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RESUMO

Introducido: A persisténcia de sitios com doenga periodontal apds o tratamento com
raspagem e alisamento radicular, que ¢ considerado o tratamento padrao ouro nao cirirgico na
periodontia, desencadeou a realizagdo de diversos estudos na busca de um tratamento
resolutivo para essas situacoes. Na Endodontia, a irrigagdo com seringa vem sendo associada
a irrigagdo ultrassonica passiva apresentando uma melhor limpeza e eficacia antimicrobiana.
Considerando o beneficio encontrado na area endoddntica com o uso desta técnica, buscou-se
adaptar a irrigacao ultrassonica para uso subgengival. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi
avaliar se a irrigacao subgengival com seringa (IS) e/ou a irrigagdo subgengival ultrassonica
passiva (ISUP) com soro fisioldgico (SF), hipoclorito de sodio (HS) e extrato de prépolis
(PRO) influencia na concentracdo dos mediadores inflamatérios I1-1B, IL-6 e TNF-a em

periodontite experimental induzida em ratos.

Métodos: Periodontite Experimental foi induzida pela colocacao da ligadura nos primeiros
molares inferiores de 35 ratos Wistar. Apds 14 dias, as ligaduras foram removidas, e os
animais submetidos a raspagem, seguido por IS na hemi-mandibula esquerda e ISUP na
direira, com as SF 0,9%, HS 0,1% e PRO 11%. Os animais foram sacrificados 2 dias apds o
tratamento e submetidos a analise ELISA para avaliagdao dos niveis das citocinas IL-1p3, IL-6 e
TNF-a. Os dados foram avaliados pelo programa estatistico IBM SPSS Statistics 20 (2011) e
o nivel de significancia (a) utilizado foi de 5%, ou seja, foi considerado significativo quando

p < 0,05.

Resultados: A IL-1B aumentou de forma estatisticamente significante no grupo raspagem
(p=0,015) e reduziu no grupo de IS com HS (p=0,016). A IL-6 reduziu nos grupos de IS com
SF, HS e PRO em relagdo ao grupo raspagem (p=0,007) e aumentou de forma
estatisticamente significante no grupo ISUP em relacdo a IS (p=0,033). O TNF-a e as

solucdes irrigantes nao apresentaram diferenca estatistica entre os grupos.

Conclusido: As técnicas de irrigagdo com seringa associadas a raspagem apresentaram uma
redu¢do da concentragdo das citocinas inflamatorias quando comparadas ao tratamento

somente de raspagem.

Palavras-chave: Irrigagdo terapéutica. Doencas Periodontais. Terapia por ultrassom. Modelos

animais de doengas.



ABSTRACT

Background: The persistence of sites with periodontal disease after treatment with scaling
and root planing, which is considered the standard nonsurgical gold treatment in periodontics,
triggered the series of studies in the search for an operative treatment for these situations. In
Endodontics, irrigation with syringe has been associated with passive ultrasonic irrigation
presenting thorough cleaning and antimicrobial efficacy. Whereas the benefit found in
endodontic area with the use of this technique, we sought to adapt the ultrasonic irrigation for
subgingival use. Thus, the aim of this study was to evaluate the subgingival irrigation with
syringe (IS) and / or passive ultrasonic subgingival irrigation (ISUP) with saline (SF), sodium
hypochlorite (HS) and propolis extract (PRO) influences the concentration of the

inflammatory mediators IL-1p, IL-6 and TNF-a-induced periodontitis in an experimental rat.

Methods: Experimental periodontitis was induced by placement of the bandage in the first
molars of 35 Wistar rats. After 14 days, the bandages were removed, and the animals
previously scaled, followed by IS in the left hemi-mandible and ISUP in direira, with SF
0.9%, 0.1% and HS PRO 11%. The animals were sacrificed 2 days after treatment and
subjected to ELISA to evaluate the levels of cytokines IL-1p, IL-6 and TNF-a. The data were
analyzed by the statistical program SPSS Statistics 20 (2011) and the significance level (o)

was 5%, that is, were considered significant when p <0.05.

Results: The IL-1p increased in a statistically significant way in scraping group (p = 0.015)
and reduced the IS group with HS (p = 0.016). The IL-6 reduced the IS groups with SF, HS
and PRO compared to scraping group (p = 0.007) and increased in a statistically significant
way in ISUP group in relation to IS (p = 0.033). TNF-a and irrigating solutions showed no

statistical difference between the groups.

Conclusion: The irrigation techniques associated with syringe scraping showed a reduction of

the concentration of inflammatory cytokines as compared to treatment only scraping.

Keywords: Periodontal Diseases; Therapeutic Irrigation; Ultrasonic Therapy; Experimental

Animal Model.



1. INTRODUCAO

A doenca periodontal (DP) ¢ uma alteragdo cronica inflamatoria e infecciosa da
gengiva e dos tecidos de suporte dos dentes.! O biofilme microbiano, composto
principalmente por bactérias colonizadoras da superficie dentaria, ¢ o agente etioldgico
primério da DP.2 A gengivite consiste em altera¢des teciduais confinadas a gengiva e sdo
reversiveis com a remog¢dao do biofilme e melhora da higiene oral. Na periodontite, a
inflamacao se estende mais profundamente aos tecidos conjuntivos subjacentes resultando em
destruicao dos ligamentos periodontais e reabsor¢ao 0ssea. A progressao da doenca ¢ lenta,
caracterizada pela formacdo de bolsa periodontal detectada na profundidade de sondagem,
porém, grande parte da destruigdo dos tecidos ¢é irreversivel.> A persisténcia do biofilme
microbiano e a intima proximidade com os tecidos periodontais, induz um estimulo antigénico
constante, o qual, por sua vez, influencia na resposta imunoldgica do hospedeiro.?> Assim, a
interacdo entre os patdgenos periodontais e a resposta imune inflamatéria do hospedeiro €
responsavel pela destruicao do tecido conjuntivo, perda de inser¢do periodontal e reabsorcao

do osso alveolar.*

A resposta inflamatoria e imunoldgica do hospedeiro envolve a participacao de
diversos tipos celulares, residentes € migrantes, os quais produzem grande quantidade de
mediadores, como as enzimas e citocinas.? A interagdo entre a periodontite e esses mediadores
tem sido demonstrada, uma vez que altas concentracdes destas substancias tém sido
associadas a periodos de destruicdo ativa do periodonto e, apds o tratamento periodontal,
retornam a normalidade com consequente resolu¢do da inflamagdo gengival.’® Alguns
mediadores imunoldgicos e inflamatorios derivados da destruicdo periodontal sao
identificados no fluido do sulco gengival,*® ¢ as mudangas na composi¢do desses

