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IKEJIRI, LTAA. Suplementacéo sistémica com Coenzima Q10 no periodonto de
ratos tratados com nicotina: analise qualitativa das fibras colagenas e
guantitativa de fibroblastos. Trabalho de Conclusdo de Curso (Bacharelado) —
Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2023.

RESUMO

O proposito do estudo foi avaliar qualitativamente as fibras colagenas
periodontais e quantitativamente os fibroblastos no periodonto de ratos tratados com
nicotina submetidos a suplementacdo sisttmica com Coenzima Q10. Sessenta e
quatro ratos machos (Wistar) foram divididos em 4 grupos (n=16). Durante todo o
periodo experimental, os animais receberam duas inje¢cbes subcutaneas diarias de
3mg/kg de hemissulfato de nicotina (NIC) ou solugéo salina (SS) na regiao dorsal, com
12 horas de intervalo entre elas, iniciando-se 30 dias antes do inicio da administracéao
sistémica de coenzima Q10 (CQ10) ou glicerina vegetal. As solucbes foram
administradas via gavagem gastrica diaria, de acordo com os grupos: SS-S e NIC-S:
gavagem gastrica diaria de 1 ml de glicerina vegetal; SS-Q10 e NIC-Q10: gavagem
gastrica diaria com 120 mg de CQ10. As eutanasias foram realizadas aos 7 e 28 dias
apos o inicio da administracdo sistémica com CQ10 ou glicerina vegetal. As pecas
coletadas foram processadas com desmineralizacdo para a analise histopatoldgica,
andlise qualitativa através do método de polarizacdo com Picrosirus-red e analise
guantitativa de fibroblastos. Ap6s analise de normalidade e homocedasticidade os
dados foram submetidos aos testes mais adequados com significancia de 5%
(p<0,05). A raspagem e alisamento radicular (RAR) associada a coenzima Q10
utilizada sistemicamente no tratamento da periodontite da experimental em ratos
tratados sistemicamente com nicotina foram efetivas mostrando resultados favoraveis

nas andlises histopatoldgica, histométrica e imunoistoquimica.

Palavras- chaves: Periodonto; nicotina; coenzima Q; fibroblastos.



IKEJIRI, LTAA. Systemic supplementation with Coenzyme Q10 in the
periodontium of rats treated with nicotine: qualitative analysis of collagen
fibers and quantitative analysis of fibroblastos. Trabalho de Concluséao de
Curso (Bacharelado) — Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual
Paulista, Aracatuba, 2023.

ABSTRACT

The aim of this study was to qualitatively evaluate the periodontal collagen fibers
and quantitatively the fibroblasts in the periodontium of rats treated with nicotine
submitted to systemic supplementation with Coenzyme Q10. Sixty-four male rats
(Wistar) were divided into 4 groups (n=16). During the entire experimental period,
the animals received two daily subcutaneous injections of 3mg/kg of nicotine
hemisulfate (NIC) or saline solution (SS) in the dorsal region, with a 12 hour
interval between them, starting 30 days before the start of the experiment.
systemic administration of coenzyme Q10 (CQ10) or vegetable glycerin. The
solutions were administered via daily gastric gavage, according to the groups:
SS-S e NIC-S: daily gastric gavage of 1 ml of vegetable glycerin; SS-Q10 e NIC-
Q10: daily gastric gavage of 120mg of CQ10. The euthanasias were performed
at 7 and 28 days after the start of systemic administration with CQ10 or vegetable
glycerin. The collected pieces were processed with demineralization for
histopathological analysis, qualitative analysis through polarization method with
Picrosirus-red and quantitative analysis of fibroblasts. After analysis of normality
and homoscedasticity, the data were submitted to the most appropriate tests with
a significance of 5% (p<0.05). Root scaling and planing (RAR) associated with
coenzyme Q10 used systemically in the treatment of experimental periodontitis
in rats treated systemically with nicotine were effective, showing favorable results

in histopathological, histometric and immunohistochemical analyses.

Keywords: Periodontium; nicotine; coenzyme Q; fibroblasts.
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INTRODUCAO

O tabagismo é um dos vicios que exercem maior influéncia sobre o
comportamento e saude dos individuos, sendo que mundialmente mais de 5
milhdes de mortes estdo a ele relacionadas®?3. Dentre os componentes do
tabaco encontra-se a nicotina, principal alcaloide da folha do tabaco, que possui
propriedades toxicologicas e é responsavel pela dependéncia quimica de seus
usuarios?.

