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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a acdo do anti-inflamatorio ndo
esteroidal Indometacina sobre o biofiime retido em ligaduras para inducdo de
periodontite experimental em ratos. Assim, 20 animais foram divididos
aleatoriamente: grupo Indometacina (N=10), grupo é&gua destilada (N=10). Os
animais receberam gavagem diaria da medicagdo (5mg/kg Indometacina) ou de
adgua destilada (2ml), durante 7 dias. As ligaduras ao redor dos dentes foram
coletadas e o biofilme foi dispersado, diluido a 10, semeado e as placas foram
cultivadas em anaerobiose durante 4 dias. As quantificagdes foram realizadas a
partir da contagem manual de unidades formadoras de colonia (UFC) e avaliaram-se
o numero de UFC grandes, que caracteriza melhor espécies anaerobias estritas, e o
numero total de UFC de cada grupo. Observou-se que o nimero de UFC grandes no
grupo Indometacina significativamente maior quando comparado ao grupo agua
(p=0,028). O numero total de UFC foi significativamente menor no grupo
Indometacina quando comparado ao grupo ao grupo agua (p=0,0008). Dentro dos
limites do presente estudo pdde-se concluir que a Indometaciana aumenta o
crescimento de UFC anaerdbias do biofilme periodontal, mas por outro lado, a
Indometacina mostrou-se eficaz na redu¢do do nimero de UFC totais. Mais estudos
deverdo ser conduzidos para que melhor se elucide as espécies bacterianas
sensiveis a indometacina e qual seria o0 melhor emprego dessa droga, pensando-se
no tipo de doenca periodontal e no periodo mais adequado para sua utiliza¢ao.

Palavras-chave: Periodontite. Ratos. Inibidores de Ciclo-oxigenase. Infeccc¢des

bacterianas.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the action of non-steroidal anti-inflammatory
indomethacin on the biofiim held in bandages for induction of experimental
periodontitis in rats. Thus, 20 animals were randomly assigned: Indomethacin group
(N = 10), distilled water group (N = 10). The animals received daily gavage of the
drug (5 mg / kg indomethacin) or distilled water (2ml) for 7 days. The ligatures around
the teeth were collected and the biofilm was dispersed and diluted 10-6, were sown
and the plates anaerobically cultivated for 4 days. The measurements were carried
out from the manual counting colony forming units (CFU) were evaluated and the
number of CFU large, featuring better strict anaerobic species and the total CFU for
each group. It was observed that the number of CFU large Indomethacin significantly
higher in group compared to the water group (p = 0.028). The total number of CFU
was significantly lower in the indomethacin group compared to the water group (p =
0.0008). Within the limits of this study it could be concluded that the Indometaciana
enhances the growth of CFU anaerobic periodontal biofilm, but on the other hand,
Indomethacin proved effective in reducing the number of total CFU. More studies
should be conducted to better elucidate the bacterial species susceptible to
indomethacin and what would be the best use of this drug, thinking on the type of
periodontal disease and the most appropriate period for their use.

Keywords: Periodontitis. Rats. Cyclooxygenase inhibitors. Bacterial infections.
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1 INTRODUCAO

A doenca periodontal € uma doenca de carater multifatorial que se
desenvolve em decorréncia da interacdo do biofilme bacteriano com a resposta
imuno-inflamatéria do hospedeiro que pode ser modulada por fatores sistémicos e
ambientais. (SHLOSSMAN et al.,, 1990; PAGE; KORNMAN, 1997; HAFFAJEE;
SOCRANSKY, 2001). Os primeiros sinais clinicos sdo percebidos devido a
alteracdes de volume, cor, forma e presenga de sangramento gengival marginal no
periodonto de protecdo, constatando-se inflamagdo gengival denominada de
gengivite.

