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FONSECA, CK. Influéncia da droga quimioterapica S5-fluorouracil sobre a evolugdo da
periodontite experimental induzida: estudo histométrico. [Monografia]. Aracatuba: UNESP

- Universidade Estadual Paulista, 2013.

RESUMO

O presente estudo avaliou via andlise histométrica os efeitos do quimioterapico 5-
fluorouracil (5-FU) na evolugdo da periodontite experimental (PE). Foram utilizados 48 ratos,
separados aleatoriamente em 2 grupos ¢ submetidos aos seguintes tratamentos: Grupo 1
(n=24) — animais normais, com indu¢do da periodontite experimental (PE); Grupo 2 (n=24) -
animais tratados sistemicamente com 5-FU, com inducdo de PE. A PE foi induzida pela
adaptacao de um fio de algodao ao redor do primeiro molar inferior esquerdo. Nos animais do
G2 a droga 5-FU foi administrada no momento da indu¢do da PE e ap6s 48 horas. Apos 7 dias
da evolugao da PE, nos animais dos grupos G1 e G2 a ligadura foi removida.

Os animais, em numero de oito para cada grupo/tempo, foram eutanasiados aos 7, 15 e
30 dias apo6s a remogao da ligadura. Foram obtidos cortes seriados de 4 pum de espessura no
sentido mésio-distal e corados com Hematoxilina e Eosina. A porcentagem de osso na furca
(POF) foi avaliada por analise histométrica. A coleta sanguinea foi realizada nos seguintes
momentos: 0 ¢ -7 dias. Os leucoécitos totais (LT) e neutréfilos foram avaliados. Os dados
obtidos foram submetidos a andlise estatistica (p<0,05) em programa computacional
especializado. Observou-se que os animais do grupo G2 (34,20+19,01; 40,03+13,08)
apresentaram menor POF quando comparados aos animais do grupo G1 (66,20+9,09;
66,23+11,82)aos 7 (p<0,02) e 30 (p<0,01) dias respectivamente.

Os animais dos grupos G2, apresentaram reducao dos LT e neutréfilos apos tratamento
com 5-FU. Dentro dos limites do presente estudo, pode-se concluir que o 5-FU na dosagem

utilizada agravou evolu¢ao da PE em ratos.

Palavras chaves: Perda dssea alveolar. Periodontite. Quimioterapia. Ratos.



FONSECA, CK. Influence of chemotherapy drug S5-fluorouracil on the evolution of
experimental periodontitis induced: histometric study. [Monografia]. Aracatuba: UNESP -
Universidade Estadual Paulista; 2013.

ABSTRACT

The present study evaluated via histometric analysis the effects of chemotherapy 5-
fluorouracil (5-FU) in the evolution of experimental periodontitis (EP). A total of 48 mice
were randomly separated into two groups and subjected to the following treatments: Group 1
(n = 24) - normal animals with induced experimental periodontitis (EP), Group 2 (n = 24) -
animals treated systemically with 5-FU with PE induction. The PE was induced by adapting a
cotton thread around the left mandibular first molar. In G2 animals the drug 5-FU was
administered at the induction of PE and after 48 hours. After 7 days of evolution of PE, the
animals of groups G1 and G2, the ligature was removed.

The animals, eight in number for each group / time were euthanized at 7, 15 and 30
days after removal of the bandage. Were obtained from serial sections of 4 mm thick in the
mesio-distal and stained with hematoxylin and eosin. The percentage of bone in the furcation
(POF) was evaluated by histometric analysis. The blood collection was performed at the
following times: 0, -7 days.The total leukocytes (LT) and neutrophils were evaluated. The
data were subjected to statistical analysis (p <0.05) in specialized computer program. It was
observed that the animals in group G2 (34.20 + 19.01, 40.03 £+ 13.08) had lower POF
compared to animals of G1 (66.20 = 9.09, 66.23 + 11 , 82) to 7 (p <0.02) and 30 (p <0.01)
days, respectively.

