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Nassar PO. Avaliagdo do efeito da Sinvastatina em ratos submetidos a
periodontite experimental e imunossuprimidos por Ciclosporina-A e
Tacrolimus [Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP; 2008.

Ha relatos na literatura que 0s 0ssos de maneira geral assim como 0 processo
alveolar sdo acometidos pela Ciclosporina-A (CsA) desequilibrando sua
homeostase, induzindo a perda 6ssea. Alguns trabalhos experimentais mostram
gue o Tacrolimus (FK506) induz perda 6ssea, enquanto outros relatam conferir
uma protecdo contra inflamacdo e perda éssea associada a periodontite, em
ratos com doenca periodontal induzida. Adicionalmente, tem sido recentemente
revelado que algumas estatinas poderiam estimular a formag&o 0ssea e inibir a
reabsorcdo éssea. Assim o0s objetivos do estudo foram avaliar os efeitos da
administracdo da CsA, FK506 associados ou n&o com sinvastatina no
desenvolvimento da doenca periodontal induzida em ratos submetidos a modelo
de periodontite experimental, através de avaliagdes bioquimica, molecular e
esterométrica. Foram utilizados 320 ratos divididos em 32 grupos e em
diferentes periodos de 15, 30 e 60 dias associados ou ndo a periodontite
experimental e/ou a administracdo diaria de CsA (10mg/kg por peso corporal),
FK506 (1mg/kg por peso corporal ) e Sinvastatina (20mg/kg por peso corporal).
Ao final de cada periodo experimental, coletas de sangue foram realizadas para
medir os niveis séricos de calcio, fosforo e fosfatase alcalina e bidpsias
gengivais para as avaliacbes de ELISA e PCR. Apés o0 processamento
histoldgico, a densidade volumétrica de 0sso, osteoblastos e osteoclastos foram
medidas na regido de primeiro molar inferior. Apés 15 e 30 dias de tratamento

guando associado ao uso de Sinvastatina, houve melhora nos parametros
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bioquimicos em relacdo a CsA (p<0.05) e sem ser significante em relacdo ao
FK506 (p>0.05) com ou sem associacdo de doenca periodontal. As mesmas
caracteristicas apresentaram-se nos resultados estereométricos. Dentro dos
limites do nosso estudo, a Sinvastatina parece promover um bom efeito protetor
sobre a CsA, principalmente na presenca de doenca periodontal induzida,
enquanto que com o FK506, ela ndo mostrou este efeito, uma vez que 0 mesmo

parece minimizar a progressao da doenca periodontal em modelos animais.

Palavras-chave: Tacrolimo; doencas periodontais; ciclosporina; sinvastatina;

0SSO
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Nassar PO. Evaluate of effect of Sinvastatin in rats with experimental
periodontitis and immunosuppressed for Ciclosporin-A and Tacrolimus
[Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP;
2008.

In the literature that the bones as well as the alveolar process are attack by the
CsA having unbalanced its homeostasis, inducing the bone loss. Some
experimental studies show that the FK506 induced bone loss, while others
demonstrated to confer a protection against inflammation and bone loss
associate to the periodontitis, in rats with induced periodontal disease.
Additionally, he has been recently disclosed that some statins could stimulate the
bone formation and inhibit the bone resorption. Thus the objectives of the study
had been to evaluate the effect of the administration of the CsA, FK506
associates or not with sinvastatin in the development of the induced periodontal
disease in submitted rats the model of experimental periodontite, through
evaluations biochemistry, molecular and stereometric. 320 rats divided in 32
groups and different periods of 15, 30 and 60 days had been used associates or
not to the experimental periodontitis and/or the daily administration of CsA
(10mg/kg body weight), FK506 (1mg/kg body weight) and Sinvastatin (20mg/kg
body weight). At the end of period experimental, blood collection was obtained
and serum levels calcium, phosphorus and alkaline phosphatase were measured
and ELISA end PCR analysis were extracted from gingival tissue samples. After
the histologic processing, the volumetric density of bone, osteoblasts and
osteoclasts had been measured in the first region molar inferior. After 15 and 30
days of treatment when associated to the use of sinvastatin, it had improvement

in the parameters biochemistries in relation to the CsA (p<0,05) with or without
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association of periodontal disease The same characteristics had been presented
in the stereometric analysis. Within of the limits of our study, sinvastatin seems
to mainly promote a good protective effect on the CsA, to the experimental
periodontitis, while that with the FK506, it did not show this effect, a time that the
same seems to minimize the progression of the periodontal disease in animal

models.

Keywords: Tacrolimus; periodontal diseases; cyclosporin; sinvastatin; bone.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Na préatica clinica, o transplante de o6rgdos visa melhorar um déficit
funcional, a menos que o doador e receptor sejam geneticamente idénticos, os
antigenos do enxerto sdo capazes de provocar resposta de rejeicdo
imunolégica. Um transplante pode estimular todos os mecanismos de imunidade
humoral e celular, especificos e inespecificos™.

Na ultima década ocorreram avancos substanciais na compreensédo de
eventos que controlam o sistema imune e dos efeitos seletivos das drogas,
capazes de alterar a funcdo imune produzindo ndo apenas imunodeficiéncias,
mas também uma imunopotencializagdo. Os agentes mais comumente utilizados
na imunoterapia sistémica sdo os esterdides, ciclofosfamida, azatioprina, mofetil
micofenolato, metotrexato, sirolimus (rapamicina), anticorpos monoclonais,
ciclosporina (CsA) e Tacrolimo (FK506)*216:4062

Ha alguns anos junto com o aprimoramento de técnicas cirurgicas, as
drogas imunossupressoras, principalmente as de Ultima geracao, propiciaram de
modo incontestavel avangos significativos no sucesso na inibicdo da rejeicédo de
transplantes®. Deste modo com a utilizacdo da CsA ou mais recentemente do
FK506, a incidéncia e a severidade dos episodios de rejeicdo aguda e cronica
foram sensivelmente reduzidos**®°. O uso do FK506 foi estabelecido como uma
alternativa de protocolo de tratamento imunossupressor em substituicdo a CsA.
O FK506 possui uma atividade imunossupressora até 100 vezes maior que a

CsA%,
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A farmacodinamica do FK506 é similar & CsA*. Resumindo, o mecanismo
de acdo da CsA e do FK506 se baseia na ligacdo dessas drogas a duas
proteinas calcio dependentes chamada ciclofilina — uma proteina intracelular
de ligacdo da familia da calmodulina (17kDa). Dessa forma inibem a atividade da
calcineurina, inibindo eventos célcio-dependentes, induzindo reducdo da
transcricdo do gene para IL-2, gerando marcante efeito inibidor nos eventos
iniciais da proliferacédo de linfécitos-T.

Dados experimentais mostram que, além da inibicdo da sintese de
interleucina IL-2, a CsA e o FK506, reduzem a ativacdo do Oxido nitrico sintase
(NOS)’, degranulacéo celular e apoptose®. Mediante a diferentes protocolos de
pesquisa e através de mecanismos distintos, esses imunossupressores podem
desregular a acdo do fator de necrose tumoral-alfa (TNF-alfa) e seus

2551 |L-1 beta’®, expressdo de cicloxigenase-2 (COX-2) e produgao

receptores
de prostaglandinaE2 (PGE-2)’. A expressdo de moléculas de adesdo
intercelular-1 (ICAM-1) e interferon-gama (IFN-gama) parecem estar
aumentadas em camundongos tratados com FK506*8. Dessa forma esses dados
podem sugerir que direta ou indiretamente a CsA e o FK506 possam alterar o
processo inflamatoério.

Tem sido reiteradamente demonstrado que praticamente todas as drogas,
principalmente as imunossupressoras, como a CsA e o FK506 tém efeitos

secundarios indesejaveis. Deve-se ressaltar que seus beneficios suplantam em

muitos os efeitos indesejaveis. FK506 demonstra tendéncia para o
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desenvolvimento de diabetes e neurotoxidade quando comparado com a
CsA?*? e induz nivel similar de nefrotoxidade®.

Na populacdo de pacientes transplantados, a prevaléncia de doencas
cardiovascular é consideravelmente alta aumentando a morbidade e a
mortalidade. A etiologia das doencgas cardiovasculares nestes pacientes parece
ser multifatorial envolvendo processos imunoldgicos (ex: rejeicao e infecgbes por
citomegalovirus) ou processos metabdlicos (Dislipidemia ou sindrome
metabdlica) A dislipidemia € uma importante ocorréncia em pacientes
transplantados, pois aumentam a predisposicdo a complicacdes
cardiovasculares, acidentes cerebrovasculares, hipertensdo e aterosclerose. A
CsA e FK506 podem estar associados com essas alteracdes®®!. Nesses casos
0 uso das estatinas pode estar presente no protocolo de tratamento dos
pacientes transplantados, pois podem diminuir ndo unicamente o nivel de
colesterol, mas também a morbidade e a mortalidade pés-transplante>?*3*. Por
outro lado as estatinas tém efeito imunossupressivo e imunorregulador que pode
ser benéfico no tratamento de pacientes transplantados*?®. As estatinas ou
inibidores da 3-hidroxi —3-metilglutaril coenzima A redutase (HMG-CoA) sao
amplamente usadas para tratamento da dislipidemia e podem ser encontradas
como lovastatina, sinvastatina, pravastatina, fluvastatina, atorvastatina e
cerivastatina®.

Ha relatos na literatura que os o0ssos de maneira geral assim como o
processo alveolar sdo acometidos pela CsA desequilibrando sua homeostase,

induzindo a perda 6ssea'®. Algumas varidveis como doencas ésseas
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preexistentes, dose da CsA, idade®” e género'® s&o citadas como fatores de

17,19,26,27,55

risco que podem alterar a prevaléncia dessas alteracdes A acao do

FK506 sobre o tecido Osseo € incerto e conflitante. Alguns trabalhos

experimentais mostram que o FK506 induz perda 6ssea>!'>%°3>

, engquanto
outros trabalhos relatam que o FK506 favorece o metabolismo Gsseo,
promovendo diferenciacdo osteoblastica, mantendo a densidade mineral dssea
normal®?*?, além de conferir uma protecdo contra inflamacédo e perda 6ssea
associada & periodontite, em ratos com doenca periodontal induzida®.

