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Dedicatéria

A @eus

“A melhor maneira que o homem dispoe para se aperfeigoar,

¢ aproximar-se de Deus.”

Pitagoras

ELE ¢ o dono de tudo! Devo a ELE a oportunidade de estar vivendo este momento. Sei que
muitas pessoas tém a mesma capacidade, mas ndo tiveram a oportunidade. Obrigado DEUS
por ter me dado esta oportunidade! Nao sei por que sou merecedor desta conquista, mas sei
que nao posso desperdig¢a-la. Chegamos exatamente onde precisamos chegar, porque a mao de
DEUS sempre guia aquele que segue seu caminho com fé e a fé ¢ uma conquista dificil que
exige embates diarios para ser mantida! Obrigado DEUS por ndo me deixar afastar de TI e
nos momentos de fraqueza me fazer sentir que sempre estd comigo mostrando os caminhos
que devo seguir. Por mais que eu escreva, louve, adore, te ame, sempre ficarei em falta
contigo. E, me perdoa por reclamar e murmurar por coisas tdo pequenas diante de TUA
grandeza e da vida que o Senhor me deu. Temos lutas, mas em todas o Senhor nos deu JESUS

CRISTO que luta e vence por noés!

Toda gloria ¢ dada ao Nosso Senhor. Amém.

“Eu segurei muitas coisas nas minhas mdos e perdi tudo,
mas tudo que coloquei nas mdos de Deus eu ainda possuo!”

Martin Luther King



Dedicatéria

Aos meus pais,

grivcm e%dm

“Se temos de esperar, que seja para colher a semente boa que langcamos hoje no
solo da vida. Se for para semear, entdo que seja para produzir milhoes de
sorrisos, de solidariedade e amizade.”

Cora Coralina

A conquista de hoje ¢ de vocés tanto quanto minha... Sabemos o preco que pagamos para eu
poder viver este momento. Obrigado por sempre estarem dispostos a sacrificarem seus
sonhos, seus planos para que eu pudesse realizar os meus. E como foi dificil esta conquista!
Foram muitos os momentos de convivéncia e carinho que ndo vivemos e que ndo voltardo!
Foram muitos os afagos, os beijos e abracos ndo dados! Foram muitas as noites sem dormir
pela preocupagdo comigo! Foram muitas as oragdes para que tudo se resolvesse a acabasse
bem! Foram muitos os meus momentos de impaciéncia e rispidez! Vocés passaram por tudo
isto simplesmente porque me amam, porque a felicidade de vocés ¢ a realizagdo dos filhos e
me ver feliz ¢ o grande prémio dos dois! Eis aqui a razdo de tudo isso! Cabe a mim agora,
valorizar cada noite mal dormida, cada lagrima derramada para que eu pudesse viver este

momento!

Se existem palavras para agradecer todas as oportunidades de crescimento que vocés me
proporcionaram, todas as coisas de que tiveram que abrir mao para me educar e fazer com que
eu chegasse a este lugar... eu ndo as encontrei. Simplesmente agradeco a tudo isto, também
ao amor incondicional, ao carinho que me dedicaram e aos conselhos, entendendo os meus

momentos de auséncia, inquietude e rispidez.

Obrigado....Eu também os amo muito!!!



Dedicatoria

Ao0s meus 1rmaos

7samélia, grick e gricka

e minha sobrinha 2 glarice,

“A Verdadeira coragem é ir atrds de seus sonhos mesmo quando todos dizem
que ele ¢ impossivel.”

Cora Coralina

Obrigado por sempre estarem presentes em todos os momentos importantes da minha vida e
por fazerem dos meus sonhos os sonhos de vocés. Hoje divido a nossa conquista, a nossa
vitoria! Penso que nossos pais fizeram um bom trabalho....!!! Nos deram principios e uma
base familiar que nos permitiram ver o quanto ¢ importante um irmao cuidar do outro e que
enquanto tivermos uns aos outros seremos fortes. Cada um de nds somos frutos de nossos pais
e este respeito e carinho que temos uns aos outros ¢ uma forma de dizer a eles o quanto nds os

amamos!

Obrigado por serem parte da minha familia e fazerem parte da minha vida... do meu mundo!

Aos meus familiares

Presentes fisica ou espiritualmente sempre soube de seu apoio e
torcida, querendo ver-me galgar os degraus mais altos da vida.

Obrigado!



Dedicatéria

}4 periodontia de %ragatuba

“Cada um que passa em nossa vida passa sozinho, pois cada pessoa é unica, e
nenhuma substitui outra. Cada um que passa em nossa vida passa sozinho, mas
ndo vai so, nem nos deixa sos. Leva um pouco de nds mesmos, deixa um pouco de
si mesmo. Ha os que levam muito; mas ndo ha os que ndo levam nada. Ha os que

deixam muito; mas ndo hd os que ndo deixam nada. Esta é a maior

b

responsabilidade de nossa vida e a prova evidente que nada ¢ ao acaso.’

Antoine De Saint-Exupery

Obrigado por me acolherem e por acreditarem em mim! Vocés abriram a casa de vocés para
mim e permitiram que eu voasse, que eu fosse longe na busca dos meus objetivos! Obrigado
por fazerem desta conquista, deste momento uma vitoria particular de cada um de vocés. Nestes
5 anos de convivio, eu ndo me fiz s6. Sou o resultado do que eu consegui aprender com cada
membro desta casa € quando falo membro incluo a todos....professores, colegas de pos-

graduacao, alunos de graduacao e funcionarios. Tem um pouco de cada um dentro de mim!
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C

}40 prof. Waldir éouveia éarcia,

Idealizador deste projeto

Da mesma forma aquela sentenc¢a: “A quem te pedir um peixe, da uma vara de
pescar.” Pensando bem, ndo so a vara de pescar, também a linhada, o anzol, a
chumbada, a isca...

Cora Coralina

Vim a Aracatuba buscando a minha vara de pescar e recebi bem mais que isso! Sei que ainda
tenho uma longa estrada, mas também sei que ja caminhei boa parte dela e neste caminho eu
encontrei o senhor e recebi o teu incentivo. Agradego a confianga em mim depositada para
realizar dois grandes projetos teus, 0 meu mestrado e o meu doutorado. Nestes projetos me
senti desafiado a expandir os meus limites tamanha as interrogagdes surgidas e como sou
grato a estas interrogacdes que hoje carrego comigo! Hé4 ainda muito o que responder e o
senhor me deu estas perguntas. Olhando para trds, reconheco a coragem que teve, no meu
mestrado, em entregar um projeto daquela envergadura a um desconhecido que ndo entendia
nada da tua linha de pesquisa. Admiro o respeito que o senhor tem as tuas idéias, aos teus
planos, aos teus projetos... e verdadeiramente espero que este projeto, que a mim foi confiado,
tenha sido executado a altura do que o senhor imaginou que seria e que as respostas dadas por
ele tenha o alcance que o senhor imaginou que teria. Sou um mero executor das tuas idéias e

que a partir delas teve suas proprias idéias!

Muito Obrigado!
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}4 profa. M ovia ﬂosé Hitomi %agata,

“Ha um tempo em que é preciso abandonar as roupas usadas, que ja tem a forma do nosso
corpo, e esquecer os nossos caminhos, que nos levam sempre aos mesmos lugares. E o tempo
da travessia: e, se ndo ousarmos fazé-la, teremos ficado, para sempre, a margem de nos
mesmos.” (Fernando Pessoa)

Sabemos que a travessia nao foi facil, mas conseguimos chegar até o fim! Hoje, sinto-me feliz
pela oportunidade de agradecer a tudo que recebi da senhora e sabemos que foi muito! A
Senhora ¢ uma mulher de inimeras qualidades que tantas vezes foram enaltecidas por outros
colegas que aqui passaram. Guardo como exemplo, o seu rigor para alcancarmos o padrao de
exceléncia. Perdoe-me pelas inumeras faltas e Obrigado pelas oportunidades dadas e por

corrigir minhas falhas durante esta travessia.

Muito Obrigado!

/40 prof. }4lvaro ?rancisco gosco,

"O saber a gente aprende com os mestres e com os livros. A sabedoria se aprende com a vida
e com os humildes."

Cora coralina

Intimeras vezes deixei clara a minha admiracdo pelo senhor e todas as vezes que assim fiz, agi
com orgulho de poder falar que o Senhor ¢ um dos meus Mestres. A sua grandeza extrapola o
seu saber e se eleva na sua humildade e na sua generosidade. E um espelho do que eu quero
ser e espero um dia alcangar. Ainda tenho muito o que aprender e, neste caminho, quero que
continue sendo meu Mestre. Obrigado pelos ensinamentos, pelos conselhos, pela companhia e

por acreditar em mim!

Muito Obrigado!



/4gf/‘adecimenZ()S gspeciais

C

}4 profa.zetz’cia ﬂelena 7heodoro,

“Agir, eis a inteligéncia verdadeira. Serei o que quiser. Mas tenho que querer o
que for. O éxito estd em ter éxito, e ndo em ter condigoes de éxito.
Condigoes de paldcio tem qualquer terra larga, mas onde estard o paldcio se

ndo o fizerem ali?”’

Fernando Pessoa

Eu tenho muito a agradecer a vocé! Em especial devo seu empenho pessoal em fazer realidade
0 meu estagio no exterior, obrigado por ter transformado este meu plano em plano seu
também. Vocé chegou e rapidamente mostrou para o que veio. Dentre suas inimeras
qualidades, admiro em particular o teu jeito de administrar as situagdes... sempre atenta,
observando, ¢ na hora certa sabe decidir como poucos. E de falar pouco e agir muito! A
impressao que eu tenho € que voce tem uma bateria que ndo desliga nunca e foi muito bom
sugar desta tua energia produtiva. Agradeco tua preocupagdo com minha produ¢do, meu
curriculo e todo teu empenho para que eu crescesse neste curso e estivesse preparado para o
que vem depois... Grande parte do que conquistei nestes 5 anos de Aragatuba tem o teu dedo,

ou melhor..... a tua méo inteira!

Muito Obrigado!
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}40 prof. ﬂuliano %lanezi de /ﬁmeida,

“Ndo sou nada, sou apenas um instrumento, um pequeno lapis nas maos do Senhor, com o
qual Ele escreve aquilo que deseja. Por mais imperfeitos que sejamos, Ele escreve

’

magnificamente.’
Madre Teresa De Calcuta

A convivéncia com vocé me fez admira-lo a cada dia por sua capacidade de se doar ao
“sacerdocio de ensinar.” Tenho vocé como um grande exemplo de amor a profissdo e assim
como outros desta casa, vocé se faz grande na sua humildade e generosidade. Como bom
professor que ¢, vocé tem o dom de cativar, de envolver as pessoas e assim, sem
perceber....naturalmente nos prendemos a vocé, as tuas idéias, aos teus planos. Isto se
perpetua por que voce sabe respeitar as diferengas inerentes a cada um. Por tua historia e por
tua trajetéria vejo que teu destino ¢ ser GRANDE! Agradeco os ensinamentos e a
convivéncia. Verdadeiramente espero que estas ndo sejam palavras de despedida, que sejam

apenas palavras de reconhecimento e gratidao.

Grande Abraco!

o prof. Leandro %raﬁjo ?emandes,

Vocé foi o responsavel pelos meus primeiros passos nesta empreitada e se hoje alcanco meu
titulo de Doutor este mérito também ¢ teu. Quero que sinta esta conquista como tua! Obrigado
pelos ensinamentos, pelos conselhos pela amizade que ndo se desfaz com o tempo e nem com

a distancia. Carrego vocé dentro de mim e vou ser sempre grato pelo que fez!

Um grande abrago e Obrigado!
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N
A's Minhas fiéis escudeiras

oviclicn .Zongo, %&ltdlia de eampos
e Wivian %ovaes,

“A gloria da amizade ndo ¢ a mao estendida, nem o sorriso carinhoso, nem mesmo a delicia
da companhia. E a inspiragdo espiritual que vem quando
vocé descobre que alguém acredita e confia em voce.”