biomarcadores podem ter uma significincia diagndstica e terapéutica.®

No processo da doenga periodontal, dentre os mediadores inflamatérios envolvidos
principalmente na atividade de reabsor¢do Ossea, destacam-se as citocinas do tipo interleucina
1B (IL-1B), interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a).%’A IL-1B € 0 TNF-a
estimulam a reabsor¢do Ossea diretamente por induzir a proliferacio de progenitores de
osteoclastos, e indiretamente por estimular a atividade dos osteoclastos maduros. O bloqueio
de tais mediadores contribui positivamente para a inibi¢do de aproximadamente 80% do
recrutamento de células inflamatérias e reducdo de 60% da perda dOssea que ocorre na

periodontite.® A IL-1p representa a mais potente citocina indutora de reabsorgdo Ossea, sendo



10

definida como o componente coordenador dos fatores ativadores de osteoclastos. O TNF-a
além de exercer seu papel na reabsor¢do Ossea também auxilia os leucocitos em sua

capacidade de adesdo as células endoteliais e aumenta a sua capacidade de fagocitose.’

Além das citocinas IL-1B e TNF-a, a IL-6 tem sido apontada como relevante na
regulagio da reabsor¢do mediada pelas citocinas®. E uma citocina importante envolvida na
regulagio da resposta do hospeiro a infeccdo e lesio de tecidos. E produzida por uma
variedade de células como monocitos, fibroblastos, osteoblastos e células endoteliais
vasculares.’ Apesar de ser encontrada nos tecidos gengivais sadios!® a IL-6 mostra-se mais
acentuada em sitios de inflamag¢do periodontal, intimamente associada a atividade da doenga.”
Dessa forma, as citocinas podem ser consideradas importantes na participacdo da
fisiopatologia  das  periodontites  desencadeando e  perpetuando  mediadores

imunoinflamatoérios.®

O tratamento nao cirargico da doenca periodontal inclui a remo¢do mecanica de
fatores retentivos de biofilme supra e subgengival utilizando instrumentos manuais ou
ultrassonicos.!" Esse debridamento é a base para o tratamento de todas as doencgas
periodontais inflamatorias e continua sendo o procedimento padrao ouro inicial da terapia nao
cirtirgica ou cirtrgica.'> No entanto, a terapia mecanica raspagem ¢ alisamento radicular
(RAR) pode ndo eliminar as bactérias patogénicas que estdo alojadas no tecido mole ou em
areas inacessiveis para os instrumentos periodontais, como areas de bifurcacdo e
concavidades radiculares.!> A administracdo antimicrobiana sistémica tem sido util no
tratamento da periodontite,'* e ha evidéncias suportam o seu uso's, porém, por envolver uma
dose relativamente alta por um periodo prolongado para poder obter as concentracdes
inibitérias necessarias no fluido sulcular, seu uso tem aumentado a chance de
desenvolvimento de resisténcia bacteriana, dos efeitos adversos e de alteracdo da microbiota

comensal.!*

O uso concomitante da irrigagdo subgengival com um agente antimicrobiano tém sido
proposto juntamente com a instrumentagdo mecédnica para melhorar o efeito da terapia
periodontal'®!” ¢ minimizar a necessidade de tratamento cirargico de bolsas. Essa terapia
antimicrobiana local tem a vantagem de proporcionar uma concentragdo eficaz do farmaco no
local da infec¢do com baixo risco de resisténcia bacteriana.'® No entanto, pode causar
sensibilidade e irritagdo tecidual local.'* O uso clinico de antibidticos e outros agentes

antimicrobianos na irrigacdo subgengival com seringa (IS), como coadjuvantes para o
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tratamento da periodontite, tem sido extensivamente investigado!'>!7!18:19

e algumas
desvantagens, como ser rapidamente eliminado quando usado subgengivalmente, tém sido
encontradas.?’ Southard et al., (1989)?' mostram um efeito sinérgico da IS com a RAR,
porém a melhoria geralmente ¢ minima. Dessa forma, ndo ha evidéncia suficiente para indicar
que a irrigacdo subgengival deve ser usada como um procedimento complementar para
aumentar os efeitos da RAR.?°

Na endodontia, a irrigagdo ¢é parte essencial do tratamento?? e varios esforgos foram
feitos para desenvolver sistemas mais eficientes para aplicar e agitar as solugdes irrigantes no
sistema de canal radicular. O ultra-som ¢ uma onda de vibragdao ou onda actstica da mesma
natureza que o som, mas com uma frequéncia maior do que € perceptivel ao ouvido humano.
Dois tipos de irrigacdo ultrassonica sao descritos na literatura: um onde a irrigacdo ¢

combinada com instrumentagdo ultrassOnica simultinea, e outro sem instrumentagao

simultdnea, chamada de Irrigag¢do Ultrassonica Passiva (IUP).?

Durante a IUP a energia ¢ transmitida de uma pequena e fina lima oscilante para o
irrigante por meio de ondas ultrassonicas que induzem dois fendmenos fisicos: o microfluxo
acustico e a cavitagdo acustica da solucdo irrigante. O microfluxo acustico pode ser definida
como um movimento rapido do fluido em forma circular ou de redemoinho em volta da lima
de vibracdo. A cavitagdo acustica ¢ definida como a cria¢ao de bolhas de vapor pela expansao,
contracdo e/ou distor¢do de bolhas pré-existentes no liquido.?* Dados de estudos in vitro

mostraram que a IUP resultou em maior redugdo do numero de bactérias®>26

€ maior remogao
de detritos de canais achatados do que a técnica manual.?’ Caver et al., (2007)?® em estudo in
vivo encontrou que o uso da irrigagdo ultrassonica apos a instrumentacdo manual ou rotatéria
reduziu de forma significante as unidades de colonia nos canais de molares. Essa reducao
pode ser explicada devido a cavitagdo acustica produzida que desaglomera o biofilme
bacteriano tornando a bactéria individualizada mais suscetivel causando um enfraquecimento
temporario da membrana celular tornando-a mais permeavel a acao do hipoclorito de sodio