Na literatura, ja € evidente que o vicio de fumar altera negativamente
o sistema inflamatério, a resposta humoral, a sintese de colageno, a proliferacao
de fibroblastos, o sistema vascular e também a diferenciacdo de células dsseas
como o0s osteoclastos. Esses efeitos resultam em comprometimentos tanto
sistémicos quanto periodontais®!!. Ademais, sabe-se que o vicio de fumar
provoca estresse oxidativo nas células e nos tecidos devido a presenca de
moléculas oxidantes no cigarro e de producao de espécies reativas de oxigénio
(ROS)12:13,

No periodonto, ha estudos que mostram que a administracdo diaria
de nicotina influencia na proliferacédo de fibroblastos® e ainda reduzem a
viabilidade celular tanto dos fibroblastos gengivais quanto dos fibroblastos do
ligamento periodontal'#15, Altas concentracGes de nicotina parecem inibir a
proliferacédo de fibronectina e de colageno?® e diminuem a producéo de colageno
tipos | e 1ll em culturas de fibroblastos tratados com nicotinal®. Deveci et al.
(2018) mostraram, em um estudo animal com ratos, que a nicotina diminui a
producdo das metaloproteinases da matriz (MMPs) e a sintese de colageno?’.

A Coenzima Q10 (CQ10), também conhecida como ubiquinona, vem
sendo estudada pelo seu efeito antioxidante, capacidade de eliminacdo de
radicais livres e espécies reativas de oxigénio (ROS)81° mostrando resultados
favoraveis para doencas cardiovasculares, diabetes e doenca de Parkson.
Figueiro et al. (2006), em estudo in vitro, sugeriram que o efeito catabdlico da
nicotina pode ser revertido pelo uso de antioxidantes como a CQ10%,
observando um aumento nos rendimentos de dihidrotestosterona (DHT),
andrégeno que possui influéncia na estimulagdo de formagédo da matriz nas
células,?!, em fibroblastos e osteoblastos em meios tratados com nicotina,

sugerindo o papel antioxidante da CQ10%°. Além disto, A CQ10 é intrinseca no
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tecido humano, inclusive na gengiva, e exerce papel importante na transferéncia
de elétrons na na mitocdndria?>?3. No entanto, é relatado que existe uma
deficiéncia de CQ10 em tecidos como o0 coragcdo, a mucosa gastrica e na
gengiva?*.

Sabe-se que a nicotina € um agente oxidante que ocasiona prejuizos
no periodonto mesmo com a auséncia de placa bacteriana como demostrado por
de Almeida et al (2007)°. E de extrema importancia que profissionais da satde,
principalmente cirurgibes dentistas, realizem a motivacdo para controle e
interrupcdo do tabagismo?®. No entanto, é de conhecimento que o vicio, dentre
eles o vicio em fumar causado pela nicotina, é definido como o uso compulsivo
de algo e esta associado a dependéncia e abstinéncia. Dados demostram que
apesar de um numero grande de tabagistas optarem por parar de fumar, a
maioria deles apresentam recaidas e voltam ao vicio por crises de abstinéncia?®,
ndo apresentando controle psicologico e fisico de suas decisdes para
interrupcdo do vicio?’, demonstrando o carater de doenca cronica que a
dependéncia causada pela nicotina exerce?’?8, Diante desta condig¢do clinica,
em que houve motivacdo para a interrupcdo do tabagismo, mesmo assim o
individuo encontra-se no vicio, estudos sobre drogas que pudessem auxiliar na
manutencdo de um periodonto saudavel e na manutencao de dentes na cavidade
oral em pacientes fumantes mostram-se bastantes pertinentes, contribuindo para
dar suporte a literatura sobre o tema e ser o ponto de inicio para futuros estudos
clinicos para auxiliar e direcionar tratamentos na rotina clinica. A partir do
exposto, o propésito do estudo seré avaliar qualitativamente as fibras colagenas
periodontais e quantitativamente os fibroblastos no periodonto de ratos tratados

com nicotina submetidos a suplementacao sistémica com Coenzima Q10.

MATERIAL E METODO
Animais

Foram utilizados 64 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 cirdrgicos, todos os animais foram

mantidos em ambiente com temperatura estavel (22 + 2°C) por um periodo de 5
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dias para aclimatizacdo. Todos os protocolos descritos foram enviados para
Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA) da Faculdade de
Odontologia do Campus de Aracatuba, Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” — UNESP e foi aprovado e 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 randomizacao

O tamanho da amostra foi calculado com base na execuc¢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 hipétese nula nas analises histoldgica e analise qualitativa através
do método de polarizacdo com Picrosirus-red. A estimativa para cada medida de
resultado foi realizada para atingir poder de 0,8 e erro alpha analise qualitativa
através do método de polarizacdo com Picrosirus-red e analise quantitativa de
fibroblastos. 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 64 foram marcados na porcdo 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 randomizacéo
simples (1:1 taxa de distribuicdo) para os grupos SS-S 7 dias, SS-S 28 dias, SS-
Q10 7 dias, SS-Q10-28 dias, NIC-S 7 dias, NIC-S 28 dias, NIC-Q10 7 dias e NIC-
Q10 28 dias foi realizada através de uma tabela numérica randémica gerada em

computador por uma pessoa externa ao estudo e cega aos tratamentos.

