UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA
PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM CIENCIAS BIOMEDICAS

SETOR DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE

LAURYELLEN APARECIDA PADILHA

AVALIACAO DO EFEITO DA EXPOSICAO CRONICA AO PARAQUAT SOBRE A
PERDA OSSEA ALVEOLAR. ESTUDO IN VIVO.

PONTA GROSSA

2018



LAURYELLEN APARECIDA PADILHA

AVALIACAO DO EFEITO DA EXPOSICAO CRONICA AO PARAQUAT SOBRE A
PERDA OSSEA ALVEOLAR. ESTUDO IN VIVO.

Dissertacdo apresentada para obtencdo do
titulo de Mestre em Ciéncias Biomédicas na
Universidade Estadual de Ponta Grossa, Area
de Fisiopatologia do Metabolismo e do
Sistema Imune.

Orientador: Prof. Dr. Gilson Cesar Nobre

Franco.

PONTA GROSSA

2018



Ficha Catalografica

Elaborada pelo Setor de Tratamento da Informacio BICEWUEPG

P123

Padilha, Lauryellen Aparecida
Avaliacglo do efeito da exposigido
crfnica ac Paraguat scbre a perda Gssea

alveclar:estudc in viwo/ Lauryellen
Aparecida Padilha. Ponta Grossa, 2018.
S0E.

Dissertagdo (Mestrado em Ci8ncias
Biomédicas - Area de Concentraco:
Fisiologia & Fisiopatologia), Universidade
Estadual de Ponta Grossa.

Orientador: Prof. Dr. Gilscn Cesar
Hobre Franco.

1.Doenca Periocdontal. 2.Satde bucal.
3.Paraguat. 4.Herbicidas. 5.Exposicdoc
ambiental. I.Franco, Gilson Cesar Nobre.
II. Universidade Estadual de Ponta Grossa.
Mestrado em Cifncias Biomédicas. III. T.

CDD: 575.24




VE~G

Universidade Estadual
de Ponta Grossa

Programa de
Pés Graduagdo

oy Cbrzing Biomdlices

ATA DE DEFESA DE DISSERTACAO DO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM
NiVEL DE MESTRADO EM CIENCIAS BIOMEDICAS — AREA DE CONCENTRACAO:
FISIOLOGIA E FISIOPATOLOGIA, NUMERO DA ATA 07/2018, DA MESTRANDA
LAURYELLEN APARECIDA PADILHA REALIZADO NO DIA 26 DE FEVEREIRO DE
2018, NA UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA.

Aos vinte e seis dias de fevereiro de dois mil e dezoito, 4s |3hs30min, no Auditorio de enfermagem,
sala 86, bloco M, da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG) em segiio publica sob a
presidéncia do Professor Dr. Gilson Cesar Nobre Franco reuniu-se s Banca Examinadora de
defesa da Dissertagfio de Mestrado em Ciéncias Biomédicas da mestranda Lauryellen Aparecida
Padilha na linha de pesquisa; Fisiopatologia do Metabolismo ¢ do Sistema Imune, constituida pelos
demais Doutores {membros titulares): Professor Dr. Marcelo Machado Ferro (UEPG/Pr) e
Professor Dr. Alessandro Hyczy Lisbéa (Faculdades Ponta Grossa). Iniciados os trabalhos. a
presidéncia deu conhecimento aos membros da banca e a candidata das normas que regem a defesa
da dissertagfio de Mestrado e deliniu - se a ordem a ser seguida pelos examinadores para arguigiio,
O dwlo da dissertagio avaliada foi: *AVALIACAO DO EFEITO DA EXPOSICAO CRONICA
AO PARAQUAT SOBRE A PERDA ALVEOLAR. ESTUDO IN VIVO.” I'ncerrado a defesa. e
apés reunifio, a comunicou o resultado final du  avaliagic da dissertagio  como -

pFRoVADO considerado requisito parcial para a obtengiio do titulo de Mestre em -
Ciéncias Biomédicas. A aluna deverd cntregar, no prazo estipulado no item 8 da IN 01/2015,
referente a defesa de dissertagiio do programa com as modificagdes sugeridas pelos membros da
banca examinadorsa. Para a obtengéio do titulo de mestre, o aluno terd até 6 meses, apds a dawa da
defesa da sua dissertaglio, para apresentar ao colegiado a carta de submissiio do seu artigo em
revista indexada no estralo minimo B3 dentre os pericdicos indicados pela drea de Ciéncias
Biolégicas TT vigente. Nada mais havendo a ser tratado, lavrou-se a presente ata que vai assinada
pelos membros da Banca Examinadora.