(NaOCl). A efetividade entdo resulta da alta poténcia do ultrassom em combinag¢do com a

atividade biocida do NaOCI.2®

Na periodontia, estudos tém apontado para aplicagdo do NaOCl como irrigante
subgengival.?%3%3! A medicagdo propolis também tem mostrado resultado promissor quando
utilizada coadjuvante na RAR.'"® Um estudo comparou o efeito da IS com o efeito da irrigacdo

subgengival ultrassonica passiva (ISUP) com diferentes solucdes irrigadoras (soro fisioldgico
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0,9%, hipoclorito de sodio 0,1% e 0,5%, clorexidina 0,2% e extrato de prépolis 11%) em
periodontite induzida experimentalmente em ratos e encontrou que a ISUP correspondeu a
uma maior area de neoformagao dssea € menor extensdo de migracao epitelial. Nao houve
diferenca significante entre as solugdes utilizadas.’® Dessa forma, o objetivo deste estudo ¢
avaliar se a IS e/ou a ISUP com soro fisiologico 0,9%, NaOCl 0,1% e propolis 11% influencia
na concentracdo dos mediadores inflamatorios I1-1B, IL-6 e TNF-a em periodontite

experimental induzida em ratos.
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RESUMO

Introducio: A persisténcia de sitios com doenga periodontal apos raspagem e alisamento
radicular desencadeou a realizacdo de estudos buscando um tratamento complementar.
Considerando a melhor eficacia da irrigagdo ultrassonica na endodontia, buscou-se adaptar
essa técnica na periodontia. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar se a irrigagao
subgengival com seringa (IS) e/ou a irrigacdo subgengival ultrassonica passiva (ISUP) com
soro fisiologico (SF), hipoclorito de sédio (HS) e extrato de préopolis (PRO) influencia na

concentragdo de II-1B, IL-6 e TNF-a em periodontite experimental induzida em ratos.

Métodos: Periodontite Experimental foi induzida com ligadura nos primeiros molares
inferiores de 35 ratos Wistar. Apos 14 dias, as ligaduras foram removidas, € os animais
submetidos a raspagem, seguido por IS no lado esquerdo e ISUP no direito, com SF 0,9%, HS
0,1% e PRO 11%. Os animais foram sacrificados 2 dias apds o tratamento e submetidos a
analise ELISA para avaliacao dos niveis das citocinas IL-1B3, IL-6 ¢ TNF-a. Os dados foram

submetidos a analise estatistica com nivel de significancia (o)) de 5%.

Resultados: A IL-1B aumentou de forma estatisticamente significante no grupo raspagem
(p=0,015) e reduziu no grupo de IS com HS (p=0,016). A IL-6 reduziu nos grupos de IS com
SF, HS e PRO em relagdo ao grupo raspagem (p=0,007) e aumentou de forma
estatisticamente significante no grupo ISUP em relacdao a IS (p=0,033). O TNF-a e as

solucdes irrigantes nao apresentaram diferenca estatistica entre os grupos.

Conclusio: As técnicas de irrigagdo com seringa associadas a raspagem apresentaram uma
redu¢do da concentragdo das citocinas inflamatorias quando comparadas ao tratamento

somente de raspagem.

Palavras-chave: Irrigagdo terapéutica. Doencas Periodontais. Terapia por ultrassom. Modelos

animais de doengas.
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ABSTRACT

Background: The persistence of sites with periodontal disease after scaling and root planing
triggered the realization of studies seeking further treatment. Considering the better efficacy
of ultrasonic irrigation in endodontics, we attempted to adapt this technique in periodontics.
Thus, the aim of this study was to evaluate the subgingival irrigation with syringe (IS) and / or
passive ultrasonic subgingival irrigation (ISUP) with saline (SF), sodium hypochlorite (HS)
and propolis extract (PRO) influences the concentration of IL-1f, IL-6 and TNF-a-induced

periodontitis in an experimental rat.

Methods: Experimental periodontitis was induced by ligation in the first molars of 35 Wistar
rats. After 14 days, the bandages were removed, and the animals previously scaled, followed
by IS on the left and on the right ISUP, with SF 0.9%, 0.1% and HS PRO 11%. The animals
were sacrificed 2 days after treatment and subjected to ELISA to evaluate the levels of
cytokines IL-1pB, IL-6 and TNF-a. Data were analyzed statistically with a significance level
(o) of 5%.

Results: The IL-1p increased in a statistically significant way in scraping group (p = 0.015)
and reduced the IS group with HS (p = 0.016). The IL-6 reduced the IS groups with SF, HS
and PRO compared to scraping group (p = 0.007) and increased in a statistically significant
way in ISUP group in relation to IS (p = 0.033). TNF-a and irrigating solutions showed no

statistical difference between the groups.

Conclusion: The irrigation techniques associated with syringe scraping showed a reduction of

the concentration of inflammatory cytokines as compared to treatment only scraping.

Keywords: Periodontal Diseases; Therapeutic Irrigation; Ultrasonic Therapy; Experimental

Animal Model.
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INTRODUCAO

A resposta inflamatoria e imunoldgica do hospedeiro envolve a participacao de
diversos tipos celulares, residentes € migrantes, os quais produzem grande quantidade de
mediadores, como as enzimas e citocinas.! No processo da doenga periodontal destacam-se as
citocinas do tipo interleucina 1P (IL-1p), interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a).>* A IL-1p ¢ o TNF-a estimulam a reabsor¢do Ossea diretamente por induzir a
proliferacdo de progenitores de osteoclastos, e indiretamente por estimular a atividade dos
osteoclastos maduros.* A IL-6 ¢ produzida por uma variedade de células como mondcitos,
fibroblastos, osteoblastos e células endoteliais vasculares.” E uma citocina que estimula a
producao de proteinas da fase aguda da inflamagdo. Apesar de ser encontrada nos tecidos
gengivais sadios®, a IL-6 mostra-se mais acentuada em sitios de inflamag¢do periodontal,

intimamente associada a atividade da doenca.?

