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RESUMO

A doenca periodontal € uma doenca inflamatdria multifatorial resultante de
interacbes complexas entre microorganismos patogénicos e respostas de defesa do
hospedeiro. Alguns estudos descrevem que a doenca periodontal pode contribuir
para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares uma vez que a doenca
periodontal, por ser inflamatéria, aumenta as proteinas C reativas que pode gerar
disfuncéo endotelial. A disfuncéo endotelial € um elemento importante e comum nas
doencas cardiovasculares. As células do endotélio vascular participam do controle
do ténus do musculo liso vascular pela producéo de fatores relaxantes e contrateis.
Na disfuncdo endotelial pode haver desequilibrio na producdo e/ou acdo desses
fatores endoteliais, aumentando a expressividade da atividade dos agentes
contrateis derivados do endotélio. Assim, este estudo teve como objetivo avaliar os
efeitos da doenca periodontal e de seu tratamento com LED-terapia a 940nm sobre
as respostas contrateis e relaxantes da aorta de ratos Wistar. Para inducdo da
doenca periodontal foram realizadas amarras subgengivais com fio ortodontico
(0,30mm) em ratos Wistar divididos em 4 grupos: Sham: animais que tiveram as
amarras retiradas logo apés serem realizadas; Doenca Periodontal(DP): animais que
permaneceram com as amarras por 14 dias; LED: animais que tiveram as amarras
retiradas no 14° dia, receberam LED-terapia (940nm, 4J) e foram utilizados dois dias
depois; e Sem LED: animais que tiveram as amarras retiradas no 14° e foram
utilizados dois dias depois. Para estudo da reatividade vascular, a aorta toracica foi
removida e dividida em quatro anéis: trés anéis E+: onde foi mantido o endotélio e
um anel E-: onde foi retirado o endotélio. Os anéis foram testados para o
vasoconstritor fenilefrina e para os vasodilatadores acetilcolina e nitroprussiato de
sédio. Os animais dos grupos DP, LED e sem LED apresentaram aumento na
resposta contratil para fenilefrina em anéis E+, quando comparados com a resposta
do grupo SHAM. A remocéo do endotélio igualou as respostas entre 0s grupos para

fenilefrina. A aorta dos animais dos grupos DP e sem LED relaxaram menos para a



acetilcolina quando comparadas com as do grupo SHAM. N&o houve diferenca entre
0S grupos para o nitroprussiato. Concluimos que a doenca periodontal causa
disfuncédo endotelial em ratos que néo é corrigida com a LED-terapia ou remocéo
das amarras por dois dias.

Palavras-Chave: Doenca Periodontal, Fototerapia, Disfungdo Endotelial.
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ABSTRACT

The periodontal disease is a multifactorial inflammatory disease resultant of
complex interactions between pathogenic microorganisms and the host defense
response. It has been described that periodontal disease may contribute to the
development of cardiovascular disease once that the periodontal disease improves
the C reactive protein that can generate endothelium dysfunction. The endothelium
dysfunction is an important communal factor in cardiovascular diseases. The
vascular endothelium cells take part of the control of vascular smooth muscle tonus
by producing relaxant and contract factors. It may have unbalance on production
and/or action of these endothelial factors on endothelium dysfunction, improving the
action of the contract agent endothelium derivatives. Thus, the present study was
designed to evaluate the effects of periodontal disease and the treatment with LED-
therapy 940nm on the aortic contract and relaxant response in Wistar rats. For the
induction of periodontal disease subgengival ligature were made with orthodontic
thread (0,30mm) and the animals were divided in 4 groups: SHAM: animals that had
the ligature removed right after it was done; Periodontal Disease(PD): animals that
the ligature remained for 14 days; LED: animals that had the ligature removed on the
14° day and received LED-therapy (940nm, 4J) on that day and were used two days
after; and without LED: animals that had the ligature removed on the 14° day and
were used two days after. To the study of vascular reactivity, the thoracic aorta was
removed and divided in four rings: three rigns E+: where the endothelium was
maintained and one ring E-: where the endothelium was removed. The rings were
tested for the vasoconstrictor phenylephrine and the vasodilatadors acetylcholine and
sodium nitroprusside. The vasoconstriction was increased in aortic rongs E+ from
PD, LED and without LED when compared with SHAM and endothelial removal
equaled the vasoconstriction among the groups. The acetylcholine-induced
vasodilation was reduced in DP and without LED groups when compared with SHAM
groups. The vasodilation induced by sodium nitroprusside was similar among the

groups. It is possible to conclude that periodontal disease can cause endothelium



dysfunction in rats and this dysfunction was not corrected by LED-therapy or by
ligature removal for two days.

