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RESUMO

O proposito do estudo foi avaliar a influéncia da coenzima Q10 (CQ10) administrada
localmente e/ou sistemicamente coadjuvante a raspagem e alisamento radicular (RAR) no
tratamento da periodontite experimental (PE) induzida em ratos. Oitenta ratos machos
(Wistar) foram divididos em 5 grupos (n=16) de acordo com os tratamentos que foram
realizados: PE- RAR: irrigacdo subgengival com solucdo salina (SS); PE-RAR/Q10L:
irrigagdo subgengivalcom 1ml solugdo de CQ10; PE-RAR/S: gavagem gastrica didria de
1 ml de glicerina vegetal; PE-RAR/Q10S: gavagem gastrica didria com 120 mg de CQ10;
PE-RAR/QI10LS: irrigacdo subgengival com 1ml solu¢do de CQ10 e gavagem géstrica
diaria com 120 mg de CQ10. Nos 15 dias que antecedem o tratamento, um fio de algodao
foi colocado ao redor dos primeiros molares inferiores esquerdos para indugdo da PE. No
dia 0, foi realizado RAR em todos os animais e a irrigagdo subgengival e/ou tratamento
sistémico foram realizados de acordo com os grupos experimentais. As eutanasias no
periodo de 7 dias e 28 pods tratamento foram realizadas. As pecas coletadas foram
processadas com desmineralizacdo e foram realizadas as andlises histopatologica,
histométrica (porcentagem de osso na furca) e imunoistoquimica paradetec¢ao de Fator de
Necrose Tumoral (TNF- a). Os dados histométricos foram analisados usando o software
BioStat, a normalidade e a homocedasticidade dos dados foram analisadas através do teste
Shapiro-Wilk, posteriormente, os mesmos foram submetidos ao teste paramétrico Anova:
dois critérios (two-way ANOVA) e pos-teste de Tukey. O nivel de significancia adotado
foi de 5% (p=<0,05). Os grupos PE-RAR/Q10L-28d, PE- RAR/Q10S-7d, PE-RAR/Q10S-
28d, PE-RAR/QI0LS-7d e PE-RAR/Q10LS-28d demonstraram caracteristicas
histopatologicas mais favoraveis como diminuicdo do processo inflamatério e da
reabsor¢do Ossea, maior POF e menores escores de imunomarca¢do para TNF- o em
comparagdo com os grupos PE-RAR-7d, PE-RAR-28d, PE-RAR/S-7d, PE-RAR/S-28d e
PE-RAR/QI10L-7d.

Conclui-se que a Coenzima Q10 administrada localmente e/ou sistemicamente
coadjuvante a raspagem e alisamento radicular influenciou de forma favoravel e segura o
tratamento da periodontite experimental induzida em ratos, diminuindo o processo
inflamatorio e aumentando os estimulos a formacdo dssea na regido de furca dentaria,

ocasionando o reparo dos tecidos periodontais.

Palavras-chaves: Periodontite. Ubiquinona. coenzima Q.
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ABSTRACT

The purpose of the study was to evaluate the influence of coenzyme Q10 (CQ10) administered
locally and/or systemically as an adjunct to scaling and root planing (RAR) in the treatment of
experimental periodontitis (EP) induced in rats. Eighty male rats (Wistar) were divided into 5
groups (n=16) according to the treatments that were performed: PER- RAR: subgingival
irrigation with saline solution (SS); PE-RAR/QI0L: subgingival irrigation with 1ml CQ10
solution; PE-RAR/S: daily gastric gavage of 1 ml of vegetable glycerin; PE- RAR/Q10S: daily
gastric gavage with 120 mg of CQ10; PE-RAR/Q10LS: subgingival irrigation with 1ml CQ10
solution and daily gastric gavage with 120 mg CQ10. In the 15 days before the treatment, a
cotton thread was placed around the lower left first molars for PE induction. On day 0, RAR
was performed in all animals and subgingival irrigation and/or systemic treatment were
performed according to the experimental groups. Euthanasia within 7 days and 28 days after
treatment were performed. The collected pieces were processed with demineralization and
histopathological, histometric (percentage of bone in the furcation) and immunohistochemical
analyzes were performed to detect Tumor Necrosis Factor (TNF-a). The histometric data were
analyzed using the BioStat software, the normality and homoscedasticity of the data were
analyzed using the Shapiro-Wilk test, subsequently, they were submitted to the ANOVA
parametric test: two criteria (two-way ANOVA) and tukey. The significance level adopted was
5% (p<0.05). The PE-RAR/Q10L-28d, PE-RAR/Q10S- 7d, PE-RAR/Q10S-28d,
PERAR/Q10LS-7d and PE-RAR/Q10LS-28d groups showed more favorable histopathological
characteristics such as a decrease in the and bone resorption, higher POF and lower TNF-a
immunostaining scores compared to the PE-RAR-7d, PE-RAR- 28d, PE-RAR/S-7d, PERAR/S-
28d and PE-RAR/Q10L-7d.