O tratamento nao cirargico da doenca periodontal inclui a remo¢do mecanica de
fatores retentivos de biofilme supra e subgengival utilizando instrumentos manuais ou
ultrassénicos.” No entanto, a terapia mecanica de raspagem e alisamento radicular (RAR)
pode ndo eliminar as bactérias patogénicas que estdo alojadas no tecido mole ou em dareas
inacessiveis para os instrumentos periodontais, como areas de bifurcacdo e concavidades
radiculares.® O uso clinico de antibidticos e outros agentes antimicrobianos na irrigacdo
subgengival com seringa (IS), como coadjuvantes para o tratamento da periodontite, tem sido

extensivamente investigado®%10:1!

e algumas desvantagens, como ser rapidamente eliminado
quando usado subgengivalmente tém sido encontradas.'? Southard et al., (1989)'3 mostram
um efeito sinérgico da IS com a RAR, porém a melhoria geralmente ¢ minima. Dessa forma,
nao ha evidéncia suficiente para indicar que a irrigagcdo subgengival deve ser usada como um

procedimento complementar para aumentar os efeitos da RAR.!?

Na endodontia, a irrigacdo ¢ parte essencial do tratamento.'* Dois tipos de irrigagdo
ultrassonica sdo descritos na literatura: um onde a irrigagdo ¢ combinada com instrumentagao
ultrassonica simultanea, e outro sem instrumentagdo simultinea, chamada de Irrigacao
Ultrassonica Passiva (IUP).'> Dados de estudos in vitro mostraram que a IUP resultou em

maior redu¢io do niimero de bactérias'®!’

¢ maior remocao de detritos de canais achatados do
que a técnica manual.'® Caver et al., (2007)' em estudo in vivo encontrou que o acréscimo da

irrigacao ultrassonica apds a instrumentagdo manual ou rotatoria reduziu de forma significante
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as unidades formadoras de coldnia nos canais de molares. Essa redugdo pode ser explicada
devido ao fendmeno de cavita¢do acustica produzida pela onda ultrassonica que desaglomera
o biofilme bacteriano tornando a bactéria individualizada mais sucetivel e causa um
enfraquecimento temporario da membrana celular tornando-a mais permeavel a acdo do
hipoclorito de sodio (NaOCl). A efetividade entdo resulta da alta poténcia do ultrassom em

combinag¢io com a atividade biocida do NaOCl."

Na periodontia, estudos tém apontado para aplicagdo do NaOCl como irrigante
subgengival.2?122 O extrato de propolis também tem mostrado resultado promissor quando
utilizada coadjuvante na RAR.'® Um estudo comparou o efeito da IS com o efeito da irrigacdo
subgengival ultrassonica passiva (ISUP) com diferentes solucdes irrigadoras (soro fisioldgico
0,9%, hipoclorito de sodio 0,1% e 0,5%, clorexidina 0,2% e extrato de prépolis 11%) em
periodontite induzida experimentalmente em ratos e encontrou que a ISUP correspondeu a
uma maior area de neoformagao dssea € menor extensdo de migracao epitelial. Nao houve
diferenca significante entre as solugdes utilizadas.?! Dessa forma, o objetivo deste estudo ¢
avaliar se a IS e/ou a ISUP com soro fisiologico 0,9%, NaOCl 0,1% e propolis 11% influencia
na concentracdo dos mediadores inflamatorios I1-1B, IL-6 e TNF-a em periodontite

experimental induzida em ratos.
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MATERIAL E METODOS

Consideracoes éticas:
A Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Maranhio

aprovou esta pesquisa pelo protocolo de nimero 23115.015274/2013-34.

Amostra e delineamento experimental:

Considerando a auséncia de uma avaliagao clinica sobre a ISUP, uma amostra total de
35 ratos (7 por grupo) foi calculada (software G * Power 3.1) usando o teste ANOVA com
parametros definidos pelo tamanho do efeito = 0,40 (tamanho médio), erro a = 0,05 ¢ B =
0,95.

Foi realizado um estudo controlado, randomizado e cego, utilizando-se um modelo de
boca dividida. Um total de 35 ratos Wistar (machos, 200g de peso) foram aleatoriamente
distribuidos entre os grupos abaixo. As hemi-mandibulas nas quais se realizou cada
procedimento foram escolhidas por sorteio.

*  Grupo Controle (CO) — 7 animais: ligadura no primeiro molar inferior direito por 14

dias. O lado esquerdo foi usado como controle negativo.

* Grupo Raspagem (RA) — 7 animais: ligadura no primeiro molar inferior direito e
esquerdo por 14 dias. Remogao da ligadura no 14° dia nos dois lados, seguida de
raspagem apenas do lado direito.

*  Grupo Soro Fisiolégico (SF) — 7 animais: ligadura nos primeiros molares inferiores
direito e esquerdo por 14 dias. Remocao das ligaduras no 14° dia, seguida de raspagem
em ambos os lados; IS com solu¢do salina a 0,9% no lado esquerdo; e ISUP, com a
mesma solugdo, no lado direito.

* Grupo Hipoclorito de Sodio (HS) — 7 animais: mesmos procedimentos do grupo
anterior, utilizando solucao de hipoclorito de sddio a 0,1%.

*  Grupo Prépolis (PRO) — 7 animais: mesmos procedimentos do grupo anterior,

utilizando solugdo de extrato de propolis a 11% (Propomax, Apis Flora, Brasil).

Inducio da Doenca Periodontal:
A DP foi induzida pelo acimulo de biofilme bacteriano através da técnica da ligadura*
nos primeiros molares inferiores. A colocagdo da ligadura foi realizada sob anestesia geral,

através de injecao intraperitoneal com associacdo de cloridrato de cetamina a 10% (Cetamin,
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Syntec, Brasil) e cloridrato de xilazina a 2% (Xilazin, Syntec, Brasil). Apos anestesia, os ratos
foram posicionados numa mesa operatoria com abertura da cavidade bucal mantida por
argolas de aco adaptadas nesta mesa. Depois do correto posicionameno do animal, foi
realizado um afastamento dental temporario com auxilio de uma sonda exploradora niimero 5.
Um fio de algoddo de cor preta n° 24 (Corrente, Brasil) foi introduzido no espago
interproximal entre o primeiro e segundo molar inferior, € mantido no sulco gengival ao redor
do primeiro molar, na posi¢cao mais cervical possivel, por 2 nos na face vestibular. A ligadura

permaneceu por 14 dias nos diferentes grupos.

