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Furquim EMA. Avaliacéo dos efeitos da coenzima Q10 utilizada como coadjuvante local e/ou
sistémica ao tratamento mecanico da periodontite experimental em ratos tratados com nicotina
[dissertacéo]. Aracatuba: Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista; 2022.

RESUMO

O proposito do estudo foi avaliar a efetividade da raspagem e alisamento radicular (RAR)
associado a coenzima Q10 (CQ10) administrada localmente e/ou sistemicamente no tratamento
da periodontite experimental (PE) em ratos tratados sistemicamente com nicotina (NIC). 128
ratos (Wistar) foram divididos em oito grupos (n=16). Durante todo o periodo experimental, 0s
animais receberam duas injecdes subcutaneas diarias de 3mg/kg de hemissulfato de nicotina ou
solucdo salina (SS) na regido dorsal, com 12 horas de intervalo entre elas, comecando nos 30
dias que antecederam a induc¢do da PE. Apdés 15 dias da inducgdo da PE, o protocolo de RAR foi
realizado bem como o tratamento coadjuvante local e/ou sisttmico com CQ10, com e sem
tratamento com a NIC, sendo: SS-PE-RAR e NIC-PE-RAR: irrigacdo subgengival com SS;
SS-PE-RAR/Q10L e NIC-PE-RAR/Q10L.: irrigacdo subgengival com 1ml solucdo de CQ10;
SS-PE-RAR/Q10S e NIC-PE-RAR/Q10S: gavagem gastrica diaria com 120 mg de CQ10;
SS-PE-RAR/Q10LS e NIC-PE-RAR/QI0LS: irrigagdo subgengival com 1ml solucdo de
CQ10 e gavagem gastrica diaria com 120 mg de CQ10. As eutanésias foram realizadas 7 e 28
dias apos tratamento. As pecas coletadas foram processadas com desmineraliza¢do para as
analises histopatologica, histométrica e imunoistoguimica para deteccdo de TRAP. Os dados
foram submetidos ao teste paramétrico Anova two-way e poOs-teste de Tukey. O nivel de
significancia adotado foi de 5% (p<0,05). Na analise histopatoldgica, pode-se observar que 0s
grupos NIC-PE-RAR-Q10L E NIC-PE-RAR-Q10LS apresentaram tecidos periodontais com
aspecto de normalidade, com preservacdo da insercdo conjuntiva e de regido de furca
preservada aos 7 e 28 dias, de modo distinto do grupo NIC-PE-RAR e NIC-PE-RAR-Q10S
em ambos os periodos. Na analise histométrica, pode-se observar maior porcentagem de 0sso
na furca (POF) (p<0,05) nos grupos NIC-PE-RAR-Q10L, NIC-PE-RAR-Q10S e NIC-PE-
RAR-Q10LS em comparacdo com o grupo NIC-PE-RAR em ambos os periodos e também
com o grupo SS-PE-RAR aos 28 dias. Pode-se observar menor numero de células TRAP
positivas (p<0,05) no grupo NIC-PE-RAR-Q10L gquando comparado aos grupos SS-PE-RAR
E NIC-PE-RAR aos 7 dias e no grupo NIC-PE-RAR-Q10LS quando comparado aos mesmos
grupos aos 28 dias. Conclui-se que RAR associado a CQ10 utilizada local e
local/sistemicamente no tratamento da PE em ratos tratados sistemicamente com nicotina foram
efetivas mostrando resultados favoraveis nas analises histopatoldgica, histométrica e

imunoistoquimica. Palavras-chave: Periodontite. Nicotina. Ubiquinona. Coenzima Q.



Abstract



Furquim EMA. Evaluation of the effects of coenzyme Q10 as local and/or systemic adjuvant to
mechanical treatment of experimental periodontitis in rats treated ith nicotine. [dissertagéo].
Aracatuba: Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista; 2022.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effectiveness of scaling and root planing (SRP)
combined with adjunctive local and/or systemic administration of coenzyme Q10 (CQ10) for
the treatment of experimental periodontitis (EP) in rats systemically treated with nicotine (NIC).
128 Wistar rats were divided into 8 groups (n=16). Throughout the experiment, animals
received two subcutaneous injections of either 3mg/kg nicotine hemissulfate or physiological
saline solution (PSS) with 12 h interval between them. These injections were initiated 30 days
prior EP induction. 15 days after EP induction, the protocol for SRP was performed together
(or not) with local and/or systemic adjunctive CQ10 administration in animals treat with either
NIC or PSS, as described: PSS-EP-SRP and NIC-EP-SRP: subgingival irrigation with PSS;
PSS-EP-SRP/Q10L and NIC-EP-SRP/Q10L: subgingival irrigation with 1ml of CQ10
solution; PSS-EP-SRP/Q10S and NIC-EP-SRP/Q10S: daily gastric gavage with 120 mg of
CQ10; PSS-EP-SRP/Q10LS and NIC-EP-SRP/Q10LS: subgingival irrigation with 1ml of
CQ10 solution and daily gastric gavage with 120 mg of CQ10. The euthanasia was performed
at 7 and 28 days after treatment. The specimens were collected and processed for
histopathologic, histometric and immunochemical for of TRAP analyzes. The data were
submitted to the two-way ANOVA and Tukey's post-test. The level of significance adopted was
5% (p<0.05). In the histopathological analysis, it can be observed that the NIC-PE-RAR-Q10L
and NIC-PE-RAR-Q10LS groups presented periodontal tissues with normal aspect, preserving
the conjunctival insertion and furca region preserved at 7 and 28 days, differently from the
NIC-PE-RAR and NIC-PE-RAR-Q10S groups in both periods. In histometric analysis, a
higher percentage of bone in furca (PBF) (p<0.05) can be observed in the NIC-PE-RAR-Q10L,
NIC-PE-RAR-Q10S and NIC-PE-RAR-Q10LS groups compared to the NIC-PE-RAR group
in both periods and also with the SS-PE-RAR group at 28 days. A lower number of TRAP-
positive cells (p<0.05) can be observed in the NIC-PE-RAR-Q10L group when compared to
the SS-PE-RAR and NIC-PE-RAR groups at 7 days and in the NIC-PE-RAR-Q10LS group
when compared to the same groups at 28 days. It was concluded that RAR associated with
CQ10 used locally and locally/systemically in the treatment of EP in rats treated systemically

with NIC were effective, showing favorable results in histopathological, histometric and



immunohistochemical analyses. Keywords: Periodontitis. Nicotine. Ubiquinone. coenzyme
Q10
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QIOLS aos 7 dias. ¥, diferengas estatisticamente significante (p<0,05) com os grupos NIC-PE-
RAR-QI10L, SS-PE-RAR-Q10S, NIC-PE-RAR-Q10S, SS-PE-RAR-QI10LS, NIC-PE-RAR-
QI10LS aos 7 dias. oo, diferencas estatisticamente significante (p<0,05) com o grupo SS-PE-
RAR-QI0L aos 28 dias. a, diferengas estatisticamente significante (p<0,05) com os grupos,
NIC-PE-RAR-QI10L, SS-PE-RAR-Q10S, NIC-PE-RAR-Q10S, SS-PE-RAR-QI10LS e NIC-
PE-RAR-QI10LS aos 7 dias.p, diferencas estatisticamente significante (p<0,05) com os grupos
SS-PE-RAR-Q10L, NIC-PE-RAR-Q10L, SS-PE-RAR-Q10S, SS-PE-RAR-Q10LS e NIC-PE-
RAR-QI10L, NIC-PE-RAR-QI10LS aos 28 dias. P, diferencgas estatisticamente significante
(p<0,05) com os grupos SS-PE-RAR-QI10L, NIC-PE-RAR-Q10L, SS-PE-RAR-Q10S, NIC-
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estatisticamente significante (p<0,05) com o grupo NIC-PE-RAR-QI10L aos 28 dias. 49