It is concluded that Coenzyme Q10 administered locally and/or systemically as an adjunct to
scaling and root planing favorably and safely influenced the treatment of experimental
periodontitis induced in rats, decreasing the inflammatory process and increasing the stimuli

for bone formation in the tooth furcation region , causing the repair of periodontal tissues.

Keywords: Periodontitis. Ubiquinone. Coenzyme Q.
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Tabela 1- Grupos experimentais. S-administracdo sistémica de glicerina vegetal;
Q10Ltratamentolocal com Q10; Q10Sratamento sistémico com Q10; Q10LS-tratamento
local e sist€émico com Q10.

Tabela 2- Tabela com os escores de imunomarcagao para TNF-a para os grupos experimentais e
periodos.
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INTRODUCAO

A periodontite ¢ uma doenga multifatorial e inflamatdria que afeta as estruturas de
suporte dentaria, tendo como principal fator etiologico a placa bacteriana'?. Apresenta
caracteristicas clinicas como a migra¢ao do epitélio juncional e a perda de osso alveolar,
ocasionando a perda de insercdo dos tecidos supracrestais, formacao de bolsas periodontais e
sangramento a sondagem’*.

Sabe-se que a periodontite ¢ uma doenca onde hé a producdo de espécies reativas de
oxigénio em excesso, ocasionando em um estresse oxidativo>®’ (ROS). Adicionalmente, alguns
estudos mostram que apds o inicio da resposta da doenca, os neutrofilos se tornam as células
em maior nimero e presenca nos tecidos periodontais e na bolsa periodontal, além disso

sugerem que 0s mesmos sejam a fonte de ROS®?.

O tratamento convencional da periodontite consiste na raspagem e alisamento radicular
(RAR) das superficies radiculares com a finalidade de remog¢ao de placa dentaria e célculo
dental'®. No entanto, algumas terapias coadjuvantes e profilaticas podem ser associadas 4 RAR,
como o uso de antioxidantes, mostrando efeitos positivos no tratamento da gengivite e

11,12

periodontite'-'*. A Coenzima Q10 (CQ10), também conhecida como ubiquinona, vem sendo

estudada pelo seu efeito antioxidante e capacidade de eliminagio de radicais livres!?, mostrando
resultados favoraveis para doencgas cardiovasculares, diabetes, doenca de Parkson e doenga
periodontal'#,

A CQI10 ¢ intrinseca no tecido humano, inclusive na gengiva, e exerce papel importante
na transferéncia de elétrons na mitocondria'>!¢. No entanto, ha uma deficiéncia de CQ10 em
tecidos como o 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!!8,



13

Dentre os efeitos da CQ10 destaca-se o efeito antioxidante intracelular e sua capacidade

de eliminar radicais livres e espécies reativas de oxigénio (ROS)!. Recentemente, Hornos
Carneiro et al. (2020) 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

suplementagdo seria benéfica para reduzir os danos a fertilidade que o BPA exerce?.

Mathena et al. (2015), demonstraram que a suplementacao por via oral do CQ10 obteve
melhoras significativas na inflamagio gengival'2. Além da administragdo sistémica da CQ10,
pode-se realizar a aplicacdo topica nas bolsas gengivas, como alguns autores demonstram e

evidenciam respostas favoraveis para o tratamento da doenga periodontal®!-?2,

Sabe-se que a periodontite ¢ uma doenca que causa estresse oxidativo e a producdo de
ROS>%7, Apesar dos estudos mostrarem melhoras na inflamagdo gengival com o uso da CQ10,
pouco se sabe da sua acdo especifica no periodonto. Diante da falta de informagdes na literatura
de como a CQI10 atua nas células do periodonto e na reparagdo tecidual associada a RAR,
estudos sobre o reparo tecidual nestas condi¢des mostram-se bastante pertinentes. A partir do
exposto, o presente estudo tem como objetivo avaliar a influéncia da coenzima Q10
administrada localmente e/ou sistemicamente coadjuvante a raspagem e alisamento radicular

no tratamento da periodontite experimental induzida em ratos.
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OBJETIVO
O objetivo do presente trabalho foi avaliar a efetividade da coenzima Q10 administrada
localmente e/ou sistemicamente coadjuvante a raspagem e alisamento radicular no tratamento

da periodontite experimental induzida em ratos.
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MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizados 80 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 racao e agua ad libitum. Antes dos procedimentos cirurgicos todos os
animais foram mantidos em ambiente com temperatura estavel (22 = 2°C) por um periodo de 5 dias
para aclimatizagdo. Todos os protocolos descritos foram enviados para Comissdo de Etica em
Experimenta¢do Animal (CEEA) da Faculdade de Odontologia do Campus de Aragatuba, Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP e foi aprovado ¢ homologado (Processo FOA n°
00302-2020) (anexo). A pesquisa foi realizada seguindo as normas do Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal (CONCEA) e segundo o guia The ARRIVE Guidelines: Animal Research:

Reporting In Vivo Experiments®.