Recentes estudos tém mostrado que a sinvastatina tem ampla acéo, e
sdo capazes de modificar o processo de perda 6ssea’®®®. Estudos “in vitro”
indicam que a sinvastatina inibe a formacéo de osteoclastos assim como induz o
aumento da apoptose dessas células**°®®*. Por outro lado, verificou-se que
ratos tratados com CsA apresentaram perda 0ssea alveolar onde tal alteracéo
estava associada ao aumento da densidade volumétrica de osteoclastos?’>*°"%®,
Tem sido demonstrado, ainda, que as estatinas estimulam a producéo do gene
da proteina Ossea morfogenética-2 (BMP-2) em cultura de osteoblastos e
estimulam a regeneracdo 6ssea de ratas ovarectomizadas®’®®. Adicionalmente,
tem sido recentemente revelado que algumas estatinas poderiam estimular a
formacdo 6ssea e inibir a reabsorcdo 0ssea. Este efeito de formacao Ossea foi
associado com o0 aumento na expresséo do gene da BMP-2°.

Mundy et al.** (2001), demonstrou que varias estatinas, especialmente a

sinvastatina e a lovastatina, estimulam a formacdo dssea quando injetada

subcutaneamente sobre a calvaria e também aumentou a expressao do RNAm
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de BMP-2 em osteoblastos. Seguindo este estudo, outros estudos in vitro
confirmaram seu efeito positivo na formacdo éssea e estudos clinicos focados
em doencas Osseas, especialmente osteoporose, tém sido publicados. Este
efeito colateral da estatina poderia ser interessante na regeneracdo de defeitos
periodontais, especialmente a regeneracéo dos tecidos duros®.

Em estudos recentes, os efeitos estimulatérios das estatinas nas células
osteoblasticas e tecido 6sseo tém sido mostrado’®?. As células do ligamento
periodontal sédo relatadas ser semelhantes as células de fibroblastos e também
as células dos tecidos duros, tais como osteoblastos e cementoblastos. Devido a
importancia da terapia regenerativa no tratamento periodontal, Yazawa et al.®
(2005) investigaram os efeitos da sinvastatina nas células do ligamento
periodontal, focando especialmente na proliferacdo e metabolismo celular e o
seu potencial de mineralizacdo, demonstrando que as concentracdes
relativamente baixas de sinvastatina promoveram proliferacdo celular e
diferenciacdo osteoblastica de células humanas do ligamento periodontal,
entretanto, quando as concentracdes foram mais altas ela teve um efeito
negativo.

As estatinas tém propriedades antiinflamatérias e imunomodulatérias,
reduzindo os niveis de proteina C-reativa (CRP) e matriz metaloproteinase-9
(MMP-9) e seus produtos intermediarios, como o TNF-a. A alta atividade de
MMPs e TNF-a pode promover doenca periodontal por estimular destruicdo

periodontal. Portanto, ha mecanismos biolégicos plausiveis pelos quais 0 uso
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das estatinas poderiam ter um impacto benéfico na doenca periodontal, que é
dada por defeitos 6sseos e inflamac&o associados com a periodontite cronica™®.
O desenvolvimento de novas estatinas mais especificas para 0sso serao
necessarias para a prevencgao ou tratamento de osteoporose. Na cavidade oral,
a adicdo de estatinas em combinacdo com drogas tradicionais usadas no
tratamento de osteoporose, tais como, 17B-estradiol e hormbnio paratiredide
humano (hPTH), elevam a massa 6ssea na mandibula, especialmente no 0sso
alveolar. Sugere-se entdo, que 0 uso da estatina pode suprimir a progresséo da

doenca periodontal de pacientes com osteoporose?.
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2 PROPOSICAO

Mediante aos crescentes e importantes fatos documentados sobre os
efeitos indesejaveis dos imunossupressores, procurar-se-a através deste
trabalho, avaliar as possiveis alteragcdes bioquimicas e moleculares induzidas
pela CsA, FK506 e Sinvastatina, que podem interagir e interferir nas reacoes
teciduais alterando a homeostasia dos tecidos periodontais saudaveis ou
submetidos a inducdo de doenca periodontal inflamatéria. Desta forma, os
objetivos especificos sao:

- Determinar a concentracdo sérica de célcio (Ca2"), fosfatase alcalina
(ALP) e fosforo no sangue de ratos submetidos ou ndo a doenca
periodontal inflamatoria, tratados com CsA ou FK506 associados ou ndo
ao tratamento com sinvastatina.

- Comparar a expressao das isoformas de NOS e a expressao de IL-1B e
PGE-2 nas amostras de tecido gengival de ratos submetidos ou néo a
doenca periodontal inflamatoéria, tratados com CsA ou FK506 associados
ou nao ao tratamento com sinvastatina.

- Avaliar os efeitos da administracdo da CsA, FK506 associados ou nao
com sinvastatina no desenvolvimento da doencga periodontal induzida em
ratos submetidos a modelo de periodontite experimental.

- Determinar através da estereometria a densidade volumétrica do
processo alveolar, de osteoblastos e de osteoclastos de ratos tratados
com CsA e FK506 com ou sem 0 uso concomitante da sinvastatina e

associar as eventuais alteragcdes bioguimicas e moleculares.
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3 MATERIAL E METODO

I-ANIMAIS

Para o presente trabalho foram utilizados 320 ratos (Ratus norvegicus
albinus, Holtzmann), machos, jovens com peso inicial de aproximadamente
100g, provenientes do Biotério Central da UNESP, Campus de Araraquara. Os
ratos foram mantidos em gaiolas plasticas, separados de acordo com 0 grupo

experimental e, alimentados com racéo e agua ad libitum.

[I- DILUICAO DA CsA

A CsA * recebida em ampolas para infusdo intravenosa, na concentracado
de 50 mg/mL, foi diluida com solucdo de NaCl a 0,9% obtendo-se concentracdo

final de 10mg/mL.

lll- DILUICAO DO TACROLIMO (FK506)

O FK506** recebido em ampolas de 5mg/mL, foi diluido com solucédo de

NaCl a 0,9% na concentracao final de Img/mL.

IV- DILUICAO DA SINVASTATINA

A sinvastatina*** recebida em comprimidos de 20 mg, foi diluida em agua

esterilizada na concentracgéo final de 20mg/mL.

*CsA- Sandimmum® Novartis-Brasil

**Prograf® - Janssen-Cilag — Brasil *** Sinvastatina- Novartis - Brasil
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V- INDUCAO DA DOENCA PERIODONTAL

Apés anestesia geral, os animais foram posicionados em mesa operatoria
apropriada, a qual permitiu a manutencdo da abertura bucal dos ratos facilitando
0 acesso aos dentes da regido posterior da mandibula. Com o auxilio de uma
pinga modificada e de uma sonda exploradora, foi colocado um fio de algodao
namero 40, ao redor dos primeiros molares inferiores de ambos os lados. Esta
ligadura atuou como irritante gengival e favoreceu o acumulo de placa

bacteriana.

VI- GRUPOS EXPERIMENTAIS

Trezentos e vinte ratos foram aleatoriamente distribuidos em cinco grupos
que foram assim constituidos:

O grupo | composto de 6 subgrupos de 10 animais cada: 1- Controle que
foram tratados com solugdo NaCl a 0,9%; 2- Tratados com CsA na dose de
10 mg/kg de peso corporal/dia, por via subcutanea®’; 3- Tratados com

1436 4. Tratados

sinvastatina na dose de 20,0 mg/Kg/dia via ora
concomitantemente com CsA e Sinvastatina nas mesmas dosagens previamente
estabelecidas; 5- Tratados com FK506 na dose de 1,0mg/kg de peso/dia via

subcutanea®®°

e 6- FK506 e Sinvastatina concomitantemente nas dosagens
previamente estabelecidas. O periodo de tratamento foi de 15 dias.
O grupo Il composto de 6 subgrupos de 10 animais cada foram

submetidos aos mesmos tratamentos do grupo anterior, associados a inducao

de doenca periodontal inflamatdria. O periodo de tratamento foi de 15 dias.
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O grupo Ill composto de 6 subgrupos de 10 animais cada , foram
submetidos aos mesmos tratamentos que o grupo |. O periodo de tratamento foi
de 30 dias.

O grupo IV composto de 6 subgrupos de 10 animais cada foram
submetidos aos mesmos tratamentos que o grupo Il. O periodo de tratamento foi
de 30 dias.

O grupo V, por fim, foi composto de 8 subgrupos de 10 animais cada
sendo estes tratados diariamente no periodo de 60 dias, de acordo com o0s
seguintes tratamentos: 13- Controle com solu¢do de NaCl a 0,9%; 14- CsA a 10
mg/kg de peso corporal, por via subcutanea; 15- sinvastatina 20,0 mg/Kg via
oral; 16- CsA e sinvastatina conjuntamente nas mesmas dosagens previamente
estabelecidas; 17- do inicio até o 30° dia somente CsA e a partir do 30° dia até
o final.do periodo experimental, CsSA e sinvastatina; 18- FK506 a 1,0mg/kg de
peso via subcutanea; 19- FK506 e sinvastatina conjuntamente nas mesmas
dosagens previamente estabelecidas e 20- do inicio até o 30° dia somente
FK506 e a partir do 30° dia até o final do periodo experimental, FK506 e

sinvastatina. A Tabela 1 mostra o protocolo experimental
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Tabela 1 - Protocolo experimental. Distribuicdo dos 320 ratos de acordo com o

tratamento experimental.