FIGURA 6- Grafico mostrando a quantificacdo (Médias + Desvio Padrdo) da quantificacdo de
células TRAP positivas para cada grupo e periodo. Testes estatisticos usados: ANOVA One-
way e pos teste de Tukey. *, diferencas estatisticamente significante (p<0,05) com os grupos
NIC-PE-RAR-Q10L e SS-PE-RAR-QIOLS. a, diferencas estatisticamente significante
(p<0,05) com os grupos NIC-PE-RAR-Q10L e SS-PE-RAR-QI10LS. f, diferengas
estatisticamente significante (p<0,05) com os grupos SS-PE-RAR-Q10L e NIC-PE-RAR-
Q10L. ], diferencas estatisticamente significante (p<0,05) com os grupos SS-PE-RAR-Q10L,

SS-PE-RAR-Q10-LS e NIC-PE-RAR-Q10LS. 51

FIGURA 7- Padrao de imunomarcacao de células TRAP positivas no periodo experimental
de 7 dias. A- Grupo SS-PE-RAR, B- Grupo SS-PE-RAR-Q10L, C-Grupo SS-PE-RAR-Q10S,
D-Grupo SS-PE-RAR-QI0LS, E-Grupo NIC-PE-RAR, F-GRUPO NIC-PE-RAR-QI0L, G-
Grupo NIC-PE-RAR-Q10S e H-Grupo NIC-PE-RAR-QI10LS. Setas indicando imunomarcagao
positiva. Aumento original de 200x. Barra de escala de 50um. Contra-colocaracio

Hematoxilina de Harris. 51

FIGURA 8- Padriao de imunomarcagdo de células TRAP positivas no periodo experimental
de 28 dias. A- Grupo SS-PE-RAR, B- Grupo SS-PE-RAR-Q10L, C-Grupo SS-PE-RAR-Q10S,
D-Grupo SS-PE-RAR-QI0LS, E-Grupo NIC-PE-RAR, F-GRUPO NIC-PE-RAR-QI0L, G-
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1 INTRODUCAO

O tabagismo é um dos vicios que exercem maior influéncia sobre o comportamento e
salde dos individuos, sendo que mundialmente mais de 5 milhGes de mortes estdo a ele
relacionadas.! Dentre os componentes do tabaco encontra-se a nicotina, principal alcaloide da
folha do tabaco, o qual possui propriedades toxicologicas e € responsavel pela dependéncia

quimica de seus usuarios.*>

Considera-se o0 tabagismo como um dos principais fatores de risco para o
desenvolvimento de canceres, doencas pulmonares e cardiovasculares, como a doenca
pulmonar obstrutiva cronica e a aterosclerose, respectivamente, entre outras.>5° Tratando-se da
cavidade bucal, sabe-se que o tabagismo é fator de risco para o cancer bucal, perda dentaria e

para as doencas periodontais. -3

A periodontite € uma doenca multifatorial, tendo como o principal fator etiolégico a
placa dentaria.’* Ja é sedimentado na literatura que o vicio de fumar influéncia na progressao
da doenc¢a.’>!" Recentemente, no Workshop Mundial para classificagdo das Doencas e
Condic¢oes Periodontais e Peri-implantares definiu-se o tabagismo e o Diabetes mellitus como
fatores de risco que podem mudar o grau da doenga, refletindo no risco e progressédo da
periodontite.8

Na literatura ja é evidente que o vicio de fumar altera negativamente o sistema
inflamatorio, resposta humoral, sintese de colageno, proliferacdo de fibroblastos, sistema
vascular e também a diferenciacdo de células 6sseas como o0s osteoclastos, efeitos que resultam
tanto em comprometimentos sistémicos quanto no periodonto.’®?® Tratando-se do sistema
inflamatdrio, observa-se que em fumantes ha um aumento de leucdécitos polimorfonucleares
(PMN) na circulacéo,??® diminuicdo de capacidade quimiotaxica dos leucécitos?, diminuicio
na producéo de imunoglobulinas, aumento de linfocitos-T,2”?® aumento das proteinas da fase
aguda como a Proteina C — reativa e fibrinogénio,'*?°3! bem como o também aumento das
citocinas inflamatdrias como a interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral (TNF-a).33
Associa-se, ainda, alteracfes vasculares como disfuncdo endotelial influenciada pelo maior
numero de espécies reativas de nitrogénio,*®*’" aumento da viscosidade do sangue e a

vasoconstricdo dos vasos periféricos.4

Além disso, alguns autores defendem que fumantes possuem niveis séricos mais baixos

de vitamina C, alfa-caroteno, beta-caroteno.*>** Ademais, sabe-se também que o vicio de fumar
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provoca estresse oxidativo nas células e tecidos causados pelas moléculas oxidantes presentes
no cigarro e pela producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS).*445

No periodonto, ha estudos que mostram que a administracdo diaria de nicotina
influencia na proliferacdo de fibroblastos?® e ainda reduzem a viabilidade celular tanto dos
fibroblastos gengivais quanto dos fibroblastos do ligamento periodontal.*54” Altas
concentragbes de nicotina parecem inibir a proliferacdo de fibronectina e colageno® e
diminuem a producdo de colageno tipo | e Il em culturas de fibroblastos tratados com
nicotina.*® Deveci et al. (2018) mostraram em um estudo animal com ratos, que a nicotina

diminui a producio das metaloproteinases da matriz (MMPs) e da sintese de colageno®.

Ge et al.>° demonstraram que a nicotina influencia na resposta inflamatéria da doenca
periodontal e a mesma é mediada por células T e CD4+ do ligamento periodontal. Além disso,
a nicotina tem influéncia nas citocinas pré-inflamatorias, uma vez que em pacientes fumantes
h& um aumento da expressdo das interleucinas I1L-1b, IL-4, IL-6 e 1L-8.3% Observa-se também

no fluido gengival crevicular um aumento significativo de TNF-.%153

Adicionalmente, ha achados que demostram que a nicotina afeta as fases da
osteogénese, alterando a diferenciagdo dos osteoblastos e afetando as células do periodonto.?
Além disso, a literatura mostra que a nicotina aumenta o nimero de osteoclastos nos tecidos
periodontais e ainda aumenta receptor ativador de NF Kappa B ligante (RANKL).>* Alguns
estudos sugerem que em fumantes ha um aumento das taxas do ligante RANKL em relagdo a
osteoprotegerina.>>* Garcia et al.>” demonstraram que a administracdo de nicotina influenciou
na atividade reabsortiva, onde houve aumento de células TRAP-positivas identificadas pela
marcacdo imunoistoquimica. Ha autores que demonstram que a administracdo de nicotina
diminuiu o volume dsseo trabecular, a espessura das trabéculas e a aposi¢cdo de matriz

mineralizada, além de aumentar a perda 6ssea alveolar.58%

O tratamento convencional da periodontite consiste na raspagem e alisamento radicular
(RAR) das superficies radiculares com a finalidade de remoc¢éo de placa dentéria e célculo
dental .5’ No entanto, é frequente o insucesso da RAR em pacientes fumantes e grande parte das
recidivas da periodontite sdo presentes nos pacientes que fazem o uso do cigarro, nao
respondendo de forma adequada ao tratamento periodontal 5% Corroborando a estes achados,
Garcia et al.>” mostraram que a nicotina atrasou 0 processo de cicatrizacdo e reparo apos o

tratamento periodontal em um estudo animal com ratos.
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Algumas terapias coadjuvantes e profilaticas podem ser associadas a RAR, como 0 uso
de antioxidantes, mostrando efeitos positivos no tratamento da gengivite e periodontite.54% A
Coenzima Q10 (CQ10), também conhecida como ubiquinona, vem sendo estudada pelo seu

66

efeito antioxidante e capacidade de eliminacdo de radicais livres,”® mostrando resultados

favoraveis para doencas cardiovasculares, diabetes, doenca de Parkson e doenca periodontal.®’

A CQ10 é intrinseca no tecido humano, inclusive na gengiva, e exerce papel importante
na transferéncia de elétrons na mitocondria.’8% No entanto, ha uma deficiéncia de CQ10 em
tecidos como o0 coragdo, mucosa gastrica e gengiva.’® De modo interessante, foi demostrado
por meio de bidpsia de tecido gengival que, em pacientes com periodontite ha uma deficiéncia

de CQ10 notando-se, também, deficiéncia nos leucocitos no sangue periférico.®"

Dentre os efeitos da CQ10 destaca-se o efeito antioxidante intracelular e sua capacidade
de eliminar radicais livres e espécies reativas de oxigénio (ROS).”? Figueiro et al.”® em estudo
in vitro sugeriram que o efeito catabdlico da nicotina pode ser revertido pelo uso de
antioxidantes como a CQ10. Recentemente, Hornos Carneiro et al.”* demonstraram que o efeito
antioxidante da CQ10 neutralizou a toxicidade causada pelo Bisfenol A (BPA) em células de
vermes Caenorhabditis elegans e ainda que sua suplementacédo seria benéfica para reduzir os

danos a fertilidade que o BPA exerce.