Ralph Waldo Emerson

Vocés trés acreditaram em mim até mesmo quando eu ndo acreditava e em inimeras situagdes
me impediram de desistir dos meus planos. Por varias vezes fraquejei e vocés me levantaram

mostrando solugdes que eu ndo conseguia ver. Foram os meus Anjos da Guarda....o meu Porto

Seguro!!!

Obrigado.
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}4 viclicn .-Zongo

“O que vale na vida ndo é o ponto de partida e sim a caminhada. Caminhando e semeando,

no fim terdas o que colher.” (Cora Coralina)

E na minha caminhada eu te encontrei! E vocé fez dela um caminho mais ameno com um
sempre presente sorriso nos labios que diz....“No fim tudo da certo!”. Um olhar doce e um
coracdo sincero, proprio dos grandes!!! E como foi bom te ver crescer nestes anos e constatar
que hoje vocé esté a frente de muitos projetos e assumindo grandes responsabilidades. Porém,
o melhor de tudo foi ver que voc€ me ultrapassou, realizando as suas tarefas de uma maneira
melhor do que eu as fazia, e isto me faz sentir um orgulho danado, como se fosse um grande
prémio! Vocé pra mim ¢ muito especial e ter a tua companhia e a tua amizade ¢ um grande

privilégio.

Obrigado!!!

A %&lt&ilicz de gampos

“Ndo é o quanto fazemos, mas quanto amor colocamos naquilo que fazemos. Ndo é o quanto

’

damos, mas quanto amor colocamos em dar.’
Madre Teresa de Calcuta

O meu carinho por vocé € muito especial. A tua bondade e generosidade sdo raras! Obrigado
por fazer dos meus planos os seus planos também, por ter aberto a tua casa e a tua familia
para mim, colocando-me como parte da tua vida! Uma parcela das boas lembrancas de
Aragatuba eu devo a vocé. Obrigado por ter me dado estes momentos, eles estdo bem

guardados dentro de mim.

Obrigado!!!
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\
/4 Wivian %oronha,

“Ndo devemos permitir que alguém saia da nossa presenga sem se sentir melhor e mais

feliz.” (Madre Tereza de Calcuté)
Em muitos momentos vocé foi o modelo a ser seguido... conciliando os dificeis papéis de mae,
mulher e esposa as exigéncias do teu curso de mestrado. Dentre as tuas inimeras qualidades,
tomo como exemplo a tua responsabilidade e o teu compromisso. Penso que formamos um bom
time, Vocé€, Mari e Eu... um complementando o outro para que cada um alcangasse o melhor de
si. Vocé foi uma peca fudamental neste quebra-cabega, muitas vezes juntando as pecas ou
colando o que sobrou delas...srsrs! Agradego as inimeras vezes que vocé cuidou de mim para
que eu ndo perdesse o rumo e as inlimeras vezes que tornou a minha “travessia” mais branda! E
bom chegar ao fim desta etapa e ver que eu ndo me fiz s6 e saber que vocé sente esta conquista
como tua também. Penso que este foi o segredo do nosso time...“0 nosso estava acima do
meu!” Obrigado pelas inimeras vezes que me ouviu, pelos conselhos, pelos ensinamentos....
Obrigado especialmente por ter aberto pra mim o teu bem mais precioso....a tua casa € a tua
familia!

Obrigado!!!

A 8arolina Santinone e paula ?aleiros

%eu muito e sincero obrigado por todos os momentos que vivemos, pela amizade, pelo

convivio, pelo respeito mutuo e pelo aprendizado reciproco. Vocés foram importantes para o
meu crescimento durante esta impreitada. Saiba que torco profundamente pelos seus sucessos
pessoal e profissional.

Obrigado!!!
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;40 Prof. @r. gdilson grvolino,

Grande Colaborador deste trabalho

“Nada se obtém sem esfor¢o ... e tudo se pode conseguir com ele.”

Ralph Waldo Emerson

Obrigado por teu trabalho incansavel para realizarmos este projeto. O senhor ¢ um dos
exemplos de dedicagdo e respeito a ciéncia que levo de Aracatuba. Obrigado por ndo poupar
esfor¢os e pelo empenho para que eu absorvesse 0 maximo de informag¢des durante a minha
passagem por esta casa. Conviver com o senhor foi um grande privilégio e um grande

aprendizado!

Muito Obrigado!
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11 . L, . : .
DeSlell"... eu ja pensel seriamente nisso, mas nunca me levei

realmente a sério; é que tem mais chdao nos meus olhos do que o
cansa¢o nas minhas pernas, mais esperang¢a nos meus passos, do que
tristeza nos meus ombros, mais estrada no meu corag¢do do que medo

na minha cabeca."

Cora Coralina



Prefdcio

“Ndo sei se a vida é curta ou longa para nds, mas sei que nada do que vivemos tem
sentido, se ndo tocarmos o coragdo das pessoas. Muitas vezes basta ser: colo que
acolhe, brago que envolve, palavra que conforta, siléncio que respeita, alegria que
contagia, ldgrima que corre, olhar que acaricia, desejo que sacia, amor que
promove. E isso ndo € coisa de outro mundo, € o que dd sentido a vida. Eo que faz
com que ela ndo seja nem curta, nem longa demais, mas que seja intensa,
verdadeira, pura enquanto durar. Feliz aquele que transfere o que sabe e

aprende o que ensina.”

Cora Coralina
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Gualberto Junior, EC. EFEITOS DO LASER E DA TERAPIA FOTODINAMICA NO

TRATAMENTO PERIODONTAL MECANICO EM RATAS OVARIECTOMIZADAS E SOB
INFLUENCIA SISTEMICA DE NICOTINA: Estudo histomorfométrico e imunoistoquimico
[TESE]. Aragatuba: UNESP — Universidade Estadual Paulista; 2013.

Este estudo avaliou histomorfometricamente, imunoistoquimicamente e pela reacdo em cadeia
da polimerase via transcriptase reversa em tempo real (QRT-PCR) os efeitos da Terapia com
Laser em Baixa Intensidade (LLLT) e da Terapia Fotodindmica antimicrobiana (aPDT)
adjuvantes ao tratamento mecanico da periodontite experimental (PE) em ratas com
deficiéncia de estrogeno e sob influéncia sistémica da nicotina. Foram utilizadas 360 ratas,
divididas em 4 grupos: Grupo A (SH-vei) normais, Grupo B (SH-nic) - normais tratadas com
nicotina, Grupo C (OVX-vei) - ovariectomizadas e Grupo D (OVX-nic) - ovariectomizadas
tratadas com nicotina. A administragdo de nicotina foi iniciada nos animais do Grupo B (SH-
nic) e Grupo D (OVX-nic) 30 dias antes da inducao da PE. Os animais dos Grupos OVX-vei e
OVX-nic foram submetidos a ovariectomia (OVX) bilateral 21 dias antes da PE realizada por
adaptacao de fio de algodao ao redor dos primeiros molares inferiores direitos e esquerdos.
Apo6s 7 dias, a ligadura foi removida e os animais subdivididos de acordo com os seguintes
tratamentos locais realizados nos molares inferiores direitos e esquerdos: RAR — Raspagem e
alisamento radicular e irrigagdo com soro fisiologico; LLLT - RAR e irrigagdo com soro
fisiologico associada a LLLT; aPDT- irrigagdo com azul de toluidina-O (TBO) e apos 1
minuto, irradiagdo com laser em baixa intensidade. Foram eutanasiados 10 animais de cada
subgrupo, aos 7, 15 e 30 dias apds o tratamento local. A perda éssea (PO) na furca foi
avaliada por meio de analises histomorfométrica e imunoistoquimica. A expressao génica das

citocinas TNF-a, IL-1B e IL-6 foram avaliadas pela qRT-PCR. Os dados foram submetidos a
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analise estatistica (o = 5%). Os animais do Grupo OVX-nic apresentaram maior PO

comparativamente ao grupo SH-vei (p<0,05). O tratamento local com aPDT reduziu a PO,
diminuiu a expressado de RANKL e o nuimero células TRAP-positivas e aumentou a
expressdo de OPG e o numero de células PCNA-positivas. Os animais tratados com aPDT
demonstraram menor expressdo de TNF-a (7 dias), IL-1B (7 e 30 dias) e IL-6 (7 dias)
comparados a RAR no Grupo SH-vei e menor expressao de IL-1B (7 e 30 dias) comparados a
RAR no Grupo SH-nic (p<0.05). Concluiu-se que a LLLT nao promoveu efeito adicional a
RAR e que aPDT foi um adjuvante efetivo a RAR no tratamento da PE em ratas

ovariectomizadas modificadas sistemicamente com nicotina.

Palavras Chaves: Doencas periodontais, estrogénios, fotoquimioterapia, lasers, nicotina,

perda Ossea alveolar.
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Gualberto Junior, EC. Effects of laser and photodynamic antimicrobial therapy in
mechanical periodontal treatment in ovariectomized rats and under the influence
of nicotine systemic: histomorphometric and immunohistochemistry. [Tese].

Aragatuba: UNESP — Sao Paulo State University; 2013.

This study evaluated histomorphometrically, immunohistochemically and by
polymerase chain reaction via real-time reverse transcriptase (QRT-PCR) the effects of
Laser Therapy in Low Intensity (LLLT) and antimicrobial Photodynamic Therapy
(aPDT) adjuncts to mechanical treatment of periodontitis experimental (PE) in rats with
estrogen deficiency and under the influence of systemic nicotine. It was used 360 rats
divided into 4 groups: Group SH-veh: sham treated with saline (vehicle); Group SH-nic:
sham treated with nicotine; Group OVX-veh: ovariectomized treated with saline
(vehicle) and Group OVX-nic: ovariectomized treated with nicotine. Nicotine was
administered to groups SH-nic and OVX-nic 30 days before the induction of PE. The
animals in Groups OVX-veh and OVX-nic underwent ovariectomy (OVX) bilaterally
21 days before PE performed by adaptation of cotton thread around the first molars right
and left. After 7 days, the ligature was removed and the animals divided according to
the following local treatments performed in the right and left molars: RAR - Scaling and
root planing and irrigation with saline; LLLT - RAR and irrigation with saline
associated with LLLT; aPDT - irrigation with toluidine blue O (TBO) and after 1
minute irradiation with LLLT. Ten animals were euthanized of each group at 7, 15 and
30 days after treatment site. Bone loss (BL) in the furcation was evaluated by

histomorphometric and immunohistochemical analyzes. The gene expression of TNF-a,
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IL-1B and IL-6 were measured by qRT-PCR. Data were subjected to statistical analysis
(a0 = 5%). The animals of the OVX-nic group showed higher BL group compared with
SH-vei (p <0,05). Local treatment with aPDT showed BL reduced, decreased
expression of RANKL and the number of TRAP-positive cells and increased the
expression of OPG and the number of PCNA-positive cells. aPDT-treated animals
showed reduced expression of TNF-a (7 days), IL-1p (7 and 30) and IL-6 (7 days)
compared to the RAR inside SH-veh group and lower expression of IL- 1B (7 and 30
days) compared to the RAR inside SH-nic group. It was concluded that LLLT did not
promote additional effect on RAR and aPDT was an effective adjuvant in the treatment

of the RAR to EP in ovariectomized rats with nicotine modified systemically.

Key Words: Periodontal disease, estrogens, photochemotherapy, lasers, nicotine,

alveolar bone loss.
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Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Sequéncia dos Primers utilizados na analise
quantitativa da expressao génica das citocinas

TNF-a, IL-1p e IL-6 pela qRT-PCR.

Médias e desvio padrao dos dados histométricos da
perda 6ssea alveolar (mm?) na regido de furca dos
primeiros molares inferiores esquerdos com
periodontite experimental induzida, de acordo com

cada subgrupo/tratamento e periodo.

Meédias e desvio padrio do niimero de células
PCNA-positivas e TRAP-positivas na regido de
furca dos primeiros molares inferiores esquerdos
com periodontite experimental induzida, de acordo

com cada subgrupo/tratamento e periodo.
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Figura 1

Figura 2

Figura 3

(A) Esquema resumindo o delineamento
experimental. (B-C) aspecto clinico do
fragmento de gengiva removido para analise
pela qRT-PCR. (D) fotomicrografia
evidenciando a area de furca do primeiro molar
inferior onde se realizou a mensuragdo da:
perda 6ssea (PO - delimitagdo vermelha) e
imunomarcagdo de RANKL (1- delimitagdo
azul), OPG (2- delimitacdo azul), TRAP (3-
delimitagdo branca) e PCNA (4- delimitagdo

branca).