Calculo amostral e randomizacgdo

O tamanho da amostra foi calculado com base na execu¢do de um estudo piloto,
experiéncia prévia, e respeitando as diretrizes dos NC3Rs (NC3Rs Reporting Guidelines
Working Group, 2010)?*. Sendo assim, n=8 foi suficiente para rejeitar a hipotese nula nas
analises histologica, 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. Numeros de 1
a 80 foram marcados na por¢do superior da cauda dos animais utilizando caneta nankin. A
sequéncia numérica foi carregada para o software Minitab® 17 (Minitab Inc., State College,
PA, USA) e uma randomizacao simples (1:1 taxa de distribuicdo) para os grupos PE-RAR 7
dias, PE-RAR 28 dias, PE-RAR/QI10L 7 dias, PE-RAR/Q10L 28 dias, PE-RAR/S 7 dias, PE-
RAR/S 28dias, PE-RAR/Q10S 7 dias, PE-RAR/Q10S 28 dias, PE-RAR/Q10LS 7 dias,
PERAR/QIOLS 28 dias foi realizada através de uma tabela numérica randomica gerada em
computador por uma pessoa externa ao estudo e cega aos tratamentos.

Grupos Experimentais

Grupo PE-RAR (n =16): Nos 15 dias que antecederam o tratamento os animais tiveram a
periodontite experimental (PE) induzida nos seus primeiros molares inferiores esquerdos. No

dia zero, foi realizado o tratamento da PE através de RAR e irrigacdo subgengival com SS.
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Grupo PE-RAR/Q10L (n=16): Nos 15 dias que antecederam o tratamento os animais tiveram
a periodontite experimental (PE) induzida nos seus primeiros molares inferiores esquerdos.
No dia zero, foi realizado o tratamento da PE através de RAR e irrigacdo subgengival com

Iml solu¢do de CQ10.!>2!

Grupo PE-RAR/S (n=16): Nos 15 dias que antecederam o tratamento os animais tiveram a
periodontite experimental (PE) induzida nos seus primeiros molares inferiores esquerdos. No
dia zero, 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, 1 ml de

glicerina vegetal até o final do experimento.

Grupo PE-RAR/Q10S (n=16): Nos 15 dias que antecederam o tratamento os animais tiveram
a periodontite experimental (PE) induzida nos seus primeiros molares inferiores esquerdos.
No dia zero, 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,

suplementagdo diaria com 120 mg!?2! de CQ10 até o final do experimento.

Grupo PE-RAR/Q10LS (n=16): Nos 15 dias que antecederam o tratamento os animais
tiveram a periodontite experimental (PE) induzida nos seus primeiros molares inferiores
esquerdos. No dia zero, foi realizado o tratamento da PE através de RAR e irrigagdo
subgengival com 1ml solu¢do de CQ10. A partir do dia do tratamento os animais receberam,
via gavagem gastrica, suplementa¢do diaria com 120 mg'?>?' de CQI10 até o final do
experimento. A organizacdo dos grupos experimentais e periodos de eutandsia podem ser

visualizados na Tabela 1.
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Tabela 1- Grupos experimentais. S-administra¢ao sistémica de glicerina vegetal; Q10L-tratamento local com
Q10; Q10Sratamento sistémico com Q10; Q10LS-tratamento local e sist€émico com Q10

Grupos Experimentais

Periodos de Eutanasia

Grupo PE-RAR 7 dias pos tratamento 28 dias pos tratamento
(n=16)
Grupo PE-RAR/Q10L, 7 dias p6s tratamento 28 dias pos tratamento
(n=16)

Grupo PE-RAR/S 7 dias pos tratamento 28 dias pos tratamento

(n=16)
Grupo PE-RAR/Q10S 7 dias pos tratamento 28 dias pos tratamento
(n=16)

Grupo PE-7 dias pos tratamento 28 dias pos tratamento

RAR/Q10LS

(n=16)

Sedacado e anestesia

Para todos os procedimentos cirurgicos (indug¢do e tratamento da PE), os animais
receberam anestesia geral, obtida pela associacdo de 70mg/kg de Cloridrato de quetamina
(Vetaset — ZoetisFlorham Park, NJ — USA) e 6mg/kg Cloridrato de xilazina (Coopazine —

Coopers Sao Paulo — Brasil.), aplicados intramuscular no biceps femorais da pata direita.