A Academia Americana de Periodontia define as doengas gengivais induzidas
por placa e nao induzidas por placa e as periodontites, doengas que comprometem
as estruturas de sustentacdo do periodonto, em varios grupos a depender das
caracteristicas individuais do biofilme, de sua localizac&o, de fatores ambientais e da
resposta imune do hospedeiro. (ARMITAGE, 1999). As doencas periodontais mais
comuns sdo causadas por infeccdes microbianas que afetam os tecidos
periodontais, degradando, desta forma, o coldgeno e levando a perda de insercao
conjuntiva do ligamento periodontal e a reabsor¢cdo 6ssea. (PAGE; SCHROEDER,
1976).

A disbiose do biofilme dental, ou seja, a alteragdo da ecologia microbiana
relacionada & saulde, pode levar a quadros clinicos de doencas periodontais.
(DARVEAU, 2009). Com o amadurecimento gradual do biofiime dental ocorrem
sucessbes bacterianas que alteram a ecologia do biofilme relacionado a saude
periodontal, primariamente constituido por bactérias gram-positivas aerobias, para
um biofilme mais complexo composto de bactérias gram-negativas anaerébias.
(LOE; THEILADE; JENSEN, 1965; SOCKRANSKY et al., 1998). Em Periodontia,
esse processo marca a ruptura da simbiose do biofilme dental com a saude tecidual
frente ao novo desafio marcado pelo estabelecimento de um biofiime
periodontopatogénico, culminando com o desenvolvimento das doencgas
periodontais. (MARSH, 1994). O controle microbiolégico do biofilme é, portanto, o
foco da terapia periodontal no qual a cura da doenca esté intimamente relacionada.

O complexo vermelho, Porphyromonas gingivalis (Pg), Treponema denticola
(Td), Tannerella forsythia (Tf), definido por Socransky et al. (1998), e o
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Aggregatibacter actinomycetemcomitans sdo denominados de periodontopatdgenos
verdadeiros, ou seja sdo microrganismos anaerdbicos altamente virulentos capazes
de iniciar principalmente processos inflamatorios de carater crénico. Assim, a
alteracdo de um biofilme dental composto por microrganismos simbiéticos para outro
composto por microrganismos disbidticos patogénicos € responsavel pela
biomodulacdo dos mecanismos inflamatoérios do hospedeiro, contribuindo para que
ocorra destruicdo dos tecidos periodontais e reabsorgéo do osso alveolar adjacente
ao biofilme periodontopatogénico (DARVEAU, 2009). Tais processos estédo
relacionados ao aumento da severidade dos parémetros clinicos da doenca
periodontal, levando, por exemplo, a constatacdo de maiores perdas de nivel de
inser¢do clinica (NIC), maiores profundidades de sondagem (PS) e aumento dos
indices de sangramento marginal e de fundo de bolsa periodontal.

O aumento da severidade das doencas periodontais esta diretamente
associada ao aumento dos niveis de prostaglandinas, produto direto da quebra do
acido araquiddnico pelas cicloxigenases (OFFENBACHER et al.,, 1993 apud
DARVEU, 2009). A prostaglandina, por sua vez, € o principal mediador da perda
0ssea alveolar. Estudos tém revelado que nos periodontos doentes encontram-se
niveis elevados de prostaglandinas (PGE;) e de leucotrienos B4(LTB4). (PAGE,
1991 apud FERNANDES et al., 2008).

As prostaglandinas séo sintetizadas na membrana celular dos fosfolipidios a
partir da agdo da enzima cicloxigenase (COX). (OFFENBACHER et al., 1993 apud
DARVEU, 2009; PAQUETTE; WILLIAMS, 2000). A COX-1 conhecida como a forma
constitutiva, é encontrada em quase todas as células e é responsavel por fungées
fisiologicas importantes. Ja a COX-2 é expressa em maior quantidade durante a
resposta inflamatéria. (JOUZEAU et al.,, 1997; PAQUETTE; WILLIAMS, 2000;
STEINMEYER, 2000).