(A) Grafico evidenciando a evolugdo do peso
corporal das ratas ao longo do periodo de
experimento. (B) Gréfico mostrando o nivel
sérico de 17B-estradiol nos diferentes grupos

experimentais.

Fotomicrografias evidenciando o aspecto
histolégico dos tecidos periodontais 7 dias apos
raspagem e alisamento radicular isolado ou em
associagdo com a terapia fotodinamica
antimicrobiana (aPDT) nos diferentes grupos
experimentais. A-D: caracteristicas
histopatologicas da regido de furca do primeiro
molar inferior esquerdo 7 dias apos tratamento
com RAR em SH-vei (A), SH-nic (B), OVX-
veli (C) e OVX-nic (D). E-F: caracteristicas
histopatologicas da regido de furca do primeiro
molar inferior esquerdo 7 dias apos tratamento

com RAR e aPDT em SH-vei (E), SH-nic (F),
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Figura 4

OVX-vei (G) e OVX-nic (H). A aPDT reduziu
a perda oOssea alveolar e a resposta imuno
inflamatéria na  maioria dos  grupos
experimentais. Abreviagdes e simbolos: pd,
polpa dental; oa, osso alveolar; *, infiltrado
inflamatorio. Colora¢ao: hematoxilina e eosina

(HE). Barras de escala: 500 um.

Fotomicrografias evidenciando o aspecto
histologico dos tecidos periodontais 30 dias
apos raspagem e alisamento radicular isolado
ou em associagdo com a terapia fotodinamica
antimicrobiana (aPDT) nos diferentes grupos
experimentais. A-D: caracteristicas
histopatologicas da regido de furca do primeiro
molar inferior esquerdo 30 dias apos
tratamento com RAR em SH-vei (A), SH-nic
(B), OVX-vei (C) e OVX-nic (D). E-F:
caracteristicas histopatologicas da regido de
furca do primeiro molar inferior esquerdo 30
dias ap6s tratamento com RAR e aPDT em SH-
vel (E), SH-nic (F), OVX-vei (G) e OVX-nic
(H). A aPDT reduziu a perda dssea alveolar e a
resposta imuno inflamatdéria na maioria dos
grupos experimentais. Abreviagdes e simbolos:
pd, polpa dental; oa, osso alveolar; *, infiltrado
inflamatério. Coloragdo: hematoxilina e eosina

(HE). Barras de escala: 500 pm.
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Figura 5

Figura 6

Imunomarcagdo para TRAP, RANKL, OPG e
PCNA na regido de furca do primeiro molar
inferior esquerdo. Fotomicrografias
evidenciando o padrao de imunomarcacao para
TRAP (setas azuis), RANKL (setas vermelhas),
OPG (setas verdes) e PCNA (setas pretas) em
SH-vei 7 dias ap6s o tratamento com raspagem
e alisamento radicular (RAR) (A, D, GeJ) e em
OVX-nic 7 dias apds o tratamento com RAR
(B, E, H e K) ou RAR associada a terapia
fotodindmica antimicrobiana (aPDT) (C, F, I e
L). Abreviagdes e simbolos: oa, osso alveolar;
setas azuis, osteoclastos TRAP-positivos; setas
vermelhas, células RANKL-positivas; setas
verdes, células OPG-positivas; setas pretas,
células PCNA-positivas.  Contra-coloragao:
hematoxilina (A-I) e fast green (J-L). Barras de

escala: 20 um.

Graficos evidenciando a expressdo génica de
TNF-a (A), IL-1B (B) e IL-6 (C) no tecido
gengival nos diferentes grupos experimentais,
seus respectivos tratamentos e periodos.
Abreviagdes: #, diferenga com RAR (p<0,05),
mesmo grupo e periodo; €, diferenca com
LLLT (p<0,05), mesmo grupo e periodo; €,
diferenca com SH-vei (p<0,05), mesmo
tratamento e periodo; ¥, diferenca com SH-nic

(p<0,05), mesmo tratamento e periodo; £,
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diferenca com OVX-vei (p<0,05), mesmo
tratamento e periodo. Teste estatistico ANOVA
e Tukey.
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% - Por cento

+ - Desvio padrao

< - Menor que

°C - Graus Celcius

a7 nAChR - Receptor de acetilcolina nicotinico alfa sete

ACt - Ciclos threshold

ug — Microgramas, equivalente 4 10°g

pg/ml — Microgramas por mililitros

puL —Microlitro - Unidade de volume equivalente a milionésima parte de um litro
pm - Micrémetro ou Micrometro - uma unidade de medida (a milionésima parte do metro)
ACh - acetilcolina

AChRs - receptores de acetilcolina

aPDT- Terapia fotodindmica antimicrobiana

cDNA - DNA complementar

DAB - Diamino benzidimo

DNA - Acido desoxirribonucleico

EDTA - Acido etilenodiamino tetra—acético

g - Grama
GaAlAs — Gélio, Aluminio, Arsénio (Arseneto de Galio e Aluminio)

HRP - Horseradish peroxidase
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InGaAlIP - fndio,Gélio, Aluminio, Fésforo

IL-1 - Interleucina 1

IL-1B - Interleucina 1 beta

IL-2 — Interleucina 2

IL-6 — Interleucina 6

IL-8 - Interleucina 8

J - Joule — Unidade de energia

J/em? - Joules por centimetro quadrado

Laser — Acronimo da palavra Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation (Luz
Amplificada pela Emissao Estimulada de Radiagao)

LLLT — Terapia a Laser em baixa intensidade. Expressa Low Level Laser Therapy
LPS — Lipopolissacarideo

M - Molar

mg/kg — Miligrama por kilograma

mW — Miliwatt - Milionésima parte do Watt . 1/1000 Watt

mm - Milimetro, equivalente a milésima parte do metro

nAChR — Receptor de acetilcolina nicotinico

nm- Nandmetros. Unidade de distancia equivalente a 1,0x10™ metros

OPG - Osteoprotegerina

OVX — Ovariectomia
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OVX-nic — Ratas ovariectomizadas tratadas com nicotina

OVX-vei — Ratas ovariectomizadas tratadas com solu¢ao salina

PBS- Tampao fosfato-salino

PCNA - Antigeno Nuclear de Proliferacdo Celular

PE- Periodontite experimental

pH - Potencial hidrogenidnico ou potencial de hidrogénio

PO — Perda 6ssea

qRT-PCR - Reacdo em cadeia da polimerase via transcriptase reversa em tempo real
RANK — Receptor ativador do fator nuclear kappa beta

RANKL — Receptor ativador do fator nuclear kappa beta ligante

RAR — Raspagem e alisamento radicular

RNAm - Acido ribonucleico mensageiro

SH-nic — Ratas sham tratadas com nicotina
SH-vei — Ratas sham tratadas com solu¢ao salina
TBO-O — Azul de Orto-Toluidina

TNF-a - Fator de necrose tumoral alfa

TRAP — Fosfatase acida tartarato resistente

Watt — Unidade de poténcia

W - Abreviagdo de Watt; unidade de poténcia
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Resumo

Este estudo avaliou histologicamente, histometricamente, imunoistoquimicamente e
pela reagdo em cadeia da polimerase via transcriptase reversa em tempo real (QRT-PCR)
os efeitos da Terapia com Laser em Baixa Intensidade (LLLT) e da Terapia
Fotodinamica antimicrobiana (aPDT) adjuvantes ao tratamento mecanico da
periodontite experimental (PE) em ratas com deficiéncia de estrogeno e sob influéncia
sistémica da nicotina. Foram utilizadas 360 ratas, divididas em 4 grupos: Grupo A (SH-
vei) normais, Grupo B (SH-nic) - normais tratadas com nicotina, Grupo C (OVX-vei) -
ovariectomizadas e Grupo D (OVX-nic) - ovariectomizadas tratadas com nicotina. A
nicotina foi administrada aos animais dos grupos SH-nic ¢ OVX-nic 30 dias antes da
inducdo da PE. Os animais dos Grupos OVX-vei ¢ OVX-nic foram submetidos a
ovariectomia (OVX) bilateral 21 dias antes da PE realizada por adaptacdo de fio de
algoddo ao redor dos primeiros molares inferiores direitos e esquerdos. Apos 7 dias, a
ligadura foi removida e os animais subdivididos de acordo com os seguintes tratamentos
locais realizados nos molares inferiores direitos e esquerdos: RAR — Raspagem e
alisamento radicular e irrigacdo com soro fisiolégico; LLLT - RAR e irrigacdo com
soro fisioldgico associada a LLLT; aPDT- irrigagdo com azul de toluidina-O (TBO) e
apos 1 minuto, irradiagdo com laser em baixa intensidade. Foram eutanasiados 10
animais de cada subgrupo, aos 7, 15 e 30 dias apds o tratamento local. A perda dssea
(PO) na furca foi avaliada por meio de analises histomorfométrica e imunoistoquimica.
A expressdo génica das citocinas TNF-a, IL-1B e IL-6 foram avaliadas pela qRT-PCR.
Os dados foram submetidos a analise estatistica (o = 5%). Os animais do Grupo OVX-
nic apresentaram maior PO comparativamente ao grupo SH-vei (p<0,05). O tratamento
local com aPDT reduziu a PO, diminuiu a expressdo de RANKL e o numero de células

TRAP-positivas e aumentou a expressdo de OPG e o numero de células PCNA-



positivas. Os animais tratados com aPDT demonstraram menor expressao de TNF-a (7
dias), IL-1PB (7 e 30 dias) e IL-6 (7 dias) comparados a RAR no Grupo SH-vei e menor
expressao de IL-1B (7 e 30 dias) comparados & RAR no Grupo SH-nic. Concluiu-se que
a LLLT nao promoveu efeito adicional a RAR e que aPDT foi um adjuvante efetivo a
RAR no tratamento da PE em ratas ovariectomizadas modificadas sistemicamente com

nicotina.

Palavras Chaves: Doengas periodontais, estrogénios, fotoquimioterapia, lasers,

nicotina, perda dssea alveolar.
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A periodontite ¢ uma infeccdo bacteriana cronica, caracterizada pela inflamacao
persistente, desorganizacdo do tecido conjuntivo e destruicdo Odssea alveolar,
adicionalmente a continua regulacdo positiva da resposta pro-inflamatoéria e dos
mediadores imunes (Gupta, 2013). O cigarro é um fator de risco para a doenga
periodontal (Kibayashi et al., 2007). A nicotina, um dos produtos toxicos do cigarro,
tem sido investigada por seu possivel papel no processo de destrui¢ao periodontal (Liu
et al.,, 2010), pois esta relacionada a diminuicdo do niimero e da proliferacdo de
fibroblastos gengivais (Milanezi de Almeida et al., 2011) e ao aumento da atividade
clastica e perda 6ssea alveolar (Garcia et al., 2011). Por outro lado, o estrogeno pode ter
um importante papel na doenga periodontal inflamatéria cronica (Liang et al., 2008) em
parte por regular o metabolismo 6sseo alveolar (Liang et al., 2008; Garcia et al., 2013;
Su et al., 2013). A deficiéncia de estrogeno provoca um desequilibrio na sequéncia de
remodelagdo dos tecidos periodontais (Lerner et al., 2006). Contudo, os efeitos diretos
da nicotina e da deficiéncia de estrogeno sobre o processo de reparo dos tecidos
periodontais ainda ndo estdo bem entendidos.