Key words: Periodontal Disease, Phototherapy, Endothelium Dysfunction.
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1.INTRODUCAO

A doenca periodontal € uma doenca inflamatoria multifatorial resultante
de interacbes complexas de microorganismos patogénicos e respostas de
defesa do hospedeiro, podendo ser modificada por fatores externos, como, por
exemplo, o tabagismo. Esta doenca se caracteriza pela destruicado do tecido de
suporte do dente, tais como epitélio juncional, ligamento periodontal, osso
alveolar e cemento, formando bolsa periodontais que resultam em mobilidade
dental e eventual perda do elemento. Dados de diferentes paises mostram que
a prevaléncia de periodontite chega a 50% das populagbes (SAFFI et al.,
2015).

As doencas periodontais e as doencas cardiovasculares compartilham
muitos fatores de risco, como idade, nivel educacional, género, condi¢cdes
financeiras, habito de fumar, uso de bebidas alcodlicas, hipertensao, estresse,
depresséo e diabetes (VIEIRA, 2014). Além disso, as bactérias presentes na
periodontite podem ser também encontradas na endocardite bacteriana e em
placas de ateroma. Além disso, que os marcadores inflamatérios sistémicos
sdo comuns em individuos com aterosclerose e doenca periodontal (Moraes et
al. 2003).

As doencas cardiovasculares sdo consideradas uma epidemia mundial.
Em nosso pais, as DCV tém sido a principal causa de morte. Em 2007,
ocorreram 308.466 Obitos por doencas do aparelho circulatério (Malta et al.,
2009). As DCV sao ainda responsaveis por alta frequéncia de internacdes,
ocasionando custos médicos e socioecondémicos elevados (V Diretrizes
Brasileiras de Hipertensdo; Documento do Banco Mundial).

Um ponto comum entre as maioria das doengas cardiovasculares é a
disfuncédo endotelial. O endotélio vascular € uma camada celular que reveste
internamente 0 vaso e atua como barreira entre a parede do vaso e o fluxo
sanguineo. Além disso, tem importante papel no sistema cardiovascular,
incluindo a regulacdo do tonus vascular, reparo de lesdes vasculares, controle
da homeostase e sintese e secrecdo de moléculas como Oxido nitrico (NO),
prostaglandinas (PG), endotelina, tromboxana (TXA:2), entre outros (BAHIA et
al., 2004).

As células endoteliais vasculares tém importante papel na manutencao
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da homeostase cardiovascular. Além de proporcionar uma barreira fisica entre
o limen e a parede do vaso, o endotélio regula ativamente o tdnus vascular e a
reatividade vascular em condi¢cGes fisiologicas, respondendo a forcas
mecanicas e a mediadores quimicos, além de liberar uma variedade de fatores
contrateis e relaxantes (FURCHGOTT e VANHOUTTE, 1989). Frente a
estimulos especificos, as células endoteliais podem liberar fatores relaxantes
derivados do endotélio (EDRFs), como também fatores contrateis derivados do
endotélio (EDCFs) (FURCHGOTT e VANHOUTTE, 1989). Os EDRFs incluem o
oxido nitrico (NO), a prostaciclina (PGI2) e o fator hiperpolarizante derivado do
endotélio (EDHF). Os EDCFs compreendem a angiotensina Il (Ang Il), a
endotelina-1 (ET-1), as espécies reativas de oxigénio e prostanoides
vasoconstritores (FELETOU et al., 2010). Em condices fisioldgicas, o tdnus
vascular é garantido pelo equilibrio exercido por estes fatores, especialemente
os produtos das ciclooxigenase (COX), em conjunto com o NO. O desequilibrio
na producdo e/ou liberacdo dos fatores envolvidos no relaxamento e na
contracdo vascular, com aumento de EDCFs e/ou diminuicdo de EDRFs,
caracteriza a disfuncao endotelial (Vanhoutte et al., 2010).