Grupos Experimentais

Grupo SS-S (n=16): Os animais foram submetidos a duas aplicacdes
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 aplicacdes de SS, deu-
se inicio a administracdo diaria de 1 ml de glicerina vegetal, via gavagem

gastrica, até o final do experimento.
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Grupo SS-Q10 (n=16): Os animais foram submetidos a duas aplicacoes
subcutaneas diarias de 0,5 ml de solucéo de cloreto de sodio 0,9% (SS) durante
todo o periodo experimental. Apés 30 dias do inicio das aplicagbes de SS, deu-
se inicio a suplementacéo diaria com 120 mg31 de CQ10, via gavagem gastrica,
até o final do experimento.

Grupo NIC-S (n=16): Os animais foram submetidos a duas aplicacoes
subcutaneas diarias de 3 mg/kg de hemissulfato de NIC durante todo o periodo
experimental. Apés 30 dias do inicio das aplicacbes de NIC, deu-se inicio a
administracdo diaria de 1 ml de glicerina vegetal, via gavagem gastrica, até o
final do experimento.

Grupo NIC-Q10 (n=16): Os animais foram submetidos a duas aplicagcbes
subcutaneas diarias de 3 mg/kg de hemissulfato de NIC3! durante todo o periodo
experimental. Apés 30 dias do inicio das aplicacdes de NIC, deu-se inicio a
suplementacao diaria com 120 mg de CQ10, via gavagem gastrica, até o final do
experimento.

Tabela 1- Grupos experimentais

GRUPOS EXPERIMENTAIS
Periodos de Eutanésia

SS-S 7 dias ap0s inicio da 28 dias apds inicio da

(n=16) gavagem gavagem
SS-Q10 7 dias ap0s inicio da 28 dias apos inicio da

(n=16) gavagem gavagem

NIC-S 7 dias ap0s inicio da 28 dias apos inicio da

(n=16) gavagem gavagem
NIC-Q10 7 dias ap0s inicio da 28 dias apos inicio da

(n=16) gavagem gavagem

Protocolo de administracdo de nicotina ou solucao de cloreto de sédio

A cada 12 horas os animais foram submetidos a injec6es subcutaneas
de nicotina ou solucdo salina na regiao dorsal em horario pré-estabelecido, com
inicio 30 dias antes do inicio da administracdo sistémica de coenzima Q10
(CQ10) ou glicerina vegetal. O hemissulfato de nicotina (Sigma, St. Louis, MO,
USA) foi diluido em solucéo salina na concentracéo de 5mg/ml. Para cada animal
foi administrado um volume da solucéo diluida, na dosagem de 3mg/kg de peso
de acordo com o protocolo de Okamoto et al (1994)3%. A administracdo da
solucéo salina (cloreto de sédio 0,9%) foi realizada com o objetivo de simular as

mesmas condicdes de estresse diario proveniente das aplicagfes de nicotina.
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Figura 1- Aplica¢des subcutaneas de solugdo salina ou hemissulfato de nicotina.

Preparo e administracdo da Coenzima Q10

A solucéo de coenzima Q10 foi preparada utilizando glicerina vegetal
como veiculo. A concentracdo final do produto foi de 120mg de Q10/ml de
glicerina vegetal®?-**, Sendo assim, os animais dos grupos SS-Q10 e NIC-Q10
receberam, via gavagem gastrica, suplementacdo diaria com 1ml de solucdo
contendo 120mg de CQ10 a partir do 30°. dia do periodo experimental. Os
animais dos grupos SS-S e NIC-S receberam, diariamente, 1ml de glicerina
vegetal, via gavagem gastrica, para simular o estresse a que os animais do grupo

teste estavam expostos.

Figura 2. Gavagem gastrica diaria com Coenzima Q10 ou glicerina vegetal.

Periodos experimentais e obtencdo das amostras

Para a realizacdo das andlises propostas, 0s animais foram
eutanasiados pela administracdo de Tiopental (Cristalia, Ltda., Itapira, SP, Brasil)
na dose letal de 150mg/kg de peso corporal aos 7 e 28 dias apds o inicio da
administracdo sistémica de coenzima Q10 (CQ10) ou glicerina vegetal. A
mandibula de cada animal foi removida, separada em duas partes no plano
mediano, e as hemi-mandibulas direitas foram fixadas em solucdo de
formaldeido tamponado 4% por um periodo de 48 horas.



16

Linha do Tempo do Periodo Experimental

-30 dias 0 dias 7 dias 28 dias

Inicio da Nicotina ou
Soro Fisioldgico Inicio da CQ10

Eutandsia Eutanasia

Processamento Laboratorial

Apés fixacao, as 64 amostras (08 espécimes por grupo/periodo) foram
lavadas em agua corrente e foram submetidas ao processo de desmineralizacao
em solucdo de EDTA 10% com trocas semanais. Apds processamento
histologico convencional e inclusdo em parafina, cortes semi-seriados (4um)
foram obtidos em progressao de vestibular para lingual. Apds exclusao 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 andlise histoldgica e histométrica. Outros cinco cortes foram corados
com picrosirius-red para analise das fibras colagenas.