The animals in groups G2, showed reduction of LT and neutrophils after treatment
with 5-FU. Within the present study it can be concluded that 5-FU dosage used in the

development of PE deteriorated in rats.

Keywords: Alveolar bone loss. Periodontitis. Chemotherapy. Rats.



Introducao

As doengas periodontais caracterizam-se por serem processos infecciosos e
inflamatérios que levam a destrui¢do dos tecidos de suporte dos dentes, sdo causadas por
microorganismos periodontopatogénicos e influenciadas por fatores locais e sistémicos que
podem alterar a resposta do individuo frente a agressdo microbiana (ANDERSEN et al.,
2007).

Frente as toxinas bacterianas, processos imuno-inflamatorios sdo desencadeados nos
tecidos periodontais como forma de impedir que estes se disseminem ou invadam os tecidos
(SCHENKEIN et al., 2006). Estes mecanismos constituem a defesa do hospedeiro, em alguns
casos, podem ser prejudiciais, pois, sdo capazes de danificar ou destruir células e estruturas
vizinhas do tecido conjuntivo, além do osso alveolar. Essas reacdes ndo sdo desencadeadas
em resposta a uma simples espécie bacteriana, mas a uma infeccdo bacteriana mista e
resultam na degradagdo das fibras colagenas, migracao apical do epitélio juncional a partir da
jungdo esmalte-cemento e perda do osso alveolar (LINDHE et al., 2010).

Também esta definido na literatura que algumas condig¢des sistémicas podem interferir
na resposta do hospedeiro frente aos fatores locais, como o tabagismo e o diabetes, que sdo
consideradas condi¢des de risco para a doenga periodontal (LINDHE et al., 2010). Além
disto, pacientes que estdo em tratamento antineoplasico como a quimioterapia, merecem
também atencdo especial, principalmente porque as drogas utilizadas nesta terapia nao
apresentam seletividade entre a célula cancerosa e as células normais e, por esta razdo, sao
lesivas a ambas (MCGUIRE et al., 2002).

No tratamento oncologico, os pacientes poderdo ser submetidos a terapia cirdrgica,
associada ou ndo a sessdes de radioterapia ou quimioterapia. A quimioterapia ou radioterapia
além dos efeitos sistémicos devido a imunossupressao, também provocam efeitos indesejaveis
na mucosa bucal, com o aparecimento das chamadas "mucosites orais”. Sdo lesdes ulceradas
da gengiva e mucosa oral que, além de dolorosas, podem se tornar porta de entrada de
bactérias bucais (SACONO et al., 2008). Desta forma, estes pacientes ficam mais susceptiveis
as infec¢des o que requer um controle intenso da placa bacteriana, que podera iniciar-se antes
mesmo do tratamento oncoldgico, com o objetivo de prevenir a contaminagdo (WILSON &

REES et al.,, 2005). As complicacdes orais mais comuns sdo mucosite, infec¢do, dor,



sangramento e disturbios do paladar. Hipossalivagdo também ¢ comum nos pacientes tratados
com quimioterapia (COMEAU et al., 2001), mas, a contribui¢do de farmacos citotdxicos a
uma disfun¢do salivar ¢, neste momento, pouco clara (CHAUSHU et al.,, 1995). A
quimioterapia foi durante anos focada na inibigdo de proliferagao de células neoplasicas,
entretanto, o cancer tem sido considerado uma doenga com relativa deficiéncia de apoptose,
ao invés, de um excesso de proliferacdo celular, sendo assim, os estudos tem focado o uso de
quimioterapicos com potencial de inducao de apoptose (GUCHELAAR et al., 1998). Varios
sa0 os quimioterapicos utilizados no tratamento oncologico tais como cisplatina, cladribina,
ciclosfosfamida, citarabina, doxorobucina, etoposida, fludarabina, gemcitabina, metrotexate,
paclitaxel, teniposide, vimblastina, vincristina e fluorouracil (GUCHELAAR et al., 1998).