Obscrvagdes (se necessdrio):

Alteragfo de titulo: sim l'lnéoE/\

Novo titulo: § L
S
Gilson Cesar Nobre Francef] - (DEBHHM) - Presidente

/Z/!/ if_:/(/// ‘/L”/gﬁ-’z,a:::

Marcelo Machado Ferro 2 - (DEBIO - UEPG) - Titular
.,/D ?
d L_—

Alessandro Hyczy Lisbod 3 — {faculdades Ponta Grossa) — Titular

\J

Ponta Grossa, 23 de fevereiro de 2018,

Pra ~ Refiona de Pesquisy & Pas- Graouacao
Frograma de P4s Graduacgio am Cléncias Biomédicas. biclogia calular e mokecuar o fsiciogle @ feicpatalagia ~
prabiomedicasEluspg. v
Av. Carlos Cavalcanti, 4748 ~ Ponta Grosea — Parand - Brasil - CEF: 34020-900



Dedico a Deus, autor do meu destino, que me abriu
a possibilidade para a melhor escolha profissional e me
guiou pelos caminhos certos até chegar ao alcance dos

meus objetivos.



AGRADECIMENTOS

A minha familia, principalmente pai e mae, que sempre com muito amor me
incentivaram nesta jornada e me deram os maiores ensinamentos que eu poderia ter

na vida.

Ao meu marido que sempre esteve ao meu lado, me proporcionando apoio

emocional, mesmo quando o desanimo tomava conta de mim.

Ao meu professor orientador Gilson pela contribuicdo com seus
conhecimentos, pelo incentivo em sempre superar 0os meus limites e pelo seu

comprometimento.

Aos meus colegas do mestrado e alunos de iniciagdo cientifica (Dyenily,
Leomar, Lillian, Millena e Raphael) pela amizade e colaboracdo na realizacdo do
desenvolvimento deste trabalho compartiihando suas experiéncias e estando

sempre dispostos a me ajudar com o melhor para a realizagdo do mesmo.



RESUMO

PADILHA, Lauryellen Aparecida. Avaliacdo do efeito da exposi¢cdao cronica ao
paraquat sobre a perda Ossea alveolar. Estudo in vivo. 2018. 50 folhas.
Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias Biomédicas) - Universidade Estadual de Ponta
Grossa. Ponta Grossa, 2018.

A Doenca Periodontal (DP) é uma inflamacdo cronica que atinge os tecidos de
revestimento e suporte dos dentes, induzida pela presenca de um biofilme dental. A
resposta imune do hospedeiro € um fator determinante para a progressédo desta
doenca e a producdo de Espécies Reativas do Oxigénio (ROS) € um importante
mecanismo causador dos danos teciduais observados. Atualmente a DP representa
a maior causa da perda dos dentes nos individuos maiores que 40 anos e acomete
cerca de 538 milhdes de pessoas no mundo. Esta patogenia é influenciada por
varios fatores enddégenos e exdgenos da vida do hospedeiro, sendo que residir em
zona rural pode ser considerado um fator de risco para esta doenca. Os moradores
de areas rurais possuem uma importante exposicdo a pesticidas utilizados na
agricultura. Atualmente muito tem se estudado sobre os efeitos da exposicdo a
pesticidas na saude humana, e sabe-se que a exposicdo a determinados
agrotoxicos pode representar um fator de risco, inclusive para a DP. O Paraquat, um
herbicida amplamente utilizado na agricultura, tem seu principal mecanismo de acao
baseado na liberacdo de ROS, que levam a peroxidacdo lipidica e o0 estresse
oxidativo, causando danos teciduais. Deste modo, sugere-se que o Paraquat pode
ter influéncia na maior prevaléncia da DP dos individuos moradores da zona rural.
Deste modo, o0 presente estudo teve como objetivo principal avaliar os efeitos da
exposicao cronica ao Paraquat, sobre a perda éssea alveolar (POA) induzida pelo
método de ligadura em ratos. Para isso, um total de 40 ratos foram divididos em
guatro grupos: Grupo Sem Ligadura / Sem Paraquat (SL/SP); Grupo Com Ligadura /
Sem Paraquat (CL/SP); Grupo Sem Ligadura / Com Paraquat (SL/CP); e Grupo Com
Ligadura / Com Paraquat (CL/CP). A inducdo da POA foi realizada através do
método de ligadura durante 30 dias e a exposicdo ao Paraquat por gavagem
intragastrica durante 60 dias na dose de 0,1lmg/Kg. Os dados obtidos foram
analisados através do software GraphPad Prism 6.0, utilizando-se o teste estatistico
two-way ANOVA e adotando um nivel de significancia de 5%. Foram avaliadas a
POA através da analise macroscopica, a quantidade de leucécitos totais no sangue,
a quantidade de glutationa reduzida sérica e alguns parametros clinicos, os quais
foram mobilidade dentaria, edema e sangramento gengival nestes animais. Nos
resultados obtidos pode-se observar que o Paraquat teve uma influéncia significativa
sobre o aumento da quantidade de leucdcitos e dos sinais clinicos avaliados, porém
apresentou apenas uma tendéncia em diminuir os niveis de glutationa reduzida e
aumentar a POA nos ratos que tiveram a inducdo com ligadura. Deste modo, este
estudo concluiu que o Paraquat na dose de 0,1 mg/Kg néo foi capaz de aumentar a
POA e nem diminuir a quantidade de glutationa reduzida sérica nestes animais
significativamente, mas sim de aumentar a quantidade de leucdcitos no sangue e 0s
sinais clinicos da DP avaliados.