Procedimentos Terapéuticos:

Apos a remogao da ligadura, os animais do grupo RA foram submetidos a raspagem e
alisamento radicular com cureta manual Gracey Mini-Five 5/6 (Hu-Friedy, Estados Unidos)
estéril e previamente afiada, através de movimentos de tracdo no sentido disto-mesial nas
faces vestibular e lingual?, repetidos por 5 vezes. Os animais dos grupos SF, HS ¢ PRO
foram submetidos a raspagem, seguidos de IS no lado esquerdo e ISUP no lado direito, com a
respectiva solucdo. A IS foi realizada utilizando-se seringa com ponta gauge 30 (Ultradent,
Estados Unidos. Figura [A), em 6 sitios diferentes (vestibular, mesio-vestibular, disto-
vestibular, lingual, mesio-lingual e disto-lingual), com 0,1 mL da solugdo irrigante, por 3
vezes em cada sitio (Figura IB).

A técnica da ISUP foi desenvolvida com base na técnica da IUP para canais radiculares®*
e adaptada para uso em bolsas periodontais?'. Em cada um dos 6 sitios descritos anteriomente,
a bolsa periodontal foi preenchida com 0,1 mL da solu¢do irrigante; uma ponta ultrassonica
nao cortante (Irrisafe, Satelec, Franga. Figura IC) de 0,15 mm de diametro e comprimento da
ponta ativa adaptado em 5 mm foi introduzida até a por¢ao mais apical da bolsa (Figura ID) e
ativada por 2 segundos em baixa frequéncia (30 MHz). Esse procedimento foi repetido por 3
vezes em cada sitio, com renovacao do irrigante a cada repeticao.

Os animais do grupo CO foram sacrificados ap6ds a remogao das ligaduras e os dos demais
grupos 2 dias apOs a terapia periodontal®’, através de superdose anestésica. As amostra de
gengiva foram armazenadas em solucdo RPMI, condicionada a 7°C por 48 horas, sendo em

seguida armazenada a -10°C.?°

ELISA:
Quantificacao das citocinas IL-6 e TNF- a utilizando a técnica de ELISA
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As placas foram sensibilizadas overnight com 100ul de anticorpo de captura conforme
especificado pelo fabricante®. Os pogos foram aspirados e lavados 5 vezes com 300ul com
solucdo tampao. Apds a ultima lavagem a placa foi invertida e comprimida em papel
absorvente para remover qualquer tampao residual. Posteriormente 200ul de diluente da
amostra foram colocadas nos pogos e a placa incubada a temperatura ambiente por 1 hora. Em
seguida foi realizada a lavagem e aspiragdo como descrito anteriormente. As amostras foram
diluidas em padrao indicado para o ensaio. Foram pipetadas 100ml da amostra padrao e
colocados nos pogos apropriados. A placa foi entdo selada e incubada em temperatura
ambiente por 2 horas. Novamente foram realizadas 5 lavagens e foi adicionado 100ul de
anticorpo de deteccdo diluido em cada pogo e a placa foi selada e incubada por 30 minutos em
temperatura ambiente. As lavagens e aspiracdes foram realizadas novamente por 7 vezes.
Adicionou-se 100ul de solugdo de substrato TMB (3,3°,5,5’-Tetramethylbenzidine) em cada
poco ¢ a placa foi incubada sem ser selada por 30min em temperatura ambiente no escuro.
Finalmente foi adicionado 50 ml de solucdo de parada em cada pogo. A leitura foi feita a

450nm dentro de 30 minutos com uma corre¢ao de 570nm.

Quantificacao da citocina IL-1p utilizando a técnica de ELISA

Foi adicionado 50 uL de diluente de amostra em cada pogo de acordo com as
especificagdes do fabricante’. Em seguida foi acrescido 50 uL de amostras em duplicada para
cada pogo. A placa foi selada e incubada a temperatura ambiente (20-25 © C) durante 2 horas.
Em seguida foi realizada a lavagem da placa por cinco vezes. Apds esta lavagem foi
adicionado 100 uL de reagente de anticorpo a cada pogo. A placa foi selada e incubada a
temperatura ambiente durante 30 minutos seguida de lavagem por cinco vezes como antes.
Posteriormente foi adicionado 100 ul de solucdao de estreptavidina-HRP a cada pogo
preparado. E a placa foi novamente selada e incubada a temperatura ambiente durante 30
minutos e lavada novamente por 5 vezes. Adicionou-se 100 uL de substrato TMB (3,3°,5,5’-
Tetramethylbenzidine) a cada pogo. A placa foi colocada no escuro a temperatura ambiente

por 30 minutos e em seguida adicionou-se 100 uL de solucdo de parada para interromper a

5 BD OptEIA™/ BD Biosciences/San Diego- USA
" Thermo Scientific/Pierce Biotechnology/Rockford-USA
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reacdo. A absorvancia foi medida num leitor de placas a 450 nm menos 550 nm e os

resultados foram calculados.

Analise estatistica:

Os dados foram avaliados pelo programa estatistico IBM SPSS Statistics 20 (2011).
Inicialmente foi feito o teste de normalidade de Shapiro Wilk das varidveis numéricas (IL-1p,
IL-6 e TNF-a). Como todos os grupos da IL-1p e IL-6 apresentaram distribuicdo normal na
comparagdo dos 2 grupos (com ou sem doenga periodontal induzida por ligadura) e depois
com ou sem raspagem eles foram avaliados pelo teste paramétrico t de student pareado e,
como a citocina TNF-a nao apresentou normalidade, foi avaliada pelo teste ndo paramétrico
de Wilcoxon. Para a comparagdo entre os 5 grupos (CO, RA, HS e PRO) como as trés
variaveis (IL-1PB, IL-6 e TNF-a) ndo apresentaram normalidade entdo foram avaliados pelo
teste nao paramétrico de Friedman. Em todos os testes o nivel de significancia (o) utilizado

foi de 5%, ou seja, foi considerado significativo quando p < 0,05.



22

RESULTADOS

No grupo controle foram comparados os valores das citocinas em ambos 0s primeiros
molares inferiores com e sem doenga periodontal e ndo foi observado diferenga entre os
grupos (Figura 2-A).

O grupo RA mostrou um aumento estatisticamente significante da citocina IL-6
quando comparado ao grupo que teve a indugdo da DP mas ndo foi realizado a raspagem
(Figura 2-B; p=0,000).