Andalise dos Resultados

Anélise 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 inflamatoria local; 2) reabsor¢éo radicular
externa (cemento e dentina); 3) reabsorgéo alveolar; 4) padrdo de estruturacéo

do tecido conjuntivo; 5) padrao de estruturacéo do tecido 6sseo alveolar.

Anélise Histométrica- Quantificacdo dos fibroblastos

Os cortes seriados foram selecionados e analisados na face mesial
e distal (interproximal) do tecido gengival do primeiro molar inferior. Apés a
exclusdo da primeira e das ultimas sec¢des em que o tecido gengival € evidente,
foram selecionados cinco cortes histologicos equidistantes de cada espécime.

Cinco areas do tecido conjuntivo adjacente ao epitélio gengival, acima da crista
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0ssea alveolar (aumento original 400x), foram capturados por uma camera digital
conectada a um microscépio Optico - e entdo transferidos para um computador.
A contagem de células do tipo fibroblasto foi repetida trés vezes em cada érea
por um Uunico examinador previamente calibrado, cego para 0S grupos
experimentais. Os fibroblastos foram identificados por sua forma fusiforme
caracteristica quando seccionados paralelamente ao eixo longitudinal ou pela
presenca de uma cauda nuclear em corte transversal. Essa contagem foi
realizada com software de analise de imagem ImageJ. Os resultados foram

expressos como o numero de células por area de tecido conjuntivo.

Método de polarizacdo com Picrosirus-red — Analise Qualitativa

O método de polarizacdo com Picrosirus-red foi utilizada para avaliar
a maturacao das fibras coladgenas sob microscopia de luz polarizada. Os cortes
seriados foram analisados em microscépio de luz polarizada a fim de se avaliar
a organizacdo, maturacdo e quantidade de feixes de fibras colagenas
considerando-se a intensidade de birrefringéncia da matriz colagenosa®>3°. Foi
utilizado o software LAS (400x magnification, Leica LAS, Leica Microsystems),
gue permite a definicdo dos espectros de cor para cada fibra colagena no tecido.
Apés a selecao da cor, o programa calculou automaticamente a porcentagem de
fiboras na &area marcada. Sendo que fibras amarelo-esverdeadas foram
consideradas imaturas, desorganizadas e delgadas. Ja as fibras amarelas

avermelhadas foram consideras maduras, organizadas e espessas.

Anélise Estatistica

Os dados histométricos de quantificacdo de fibroblastos e os dados
obtidos nos métodos de polarizagdo com Picrosirius-red foram analisados
usando o software BioStat (BioStat version 5.0, Belém, PA, Brazil). A
normalidade e a homocedasticidade dos dados foram analisadas através do
teste Shapiro-Wilk, posteriormente, os mesmos foram submetidos ao teste
paramétrico Anova: um critério (one-way ANOVA) e pos-teste de Tukey. O nivel

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

Analise Histopatoldgica dos tecidos periodontais

Grupo SS-S

Aos 7 e 28 dias, os tecidos interproximais da regiao distal do
primeiro molar inferior, apresentaram tecido conjuntivo rico em fibras colagenas,
que se apresentava de forma estruturada, bem como a matriz extracelular
organizada e presenca de quantidade moderada de capilares sanguineos. Os
tecidos interproximais da regidao mesial do primeiro inferior, apresentaram tecido
conjuntivo n&o estruturado, com matriz extracelular desorganizada, com
presenca de quantidade moderada de capilares sanguineos e presenca de
restos epiteliais de Malassez.

Aos 7 e 28 dias, os tecidos no interior de furca, apresentaram tecido
conjuntivo organizado, moderado infiltrado inflamatoério, presenca de vasos
sanguineos e regido de furca preenchida por tecido 6sseo vital repleto de
osteqcitos.

Grupo SS-Q10

Aos 7 e 28 dias, os tecidos interproximais da regido distal do primeiro
molar inferior, apresentaram tecido conjuntivo rico em fibras colagenas, que se
apresentava de forma estruturada e espessa, bem como a matriz extracelular
organizada e presenca de quantidade moderada de capilares sanguineos. No
periodo de 7 dias os tecidos interproximais da regido mesial do primeiro inferior,
apresentaram tecido conjuntivo n&o estruturado, com matriz extracelular
desorganizada, com presenca de grande quantidade de capilares sanguineos.
Ja aos 28 dias observou-se um tecido conjuntivo frouxo mais estruturado, com a
matriz extracelular parcialmente organizada e com fibras colagenas espessas,
com aumento da quantidade dos capilares sanguineos e de fibras colagenas.