1
2
GRUPO | 3
(n=10) 4
cada 5
6
7
8
GRUPO Il 9
(n=10) 10
cada 11
12
N=320 13
14
GRUPO Il 15
(n=10) 16
cada 17
18
19
20
GRUPO IV 21
(n=10) 22
cada 23
24
25
26
27
GRUPOV 28
(n=10) 29
cada 30
31
32

15 DIAS

Controle
CsA
Sinvastatina
CsA + Sin
FK506
FK506 + Sin

Ligadura

Ligadura + CsA
Ligadura + Sin
Ligadura + CsA + Sin
Ligadura + FK506
Ligadura+FK506 +Sin

VII- AVALIACAO BIOQUIMICA

30 DIAS

Controle
CsA
Sinvastatina
CsA + Sin
FK506
FK506 + Sin

Ligadura

Ligadura + CsA
Ligadura + Sin
Ligadura+CsA + Sin
Ligadura + FK506

Ligadura +FK506+ Sin

CsA

FK506

60 DIAS

Controle
CsA
Sinvastatina
CsA + Sin
CsA + Sin
FK506
FK506 + Sin
FK506 + Sin

ApOs os periodos estabelecidos para o tratamento (15, 30 e 60 dias),

todos os ratos dos 5 grupos receberam anestesia geral, obtida com injecéo
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intramuscular de 0,08 ml/100g por peso corporal de ketamina* e 0,04/100g por
peso corporal de cloridrato de xilasina** .

Nos casos em que ndo se obteve o efeito anestésico desejado, a
anestesia foi suplementada com a metade da dose inicial aplicada.

Os ratos foram submetidos a coleta de amostras de sangue
(aproximadamente 6mL) da aorta abdominal descendente em tubos conicos de
plastico. As amostras foram mantidas em estufa a 37°C por aproximadamente
15 min para estabelecer a retracdo do codgulo. Apés a retracdo do coagulo a
amostra foi centrifugada a 2500 rpm por 10min para a separacdo do soro.
Através do soro foi determinada a concentracdo de Ca2" e fésforo e atividade
de ALP.

A determinacdo de Ca2", foi feita através do método espectrofotométrico
(o Ca2" reage com a purpura e ftaleina em meio alcalino, formando um
complexo de cor violeta que € medido em 570 nm), utilizando-se para isso o Kit
Labtest Diagndstica. Os resultados foram expressos em mg/dL.

Para a determinacdo da ALP foi utilizado o método colorimétrico. Este
método utiliza a reacdo de hidrélise do p-nitrofenilfosfato, pela ALP, com
formacédo do produto colorido p-nitrofosfato, utilizou-se para isso Kit Bayer-Sera
Pak® alkaline phosphatase (SCE) e os resultados foram expressos em U/L. Para
as leituras espectrofotométricas das andlises de Ca2" e ALP, foi utilizado o

espectofotometro Autoanalyser Technicon RA-XT.

*Francotar®, Virbac do Brasil Ind. e Com. Ltda

**\/irbaxyl 2%, Virbac do Brasil Ind. E com. Ltda
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A determinacdo de fosforo foi medida colorimetricamente, onde os ions
fosfato reagem com o ion molibdato em meio acido, formando um complexo
amarelo, que por acdo de um tampdo alcalino é reduzido a azul-molibdénio,
utilizando-se para isso o Kit Fosforo-Labtest Diagnostica. Os resultados foram

expressos em mg/dL.

VIiI- ANALISE DA EXPRESSAO DAS ISOFORMAS DE NOS, IL-1B E PGE-2

Expressao de NOS

A presenca de mRNA para as diferentes isoformas de NOS foram
avaliadas pela reacdo em cadeia da polimerase apos transcricdo reversa (RT-
PCR).

O RNA total do tecido gengival foi extraido com o reagente Trizol,
segundo o protocolo do fornecedor (Invitrogen Corp.). A quantidade e pureza do
RNA foram determinadas em espectrofotdbmetro de luz UV (Biomate 3 - Thermo
Electron Corporation) por meio da avaliacdo das absorbancias a 260 nm e da
relacdo entre as absorbéancias a 260/280 nm, respectivamente.

A sintese de cDNA foi realizada subsequentemente em termociclador (My
Cycler - Bio-Rad), utilizando 800 ng de RNA total na presenca de Oligo-dT (12-
18) primers, dNTPs, MgCl, e enzima de transcriptase reversa, segundo as
instrucdes do fabricante (Improm Il - Promega).

Os pares de primers especificos para e-NOS e iNOS e para o0 gene
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) estdo apresentados na Tabela

2. GAPDH foi utilizado como controle endégeno do RT-PCR por ser um gene
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constitutivo, cuja expressao nao se altera com a inducéo da doenca periodontal.
Embora as sequiéncias de pares de primers especificas para os genes-alvo de
camundongos tenham sido publicadas na literatura, as condi¢des da reacao de
PCR (incluindo concentracdo de primers, temperatura de anelamento e niumero
de ciclos) foram otimizadas em experimentos-piloto. As sequéncias dos RNAs
mensageiros utilizadas neste trabalho foram obtidas no banco publico de dados
NCBI.

Tabela 2 — Sequéncia de Primers especificos e condi¢des iniciais da reacédo do

RT-PCR para e-NOS e i-NOS.

Gene Primers (5" —3’) Acession# Ta Amplicon Ciclos
Sense (S) e antisense (AS) (°c)
GAPDH CACCATGGAGAAGGCCGGGG -S BC083065 52 418 bp 25
GACGGACACATTGGGGGTAG — AS
I-NOS ACAACAGGAACCTACCAGCTCA-S NM012611 54 651 bp 38
GATGTTGTAGCGCTGTGTGTCA- AS
E-NOS  GGAAGATGTTCCAGGCTACAA-S NM021838 56 904 bp 38

TAGAGATGGTCCAGTTGGGAG- AS

A reacdo de PCR foi feita em termociclador (My Cycler - Bio-Rad), com
um volume total de 25 L, utilizando 2 pL do produto da reacédo de transcriptase
reversa na presenca de 100 pmol/uL de primers de cada gene (50 pmol/uL de
cada primer, sense e antisense), além de uma concentracdo de MgCl, de 1,5
mM para ambos os genes. Os produtos da reacdo de PCR foram resolvidos por
meio de eletroforese em gel de agarose a 1.5% (Invitrogen Corp.) e corados com
brometo de etideo (0.5 pg/mL — Invitrogen Corp.). Para documentacao e andlise,

foram obtidas imagens digitalizadas destes géis (Image Quant 100 — GE
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Healthcare) e submetidas & analise densitométrica. A expressdo do gene - alvo
foi normalizada para a expressao do housekeeping gene (GAPDH) e expressa

como fold change em relag¢édo ao controle negativo.

Expressao da IL1-B e PGE-2

Uma porcao de tecido gengival ao redor dos dentes submetidos ou ndo a
colocagéo de ligadura de todos os grupos experimentais, foi removida e utilizada
para analise por Ensaio de Imunoabsorcdo Acoplado a Enzimas (ELISA) da
presenca das citocinas IL1-p e PGE-2.

O total de proteinas foi extraido das amostras de tecido gengival usando
um tampéao de extracdo a base de detergente (T-PER, Tissue Protein Extraction
Reagent - Pierce) contendo um coquetel de inibidor de protease (Protein
Stabilizing Cocktail - Santa Cruz Biotecnology) de acordo com as instrugdes do
fabricante. As amostras foram maceradas em tampéo (50 pL/mg de tecido) e
centrifugado por 5 minutos a 13.000 rpm a 4 °C. O sobrenadante concentrado
foi quantificado utilizando o sistema de quantificacdo de proteina Bradford (Bio-
Rad).

Para a deteccéo e quantificacdo de IL-1f3 foi utilizado 50 puL de amostra e
50 pL de tampdo e para PGE2 foi utilizado 10 pL de amostra, 2 pL de
indometacina a 5 mg/L e 88 yL de tampao, ambos num comprimento de onda de
450 a 550 nm de acordo com os Kits ELISA (IL-1-8 ELISA Kit Biosource e PGE-
2 kit Assay designs — Correlate - EIA™ respectivamente), segundo as instrugdes

do fabricante.
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IX- OBSERVACOES MACROSCOPICAS

Apés a coleta do sangue os animais foram sacrificados com injecéo
excessiva do anestésico e logo apods o sacrificio, a mandibula de cada animal foi
retirada, fixada em formol tamponado (pH 7.2) durante 48 horas. Em seguida as
mandibulas foram lavadas em agua corrente por 24 horas. Apds estes
procedimentos, as mandibulas foram imersas em solugdo descalcificadora
constituida de partes iguais de acido formico a 50% e citrato de sédio a 20%
(solugcédo de Morse) e trocadas trés vezes por semana.

Apés a descalcificacdo, as mandibulas foram lavadas em agua corrente,
desidratadas em série crescente de alcoois e diafanizadas em xilol. Apos a
diafanizacdo, as mandibulas foram incluidas em parafina, de forma padronizada
para obtencéo de cortes histoldgicos seriados de 5 ym de espessura no sentido

vestibulo lingual e foram corados com Hematoxilina e Eosina.

X- OBSERVACOES MICROSCOPICAS

A andlise microscopica foi realizada por um Unico examinador através da
avaliacdo dos cortes histoldgicos corados. As laminas foram analisadas com
auxilio de um microscépio de luz transmitida comumente (Carl Zeiss, Germany)
para observacdoes morfoldgicas do processo alveolar das hemimandibulas

direitas.
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XI- ESTEREOMETRIA DO PROCESSO ALVEOLAR

Em cortes de 5 um da gengiva marginal dos 1°° molares inferiores direito,
foi feita a determinacdo da densidade volumétrica de osteoclastos, do tecido
0sseo e osteoblastos. As contagens foram feitas separadamente. Foram
guantificadas 3 diferentes localizacbes anatomicas: regido bucal
(correspondente a face vestibular do processo alveolar), apical/interradicular
(regido préximo ao apice) e a porcao palatina (correspondente a face lingual do
processo alveolar) seguindo os métodos de Shen et al. *® (2001) (Figura 1).