Indugdo da periodontite experimental
Foi posicionado ao redor dos primeiros molares inferiores esquerdos, um fio de algodao
numero 24 (Corrente Algodao n°24, Coats Corrente, Sao Paulo, SP, Brasil), mantido em posi¢ao

subgengival por meio de nos cirurgicos, para induzir a PE, 226

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) através de 10 movimentos de tragdo disto-mesial nas faces
vestibular e lingual. As areas interproximais e de furca foram raspadas com as mesmas curetas
através de movimentos de tragdo cérvico-oclusais®’?®. Apos realizagdo dos movimentos de

raspagem, os grupos PE-RAR, PE-RAR/S, PE-RAR/QI10S, receberam irrigacdo subgengival
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cuidadosa com SS, enquanto os grupos PE-RAR/Q10L, PE-RAR/Q10LS receberam irrigagao
subgengival com solug¢ao de CQ10. Os tratamentos locais RAR foram realizados por um mesmo

operador experiente € cego aos grupos experimentais.

Preparo e administra¢do da Coenzima Q10

A solugdo 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
animais dos grupos PE-RAR/Q10S e PE-RAR/QI10LS receberam, via gavagem géstrica,
suplementa¢do diaria com Iml de solu¢do contendo 120 mg de CQ10 a partir do dia do
tratamento periodontal. Os animais do grupo PE-RAR/S receberam, diariamente, 1 ml de
glicerina vegetal via gavagem géstrica para simular o estresse a que os animais do grupo teste
ficaram expostos. A mesma solucdo de 120 mg/ml de CQ10 foi utilizada para fazer irrigacao
subgengival ap6s o tratamento periodontal nos grupos PE-RAR/Q10L e PE-RAR/Q10LS onde
foi colocado um algoddo intrabucal na regido posterior da lingua para impedir que os ratos

deglutissem a solu¢do, garantindo assim que o tratamento fosse apenas local.

Figura 1- Irrigac@o subgengival apds o tratamento periodontal nos grupos PE-RAR/Q10L
e PE-RAR/Q10LS com coenzima Q10.

Periodos experimentais e obteng¢do das amostras

Para a realizag¢do das anélises propostas, os animais foram eutanasiados pela administracao de
Tiopental (Cristalia, 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 foram fixadas em solugdo de

formaldeido tamponado 4% por um periodo de 48 horas.
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Linha do Tempo

Inicio da CQ10
-15 dias 0 dias 7 dias 28 dias
Indugao da Tratamento Eutandsia  Eutandsia
PE da PE

Figura 2- Linha do tempo

Processamento Laboratorial

Apos fixacdo, as 80 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 histoloégico convencional e inclusdo em parafina,
cortes semi-seriados (4um) foram obtidos em progressdo de vestibular para lingual. Apos
exclusdo do primeiro e do ultimo corte histologico, nos quais a regido de furca foi evidente,
cinco cortes equidistantes de cada espécime foram corados com hematoxilina e eosina para
analise histologica e histométrica. Outros dez cortes foram submetidos ao processamento
imunoistoquimico pela técnica de imunoperoxidase indireta para detec¢do de Fator de necrose

tumoral (TNF- a).

Processamento Imunoistoquimico

Para a andlise imunoistoquimica, os cortes histologicos foram desparafinizados em xilol
e hidratados em série decrescente de etanol (100° - 100° - 100° - 90° - 70° GL). A recuperagao
antigénica foi realizada através da imersao das laminas histologicas em tampao 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 reagdo imunoistoquimica, as laminas histologicas foram lavadas em PBS 0,1 M, pH 7.4.
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Posteriormente, as ldminas foram imersas em 3% de peroxido de hidrogénio por 1 hora e 1%
de soro albumina bovino por 12 horas para bloqueio da peroxidase endégena e bloqueio dos
sitios inespecificos, respectivamente. As laminas contendo amostras de cada grupo
experimental foram divididas em quatro lotes, e cada lote sera incubado com o anticorpo

primario anti-TNF- a.

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 revelacdo foi realizada utilizando como cromégeno o 3,3’- tetracloridrato de
diaminobenzidina (DAB chromogen Kit, Dako Laboratories, CA, EUA). Foi realizada a
contracolora¢ao 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, os espécimes foram submetidos aos procedimentos

descritos anteriormente suprimindo-se a utilizacdo do anticorpo primario.

Analise dos Resultados

Analise histopatologica dos tecidos periodontais

Foi efetuada em microscopia optica de luz avaliando-se, compreendendo os tecidos do
interior da furca, os seguintes pardmetros: 1) intensidade da resposta inflamatoria local; 2)
reabsor¢do radicular externa (cemento e dentina); 3) reabsorcdo alveolar; 4) padrio de
estruturacao do tecido conjuntivo da regido de furca; 5) padrdo de estruturacdo do tecido dsseo

alveolar da regido de furca.