Aos 7 e 28 dias, os tecidos no interior de furca, apresentaram tecido
conjuntivo organizado, moderado infiltrado inflamatério, presenca de vasos
sanguineos e regido de furca preenchida por tecido Osseo vital repleto de
osteqcitos.

Grupo NIC-S
Aos 7 e 28 dias, os tecidos interproximais da regiao distal do primeiro

molar inferior, apresentaram tecido conjuntivo rico em fibras colagenas mais
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delgadas, que se apresentava de forma estruturada, bem como a matriz
extracelular organizada e presenca de quantidade moderada de capilares
sanguineos. Aos 7 e 28 dias, os tecidos interproximais da regido mesial do
primeiro inferior, apresentaram tecido conjuntivo ndo estruturado, com matriz
extracelular desorganizada, com presenca de quantidade moderada de capilares
sanguineos.

Aos 7 e 28 dias, os tecidos no interior de furca, apresentaram tecido
conjuntivo organizado, moderado a alto infiltrado inflamatério, presenca de vasos
sanguineos e regido de furca preenchida por tecido 0sseo vital repleto de
ostedcitos, no entanto com espa¢o medulares mais amplos.

Grupo NIC-Q10

Aos 7 e 28 dias, os tecidos interproximais da regido distal do primeiro
molar inferior, apresentaram tecido conjuntivo rico em fibras colagenas
espessas, que se apresentava de forma estruturada, bem como a matriz
extracelular organizada e presenca de quantidade moderada de capilares
sanguineos. No periodo de 7 dias os tecidos interproximais da regido mesial do
primeiro inferior, apresentaram tecido conjuntivo parcialmente estruturado, com
matriz extracelular desorganizada, com presenca de pouca quantidade de
capilares sanguineos e além da presenca de restos epiteliais de Malassez. Ja
aos 28 dias observou-se um tecido conjuntivo frouxo mais estruturado com fibras
colagenas espessas, com a matriz extracelular organizada, com aumento da
quantidade dos capilares sanguineos e fibras colagenas.

Aos 7 e 28 dias, os tecidos no interior de furca, apresentaram tecido
conjuntivo organizado, moderado infiltrado inflamatorio, presenca de vasos
sanguineos e regido de furca preenchida por tecido Osseo vital repleto de
ostedcitos e com espacos medulares reduzidos.

As imagens representativas do interior da furca e nas regides

interproximais distal e mesial estéo ilustradas na figura 3, 4 e 5.
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Figura 3- Andlise histopatolégica dos tecidos periodontias da regido de furca e dos tecidos
interproximais dos primeiros molares inferiores direitos nos periodos experimentaais de 7 e 28
dias. Coloracdo: Hematoxilina e Eosina. Aumento: 2,5x.

Figura 4- Andlise histopatolégica dos interproximais da regiéo distal nos periodos experimentais
de 7 e 28 dias. Coloracao: Hematoxilina e Eosina. Aumento: 400x.

Figura 5- Analise histopatolégica dos interproximais da regido mesial nos periodos
experimentais de 7 e 28 dias. Colorac¢édo: Hematoxilina e Eosina. Aumento: 400x.
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Analise Histométrica- Quantificacéo dos fibroblastos

Tecidos interproximais da regi&o distal

Na analise histométrica de quantificacdo de fibroblastos, em relacéo
a analise intragrupo, pode-se observar maior numero de fibroblastos (p<0,05) no
grupo SS-S (22,375 + 2,326094213) aos 28 dias em comparagdo ao periodo
experimental de 7 dias (18,375 + 2,503568881).

No que tange as analises intergrupos, pode-se observar maior
namero de fibroblastos (p<0,05) no grupo SS-Q10-7 dias (26,5 + 3,464101615)
em comparacao com o grupo SS-S-7 dias (18,375 + 2,503568881). Além disto,
pode-se observar maior numero de fibroblastos (p<0,05) no grupo SS-S-28 dias
(22,375 £ 2,326094213) em comparacdo com o grupo NIC-S-28 dias (17,875 +
3,796144661). Os resultados da andlise da quantificacéo dos fibroblastos estéo
representados na Figura 6.
Figura 6- Gréafico mostrando a quantificacdo (Médias + Desvio Padrdo) da quantificacdo de
fibroblastos para cada grupo e periodo. Testes estatisticos usados: ANOVA One-way e pos teste
de Tukey. a, diferencas estatisticamente significante (p<0,05) intragrupo; B.diferencas

estatisticamente significante (p<0,05) com grupo SS-S aos 7 dias; *, diferencas estatisticamente
significante (p<0,05) com grupo NIC-S aos 28 dias.
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(média e desvio padrao)
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Tecidos interproximais da regido mesial

Na analise histométrica de quantificacdo de fibroblastos, em relacao
a andlise intragrupo, pode-se observar maior numero de fibroblastos (p<0,05) no
grupo SS-Q10 (34,375 + 13,64799828) aos 7 dias em comparacdo ao periodo
experimental de 28 dias (22,25 £ 4,773438413). Por outro lado, pode-se observar
maior numero de fibroblastos (p<0,05) no grupo NIC-Q10 aos 28 dias (25,25 +
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3,770183777) em comparacdo com o periodo experimental de 7 dias (14,75 *
3,575711717).