A fototerapia consiste em uma terapia a base de luz com laser (light
amplification by stimulated emission of radiation) ou diodos emissores de luz
(light-emitting diode — LED). As acdes do laser e do LED sao similares nos
tecidos, como exemplo a fototerapia pode reduzir marcadores da inflamacéo.
Entretanto, o LED apresenta custo menor em relacdo ao laser, além disso,
oferece mais seguranca ao operador, além de irradiar areas mais amplas que o
laser, e de ndo gerar calor (KARU, 1987).

Recentemente, o LED vem sendo descritos na literatura como uma
forma de terapia complementar ao tratamento basico para as doencas
periodontais (CRISPINO et al., 2015). Atualmente, o tratamento convencional
para a periodontite consiste na raspagem, alisamento e descontaminacao
radicular supra e/ou subgengival, a fim de eliminar o calculo e as bactérias
associadas ao mesmo. Grande parte do sucesso do tratamento periodontal
depende da motivacdo e colaboracdo do paciente, uma vez que o tratamento
deve ser continuado com limpeza da regido com escova dentaria e fio dental
em casa. Este € um fator que dificulta o tratamento, pois, muitas vezes, ao

verem o0 sangramento gengival proveniente do tecido inflamado, o paciente ndo
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quer dar continuidade a limpeza da regidao e ha recolonizacdo da regido. A
associacdo da LED-terapia com o tratamento convencional da periodontite
seria benéfica no sentido de que sua acgdo anti-inflamatéria poderia reduzir o
edema intersticial e intercelular ao aumentar a circulacdo sanguinea no tecido
danificado, resultando em menor dor no local. Além disso, ha queda nos niveis
de histamina e serotonina presentes na doenca periodontal (CARDOSO
BEZERRA et al., 2015).

Por atuar nos mediadores inflamatérios, que tem sua expressao
alterada, a aplicacdo da fototerapia pode contribuir também para a correcao da

disfungéo endotelial.
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2.0BJETIVOS

Avaliar os efeitos da periodontite e da LED-terapia sobre a resposta
contratil e relaxante de anéis de aorta com e sem endotélio isolada de ratos
Wistar.
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3.MATERIAIS E METODOS

3.1.ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar, com peso de 300g (x25g), provenientes
da colbnia do Biotério Central da Universidade Estadual de Londrina (UEL).
Estes animais foram transferidos para o Biotério do Departamento de Ciéncias
Fisiolégicas onde foram mantidos em condi¢cdes padronizadas, em gaiolas
coletivas de polietileno (04 ratos/caixa), temperatura de 22+1°C, ciclo claro
escuro 12/12 horas, com agua e alimento a vontade. Os procedimentos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacéo
Animal da Universidade Estadual de Londrina (CEUA n° 8.182.201.589).

Os ratos de todos os grupos experimentais foram anestesiados com
cloridato de cetamina (100 mg/Kg) e cloridato de xilazina (20 mg/Kg) via
intraperitoneal, e foram realizadas amarras subgengivais nos primeiros molares
superiores, de ambas arcadas, com fio ortoddontico nimero 0,30. O fio foi
inserido na regiao subgengival com o auxilio de uma espétula Hollemback, para
a inducao da resposta inflamatéria associada ao acumulo de placa no peridonto
de insercdo dos molares superiores. Nos ratos Sham os fios de amarrias foram
retirados imediatamente ap6s sua colocacdo. Nos ratos com doenca
periodontal, o fio permaneceu na posicdo por 14 dias. Em outra série de
experimentos, ratos com doenca periodontal foram novamente anestesiados,
as amarras foram removidas e os animais divididos em dois grupos: um grupo
passou pelos procedimentos de raspagem periodontal e outro aplicacdo de
LED-terapia a 940NM durante 4 minutos. Os ratos destes dois grupos foram

utilizados dois dias ap6s a remocéo das amarras.