Os parametros estereomeétricos foram quantificados de acordo com os
métodos descritos por Huja et al. > (2006) A nomenclatura e abreviacdes foram
seguidas aquela estabelecida pela “Academia Americana de Pesquisa Ossea e
Mineral™®. Foram quantificados: Volume 6sseo/Volume total (BV/TV % x 400),
que representa volume 6sseo (BV mm?) pelo total de volume tecidual (TV mm?®);
NUmero de osteoblastos em determinada superficie (N.Ob/BS/mm?) e nimero
de osteoclastos por superficie (N.Oc/BS/ mm?). As medidas foram realizadas
com a ajuda de um microscopio Zeiss numa magnificacdo de 400x, acoplado a
um computador Pentium IV. A distancia entre os cortes foi de 50 um entre uma
contagem e outra. Na contagem de células, considerou-se como osteoclastos,
células multinucleares grandes encontradas préximas a superficie escavada do
osso alveolar® e considerou-se como osteoblastos, células cuboidais menores
gue os osteoclastos com um nucleo arredondado e usualmente encontrado em

uma superficie proxima ao 0sso®.
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FIGURA 1- Esquema da raiz dentaria e osso alveolar, mostrando os pontos de
referéncia usados para as medidas estereométricas do 0sso nas
faces vestibular, lingual e apical.

1- Osso da face vestibular

2- Osso da face lingual

3- Osso da porcao apical/Interradicular

XII-ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi feita com auxilio do programa GB-STAT Plus
versdo 5.0, considerando o efeito do tempo (15, 30 e 60 dias) e tratamento
(Normal, FK506, CsA e Sinvastatina). Inicialmente foi feita analise de variancia
(ANOVA) e quando foram detectadas diferencas, foi aplicado o teste de Tukey, e

se houvessem diferencas entre apenas dois grupos o teste T-Student.
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4 RESULTADO

4.1- CsA e Sinvastatina

Avaliacdo Bioquimica — Periodo de 15 dias

A Figura 2 (Painéis A, B e C) mostra as comparacdes das concentragdes
sangliineas de Ca™", fésforo e da atividade de ALP respectivamente.

Calcio:

Com relagdo ao Ca’" , houve uma diminuicdo significante (p<0,05) nos
grupos tratados com CsA, Sinvastatina e CsA + Sinvastatina, tanto naqueles que
receberam inducdo da doenca periodontal, quanto dos que ndo receberam
(Painel A).

Fosforo:

Com relacdo ao fosforo, quando ndo submetidos a doenca periodontal,
houve uma diminuicdo significante em todos os grupos tratados em relacdo ao
controle (p<0,05), no entanto, no grupo que ndo foi submetido a doenca
periodontal, apenas o tratado com CsA teve um pequeno aumento na
concentragao de fosforo (p<0,05) (Painel B).

ALP:

Ja com relacdo a ALP, nos grupos submetidos a doenca periodontal,
houve um aumento significativo (p<0,05) nos grupos tratados com CsA,
Sinvastatina e CsA + Sinvastatina. Nos grupos que ndo foram submetidos a
doenca periodontal, houve um aumento no grupo tratado com CsA (p<0,05) em

relacdo ao controle, uma diminui¢cdo no grupo tratado com Sinvastatina (p<0,05)
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em relacdo ao controle e nenhuma diferengca do grupo tratado com CsA +

Sinvastatina em relacdo ao grupo controle (Painel C).
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FIGURA 2 - Medidas (médias * desvio padréo) de: A- Nivel sérico de calcio; B- Nivel sérico de
fésforo e C- Atividade de fosfatase alcalina nos grupos submetidos ou ndo a doenca
periodontal e associados ou ndo a CsA e/ou Sinvastatina por um periodo de 15 dias.

* Rk Rk representam diferenca estatisticamente significante entre as medias nos grupos com e

sem ligadura separadamente (P<0.05).
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ELISA IL-18 e PGE2 — periodo de 15 dias

A Figura 3 (Painéis A e B) mostra as concentracfes de IL-1-f e PGE-2
respectivamente.

As concentragbes de IL-1- e PGE2 diminuiram significantemente
(p<0,05) nos grupos tratados com CsA, Sinvastatina administrado isoladamente
ou juntos, tanto nos grupos que nao receberam inducdo de doenca periodontal
guanto nos grupos com doenca periodontal , quando comparado aos respectivos
controles.

Interessantemente, nos grupos com inducdo de doenca periodontal, a
associacao de CsA + Sinvastatina teve uma maior diminuicdo na concentracao
de IL-1-B e de PGE2 (p<0,05) quando comparado aos grupos Ligadura + CsA e

Ligadura + Sinvastatina.
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FIGURA 3 - Medidas (médias + desvio padrdo) de: A- IL-1B e B- PGE2, no tecido
gengival de ratos nos grupos submetidos ou ndo a doenca periodontal e
associados ou ndo a CsA e/ou Sinvastatina por um periodo de 15 dias.

* w0 kekl representam diferenca estatisticamente significante entre as medias nos

grupos com e sem ligadura separadamente (P<0.05).
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Estereometria do Processo Alveolar — periodo de 15 dias

A Figura 4 (Painéis A, B e C) mostra as porcentagens da densidade
volumétrica de osso alveolar (BV/TV), osteoblasto (NOb/BS) e osteoclasto
(NOc/BS), respectivamente. A Figura 5 (Painéis A1, B1, Cl e D1 e A2,B2,C2e
D2) representa 0 o0sso alveolar na regido vestibular e na regido
apicall/interradicular, respectivamente, nos grupos: A- Controle; B- CsA; C-
Sinvastatina; D- CsA + Sinvastatina e a Figura 6 (Painéis A3, B3, C3 e D3 e A4,
B4, C4 e D4) representa 0 0sso alveolar na regido vestibular e na regido
apical/interradicular, respectivamente, nos grupos: A- Ligadura; B- Ligadura +
CsA; C- Ligadura + Sinvastatina; D- Ligadura + CsA + Sinvastatina.

Com relagdo a BV/TV e a NOb/BS, podemos observar que em ambos 0s
grupos, com e sem doenca periodontal, somente o tratado com CsA teve uma
diminuicao significante (p<0,05), enquanto os outros grupos tratados tiveram um
comportamento semelhante aos seus respectivos controles (Painéis A e B).

A NOCc/BS foi significantemente maior (p<0,05) no grupo tratado com CsA
em relacdo aos outros grupos tratados, tanto nos grupos que nao receberam
inducdo de doenca periodontal, quanto nos que receberam. Um aumento
significativo de NOc/BS (p<0,05), também foi encontrado no grupo CsA +

Sinvastatina (Painel C).
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FIGURA 4 - Densidade volumétrica de: A- Osso alveolar; B- Osteoblastos e C- Osteoclastos da
regido vestibular, lingual e apical/interradicular de primeiro molar inferior de ratos no
periodo de tratamento de 15 dias. Os valores representam médias + desvio padréo.
Os resultados séo expressos em porcentagem.

* Representa diferenga estatisticamente significante entre as médias nos grupos (P<0.05).
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FIGURA 5 - Figuras mostrando o osso alveolar na regido vestibular (A1, B1, Cl e D1) e
na regido apical/interradicular (A2, B2, C2 e D2), ap6s 15 dias de periodo

experimental, nos grupos: A- Controle; B- CsA; C-Sinvastatina; D- CsA +
Sinvastatina (H.E. 200x).

FIGURA 6 - Figuras mostrando o osso alveolar na regido vestibular (A3, B3, C3 e D3) e
na regido apical/interradicular (A4, B4, C4 e D4), ap6s 15 dias de periodo
experimental, nos grupos: A- Ligadura; B- Ligadura + CsA; C- Ligadura +
Sinvastatina; D- Ligadura + CsA + Sinvastatina (H.E. 200x).
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Avaliacdo Bioquimica — periodo de 30 dias

A Figura 7 (Painéis A, B e C) mostra as comparacdes das concentracdes
sanguineas de Ca'", fosforo e da atividade de ALP respectivamente.

Nos grupos sem doenca periodontal ocorre uma diminuicdo significante
(p<0,05) nos niveis de Ca'", fésforo e ALP de todos os grupos tratados em
relacéo ao controle (Painéis A, B e C).

Ja nos grupos submetidos a doenca periodontal, quando tratados com
CsA e CsA + Sinvastatina, ocorre uma diminuicdo (p<0,05) nos niveis de Ca™ e
ALP e quando tratados somente com Sinvastatina, ocorre um aumento
significante (p<0,05) destes marcadores bioquimicos (Painéis A e C).

Com relagédo ao fosforo, nos grupos submetidos a doencga periodontal,
ocorre uma diminuicdo (p<0,05) quando tratados com CsA e Sinvastatina e um
aumento significante (p<0,05) deste marcador bioquimico quando tratados com

CsA + Sinvastatina (Painel B).
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FIGURA 7 - Medidas (médias * desvio padréo) de: A- Nivel sérico de calcio; B- Nivel sérico de
fésforo e C- Atividade de fosfatase alcalina nos grupos submetidos ou ndo a doenca
periodontal e associados ou ndo a CsA e/ou Sinvastatina por um periodo de 30 dias.

* kx %Rk representam diferenca estatisticamente significante entre as medias nos grupos com e

sem ligadura separadamente (P<0.05).
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Expressdo de NOS (RT-PCR) — periodo de 30 dias

A Figura 8 (Painéis A e B) mostra a expressdo de mRNA de eNOS e
INOS respectivamente.

MRNA eNOS:

Com relagéo a expressdo de mRNA de eNOS, os grupos de ratos sem
doenca periodontal e tratados com CsA, Sinvastatina e CsA + Sinvastatina
mostraram um significante aumento comparada ao grupo controle (p<0,05). Ao
contrario destes resultados, houve uma tendéncia (ndo significante) de
diminuicdo da expressdo de eNOS nos ratos com doenca periodontal induzida,
independentemente do tratamento com drogas (Painel A).

MRNA INOS:

Com relacdo ao mRNA de iNOS, houve um significante aumento na sua
expressao nos ratos sem doenca periodontal induzida e tratados com CsA
(p<0,05) e apenas uma tendéncia de aumento nos ratos tratados com
Sinvastatina e CsA +Sinvastatina. Houve também uma tendéncia de aumento de
INOS nos ratos submetidos a doenca periodontal somente, entretanto, houve
uma diminuicdo na sua expressdo quando os ratos com doenca periodontal
foram submetidos também ao tratamento com CsA, Sinvastatina e CsA +

Sinvastatina (Painel B).
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FIGURA 8 - Medidas (médias + desvio padrao) de: A- eNOS and B- iNOS, no tecido
gengival de ratos nos grupos submetidos ou ndo a doenca periodontal e
associado ou ndo a CsA e/ou Sinvastatina por um periodo de 30 dias.