Analise histométrica da POF

Para a determinagdo da Porcentagem de Osso na Furca (POF) foi utilizado um sistema
de andlise de imagem software ImagelJ. Foi mensurada a area total da furca (AF) e em seguida
a area ocupada por 0sso (AQO), ambas em mm?. A AF foi demarcada apicalmente por uma linha
reta tragada a partir do apice da raiz mesial em direcdo ao apice da raiz distal. A partir desta
linha seguiu todo o contorno da superficie externa do cemento situado entre as raizes. A AO
teve o mesmo limite apical da AF e partir deste seguiu todo o contorno da superficie externa do

tecido dsseo entre as raizes. Foi calculado a POF multiplicando-se AO por 100 e dividindo- se
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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.

Analise imunoistoquimica

A imunomarcagao foi definida como aquela de coloragdo castanho escuro confinada ao
citoplasma e fracamente a matriz extracelular em TNF-a. A regido de interesse (ROI) para a
analise imuno-histoquimica foi uma area de 2000 pm x 2000 um dentro da furca. Seu limite
coronal foi a crista dssea alveolar, de onde se estenderd 2000 um apicalmente. Foi realizado
uma analise semiquantitativa da marcagao imunolédgica de TNF-a, realizada com ampliagdo de
% 400. A marcagao imunolodgica foi caracterizada da seguinte forma, como descrito por Gusman

etal. (2019)%:
* Escore 0: auséncia de imunomarcacao;
* Escore 1: baixo padrao de imunomarcagao;
* Escore 2: moderado padrao de imunomarcagao;

* Escore 3: alto padrdo de imunomarcagao.

Andlise Estatistica

Os dados histométricos foram analisados usando o software BioStat ( BioStat Version
5.0, Belém, PA, Brazil). A normalidade ¢ a homocedasticidade dos dados foram analisadas através
do teste Shapiro-Wilk, posteriormente, os mesmos foram submetidos ao teste paramétrico Anova:

dois critério (two-way ANOVA) e pos-teste de Tukey. O nivel de significancia adotado foi de 5%
(p<0,05).
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RESULTADOS

Analise histopatologica dos tecidos periodontais

Grupo PE-RAR

Nos grupos PE-RAR, aos 7 dias, observa-se tecido conjuntivo com elevado niimero
de polimorfonucleares, neutrofilos, em degeneracdo. Além de uma pequena quantidade de
trabéculas dsseas pouco organizadas com reabsor¢des ativas em tecido dsseo, cemento e
dentina. Ja aos 28 dias, o tecido conjuntivo apresenta pequeno niimero de fibroblastos e vasos
sanguineos e fragmentos de tecido dsseo necrotico, intenso infiltrado inflamatoério com éarea de

reabsorcao ativa de tecido 6sseo, cemento ¢ dentina.
Grupo PE-RAR/Q10L

Nos grupos RAR-Q10L, aos 7 e 28 dias, nota-se a presenca de tecido conjuntivo
bem desenvolvido com moderado nimero de fibroblastos e vasos sanguineos. Tecido 6sseo bem
desenvolvido com dareas de formagdo de novo tecido 6sseo e ligamento periodontal com
integridade, inserido perpendicular a superficie cementaria e ao tecido 6sseo. Aos 28 dias

observa-se reparo no cemento.
Grupo PE-RAR/S

Nos grupos PE-RAR/S, aos 7 dias, observa-se tecido conjuntivo com elevado
numero de polimorfonucleares, neutrofilos, em degeneragdo. Além de uma pequena quantidade
de trabéculas Osseas pouco organizadas com reabsorgdes ativas em tecido 6sseo, cemento e
dentina. Ja aos 28 dias, o tecido conjuntivo apresenta pequeno niimero de fibroblastos e vasos
sanguineos e fragmentos de tecido dsseo necrotico, intenso infiltrado inflamatoério com éarea de

reabsorcao ativa de tecido 6sseo, cemento ¢ dentina.
Grupo PE-RAR/Q10S

Nos grupos RAR/Q10S, aos 7 e 28 dias, nota-se a presenca de tecido conjuntivo bem

desenvolvido com moderado nimero de fibroblastos e grande quantidade de vasos sanguineos.
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Tecido 6sseo bem desenvolvido ocupando toda a area de furca e ligamento periodontal com

integridade, inserido perpendicular a superficie cementaria e ao tecido 6sseo. Aos 7 dias

observa-se areas de reabsor¢do cementdria e aos 28 dias reparo nas areas de reabsor¢des
nocemento.