As células do ligamento periodontal expressam e secretam OPG e RANKL, sugerindo
que elas podem regular o metabolismo &sseo alveolar através do sistema
RANK/RANKL/OPG (Liang et al., 2008). A ovariectomia e a nicotina interferem no
metobolismo dsseo, através da regulacdo do sistema RANK/RANKL/OPG, levando a
regulagdo negativa de OPG e regulagdo positiva de RANKL, favorecendo o aumento de
células clasticas TRAP-positivas (Lee et al., 2009; Garcia et al., 2011; Said et al., 2012;
Garcia et al., 2013; Su et al., 2013). A ovariectomia leva ao aumento de citocinas
inflamatorias, entre elas a IL-1 e o TNF-a que sdo os mais potentes estimuladores

osteoclastogénicos sob condi¢des de deficiéncia de estrogeno (Tyagi et al., 2012; Su et
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al., 2013). Por outro lado, a nicotina esta relacionada com a inibi¢do da resposta
inflamatoria protetora por diminuir o nivel de citocinas inflamatdrias, entre elas o TNF-
a, IL-1e IL-6 (Breivik et al., 2009; Chen et al. 2011; Hao et al., 2011; Lee et al, 2013).
A nicotina (Garcia et al.,, 2011) e a deficiéncia de estrogeno (Garcia et al., 2013)
atrasam o processo de reparo periodontal apds a raspagem e alisamento radicular
(RAR). Apesar da RAR, na grande maioria dos casos, resultar em melhora clinica,
nenhuma das técnicas de instrumentagdo atualmente avaliadas sdo capazes de atingir a
eliminagdo completa das bactérias e calculo subgengival (Drisko et al., 2001). Estas
limitagdes poderiam ser atribuidas a varios fatores como a complexa anatomia dos
dentes, invasao dos patégenos periodontais para os tecidos moles adjacentes ou possivel
recolonizag@o da bolsa periodontal de outro sitio doente ou nicho intraoral (Ramfjord et
al., 1987; Giannobile, 2008). Adicionalmente, a instrumentacdo mecanica pode ndo
alcancar sitios de dificil acesso como bolsas profundas e regido de furca (Fleischer et
al., 1989; Brayer et al., 1989). Por conta destas limitagdes, varios tratamentos
adjuvantes tem sido desenvolvidos com o intuito de melhorar a efetividade clinica da
RAR (Sanz et al., 2008).

A terapia com laser em baixa intensidade (LLLT) € reconhecida pelo seu efeito
bioestimulador sobre os estagios do processo de reparagao (Sanz et al., 2008). Na
periodontia a LLLT tem sido usado como tratamento periodontal adjuvante, apos a
terapia periodontal ndo cirargica (Qadri et al., 2005; Aykol et al., 2011), para alcancar
melhor cicatrizagdo da ferida periodontal (Ishikawa et al., 2009; de Paula Eduardo et al.,
2010). A LLLT reduz a inflamagdo gengival (Obradovi¢ et al., 2012) e melhores

resultados terapéuticos foram alcancados quando a LLLT foi aplicada durante a terapia
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periodontal bésica comparada a terapia periodontal basica sozinha (Qadri et al., 2005;
Aykol et al., 2011).

A Terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT) ¢ uma técnica que combina a energia de
um laser com um fotossensibilizador, produzindo oxigénio singleto e radicais livres
capazes de induzirem a morte de células alvos (Konopka et al., 2007). Devido seu efeito
antibacteriano, incluindo a habilidade de matar bactérias periodontopatogénicas, esta
técnica estd sendo estudada por seu potencial para o tratamento da doenca periodontal.
Estudos em animais mostraram que a aPDT foi efetiva no controle da periodontite
experimental (PE) (de Almeida et al., 2008a; de Almeida et al., 2008b; Fernandes et al.,
2009; Garcia et al., 2011; Garcia et al., 2013) e tem agdo reguladora no metabolismo
0sseo alveolar aumentando a expressdao de OPG e diminuindo a expressdo de RANKL
e o numero de células clasticas TRAP-positivas (Garcia et al., 2011; Garcia et al.,
2013).

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar, por meio de andlises histologica,
histométrica, imunoistoquimica e de expressao génica via qRT-PCR, o efeito da LLLT
e da aPDT como adjuvante a RAR no tratamento da periodontite experimental induzida

em ratas ovariectomizadas sistemicamente modificadas com nicotina.
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O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal, da
Faculdade de Odontologia de Aracatuba — UNESP, dentro das normas vigentes
adotadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA - Protocolo

2010- 005074).

Modelo experimental

Neste estudo, foram utilizadas 360 ratas (Rattus novergicus albinus, Wistar), pesando
aproximadamente 275 g. Os animais apresentaram-se saudaveis e em condigdes de
serem submetidos aos procedimentos operatorios. Eles foram mantidos em gaiolas
plasticas com cinco animais cada, em ambiente com temperatura estavel (22 + 2°C) e
ciclo de luz controlada (12 horas claro e 12 horas escuro), com agua e ragao ad libitum.
As ratas foram divididas aleatoriamente nos seguintes grupos experimentais: Grupo A
(SH-vei) normais, Grupo B (SH-nic) - normais tratadas com nicotina, Grupo C (OVX-
vei) - ovariectomizadas e Grupo D (OVX-nic) - ovariectomizadas tratadas com nicotina.
Administracdo da nicotina

As ratas dos grupos B (SH-nic) e D (OVX-nic) receberam duas inje¢des subcutianeas
diarias de nicotina (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA) na dosagem de 3 mg/kg
de peso corporal, com intervalo de 12 horas entre as aplicagdes (Bosco et al., 2007). As
injecdes foram iniciadas 30 dias antes da inducdo da periodontite experimental e
mantidas até os respectivos periodos de eutanasia. As inje¢des foram aplicadas no dorso
dos animais. As ratas foram pesadas semanalmente durante todo o periodo experimental
para garantir a manutencdo da dose de nicotina aplicada. O preparo da nicotina foi
realizado através da diluicdo desta em solugdo fisioldgica na concentragdo de 5 mg/ml

(BOSCO et al., 2007).
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Objetivando produzir o mesmo nivel de estresse provocado nas ratas dos grupos B e D,
as ratas dos grupos A (SH-vei) e C (OVX-vei) receberam duas injecdes subcutaneas
diarias de soro fisioldgico estéril, com intervalo de 12 horas entre as aplica¢des, também
iniciadas 30 dias antes da indu¢do da PE e mantidas até os respectivos periodos de

eutanasia.

Procedimento cirurgico da ovariectomia

As ratas dos grupos OVX-vei e OVX-nic foram submetidas a ovariectomia (OVX)
bilateral 21 dias antes da indugdo da PE (Duarte et al., 2004; Garcia et al, 2013) (Figura
1A). Antes da realizacdo do procedimento cirirgico, os animais foram anestesiados com
injecdo intramuscular de Cloridrato de Ketamina (70 mg/kg peso corporal) (Dopalen,
Agribrands Purina do Brasil Ltda., Paulinia, SP, Brasil) e Cloridrato de Xilazina (6
mg/kg peso corporal) (Anasedan, Agribrands Purina do Brasil Ltda., Paulinia, SP,
Brasil). Em seguida, foi realizada a tricotomia bilateral da regido ventral e anti-sepsia
com solucdo de digluconato de clorexidina a 0,12% (Farmacia de Manipulacio
Aphoticario, Aracgatuba, SP, Brasil). O ovério e a gordura circundante foram excisados.
As suturas internas foram realizadas com fio absorvivel Vicryl 4-0 (Vicryl 4-0, Ethicon
Products, Johnson & Johnson, Somerville, NJ, EUA) ¢ as suturas externas com fio de
seda 4-0 (Ethicon Products, Johnson & Johnson, Somerville, NJ, EUA). Cada animal
recebeu uma injecdo intramuscular de 24.000 UI de penicilina (Pentabiotico™*
Veterinario Pequeno Porte, Fort DodgeR Satde Animal Ltda., Campinas, SP, Brasil) no

pos-operatorio imediato.

44



%ateriais e %émdos

Objetivando produzir o mesmo nivel de estresse provocado nas ratas dos grupos OVX-
vei ¢ OVX-nic, as ratas dos grupos SH-vei e SH-nic foram submetidas ao mesmo

procedimento cirdrgico, porém sem a remo¢ao dos ovarios (SHAM).

Ciclo estral e radioimunoensaio

Os sucessos dos procedimentos de OVX e SHAM foram confirmados pelo
monitoramento do ciclo estral e pela dosagem dos niveis de estrogeno circulante por
radioimunoensaio.

Duas semanas apos as cirurgias OVX e SHAM, todas as ratas foram submetidas ao
exame de esfregaco vaginal para avaliagdo do ciclo estral durante cinco dias
consecutivos. Este procedimento foi repetido cinco dias ap6s a realizagdo de cada um
dos tratamentos locais. Para realizacdo desse exame, uma pequena quantidade de
solucdo salina foi depositada no interior da vagina da rata e rapidamente aspirada.
(Garcia et al. 2013). Além disso, amostras do sangue periférico foram coletadas por
punc¢do cardiaca, no momento da eutandsia, para analise dos niveis séricos de estradiol
por radioimunoensaio.

O radioimunoensaio foi realizado para dosagem dos niveis séricos de 17B-estradiol e
confirmacdo do sucesso das cirurgias de OVX e SHAM. As amostras de soro foram
analisadas com o Kit Coat-A-Count Estradiol (17p-estradiol double antibody, KE2D;
Siemens Healthcare Diagnostics Inc., Tarrytown, NY, EUA) e medidas por 60s em um
contador gama (Packard CobraTM II Auto Gamma Counter; Pakard Bioscience,
Meriden, CT , EUA). A menor concentragao alcangada neste este exame foi de 2,8087

pg/mL. Os coeficientes intraensaio variaram de 6,29% (controle alto) para 0,04%
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(controle baixo). Todos os kits usados foram provenientes do mesmo niimero de lote.

Um volume de 100 pL de soro foi usado em cada tubo.

Protocolo da periodontite experimental (PE)

Decorridos 30 dias do inicio da administracdo de nicotina (Garcia et al., 2011) e 21 dias
da realizagdo das cirurgias de OVX ou SHAM (Duarte et al., 2004; Garcia et al., 2013),
a PE foi induzida em todos os grupos de animais (Figura 1A). Apos a realizagdo da
anestesia geral como descrita para os procedimentos de OVX e SHAM, uma ligadura de
algodao (Corrente Algodao n°.24; Coats Corrente, Sao Paulo, SP, Brasil) foi adaptada
ao redor dos primeiros molares inferiores direitos e esquerdos, com auxilio de uma
pingca modificada para este fim e mantida em posi¢do subgengival por meio de nos

cirargicos durante 7 dias para a inducdo da PE.

Subgrupos experimentais

Apods 7 dias de indugdo da PE, a ligadura adaptada nos primeiros molares inferiores
esquerdos e direitos dos animais de todos os grupos foi removida. Os animais de cada
grupo foram, subdivididos aleatoriamente, seguindo uma tabela gerada em computador,
em subgrupos de acordo com os seguintes tratamentos locais que foram realizados nos
primeiros molares inferiores direitos e esquerdos: RAR (n=30): Raspagem e alisamento
radicular e irrigagdo com 1 ml de soro fisiologico; LLLT (n=30): RAR e irrigagdo com
1 ml de soro fisiologico associada a LLLT; aPDT (n=30): irrigacdo com 1 ml de azul de
toluidina-O na concentracao de 100 ug/ml e apos 1 minuto, aplicagdo da LLLT (aPDT)

(Figura 1A).
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O procedimento de RAR foi executado com cureta manual “mini — five” n°. 5 ¢ 6 (Hu-
Friedy Co. Inc., Chicago, IL, EUA), realizando 10 movimentos de tragdo disto-mesial
nas faces vestibular e lingual. As areas interproximais e de furca foram raspadas com a
mesma cureta realizando dez movimentos de tragdo cérvico-oclusais (Garcia et al.,
2011; Garcia et al., 2013).

As solugdes de soro fisioldgico e TBO foram depositadas, lentamente, no interior da
bolsa periodontal, utilizando uma seringa e agulha de insulina sem bisel.