Os osteoclastos, células relacionadas com a reabsor¢cdo 6ssea, podem ser
ativados diretamente pelas prostaglandinas, principalmente as da série E.
(KAWAGUCHI et al., 1995). A reducao na progressao da reabsorcao 6ssea pode ser
alcangada devido a inibicdo da enzima COX-2, sendo esta encontrada em altos
niveis nos tecidos periodontais inflamados. (MORTON; DONGARI-BAGTZOGLOU,
2001).
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Para reduzir a inflamagdo causada na doenga periodontal, utiliza-se com
frequéncia os anti-inflamtérios néo-esteroidais (AINES). Essas drogas possuem
propriedades analgésicas, antitérmica e anti-inflamatéria que inibem a acdo das
prostaglandinas (enzima derivada do acido araquidénico que modula a inflamagé&o),
através da inativagdo da cicloxigenase 1 (COX-1, constitutiva) e 2 (COX-2, indutiva)
(MENDES et al.,, 2012) e cicloxigenase 3 (COX-3), uma variacdo da COX-1,
encontrada de maneira mais abundante no cértex cerebral e no cora¢do. (AZOUBEL
et al., 2007) .

As drogas anti-inflamatérias ndo- esteroidais (AINEs) tém seu principal efeito
terapéutico decorrente da capacidade de inibir a produgdo das prostaglandinas,
através da inibicAo das ciclooxigenases. Dentre os AINEs tradicionais, a
Indometacina, um derivado do &cido acético, tem propriedades anti-inflamatdrias,
analgésicas e antipiréticas; ela € um inibidor ndo- seletivo de COX, ou seja, inibe
tanto a COX-1 quanto a COX-2, além de inibir a motilidade dos leucdcitos
polimorfonucleares, deprimir a biossintese de mucopolissacarideos e apresentar
possivel efeito vasoconstritor direto independente de COX. (GOODMAN, 2012).
Embora a Indometacina oral tenha excelente biodisponibilidade, ela esta associada
ao relato de diversos efeitos adversos, sobretudo a nivel gastrointestinal, podendo
inclusive ser fatais, especialmente para os idosos. Estudos tém mostrado a eficacia
da administracdo de inibidores de COX-2 na supressdo da progressdo da
periodontite induzida em ratos. (BEZERRA et al., 2000; HOLZHAUSEN et al., 2002).

Lasfargues e Saffar (1983) avaliaram o efeito curativo e preventivo da
indometacina (2 e 4 mg/kg diariamente) sobre a destruicdo Ossea durante a
periodontite experimental em hamsters. O tratamento curativo consistiu em indugéo
da doencga periodontal por um periodo de 45 dias, por meio de uma dieta que
permite 0 acumulo de biofilme bacteriano. Nas seis semanas subsequentes foi
administrada a indometacina por via intraperitoneal. No tratamento preventivo foi
administrada a droga por um periodo de 45 dias. Os resultados demonstraram que
houve um aumento da perda 6ssea no grupo controle, enquanto que 0 grupo que
recebeu a indometacina apresentou uma reducdo desta perda. A indometacina
pareceu ser mais efetiva na redugcdo da perda 6ssea quando administrada na
doenca j4 estabelecida (tratamento curativo) do que no estagio incipiente da doenca

(tratamento preventivo).Assim, esses estudos experimentais apontam que o uso de



13

AINEs pode ser benéfico como agente coadjuvante no tratamento da periodontite.
Porém, a literatura ainda é escassa em explicar a a¢do de inibidores da COX-1 no
biofilme periodontal. Isso levanta questdes sobre a agdo dos AINEs na alteracao
quantitativa do biofilme frente & acdo imunomodulatéria da droga.