* Representa diferenca estatisticamente significante entre as medias nos grupos

(P<0.05).
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ELISA IL-18 e PGE2 — periodo de 30 dias

A Figura 9 (Painéis A e B) mostra as concentracfes de IL-1-f e PGE-2
respectivamente.

IL-16:

Nos grupos ndo submetidos a doenca periodontal, houve um aumento
significante de IL-1B (p<0,05) apenas quando tratados com CsA enquanto que,
0os tratados com Sinvastatina e CsA + Sinvastatina, houve uma diminuicdo
significativa (p<0,05) em relacdo ao grupo controle. Por outro lado, quando
submetidos a doenca periodontal, houve uma diminuicao significante (p<0,05) de
IL-18 nos grupos tratados com CsA, Sinvastatina e CsA + Sinvastatina em
relacdo ao grupo somente com doenca periodontal, principalmente o grupo CsA
+ Sinvastatina (Painel A).

PGEZ2:

Com relacdo a PGE2, houve um aumento significante (p<0,05) nos
grupos tratados com CsA e Sinvastatina + CsA, quando n&do submetidos a
doenca periodontal, enquanto que, o tratado com Sinvastatina apenas, houve
uma diminuicdo significativa (p<0,05) em relagdo ao grupo controle. Por outro
lado, quando submetidos a doenca periodontal, houve uma diminuicdo
significante (p<0,05) de PGE2 nos grupos tratados com CsA, Sinvastatina e CsA

+ Sinvastatina em relagdo ao grupo somente com ligadura (Painel B).
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FIGURA 9 - Medidas (médias + desvio padrao) de: A- IL-1B e B- PGE2, no tecido
gengival de ratos nos grupos submetidos ou ndo a doenca periodontal e
associados ou ndo a CsA e/ou Sinvastatina por um periodo de 30 dias.

* %k %Rk representam diferenca estatisticamente significante entre as medias nos

grupos com e sem ligadura separadamente (P<0.05).
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Estereometria do Processo Alveolar — periodo de 30 dias

A Figura 10 (Painéis A, B e C) mostra as porcentagens da densidade
volumétrica de osso alveolar (BV/TV), osteoblasto (NOb/BS) e osteoclasto
(NOc/BS), respectivamente. A Figura 11 (Painéis A5, B5, C5 e D5 e A6, B6, C6
e D6) representa o o0sso alveolar na regido vestibular e na regido
apicall/interradicular, respectivamente, nos grupos: A- Controle; B- CsA; C-
Sinvastatina; D- CsA + Sinvastatina e a Figura 12 (Painéis A7, B7, C7 e D7 e A8,
B8, C8 e DB8) representa 0 0sso alveolar na regido vestibular e na regido
apical/interradicular, respectivamente, nos grupos: A- Ligadura; B- Ligadura +
CsA; C- Ligadura + Sinvastatina; D- Ligadura + CsA + Sinvastatina.

Com relacédo a BV/TV e NOb/BS, podemos observar que em ambos os
grupos, com e sem inducdo de doenca periodontal, somente o tratado com CsA
teve uma diminuicdo significante (p<0,05), enquanto 0s outros grupos tratados
tiveram um comportamento semelhante aos seus respectivos controles, sendo
gue os grupos tratados com Sinvastatina e CsA + Sinvastatina quando
associados a doenca periodontal tiveram uma leve tendéncia em aumentar a
BV/TV (Painéis A e B).

Correspondentemente, a NOc/BS foi significantemente maior (p<0,05) no
grupo tratado com CsA em relagdo aos outros grupos tratados, tanto nos grupos
gue nao receberam inducdo de doenca periodontal, quanto nos que receberam.
Um aumento significativo da NOc/BS (p<0,05), também foi encontrado no grupo

CsA + Sinvastatina (Painel C).
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FIGURA 10 - Densidade volumétrica de: A- Osso alveolar; B- Osteoblastos e C- Osteoclastos da
regido vestibular, lingual e apical/interradicular de primeiro molar inferior de ratos
no periodo de tratamento de 30 dias. Os valores representam médias + desvio

padrao. Os resultados sao expressos em porcentagem.

* Representa diferenga estatisticamente significante entre as médias nos grupos (P<0.05).
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FIGURA 11 - Figuras mostrando o 0sso alveolar na regido vestibular (A5, B5, C5 e D5)
e na regiao apical/interradicular (A6, B6, C6 e D6), apés 30 dias de periodo
experimental, nos grupos: A- Controle; B- CsA; C-Sinvastatina; D- CsA +
Sinvastatina (H.E. 200x).

FIGURA 12 - Figuras mostrando o 0sso alveolar na regido vestibular (A7, B7, C7 e D7)
e na regido apical/interradicular (A8, B8, C8 e D8), apds 30 dias de
periodo experimental, nos grupos: A- Ligadura; B- Ligadura + CsA; C-

Ligadura + Sinvastatina; D- Ligadura + CsA + Sinvastatina (H.E. 200x).
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Avaliacdo Bioquimica — periodo de 60 dias

A Figura 13 (Painéis A, B e C) mostra as comparacbes das
concentragdes sangiineas de Ca'’, fosforo e da atividade de ALP
respectivamente.

Calcio:

Com relagdo aos niveis sangiiineos de Ca', houve um pequeno, mas
significante aumento (p<0,05) no grupo tratado com Sinvastatina e uma
diminuicdo significativa nos demais grupos tratados (p<0,05), quando
comparados ao grupo controle, sendo que entre os grupos CsA e CsA +
Sinvastatina ndo houve diferenca significativa (Painel A).

Fosforo:

Com relagéo aos valores de fosforo, houve um pequeno, mas significante
aumento (p<0,05) nos grupos tratados com CsA e Sinvastatina e uma
diminuicdo também significante (p<0,05) nos grupos tratados com CsA +
Sinvastatina e CsA 30 dias + CsA + Sinvastatina 60 dias (Painel B).

ALP:

Por fim, com relacdo aos niveis séricos de ALP, houve um aumento
significativo (p<0,05) nos grupos tratados com CsA e CsA + Sinvastatina e uma
diminuicéo significante (p<0,05) nos grupos tratados com Sinvastatina e CsA 30

dias + CsA + Sinvastatina 60 dias (Painel C).
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FIGURA 13 - Medidas (médias + desvio padrédo) de: A- Nivel sérico de calcio; B- Nivel
sérico de fésforo e C- Atividade de fosfatase alcalina nos grupos por um
periodo de 60 dias.

* Rk oekk kRRY representam diferenca estatisticamente significante entre as medias nos

grupos (P<0.05).
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ELISA IL-1B e PGE2 60 dias

A Figura 14 (Painéis A e B) mostra as concentracdes de IL-1-f e PGE-2
respectivamente.

IL-16:

Houve um aumento significante (p<0,05) nas concentra¢cdes de IL-13 em
todos os grupos tratados quando comparados ao grupo controle (Painel A).

PGE2:

Com relacéo as concentracdes de PGE2, houve um aumento significante
(p<0,05) apenas nos grupos tratados com CsA e CsA 30 dias + CsA +
Sinvastatina 60 dias, enquanto nos grupos tratados com Sinvastatina e CsA +
Sinvastatina, houve uma diminui¢éo significativa (p<0,05) em relagdo ao grupo

controle (Painel B).
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Estereometria do Processo Alveolar — periodo de 60 dias

A Figura 15 (Painéis A, B e C) mostra as porcentagens da densidade
volumétrica de osso alveolar (BV/TV), osteoblasto (NOb/BS) e osteoclasto
(NOc/BS), respectivamente. A Figura 16 (Painéis A9, B9, C9, D9 e E9 e Al0,
B10, C10, D10 e E10) representa o osso alveolar na regido vestibular e na
regido apical/interradicular, respectivamente, nos grupos: A- Controle; B- CsA,
C-Sinvastatina; D- CsA + Sinvastatina ; E- CsA 30 dias + CsA + Sinvastatina.

Com relacdo a BV/TV e NOb/BS, podemos observar que somente o
tratado com CsA teve uma diminuigdo significante (p<0,05), enquanto os outros
grupos tratados tiveram um comportamento semelhante ao controle, com uma
leve tendéncia em diminuir a BV/TV e a NOb/BS (Painéis A e B).

Com relacéo a NOc/BS, houve um aumento em todos os grupos tratados,
porém apenas no grupo tratado com CsA este aumento foi significante (p<0,05)

em relac&o ao grupo controle (Painel C).
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FIGURA 15 - Densidade volumétrica de: A- Osso alveolar; B- Osteoblastos e C- Osteoclastos da
regido vestibular, lingual e apical/interradicular de primeiro molar inferior de ratos
no periodo de 60 dias. Os valores representam meédias + desvio padrdo. Os
resultados sdo expressos em porcentagem.

* Representa diferenca estatisticamente significante entre as médias nos grupos (P<0.05).
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FIGURA 16 - Figuras mostrando o 0sso alveolar na regido vestibular (A9, B9, C9, D9 e
E9) e na regido apical/interradicular (A10, B10, C10, D10 e E10), apés 60
dias de periodo experimental, nos grupos: A- Controle; B- CsA; C-
Sinvastatina; D- CsA + Sinvastatina ; E- CsA 30 dias + CsA + Sinvastatina
60 dias (H.E. 200x).
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4.2- FK506 e Sinvastatina

Avaliacdo Bioquimica — periodo de 15 dias

A Figura 17 (Painéis A, B e C) mostra as comparacbes das
concentragdes sangiineas de Ca'’, fosforo e da atividade de ALP
respectivamente.

Calcio e Fosforo:

Com relagdo aos niveis sangiineos de Ca™ e fésforo, houve uma
diminuicdo significante (p<0,05) em todos os grupos tratados, tanto nos grupos
que receberam inducdo de doenca periodontal quanto nos que néo receberam,
gquando comparados aos seus respectivos controles (NaCl e ligadura
respectivamente) (Painéis A e B).