No que tange as analises intergrupos, no periodo experimental de 7
dias, pode-se observar maior numero de fibroblastos (p<0,05) no grupo SS-Q10
(34,375 + 13,64799828) em comparacdo com 0S grupos SS-S (15,375
3,777281713), NIC-S (14,5 + 2,267786838) e NIC-Q10 (14,75 + 3,575711717).

No que se refere ao periodo experimental de 28 dias, pode-se
observar maior numero de fibroblastos (p<0,05) no grupo SS-Q10 (22,25 *
4,773438413) em comparacdo com os grupos SS-S (16,25 + 0,88640526) e NIC-
S (16,5 = 3,927922024). Além disto, pode-se observar maior niumero de
fibroblastos (p<0,05) no grupo NIC-Q10 (25,25 + 3,770183777) em comparacao
com o0s grupos SS-S (16,25 + 0,88640526) e NIC-S (16,5 + 3,927922024). Os
resultados da analise de quantificacao dos fibroblastos estéo representados na
Figura 7.

Figura 7- Gréfico mostrando a quantificacdo (Médias + Desvio Padrdo) da quantificacdo de
fibroblastos para cada grupo e periodo. Testes estatisticos usados: ANOVA One-way e pds teste
de Tukey. a,diferengas estatisticamente significante (p<0,05) intragrupo; B.diferencas

estatisticamente significante (p<0,05) com SS-S;NIC-S e NIC-Q10 aos 7 dias; *, diferencas
estatisticamente significante (p<0,05) com os grupos SS-S e NIC-S aos 28 dias.
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Método de polarizagdo com Picrosirus-red — Andlise Qualitativa

Pode-se observar através do método de polarizagdo com Picrosirius-
red maior porcentagem de fibras amarelas avermelhadas (p<0,05) em
comparacao com as fibras amarelo-esverdeadas em todos 0s grupos e periodo
tanto na regido distal como na mesial, com excec¢do do grupo SS-S aos 7 dias

na regiao distal que ndo apresentou diferencas estatisticamente significante. A
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porcentagem de fibras amarelas avermelhadas e amarelo-esverdeadas em cada

grupo e periodo estdo demonstradas na tabela 2 e 3 e ilustradas na figura 8 e 9.

Tabela 2- Média e desvio padrdo porcentagem de fibras colagenas amarelo-avermelhadas e
amarelo-esverdeadas em todos o0s grupos e periodos na regido interproximal distal.

Grupos

S$S-S-7d
S$S-S-28d
$S$-Q10-7d
SS-Q10-28d
NIC-S-7d
NIC-S-28d
NIC-Q10-7d

NIC-Q10-28d

Fibras amarelo-avermelhadas

32,83675 * 6,6435831
38,818 £ 11,56416
51,22275 * 13,82432536

46,361375 £ 17,28075638

42,7 £ 17,02878245
39,44675 £ 11,1707484
34,2485 + 12,7249253

35,27875 + 10,478924

Fibras amarelo-esverdeadas

21,99075 £ 13,47179
21,827 + 15,54795
11,18713 * 8,82732

14,098625 + 5,7425813
19,8385 £ 9,420067315

13,65575 £ 5,987711
18,86125 £ 12,10078

20,7915 £ 9,09914

Tabela 3- Média e desvio padrdo da porcentagem de fibras coldgenas amarelo-avermelhadas e
amarelo-esverdeadas em todos os grupos e periodos na regido interproximal mesial

Grupos

SS-S-7d
SS-S-28d
$S$-Q10-7d
SS-Q10-28d
NIC-S-7d
NIC-S-28d
NIC-Q10-7d

NIC-Q10-28d

Fibras amarelo-avermelhadas

42,66575 + 11,437316
48,50633 * 7,373838
46,93175 + 18,4919398
34,797875 £ 15,39904034
33,1856 + 12,82779581
27,8005 * 7,49392314
31,064 £ 12,1786155

30,165875 £ 13,020391

Fibras amarelo-esverdeadas

8,711125 £ 3,815614
5,587 + 3,827831
2,7782 £ 2,270953
8,075375 £ 3,2309111
9,0828 + 4,938009645
8,311375 + 1,904938
11,86863 * 4,112158

8,410875 % 2,034695
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Figura 8- Método de polarizagdo com Picrosirius-red das regides interproximais distais nos
periodos experimentais de 7 e 28 dias. Coloracao: Picrosirius-red . Aumento: 400x
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Figura 9- Método de polarizacdo com Picrosirius-red das regides interproximais mesiais nos
periodos experimentais de 7 e 28 dias. Coloracao: Picrosirius-red . Aumento: 400x
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Fibras amarelas avermelhadas