Zhou, Hughes e King (1997) para examinar o efeito da Indometacina sobre a
atividade dos osteoclastos residentes, recrutamento de novos osteoclastos e
reabsorcdo radicular em locais de compressdo promovidas pelas forgas
ortoddnticas, foram utilizados 96 ratos Sprague-Dawley. Aparelhos ortodonticos
foram ativados para fornecer for¢gas mesiais de 40 g sobre os molares superiores. Os
dispositivos foram ativados da mesma forma e forga por 4 dias. Os ratos foram
submetidos a eutanésia no 1, 3, 6 e 10 dias apds a ativagdo inicial. Metade dos ratos
foi tratada com indometacina, e a outra metade foi tratada com solugédo salina. Os
autores concluiram que a indometacina inibiu o deslocamento dentario inicial e o
movimento tardio. Também reduziu o aumento do numero de osteoclastos, a
superficie total de osteoclastos e TRAP de osso alveolar ao dia 10, a reabsorcéo
radicular aumentou em ambos os grupos, mas foi reforgada no dia 10 no grupo da
indometacina. Os autores afirmam que estes dados sugerem que 0 movimento do
dente apés a ativagcdo do aparelho ortodéntico requer o recrutamento de
osteoclastos nos locais de compresséo e que é sensivel a indometacina. Além disso,
a indometacina aumentou a reabsorgéo radicular em locais de compresséao 10 dias
apos a reativacao do aparelho.

Nuki et al. (1981) realizaram um estudo para avaliar o efeito da administragéao
de Indometacina (12,5 mg, duas vezes ao dia) e Metronidazol (500 mg, 2 vezes ao
dia) sistémicos, durante o periodo de 1 semana, sobre a reabsorcdo 0ssea em
periodontite experimental em cédes. Os resultados mostraram que o Metronidazol
diminuiu a atividade de reabsorcdo Ossea, em razdo da supressdo dos
microrganismos anaerobios presentes, o0s quais produziriam fatores que
reabsorveriam 0sso ou por induzirem mudangcas nos tecidos adjacentes que
levariam a reabsorcdo Ossea. Para o grupo da Indometacina, os resultados néo
mostraram efeito significante sobre a inibicdo da reabsor¢do Gssea, provavelmente
devido & dose e o tempo de duragédo da administracdo do medicamento, sugerindo
que a reducdo das prostaglandinas ndo tenha sido suficiente para avaliar tal

parametro neste grupo.
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Devido & acdo em mediodores inflamatérios, a indometacina poderia interagir
indiretamente com o biofilme bacteriano, levando a uma alteragcdo da microbiota
devido sua acgéo na regulagéo de prostaglandinas e, indiretamente, no ecossistema
do biofime bacteriano periodontopatogénico. Dessa forma, o presente estudo tem
como objetivo avaliar a agdo da Indometacina (substituiu-se o Meloxicam pela
Indometacina devido ser um inibidor mais seletivo para COX-1), AINE inibidor
seletivo da COX-1, no biofilme retido nas ligaduras em modelo de periodontite

experimental em ratos.
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2 MATERIAL E METODOS

O presente foi enviado para avaliagdo e aceito pela Comissdo de Etica no

Uso de Animais (CEUA-USC) sob numero de protocolo 28/3. Vinte animais foram
escolhidos aleatoriamente para realizagcdo dos grupos Teste e Controle (o N inicial
era de 30 animais. Porém, devido a uniformidade da amostra, utilizou-se 20 animais,
10 por grupo). Os animais tiveram um de seus 1°° molares inferiores, escolhidos por
sorteio, paraa inser¢do de ligadura no baseline (dia 0), com intuito de indugéo
experimental da periodontite. Os 20 animais foram divididos aleatoriamente em 2
grupos de acordo com a medicacido(Realizou-se a alteragdo do medicamento,de
meloxicam para indometacina,esta decisédo foi baseada nas evidéncias cientificas de
maior agdo inibitdria de prostaglandinas e reducédo de efeitos colaterais com uso da
indometacina a ser administrada 1x/dia por intermédio de gavagem, durante 7 dias:

a) G1 (n=10): Indometacina — 5mg/kg;

b) G2 (n=10): 4gua destilada.