Palavras-chave: Doenca Periodontal. Saude Bucal. Paraquat. Herbicidas.
Exposicao Ambiental.



ABSTRACT

PADILHA, Lauryellen Aparecida. Evaluation of effect of Paraquat chronic
exposure on alveolar bone loss. In vivo study. 2018. 50 pages. Dissertation
(Masters in Biomedical Sciences) — State University of Ponta Grossa. Ponta Grossa,
2018.

Periodontal disease (PD) is a chronic inflammation that affects the tissues of coating
and support of the teeth, induced by the presence of a dental biofilm. The host’s
immune response a determinant factor for the progression of this disease and the
production of reactive oxygen species (ROS) is an important mechanism causing
tissue damages. Currently, this is the main cause of tooth loss in individuals over 40
years of age and affects approximately 538 million of people worldwide. This
pathogenesis is influenced by several endogenous and exogenous factors in the
host’s life, and living in rural area can be considered a risk factor for this disease.
Residents of the rural areas have significant exposure to pesticides used in
agriculture. Currently, much has been studied about the exposure effects of
pesticides on human health, and is known that exposure to determined pesticides
may represent a risk factor, including for PD. Paraquat, herbicide widely used in
agriculture, also has its main mechanism of action based on liberation of ROS, which
lead to lipid peroxidation and oxidative stress, causing tissue damage. Therefore, is
suggested that the Paraquat may have influence about the high prevalence of PD in
individuals residents in rural areas. Thus, the present study had as main objective
evaluate the effects of Paraquat chronic exposure on alveolar bone loss (POA)
induced by ligature method in rats. For this, a total of 40 rats were divided into four
groups: Without Ligature / Without Paraquat Group (SL / SP); Group With Ligature /
Without Paraquat (CL / SP); Without Ligature / With Paraquat Group (SL / CP); and
Group With Ligature / With Paraquat (CL / CP). POA induction was realized by
ligature method during 30 days and Paraquat exposure via intragastric gavage with
dose of 0,1 mg/Kg during 60 days. The data obtained were analyzed using
GraphPad Prism 6.0 software, using the two-way ANOVA statistical test and
accepting significance level of 5%. Was evaluated the POA through the macroscopic
analysis, the levels total of the leukocytes in the blood, the levels of the serum
reduced glutathione and clinical parameters, what were dental mobility, gingival
edema and gingival bleeding in these animals. On results obtained can be indicate
that the Paraquat had a significant influence on the increase of the leucocytes and of
the clinical signs evaluated, but only showed a tendency to decrease the levels of
reduced glutathione and to increase the POA in the rats that had induction with
ligature. Wherefore, this study concluded that Paraquat at dose of 0.1 mg / kg was
not able to increase POA and neither decrease the levels of serum reduced
glutathione in these animals significantly, but increase the levels of the leukocytes in
the blood and the clinical signs of PD.

Keywords: Periodontal diseases. Oral health. Paraquat. Herbicides. Environmental
Exposure.
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1 INTRODUCAO

A doenca periodontal (DP) trata-se de uma inflamag&o de carater cronico
gue atinge os tecidos de revestimento e suporte do dente, induzida pela presenca de
um biofilme dental (DENTINO et al., 2013). Este biofiime causa uma inflamagéao
exacerbada no local, a qual estimula a liberacdo de espécies reativas de oxigénio
pelos neutrofilos, sendo este um dos mecanismos responsaveis por causar o dano
tecidual nesta doenca (HIROYUKI et al., 2017).

A periodontite crébnica é uma condicdo que representa atualmente a maior
causa de perda dos dentes entre os individuos maiores de 40 anos e estudos
epidemiologicos mostram que a sua forma mais grave atinge cerca de 7,4% da
populacdo mundial, o que equivale a aproximadamente 538 milhdes de pessoas
(HOUSHMAND et al., 2012; KASSEBAUM et al., 2017).