ALP:

Ja com relacdo aos niveis de ALP, nos grupos que nao receberam
inducéo de doenca periodontal, houve uma diminui¢c&o significativa (p<0,05) nos
ratos tratados com Sinvastatina e FK506 e um aumento significante (p<0,05) nos
ratos tratados com FK506 + Sinvastatina. Quando submetidos a doencga
periodontal houve um aumento significante (p<0,05) em todos 0s grupos
tratados em relagcéo ao grupo que recebeu somente doenca periodontal (Painel

C).
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FIGURA 17 - Medidas (médias + desvio padrdo) de: A- Nivel sérico de célcio; B- Nivel sérico de
fésforo e C- Atividade de fosfatase alcalina nos grupos submetidos ou ndo a
doenca periodontal e associados ou ndo a FK506 e/ou Sinvastatina por um
periodo de 15 dias.

* wx %Rk representam diferenca estatisticamente significante entre as medias nos grupos com e

sem ligadura separadamente (P<0.05).
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ELISA IL-18 e PGE2 - periodo 15 dias

A Figura 18 (Painéis A e B) mostra as concentracdes de IL-1-f e PGE-2
respectivamente.

IL-1B:

As concentracfes de IL-1p aumentaram significantemente (p<0,05) nos
ratos tratados com FK506 e tiveram uma diminuicdo significativa (p<0,05) nos
grupos tratados com Sinvastatina e FK506 + Sinvastatina, quando nao
submetidos a doenca periodontal em relacdo ao controle. Porém, quando
submetidos a doenca periodontal, em todos os grupos tratados houve uma
significante diminuicdo (p<0,05) em relacdo ao ratos com doenca periodontal
apenas (Painel A).

PGEZ2:

Com relacdo as concentracdes de PGE2, houve uma diminuicdo
significativa (p<0,05) em todos os grupos tratados em relagcé&o aos seus controles
(NaCl e ligadura, respectivamente), tanto nos grupos que foram quanto os que

nao foram submetidos a doenca periodontal (Painel B).
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FIGURA 18 - Medidas (médias + desvio padrdo) de: A- IL-1B e B- PGE2, no tecido
gengival de ratos nos grupos submetidos ou ndo a doenca periodontal e
associados ou ndo a FK506 e/ou Sinvastatina por um periodo de 15 dias.

* % *xk rgpresentam diferenca estatisticamente significante entre as medias nos

grupos com e sem ligadura separadamente (P<0.05).
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Estereometria do Processo Alveolar — periodo de 15 dias

A Figura 19 (Painéis A, B e C) mostra as porcentagens da densidade
volumétrica de osso alveolar (BV/TV), osteoblasto (NOb/BS) e osteoclasto
(NOc/BS), respectivamente. A Figura 20 (Painéis Al1l, B11, C11 e D11 e Al2,
B12, C12 e D12) representa o 0sso alveolar na regido vestibular e na regido
apicall/interradicular, respectivamente, nos grupos: A- Controle; B- FK506; C-
Sinvastatina; D- FK506 + Sinvastatina e a Figura 21 (Painéis A13, B13, C13 e
D13 e Al4, B14, C14 e D14) representa 0 0sso alveolar na regido vestibular e
na regido apical/interradicular, respectivamente, nos grupos: A- Ligadura; B-
Ligadura + FK506; C- Ligadura + Sinvastatina; D- Ligadura + FK506 +
Sinvastatina.

Com relacdo a BV/TV e NObL/BS, os grupos tratados, quando nao
submetidos a inducéo de doenca periodontal, permanecem de modo semelhante
ao controle. No entanto, quando submetidos a doenca periodontal, ocorre um
aumento significante (p<0,05) na BV/TV e na NOb/BS em todos os grupos
tratados em relagdo ao grupo com doenca periodontal apenas, sendo que entre
estes grupos tratados ndo ocorre nenhuma alteracao (Painéis A e B).

Com relagcdo a NOc/BS, os grupos tratados, quando nao submetidos a
inducdo de doenca periodontal, permanecem de modo semelhante ao controle.
No entanto, quando submetidos a doenca periodontal, ocorre uma diminuigdo
significante (p<0,05) em todos os grupos tratados em relacdo ao grupo com

doenca periodontal apenas (Painel C).
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FIGURA 19 - Densidade volumétrica de: A- Osso alveolar; B- Osteoblastos e C- Osteoclastos da
regido vestibular, lingual e apical/interradicular de primeiro molar inferior de ratos
no periodo de tratamento de 15 dias. Os valores representam médias + desvio
padrdo. Os resultados sdo expressos em porcentagem.

* Representa diferenca estatisticamente significante entre as médias nos grupos (P<0.05).
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FIGURA 20 - Figuras mostrando o osso alveolar na regido vestibular (A11, B11, Cl1ll e
D11) e na regido apical/interradicular (A12, B12, C12 e D12), apés 15 dias
de periodo experimental, nos grupos: A- Controle; B- FK506; C-
Sinvastatina; D- FK506 + Sinvastatina (H.E. 200x).

FIGURA 21 - Figuras mostrando o 0sso alveolar na regido vestibular (A13, B13, C13 e
D13) e na regido apical/interradicular (A14, B14, C14 e D14), ap6s 15 dias
de periodo experimental, nos grupos: A- Ligadura; B- Ligadura + FK506;
C- Ligadura + Sinvastatina; D- Ligadura + FK506 + Sinvastatina (H.E.
200x).
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Avaliacdo Bioguimica — periodo de 30 dias

A Figura 22 (Painéis A, B e C) mostra as comparacbes das
concentragdes sangiineas de Ca'’, fosforo e da atividade de ALP
respectivamente.

Calcio:

Com relagdo aos niveis séricos de Ca'™, quando ndo submetidos a
doenca periodontal, ocorre uma diminui¢ao significativa (p<0,05) em todos os
grupos tratados em relacdo ao controle, sendo que os grupos FK506 e
Sinvastatina ndo sao diferentes. J& quando submetidos a doenca periodontal,
ocorre um aumento significante (p<0,05) de todos os grupos tratados em relagéo
ao controle somente com doenca periodontal (Painel A).

Fosforo:

Nos niveis sanguineos de fésforo, quando ndo submetidos a doenca
periodontal, também ocorre uma significativa diminuicdo (p<0,05) nos grupos
tratados em relacdo ao controle. Porém, quando submetidos a doenca
periodontal, ocorre uma diminui¢do (p<0,05) nos grupos tratados com FK506 e
Sinvastatina e um aumento (p<0,05) no grupo tratado com FK506 + Sinvastatina
em relacdo ao controle com doenca periodontal apenas (Painel B).

ALP:

Com relacdo a ALP, quando ndo submetidos a inducdo de doenca
periodontal, ocorre uma aumento (p<0,05) no grupo tratado com FK506, uma
diminuicdo (p<0,05) no grupo tratado com Sinvastatina e o grupo FK506 +

Sinvastatina ndo se altera em relacdo ao controle. Quando submetidos a doenca
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periodontal, ocorre um significativo aumento (p<0,05) nos grupos tratados com
FK506 e Sinvastatina e uma diminuicéo (p<0,05) no grupo FK506 + Sinvastatina

em relac&o ao controle somente com doenca periodontal (Painel C).
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FIGURA 22 - Medidas (médias + desvio padrédo) de: A- Nivel sérico de calcio; B- Nivel
sérico de fosforo e C- Atividade de fosfatase alcalina nos grupos
submetidos ou ndo a doenca periodontal e associados ou ndo a FK506
e/ou Sinvastatina por um periodo de 30 dias.

* *x &k representam diferenca estatisticamente significante entre as medias nos grupos

com e sem ligadura separadamente (P<0.05).
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Expressao de NOS (RT-PCR) — no periodo de 30 dias

A Figura 23 (Painéis A e B) mostra a expressdao de mRNA de eNOS e
INOS respectivamente.

MRNA eNOS:

Com relagéo a expressdo de mRNA de eNOS, os grupos de ratos sem
inducdo de doenca periodontal e tratados com FK506, Sinvastatina e FK506 +
Sinvastatina mostraram um significante aumento comparada ao grupo controle
(p<0,05). Ao contrario destes resultados, houve uma tendéncia (ndo significante)
de diminuicdo da expressdo de eNOS nos ratos com inducdo de doenca
periodontal, independentemente do tratamento com drogas (Painel A).

Com relacdo ao mRNA de iNOS, houve um significante aumento na sua
expressao nos ratos sem doenca periodontal e tratados com FK506 +
Sinvastatina (p<0,05) e apenas uma tendéncia de aumento nos ratos tratados
com FK506 e Sinvastatina. Houve também uma tendéncia de diminuicdo de
INOS nos ratos submetidos a doenca periodontal somente, entretanto, houve
uma tendéncia de aumento na sua expressdo quando os ratos com doenca
periodontal foram submetidos também ao tratamento com FK506 e com
Sinvastatina e um aumento significativo (p<0,05) nos ratos com ligadura +

FK506 + Sinvastatina em relacdo aos ratos somente com ligadura (Painel B).
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FIGURA 23 - Medidas (médias + desvio padrdo) de: A- eNOS and B- iNOS, no tecido
gengival de ratos nos grupos submetidos ou ndo a doenca periodontal e
associado ou ndo a FK506 e/ou Sinvastatina por um periodo de 30 dias.

* Representa diferenca estatisticamente significante entre as medias nos grupos

(P<0.05).
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ELISA IL-18 e PGE2 — periodo de 30 dias

A Figura 24 (Painéis A e B) mostra as concentracdes de IL-1-f e PGE-2
respectivamente.