Grupo RAR/Q10LS
Nos grupos RAR-Q10/LS, aos 7 e 28 dias, nota-se auséncia de processo inflamatorio, ligamento

periodontal com integridade, inserido perpendicular a superficie cementaria e ao tecido 0sseo.
O tecido 6sseo apresentou-se integro preenchendo toda a area de furca. Presenca de inimeros
vasos sanguineos. Além disto, areas de reabsorg¢des cementaria apresentaram-se aos 7 dias ja

reparadas.

Analise histométrica da POF

De acordo com os resultados estatisticos foram detectadas diferencas estatisticamente
significante (p < 0,05) nos intragrupos e nos intergrupos. Observou-se diferencas estatisticas
nas analises intragrupos nos seguintes grupos: PE-RAR, PE-RAR/QI10L e PE-RAR/S. O grupo
PE-RAR aos 28 dias (54,1176 £ 8,427) demonstrou menor POF em comparagdo aos 7 dias
(68,0325+1,9074) (p<0,01). O grupo PE-RAR/Q10L, aos 7 dias (67,78 1+ 10,4952) demonstrou
menor POF em comparagdo aos 28 dias (81,3277 + 4,093) (p < 0,05). O grupo PERAR/S aos
28 dias (56,7430+ 7,5640) demonstrou menor POF em comparacdo aos 7 dias
(66,0325+1,6974) (p<0,01). Os demais grupos, PE-RAR/Q10S e PE-RAR/QI10LS, nao
apresentaram diferengas estatisticamente significante entre os periodos observados.

No que se refere as andlises intergrupos, o grupo PE-RAR-7d (68,0325+ 1,9074)
(p<0,01) apresentou menor POF quando comparado com os grupos PE-RAR/Q10L-28d
(81,3277 + 4,093), PE-RAR/Q10S-7d (79,2214 + 4,0569), PE-RAR/Q10S-28d (79,4958 +
5,8427), PE-RAR/Q10LS-7d (80,4741 + 3,4578) e PE-RAR/Q10LS-28d (82,2569 + 5,5437).

Da mesma forma, o grupo PE-RAR-28d (54,1176 + 8,427) (p<0,01) apresentou menor
POF quando comparado com os grupos PE-RAR/Q10L-7d (67,781+10,4952), PE-RAR/Q10L-
28d (81,3277 + 4,093), PE-RAR/Q10S-7d (79,2214 + 4,0569), PE-RAR/Q10S-28d (79,4958 +
5,8427), PE-RAR/Q10LS-7d (80,4741 + 3,4578) e PE-RAR/Q10LS-28d (82,2569 + 5,5437).

O grupo PE-RAR/QI10L-7d (67,781 + 10,4952) (p<0,05) também apresentou menor
POF quando comparado com os grupos PE-RAR/Q10L-28d (81,3277+4,093), PE-RAR/Q10S-
7d (79,2214 + 4,0569), PE-RAR/Q10S-28d (79,4958 + 5,8427), PE-RAR/Q10LS-7d (80,4741
+3,4578)e PE-RAR/Q10LS-28d (82,2569+5,5437).
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Além do mais, o grupo PE-RAR/S-7d (66,1976+ 1,6974) (p<0,01) apresentou menor
POF quando comparado com os grupos PE-RAR/Q10L-28d (81,3277 + 4,093), PE-
RAR/Q10S-7d (79,2214 + 4,0569), PE-RAR/Q10S-28d (79,4958 + 5,8427), PE-
RAR/Q10LS7d (80,4741 + 3,4578) ¢ PE-RAR/Q10LS-28d (82,2569 + 5,5437).

Por fim, o grupo PE-RAR/S-28d (56,7430 + 7,5640) (p<0,01) apresentou menor POF quando
comparado com os grupos PE-RAR/Q10L-7d (67,781+10,4952), PE-RAR/Q10L-28d (81,3277

+4,093), PE-RAR/Q10S-7d (79,2214 + 4,0569), PE-RAR/Q10S-28d (79,4958 +
5,8427), PE-RAR/Q10LS-7d (80,4741 + 3,4578) e PE-RAR/Q10LS-28d (82,2569 + 5,5437).

Porcentagem de osso na Fura (POF)
Méedias em relagcao ao desvio padrao referentes aos cinco grupos estudados com relagao aos
peridos experimentais.
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Figura 3- Grafico mostrando a quantificagdo (M+DP) da porcentagem de osso na furca (POF) para cada grupo e periodo.
Testes estatisticos usados: ANOVA Two-way e pos teste de Tukey. *, diferengas estatisticamente significante (p<0,01)
quando comparado com os grupos PE-RAR-7d ¢ PE-RAR/S-7d; a, diferengas estatisticamente significante (p<0,01)
quando comparado com os grupos PE-RAR-28d e PE-RAR/S-28d; ¥, diferengas estatisticamente significante (p<0,05)
quando comparado com o grupos PE-RAR/Q10L-7d.
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7 DIAS

28 DIAS
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Figura 4—( A) PEPrancha-RAR representativa-7 dias; (B) PE dos- tecidosRAR/Q10L periodontais-7 dias; (C)

PE na regiao-RAR/S de furca-7 dias; (D) PE dos primeiros-RAR/Q10S molares- 7 dias; (E) PE- RAR/Q10LS-7 dias;
(F) PE-RAR-28 dias; (G) PE-RAR/Q10L-28 dias; (H) PE-RAR/S-28 dias; (I) PE- RAR/Q10S-28 dias; (J) PE-
RAR/Q10LS-28 dias. Aumento de 2,5 pm.