A boca ¢ altamente susceptivel aos efeitos secundarios toxicos da quimioterapia de
tumores malignos. Isto € por causa de varios fatores, incluindo um elevado volume de células
da mucosa bucal, a presenca de uma microflora diversa e complexa, e traumatismo aos
tecidos orais durante o funcionamento normal (SONIS et al., 2001). Virtualmente todos estes
problemas orais podem conduzir a eventos secundarios que afetam a satide geral do paciente.
Por exemplo, durante a supressdo imune, a cavidade oral, pode tornar-se uma fonte
importante de infeccdo sistémica (BARRETT et al., 1994). A infec¢do oral é uma
complicacdo freqiiente da terapia do cancer (BAQUERO et al., 1990). H4 evidéncias
consideraveis de que a microflora oral ¢ uma fonte importante de infeccdo sist€émica em
doentes imunossuprimidos (BERGMANN et al., 1991). Em circunstancias normais, a boca ¢
o lar de mais de 200 espécies microbianas. Como resultado do tratamento com antibioticos e
da quimioterapia, o equilibrio da microflora hospedeiro ¢ alterada. A mudanca para os
numeros mais altos de bactérias patogé€nicas gram-negativas ¢ tipicamente observada
(BAQUERO et al., 1990). A mucosite pode conduzir a infecgdes locais e sist€émicas, num
momento em que o paciente ¢ mais susceptivel (HEIMDAHL et al., 1999). Por isso, cuidado
oral profilatico antes e durante o tratamento do cancer € de extrema importancia (ELAD et
al., 2003).

Poucos sdo os estudos que avaliaram os efeitos de drogas quimioterdpicas sobre os
tecidos periodontais (JENSEN et al., 2008; NOVAES, 2013). O 5-Fluorouracil (5-FU- Fluoro
-2,4- pirimidina), ¢ um antimetabdlito tipo andlogo da pirimidina, que apresenta um amplo
espectro de agdo de atividade contra tumores solidos (do trato gastrointestinal, pancreas,

ovario, figado, cérebro, mama), isoladamente ou em regimes de quimioterapia em



combinac¢do. Devido a sua estrutura, o 5-FU interfere com o metabolismo de nucleosideos e
pode ser incorporado no RNA e DNA, levando a citotoxicidade e morte celular (ARIAS, et al,
2008). O 5-FU ¢ uma droga altamente indicada para tratamento de tumores malignos solidos.

A falta de especificidade na sua biodistribui¢cdo sistémica faz com que estas drogas
atinjam tanto as células-alvo como as células saudéveis que possuem alto indice mitdtico
(Arias et al., 2008). Alguns estudos avaliaram os efeitos do 5-FU nos tecidos bucais e
observaram aumento da producao de TNF-a e IL-1p em mucosa jugal (MEDEIROS et al.,
2010), aumento da inflamacao gengival, aumento no indice de placa e de profundidade de
sondagem (JENSEN et al., 2008).

Desta forma, este trabalho tem um carater inédito, pois, ird avaliar a influéncia do
quimioterapico na periodontite experimentalmente induzida em animais tratados com o

quimioterapico (5-Fluorouracil).
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2. Proposicao

O presente estudo, tem por objetivo avaliar por meio de andlise histométrica os efeitos

do quimioterapico 5-FU na evolucdo da periodontite experimental (PE).
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3. Material e Métodos

3.1. Animais

Foram utilizados no presente estudo 48 ratos machos (Rattus norvegicus, albinus,
Wistar), pesando aproximadamente 250 a 300 g. Os animais foram mantidos em gaiolas
plasticas com ragdo e agua ad libitum. Antes dos procedimentos cirargicos, todos os animais
foram mantidos em ambiente com temperatura estavel (22 + 2°C), por um periodo de 5 dias.
Todos os protocolos descritos foram aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentagao
Animal (CEEA) da Faculdade de Odontologia do Campus de Aracatuba, Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP, (protocolo n® 00800-2012) (Anexo A).
A pesquisa foi realizada seguindo as normas do Colégio Brasileiro de Experimentagdo

Animal e a legislagcdo em vigor.