3.2.LED-TERAPIA

A LED-terapia foi administrada em uma U(nica sessdo utilizando
equipamento fabricado no laboratério de Optica e Optoeletrénica do

Departamento de Fisica da UEL.

O equipamento possui 6 LEDs de 940nm com abertura de banda de
30nm, poténcia de 1.6 W e densidade de poténcia de 1.6 W/cm? O

equipamento foi posicionado a 3 cm da superficie oclusal dos molares
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superiores, irradiando uma area de 1cm?, e liberando uma dose total de 4J,

com densidade de energia de 4J/cm?, e tempo total de aplicacéo de 4 minutos.

3.3.GRUPOS EXPERIMENTAIS

SHAM: ratos que tiveram as amarras retiradas logo apos serem
realizadas.

Doenca Periodontal (DP): ratos que permaneceram com as amarras por
14 dias.

LED: ratos que no 14° dia tiveram as amairras retiradas, receberam led-
terapia e foram utilizados para os experimentos dois dias depois.

Sem LED: ratos que no 14° dia tiveram as amarras retiradas e foram

utilizados para os experimentos dois dias depois.

3.4.REATIVIDADE DA AORTA ISOLADA

Ratos dos quatro grupos experimentais foram anestesiados com
tiopental sdédico (40mg/kg, ip) e passaram por toracotomia para remocao da
aorta. Este vaso sanguineo foi dissecado e dividido em quatro anéis de 4 mm
cada. Em trés anéis o endotélio foi mantido (E+) e em outro, o endotélio foi
retirado (E-). Os anéis de aorta foram montados em banhos para estudo de
orgéos isolados, com auxilio de ganchos de aco inoxidavel. Um dos ganchos foi
fixo a base da cuba para érgédos isolados e o outro conectado a um transdutor
isométrico (FT03, Grass) que estava acoplado a um amplificador de sinal
(AECAD 04, AVS Projetos) e este a um computador.

A aorta permaneceu sobtensdo de 1,5g, em solucédo de Krebs-Henseleit
modificada (concentragdes em mM: 130 NaCl; 14,9 NaHCO3; 4,7 KCI; 1,18
KH3PO4; 1,17 MgS04; 7 H20; 5,5 glicose; 1,56 CaCl2-2 H20 e 0,026 EDTA),
gaseificada, com mistura de 95% de O2 e 5% de CO2, mantendo uma
temperatura de 37(x0,5 °C), durante todo o protocolo experimental.

Para avaliar a viabilidade do musculo liso vascular, os anéis de aorta
foram estimulados com KCI (90mM), apés este procedimentos os anéis foram
lavados por um periodo de 40 minutos ou até que retornassem a tenséo basal,

agueles anéis de aorta que nao responderam ao KCI foram descartados.
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Para comprovar a presenca ou remocao do endotélio, os anéis de aorta
foram pré-contraidos com Fenil e, ap0s estabilizacdo da resposta, foi aplicada
ACh (0,1 uM), agente vasodilatador dependente do endotélio. O endotélio foi
considerado presente quando o anel de aorta relaxou entre 50-80% e ausente
guando a vasodilatacdo promovida pela ACh foi inferior a 5% da pré-contracéo.

Antes da construcdo das curvas, os anéis de aorta foram submetidos a
contracdo com KCI (90mM) para verificar a integridade do vaso. Foram
construidas curvas concentracdo-efeito cumulativas (CCE) para o
vasoconstritor, fenilefrina (FE: 1nM-30uM) e vasodilatadores acetilcolina (ACh:
1nM-30uM) e nitroprussiato de sédio (NPS: 0,1nM-3uM) em anéis pré-
contraidos com FE (0,3 uM).