O Laser de baixa poténcia utilizado no presente estudo foi o THERA LASE®
(TheraLase®, DMC Equipamentos Ltda., Sio Carlos, SP, Brasil), que possui as
seguintes caracteristicas: Emissores InGaAIP (660 nm, laser visivel) e GaAsAl (808 nm,
laser infravermelho), emissdo continua e pulsada, sistema de entrega com fibra Otica,
diametro do spot 0,0283 cm®. Nos animais tratados com LLLT e aPDT a irradiacio
laser foi realizada em 3 pontos equidistantes na face vestibular e lingual, do primeiro

molar inferior direito e esquerdo, utilizando o seguinte protocolo:

. Emissor : InGaAlP

. Comprimento de onda: 660 nm (laser visivel)
. Poténcia: 35 mW (0,035W)

. Modo de operagao: laser continuo

. Modo de irradiagdo: laser contato, pontual

. Energia: 0,14 J/ponto

. Tempo de exposi¢do por ponto: 4 s

. Numero de sessoes de aplicagdes: tnica
. Quantidade de pontos de aplicacao: 6

. Tempo de exposicao total: 24 s

. Densidade energética / ponto: 4,9 J/cm®
. Densidade energética total: 29,4 J/cm?
. Irradiancia: 1,23 W/em?
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Terapia Fotodinamica Antimicrobiana (aPDT)

Ap6s | minuto da irrigagdo subgengival com 1mL de TBO (TBO - Toluidine Blue-O,
Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA), a irradiacao laser (29,4 J/cmz) foi realizada
em 3 pontos equidistantes na face vestibular e lingual dos molares inferiores direitos e

esquerdos com os mesmos parametros de irradiagdo descritos anteriormente.

Periodos experimentais

Dez animais de cada subgrupo foram eutanasiados aos 7, 15 e 30 dias apés a realizagao
dos tratamentos locais da PE (Figura 1A) pela administragio de uma dose letal de
Tiopental (150 mg/kg de peso corporal) (Cristalia, Ltda., Itapira, SP, Brasil). As
mandibulas foram removidas e separadas. As hemimandibulas direitas foram destinadas
a analise da expressdo génica por meio da qRT-PCR. As hemimandibulas esquerdas

foram destinadas as analises histologica, histométrica e imunoistoquimica.

Coleta do tecido gengival para a andlise da expressdo génica

Imediatamente apds a eutandsia dos animais, amostras do tecido gengival ao redor do
primeiro molar inferior direito (Figura 1B-C), foram coletadas com o auxilio de uma
lamina de bisturi 15C (Swann-Morton® Ltda., Sheffield, Inglaterra) e destinadas para a
extracdo génica de RNA total. Durante a coleta, as amostras foram lavadas com tampao
fosfato-salino (PBS). Posteriormente, as amostras coletadas foram armazenadas em
microtubos “PCR clean” de 1,5 mL (Eppendorf AG , Hamburgo, Alemanha) estéreis
contendo 500uL de Trizol (TRIzol®, Life Tecnhologies/Invitrogen™, Carlsbad, CA,

EUA) e mantidas em nitrogénio liquido até serem armazenadas em freezer a -80°C.
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Procedimentos laboratoriais

As hemimandibulas esquerdas foram fixadas em formaldeido 4% por um periodo de 48
horas. Apos fixacdo, os espécimes obtidos foram lavados em 4gua corrente e
descalcificados em solugdo de Acido Etilenodiaminotetracético (EDTA) a 10%. A
solugdo de EDTA foi trocada semanalmente por 8 semanas. Apds inclusdo dos
espécimes em parafina, cortes semi-seriados (4 um) foram obtidos no sentido mésio-
distal. Os cortes foram corados com Tricromico de Masson (TM), ou hematoxilina e
eosina (HE), ou submetidos a técnica imunoistoquimica.

Para as reagdes imunoistoquimicas, os cortes histologicos foram desparafinados em
xilol e hidratados em uma série decrescente de etanol. A recuperacdo antigénica foi
realizada pela imersdo das laminas histolégicas em solucdo de tampao citrato (pH 6,0)
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA), em camara pressurizada (Decloaking
chambre, Biocare Medical, Concord, CA, EUA) a 95° C durante 20 minutos. No final
de cada etapa da reagdo imunoistoquimica as laminas histologicas foram lavadas em
tampao fosfato salino (PBS) 0,1 M, pH 7.4. Posteriormente, as laminas foram tratadas
com 3% de peroxido de hidrogénio (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha), durante 1
hora, e 1% de soro albumina bovino (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA),
durante 12 horas, para bloqueio da peroxidase endogena e bloqueio dos sitios
inespecificos, respectivamente. As ldminas contendo amostras de cada grupo
experimental foram divididas em quatro lotes, e cada lote foi incubado com um dos
seguintes anticorpos primdrios, durante 24 horas, em cadmara Umida (Easy Path® —
Erviegas, DuraEdge, Birgminham, AL, EUA); anti-Fosfatase Acida Tartarato Resistente
(TRAP) do rato gerada em cabra (1:100; SC 30833 - Santa Cruz Biotechnology, Santa

Cruz, CA, EUA); anti-Ligante do Receptor Ativador do Fator Nuclear Kappa 3
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(RANKL) do rato gerado em cabra (1:100; SC 7628 - Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, EUA); anti-Osteoprotegerina (OPG) do rato gerada em cabra (1:100; SC
8468 - Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA) e anti-Antigeno Nuclear de
Proliferacdo Celular (PCNA) do rato gerado em camundongo (1:100; VP 980 - Vector
Laboratories, Burlingame, CA, EUA). Os anticorpos primarios foram diluidos em PBS
acrescido de 0,1% de Triton X-100 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA). Em
seguida os cortes histoldgicos foram incubados em anticorpo secundario, durante 1
hora, e posteriormente tratados com estreptavidina conjugada com a peroxidase da raiz
forte (HRP), durante 1 hora (Universal Dako Labeled HRP Streptavidin-Biotin Kit,
Dako Laboratories, Carpinteria, CA, EUA). A revelag¢do da rea¢do de imunoperoxidase
foi realizada com o cromogeno 3, 3’ — tetracloridrato de diaminobenzidina (DAB) ¢ a
contracoloracdo foi efetuada com hematoxilina, para TRAP, RANKL e OPG, e fast
green, para PCNA. Todas as reagdes de imunoperoxidase foram acompanhadas por um

controle negativo, onde se suprimiu a utiliza¢do dos anticorpos primarios.

Analise dos Resultados

Andlise histologica e histométrica

Os cortes histologicos foram analisados sob iluminagdo de campo claro em microscopio
optico (Axiostar plus, Carl Zeiss Microlmaging GmbH, 07740 Jena, Germany). Os
cortes corados pela técnica de TM foram utilizados para a analise da area de perda dssea
(PO) alveolar, em mm?, na regido de furca dos primeiros molares inferiores esquerdos

(Figura 1D). Os cortes corados pela técnica da HE foram utilizados para a andlise
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histopatologica do cemento, ligamento periodontal e osso alveolar da regido de furca
dos primeiros molares inferiores esquerdos.

Ap6s exclusdo do primeiro e do tltimo corte histologico, nos quais a regido de furca foi
evidente, cinco cortes equidistante de cada espécime foram selecionados para andlise
histologica e histométrica (Garcia et al, 2011). Esta selecdo foi realizada por um
examinador (LHT) treinado e cego ao tratamento efetuado. Outro examinador (ECGJ)
calibrado e cego ao tratamento efetuado realizou a andlise histologica e histométrica. A
PO alveolar na regido de furca foi determinada utilizando um sistema de andlise de
imagem (Axiovision 4.8.2, Carl Zeiss Microlmaging GmbH, 07740 Jena, Germany). A
PO alveolar de cada espécime foi medida trés vezes pelo mesmo examinador, em dias
diferentes, com o propdsito de reduzir a variagdo nos dados (Garcia et al, 2013). As trés
medidas obtidas foram submetidas a andlise de concordancia com nivel de 5% de

significancia (Teste Kappa).

Andlise imunoistoquimica

Os cortes histologicos foram analisados sob iluminagao de campo claro em microscopio
optico (Axiostar plus, Carl Zeiss Microlmaging GmbH, 07740 Jena, Germany). A
imumarcagdo foi definida como aquela de coloracdo acastanhada. A imunomarcagio
para TRAP e PCNA foi realizada pela contagem de células TRAP-positivas e PCNA-
positivas localizadas no centro do septo interradicular do primeiro molar inferior
esquerdo de uma drea de 1000um x 1000um (Figura 1D), com um aumento de 200x
(Garcia et al., 2011; Garcia et al., 2013) em trés cortes histologicos equidistante. O
limite corondario desta area foi a crista O0ssea alveolar, a partir da qual se estendia

apicalmente por uma distancia de 1000pm (Figura 1D). Foi efetuada uma andlise

51



%ateriais e %émdos

quantitativa das células multinucleadas TRAP-positivas (Hassumi et al, 2009). A
imunomarcagdo para RANKL e OPG foi realizada empregando-se uma andlise semi-
quantitativa do padrdo de imunomarcagdo constatado no tecido 6sseo e no ligamento
periodontal dos dois ter¢os corondrios da regido de furca do primeiro molar inferior
esquerdo (Figura 1D). Foram utilizadas trés secgdes eqiiidistantes de cada animal e o
critério para o estabelecimento do padrao de imunomarcacdo foi modificado de Kim et
al. (2007) e Garcia et al. (2013), onde: alto padrao de imunomarcacao (cerca de ¥ das
células imunorreativas por area), moderado padrdo de imunomarcagao (cerca de Y4 das
células imunorreativas por area), baixo padrio de imunomarcagdo (cerca de "a das
células imunorreativas por area) e, padrdo de imunomarcaciao nulo (auséncia total de
células imunorreativas).

Um examinador (LHT) treinado e cego aos tratamentos selecionou as laminas para as
analises imunoistoquimica. Um outro examinador (ECGJ) calibrado e cego aos
tratamentos, conduziu a andlise dos dados. Os valores de cada espécime foram
atribuidos trés vezes pelo mesmo examinador em dias diferentes para reduzir a variagdo
nos dados. As trés medidas obtidas foram submetidas a andlise de concordancia com

nivel de 5% de significancia (Teste Kappa).

Reprodutibilidade Intraexaminador

Antes das andlises histométrica e imunoistoquimica serem realizadas, o examinador foi
treinado pela dupla medida de 30 espécimes com uma semana de intervalo. A paridade
foi calculada pelo teste T-student e ndo foram observadas diferengas entre a média dos

valores das duas medidas (P < 0,05). Adicionalmente o coeficiente de correlagdo de
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Pearson revelou alta correlagdo (0,95) entre as duas medidas para as andlises

histométrica e imunoistoquimica.

Detec¢ao da expressao génica de TNF-o, IL-15 e IL-6 pela gRT-PCR

Para avaliar a resposta inflamatoria, utilizou-se a deteccdo da expressdo génica das
citocinas TNF-a, IL-1B e IL-6 por meio da qRT-PCR. O RNA foi isolado da gengiva
das ratas por meio de processamento automatizado (QIAcube®, QIAgen, Hamburgo,
Alemanha) usando RNasy Lipid Kit (QIAgen, Hamburgo, Alemanha). A qualidade do
RNA obtido foi avaliada pelo equipamento NanoDrop 1000 (ND-1000; Thermo Fisher
Scientific, Wilmington, DE, EUA). O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado de
7,7 uL do total de RNA diluido, DNase-tratado, usando o MultiScribe™ Reverse
Transcriptase reagente kit (Invitrogen™, Carlsbad, CA, EUA). O cDNA resultante foi
submetido 4 qRT-PRC usando o TagMan® Fast Advanced Master Mix Kit
(Invitrogen™, Carlsbad, CA, EUA). As reagdes foram realizadas em um volume total
de 10 pL contendo 5 pL de TagMan® Master Mix; 0,1 uL de “right primer”; 0,1 pL de
“left primer”; 0,1 pL da sonda; 2,7 uL de 4gua e 2 pL de DNA (Tabela 1). A qRT-PCR
foi realizada no equipamento Bio-Rad CFX96™ Real-Time PCR system (Bio-Rad
Laboratories Inc., Berkeley, CA, EUA) e analisada usando o software Bio Rad CFX
manager (Bio-Rad Laboratories Inc., Berkeley, CA, EUA). O protocolo consistiu de 50
ciclos de 95°C por 5 minutos, 95°C por 10 segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por
10 segundos. Todo o experimento da qRT-PCR foi realizado em duplicata. O célculo
para o valor dos niveis da expressdo génica foram normalizados para os niveis do gene
Cyclophilin B. Foram feitos testes com os genes enddgenos Cyclophilin B, Tubulin, -

actin, Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase (HGPRT), TATA binding
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protein (TBP) e proteina ribossomal S19. A Cyclophilin B foi escolhida para o controle
enddgeno por apresentar a menor variagdo entre os genes testados. A normalizagdo para
Cyclophilin B foi feita por meio do Ciclo Threshold (CT) através da equacao ACt = Ct
(gene alvo) C

t (controle endégeno) - (s dados obtidos em cada tratamento e periodo foram

submetidos a analise estatistica.