7 DIAS

28 DIAS

Analise imunoistoquimica

Foi realizado uma andlise semiquantitativa, por escores, de acordo com a marcagdo imunologica
descrita por Gusman et al. (2019)°, que compreende os escores: escore 0: auséncia

de imunomarcag¢do; 1: baixo padrio de imunomarcacdo; 2: moderado padrio de
imunomarcac¢ao; 3: alto padrdo de imunomarcagdo (tabela 2). Posteriormente a quantificagdo

dos escores, foi realizado a prevaléncia dos mesmos em cada grupo.

Diante da andlise empregada, pode-se observar no grupo PE-RAR-7d uma prorcentagem de
75% para o escore 3 e 25% para o escore 2. Ja aos 28 dias, o grupo PE-RAR, apresentou 100%
de prevaléncia do escore 2. O grupo PE-RAR/Q10L-7d demostrou 100% de prevaléncia de
escores 2, no entanto aos 28 dias apresentou 62,5% de prevaléncia de escore 2 e 37,5% de

escore 1.

O grupo PE-RAR/S-7d apresentou uma prevaléncia de 75% para o escore 3 e 25% para o escore
2, ja aos 28 dias apresentou 100% de prevaléncia do escore 2. O grupo PE- RAR/Q10S-7d
demonstrou 100% de prevaléncia de escores 2, ja aos 28 dias apresentou 62,5% de prevaléncia
para o escore 1 e 37,5% de prevaléncia para o escore 2. Por fim, o grupo PE- RAR/Q10LS-7d
apresentou 50% de escores 1 e 50% de escores 2, ja aos 28 dias apresentou

100% de escores 1.

PE-RAR PE-RAR/QI0L PE-RAR/S

PE-RAR/Q10S PE-RAR/QIOLS
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Figura 5— Prancha representativa da marcagdo imunoistoquimica para TNF- a nos tecidos periodontais na regido de
furca dos primeiros molares inferiores. (A) PE-RAR-7 dias; (B) PE-RAR/Q10L-7 dias; (C) PE-RAR/S-7 dias;
(D)PERAR/Q10S-7 dias; (E) PE-RAR/QI0LS-7 dias; (F) PE-RAR-28 dias; (G) PE-RAR/Q10L-28 dias; (H) PE-
RAR/S-28 dias; (I) PE-RAR/Q10S-28 dias; (J) PE-RAR/Q10LS-28 dias. Aumento de 40 pm.

Tabela 2- Tabela com os escores de imunomarcagao para TNF-o para os grupos experimentais e periodos.

TNF-a
GRUPOS ESCORES
PE-RAR-7D 3 3 2 3 2 3 3 3
PE-RAR/QI10L-7D 2 2 2 2 2 2 2 2
PE-RAR/S-7D 3 3 2 3 2 3 3 3
PE-RAR/Q10S-7D 2 2 2 2 2 2 2 2
PE-RAR/Q10LS-7D 1 1 1 2 2 2 2 1
PE-RAR-28D 2 2 2 2 2 2 2 2
PE-RAR/Q10L-28D 2 2 1 2 2 1 1 2
PE-RAR/S-28D 2 2 2 2 2 2 2 2
PE-RAR/Q10S-28D 1 1 2 2 1 1 2 1
PE-RAR/Q10LS-28D 1 1 1 1 1 1 1 1
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DISCUSSAO

Os resultados obtidos pelo presente estudo contribuem para complementar as

informagdes disponiveis na literatura a respeito do tratamento periodontal?>-27-2%-30-31.32 ‘Sabe-se
que regides de dificil acesso para raspagem e alisamento radicular, como as furcas dentérias,
requerem de terapias coadjuvantes para melhor eficacia e sucesso do tratamento periodontal '3!°,
Os achados do estudo em questdo corroboram com estas informagdes da literatura, onde pode-
se observar nos grupoS PE-RAR e PE-RAR/S aos 28 dias uma menor POF comparada com o
grupo PE-RAR e PE-RAR/S aos 7 dias, reforgando assim a progressdo da periodontite mesmo
apos a RAR. De modo coerente, os resultados obtidos na analise histopatologica demonstraram
que ambos os grupos aos 28 dias, PE-RAR e PE-RAR/S, demonstraram um tecido conjuntivo
com pequeno numero de fibroblastos e vasos sanguineos e fragmentos de tecido Osseo
necroético, intenso infiltrado inflamatério com area de reabsorgao ativa de tecido 6sseo, cemento
e dentina. Da mesma forma, na andlise imunoistoquimica os grupos PE-RAR e PE-RAR/S
apresentaram uma maior porcentagem de escores para TNF-a de alto a moderado aos 7 dias,

permanecendo com escore de moderado aos 28 dias.