Com relacdo as concentracfes de IL-13 e PGE2, houve uma diminuigédo
significativa (p<0,05) nos grupos tratados em relacdo aos seus respectivos
controles (NaCl e Ligadura, respectivamente), tanto nos grupos que nao foram

submetidos a doenca periodontal, quanto nos que foram (Painéis A e B).
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FIGURA 24 - Medidas (médias + desvio padrdo) de: A- IL-1B e B- PGE2, no tecido gengival de
ratos nos grupos submetidos ou ndo a doenca periodontal e associados ou ndo a

FK506 e/ou Sinvastatina por um periodo de 30 dias.
* *okkk - representam diferenca estatisticamente significante entre as medias nos grupos com e sem

ligadura separadamente (P<0.05).
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Estereometria do Processo Alveolar — periodo de 30 dias

A Figura 25 (Painéis A, B e C) mostra as porcentagens da densidade
volumétrica de osso alveolar (BV/TV), osteoblasto (NOb/BS) e osteoclasto
(NOc/BS), respectivamente. A Figura 26 (Painéis A15, B15, C15 e D15 e Al6,
B16, C16 e D16) representa o 0sso alveolar na regiao vestibular e na regiao
apicall/interradicular, respectivamente, nos grupos: A-Controle; B- FK506; C-
Sinvastatina; D- FK506 + Sinvastatina e a Figura 27 (Painéis A17, B17, C17 e
D17 e A18, B18, C18 e D18) representa 0 0sso alveolar na regido vestibular e
apical/interradicular, respectivamente, nos grupos: A- Ligadura; B- Ligadura +
FK506; C- Ligadura + Sinvastatina; D- Ligadura + FK506 + Sinvastatina.

Com relacédo a BV/TV e a NOb/BS, ndo houve alteragbes nos grupos
tratados em relagéo ao grupo controle, quando os ratos nao foram submetidos a
doenca periodontal. Porém, quando submetidos a doenca periodontal houve um
aumento (p<0,05) na BV/TV e na NOb/BS em todos os grupos tratados em
relacdo aos ratos que receberam ligadura somente, sendo que entre eles ndo
houve diferenca significante (Painéis A e B).

Com relacdo a NOc/BS, ndo houve alteracbes nos grupos tratados em
relacdo ao grupo controle, quando os ratos ndo foram submetidos a doenca
periodontal. Porém, quando submetidos a doenca periodontal houve uma
diminuicdo (p<0,05) em todos os grupos tratados em relacdo ao grupo com
ligadura apenas, sendo que o grupo tratado com Sinvastatina teve uma maior
diminuicdo na NOc/BS, (p<0,05) quando comparado aos grupos tratados com

FK506 e FK506 + Sinvastatina (Painel C).



86

A
[ ] controle
7 Bl K506
204 [ ] Sinvastatina
* FK506 + Sinvastatina
g 15+ *
>
E 10+
om
5_
Sem Ligadura Ligadura
B
157 - e
101 ]
[%)]
[aa]
3
o)
=z
5_
n
Sem Ligadura Ligadura
C
20+
] *
15+
%]
g
8§ 107
z
5_
il In
Sem Ligadura Ligadura

FIGURA 25 - Densidade volumétrica de: A- Osso alveolar; B- Osteoblastos e C- Osteoclastos da
regido vestibular, lingual e apical/interradicular de primeiro molar inferior de ratos
no periodo de tratamento de 30 dias. Os valores representam médias + desvio
padrao. Os resultados sao expressos em porcentagem.

* Representa diferenca estatisticamente significante entre as médias nos grupos (P<0.05).
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FIGURA 26 - Figuras mostrando o 0sso alveolar na regido vestibular (A15, B15, C15 e
D15) e na regido apical/interradicular (A16, B16, C16 e D16), apds 30
dias de periodo experimental, nos grupos: A- Controle; B- FK506; C-
Sinvastatina; D- FK506 + Sinvastatina (H.E. 200x).

FIGURA 27 - Figuras mostrando o 0sso alveolar na regido vestibular (A17, B17, C17 e
D17) e na regido apical/interradicular (A18, B18, C18 e D18), apds 30
dias de periodo experimental, nos grupos: A- Ligadura; B- Ligadura +
FK506; C- Ligadura + Sinvastatina; D- Ligadura + FK506 + Sinvastatina
(H.E. 200x).
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Avaliacdo Bioguimica — periodo de 60 dias

A Figura 28 (Painéis A, B e C) mostra as comparacbes das
concentragdes sangiineas de Ca'’, fosforo e da atividade de ALP
respectivamente.

Calcio:

Com relagdo aos niveis sangiineos de Ca, houve um aumento (p<0,05)
nos grupos tratados com Sinvastatina e FK506 + Sinvastatina e uma diminuicao
(p<0,05) nos grupos tratados com FK506 e FK506 30 dias + FK506 +
Sinvastatina 60 dias em relacdo ao grupo controle (Painel A).

Fosforo:

Nos niveis de fésforo, houve um aumento (p<0,05) nos grupos tratados
com Sinvastatina e FK506 30 dias + FK506 + Sinvastatina 60 dias e uma
diminuicao (p<0,05) nos grupos tratados com FK506 e FK506 + Sinvastatina, em
relacdo ao grupo controle (Painel B).

ALP:

Com relacdo aos niveis séricos de ALP, ocorreu uma significante
diminuicdo (p<0,05) apenas no grupo tratado com Sinvastatina, enquanto que
nos outros grupos tratados, houve um aumento significativo (p<0,05) quando

comparado ao grupo controle (Painel C).
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FIGURA 28 - Medidas (médias + desvio padrédo) de: A- Nivel sérico de calcio; B- Nivel
sérico de fosforo e C- Atividade de fosfatase alcalina nos grupos por um
periodo de 60 dias.

* Rk okkk kR representam diferenca estatisticamente significante entre as medias nos

grupos (P<0.05).
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ELISA IL-18 e PGE2 — periodo de 60 dias

A Figura 29 (Painéis A e B) mostra as concentracdes de IL-1-f e PGE-2
respectivamente.

Com relacdo as concentragdes de IL-13, houve um aumento significante
(p<0,05) em todos os grupos tratados em relagdo ao grupo controle (Painel A),
engquanto que nas concentragdes de PGE2 ocorreu uma diminui¢do significante
(p<0,05) em todos os grupos tratados, quando comparados ao grupo controle
(Painel B).
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FIGURA 29 - Medidas (médias + desvio padrdo) de: A- IL-1B e B- PGE2, no tecido

PGE-2 (ug/pL)

o

gengival de ratos nos grupos por um periodo de 60 dias.
*, kk oeekl ek representam diferenca estatisticamente significante entre as medias nos
grupos (P<0.05).
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Estereometria do Processo Alveolar — periodo de 60 dias

A Figura 30 (Painéis A, B e C) mostra as porcentagens da densidade
volumétrica de osso alveolar (BV/TV), osteoblasto (NOb/BS) e osteoclasto
(NOc/BS), respectivamente. A Figura 31 (Painéis A19, B19, C19, D19 e E19 e
A20, B20, C20, D20 e E20) representa o 0sso alveolar na regido vestibular e na
regido apical/interradicular, respectivamente, nos grupos: A- Controle; B- FK506;
C-Sinvastatina; D- FK506 + Sinvastatina ; E- FK506 30 dias + CsA +
Sinvastatina.

Apés 60 dias de tratamento, observamos que ndo houve alteracdes nas
BV/TV, NOb/BS e NOc/BS, nos ratos tratados com FK506 apenas, Sinvastatina
apenas e FK506 associado ao tratamento com Sinvastatina, quando

comparados ao grupo controle (Painéis A, B e C).
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FIGURA 30 - Densidade volumétrica de: A- Osso alveolar; B- Osteoblastos e C-
Osteoclastos da regido vestibular, lingual e apical/interradicular de
primeiro molar inferior de ratos no periodo de 60 dias. Os valores
representam médias + desvio padrdo. Os resultados sdo expressos em
porcentagem.

* Representa diferenca estatisticamente significante entre as médias nos grupos

(P<0.05).
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FIGURA 31 - Figuras mostrando o osso alveolar na regido vestibular (A19, B19, C19,
D19 e E17) e na regido apical/interradicular (A20, B20, C20, D20 e E20),
apo6s 60 dias de periodo experimental, nos grupos: A- Controle; B-
FK506; C-Sinvastatina; D- FK506 + Sinvastatina ; E- FK506 30 dias +
FK506 + Sinvastatina 60 dias (H.E. 200x).
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5 DISCUSSAO

A escolha da sinvastatina entre os inibidores de HMG-CoA redutase para
o estudo foi realizada, uma vez que as estatinas apresentam efeitos variados no
0sso, sendo que a lovastatina e a pravastatina exibem um menor efeito e a
sinvastatina, atorvastatina e a cerivastatina exercem efeitos maiores®. Segundo

Mundy et al.**

(1999) algumas estatinas estimulam a formacdo 6ssea quando
injetadas subcutaneamente sobre a calvéria de ratos, aumentando também a
expressdo de mRNA de BMP-2 em osteoblastos, sendo corroborado por estudos
in vitro que confirmaram este efeito positivo na formacdo 6ssea® e estudos
clinicos focados em doencas 6sseas, especialmente osteoporose®*®. Este
efeito da sinvastatina poderia ser interessante na regeneracdo de defeitos
periodontais, especialmente na regeneracao dos tecidos duros, que objetivou o
nosso estudo em avaliar o efeito da sinvastatina no o0sso alveolar de ratos
submetidos ou ndo a periodontite experimental, associado ao tratamento com
CsA ou FK506.

Inicialmente, foi possivel observar que no periodo curto de 15 dias, os
marcadores bioquimicos Ca*" e fosforo se comportaram de maneira semelhante,
expressando uma diminuigdo em relagdo ao controle e principalmente quando
associado a inducdo de doenca periodontal aos tratamentos com CsA,
Sinvastatina e CsA + Sinvastatina. Ja no periodo de 30 dias estes marcadores
se comportaram de maneira significantemente diferente, ocorrendo um aumento

do nivel sérico de Ca"™ no grupo tratado com Sinvastatina e ligadura e um

aumento do nivel sérico de fésforo no grupo tratado com Ligadura + CsA +
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Sinvastatina, sendo que nos outros tratamentos, tanto o nivel sérico de Ca™
quanto o nivel sérico de foésforo, se comportaram de maneira semelhante ao
periodo de 15 dias.