Analise estatistica

A hipdtese de ndo haver diferenga estatisticamente significante nos dados das analises
propostas entre os grupos ¢ tratamentos foi testada pelo “software” BioEstat 5.0
(Bioestat, Sonopress Industria Brasileira, Manaus, AM, Brasil). Para a avaliagdo da
normalidade, os dados histométricos e imunoistoquimicos quantitativos foram
analisados usando o teste de Shapiro-Wilk. As andlises histométrica e imunoistoquimica
quantitativa intergrupo e intragrupo foram feitas com uma analise de variancia a dois
critérios (ANOVA; P < 0,05). Quando o teste ANOVA detectou uma diferenca
significante, multiplas comparacdes foram feitas usando o teste Tukey (para histometria
da PO e imunoistoquimica para TRAP) e Bonferroni (para imunoistoquimica PCNA)
com nivel de significancia de 5%. A expressao génica das citocinas TNF-a, IL-1P e IL-
6 foi analisada com ANOVA (P < 0,05) a dois critérios com nivel de significancia de
5%. Quando ANOVA detectou uma significante diferenca foi realizado o teste de

Tukey (P < 0,05).
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Andlise do Peso corporal dos animais
A nicotina afetou negativamente o peso dos animais nos grupos SH-nic e OVX-nic. Este

efeito aumentou com o tempo (Figura 2A).

Analise do Ciclo Estral e Radioimunoensaio

Durante a realizac¢do do ciclo estral os animais dos grupos SH-vei e SH-nic apresentaram
mudangas nos tipos celulares no esfregago vaginal, demonstrando os quatro estagios do
ciclo estral (estro, metaestro, diestro e proestro). A fase diestro, que consiste
principalmente em leucdcitos e algumas células epiteliais, sendo marcada por baixos

niveis de estrégeno, se manteve nos animais dos grupos OVX-vei e OVX-nic.

A anélise de radioimunoensaio mostrou que a média dos niveis séricos de 17p-estradiol
circulantes nos grupos SH-vei (45,74 pg/mL), SH-nic (43,08 pg/mL), OVX-vei (22,10

pg/mL) e OVX-nic (20,78 pg/mL) (Figura 2B).

Analise Histologica

Raspagem e alisamento radicular (RAR): Aos 7 e 15 dias os grupos SH-vei, SH-nic,
OVX-vei e OVX-nic apresentaram um tecido conjuntivo composto por uma delicada rede
de fibras coldgenas, uma moderada quantidade de fibroblastos e um intenso infiltrado
inflamatério, composto predominantemente por polimorfonucleares neutréfilos, que se
mostrou exacerbado nos grupos que receberam a nicotina (SH-nic e OVX-nic). O septo
interradicular se mostrou constituido por delgadas trabéculas osseas, de contorno externo

bastante irregular em fun¢do da grande quantidade de osteoclastos em fraca atividade, em
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especial nos grupos SH-nic, OVX-vei e OVX-nic (Figura 3 A-D). Em alguns espécimes
foram observadas espiculas de osso necrosado envoltas por células inflamatdrias na
regido da furca, principalmente no Grupo SH-nic e OVX-nic. Aos 30 dias o grupo SH-vei
apresentou um tecido conjuntivo mais organizado, rico em fibras coldgenas, com
moderada quantidade de fibroblastos e com um infiltrado inflamatério cronico mais
discreto. Neste periodo os grupos SH-nic, OVX-vei ¢ OVX-nic apresentaram um tecido
conjuntivo ainda desorganizado e com um moderado infiltrado inflamatério, composto
por células mononucleadas e polimorfonucleares neutrofilos (Figura 4 A-D). Em todos os
grupos experimentais neste periodo a espessura das trabéculas Osseas foi

progressivamente aumentada, exceto em OVX-nic.

Terapia com laser em baixa intensidade (LLLT): Aos 7 dias o grupo SH-vei apresentou
um tecido conjuntivo fibroso na regido de furca com um discreto infiltrado inflamatorio.
Neste mesmo periodo os grupos SH-nic, OVX-vei e OVX-nic apresentaram um tecido
conjuntivo composto por uma rede mais delicada de fibras coldgenas, uma moderada
quantidade de fibroblastos e um infiltrado inflamatoério moderado em SH-nic e OVX-vei,
e intenso em OVX-nic. O septo interradicular se mostrou constituido por finas trabéculas
Osseas em todos os grupos experimentais, especialmente em OVX-nic, onde a quantidade
de osteoclastos mostrou-se muito elevada. Aos 15 dias as caracteristicas histologicas
foram similares as descritas no periodo anterior, no entanto, houve uma reducdo
proporcional no volume ocupado pelo do infiltrado inflamatério. Aos 30 dias o grupo
SH-vei apresentou um tecido conjuntivo com grande quantidade de fibras colagenas, com
poucos fibroblastos e raros focos isolados de células inflamatérias. Nos grupos SH-nic,

OVX-vei e OVX-nic o tecido conjuntivo se mostrou constituido por uma moderada
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quantidade de fibroblastos, riqueza de fibras colagenas e um infiltrado inflamatério mais
discreto que o apresentado anteriormente. O tecido 6sseo do septo interradicular se
apresentou composto por trabéculas oOsseas mais espessas em todos o0s grupos,

especialmente em SH-vei.

Terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT): Aos 7 dias pos-tratamento os grupos
experimentais apresentaram um tecido conjuntivo com moderada quantidade de fibras
colagenas, rico em fibroblastos e com um infiltrado inflamatorio discreto nos grupos SH-
vei e OVX-vei, e moderado nos grupos SH-nic e OVX-nic (Figura 3 E-H). Aos 15 dias o
volume do infiltrado inflamatério sofreu uma redugdo proporcional nos respectivos
grupos experimentais. O contorno do septo interradicular se mostrou bastante irregular
especialmente no grupo OVX-nic, onde se observou muitos osteoclastos em franca
atividade. O osso do septo interradicular se mostrava constituido por trabéculas dsseas
mais finas aos 7 dias e que se tornaram mais espessas aos 15 dias. Em alguns espécimes
do grupo SH-vei foi observado osso neoformado na por¢do mais coronaria do septo
interradicular. Aos 30 dias o tecido conjuntivo na regido de furca se mostrou composto
por uma grande quantidade de fibras coldgenas, poucos fibroblastos e diminutos focos
isolados de células inflamatorias e as trabéculas 0sseas se mostraram proporcionalmente

mais espessas (Figura 4 E-H).

Analise histométrica

Os animais dos grupos SH-nic (RAR, LLLT e aPDT) e OVX-nic (RAR) mostraram
maior PO apos os tratamentos locais, quando comparados aos animais dos grupos SH-

vei aos 15 dias (p < 0,05). Os animais OVX-vei e OVX-nic mostraram maior PO,
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quando comparados aos animais do grupo SH-vei aos 7 dias (p < 0,05), exceto os
tratados com aPDT do grupo OVX-vei. Os animais dos grupos OVX-vei e OVX-nic
mostraram menor PO, quando comparados aos animais do grupo SH-nic aos 15 dias (p

<0,05), exceto os animais do Grupo OV X-nic tratados com RAR (Tabela 2).

Os animais tratados com a aPDT mostraram menor PO quando comparados aos animais
tratados com RAR nos grupos SH-vei (7 dias), OVX-vei (7 e 30 dias) e OVX-nic (7 e
15 dias). Os animais tratados com LLLT mostraram menor PO quando comparados aos

animais tratados com RAR no grupo OVX-vei aos 7 dias (Tabela 2).

Avaliagdo Imunoistoquimica

A técnica imunoistoquimica empregada para a deteccio de TRAP, RANKL, OPG e
PCNA mostrou alta especificidade na detecgdo de tais proteinas, a qual foi comprovada
pela auséncia total de marcacdo no controle negativo. As células imunorreativas
apresentaram uma coloragdo acastanhada. A imunomarcagdo foi expressa
predominantemente em osteoclastos, para TRAP (Figura 5 A-C); osteoblastos e
fibroblastos, para RANKL (Figura 5 D-F) e OPG (Figura 5 G-I), e células conjuntivas e

da superficie do osso, para PCNA (Figura 5 J-L).

Os animais dos grupos SH-nic ¢ OVX-nic mostraram maior nimero de cé¢lulas TRAP-
positivas apos as terapias locais, quando comparados aos animais dos grupos SH-vei e
OVX-vei, respectivamente, em todos os periodos experimentais (p < 0,05). Os animais
tratados com aPDT mostraram menor nimero de células TRAP-positivas quando

comparados aos animais tratados com RAR aos 7 dias em todos os grupos
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experimentais (p < 0,05). Os animais tratados com LLLT mostraram menor niimero de
cé¢lulas TRAP-positivas quando comparados aos animais tratados com RAR aos 7 dias

nos Grupos SH-vei, OVX-vei e OVX-nic (p<0,05) (Tabela 3, Figura 5 A-C).

O padrao de imunomarcacdo para RANKL se mostrou moderado aos 7 dias pds-
tratamento, decrescendo gradativamente aos 15 e 30 dias pos-tratamento em SH-vei e
OVX-vei em todos os tratamentos, em especial na aPDT. Nos grupos SH-nic e OVX-
nic o padrao de imunomarcagao se mostrou alto em todos os periodos experimentais nos
animais tratados com RAR e LLLT. Nos animais tratados com aPDT o padrdao de

imunomarcagao sofreu uma reducao gradativa (Figura 5 D-F).

O padrio de imunomarcagdo para OPG se mostrou baixo aos 7 e 15 dias pos-
tratamento, sofrendo um discreto aumento aos 30 dias em todos os grupos
experimentais tratados com RAR e LLLT. Nos animais tratados com aPDT a
imunomarcagao se mostrou baixa aos 7 dias, sofrendo uma elevacao aos 15 e 30 dias em

todos os grupos experimentais (Figura 5 G-I).

Os animais do grupo SH-vei mostraram maior nimero de células PCNA positiva aos 7
dias comparados aos animais do grupo SH-nic (p<0,05). Aos 15 dias os animais do
grupo SH-nic e OVX-nic mostraram maior numero de células PCNA-positivas
comparados SH-vei (p< 0,05), exceto os animais do grupo OVX-nic tratados com RAR.
Nos grupos SH-vei, OVX-vei e OVX-nic, os animais tratados com a aPDT mostraram
maior nimero de células PCNA-positivas aos 7 dias, quando comparados a RAR
(p<0,05). Aos 15 dias, os animais tratados com a aPDT dos grupos SH-vei e SH-nic

apresentaram maior niimero de células PCNA-positivas quando comparados a RAR (p<
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0,05). Os animais tratados com LLLT nos grupos SH-vei (7 e 15 dias), SH-nic e OVX-
nic aos 15 dias apresentaram maior numero de células PCNA-positivas quando

comparados a RAR (p< 0,05) (Tabela 3; Figura 5 J-L).

Avaliagdo da detecgdo da expressdo génica de TNF-a, IL-1f e IL-6 por PCR-RT

Neste estudo os animais do grupo SH-nic, tratados com RAR, apresentaram uma menor
expressdo génica das citocinas TNF-a (7 e 15 dias), IL-1B (30 dias) e IL-6 (7 dias),
comparados aos animais do grupo SH-vei (p<0,05). Os animais do grupo OVX-vei,
tratados com RAR, apresentaram maior expressao génica de IL-6 (7 dias) comparados
aos animais dos grupos SH-vei, SH-nic e OVX-nic (p<0,05). Os animais do grupo
OVX-nic, tratados com RAR, mostraram menor expressao génica de TNF-a (7 dias ),
IL-1B (7 dias) e IL-6 (7dias) comparados aos animais do grupo SH-vei e SH-nic
(p<0,05).