A IL-1p aumentou de forma estatisticamente significante no grupo raspagem em
relagdo ao controle (Figura 3; p=0,015) e reduziu no grupo de IS com HS (Figura 3; p=0,016)
em relag@o ao grupo raspagem.

A IL-6 reduziu nos grupos de IS com SF, HS e PRO em relagdo ao grupo raspagem
(Figura 4; p=0,007) e aumentou de forma estatisticamente significante no grupo ISUP em
relagdo a IS (Figura 6; p=0,033).

A TNF-a ndo apresentou diferenga estatistica entre os grupos (Figura 5).

Nao foi observado diferenca estatisticamente significante entre as solug¢des utilizadas

(p>0,05).
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DISCUSSAO

As técnicas de irrigacdo subgengival associadas a raspagem apresentaram uma
tendéncia de redugdo na concentracdo das citocinas inflamatérias quando comparadas ao
tratamento somente de raspagem.

O modelo de ligadura para inducdo de periodontite experimental tem sido efetivo
conforme observado na literatura.®,>! No presente estudo nio foram observadas diferencas
significativas na concentracdo das citocinas avaliadas entre os grupos com e sem doenca
periodontal e um alto desvio padrao foi observado. Antes de ser realizada as técnicas de
irrigacao, todos os dentes foram submetidos a raspagem visto que isso afeta a composigao da
microbiota subgengival e é considerado fundamental na terapia periodontal.?’-?® Portanto, a
comparagdo entre os protocolos de irrigagdo com as diferentes solucdes foi realizada apos

estabelecer um grupo padrdo ouro com raspagem.?’

O grupo RA aumentou de forma estatisticamente significante a IL-1p em relagdo ao
grupo CO e também mostrou um aumento estatisticamente significante da citocina IL-6
quando comparado ao grupo com doenca e sem raspagem. Estudos relatam uma exarcerbagao
da inflamagao apds a raspagem e alisamento radicular, s6 observando reducao inflamatoria 10
dias ap0s o tratamento.’? Echeverria et al., (1983)3! observaram um aumento estatisticamente
significante na profundidade de sondagem imediatamente apds raspagem e alisamento
radicular havendo redugdo desta 4 semanas apos o tratamento. O aumento da concentracao de
IL-6 apds a raspagem também foi observada em alguns estudos. Oliveira et al., (2012)*?
encontraram aumento no nivel da IL-6 nas amostra de fluido gengival seis meses apos a
terapia periodontal. Ide et al., (2004)*3 examinaram amostras de sangue 30, 60 ¢ 120 minutos
ap6és o tratamento da doenga periodontal com instrumentos manuais e ultrassonicos para
raspagem e encontraram um aumento estatisticamente significante do nivel de IL-6 nos 60
minutos apos o inicio do tratamento e maior aumento ainda apds 120 minutos. Guillot et al.,
(1995)3 relataram que a IL-6 no fluido gengival foi significativamente maior em locais que
responderam a terapia do que em sitios que nao responderam. Estudos na busca de examinar
as concentracdes e quantidades totais de citocinas pré-inflamatérias mostraram que a
concentragdo de IL-1p aumentou gradualmente, apds a terapia periodontal e significantemente
apds 6 semanas.’ Da mesma forma que amostras de sangue antes, 1, 7 e 30 dias ap0s a terapia

periodontal mostraram um aumento significativo nas concentragdes séricas de TNF-a apos 24
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horas e um aumento, embora ndo significativo, da IL-1P, havendo normalizacdo dessas
citocinas uma semana e um més apOs a terapia.>>

A IL-6 é uma citocina que apresenta multiplas fungdes, como participagdo na
diferenciagdo de células B, proliferagdo das células T, estimulacdo da hematopoiese e
aceleracio da reabsor¢do 6ssea.3® E uma citocina que tem sido tradicionalmente considerada
como um mediador pro-inflamatorio uma vez que € induzida por IL-1 e TNF-a no inicio da
reacdo inflamatéria. No entanto, ha evidéncias de que as propriedades anti-inflamatdrias da
IL-6 predominam nas resposta inflamatorias mostrando que essa citocina também pode atuar
como um potente anti-inflamatorio.® Esta citocina age de forma sinérgica com a IL-1B,
induzindo a reabsor¢dao Ossea. No entanto, tem sido relatado que a IL-6 pode aumentar a
producao de uma série de inibidores da matriz metaloproteinase, a supressao da manifestacao
da IL-1, ao mesmo tempo que pode induzir a sintese de receptor antagonista da IL-1 (IL-1Ra)
e a liberagdo de receptor TNF sugerindo uma propriedade anti-inflamatoria.’

A IL-1B ¢ a primeira ativadora da quimiotaxia de outras citocinas, bem como da
atividade de adesdo de moléculas que facilitam a migracdo dos leucocitos dentro dos
tecidos.>® A concentragio de IL-1B em pacientes com periodontite cronica avancada ¢
significantemente mais alta do que em pacientes sem a doen¢a.’” Em pacientes com
periodontite agressiva, o aumento dos niveis de IL-1p foi relatado no fluido do sulco gengival
e no tecido periodontal. As quantidades de IL-1B foram estreitamente associado com a
gravidade da doenga periodontal.*> O aumento da concentra¢io de IL-1B apds a terapia
periodontal pode ser resultado de uma redugdo do volume do fluido gengival apds a terapia
bem sucedida e tem sido sugerido que o volume total de citocinas no fluido gengival pode ser
mais representativo do estado da doenca do que a concentragio.®