Manthena et al.®> demonstraram que a suplementacéo por via oral do CQ10 obteve
melhoras significativas na inflamacdo gengival. Além da administracdo sistémica da CQ10,
pode-se realizar a aplicacdo tdpica nas bolsas gengivas, como alguns autores demonstram e

evidenciam respostas favoraveis para o tratamento da doenca periodontal.”®

Sabe-se que a periodontite € uma doenca que causa estresse oxidativo’”’® e que a
nicotina, por sua vez, também provoca este estresse e a producdo de ROS.** Apesar dos
estudos mostrarem melhoras na inflamagéo gengival com o uso da CQ10, pouco se sabe da sua
acao especifica no periodonto. Diante da falta de informacg6es na literatura de como a CQ10
atua nas células do periodonto e na reparacao tecidual associada & RAR, estudos sobre o reparo
tecidual nestas condi¢cbes mostram-se bastante pertinentes. A partir do exposto, 0 presente
estudo teve como objetivo avaliar a efetividade da RAR associado a coenzima Q10
administrada localmente e/ou sistemicamente no tratamento da periodontite experimental em

ratos tratados sistemicamente com nicotina.
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2 PROPOSICAO

A proposicdo do presente projeto de pesquisa foi avaliar a efetividade da raspagem e
alisamento radicular associado a coenzima Q10 administrada localmente e/ou sistemicamente

no tratamento da periodontite experimental em ratos tratados sistemicamente com nicotina.

Obijetivos Gerais
A. Avaliar a reparacdo tecidual em ratos ndo modificados sistemicamente pela nicotina;

B. Auvaliar a reparacao tecidual em ratos ndo modificados sistemicamente pela nicotina que

receberdo tratamento local e/ou sistémico com a coenzima Q10.

C. Awvaliar a reparacdo tecidual em ratos modificados sistemicamente pela nicotina que

receberdo tratamento sistémico local e/ou sistémico com a coenzima Q10.

Objetivos Especificos

Constituem os objetivos especificos do presente estudo, analisar a influéncia da
utilizacdo da coenzima Q10 como coadjuvante ao tratamento mecanico da periodontite

experimental em ratos tratados ou néo sistemicamente pela nicotina por meio de:

e Analise histométrica da porcentagem de osso na furca (POF)

e Anélise histolopatoldgica da regido de furca, analisando o0s seguintes

parametros:

a- intensidade da resposta inflamatéria local;

b- extensdo do processo inflamatorio;

c- reabsorcdo radicular externa (cemento e dentina);
d- reabsorcéo alveolar;

e- padrdo de estruturacdo do tecido conjuntivo da regido de furca;

f- padrdo de estruturacdo do tecido 6sseo alveolar da regido de furca.
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e Andlise imunoistoquimica da regido de furca para deteccéo:

a- Fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP: tartrate-resistant acid

phosphatase), um biomarcador de osteoclastos;



Material e Métodos
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3 MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizados 128 ratos machos com 3 meses de idade (Rattus norvegicus, albinus,
Wistar) pesando aproximadamente 250 a 300 g. Os animais foram mantidos em gaiolas
plasticas com no maximo quatro animais, com racdo e agua ad libitum. Antes dos
procedimentos cirdrgicos todos os animais foram mantidos em ambiente com temperatura
estavel (22 £ 2°C) por um periodo de 5 dias para aclimatizacdo. O estudo foi enviado e aprovado
pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) da Faculdade de Odontologia do
Campus de Aracgatuba, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP
(Processo FOA n° 00302-2020). A pesquisa foi realizada seguindo as normas do Conselho
Nacional de Controle de Experimentagédo Animal (CONCEA) e segundo o guia The ARRIVE

Guidelines: Animal Research: Reporting In Vivo Experiments.”

Calculo amostral e randomizacgao

O tamanho da amostra foi calculado com base na execucdo de um estudo piloto,
experiéncia prévia, e respeitando as diretrizes dos NC3Rs (NC3Rs Reporting Guidelines
Working Group, 2010.8° Sendo assim, n=8 foi suficiente para rejeitar a hipGtese nula nas
analises histoldgica, histométrica e imunoistoquimica. A estimativa para cada medida de
resultado foi realizada para atingir poder de 0,8 e erro alpha de 0,05.

O presente estudo seguiu um modelo controlado, randomizado e cego. Ndmeros de 1
a 128 serdo marcados na porcao superior da cauda dos animais utilizando caneta nankin. A
sequéncia numérica sera carregada para o software Minitab® 17 (Minitab Inc., State College,
PA, USA) e uma randomizacao simples (1:1 taxa de distribui¢do) para os grupos SS-PE-RAR
7 dias, SS-PE-RAR 28 dias, SS-PE-RAR/Q10L 7 dias, SS-PE-RAR/Q10L 28 dias, SS-PE-
RAR/Q10S 7 dias, SS-PE-RAR/Q10S 28 dias, SS-PE-RAR/Q10LS 7 dias, SS-PE-RAR/Q10LS
28 dias, NIC-PE-RAR 7 dias, NIC-PE-RAR 28 dias, NIC-PE-RAR/Q10L 7 dias, NIC-PE-
RAR/Q10L 28 dias, NIC-PE-RAR/Q10S 7 dias, NIC-PE-RAR/Q10S 28dias, NIC-PE-
RAR/QI10LS 7 dias e NIC-PE-RAR/QI10LS 28 dias sera realizada através de uma tabela
numérica randdmica gerada em computador por uma pessoa externa ao estudo e cega aos

tratamentos.
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Grupos Experimentais

Grupo SS-PE-RAR (n =16): Os animais receberam duas aplicagdes subcutaneas
diarias de 0,5 ml de solucéo de cloreto de sodio 0,9% (SS) durante todo o periodo experimental.
Apos 30 dias do inicio das aplicagdes de SS os animais tiveram a periodontite experimental
(PE) induzida nos seus primeiros molares inferiores esquerdos. Quinze dias apos a indugéo, foi

realizado o tratamento da PE através de RAR e irrigacdo subgengival com SS.

Grupo SS-PE-RAR/Q10L (n=16): Os animais receberam duas aplicacdes
subcuténeas diarias de 0,5 ml de solugdo de cloreto de sodio 0,9% (SS) durante todo o periodo
experimental. Ap6s 30 dias do inicio das aplicagcGes de SS os animais tiveram a periodontite
experimental (PE) induzida nos seus primeiros molares inferiores esquerdos. Quinze dias apds
a inducdo, foi realizado o tratamento da PE através de RAR e irrigacdo subgengival com 1ml
solucgéo de CQ10.

Grupo SS-PE-RAR/Q10S (n=16): Os animais receberam duas aplicagOes
subcuténeas diarias de 0,5 ml de solucdo de cloreto de s6dio 0,9% (SS) durante todo o periodo
experimental. Apo6s 30 dias do inicio das aplicaces de SS os animais tiveram a periodontite
experimental (PE) induzida nos seus primeiros molares inferiores esquerdos. Quinze dias apds
a inducdo, foi realizado o tratamento da PE através de RAR e irrigagdo subgengival com SS. A
partir do dia do tratamento os animais receberam diariamente, via gavagem gastrica,

suplementacao diaria com 120 mg® de CQ10 até o final do experimento.