3.5.APRESENTACAO DOS RESULTADOS E ANALISE ESTATISTICA

As respostas ao agente vasoconstritor foram expressas em gramas (Q)
de tensdo e as respostas aos agentes vasodilatadores em porcentagem de
relaxamento em relacéo a pré-contracdo. As comparacdes entre os diferentes
grupos experimentais foram realizadas pela determinacdo da resposta maxima
(Rmax) para os diferentes agonistas calculadas utilizando o programa de
computador GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, California, USA).

Os resultados foram submetidos ao teste de Bartlett para determinacgéo
da normalidade. Para os resultados que estavam dentro da distribuicdo normal
as comparactes estatisticas foram feitas como teste ANOVA de uma ou duas
vias, seguidos do teste de Bonferroni. Para os demais resultados foi usado o
teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn. As diferengas foram
consideradas quando p<0.05.
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4.RESULTADOS e DISCUSSAO

A FE, ACh e NPS causaram resposta concentracdo-dependente em
anéis de aorta dos grupos SHAM, DP, LED e sem LED (Figuras 1,2, 3 e 4).

Nos anéis de aorta E+ de ratos DP a Rmax vasoconstritora para FE se
mostrou aumentada quando comparada com a Rmax nos anéis E+ dos ratos
SHAM (Figura 1). Ainda na presenca do endotélio, nos anéis de aorta de ratos
DP, a Rmax para ACh foi reduzida quando comparada com a do grupo SHAM
(Figura 3), e a Rmax para o NPS e para FE na auséncia do endotélio foi
semelhante entre estes grupos (Figuras 2 e 4, Tabela 1). Estes resultados
sugerem que a DP induziu disfungdo endotelial, aqui demonstrada pela
reduzida resposta vasodilatadora dependente do endotélio e a incapacidade
dessas células em modular a resposta vasoconstritora. De fato, Brito et al.,
2013 demonstrou que a inducdo de DP pode aumentar marcadores
inflamatorios e de estresse oxidativo na aorta de ratos o que sugere que a DP
poderia causar disfuncdo endotelial. Além disso, os resultados para os
vasoconstritores ACH e NPS foram semelhantes ao mesmo trabalho referido.
Entretanto, ao contrario do aqui demonstrado, estes autores ndo observaram
alteracdo da reatividade da aorta para fenilefrina.

O NO é produzido por trés isoformas da enzima NO sintase (NOS), a
endotelial (eNOS), a neuronal (nNOS) e a induzivel (INOS). Vem sendo
descrito que a disfuncdo endotelial induzida pela DP ha aumento expressao da
enzima NAPDH, e consequente maior geracdo de espécies reativas de
oxigénio (EROS) e menor expressdo da eNOS, o que seria responsavel pela
menor biodisponibilidade do NO (Saffi et al. 2015). Ainda, sugere-se que a
resposta inflamatéria na DP pode envolver a producdo de NO pela iINOS
(Herrera et al. 2011;(BAHIA et al., 2004). Com nossos resultados ainda néo é
possivel inferir quais mecanismos estdo envolvidos na DP induzida por ligadura
dentéria em ratos Wistar.

A LED-terapia tem se mostrado promissora como adjuvante ao
tratamento convencional. De fato, Yilmaz et al., 2013 descreveu reducéo das
cepas anaerObias em pacientes submetidos ao tratamento convencional
combinado com aplicacdo de led-terapia. Apesar destas descricdes

observamos que a Rmax para FE nos anéis E+ de ratos sem LED e LED foi
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aumentada quando comparada com a Rmax de ratos SHAM. Quanto a Rmax
para ACh esta também foi reduzida nos grupos sem LED e LED quando
comparada com a do grupo SHAM. Estes resultados sugerem que tanto o
tratamento convencional (grupo sem LED), quanto o tratamento agudo com
LED nao foram capazes de corrigir a disfuncédo endotelial induzida pela DP.