No presente estudo o aumento da concentragao da IL-1p e IL-6 apds a terapia de
raspagem pode estar associada ao trauma resultante da raspagem subgengival®’ e as técnicas
de irrigacdo poderiam corroborar para redugdo deste mediador inflamatério. A propriedade
anti-inflamatdria da IL-6 justificaria seu aumento imediatamente apds a terapia periodontal
realizada considerando o aumento da inflamagdo pds-tratamento 3°. No entanto, esse aumento
inicial ndo ¢ definitivo, considerando a diminui¢do da inflamagdo apos essa fase.’*3! Neste
estudo a coleta tecidual foi realizada 2 dias apds a realizacdo do tratamento periodontal para
avaliar as fases iniciais da cicatrizagdo, considerando que os niveis elevados das citocinas

estdo relacionados a sitios predominantemente ativos e fases iniciais pos-terapia.?’
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Os grupos com IS independente da solucdo irrigante utilizada mostraram uma reducao
significativa da concentracdao da citocina IL-6 quando comparados ao grupo RA e grupo IS
com HS reduziu de forma estatisticamente significante a concentra¢ao de IL-1B em relagao ao
grupo RA, indicando que associar a raspagem com a IS resulta em menor concentragdo dessas
citocinas inflamatérias. No entanto, os grupos com IS ndo foram estatisticamente diferentes
do grupo controle. A comparacdo entre as técnicas IS e ISUP mostrou uma diferenca
estatisticamente significante na citocina IL-6, onde o grupo com IS apresentou menor
concentracdo dessa citocina. Mesmo sem diferenga estatisticamente significante, os grupos
com ISUP apresentaram uma tendéncia de menor concentracao de citocina IL-6 que o grupo
controle. Considerando que a IS ndo reflete em beneficios clinicos para o tratamento da
doenca periodontal '22%4% ¢ que a irrigagdo com seringa na endodontia estd sendo associada a
IUP por apresentar melhoras significantes na remogao de bactérias e detritos dentro dos canais
radiculares'®!%#! foi realizado uma pesquisa avaliando suporte 0sseo ¢ migragdo epitelial apos
o uso de ISUP e IS em periodontite induzida experimentalmente em ratos. Na andlise
histométrica que os grupos tratados com ISUP apresentaram uma média significativamente
maior de suporte 6sseo € menor de migracao epitelial comparado ao grupo tratado com IS e
ndo houve diferenca entre as solugdes irrigadoras.?!

O sucesso da terapia periodontal depende em grande parte da eliminagdao do biofilme,
contudo a resposta do hospedeiro também ¢ de fundamental importancia no processo
inflamatorio e destrui¢do tecidual.*® Técnicas que possam colaborar na terapia periodontal sdo
desejadas. Este estudo em animal buscou avaliar a técnica de IUP ja usada na Endodontia
como coadjuvante ao tratamento periodontal ndo cirurgico. Embora a técnica de ISUP ndo
tenha apresentado diferengas significantes na reducao da concentracao das citocinas, houve
uma tendéncia a reducao dos valores em relacdo a raspagem assim como os grupos tratados
com IS.

Apesar deste modelo atual fornecer uma resposta tecidual similar ao ser humano*?,
deve-se salientar que estes resultados sao limitados ao modelo animal e ndo devem ser
extrapolados diretamente a uma situagao clinica. Os animais do grupo CO foram sacrificados
imediatamente apds a remocao da ligadura e ndo houve comparacdo entre as técnicas de
irrigacao avaliadas e a cicatrizagdo espontanea, o que pode ser considerada uma limitagao do

estudo.
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A ISUP apresenta um carater inovador na periodontia € mais pesquisas sao necessarias
para elucidar seu mecanismo de agdo, vantagens e desvantagens no processo de cicatrizagao
periodontal e estabelecer protocolos para uso em estudos clinicos randomizados. Dentro das
limitagdes do estudo, as técnicas de irrigagdo apresentadas tenderam a reduzir as citocinas

avaliadas.
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CONCLUSAO

As técnicas de irrigacao subgengival com seringa associadas a raspagem apresentaram
uma reducao da concentragdo de IL-1B, IL-6 e TNF-a quando comparadas ao tratamento
somente de raspagem e nao houve diferenca estatisticamente significante entre as solugdes

utilizadas.
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Figura 1- A) Seringa com ponta gauge 30 para IS. B) IS sendo aplicada com a seringa com
ponta gauge. C) Ponta ultrassonica de 0,15 mm de diametro. D) Ponta ativa introduzida até a

por¢ao mais apical da bolsa.

Figura 2 - A) Nao houve diferenca significante entre os grupos com e sem doenca
periodontal. B) O grupo RA mostrou um aumento estatisticamente significante de IL-6.

(p=0,000). Média (pg/mL)

Figura 3 - A IL-1p aumentou de forma estatisticamente significante no grupo raspagem em
relagdo ao controle (p=0,015) e reduziu no grupo de IS com HS (p=0,016) em relagdao ao

grupo raspagem. Média, DP (pg/mL)

Figura 4 - A IL-6 reduziu de forma estatisticamente significante nos grupos de IS com SF, HS

e PRO em relagdo ao grupo raspagem (p=0,007) Média, DP(pg/mL)

Figura 5 - TNF-a ndo apresentou diferenca estatisticamente significante entre os grupos.

Média, DP(pg/mL)

Figura 6 - A IL-6 aumentou de forma estatisticamente significante no grupo ISUP em relagdo

a 1S (p=0,033).
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FIGURAS

FIGURA 1 (A,B,C,D)
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FIGURA 2 (A,B)
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FIGURA 5
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3. CONSIDERACOES FINAIS

De forma geral houve um aumento da concentragdo de IL-1p e IL-6 apds a raspagem.
A IS teve reducao significativa na concentragdo de IL-1p e IL-6. E a ISUP mostrou uma
tendéncia a reduzir as concentragdes das citocinas de IL-1B, IL-6 e TNF-a, o que induz a
realizagcdo de mais estudos na busca de uma maior elucidag¢ao da técnica.

A irrigacdo subgengival ultrassonica passiva usada neste presente estudo apresenta
uma diferente aplicagdo da raspagem subgengival realizada com ultrassom. Enquanto a
raspagem com ultrassom promove a vibracdo da ponta no calculo dental buscando sua
ruptura, a ISUP evita o contato de corte com a superficie dental buscando ativar o irrigante e
melhorar a atuacdo deste dentro da bolsa periodontal. Na busca por procedimentos que
corroborem com a terapia periodontal de raspagem e alisamento radicular, esta técnica
poderia complementar o tratamento em pacientes com periodontite cronica avancada e

agressiva pela redu¢do da concentracdo de citocinas inflamatorias.
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Efeito da irrigacdo subgengival ultrassénica passiva sobre a contaminagdo bacteriana da
superficie radicular e citocinas pré-inflamatérias em dentes submetidos & doenca periodontal em
ratos.