Grupo SS-PE-RAR/Q10LS (n=16): Os animais receberam duas aplicacdes
subcutéaneas diarias de 0,5 ml de solugéo de cloreto de sodio 0,9% (SS) durante todo o periodo
experimental. Apos 30 dias do inicio das aplicaces de SS os animais tiveram a periodontite
experimental (PE) induzida nos seus primeiros molares inferiores esquerdos. Quinze dias apds
a inducdo, foi realizado o tratamento da PE através de RAR e irrigacdo subgengival com 1ml
solucéo de CQ10. A partir do dia do tratamento os animais receberam diariamente, via gavagem
gastrica, suplementacdo diaria com 120 mg de CQ10 até o final do experimento.
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Grupo NIC-PE-RAR (n=16): Os animais receberam duas aplica¢des subcutaneas
diarias de 3 mg/kg de hemissulfato de nicotina (NIC)®! durante todo o periodo experimental.
Apds 30 dias do inicio das aplicacdes de NIC os animais tiveram a periodontite experimental
(PE) induzida nos seus primeiros molares inferiores esquerdos. Quinze dias apos a inducéo, foi

realizado o tratamento da PE atraves de RAR e irrigacdo subgengival com SS.

Grupo NIC-PE-RAR/Q10L (n=16): Os animais receberam duas aplicagoes
subcuténeas diarias de 3 mg/kg de hemissulfato de NIC durante todo o periodo experimental.
Apbs 30 dias do inicio das aplicacdes de NIC os animais tiveram a periodontite experimental
(PE) induzida nos seus primeiros molares inferiores esquerdos. Quinze dias apos a inducéo, foi
realizado o tratamento da PE através de RAR e irrigacdo subgengival com 1ml de solucdo de
CQ1o.

Grupo NIC-PE-RAR/Q10S (n=16): Os animais receberam duas aplicacGes
subcutéaneas diarias de 3 mg/kg de hemissulfato de NIC durante todo o periodo experimental.
Apo6s 30 dias do inicio das aplicacfes de NIC os animais tiveram a periodontite experimental
(PE) induzida nos seus primeiros molares inferiores esquerdos. Quinze dias ap6s a inducéo, foi
realizado o tratamento da PE através de RAR e irrigacdo subgengival com SS. A partir do dia
do tratamento os animais receberam diariamente, via gavagem gastrica, suplementacdo diaria

com 120 mg de CQ10 até o final do experimento.

Grupo NIC-PE-RAR/Q10LS (n=16): Os animais receberam duas aplica¢oes
subcuténeas diarias de 3 mg/kg de hemissulfato de NIC durante todo o periodo experimental.
Apos 30 dias do inicio das aplicagdes de NIC os animais tiveram a periodontite experimental
(PE) induzida nos seus primeiros molares inferiores esquerdos. Quinze dias apos a indugéo, foi
realizado o tratamento da PE através de RAR e irrigacdo subgengival com 1ml solugdo de
CQ10. A partir do dia do tratamento receberam diariamente, via gavagem gastrica,
suplementacéo didria com 120 mg de Q10 até o final do experimento. A organizacéo dos grupos

experimentais e periodos de eutanasia podem ser visualizados na Tabela 1.
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TABELA 1 - Grupos experimentais. Q1l0L-tratamento local c.om Q10; Q10S-tratamento
sisttmico com Q10; Q10LS-tratamento local e sistémico com Q10.

Grupos experimentais

Periodos de Eutanasia
Grupo SS-PE-RAR 7 dias apds 28 dias apos
(n=16) tratamento tratamento
Grupo SS-PE-RAR/Q10L 7 dias ap0s 28 dias apo6s
(n=16) tratamento tratamento
Grupo SS-PE-RAR/Q10S 7 dias apds 28 dias apos
(n=16) tratamento tratamento
Grupo SS-PE-RAR/Q10LS 7 dias ap0s 28 dias ap6s
(n=16) tratamento tratamento
Grupo NIC-PE-RAR 7 dias apds 28 dias apos
(n=16) tratamento tratamento
Grupo NIC-PE-RAR/Q10L 7 dias ap0s 28 dias ap6s
(n=16) tratamento tratamento
Grupo NIC-PE-RAR/Q10S 7 dias apds 28 dias apos
(n=16) tratamento tratamento
Grupo NIC-PE-RAR/Q10LS 7 dias apds 28 dias apos
(n=16) tratamento tratamento

Fonte: Autor, 2022

Protocolo de administracdo de nicotina ou solucdo de cloreto de sddio

A cada 12 horas os animais receberam injecGes subcutaneas de nicotina ou solugédo
salina na regido dorsal em horario pré-estabelecido, com inicio 30 dias antes da inducéo da PE
permanecendo até o fim do periodo experimental. O hemissulfato de nicotina (Sigma, St. Louis,
MO, USA) foi diluido em solu¢do salina na concentra¢do de 5mg/ml. Para cada animal foi
administrado um volume da solucdo diluida, na dosagem de 3mg/kg de peso de acordo com o
protocolo de Okamoto et al.8! A administracdo da solugdo salina (cloreto de sodio 0,9%) foi
realizada com o objetivo de simular as mesmas condi¢fes de estresse diario proveniente das

aplicacdes de nicotina.

Sedacao e anestesia

Para todos os procedimentos cirdrgicos (inducdo e tratamento da PE), os animais
receberam anestesia geral, obtida pela associagdo de 70mg/kg de Cloridrato de quetamina
(Vetaset — ZoetisFlorham Park, NJ — USA) e 6mg/kg Cloridrato de xilazina (Coopazine —
Coopers Sdo Paulo — Brasil.), aplicados intramuscular no biceps femorais da pata direita.
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Inducéo da periodontite experimental

Foi posicionado ao redor dos primeiros molares inferiores esquerdos, um fio de algodéo
namero 24 (Corrente Algodao n°24, Coats Corrente, Sdo Paulo, SP, Brasil), mantido em

posicéo subgengival por meio de nos cirlrgicos, para induzir a PE.8283

Raspagem e alisamento radicular

O tratamento local com RAR foi realizado com curetas manuais mini — Five 5-6 (Hu-
Friedy Co. Inc., Chicago, IL, EUA) atraves de 10 movimentos de tracdo disto-mesial nas faces
vestibular e lingual. As areas interproximais e de furca serdo raspadas com as mesmas curetas
através de movimentos de tracio cérvico-oclusais.?* Apds realizacdo dos movimentos de
raspagem, os grupos SS-PE-RAR, SS-PE-RAR/Q10S, NIC-PE-RAR, e NIC-PE-RAR /Q10S
receberam irrigagdo subgengival cuidadosa com SS, enquanto os grupos SS-PE-RAR/Q10L,
SS-PE-RAR/Q10LS, NIC-PE-RAR/Q10L e NIC-PE-RAR/QI10LS receberam irrigacdo
subgengival com solucdo de CQ10, representado na figura 1. Os tratamentos locais RAR foram

realizados por um mesmo operador experiente e cego aos grupos experimentais.

FIGURA 1 - Irrigacdo subgengival ap6s o tratamento periodontal nos grupos PE-RAR/Q10L, PE-
RAR/Q10LS, NIC-PE-RAR/Q10L e NIC-PE-RAR/Q10LS com solugdo de CQ10

Fonte: Autor, 2022

Preparo e administracéo da Coenzima Q10

A solucéo de coenzima Q10 foi preparada utilizando glicerina vegetal como veiculo. A
concentragdo final do produto foi de 120 mg de Q10/ ml de glicerina.®>> Sendo assim, os
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animais dos grupos SS-PE-RAR/Q10S, SS-PE-RAR/Q10LS, NIC-PE-RAR/Q10S e NIC-PE-
RAR/Q10LS receberam, via gavagem géstrica, suplementacdo didria com 1ml de solucdo
contendo 120 mg de CQ10 a partir do dia do tratamento periodontal. A mesma solucdo de 120
mg/ml de CQ10 foi utilizada para fazer irrigacdo subgengival apos o tratamento periodontal
nos grupos SS-PE-RAR/Q10L, SS-PE-RAR/Q10LS, NIC-PE-RAR/Q10L e NIC-PE-
RAR/Q10LS.