3.2. Protocolo Experimental (Anexo B)

3.2.1. Protocolo da periodontite experimental e grupos experimentais

Para todos os procedimentos cirtrgicos os animais foram anestesiados por injecao
intramuscular de 70 mg/kg de peso corporal de cloridrato de ketamina (Vetaset, Fort Dodge,
Iowa, EUA) associado a 6 mg/kg de peso corporal de cloridrato de xilazina (Coopazine ,
Coopers, Sao Paulo, SP, Brasil).

Nos primeiros molares inferiores esquerdos, foi induzida a PE pela instalagdo de um
fio de algodao ntimero 24 (Corrente Algoddao n° 24, Coats Corrente, Sao Paulo, SP, Brasil)
mantido em posi¢do subgengival por meio de nos cirurgicos para induzir a PE (GARCIA, et

al., 2011).

3.2.2. Coleta sanguinea e tratamento com o quimioterdpico (5-FU)

Previamente a primeira administra¢do de 5-FU, no dia da instalagdo da ligadura, (- 7) e

7 dias ap6s a primeira administra¢do do 5-FU, o volume sanguineo dos animais de 0,5 ml, foi
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obtido por pung¢do cardiaca, utilizando seringa de 1 ml e agulha hipodérmica (30x8). O sangue
foi acondicionado em microtubos do tipo Eppendorf, contendo anticoagulante (EDTA) a 10%
e enviado para processamento e analise.

Os animais que foram tratados com o quimioterapico 5-FU (Fluorouracila, 250 mg,
Eurofarma Laboratorios, S3o Paulo, SP, Brasil) receberam inje¢do intraperitoneal no dia da

instalacdo da ligadura (60mg/Kg) e 48 horas apds (40mg/Kg) (Medeiros et al., 2010).

3.2.3 - Grupos Experimentais

Apds 7 dias da colocagdo da ligadura e indugdo da periodontite experimental, a
ligadura foi removida, e os animais foram separados aleatoriamente em 2 (dois) grupos
experimentais utilizando um sistema de tabela computacional, sendo que o primeiro animal
foi do primeiro grupo, o segundo do segundo grupo e assim até completar os grupos, para
melhor padronizacdo (FERNANDES et al., 2009). Os grupos foram definidos de acordo com
os seguintes tratamentos: Grupo 1- Gl (n=24) — animais normais, com inducdo da
Periodontite experimental (PE); Grupo 2- G2 (n=24) — animais tratados sistemicamente com

5-FU, com inducao de PE.

3.2.4 Eutanasia

Os animais, em nimero de oito para cada grupo/tempo, foram eutanasiados aos 7, 15 e
30 dias apds a remocao da ligadura, por administracdo de dose letal de Tiopental (Cristalia,
Ltd, Itapira, SP, Brasil) (150mg/kg). As mandibulas foram removidas e fixadas com
paraformoldeido a 4% em 0,1 M de solucao tamponada (pH 7.4) por 48 horas.

3.3. Processamento Laboratorial

Apos fixacdo, os espécimes obtidos foram lavados em agua corrente e descalcificados
em solucao de EDTA a 10%, com trocas semanais por um periodo médio de 8 semanas. Apos
inclusdo dos espécimes em parafina, cortes semi-seriados (4 um) foram obtidos no sentido
mésio-distal. Apos a exclusdo do primeiro e do ultimo corte histologico, nos quais a regido de
furca foi evidente, cinco cortes eqiidistantes de cada espécime foram corados com

hematoxilina e eosina (H&E) para andlise histométrica por microscopia de campo claro. Esta
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selecdo foi realizada por um examinador experiente, treinado e cego ao estudo (ML). Outro
examinador calibrado e cego ao estudo (CKF) realizou a analise histométrica (de ALMEIDA

etal., 2008).