Identificacdo da equipe executora:
Vanessa Camila da Silva, Erick Miranda Sousa, Claudio Vanucci Silva de Freitas, Monique Maria
Melo Mouchrek, Mariana Almeida Mello Proenga, Luc Van der sluis, Ronald Ordinola Zapata

Instituicdo onde sera realizado: UFMA

Area tematica: N&o se Multicéntrico: Nao Data de
aplica recebimento:14/10/13
Cooperagao estrangeira: Data de devolucao: 20/12/13
Il - Objetivos:
Objetivo geral:

- Avaliar os efeitos da irrigacdo subgengival ultrassénica passiva (ISUP) com solugdes
de hipoclorito de sddio a 01%, extrato de propolis sem alcool e soro fisioldgico (solugéo salina a
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Il — Sumario do projeto:
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terapia mecanica basica. Estudos recentes demonstraram que a irrigacéo subgengival
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no tratamento da doenca periodontal. O objetivo geral do projeto € avaliar os efeitos da ISUP
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Biotério central, 0 que ndo é possivel, sendo necessaria a indicagdo, no projeto, sobre o
Biotério de Experimentacdo no qual os animais serdo acondicionados e tratados. Nao ha
informagdes sobre o destino das carcagas dos animais coletados, o que seria recomendado ser
acrescentado. Outra recomendacéo é que seja anexado o CD referente ao projeto.

V - Pendéncias
N&o ha pendéncias

VI - Recomendacgdes:

- Acrescentar a versao eletronica do projeto em CD;

- Anexar um documento do Biotério da UFMA concordando em ceder os animais
necessarios para a pesquisa;

- Inserir no projeto as informagées quanto aos anestésicos e dores a serem utilizadas.

- Incluir o destino das carcacas dos animais

- Estas recomendagdes n&o inviabilizam o inicio da execugéo dos experimentos.

VIl - Parecer consubstanciado da CEUA

O projeto intitulado Efeito da irrigagédo subgengival ultrassonica passiva sobre a
contaminagao bacteriana da superficie radicular e citocinas pré-inflamatérias em dentes
submetidos a doenga periodontal foi considerado APROVADO pela CEUA/UFMA.

Sao Luis, _20_/_12_/_13_

=R
Profamm morim Silva

Presidente da CEUA / UFMA
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APENDICE B — TABELAS DE DADOS DA ANALISE ESTATISTICA

Tabela 1 — Comparag@o entre os grupos com e sem doenga periodontal induzida experimentalmente (DP).

Com ligadura Sem ligadura
Variavel n p Shapiro p Shapiro Teste p
Média DP Média DP
IL-1Pp 7 289 443 0.7069 15.7 28.6 0.6549 tparecado 0.4652
IL-6 7 2739 117.0 0.2879 283.0 107.3 0.6527 tpareado 0.4711
TNF-a 7 2.7 6.0 0.0074 0.6 1.0 0.0089 Wilcoxon 0.4652

Fonte: Autor

Tabela 2- Comparacdo entre os grupos com e sem raspagem e alisamento radicular.

Com raspagem Sem raspagem
Variavel n p Shapiro p Shapiro Teste p
Média DP Média DP

IL-1B 7 1459 43.0 0455 150.8 69.5 0447 tpareado 0.8273
IL-6 7 406.1 101.7 0.316 3404 1173 0.578 tpareado <0.0001

TNF-a 7 1.5 22 0.010 4.6 6.0 0.046 Wilcoxon 0.173

Fonte: Autor

Tabela 3 — Analise da citocina IL-1p na comparagao entre os grupos CO, RA, SF, HS e PRO com a
técnica ISUP e entre os grupos CO, RA, SF, HS e PRO com a técnica IS.

Variavel Grupos Média DP Shal;)iro Friedman Comparacio
CO 28,9 44,3 0,010 b
RA 1459 43,0 0,455 a
IL-1B SF/ISUP 45,1 69,1 0,010  0,0159 ab
HS/ISUP 76,4 94,1 0,063 ab
PRO/ISUP 274 49,2 0,009 ab
CO 28,9 44,3 0,010 ab
RA 1459 69,5 0,455 a
IL-1B SF/IS 30,8 36,8 0,051  0,0163 ab
HS/IS 26,1 35,1 0,013 b
PRO/IS 28,7 31,5 0,058 ab

Legenda: CO = controle; RA = raspagem; SF = soro fisiologico; HS = hipoclorito de sddio; PRO = propolis;

ISUP= irrigagdo subgengival ultrassonica passiva; IS = irrigacdo com seringa.

Fonte: Autor
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Tabela 4 - Analise da citocina IL-6 na comparacdo entre os grupos CO, RA, SF, HS e PRO com a técnica ISUP e
entre os grupos CO, RA, SF, HS e PRO com a técnica IS.

Variavel Grupos Média DP p Shapiro Friedman Comparacio
CcO 273.9 117.0 0.288
RA 406.1 101.7 0.316
IL-6 SF — ISUP 241.3 81.3 0.479 0.105

HS - ISUP 243.2 158.0 0.048

PRO -

ISUP 218.4 106.3 0.079

CO 273.9 117.0 0.2879 ab

RA 406.1 101.7 0.3161 a
IL-6 SF - IS 214.8 90.6 0.0236 0.007 b

HS - IS 206.4 1154 0.0588 b

PRO - IS 184.3 108.6 0.0394 b

Legenda: CO = controle; RA = raspagem; SF = soro fisiologico; HS = hipoclorito de sddio; PRO = propolis;

ISUP= irrigag@o subgengival ultrassdnica passiva; IS = irrigagdo com seringa

Fonte: Autor

Tabela 5 - Analise da citocina TNF-a na comparagao entre os grupos CO, RA, SF, HS e PRO com a

técnica ISUP e entre os grupos CO, RA, SF, HS e PRO com a técnica IS.

Variavel Grupos Média DP p Shapiro Friedman
CO 2.7 6.0 0.007
RA 1.5 2.2 0.010
SF — ISUP 1.4 3.6 0.006
TNF- 0.8874
NF-a HS-ISUP 1.1 13 0177
PRO -
ISUP 1.0 1.5 0.010
CO 2.7 6.0 0.007
RA 1.5 2.2 0.010
TNF-o SF - IS 1.0 2.5 0.006 0.892
HS - IS 1.0 1.8 0.009
PRO - IS 0.7 1.2 0.009

Legenda: CO = controle; RA = raspagem; SF = soro fisiologico; HS = hipoclorito de sddio; PRO = propolis;
ISUP= irrigag@o subgengival ultrassdnica passiva; IS = irrigagdo com seringa

Fonte: Autor