Periodos experimentais e obten¢do das amostras

Para a realizagdo das andlises propostas, os animais foram eutanasiados pela
administracdo de Tiopental (Cristélia, Ltda., Itapira, SP, Brasil) na dose letal de 150 mg/kg de
peso corporal aos 7 e 28 dias apds o tratamento. A mandibula de cada animal foi removida,
separada em duas partes no plano mediano, e as hemi-mandibulas esquerdas serdo fixadas em

solucdo de formaldeido tamponado 4% por um periodo de 48 horas.

Linha do Tempo

FIGURA 2 - Linha do Tempo

Inicio da CQ10
-45 dias -15 dias 0 dias 7 dias 28 dias
| | . I I
Inicio da Inducdo da Tratamento  Eutanasia Eutanasia
Nicotina ou Soro PE da PE

Fonte: Autor, 2022

Processamento Laboratorial

Apos fixacdo, as 128 amostras (08 espécimes por grupo/periodo) foram lavadas em
agua corrente e desmineralizadas em solucdo de EDTA 10%, com trocas semanais, por um
periodo médio de 8 semanas. ApOs processamento histolégico convencional e inclusdo em

parafina, cortes semi-seriados (4um) foram obtidos em progresséo de vestibular para lingual.
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Apos exclusdo do primeiro e do Gltimo corte histolégico, nos quais a regido de furca foi
evidente, cinco cortes equidistantes de cada espécime foram corados com hematoxilina e eosina
para analise histoldgica e histométrica. Outros dez cortes foram submetidos ao processamento
imunoistoquimico pela técnica de imunoperoxidase indireta para deteccdo fosfatase acida

resistente ao tartarato (TRAP).

Processamento Imunoistoquimico

Para a analise imunoistoquimica, os cortes histologicos foram desparafinizados em
xilol e hidratados em série decrescente de etanol (100° - 100° - 100° - 90° - 70° GL). A
recuperacdo antigénica foi realizada através da imerséo das Iaminas histologicas em tampéo
especifico (Diva decloaker, Biocare Medical, Concord, CA, EUA), em camara pressurizada
(Decloaking chamber, Biocare Medical, Concord, CA, EUA) a 95°C, por 20 minutos. No final
de cada etapa da reacdo imunoistoquimica, as laminas histolégicas foram lavadas em PBS 0,1
M, pH 7,4. Posteriormente, as laminas foram imersas em 3% de perdxido de hidrogénio por 1
hora e 1% de soro albumina bovino por 12 horas para blogueio da peroxidase enddgena e
bloqueio dos sitios inespecificos, respectivamente. As laminas contendo amostras de cada
grupo experimental foram divididas em quatro lotes, e cada lote foi incubado com anticorpos
primarios anti-TRAP. Os cortes foram incubados com anticorpo secundario biotinilado por 2
horas e subsequentemente tratados com estreptavidina conjugada com a peroxidase da raiz forte
- HRP por 1 hora (Universal Dako Labeled HRP Streptavidin-Biotin Kit, Dako Laboratories,
CA, EUA). A revelagdo foi realizada utilizando como cromdgeno o 3,3°- tetracloridrato de
diaminobenzidina (DAB chromogen Kit, Dako Laboratories, CA, EUA). Foi realizada a
contracoloragdo com hematoxilina de Harris, desidratados em etanol, diafanizados em xilol e,
recobertos com meio de montagem (Permount, Fisher Scientific, San Diego, CA, EUA) e
laminulas de vidro. Como controle negativo, o0s espécimes foram submetidos aos

procedimentos descritos anteriormente suprimindo-se a utilizagdo do anticorpo primario.

Analise dos Resultados

Andlise histométrica da POF

Para a determinacédo da Porcentagem de Osso na Furca (POF) foi utilizado um sistema

de analise de imagem software ImageJ. Foi mensurada a area total da furca (AF) e em seguida
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a area ocupada por 0sso (AO), ambas em mm?. A AF foi demarcada apicalmente por uma linha
reta tracada a partir do apice da raiz mesial em direcdo ao &pice da raiz distal. A partir desta
linha seguiu todo o contorno da superficie externa do cemento situado entre as raizes. A AO
teve 0 mesmo limite apical da AF e partir deste seguiu todo o contorno da superficie externa do
tecido 0sseo entre as raizes. Foi calculado a POF multiplicando-se AO por 100 e dividindo-se
por AF (POF = (AO x 100) / AF). A POF de cada espécime foi mensurada trés vezes, em trés

dias diferentes, pelo mesmo examinador, calibrado e cego aos grupos experimentais.

Andlise histopatoldgica dos tecidos periodontais

Foi efetuada em microscopia Optica de luz avaliando-se, compreendendo os tecidos
interproximais e o interior da furca, os seguintes parametros: 1) intensidade da resposta
inflamatdria local; 2) extensdo do processo inflamatorio; 3) reabsorcdo radicular externa
(cemento e dentina); 4) reabsorcéo alveolar; 5) padréo de estruturacéo do tecido conjuntivo da
regido de furca; 6) padrdo de estruturacdo do tecido 6sseo alveolar da regido de furca.

Anélise imunoistoguimica

A imunomarcacdo foi definida como aquela de coloragcdo castanho escuro
confinada ao citoplasma em TRAP. A regido de interesse (ROI) para a analise imuno-
histoquimica foi uma area de 2000 um x 2000 um dentro da furca. Seu limite coronal foi a
crista 6ssea alveolar, de onde se estendeu 2000 pum apicalmente. A marca¢do imunoldgica do

TRAP foi avaliada contando células positivas para TRAP com aumento de 200 x.

Andlise Estatistica

Os dados histométricos foram analisados usando o software BioStat (BioStat version
5.0, Belem, PA, Brazil). A normalidade e a homocedasticidade dos dados foram analisadas
através do teste Shapiro-Wilk, posteriormente, 0os mesmos foram submetidos ao teste
paramétrico Anova: doiscritério (one-way ANOVA) e pos-teste de Tukey. O nivel de

significancia adotado foi de 5% (p<0,05).



Resultados
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4 RESULTADOS

Analise histopatoldgica dos tecidos periodontais

No periodo de 7 dias o grupo SS-PE-RAR a regido de furca exibiu presenca focal de
epitélio circundada por moderado infiltrado inflamatério mononuclear, resultando em
espessamento do ligamento periodontal e discreta desorganizacdo associada a area de
inflamacg8o. Observou-se discretas areas de reabsor¢do cementéria na regido de furca e
cemento-dentinaria nas porcdes cervicais radiculares. Notou-se discreto aplainamento das
cristas 0sseas alveolares. Na area do col gengival, observou-se revestimento por fino epitélio

com moderada exocitose por leucécitos polimorfonucleares neutrofilos.

Aspecto histopatoldgico distinto foi observado no grupo SS-PE-RAR-Q10L. No
mesmao periodo, este grupo apresentou extensa area na regido de furca com exuberante infiltrado
inflamatorio polimorfonuclear neutrofilico, associado a fragmento 6sseo néo viavel e focos de
material hialino, caracterizando abscesso e ocupando cerca de 2/3 desta regido. Havia presenca
de biofilme bacteriano aderido a superficie 6ssea, bem como a superficie cementaria. Observou-
se ainda, reabsorcdo cementaria e dentinaria nas regides de furca e radiculares, levando a perda

de insergéo conjuntiva.

Os grupos SS-PE-RAR-Q10S e SS-PE-RAR-Q10LS exibiram similaridade ao grupo
SS-PE-RAR, considerando-se o tecido gengival e regido de furca, com excecdo de areas de

reabsorcOes pontuais no cemento inter-radicular e nas regides cervicais radiculares.