2.1 INDUCAO DA PERIODONTITE EXPERIMENTAL

Os animais foram anestesiados por meio da administragéo intramuscular de
ketamina (50-100mg/kg) (Dopalen®; Vetbrands LTDA, Jacarei, SP, Brasil) e xilasina
(10 mg/Kg) (Anasedan®;Vetbrands LTDA, Jacarei, SP, Brasil). Os maxilares foram
abertos por meio do aparato de Doku modificado e os dentes foram gentilmente
espacados por intermédio de uma lima endoddntica modificada. A inser¢cdo desse
instrumento foi realizada entre o 1° e o 2° molar inferior para prover o espago
necessario para a insercdo das ligaduras de algodao (fio de sutura de algodao 4-0).
As ligaduras foram posicionadas ao redor de um dos primeiros molares inferiores
dos animais pertencentes aos Grupos 1 e 2 de forma a ficarem posicionadas
subgengivalmente. Foram realizados trés nos simples, travando-os em sua
execucao. As ligaduras serdo fixadas de forma que os nds fiqguem posicionados na

face mesial do primeiro molar inferior.
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2.2 CULTURA MICROBIANA E CONTAGEM DE COLONIAS

Previamente a eutanasia dos animais, as ligaduras foram removidas e
colocadas em microtubos esterilizados contendo 450ul de solugéo fluida reduzida de
transporte (RTF) descrita previamente por Syed e Loesh (1972). Cada eppendorf
contendo a ligadura seréd agitado em vortex por 60 segundos (AP 56, Tecnalise,
Piracicaba, SP, Brasil) para que o biofilme seja removido da ligadura e dispersado
na solucdo. Com o auxilio de uma pipeta, 50ul da suspensdo foram coletados e
diluidos em 450ul RTF. Treze diluigcbes sucessivas foram realizadas e aliquotas de
25pl de cada diluicdo foram semeadas em placas de &gar sangue completo,
composto por meio Brucellaagar com hemina e vitamina K 43,1g/L (Sigma
ChemicalCo., St Louis, MO, EUA) acrescidos de sangue desfibrinado de carneiro na
proporcdo de 50ml de sangue para 1L do meio. As placas foram previamente
divididas em trés tercos, e cada um foi semeado em triplicata segundo a diluigéo
referente. As placas semeadas foram incubadas em camara de anaerobiose (Don
WhitleyScientific, Bradford, UK) em atmosfera de 80% N2, 10% de CO2 e 10% H2 a
temperatura de 37°C, durante 4 dias.

Ap6s desenvolvimento das colbnias bacteriana em anaerobioses, foi
determinado o numero de unidades formadoras de coldnia (UFC) através de
contagem realizada no contador manual (CP 600, Phoenix Equipamentos

Cientificos, Araraquara, SP, Brasil).
2.3 EUTANASIA DOS ANIMAIS E COLETA DAS LIGADURAS
Os animais foram eutanasiados por aprofundamento de anestesia a ser

administrado via intraperitoneal (tiopental 150mg/kg de peso animal em conjunto

com lidocaina 10mg/kg de peso animal)
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3 RESULTADOS

As quantificagcOes foram realizadas a partir da contagem manual de unidades
formadoras de coldnia (UFC) e avaliaram-se o numero de UFC grandes, que
caracteriza melhor espécies anaerdbias estritas, e o numero total de UFC de cada
grupo.

Observou-se que o numero de UFC grandes no grupo Indometacina
significativamente maior quando comparado ao grupo agua (p=0,028).

O numero total de UFC foi significativamente menor no grupo Indometacina

guando comparado ao grupo ao grupo agua (p=0,0008)

3.1 PARA COLONIAS GRANDES

Foi observada distribuicdo normal das médias pelo teste de Shapiro-Wilk
(a=5%). Assim, aplicou-se o teste ANOVA e verificando-se diferencas intergrupos,
aplicou-se Tukey, considerando-se resultados com diferengas significativas aqueles
que apresentaram p<0,05.