No que se refere ao parametro das fibras amarelas avermelhas na regiao
interproximal distal, pode-se observar aos 7 dias maior porcentagem de fibras
colagenas amarelo avermelhadas (p<0,05) no grupo SS-Q10 (51,22275 +
13,82432536) em comparagdo com 0s grupos SS-S (32,83675 + 6,6435831) e
NIC-Q10 (34,2485 + 12,7249253). Ja na regido interproximal mesial, pode-se
observar aos 7 dias maior porcentagem de fibras colagenas amarelo
avermelhadas (p<0,05) no grupo SS-S (42,66575 + 11,437316) em comparacao
com 0 grupo NIC-Q10
(31,064 + 12,1786155). Ainda no periodo de 7 dias, pode-se observar maior
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porcentagem de fibras coladgenas amarelos avermelhadas (p<0,05) no grupo SS-
Q10 (46,93175 = 18,4919398) em comparacdo ao grupo NIC-Q10 (31,064 +
12,1786155). Aos 28 dias, pode-se observar maior porcentagem de fibras
colagenas amarelos avermelhadas (p<0,05) no grupo SS-Q10 (34,797875
+15,39904034) em comparacdo com os grupos NIC-S (27,8005 + 7,49392314)
e NIC-Q10 (30,165875 + 13,020391). Os resultados da andlise das fibras
coldgenas amarelas avermelhadas estdo representados na Figura 10 e 11.

Figura 10- Gréafico mostrando a quantificacdo (Médias + Desvio Padréo) da porcentagem de
fiboras amarela avermelhadas para cada grupo e periodo na regido distal. Testes estatisticos
usados: ANOVA One-way e pos teste de Tukey. a,diferencas estatisticamente significante
(p<0,05) com SS-S e NIC-Q10 aos 7 dias.
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regiao distal
w
©
el
©
<
[}
g o
«
>
©
©
o
(1]
£
«© mSs-s
»
©
]
£
© mSs-Q10
o
5
5 ONIC-S
©
Z
8 7 dias 28 dias aNIc-Q10
(o]
a

Figura 11- Gréafico mostrando a quantificacdo (Médias + Desvio Padrdo) da porcentagem de
fiboras amarelas avermelhadas para cada grupo e periodo na regido mesial. Testes estatisticos
usados: ANOVA One-way e poés teste de Tukey. a,diferengas estatisticamente significante
(p=0,05) com NIC-Q10 aos 7 dias; B,diferengas estatisticamente (p<0,05) com NIC-Q10 aos 7
dias significante (p<0,05) com NIC-Q10 aos 7 dias; *,diferencas estatisticamente significante
(p=0,05) com NIC-S e NIC-Q10 aos 28 dias.

Método de polarizagdo com picrosirius-red
regiao mesial
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Fibras amarelo-esverdeadas

Na regido interproximal distal, no que se refere ao parametro das fibras
amarelo-esverdeadas, ndo apresentou diferencas estatisticamente significante.
Jéa regido interproximal mesial aos 7 dias pode-se observar menor porcentagem
de fibras colagenas amarelo-esverdeadas no grupo SS-Q10 (2,7782 + 2,270953)
em comparagao com 0s grupos SS-S (8,711125 + 3,815614), NIC-S (9,0828 +
4,938009645) e NIC-Q10 (11,86863 + 4,112158). No periodo experimental de 28
dias pode-se observar menor porcentagem de fibras colagenas amarelo-
esverdeadas no grupo SS-S (5,587 + 3,827831) em comparacdo com 0S grupos
NIC-S (8,311375 £ 1,904938) e NIC-Q10 (8,410875 * 2,034695). No que tange
a andlise intragrupos, pode-se observar menor porcentagem de fibras colagenas
amarelo-esverdeadas no grupo SS-Q10 (2,7782 + 2,270953) aos 7 dias em
comparacao ao periodo experimental de 28 dias (8,075375 + 3,2309111). De
modo contrario, pode-se observar menor porcentagem de fibras coldgenas
amarelo-esverdeadas no grupo NIC-Q10 aos 28 dias (8,410875 + 2,034695) em
comparacao ao periodo experimental de 7 dias (11,86863 + 4,112158). Os
resultados da analise das fibras coldgenas amarelo-esverdeadas da regido

interproximal mesial estédo representadas na Figura 12.