Quando da associacdo da nicotina nos animais, ndo foram observadas alteracdes
importantes nos grupos NIC-PE-RAR, NIC-PE-RAR-Q10L e NIC-PE-RAR-Q10LS, sendo
que os tecidos periodontais apresentaram aspecto de normalidade, com discretas areas de
reabsor¢do cementaria na regido de furca e cementaria e dentinarias cervical; porém, com
preservacdo do epitélio juncional e insercdo conjuntiva. No entanto, no grupo NIC-PE-RAR,
chamou a ateng&o pelas discretas areas de perda do ligamento periodontal e invasdo do tecido
0sseo subjacente, configurando anquilose focal. Ja os animais do grupo NIC-PE-RAR-Q10S
apresentaram alteracGes nos tecidos periodontais, como invasao do tecido epitelial na regido de
furca e reabsorcdo cementéria ativa associada a discreto infiltrado mononuclear, perda de
insercdo conjuntiva com discreta reabsorcdo dentinarias cervical, que por vezes alcangou o
terco médio radicular, bem como eventual achatamento da crista inter-radicular. Nas ocasides
de achatamento da crista inter-radicular, as fibras do ligamento periodontal se dispunham

horizontalmente, e ndo mais obliqguamente.
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No periodo de 28 dias, observou-se comprometimento importante do periodonto de
insercdo do grupo SS-PE-RAR. Notou-se intensa reabsorcdo externa radicular e lesdo de furca
caracterizada pela presenca de tecido epitelial e fragmentos de sequestros 6sseos apresentando
espessos biofilmes bacterianos. Um exuberante infiltrado inflamatorio neutrofilico circundava
estas estruturas, causando importante reabsorcdo da crista 6ssea inter-radicular e alterando a
organizacdo das fibras do ligamento periodontal, formando espessos feixes posicionados

horizontalmente, paralelas a superficie da furca.

Aspecto histopatologico semelhante foi observado nos grupos SS-PE-RAR-Q10L e
SS-PE-RAR-Q10S, aparentemente, em menor intensidade, porém, indicando poucas
mudancas com relacdo ao observado aos 7 dias. A maioria dos animais do grupo exibia
reabsorcdo cementaria e dentinarias nas regides de furca e nas regides cervicais, estendendo-se
para os tercos medio e eventualmente apical das raizes. Observou-se também, perda de insercdo
conjuntiva até a altura do terco médio das raizes pela auséncia do cemento e reabsorcao
dentinarias e também pela reabsorcdo das cristas 0sseas alveolares, onde as fibras colagenas
apresentavam-se dispostas paralelas ao longo eixo da raiz. Em alguns animais, ja foi possivel
observar presenca de epitélio na regido de furca, isoladamente ou subjacente a sequestros 6sseos
com biofilme associados a intenso infiltrado neutrofilico, resultando em reabsorcdo dssea

importante e alterando a organizacéo das fibras colagenas local.

A associacdo local e sisttmica da CQ10 (grupo SS-PE-RAR-QI10LS) resultou em
aspecto histopatoldgico semelhante ao exibido aos 7 dias, uma vez que a presenca das
reabsorcBes cementaria e dentinaria nas regides de furca e radiculares se mantiveram, levando
a perda de insercao conjuntiva e reabsor¢do do tecido dsseo inter-radicular e das cristas 6sseas

alveolares.

Os grupos NIC-PE-RAR e NIC-PE-RAR-Q10S apresentaram quadro histopatolégico
com predominio de formacdo de abscesso inter-radicular constituido por exuberante infiltrado
inflamatdrio neutrofilico, sequestros 0sseos e espessos biofilmes bacterianos, causando
reabsorcéo da crista 0ssea. Detectou-se também, reabsorcéo da crista 6ssea alveolar, cementaria
e radicular, por vezes alcangando o ter¢o apical das raizes, levando & perda de insercéo

conjuntiva.

De modo interessante, observou-se que nos animais do grupo NIC-PE-RAR-Q10L nao
houve formacdo de abscessos, mas as reabsor¢fes cementéaria e dentinérias ainda podiam ser

visualizadas. No entanto, a reabsor¢do das cristas dsseas alveolares se mostraram mais discretas
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que os demais grupos. Os animais do grupo NIC-PE-RAR-Q10LS, por sua vez, exibiram areas
de reabsorcdo cementaria e dentaria radicular, também causando perda de inser¢do conjuntiva
predominantemente no terco cervical, com regido de furca preservada. Os resultados da analise

histopatoldgica estdo ilustrados na Figura 3 e 4.

FIGURA 3- Analise histopatolégica dos tecidos periodontias da regido de furca dos primeiros molares
inferiores esquerdos no periodo experimental de 7 dias. A- Grupo SS-PE-RAR aos 7 dias; B- Grupo SS-
PE-RAR-Q10L aos 7 dias; C- Grupo SS-PE-RAR-Q10S aos 7 dias, D- Grupo SS-PE-RAR-Q10LS aos 7
dias. E-Grupo NIC-PE-RAR aos 7 dias; F- Grupo NIC-PE-RAR-Q10L aos 7 dias; G- Grupo NIC-PE-
RAR-Q10S aos 7 dias; H-Grupo NIC-PE-RAR-Q10LS aos 7 dias. Abreviacdes: ao: osso alveolar.
Coloracgdo: Hematoxilina e Eosina. Barra de escala: 500um.

Fonte: Autor, 2022.
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FIGURA 4- Analise histopatoldgica dos tecidos periodontias da regido de furca dos primeiros molares
inferiores esquerdos no periodo experimental de 28 dias. A- Grupo SS-PE-RAR aos 28 dias; B- Grupo SS-
PE-RAR-Q10L aos 28 dias; C- Grupo SS-PE-RAR-Q10S aos 28 dias, D- Grupo SS-PE-RAR-Q10LS aos 28
dias. E-Grupo NIC-PE-RAR aos 28 dias; F- Grupo NIC-PE-RAR-Q10L aos 28 dias; G- Grupo NIC-PE-
RAR-Q10S aos 28 dias; H-Grupo NIC-PE-RAR-QI10LS aos 28 dias. Abreviagdes: ao: 0sso alveolar.
Coloragdo: Hematoxilina e Eosina. Barra de escala: 500um.

Fonte: Autor, 2022.
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Analise histométrica da POF

Em relacdo a analise histométrica de porcentagem de osso na furca (POF), pode-
se observar aos 7 dias maior POF (p<0,05) nos grupos SS-PE-RAR-Q10S (77,88+5,21), NIC-
PE-RAR-Q10S (78,31+5,75), SS-PE-RAR-QI10LS (74,42+6,50) e NIC-PE-RAR-Q10LS
(81,68+7,09), quando comparados ao grupo SS-PE-RAR (67,67£2,55).

No periodo experimental de 7 dias também pode-se observar maior POF (p<0,05) nos
grupos NIC-PE-RAR-Q10L (78,25+8,30), SS-PE-RAR-Q10S (77,88+5,21), NIC-PE-RAR-
Q10S (78,31+5,75), SS-PE-RAR-Q10LS (74,42+6,50) e NIC-PE-RAR-Q10LS (81,68+7,09),
guando comparados ao grupo NIC-PE-RAR (61,63+ 5,71).

Ainda no periodo experimental de 7 dias, pode-se observar maior POF (p<0,05) nos
grupos NIC-PE-RAR-Q10L (78,25+8,30), SS-PE-RAR-Q10S (77,8845,21), NIC-PE-RAR-
Q10S (78,3145,75), SS-PE-RAR-Q10LS (74,42+6,50) e NIC-PE-RAR-Q10LS (81,68+7,09),
quando comparados com o grupo SS-PE-RAR-Q10L (54,09 +£20,18). Na analise intragrupo
referente ao grupo SS-PE-RAR-Q10L, pode-se observar aos 28 dias (78,15+6,12) maior POF
(p<0,05) em relagao ao 7 dias (54,09 £20,18).