Algumas terapias coadjuvantes e profilaticas podem ser associadas 8 RAR, como o uso

de antioxidantes, mostrando efeitos positivos no tratamento da gengivite e periodontite!”

Mathena et al. (2015), demonstraram que a suplementacao por via oral da CQ10 obteve melhoras
significativas na inflamagdo gengival.® Além da administragdo sistémica da CQ10, pode-se
realizar a aplicacdo tdpica nas bolsas periodontais, como alguns autores demonstram e
evidenciam respostas favoraveis para o tratamento em pacientes com periodontite. Nos estudos
anteriores foram avaliados parametros clinicos como indice de placa, profundidade de sondagem,
sangramento, nivel gengival e nivel de inser¢do clinica durante periodos de

acompanhamento!?2!-2?

. Apesar dos estudos mostrarem melhoras na inflamagdo gengival e
resultados benéficos no tratamento periodontal com o uso da CQ10, pouco se sabe da sua agdo

especifica sobre os tecidos periodontais.

Os resultados encontrados no presente projeto demonstraram uma resultado favoravel na

utilizagdo da CQ10 como coadjuvantes a RAR, tanto de modo sistémico, local ou ambos. Podese
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observar que em ambos os grupos PE-RAR/QIOL, PE-RAR/QIOS e PE-RAR/QI10LS
apresentaram uma maior POF aos 28 dias, bem como caracteristicas histopatologicas mais
favoraveis como moderado nimero de fibroblastos e grande quantidade de vasos sanguineos.
Tecido 6sseo bem desenvolvido ocupando toda a area de furca e ligamento periodontal com
integridade, inserido perpendicular a superficie cementaria e ao tecido 6sseo, além de um escore
de pouca imunomarcagdo para TNF-o. Ademais, vale ressaltar, que ao combinar a terapia
sistémica e local no grupo PE-RAR/Q10LS, os achados demonstraram aos 7 e 28 dias auséncia
de processo inflamatorio, ligamento periodontal com integridade, inserido perpendicular a
superficie cementdria e ao tecido 6sseo. O tecido 0sseo apresentou-se integro preenchendo toda
a area de furca e presenca de inimeros vasos sanguineos. Além do mais na andalise histométrica
representaram os grupos com maior POF, tanto aos 7 como aos 28 dias. Ao encontro de tais
resultados a anélise imunoistoquimica do grupo em questdo apresentou a maior porcentagem de

escores de pouca imunomarcagao para TNF-oq.
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CONCLUSAO

Conclui-se que a Coenzima Q10 administrada localmente e/ou sistemicamente
coadjuvante a raspagem e alisamento radicular se apresentou eficaz e segura no tratamento da

periodontite experimental induzida em ratos.
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CEUA - Comissio de Etica no Uso de Animais CEUA - Ethics Committee on the Use of Animals

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto de Pesquisa infitulado “Avaliagao dos efeitos da
coenzima Q10 utilizada como coadjuvante local e/ou sistémica ao tratamento
mecanico da periodontite experimental em ratos tratados com nicotina”,
Processo FOA n° 00302-2020, sob responsabilidade de Juliano Milanezi de Aimeida
apresenta um protocolo experimental de acordo com os Principios Eticos da
Experimentacdo Animal e sua execucgao foi aprovada pela CEUA em 02 de Outubro
de 2020.

VALIDADE DESTE CERTIFICADO: 02 de Outubro de 2024.
DATA DA SUBMISSAO DO RELATORIO FINAL: até 02 de Novembro de 2024.

CERTIFICATE
We certify that the study entitied “Evaluation of the effects of coenzyme Q10 as
local and/or systemic adjuvant to mechanical treatment of experimental
periodontitis in rats treated ith nicotine”, Protocol FOA n® 00302-2020, under the
supervision of Juliano Milanezi de Almeida presents an experimental protocol in
accordance with the Ethical Principles of Animal Experimentation and its
implementation was approved by CEUA on October 02, 2020.

VALIDITY OF THIS CERTIFICATE: October 02, 2024.
DATE OF SUBMISSION OF THE FINAL REPORT: November 02, 2024.
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Rua José Bonifacio, 1193 — Vila Mendonga - CEP: 16015-050 - ARAGATUBA - SP
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