Figura 12- Gréafico mostrando a quantificacdo (Médias + Desvio Padrdo) da porcentagem de
fiboras amarelo-esverdeadas para cada grupo e periodo na regido mesial. Testes estatisticos
usados: ANOVA One-way e pos teste de Tukey. *, diferenca estatisticamente significante
(p=0,05) intragrupo; a,diferencas estatisticamente significante (p<0,05) com SS-S, NIC-S e NIC-
Q10 aos 7 dias; B, diferengas estatisticamente significante (p<0,05) com os grupos NIC-S e NIC-
Q10 aos 28 dias.
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DISCUSSAO

Os efeitos deletérios, evidentes na literatura cientifica, acerca dos danos
teciduais da nicotina no periodonto séo reafirmados no estudo em questdo, como
fica reafirmado na andlise histopatologica, na qual observou-se no grupo NIC-S
um tecido conjuntivo mais desorganizado, com presenca de fibras colagenas
delgadas. Além disso, a presenca de espacos medulares mais amplos na area
de furca. Em adicdo, na analise histométrica de quantificacdo de fibroblastos,
pode-se observar que tanto na regido distal grupo NIC-S apresentou menor
namero de fibroblastos em comparacdo com o grupo SS-S. Tal achado corrobora
com o estudo de Milanezi de Almeida et al. (2011), que evidenciou que a
administracéo diaria de nicotina influéncia na proliferacdo de fibroblastos®.

Tendo em mente que a maturacao das fibras colagenas é evidenciada
pelo método de polarizacdo com Picrosirius-red e que as fibras amarelo-
esverdeadas s&o consideradas imaturas, desorganizadas e delgadas. E de
modo contrario, as fibras amarelas avermelhadas sdo consideras maduras,
organizadas e espessas®’2. Os achados do estudo a respeito da porcentagem
de fibras verdes em maior porcentagem no grupo NIC-S em comparagdo ao
grupo SS-S aos 28 dias na regido interproximal distal, sugere um possivel efeito
deletério da nicotina nos fibroblastos e consequentemente da qualidade das
fibras colagenas do tecido em questao.

O objetivo do estudo foi avaliar o efeito da suplementacéao sistémica com
Coenzima Q10 frente ao estresse oxidativo provocado pela nicotina, visto que a
Coezima Q10 esta sendo amplamente estudada e utilizada como suplementacéo
sistémica em individuos em condicfes de saude e bem como por individuos
portadores de doencas sistémicas®?-3*, pelo seu notério efeito antioxidante e
capacidade de eliminacdo de radicais livres e espécies reativas de oxigénio®19,
A suplementacéo sistémica com CQ10 demonstrou efeitos favoraveis tanto no
grupo que nao foi tratado sistemicamente pela nicotina (SS-Q10) e como no
grupo que foi tratado sistemicamente com a nicotina (NIC-Q10), um achado
importante que ressalta os efeitos favoraveis da CQ10 como observado na
analise histopatolégica aos 28 dias da regido interproximal mesial aos 28 dias
dos grupos SS-Q10 e NIC-Q10 que demonstram um tecido conjuntivo bem mais
organizado, estruturado, com fibras colagenas espessas e com presenca de

mais capilares sanguineos.
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Além disso, pode-se observar maior numero de fibroblastos nos grupos
SS-Q10 em comparacao ao grupo SS-S aos 7 e 28 dias na regido interproximal
mesial e distal. De modo interessante, vale ressaltar que na regido interproximal
mesial aos 28 dias pode-se observar maior numero de fibroblastos no grupo NIC-
Q10 em comparacao aos grupos SS-S e NIC-S, sugerindo um possivel efeito
benéfico da CQ10 na proliferacdo dos fibroblastos em um periodonto com
influéncia sistémica da nicotina.

Por outro lado, apesar de ndo ser o objetivo principal do estudo, no
meétodo de polarizacdo com Picrosirius-red pode-se observar maior evidéncia
dos resultados, para as porcentagens de fibras amarelas avermelhadas, que sao
consideras maduras, organizadas e espessas, no grupo SS-Q10, sugerindo
possiveis questionamentos sobre a potencializacdo do efeito antioxidante em um
individuo saudavel. Vale ressaltar que o objetivo do trabalho em questéo foi
analisar um periodonto em condi¢des de normalidade, ou seja, sem a instalacao
da doenca periodontal experimental em ratos tratados sistemicamente ou nao
pela nicotina. Tais achados e questionamentos também geram possiveis
perguntas para novos clinicos in vivo e clinicos sobre o efeito do tecido mais
organizado e estruturado no desenvolvimento e progressdao da doenca
periodontal.

Dentro das limitacdes do estudo, o efeito deletério da nicotina no
periodonto foi confirmado e pode-se concluir que a Coenzima Q10 demonstrou
um efeito positivo nas fibras coldgenas periodontais e na quantificacdo dos
fibroblastos tanto nos ratos tratados ou ndo pela nicotina. No entanto, mais

estudos séo necessarios para afirmar seu efeito especifico.

CONCLUSAO
Dentro das limitacbes do estudo, o efeito deletério da nicotina no
periodonto foi confirmado e pode-se concluir que a Coenzima Q10 demonstrou
um efeito positivo nas fibras colagenas periodontais e na quantificagdo dos
fibroblastos tanto nos ratos tratados ou ndo pela nicotina. No entanto, mais

estudos sdo necessarios para afirmar seu efeito especifico.
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