No que se refere ao periodo experimental de 28 dias, pode-se observar maior POF
(p<0,05) nos grupos SS-PE-RAR-Q10L (78,15+6,12), NIC-PE-RAOR-Q10L (79,84+£3,59), SS-
PE-RAR-Q10S (75,7148,15), SS-PE-RAR-Q10LS (78,71+8,62). NIC-PE-RAR-Q10LS
(77,72+4,39) em comparacdo com o grupo SS-PE-RAR (62,82+8,61).

Do mesmo modo, aos 28 dias pode-se observar maior POF (p<0,05) nos grupos SS-PE-
RAR-Q10L  (78,15%6,12), NIC-PE-RAR-Q10L  (79,84+3,59), SS-PE-RAR-Q10S
(75,7118,15), NIC-PE-RAR-Q10S (72,2049,18), SS-PE-RAR-Q10LS (78,71+8,62) e NIC-PE-
RAR-Q10LS (77,72+4,39), quando comparadas com o grupo NIC-PE-RAR (58,91£3,97).

Além do mais, pode-se observar aos 28 dias maior POF (p<0,05) no grupo NIC-PE-
RAR-Q10L (79,84+3,59), quando comparado com o grupo NIC-PE-RAR-Q10S (72,20+9,18)
do mesmo periodo. Os resultados da analise de porcentagem de osso na furca estdo

representados na Figura 5.
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FIGURA 5- Gréfico mostrando a quantificagdo (Médias + Desvio Padréo) da porcentagem de 0sso na furca
(POF) para cada grupo e periodo. Testes estatisticos usados: ANOVA One-way e pos teste de Tukey. *,
diferencas estatisticamente significante (p<0,05) com os grupos NIC-PE-RAR-Q10L, SS-PE-RAR-Q10S,
NIC-PE-RAR-Q10S, SS-PE-RAR-Q10LS e NIC-PE-RAR-Q10LS aos 7 dias. ¥, diferencas estatisticamente
significante (p<0,05) com os grupos NIC-PE-RAR-Q10L, SS-PE-RAR-Q10S, NIC-PE-RAR-Q10S, SS-PE-
RAR-Q10LS, NIC-PE-RAR-Q10LS aos 7 dias. «, diferencas estatisticamente significante (p<0,05) com o
grupo SS-PE-RAR-Q10L aos 28 dias. a, diferencas estatisticamente significante (p<0,05) com os grupos, NIC-
PE-RAR-Q10L, SS-PE-RAR-Q10S, NIC-PE-RAR-Q10S, SS-PE-RAR-Q10LS e NIC-PE-RAR-Q10LS aos
7 dias.p, diferencas estatisticamente significante (p<0,05) com os grupos SS-PE-RAR-Q10L, NIC-PE-RAR-
Q10L, SS-PE-RAR-Q10S, SS-PE-RAR-Q10LS e NIC-PE-RAR-Q10L, NIC-PE-RAR-Q10LS aos 28 dias. ],
diferencas estatisticamente significante (p<0,05) com os grupos SS-PE-RAR-Q10L, NIC-PE-RAR-Q10L, SS-
PE-RAR-Q10S, NIC-PE-RAR-Q10S, SS-PE-RAR-Q10LS e NIC-PE-RAR-Q10LS aos 28 dias. f, diferengas
estatisticamente significante (p<0,05) com o grupo NIC-PE-RAR-Q10L aos 28 dias.
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Fonte: Autor, 2022.
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Analise imunoistoquimica
Quantificacao das células TRAP positivas

Em relagdo a imunomarcacdo para TRAP, pode-se observar menor nimero de células
TRAP positivas (p<0,05) aos 7 dias nos grupos NIC-PE-RAR-Q10L (0,2+0,45) e SS-PE-RAR-
Q10LS (1£1,41), quando comparados com o grupo SS-PE-RAR (6,4+4,83).

Além disto, aos 7 dias, pode-se observar menor nimero de células TRAP positivas
(p<0,05) nos grupos NIC-PE-RAR-Q10L (0,2+0,45) e SS-PE-RAR-Q10LS (1+1,41), quando
comparados ao grupo NIC-PE-RAR (7,6 £5,59).

Ainda aos 7 dias, observou-se menor nimero de células TRAP positivas (p<0,05) no
grupo NIC-PE-RAR-Q10L (0,2+0,45), quando comparado com 0s grupos SS-PE-RAR-Q10L
(8,6 = 8,44). Além disto, na andlise intragrupo NIC-PE-RAR-Q10L aos 7 dias, apresentou
menor numero de células TRAP positivas (p<0,05) (0,2+0,45), quando comparado aos 28 dias
(7,445,08).

Ja no periodo experimental de 28 dias, pode-se observar menor nimero de células
TRAP positivas (p<0,05) nos grupos SS-PE-RAR-Q10L (7,4+4,34), SS-PE-RAR-Q10-LS
(4,4£4,72) e NIC-PE-RAR-Q10LS (3,9£3,54), quando comparados com o grupo NIC-PE-RAR
(17,6 £8,62). Os resultados da quantificacdo das células TRAP positivas estdo representadas na

Figura 6 e ilustrados na Figura 7 e 8.
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FIGURA 6- Grafico mostrando a quantificacdo (Médias + Desvio Padrao) da quantificacao
de células TRAP positivas para cada grupo e periodo. Testes estatisticos usados: ANOVA
One-way e pos teste de Tukey. *, diferencas estatisticamente significante (p<0,05) com os
grupos NIC-PE-RAR-Q10L e SS-PE-RAR-QI0LS. a, diferencas estatisticamente
significante (p<0,05) com os grupos NIC-PE-RAR-Q10L e SS-PE-RAR-Q10LS. B,
diferencas estatisticamente significante (p<0,05) com os grupos SS-PE-RAR-Q10L e NIC-
PE-RAR-Q10L. PP, diferencas estatisticamente significante (p<0,05) com os grupos SS-PE-
RAR-Q10L, SS-PE-RAR-Q10-LS e NIC-PE-RAR-Q10LS.
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Fonte: Autor, 2022.

Figura 7- Padrdo de imunomarcacao de células TRAP positivas no periodo experimental de 7 dias. A- Grupo SS-
PE-RAR, B- Grupo SS-PE-RAR-Q10L, C-Grupo SS-PE-RAR-Q10S, D-Grupo SS-PE-RAR-Q10LS, E-Grupo
NIC-PE-RAR, F-GRUPO NIC-PE-RAR-Q10L, G-Grupo NIC-PE-RAR-Q10S e H-Grupo NIC-PE-RAR-Q10LS.
Setas indicando imunomarcacao positiva. Aumento original de 200x. Barra de escala de 50um. Contra-
colocaracdo Hematoxilina de Harris.
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Figura 8- Padrdo de imunomarcacao de células TRAP positivas no periodo experimental de 28 dias. A-
Grupo SS-PE-RAR, B- Grupo SS-PE-RAR-Q10L, C-Grupo SS-PE-RAR-Q10S, D-Grupo SS-PE-RAR-
Q10LS, E-Grupo NIC-PE-RAR, F-GRUPO NIC-PE-RAR-Q10L, G-Grupo NIC-PE-RAR-Q10S e H-
Grupo NIC-PE-RAR-QI10LS. Setas indicando imunomarcacdo positiva. Aumento original de 200x.
Barra de escala de 50pum. Contra-colocaragdo Hematoxilina de Harris.
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5 DISCUSSAO

O tratamento convencional da periodontite consiste na raspagem e alisamento radicular
(RAR) das superficies radiculares com a finalidade de remocéo de placa bacteriana e célculo
dental ,%° apesar do sucesso do tratamento algumas limitagGes sdo apresentadas com ocorréncia
de progressio da doenca, levando ao insucesso do tratamento periodontal.2®#” Como é o caso
de dentes multirradiculares afetados pela periodontite com envolvimento de furca, representam
um desafio clinico diante de sua anatomia que dificulta o acesso e a RAR com eficacia,
dificultando assim o processo de reparo e sucesso do tratamento periodontal na regifo.%8-%!
Outra limitacdo da RAR encontra-se em pacientes fumantes, que apresentam um
comprometimento sistémico que leva a progressao da periodontite e influéncia também na
resposta do tratamento, levando assim a recidivas e ao insucesso da RAR.%2%163 Ademias é
crescente o uso de cigarros eletrénicos ou vapes, principalmente entre 0s jovens que contém
nicotina e flavorizantes,®sendo que sua concentracdo de nicotina pode variar de 0 a 87.2
mg/m,®* ressaltando que além do tabagismo outro vicio crescente esta associado & nicotina e

seus efeitos deletérios.