3.4. Analise dos Resultados

3.4.1. Analise Clinica dos animais

Foram avaliadas as caracteristicas clinicas dos animais e dos tecidos na cavidade bucal
no dia da remog¢do da ligadura dos animais (dia 0) na 4rea do primeiro molar inferior

esquerdo, e nos tecidos adjacentes onde foi induzida a PE em todos os animais.

3.4.2. Andlise do Peso corporal dos animais

A evolucao do peso corporal dos animais do G1 e G2 foi avaliada durante os periodos
de -7 (1° injecdo da dose do 5-FU), -5 (2° injecdo da dose do 5-FU), O (instalacdo da
ligadura), 7, 15 e 30 dias, para avaliar a influéncia do efeito sistémico do quimioterdpico nos

animais.

3.4.3. Andlise dos Leucocitos Totais e Neutrofilos

As contagens de LT e neutrofilos foram realizadas por meio de contador de células
automatizado (ABX Diagnostics, Montpellier, France), nos seguintes momentos: -7 dias e 0
dias. A contagem diferencial dos leucécitos foi realizada segundo a Técnica de FELDMAN et

al., (2000).

3.4.4. Analise histométrica

Para a determinac¢do da Porcentagem Ossea na area de furca (POF) foi utilizado um

sistema de andlise de imagem (Axiovision 4.8.2, Carl Zeiss Microlmaging GmbH, 07740
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Jena, Germany). A area total da furca (AF) e a area ocupada por tecido 6sseo (AO), foram
mensuradas, respectivamente, ambas em mm®. A AF foi demarcada apicalmente por uma
linha reta tracada a partir do apice da raiz mesial em direcdo ao apice da raiz distal. A partir
desta linha seguiu-se 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-se todo o contorno da
superficie externa do tecido dsseo entre as raizes. A POF foi calculada multiplicando-se AO
por 100 e dividindo-se por AF (POF = (AO x 100) / AF). A POF de cada espécime foi
mensurada trés vezes pelo mesmo examinador, em dias diferentes, com o propdsito de reduzir
a variacao nos dados. As trés medidas obtidas foram analisadas estatisticamente com nivel de

significancia de 5% (NOVAES, 2013).

3.4.5. Analise Estatistica

A andlise estatistica dos dados histométricos, de neutrofilos e LT e peso corporal
coletados foram testados pelo programa BioEstat 5.0 (Bioestat 5.0, Sociedade Civil de
Mamiraud, Belém, PA, Brasil). A analise da normalidade dos dados foi realizada pelo teste de
Shapiro Wilk (p<0,05).

A hipdtese de ndo haver diferenca estatisticamente significante na POF entre os
diferentes grupos e periodos foi testada. A analise intragrupo e intergrupo para POF foi
realizada pela andlise de variancia a dois critérios ANOVA (p<0,05). Quando o ANOVA
detectou diferenca estatistica, as comparagdes multiplas foram realizadas e complementadas
pelo teste de Tukey (p<0,05). A analise intragrupo e intergrupo do numero de LT e
Neutrofilos de cada grupo e periodo foi realizada utilizando o Test t de Student ( P<0.01) A
analise intragrupo e intergrupo do peso dos animais em cada grupo e periodo foi realizada

utilizando o teste ANOVA a dois critérios (p<0.05).
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4. Resultados

4.1. Analise Clinica dos animais

Na analise clinica dos animais tratados com o 5-FU pode-se observar no momento 0
(dia da remogdo da ligadura) a presenca de hemorragia sanguinea ao redor dos olhos da
maioria dos animais, 0s quais apresentavam-se em grande parte com diarréia. Com relagdo a
analise clinica intrabucal, a maioria dos animais apresentavam mucosite na area do primeiro

molar inferior esquerdo, e nos tecidos adjacentes onde foi induzida a PE.
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4.2. Analise do Peso corporal dos animais

Os resultados estdo apresentados na figura 1. Os animais do G2 demonstraram menor
peso nos periodos de 0, 7 e 15 dias quando comparados ao G1 (p<0,05). Houve uma grande
reducdo do peso destes animais com relagcdo ao G1, e a partir de 7 dias (momento 0), apos a
administracdo do 5-FU, o peso dos animais do G2 aumentou gradativamente até quase se

igualar ao peso dos animais do G1 no periodo de 30 dias.

