico

*Letras iguais maiuscula na mesma linha indica que ndo ha diferenga significativa em relagdo a doenga periodontal

e seu respectivo controle (p<0.05).

A TAC do sangue de caes com periodontite leve e avangada foi
significativamente menor (Figura 2), apesar de os antioxidantes enddgenos

mensurados (acido urico, albumina e bilirrubina) n&o terem diminuido (Tabela 3).
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FIGURA 2 — Boxplot da capacidade antioxidante total do sangue total (TAC) em c&es com
diferentes estagios de doencga periodontal e no grupo controle. Os valores para o primeiro
quartil, mediana e terceiro quartil sdo indicados em cada caixa, e as barras fora da caixa
indicam valores minimos e maximos. * indicam diferenca (p<0,05) significativa em relacdo ao
controle.

A produgao neutrofilica do oxidante superoxido foi maior na DP, sendo porém

este aumento significante apenas na periodontite leve (Figura 3).
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FIGURA 3 — Boxplot da producdo de superoxido estimada pela porcentagem de neutrdfilos
redutores de NBT em caes com diferentes estagios de doenga periodontal e no grupo controle.
Os valores para o primeiro quartil, mediana e terceiro quartil sdo indicados em cada caixa, e as
barras fora da caixa indicam valores minimos e maximos. * indicam diferenga (p<0,05)
significativa em relagéo ao controle.
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4 DISCUSSAO

O IEO é considerado o marcador mais sensivel quando comparado a analise
individual de outros marcadores de estresse. Porém este indice de estresse sé foi
empregado em um unico estudo, sendo observado um aumento do IEO na periodontite
humana (BALTACIOGLU et al., 2014b). Diferentemente, no presente estudo o IEO n&o
se alterou significativamente nas doencas periodontais. Além da diferenga quanto a
espécie, pelo menos trés outros fatores podem justificar tal divergéncia. Ha de se
considerar que no estudo de Baltacioglu et al. (2014b) foi utilizado soro e empregada
outra metodologia para quantificagdo da TAC.

Embora néo significante um aumento do IEO, TOC e TBARS ocorreu na maioria
dos cdes com DP. Em humanos também foi observado aumento de oxidantes e da
peroxidagao lipidica na DP (AKALIN et al., 2007). Tem sido postulado que o excesso
de oxidantes na DP humana pode ao longo do tempo favorecer o desenvolvimento de
doencas cardiovasculares (D’ AIUTO et al., 2010; MATTHEWS et al., 2007).

Os neutrdfilos produzem grandes quantidades de superdxido quando o seu
metabolismo oxidativo é ativado, especialmente nas infec¢des bacterianas (SCULLEY;
LANGLEY-EVANS, 2003). Nao obstante, a contribuicdo dos neutréfilos como fonte de
oxidantes na periodontite nao foi investigada em caes e os estudos em humanos sao
contraditérios. A producdo neutrofilica de superoxido na forma agressiva da
periodontite humana aumentou (BHANSALI et al., 2013), porém ha relatos que a
capacidade dos neutrofilos reduzirem o NBT sob estimulo ndo se altera em pacientes
com periodontite (TAPASHETTI et al.,, 2013). No presente estudo a produgcao
neutrofilica de superdxido foi maior na DP, sendo este aumento maior e mais
significativo na periodontite leve. Este resultado confirma que os neutréfilos
contribuiram para o aumento de oxidantes plasmatico na DP, aumentando a producao
de superoxido, o que explica em parte os maiores valores de TOC plasmatico. A maior
producao neutrofilica de superéxido em caes com DP reflete a ativacdo do
metabolismo oxidativo causado pela infecgdo bacteriana. Esta € a provavel razéo pela
qual a producao de superdxido foi mais elevada nas fases iniciais da lesdo periodontal,

quando a flora bactéria e a extensao da lesao tecidual € maior.
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O estresse oxidativo ndo esta apenas associado ao aumento de oxidante, mas
também a diminuicdo de antioxidantes (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004). Na DP
humana a TAC diminui (KONOGANTI et al., 2012; ZILINSKAS et al. 2007; ZOPE et al.,
2011). Em caes, um unico estudo verificou uma diminuicdo da TAC sérica na
periodontite avancada, porém nao formas menos avangadas da DP (PAVLICA et al.,
2004).0 diminuicdo de TAC do sangue total foi observada em cédes com periodontite
leve e avangada, sendo esta a primeira evidéncia de que os antioxidantes exercem um
papel importante no estresse oxidativo da DP canina. A diminuigdo da TAC do sangue
total ocorreu apesar de os antioxidantes endégenos mensurados (acido urico, albumina
e bilirrubina) n&do terem diminuido significativamente, sugerindo que outros
antioxidantes ndo mensurados (superoxido dismutase, catalase e glutationaperoxidase)
tenham contribuido para tal alteragao.

Um fator limitante no presente estudo foi a grande variabilidade dos marcadores
de estresse oxidativo mensurados (Tabela 3), o que pode ser explicado pela
heterogeneidade das ragas e da flora bacteriana que nao foi determinada. Estudos
mais amplos, incluindo outros biomarcadores sao necessarios para o melhor
entendimento dos mecanismos envolvidos com o estresse oxidativo da DP canina.

O aumento da TOC, da produgao neutrofilica de superéxido, a maior TBARS e a
diminuicdo da TAC sanguinea em conjunto confirmam que o estresse oxidativo
sistémico ocorre independente do grau da DP em caes. Esta € uma das primeiras
evidéncias que o estado antioxidante fica comprometido na DP canina e que os
neutrofilos contribuem para o estabelecimento de um estresse oxidativo sistémico que

potencialmente pode afetar outros tecidos.

5 CONCLUSAO

O estresse oxidativo sisttmico ocorre em caes portadores de DP
independentemente do grau da lesdo. A ativagdo do metabolismo dos neutréfilos pode

contribuir para o estresse oxidativo sistémico na DP canina.
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