Figura 1 - Comparacdo intergrupos (Média + Erro Padrdo) de Unidades
Formadoras de Colbnia grandes (UFC totais)

Unidades Formadoras de Colonias Grandes

25

20 T

15 *

10

5

0

Agua Indometacina

Legenda: Diferencas intergrupos significativas através do teste de Tukey (p<0,05).
Nota: Elaborada pela autora.
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3.2 PARA COLONIAS TOTAIS

N&o foi observada distribuicdo normal das médias pelo teste de Shapiro-Wilk
(a=5%). Assim, aplicou-se o teste ANOVA e verificando-se diferencas intergrupos,
aplicou-se o teste de Tukey, considerando-se resultados com diferencas

significativas aqueles que apresentaram p<0,05.

Figura 2 - Comparacdo intergrupos (Média + Erro Padréo) Unidades
Formadoras de Col6nia Totais (UFC totais)

Unidades Formadoras de Colonia Totais
250

200

150

100

Agua Indometacina

Legenda: Diferengas intergrupos significativas através do teste de Tukey (p<0,05).
Nota: Elaborada pela autora.
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4 DISCUSSAO

No presente estudo avaliou-se o efeito da indometacina sobre as unidades
formadoras de coldnia (UFC) a partir do biofilme colhido de ligaduras que induziram
experimentalmente a periodontite em ratos. Na literatura ndo ha relatos da acdo de
anti-inflamatérios ndo esteroidais na microbiota periodontopatogénica, havendo
apenas resultados de sua acéo sobre a reabsor¢do éssea alveolar e a redugéo da
inflamacé&o propriamente dita.

Autores mostraram resultados divergentes quanto a a¢do da indometacina na
inibicdo da reabsor¢do 6ssea alveolar na periodontite em estudos experimentais.
Azoubel et al. (2007) mostraram uma agdo significativa na reabsorcdo Ossea de
ratos com periodontite experimental tratados com indometacina, enquanto Williams
et al. (1984) ndo verificaram uma ag¢do inibitdria na reabsorcdo Ossea. Essas
divergénicas de resultados levam-nos a crer que h& uma possibilidade da
indometacina agir indeiretamente na ecologia do biofilme periodontal, dependendo
da dose e do tempo de administragdo. Isso pode levar uma selegéo
periodontopatégenos verdadeiros e, consequentemente, interferir no processo da
doenca periodontal.

No presente estudo, observou-se um aumento significativo de colonias
grandes, anaerdbias, relacionada a doencga periodontal e uma reducgdo de coldnias
totais, aerdbias e/ou anaerbbias facultativas, relacionadas a saude, quando utilizou-
se a indometacina. Isso mostra que a administracdo da dorga indometacina pode
influenciar indiretamente a microbiota periodontopatogénica, fazendo com que haja
selecdo de periodontopatdgenos e, consequentemente, na piora da inflamacéo e da
severidade da doenga.

Diferentemente do que nos leva a deduzir dos resultados aqui encontrados no
biofilme periodontal, Nyman et al. (1979), mostraram em caes que a administragéo
de indometacina leva a uma diminuicdo da magnitude da reacéo inflamatéria aguda
e da reabsorcdo Ossea e Bezerra et al. (2000), mostraram, em ratos, que a
administragdo da indometacina e do meloxicam no tratamento de periodontie
experimental, levaram a uma reducéo significante de neutrofilia e linfocitose a niveis
compativeis com com aqueles encontrados em ratos ndo submetidos a periodontite

experimental.
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A indometacina por mecanismos desconhecidos, parece ter um efeito
anitiimicrobiano sobre bactérias anaerdbicas, mas por limitacbes de estudos
celulares, ndo se pode afirmar com exatiddo esta eficacia anti-microbiana mais

estudos devem ser realizados para confirmar essa hipotese.



21

5 CONCLUSAO

Dentro dos limites do presente estudo pode-se concluir que a Indometaciana
aumenta o crescimento de UFC anaerdbias do biofilme periodontal, mas por outro

lado, a Indometacina mostrou-se eficaz na reducéo do nimero de UFC totais.
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