Os animais tratados com aPDT demonstraram menor expressdao de TNF-a (7 dias), IL-
1B (7 e 30 dias) e IL-6 (7 dias) comparados a RAR no Grupo SH-vei e menor expressao
de IL-1B (7 e 30 dias) comparados a8 RAR no Grupo SH-nic (p<0,05).

Os animais tratados com LLLT demonstraram menor expressdo de TNF-a (7 dias) e
IL-1PB (7 dias) comparados a RAR no Grupo SH-vei e menor expressao de IL-13 (7 e 30
dias) e IL-6 (7 dias) comparados & RAR no Grupo SH-nic (p<0,05). Os resultados da

expressao génica das citocinas TNF-a, IL-1 e IL-6 estdo apresentados na Figura 6.
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Este estudo avaliou o efeito da LLLT e da aPDT como adjuvantes a RAR no tratamento
da PE em ratas ovariectomizadas modificadas sistemicamente por nicotina. A nicotina ¢
a substancia farmacologicamente mais ativa do cigarro e seu efeito ao nivel celular e
tecidual ainda ndo foi totalmente elucidado e se mostra controverso (Henemyre et al.,
2003). A prevaléncia e severidade da doenca periodontal (DP) é maior em fumantes que
em ndo fumantes (Papapanou, 1996). Além disso, o tratamento da doenga periodontal
(DP) ¢ menos efetivo em fumantes quando comparado a ndo fumantes (Preshaw et al.,
2005). Adicionalmente, apés a menopausa a mulher torna-se mais susceptivel a DP e
este problema ¢ devido, em parte, a deficiéncia de estrogeno, que resulta em perda dssea
e processo inflamatorio (Buencamino et al., 2009), e também pode ser considerada um
fator de risco para a DP (Genco e Grossi ,1998). Neste estudo a aPDT adjuvante a RAR
minimizou os efeitos deletérios da nicotina e da deficiéncia de estrogeno por modular o
metabolismo 6sseo pela regulagdo do sistema RANK/RANKL/OPG.

A dose diaria de 6mg/kg de nicotina foi escolhida por produzir niveis séricos de
cotinina correspondente ao consumo humano de 10 a 20 cigarros por dia (Gonzalez et
al.,, 1996; César-Neto et al., 2003). Varios estudos relataram efeitos deletérios da
nicotina quando administrada nesta dose (Bosco et al., 2007; Bonfante et al., 2008;
Machado et al., 2010; Yamano et al., 2010; Milanezi de Almeida et al., 2011; Garcia et

al., 2011).

Os resultados deste estudo, demostraram maior PO nos animais tratados com nicotina
apos os tratamentos locais, quando comparados aos animais tratados com solugdo
salina, o que corrobora os achados de outros estudos (Bosco et al., 2007; Garcia et al.,
2011). Sabe-se que o efeito deletério da nicotina ¢ dose dependente e esta relacionado a

duracdo do seu uso (Scott et al., 2001; Meisel et al, 2004) e que este efeito ¢ maior no
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o0sso trabecular do que no osso cortical (Vogel et al., 1997; César-Neto et al., 2003). A
nicotina diminui significativamente o volume do osso trabecular, a espessura das
trabéculas, a superficie mineralizada, bem como a taxa de aposi¢do mineral e formagao
de novo osso e leva ao aumento da area de osteoclastos (Hapidin et al., 2007). Neste
estudo a liberagdo da nicotina foi iniciada 30 dias antes da inducdo da PE e seu efeito

afetou negativamente a resposta aos tratamentos locais.

Os resultados também demostraram que os animais tratados com nicotina exibiram
maior expressao de RANKL. O aumento de RANKL leva a ativagdo da RANK, o que
ocasiona o aumento da osteoclastogénese, ativacdo de osteoclastos maduros e inibi¢do
de sua apoptose (Henemyre et al., 2003; Cochran, 2008) o que explicaria o maior
aumento de células TRAP-positivas observado neste estudo. Por sua vez, o
lipopolissacarideo (LPS), um componente estrutural biologicamente ativo da membrana
celular de bactérias gram-negativas, na presenca de nicotina, estimula a formacgao de
osteoclastos pelo aumento da producao do fator estimulador de colonias de macrofagos
(M-CSF) e prostaglandina 2 (PGE>) pelos osteoblastos. PGE, ¢ uma das vias que leva a
inibicao da producdo de OPG e aumento da expressao de RANKL e da quantidade de
células clasticas TRAP-positivas (Tanaka et al., 2006; Lee et al, 2013).

A resposta imuno-inflamatdria pode sofrer regulacdo através da via anti-inflamatéria
colinérgica. Esta via leva a liberacdo de acetilcolina (ACh) que se liga aos seus
receptores (AChRs), dentre os quais o subtipo nicotinico (nAChRs) (Breivik et al, 2009;
Hao et al., 2011). A nicotina € um potente agonista nAChR, especialmente do receptor
a7 nAChR. A ativacdo de a7 nAChR inibe a via NF-xf (inflamatoria) e ativa a via
JaK2-STAT3 (anti-inflamatoria), levando a inibicdo da expressdo de citocinas pro-

inflamatorias, dentre as quais o TNF-a (Breivik et al.,2009; Chen et al., 2011). Desta
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forma, a nicotina aumenta a susceptibilidade a periodontite suprimindo a resposta
inflamatoria protetora (Breivik et al., 2009). Neste estudo os animais do grupo SH-nic,
tratados com RAR, apresentaram uma menor expressao génica das citocinas TNF-o (7 e
15 dias), IL-1B (30 dias) e IL-6 (7 dias), comparados aos animais do grupo SH-vei
(p<0,05).

Com relagdo a deficiéncia de estrégeno, os animais ovariectomizados mostraram maior
PO quando comparados aos animais do grupo SH-vei aos 7 dias, exceto os tratados com
a aPDT do grupo OVX-vei. Nos grupos OVX-vei ¢ OVX-nic houve uma maior
expressao de RANKL e células TRAP-positivas quando comparados aos animais do
grupo SH-vei e SH-nic respectivamente. Estes resultados corroboram estudos anteriores
(Garcia et al. 2013; Su et al. 2013). A ovariectomia interfere no metobolismo 6sseo,
através da regulacdo do sistema RANK/RANKL/OPG, levando a uma regulagdo
negativa de OPG e regulacao positiva de RANKL, favorecendo o aumento de células
clasticas TRAP positiva (Said et al., 2012; Garcia et al., 2013; Su et al., 2013). Além
disso, citocinas como IL-1 e TNF-a também podem promover a formagdo e ativagdo de
osteoclastos de uma maneira parcialmente independente da via RANK/RANKL/OPG
(Tyagi et al., 2012). IL-1B e TNF-a s3o reconhecidos por serem fatores
osteoreabsortivos que estimulam a osteoclastogénese e a maturacao de osteoclastos, via
inducdo de RANKL em osteoblastos (Su et al., 2013). Por sua vez, o TNF-a e IL-1
estimulam a produ¢do de IL-6 (Seemann et al., 2013). Neste estudo, os animais do
grupo OVX-vei, tratados com RAR, apresentaram maior expressao génica de IL-6 (7

dias) comparados aos animais dos grupos SH-vei, SH-nic e OVX-nic (p<0,05).

A OVX leva ao aumento de citocinas inflamatodrias, entre elas a IL-1B e o TNF-a que
sdo os mais potentes estimuladores osteoclastogénicos sob condigdes de deplecdo de
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estrogeno (Tyagi et al., 2012; Su et al., 2013). Paradoxalmente, a nicotina suprime a
producdo de IL-1 e IL-8 e de IL-2 e TNF-a (Chen et al., 2011; Mabley et al., 2011). No
presente estudo, os animais do grupo OVX-nic, tratados com RAR, mostraram menor
expressao génica de TNF-a, IL-1P e IL-6 comparados aos animais do grupo SH-vei e
SH-nic aos 7 dias (p<0,05).

Nos grupos SH-nic e OVX-vei os animais tratados com aPDT apresentaram menor
quantidade de células TRAP-positivas quando comparados aos animais tratados com
RAR no periodo de 7 dias. Nestes grupos a aPDT provocou, uma diminui¢do de
RANKL e um aumento de OPG, o que explica a diminui¢do do niimero de osteclastos, o
que ¢ corroborado por estudos anteriores (Garcia et al., 2011; Garcia et al., 2013). No
Grupo SH-nic, os animais tratados com aPDT demonstraram menor expressao de IL-13
(7 e 30 dias) comparados a RAR (p<0,05). Braham et al., (2009) demostraram que a
aPDT pode contribuir para o processo de cicatrizagdo periodontal pela inativacdo das
citocinas inflamatorias IL-1B e TNF-a. Em contraposi¢do, Oliveira et al., (2011) e
Sorkhdini et al. (2013) ndo encontraram efeito adicional da aPDT sobre estas citocinas
na PE em cdes.

Os animais tratados localmente com aPDT no Grupo OVX-nic, mostraram menor PO
quando comparados aos animais tratados com RAR no periodo de 7 e 15 dias (p < 0,0
5). Neste grupo, os animais tratados com a aPDT mostraram maior expressao de OPG,
menor expressdo de RANKL e de células TRAP-positivas. O efeito da aPDT como
terapia adjuvante ao tratamento mecanico da doenca periodontal, pode ser explicado por
sua acdo antimicrobiana (Hamblin ¢ Hasan, 2004) e bioestimuladora (Braham et al.,
2009). A morte bacteriana promovida pela aPDT inativa fatores de viruléncia e

citocinas inflamatérias do hospedeiro, modulando a resposta imuno-inflamatéria
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exarcebada iniciada pela acdo do LPS, criando um ambiente favoravel ao reparo
periodontal (Braham et al., 2009). Somando-se a este efeito, a acdo imunoestimuladora
da aPDT age sobre a resposta imune celular estimulando a acdo dos macréfagos (Song
et al., 2013) e o efeito bioestimulador da LLLT age sobre o sistema imune aumentando
a fagocitose e quimiotaxia de leucdcitos (Tadakuma et al., 1993). Neste estudo, os
animais do grupo OVX-nic tratados com LLLT demonstraram menor nimero de células
TRAP-positivas (7 dias) e maior nimero de células PCNA-positivas (15 dias)

comparados a RAR.

Os animais do grupo SH-vei mostraram maior nimero de células PCNA-positivas aos 7
dias comparados aos animais do grupo SH-nic em todos os tratamentos. Aos 15 dias, os
animais do grupo SH-nic e OVX-nic mostraram maior nimero de células PCNA-
positivas comparados ao Grupo SH-vei, exceto os animais do grupo OVX-nic tratados
com RAR. Este resultado mostra que a nicotina atrasa o pico da prolifera¢ao celular,
essencial ao reparo. Um dos motivos deste atraso pode ser explicado pela atividade
reabsortiva sustentada, demonstrada através da imunomarca¢do para TRAP nestes
grupos, o que desfavorece sobremaneira o processo de reparo tecidual. Estes achados
estdo de acordo com Ma et al. (2011) que mostraram que a nicotina atrasou o reparo

0sseo.

No Grupo OVX-nic, o tratamento com a aPDT mostrou, no periodo de 7 dias, maior
nimero de células PCNA-positivas comparado a RAR e LLLT. Além disso, neste
grupo a quantidade de células TRAP-positivas, mantidas estaveis ao longo do tempo,

foi significativamente menor nos animais tratado com aPDT, em comparagdo aos
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tratados com a RAR, em todos os periodos experimentais. Este fato justifica a melhora

no processo de reparo tecidual proporcionada pela aPDT.