Evolugdo do peso corporal dos animais

450

425

400 - —

375
= 350 =M= (G1) Sem Apliagio
= 5-FU
© 325 -
o
2
8 300 b (G2) Com Apliagio
o 5-FU
o 275
o

250

225 -

200

dia-7 dia-5 dia0 dia7 dia 15 dia 30
Periodos experimentais

Fig. 1. Analise do Peso corporal dos animais (g) do G1 (sem aplicacao do 5-FU) e G2 (com

aplicagdo do 5-FU), em cada periodo.
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4.3. Analise dos LT e Neutrofilos

Os resultados estdo apresentados na fig. 2. Na analise intragrupo observou-se menor
nimero de LT (p=0,0018) e de neutrofilos (p<0.001) no G2 momento 0, quando comparado
ao periodo de -7 dias. Na analise comparativa entre os grupos observou-se menor nimero de
LT (p<0,001) e de neutrofilos (p<0,001) no G2 quando comparado ao G1 no momento 0. Os
animais do grupo sistemicamente saudavel, representados pelo G1 ndo apresentaram diferenca

estatistica significante no nimero de LT e neutréfilos entre os periodos.

., Leucécitos Totais o

Quantidade de Leucdcitos Totais x 1000/pl
D

Controle Controle

Antes da aplicagéo 5-FU 7 Dias ap6s a aplicagdo do 5-FU

1. Neutrofilos °

Controle 5-FU Controle 5-FU
2] Antes da aplicagéo do 5-FU 7 Dias ap6s a aplicagdo do 5-FU

Quantidade de Neutréfilos x 1000/ pl

Fig. 2. (A) Média do numero de leucdcitos totais no sangue em cada grupo experimental em
dois momentos. (B) Média do nimero de neutréfilos no sangue em cada grupo experimental

em dois momentos.
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4.4. Analise histométrica

Os resultados estdo apresentados na tabela 1. Na andlise intragrupo, ao comparar os
diferentes periodos, ndo houve diferenca estatistica significante. Na andlise intergrupo ao se
comparar os diferentes grupos experimentais, observou-se que nos animais do G2
(34,20£19,01; 40,03+13,08) houve menor POF quando comparados aos animais do grupo G1
(66,20+9,09; 66,23+11,82) aos 7 (p=0,02) e 30 dias (p<0,01) respectivamente (Figuras 3, 4
5).

Tabela 1: Médias e desvio padrao (M£DP) dos dados histométricos da POF (%) na regido de

furca do primeiro molar inferior, de acordo com cada grupo e periodo.

Periodos

7 dias 15 dias 30 dias

66,20+9,09" 49,42+16,04 66,23+11,82

34,20+19,01 37,51+18,32 40,03+13,08

16 16 16

"Diferenca estatisticamente significante com o G2 aos 7 dias (ANOVA e Teste Tukey — p<0,05).

‘Diferenga estatisticamente significante com o G2 aos 30 dias (ANOVA e Teste Tukey — p<0,05).
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Fig. 3. Fotomicrografias de cortes longitudinais da regido de furca, corados pela Hematoxilina
e Eosina (HE), evidenciando a porcentagem de osso na furca (POF) apresentada aos 7 dias

pelos grupos G1(A) e G2 (B) (Aumento original 5x).
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Fig. 4. Fotomicrografias de cortes longitudinais da regido de furca, corados pela Hematoxilina
e Eosina (HE), evidenciando a porcentagem de osso na furca (POF) apresentada aos 15 dias

pelos grupos G1(A) e G2 (B) (Aumento original 5x).
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Fig. 5. Fotomicrografias de cortes longitudinais da regido de furca, corados pela Hematoxilina
e Eosina (HE), evidenciando a porcentagem de osso na furca (POF) apresentada aos 30 dias

pelos grupos G1(A) e G2 (B) (Aumento original 5x).
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5. Discussao