Ainda associado ao nivel sérico de Ca™ nos grupos tratados com CsA
associada ou ndo a doenca periodontal em ambos os periodos, os resultados
corroboram com os achados de Nassar et al.** (2004), os quais relatam que esta
diminuicdo poderia ser um efeito ndo-especifico da CsA devido a um aumento
da excrecdo no figado. Por outro lado, a Sinvastatina, quando associada a
periodontite experimental, diminui no periodo de 15 dias e aumenta em 30 dias.
Este comportamento é suportado pela literatura, uma vez que Hwang et al.*
(2004) relatam fortes evidéncias que a calciclina, uma proteina ligada ao célcio,
exerce papéis importantes como um mediador da sinvastatina induzindo efeitos
anabolicos no osso. Enquanto Satoh et al.>* (2001), indicam em seus resultados
que os inibidores de HMG-CoA redutase, como a sinvastatina, poderiam
interromper a angiotensina I, que induz sinais de calcio para a ativacao de
tirosina-quinase (Pyk2) nas células endoteliais de veias pulmonares.

Com relacdo ao fésforo que esta levemente aumentado apenas no
periodo de 30 dias quando submetidos a ligadura + CsA + Sinvastatina, a Unica

hipétese sugerida é a do estudo de Khosroshahi et al.®®

(2007), que concluiram
que pacientes transplantados renais com fun¢des estaveis do enxerto podem ter
niveis normais de fésforo e intactos de hormonio paratiredide.

Quando observamos os resultados de ALP, a CsA comporta-se de

maneira oposta nos periodos de 15 e 30 dias. Em 15 dias, ocorre aumento de



97

ALP nos grupos tratados com CsA com ou sem doenca periodontal induzida,
sendo que no periodo de 30 dias, a sua diminuicdo é sugerida como uma

anormalidade metabolica por Nassar et al.*®

(2004), o que poderia facilitar a
presenca de osteoporose. A Sinvastatina demonstra aumento apenas quando
associada a inducao de doenca periodontal, tanto no periodo de 15 dias como
no 30 dias. Este efeito pode ser importante, principalmente quando na presencga
de doenca periodontal, uma vez que estudos tém demonstrado que as estatinas
tém um efeito estimulatorio na expressdo de mRNA de osteocalcina em cultura
primaria de osteoblastos humanos preparados de fragmentos de ossos do
fémur® e podem promover diferenciacdo de osteoblastos?. Estas influéncias
benéficas das estatinas no metabolismo 6ésseo podem leva-las a ser um agente
anabdlico efetivo para o tratamento de osteoporose.

Observando os efeitos tanto da CsA quanto da Sinvastatina no 0sSso
alveolar através da densidade volumétrica de osso alveolar (BV/TV) e numero
de osteoblastos (NOb/BS) e osteoclastos (NOc/BS) e associando as
concentracdes de IL1-f e PGE2, notamos que no periodo de 15 dias, ocorre
uma diminuicdo de IL-1p e PGE2 em todos os tratamentos, associados ou ndo a
inducdo de doenca periodontal, com a Sinvastatina promovendo quase sempre
uma maior diminuicdo destas citocinas quando comparado ao tratamento com
CsA. No entanto, observa-se uma diminuicdo significativa na BV/TV e no
NODb/BS no tratamento com CsA associado ou ndo a periodontite experimental,

enquanto que os tratamentos com Sinvastatina e CsA + Sinvastatina, na

presenca ou nao de doenca periodontal induzida, promovem efeito semelhante
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ao observado no grupo controle. No periodo de 30 dias, observa-se um aumento
nas concentracdes de IL-13 e PGE2 apenas no grupo tratado com CsA sem
doenca periodontal, entretanto quando induzida a doenca periodontal, apesar de
haver diminuicdo destas citocinas no tratamento com CsA, o tratamento nos
grupos com Sinvastatina e, principalmente, CsA + Sinvastatina diminuem ainda
mais estas concentragfes. Assim também podemos observar com relagdo a
BV/TV e o NOb/BS, que no periodo de 30 dias parecem diminuir
consideravelmente, nos grupos com ligadura e com CsA + ligadura, enquanto
nos tratamentos com Sinvastatina e CsA + Sinvastatina associados ou ndo a
periodontite experimental, parecem comecar a exercer um efeito protetor,
principalmente sobre a CsA.

Véarios estudos demonstram que 0S 0sSsos em geral, bem como o
processo alveolar sdo reabsorvidos pela CsA, tendo um desequilibrio na
homeostase, induzindo perda 6ssea'®, embora os efeitos no metabolismo 6sseo

sejam ainda controversos. Spolidorio et al.®’

(2004) demonstram que com CsA
ocorreu aumento na densidade volumétrica de osteoclastos (NOc/BS) e
diminuicdo na BV/TV nos periodos iniciais e manteve-se em longos periodos.
Além disso, outros estudos tém demonstrado que a PGE2 diminui no tratamento
com CsA quando associado & periodontite experimental’. As mesmas
caracteristicas tém acontecido com outras interleucinas, como a IL-13, que na
presenca de CsA e doenca periodontal induzida diminui a sua producéo™.

Como ja citado anteriormente, quando associado ao uso de sinvastatina,

estas interleucinas diminuem significantemente em relacdo aos grupos controle
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e CsA, demonstrando que as estatinas suprimem a secre¢ao de citocinas pro-
inflamatérias, incluindo IL-18 e PGE2. Estes resultados estdo suportados por
estudos em humanos, sugerindo que as estatinas diminuem o numero de células
inflamatorias em placas ateroscleréticas®.

Analisando os dados do FK506 associado ou ndo a Sinvastatina em ratos
com e sem doenca periodontal induzida, observamos que aos 15 dias, os
marcadores bioquimicos Ca*”, fésforo e ALP no tratamento com FK506 apenas
e Sinvastatina somente estdo diminuidos quando ndo associados a periodontite
experimental. Ja com relacdo a presenca de doenca periodontal induzida,
apenas os niveis de ALP aumentam nestes tratamentos. Aos 30 dias,
observamos que na presenca de doenca periodontal induzida, tanto o nivel
sérico de Ca™ quanto o nivel sérico de ALP estdo aumentados quando
associados ao tratamento com FK506 ou Sinvastatina apenas.

Interessantemente, o FK506 também aumenta os niveis de ALP, um
marcador de formagcdo Ossea, nos grupos ndo submetidos a periodontite
experimental, tanto aos 30 dias quanto aos 60 dias. Ja os niveis séricos de Ca'™"
e de fosforo diminuem aos 30 e 60 dias nos grupos ndo submetidos a
periodontite experimental. Estes resultados estdo de acordo com o estudo de

Goffin et al. 2

(2002), o qual mostra um aumento de ALP num periodo de 3
meses, diminuig&o significante de fésforo e diminuigdo n&o significante de Ca'”,
sugerindo que o FK506 em doses adequadas causaria um sucesso na

imunossupressdo com adequada fungéo renal e simultaneamente manutengéo
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de massa Ossea, sugerindo que o FK506 poderia afetar mais a atividade
osteoblastica do que a osteoclastica.

Observando as concentra¢fes de IL-13 e PGE2, nos periodos de 15 e 30
dias, podemos observar que estas interleucinas estdo significantemente
aumentadas no tratamento com FK506 em comparagdo ao tratamento com
Sinvastatina associados ou nao a periodontite experimental, exceto a IL-1p que
demonstra concentracdo significativamente maior nos grupos tratados com
Sinvastatina do que nos grupos tratados com FK506 quando submetidos a
periodontite experimental no periodo de 15 dias.

Assim também podemos observar com relacdo a BV/TV e o NOb/BS,
tanto no periodo de 15 quanto no periodo de 30 dias, ndao submetidos a
periodontite experimental, que nao ocorre alteracdo dos grupos tratados em
relacdo ao controle. No entanto, quando submetidos a periodontite experimental,
o tratamento com FK506 apresenta-se demonstrando sempre maior BV/TV e
NOb/BS do que o controle com ligadura e uma tendéncia de aumento em
relacdo aos grupos tratados com Sinvastatina e FK506 + Sinvastatina +
Ligadura.

Estes resultados relacionados ao FK506 corroboram com o estudo de
Guimarées et al.?® (2007) que demonstram que o tratamento com FK506 diminui
a atividade das mieloperoxidases (MPO) e PGE2 em modelos de ratos. Sendo
assim, uma possivel hipotese para o papel do FK506 na defesa do hospedeiro
durante a periodontite induzida por ligadura, pode ser entendida em parte,

devido a diminuicdo na resposta inflamatéria aguda. Por outro lado, o FK506
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promove elevacdo nos niveis séricos de IL-1B, IL-6 e TNF-a, associados com a
periodontite experimentalmente induzida. Isto pode ser postulado que algumas
das citocinas inflamatérias produzidas na doenca periodontal sdo induzidas pela
ativacdo de células Thl e Th2 e a subsequente interacdo de células T ativadas
com células epiteliais monaocitos/macrofagos, células endoteliais e fibroblastos.
Observando os resultados obtidos no tratamento com FK506 e com
Sinvastatina associados ou ndo a doenca periodontal induzida constatou-se de
um modo geral, que os tratamentos com 0s medicamentos separadamente
apresentaram um efeito protetor benéfico sobre o osso alveolar, uma vez que
ambos parecem promover um efeito anabdlico no metabolismo ésseo, porém

ndo demonstrando um melhor efeito significativo quando associados.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Tendo em vista os objetivos propostos deste estudo e suas limitacoes,
consideramos que:

- A Sinvastatina parece promover um efeito protetor no osso alveolar de
ratos submetidos a periodontite experimental, principalmente por diminuir as
concentracdes de IL-13 e PGE2 e prevenir a perda da densidade volumétrica de
0sso alveolar e osteoblasto.

- Quando associada ao tratamento com CsA ou FK506, observamos que
a Sinvastatina parece promover um bom efeito protetor sobre a CsA,
principalmente na presenca de doenca periodontal induzida, enquanto que com
o0 FK506, ela ndo mostrou este efeito, uma vez que 0 mesmo parece minimizar a

progressao da doenca periodontal em modelos animais.
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