Ao contrario de nossos resultados na aorta, a LED-terapia de baixa
intensidade (940nm), por 4 minutos pode reduzir a inflamacéo local e a auxiliar
a neoformacéo 0ssea em ratos submetidos a osteotomia de 3 mm com broca
refrigerada e tratados com LED-terapia (PIRES, 2013). Em humanos, a LED-
terapia de 940nm associada a terapia basica pode melhorar a profundidade de
sondagem, a inflamacéo gengival e o indice de placa na DP (Crispino et al.,
2015). Por outro lado, Lobo e Pol (2015) ndo encontraram diferenca na
utilizacdo do LED 940NM na terapéutica de cirurgias a retalho. As diferencas
encontradas entre os estudos podem ser explicadas uma vez que, nos
experimentos referidos ndo foram avaliados os efeitos sistémicos da utilizagéo
do LED. Para mais, no estudo de Lobo e Pol, a aplicacdo de fototerapia foi
efetuada no ato cirargico, caracterizando diferenca na terapéutica utilizada,

assim como os objetos de estudo.
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Tabela 1: Valores de resposta maxima (Rmax, g) e para fenilefrina, acetilcolina
e nitroprussiato de sodio em anéis de aorta, com endotélio (E+) e sem
endotélio (E-) de ratos SHAM, doenca periodontal, LED e sem LED.

Grupos SHAM Doenca LED Sem LED
Periodontal
Rmax (g)
FE E+ 2,01+0,12 (8) 2,73+0,130* (11) 2,8840,19* (11) 2,76x0,17* (10)
FE E- 4,61+0,35 (6) 4,58+0,23 (8) 4,44+0,39 (9) 4,42+0,28 (8)
Rmax (%)
Ach 98,00+1,39 (6) 83,11+2,55*(7) 74,24+8,26* (5) 84,64+2,12* (6)
NPS 99,38+1,28 (9)  95,18%1,83 (7) 94,53+1,82 (6) 96,10+1,72 (6)

Fonte: O préoprio autor. Entre parénteses o0 numero de animais por
grupo.*p<0,05 vs SHAM resposta maxima.
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Figura 1. Curvas concentracao-efeito cumulativas para fenilefrina (Fenil)
obtidas em anéis de aorta com endotélio (E +) isolados de ratos SHAM (n=8),
doenca periodontal (n=11), LED (n=11) e sem LED (n=10). Os valores foram
expressos como médiatepm da contracdo em gramas. *p<0,05 vs resposta
maxima do SHAM. ANOVA de uma via, seguido do teste de Bonferroni.
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Figura 2: Curvas concentracdo-efeito cumulativas para fenilefrina (Fenil)
obtidas em anéis de aorta sem endotélio (E -) isolados de ratos SHAM (n=6),
doenca periodontal (n=8), LED (n=9) e sem LED (n=8). Os valores foram
expressos como médiatepm da contracdo em gramas. ANOVA de uma via,
seguido do teste de Bonferroni.
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Figura 3: Curvas concentracdo-efeito cumulativas para acetilcolina (ACh)
obtidas em anéis de aorta com endotélio (E +) isolados de ratos SHAM (n=6),
doenca periodontal (n=7), LED (n=5) e sem LED (n=6). Os valores foram
expressos como médiatepm da porcentagem de relaxamento. *p<0,05 vs
resposta maxima do controle. ANOVA de uma via, seguido do teste de
Bonferroni.
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Figura 4: Curvas concentracdo-efeito cumulativas para nitroprussiato de sédio
obtidas em anéis de aorta com endotélio (E+) isolados de isolados de ratos
SHAM (n=9), doencga periodontal (n=7), LED (n=6) e sem LED (n=6). Os
valores foram expressos como médiatepm da porcentagem de relaxamento.
ANOVA de uma via, seguido do teste de Bonferroni.
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5.CONCLUSAO

Com nossos resultados concluimos que a doenca periodontal, em duas
semanas, pode induzir em aorta de ratos disfuncéo endotelial. Além disso, que
tanto o tratamento convencional quanto a aplicacdo de led-terapia, associada
ao tratamento convencional, ndao foram capazes de corrigir a disfuncéo
endotelial. A ndo efetividade dos tratamentos pode estar relacionada ao tempo,
uma vez que estes foram aplicados uma unica vez no 14° dia de periodontite e

a funcéo endotelial testada dois dias apos.
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