No presente estudo foi utilizado um modelo animal em ratos para se avaliar o efeito do
tratamento com 5-FU na evolugdo da PE. O efeito do quimioterdpico 5-FU na dosagem
utilizada (60mg/Kg e 40mg/Kg) de acordo com Medeiros et al., 2010, proporcionou uma
redugdo do peso corporal dos animais que foram tratados com o 5-FU (G2) comparado com
os animais ndo tratados com 5-FU (Gl) até os 7 dias ap6s a sua administragdo. Apds o
momento 0, ou seja, 7 dias ap6s a administragdo de 5-FU o peso dos animais do G2 aumentou
gradativamente até quase se igualar aos pesos dos animais do G1. De acordo com Xian et al.
2006, uma unica dose de 5-FU (150mg/Kg) diminui consideravelmente o ganho de peso
corporal (g) dos animais tratados com 5-FU comparado aos animais normais, estas evidéncias
sdo confirmadas nos resultados deste estudo, demonstrando o efeito sistémico do
quimioterapico em duas doses menores de aplicagao.

A perda de peso corporal apresentada pelos animais, pode estar relacionada com os
efeitos adversos como a mielossupressdo ¢ mucosite do trato digestorio (HORTOBAGYI
1997; ZHANG, et al., 2005; SONIS et al. 2004), o que pode ter contribuido neste animais
para perda de apetite e desidratacao devido a ocorréncia de diarréia.

Na andlise sanguinea o leucograma mostrou que os animais tratados com 5-FU (G2)
apresentaram leucopenia com significativa redu¢do no numero de neutrdfilos. Resultado
semelhante foi observado por estudos anteriores (BRANDA et al., 2002; MIZOGUCHI et al.,
2009) e confirmado por outro estudo recente que analisou a PE em ratos (NOVAES, 2013).
Estudo recente em ratos utilizando o quimioterapico 5-FU na dosagem de 80 e 40 mg/Kg de
peso corporal (NOVAES, 2013) demonstrou também uma redugdo de leucocitos totais e
neutrofilos nos primeiros 7 dias, nos animais tratados com 5-FU.

Leucopenia ¢ um evento bem conhecido em pacientes tratados com a maioria dos
agentes quimioterdpicos (LIMA et al., 2005). Os neutrdfilos sdo produzidos pela medula
Ossea, € sdo importantes para detectar e eliminar microrganismos (GLAUSER et al., 2000). A
diminui¢do no numero de neutrofilos aumenta a vulnerabilidade do hospedeiro e
consequentemente a severidade da doenga periodontal (NUALART-GROLLMUS et al.,
2007).
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A metodologia de andlise da porcentagem de tecido dsseo na area de furca foi baseada
em estudo recente (NOVAES, 2013), devido ao perfil de similaridade da perda 6ssea deste
estudo com o presente estudo o qual demonstrou areas de sequestro 6sseo na furca de animais
tratados com 5-FU. Os animais tratados com 5-FU submetidos a PE (G2) apresentaram menor
POF quando comparados com os animais sem 5-FU submetidos a PE (G1) aos 7 e 30 dias,
respectivamente, no qual apresentou extensas areas de necrose dssea envolvendo a quase
totalidade do osso na area de furca. Os resultados obtidos mostram que o 5-FU agravou a
severidade da PE. No entanto, aos 15 dias os animais tratados com 5-FU (G2) nao
apresentaram diferenca estatisticamente significante com os animais nao tratados (G1).