Tais dados da literatura sobre as limita¢des clinicas da RAR corroboram com os achados
histopatoldgicos dos grupo SS-PE-RAR e NIC-PE-RAR. O grupo SS-PE-RAR apesar de
apresentar bons resultados aos 7 dias, chega aos 28 dias com progressao da doenga. J& 0 grupo
NIC-PE-RAR mantém uma caracteristica desfavordvel na analise histopatoldgica e

histométrica em ambos 0s periodos experimentais.

Diante destes desafios clinicos, lanca-se méo de alternativas terapéuticas para que se
atinjam melhores resultados no tratamento periodontal.®> Uma das alterativas consiste no
tratamento coadjuvante associado & RAR, como 0 uso de antioxidantes.t*® Além disto, é
evidenciado que o estresse oxidativo é um dos efeitos no tecidos decorrentes do tabagismo.*® E

sabido que a CQ10 age como um antioxidante intracelular através da reducéo da producéo de



radicais livres e espécies reativas de oxigénio.”?> Com essa finalidade propomos o estudo do uso
local e/ou sisttmico como tratamento coadjuvante associado & RAR em ratos tratados

sistemicamente com nicotina.

Diante dos achados deste estudo, os resultados referentes ao grupo NIC associado ao
uso coadjuvante da CQ10 chamou a atencéo, devido aos seus resultados similares ao grupo SS,
ou seja, sem um tratamento sistémico de influéncia na progressao da periodontite como a
nicotina. Na analise histopatoldgica, podemos observar aos 7 dias que a utilizacdo da CQ10
local e local/sistémica nos grupos tratados com nicotina, que os tecidos periodontais
apresentaram aspecto de normalidade, com preservacdo do epitélio juncional e insercéo
conjuntiva. Os mesmos grupos aos 28 dias apresentaram regido de furca preservada e auséncia
de abscessos. Além disto, de modo interessante, pode-se observar também que 0s grupos
tratados com nicotina com a utilizagdo da CQ10 sistémica e local/sistémica apresentaram maior
POF aos 7 dias quando comparado com o grupo SS-PE-RAR. Ja aos 28 dias todas as terapias

coadjuvantes com CQ10 demonstraram maior POF em relag¢do ao grupo SS-PE-RAR.

Tais resultados encontrados no grupo NIC-PE-RAR-Q10L e NIC-PE-RAR-Q10LS
diferem dos resultados do grupo realizado apenas a RAR (NIC-PE-RAR), que foi observado
aos 7 dias discretas areas de perda do ligamento periodontal e invasdo do tecido désseo
subjacente, configurando anquilose focal. Além disto aos 28 dias, observou-se formacao de
abscesso inter-radicular constituido por exuberante infiltrado inflamatdrio neutrofilico,
sequestros 6sseos e espessos biofilmes bacterianos, causando reabsorcdo da crista 0ssea, além
de perda de insercdo conjuntiva. Tais achados histopatoldgicos corroboram com os resultados
histométricos, que pode-se observar maior POF nos grupos NIC-PE-RAR-Q10L, NIC-PE-
RAR-Q10S e NIC-PE-RAR-Q10LS quando comparados ao grupos NIC-PE-RAR em ambos
0s periodos experimentais. Tais dados de menor POF no grupo NIC-PE-RAR corroboram com

os achados da literatura, que demonstraram maior perda 6ssea em molares com periodontite



experimental induzida em ratos tratados com nicotina.®*®" E ainda sugerem o resultado
interessante e favoravel que a CQ10 teve no quesito perda éssea nos grupos tratados

sistemicamente pela nicotina.

Além disto, na anélise imunoistoquimica para quantificacdo de células TRAP positivas,
pode-se observar aos 7 dias menor nimero no grupo NIC-PE-RAR-Q10L quando comparado
ao grupo NIC-PE-RAR, ja aos 28 dias observou-se menor numero de celulas TRAP Positivas

no grupo NIC-PE-RAR-Q10LS quando comparado ao grupo NIC-PE-RAR.

Os achados das células TRAP positivas mostram menor nimero de células TRAP nos
grupos local e local/sistémico aos 7 dias e 28 dias respectivamente quando comparados com o
NIC-PE-RAR, tais achados podem justificar os resultados mais favoraveis da analise
histopatoldgica bem como da anélise histométrica. Além disto o maior niamero de células TRAP
positivas NIC-PE-RAR corroboram com os achados de Garcia et al. (2018)°’ e ainda sugerem
0 beneficio da terapia coadjuvante local e local/sistémica frente aos desafios terapéuticos do

tabagismo diante do uso da CQ10 local ou local/sistémica.

De modo curioso, a CQ10 atuou de forma desfavoravel na andlise histopatoldgica e
histométrica no grupo SS-PE-RAR-Q10L aos 7 dias, com infiltrado inflamatorio
polimorfonuclear, abcessos, além de perda de inser¢do e menor POF quando comparado aos
aos 28 dias e aos grupos NIC-PE-RAR-Q10L, SS-PE-RAR-Q10S, NIC-PE-RAR-Q10S, SS-

PE-RAR-Q10LS E NIC-PE-RAR-Q10L.

O uso da CQ10 local no grupo SS mostrou-se desfavoravel em um periodo
experimental, no entanto no grupo tratado sistemicamente com a nicotina o uso local ou local
associado ao uso sistémicos apresentaram os melhores resultados em ambas as analises do
presente trabalho, sugerindo que o efeito antioxidante da CQ10 frente ao estresse oxidativo

ocasionado pela nicotina dos tecidos periodontais permitiu um reparo favoravel de dentes



multirradiculares com envolvimento de furca comprometidos pela periodontite, com
preservacao de insercdo conjuntiva, area de furca preservada, além de maior porcentagem de

0ss0 na regido, bem como menor nimero de células TRAP postivas.

Os resultados do uso da CQ10 localmente bem como local/sistemicamente no grupo
nicotina corroboram com o resultado do estudo clinico randomizado e controlado de Raut el al.
(2019)", que demonstrou que o uso local da CQ10 em bolsas periodontais de pacientes
fumantes resultou em beneficios usado coadjuvante a RAR como melhores resultados de
profundidade de sondagem e insercdo clinica nos grupos testes. Além de corroborar com 0s
resultados do estudo in vitro de Figueiro et al. (2006),”® que sugeriu que a CQ10 poderia trazer

melhoras adjunta ao tratamento periodontal em pacientes fumantes.

Ja o uso da CQ10 de forma sistémica na andlise histopatologica mostrou-se desfavoravel
nos grupos tratados com nicotina, porém apresentaram maior POF quando comparada ao grupo
NIC-PE-RAR aos 7 e 28 dias. Além disto também apresentou maior POF quando comparado
com o grupo SS-PE-RAR aos 7 dias. Por outro lado, o uso da CQ10 sistemicamente nos ratos
ndo tratados com nicotina demonstrou resultados favoraveis na analise histopatoldgica bem
como na andlise histométrica, nos grupos SS-PE-RAR-Q10S e SS-PE-RAR-Q10LS. Tal
comportamento dual diante do tipo de tratamento sistémico gerou lacunas que precisam ser

elucidadas com mais estudos in vivo e posteriormente clinicos.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que raspagem e alisamento radicular associado a coenzima Q10 utilizada
local e local/sistemicamente no tratamento da periodontite experimental em ratos tratados
sistemicamente com nicotina foram efetivas mostrando resultados favoraveis nas analises
histopatoldgica, histométrica e imunoistoquimica. Ja o uso apenas sistémico da Coenzima Q10
em ratos tratados sistemicamente pela nicotina mostrou lacunas a serem elucidadas com novos

estudos in vivo.
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