Dentro dos limites deste estudo, concluiu-se que a LLLT ndo promoveu efeito adicional
a RAR e que aPDT foi um adjuvante efetivo a RAR no tratamento da PE em ratas
ovariectomizadas modificadas sistemicamente com nicotina, pois diminuiu a perda
Ossea alveolar, aumentou a expressio de OPG e PCNA, diminuiu a expressdo de
RANKL e células TRAP-positivas em ratas com deficiéncia de estrégeno e sob o efeito

sistémico de nicotina.
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Relevancia Clinica

Razdo cientifica para este
estudo: O fumo ¢ fator de
risco para doenga periodontal
e a deficiéncia de estrégeno
tem sido associada a perda
oOssea alveolar. Nestes casos a
raspagem e  alisamento
radicular pode ndo ser efetiva
devido suas limitagdes. A
aPDT tem se mostrado um

efetivo adjuvante na terapia
periodontal ~ devido  suas
propriedades antimicrobianas,
no entanto a acdo da aPDT,
adjuvante ao  tratamento
periodontal, frente ao efeito
combinado da nicotina e
deficiéncia de  estrégeno
precisa ser estudado.

resultados: A
efetiva como

Principais
aPDT foi

adjuvante a raspagem no
tratamento da periodontite
experimental em animais com
deficiéncia de estrogeno e
sistemicamente modificados
com nicotina. Implicagées
praticas: A aPDT pode ser
usada como adjuvante no
tratamento periodontal de
pacientes  fumantes com
deficiéncia de estrogeno.
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Tabela 01: Sequéncia dos Primers utilizados na analise quantitativa da expressao

génica das citocina TNF-a, IL-1p e 11-6 pela qRT-PCR.

Gene Alvo

IL-1p L

IL-1p R

IL-6 L

IL-6 R

TNF-aL

TNF-aR

Sequéncia do Primer — Left/Right

CCC TTC AGG AAC AGC TAT GAA

ACA ACA TCA GTC CCA AGA AGG

AAA TAC TCA GCT CTT TGT GAG TGC

TGT GAT GAG TTT TGG TGT TTC C

TGA ACT TCG GGG TGA TCG

GGG CTT GTC ACT CGA GTT TT
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Legenda da Tabela 2

* Diferenga com a RAR, mesmo grupo e periodo (ANOVA e Tukey, com p<0,05).
€ Diferenca com o grupo SH-vei, mesmo tratamento e periodo (ANOVA e Tukey, com p<0,05).

¥ Diferenca com o grupo SH-nic, mesmo tratamento e periodo (ANOVA e Tukey, com p<0,05).
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Tabela 2: Médias e desvio padrio (M+DP) dos dados histométricos da perda oOssea
alveolar (mm®) na regido de furca do primeiro molar inferior esquerdo, de acordo com
cada grupo, tratamento e periodo.

Grupo SH-vei

Periodos 7 15 30

Tratamentos

RAR 1,06+ 0,11 0,99+ 0,08 0,85+ 0,22

LLLT 0,79+ 0,21 0,78 £ 0,21 0,73+ 0,19

aPDT 0,71+ 0,12" 0,68+0,12 0,65+0,06

Grupo SH-nic

Periodos 7 15 30

Tratamentos

RAR 1,27+0,27 1,59+0,11° 1,08+0,24

LLLT 1,05+0,04 1,56+0,25° 1,03+0,19

aPDT 0,94+0,19 1,26+0,19° 0,65+0,33

Grupo OVX-vei

Periodos 7 15 30

Tratamentos

RAR 1,34+0,07° 1,02+0,23" 1,07+0,4

LLLT 0,91+0,06™ 0,7+0,35" 0,73+0,17

aPDT 0,88+0,15" 0,83+0,15" 0,62+0,11"

Grupo OVX-nic

Periodos 7 15 30

Tratamentos

RAR 1,50+0,12° 1,62+40,16° 1,26+0,09

LLLT 1,31+0,48° 1,01+0,47° 1,04+0,41

aPDT 1,05+0,15™ 1,10+0,1% 0,88+0,22
N 120 120 120
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Legenda da tabela 3

*Diferenca com 7 dias, mesmo grupo e tratamento (PCNA: ANOVA e Bonferroni; TRAP: ANOVA e
Tukey, com p<0,05).

§ Diferenca com 15 dias, mesmo grupo e tratamento (PCNA: ANOVA e Bonferroni; TRAP: ANOVA e
Tukey, com p<0,05).

# Diferenca com a RAR, mesmo grupo e periodo (PCNA: ANOVA e Bonferroni; TRAP: ANOVA e
Tukey, com p<0,05).

Q Diferenga com a LLLT, mesmo grupo e periodo (PCNA: ANOVA e Bonferroni; TRAP: ANOVA e
Tukey, com p<0,05).

€ Diferenca com o Grupo SH-vei, mesmo tratamento e periodo. (PCNA: ANOVA e Bonferroni; TRAP:
ANOVA e Tukey, com p<0,05).

¥ Diferenga com o Grupo SH-nic, mesmo tratamento e periodo. (PCNA: ANOVA e Bonferroni; TRAP:
ANOVA e Tukey, com p<0,05).

£ Diferemg¢a com o Grupo OVX-vei, mesmo tratamento e periodo. (PCNA: ANOVA e Bonferroni; TRAP:

ANOVA e Tukey, com p<0,05).
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Tabela 3: Médias e desvio padrao (M+DP) do numero de células TRAP-positivas e
PCNA-positivas na regido na regido de furca do primeiro molar inferior esquerdo, de
acordo com cada grupo, tratamento e periodo.

PCNA TRAP
Grupo  Tratamento 7 dias 15 dias 30 dias 7 dias 15 dias 30 dias
SH-vei RAR 6,2+2,2 6+1 2,8+1,0 15,4+0,5 9,6*1,5 3,33+1,1
e E= e =5
LLLT 24,4# 2,8 15*#3,5 4,4*§1,1 6,t 2,5 1,440.5 20413
e ae gl e
aPDT 33,4#192,5 9,8* #(),8 5,6*0,8 7,4#1,1 26608  3.8413
2 g5 3= AE 2= B
SHo-nic RAR 1,8'€ 0,4 17,6*€ 4.8 2,2§ 1,3 21,6€ 1,5 22,2€£ 3,5 18 €2,9
10,7 26+6,5 0,8+0,4 16+1 18,6+£2.9 16+1,8
LLLT € *HE § € €£ €
4,4+1,1 36,6£5,5 6,4+1,6 |14,6+£3,9 234+15 11,644,1
aPDT € HOE #€ €€ €
14,6463 74445 58414 248419 13422 442
OVX-  RAR ey Ty . € e¥ e¥
vei
20,46, 1 11,624,1  5:12 |112434 92431 44405
LLLT ¥ ¥ *§ 4€ €y €y
28+4,1 8.6:2,5 6] |134423 56425  5+07
aPDT HOEY ¥ " #e €y €
OVX- 8+1 12,244,0 18,6£1,9 |40,4+4,5 31,6+£3,8 34,2+12.4
nic RAR ¥ YL e¥t exe exe
9,8+3.1 26,425 41,1 342435 244+117 284455
LLLT ¥t “HeE #§ HE¥E €t ext
19,445,0 18,2427 52423 |27,2£2,2 17,8€2,6 21,2+0,8
aPDT HOE¥ Qexe g #0e¥E see HevE
Total 120 120 120 120 120 120
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Figura 1

Delineamento experimental

-37 -28 -7 7 15 30 dias
L ettty
. 5 : C " e
1 1 1
1 1 1 1 . . .
| | I 1 ] [ ] [ |
& = ovX © g . eutanasia eutanasia eutanasia
£ 2 ol 3 3o 7D 15D 30D
S -g SHAM-OVX o o T
© _— - v
>

82 5 3 S+
To o c

] o o
oE ® 18‘ g £
wy S o
00 = © o 8
Kl o © € ®©
s Q -“ [T
- ] -
g £ £

H obtencao de amostras de sangue

B obtengdo das amostras da mandibula contendo
o primeiro molar inferior esquerdo dos animais
submetidos a eutanasia

Nl obtencdo de amostras da gengiva ao redor do
primeiro molar inferior direito dos animais
submetidos a eutanasia

(A) Esquema resumindo o delineamento experimental.

gengiva removido para analise pela qRT-PCR. (D) fotomicrografia evidenciando a area de furca
do primeiro molar inferior onde se realizou a mensuragdo da: perda o6ssea (PO - delimitagdo
vermelha) e imunomarcagdo de RANKL (1- delimitagdo azul), OPG (2- delimitagdo azul), TRAP (3-

delimitagdo branca) e PCNA (4- delimitacdo branca).
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Figura 2
6 Evolugao do peso corporal das ratas @ Nivel sérico de 17B-estradiol
325 S
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(A) Grafico evidenciando a evolugéo do peso corporal das ratas ao longo do periodo de experimento.
(B) Grafico mostrando o nivel sérico de 17B-estradiol nos diferentes grupos experimentais.

Figura 3

OVX-vei (RAR)

Fotomicrografias evidenciando o aspecto histolégico dos tecidos periodontais 7 dias apés raspagem e
alisamento radicular isolado ou em associagdao com a terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT) nos
diferentes grupos experimentais. A-D: caracteristicas histopatolégicas da regido de furca do primeiro molar
inferior esquerdo 7 dias apos tratamento com RAR em SH-vei (A), SH-nic (B), OVX-vei (C) e OVX-nic (D).
E-F: caracteristicas histopatologicas da regido de furca do primeiro molar inferior esquerdo 7 dias apés
tratamento com RAR e aPDT em SH-vei (E), SH-nic (F), OVX-vei (G) e OVX-nic (H). A aPDT reduz a perda
Gssea alveolar e a resposta imune inflamatéria na maioria dos grupos experimentais. Abreviagdes e simbolos:
pd, polpa dental; oa, osso alveolar; *, infiltrado inflamatério. Coloragdo: hematoxilina e eosina (HE). Barras de
escala: 500 pm.
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Figura 4

Fotomicrografias evidenciando o aspecto histologico dos tecidos periodontais 30 dias apds raspagem e
alisamento radicular isolado ou em associagdo com a terapia fotodinamica antimicrobiana (aPDT) nos
diferentes grupos experimentais. A-D: caracteristicas histopatoldgicas da regiéo de furca do primeiro molar
inferior esquerdo 30 dias ap6s tratamento com RAR em SH-vei (A), SH-nic (B), OVX-vei (C) e OVX-nic (D).
E-F: caracteristicas histopatolégicas da regido de furca do primeiro molar inferior esquerdo 30 dias apds
tratamento com RAR e aPDT em SH-vei (E), SH-nic (F), OVX-vei (G) e OVX-nic (H). A aPDT reduz a perda
Ossea alveolar e a resposta imune inflamatéria na maioria dos grupos experimentais. Abreviagdes e simbolos:
pd, polpa dental; oa, osso alveolar; *, infiltrado inflamatério. Coloragdo: hematoxilina e eosina (HE). Barras de
escala: 500 ym.
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Figura 5

- .
Imunomarcagao para TRAP, RANKL, OPG e PCNA na regido de furca do primeiro molar inferior esquerdo.
Fotomicrografias evidenciando o padrdo de imunomarcagédo para TRAP (setas azuis), RANKL (setas vermelhas),
OPG (setas verdes) e PCNA (setas pretas) em SH-vei 7 dias apds o tratamento com raspagem e alisamento
radicular (RAR) (A, D, G e J) e em OVX-nic 7 dias apds o tratamento com RAR (B, E, H e K) ou RAR associada
a terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT) (C, F, 1 e L). Abreviagdes e simbolos: oa, osso alveolar; setas

azuis, osteoclastos TRAP-positivos; setas vermelhas, células RANKL-positivas; setas verdes, células

OPG-positivas; setas pretas, células PCNA-positivas. Contra-coloragdo: hematoxilina (A-l) e fast green (J-L).
Barras de escala: 20 ym.
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Figura 6
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Graficos evidenciando a expressao génica de TNFa (A), IL-1B (B) e IL-6 (C) no tecido gengival nos
diferentes grupos experimentais, seus respectivos tratamento e periodos. Abreviacbes: #, diferenca
com RAR (p<0,05), mesmo grupo e periodo; Q, diferenca com LLLT (p<0,05), mesmo grupo e
periodo; €, diferengca com SH-vei (p<0,05), mesmo tratamento e periodo; ¥, diferenga com SH-nic
(p<0,05), mesmo tratamento e periodo; £, diferenga com OVX-vei (p<0,05), mesmo tratamento e
periodo. Teste estatistico: Anova e Tukey.
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