Os resultados deste estudo sdao corroborados pelo estudo de NOVAES, em 2013, o
qual demonstrou menor POF nos animais ndo-tratados com 5-FU e submetidos a PE quando
comparados aos animais com PE e tratados com 5-FU aos 7, 15 e 30 dias. O estudo de
NOVAES (2013) apresentou uma menor POF nos animais tratados com 5-FU em relacdo ao
presente estudo, o que pode ser explicado pelas diferengas da dose do quimioterapico 5-FU,
utilizada no trabalho, que foi maior que a do presente estudo, o que pode ter favorecido uma
maior severidade da doenga periodontal em relagdo aos animais do presente estudo. Tal fato,
pode ser justificado devido a variabilidade ampla da ocorréncia, severidade e duracdo dos
efeitos adversos, além de diferentes intensidades de dose e combinacdes de agente
quimioterapico (JENSEN et al., 2008), tais como mecanismo de citotoxicidade, concentragdao
da droga e duracao de exposi¢do (GUCHELAAR et al., 1998).

O 5-FU por ser um quimioterapico € citotoxico para células que possuem um alto
indice de proliferacdo (ARIAS et al., 2008). Varios estudos tem demonstrado que o 5-FU
causa morte celular por apoptose nos tecidos, como no epitélio intestinal (IJIRI et al., 1983;
PRITCHARD et al 1998; 1999), bem como linhas de células epiteliais (TONG et al., 2000).
Bultzingslowen et al. (2001), relatou que o 5-FU induz alteracdo nos queratindcitos no
epitélio oral via um processo consistente de degeneragdo autofagica. Além disso, o 5-FU
promove uma severa leucopenia na fase inicial do tratamento, como observado no presente
estudo, o que reduz a capacidade de defesa do hospedeiro (NAIDU et al., 2004).

Uma possivel explicagdo para os resultados da analise histométrica deste estudo pode
ser a supressao da atividade osteoblastica ocasionada pela droga (XIAN et al., 2006; RAGHU
NADHANAN et al., 2012). Xian et al (2004), utilizando um modelo de quimioterapia em

ratos jovens, mostrou que uma unica injecdo de 5-FU causou uma rapida e significante
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supressao na proliferagdo de células na placa de crescimento e metafise; e inducdo de
apoptose na metafise, fornecendo evidéncias in vivo que o 5-FU danifica o mecanismo de
crescimento 0sseo.

Agentes quimioterapicos como o 5-FU tem mostrado causar osteopenia severa por

suprimir células formadoras 6sseas (osteoblastos) e promover o recrutamento de osteoclastos
(XIAN et al., 2008; XIAN, et al., 2007).
Nadhanan et al.,, (2012) mostrou que o quimioterdpico 5-FU induziu uma condi¢ao
inflamatéria no osso por regulacdo de citocinas pro-inflamatdrias e fatores regulatorios de
osteoclasto. Isto sugere que o 5-FU aumenta o numero de osteoclastos, e pode ser capaz de
criar um microambiente inflamatério no osso causando um aumento no nivel de citocinas pro-
inflamatoérias, que podem estimular a reabsorgao Ossea osteoclastica.

Estas evidéncias sdo uma possivel explicagdo para os resultados apresentados no
presente estudo, onde os animais tratados com 5-FU apresentaram uma severa destruicao do
tecido 6sseo logo no periodo inicial de 7 dias e ap6s 30 dias, mostrando uma intensa atividade

osteoclastica.
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6. Conclusao

Diante dos resultados do presente estudo, pode-se concluir que o 5-FU, na dosagem
utilizada, agravou a evolu¢do da PE em ratos, no entanto estudos adicionais sdo necessarios
para compreender plenamente o mecanismo de a¢do do 5-FU nas respostas celulares do

periodonto com PE.
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imunossuprimidos com droga quimioterdpica: estudo histomorfométrico, imunoistoquimico e
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Anexo B — Delineamento do Estudo

-7 dia -5 dias 0 dias 7 dias 15 dias 30 dias
PO PO PO
I I I I [ |
- Instalacsio - Tratamento - Remogéo ligadura . . i L
] Eutanasia Eutanasia Eutanasia
da Ligadura 5-FLU Coleta sanguinea.
- Tratamento 40 mg/Kg
5-FLU
60 mg/Kg
Coleta
sanguinea.
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