A DP esta relacionada a varias condicbes que afetam a saude dos
individuos, como doencas cardiovasculares (YU et al., 2015), artrite reumatoide
(FARQUHARSON et al., 2012), doenca pulmonar obstrutiva crénica (LEDIC et al.,
2013) e trabalho de parto prematuro (HORTON; BOGGESS, 2012). Esta patogenia é
influenciada por varios fatores enddgenos e exdégenos da vida do hospedeiro
(DENTINO et al.,, 2013). Por exemplo, estudos sugerem que a chance dos
residentes em zonas rurais apresentarem a DP € 2,1 vezes maior quando

comparado aos moradores da zona urbana (ZHANG et al., 2014a).

Estudos atuais mostram que uso de agrotoxicos afetam drasticamente a
saude dos individuos estando relacionado com neoplasias, doencas
neurodegenarativas, respiratorias e reprodutivas, por exemplo (MOSTAFALOU,;
ABDOLLAHI, 2017). A exposicdo a determinados pesticidas pode representar um
fator de risco, inclusive para a DP (LEE et al., 2008). O dicloreto de paraquat é um
pesticida de ambnio quaternario, que atua como herbicida amplamente utilizado nas
areas rurais que tem como principal mecanismo de acdo a disfuncdo mitocondrial.
Este composto é altamente toxico, sendo o estresse oxidativo considerado o maior

causador da morte celular causada por ele (BLANCO et al.,2014).

Deste modo, levanta-se a hipétese de que a doenca periodontal pode ser

mais prevalente na zona rural devido ao estresse oxidativo causado pela exposicao
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cronica dessas familias ao Paraquat. Porém ndo foram encontrados artigos na
literatura que correlacionam esses fatos, se tornando importante a realizagdo de um

estudo que avalie a relacéo entre eles.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 DOENCA PERIODONTAL
2.1.1 Definicao e epidemiologia

A doenca periodontal é definida como uma condicao inflamatoria crénica que
afeta os tecidos de suporte do dente, podendo levar a perda O6ssea alveolar e a
perda do elemento dentério. Esta inflamacao € resultado da resposta exacerbada do
hospedeiro frente a uma infeccdo causada pela presenca de bactérias,
predominantemente Gram-negativas, formando um biofilme dental no local (VAN
DYKE; SERHAN, 2003).

Esta condicdo patogénica pode ser dividida em dois grupos de doencas
inflamatorias, sendo elas a gengivite e a periodontite. A gengivite € uma inflamacéo
gue atinge apenas o tecido gengival, enquanto que a periodontite alcanca os tecidos
de suporte do dente. Esta ultima ainda pode ser dividida como: A) agressiva quando
se apresenta de uma forma aguda e de evolucdo rapida, ou B) crénica quando

possui uma progressao lenta (SLOTS, 2013).

Uma revisdo sistematica da literatura que mostra dados epidemioldgicos
mundiais sobre a periodontite cronica severa em 2014, abrangeu 72 artigos
publicados em 37 paises diferentes entre os anos de 1990 a 2010, os quais
incluiram 291.170 pessoas com 15 anos ou mais. Este trabalho mostra que o Brasil
estad entre o0s seis paises com maior prevaléncia da doenca, junto com o Chile,
Quénia, Indonésia, Australia e Grécia (KASSEBAUM et al., 2014).

Este mesmo estudo indicou que a incidéncia da doengca aumenta a partir dos
20 anos de idade, atingindo um pico perto dos 38 anos, que passa a diminuir a partir
da quarta década de vida e se estabiliza a partir dos 60 anos. Enquanto isso, a sua
prevaléncia comeca a aumentar proximo aos 20 anos, sendo que atinge seu pico
entre a terceira década de vida, e torna-se estavel a partir dos 40 anos
(KASSEBAUM et al., 2014).

Estudos mostram um perfil epidemiolégico semelhante para os brasileiros. Um

trabalho que avaliou 265 pacientes com doenca periodontal atendidos numa clinica
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de periodontia no Espirito Santo, demonstrou que a maior prevaléncia era da
periodontite cronica, e grande parte dos pacientes (66,3%) se encontravam entre a
terceira e quarta década de vida, indicando que a faixa etaria é determinante no
processo desta doenca, visto que trata-se de uma processo patogénico lento e
progressivo (MEDEIROS; ROCHA, 2006).

Do mesmo modo, um estudo epidemiolégico realizado por Vettore e seus
colaboradores em 2013, abrangendo 4.594 pacientes de todas as regides do Brasil,
mostrou que a taxa de prevaléncia da doenca periodontal "moderada a grave" no
pais € de 15,3% nos adultos entre 35 e 44 anos. O estudo abrangeu condicfes
socioecondmicas e avalia¢des clinicas da saude bucal da populagdo, mostrando que
a prevaléncia da doenga & maior nos individuos do sexo masculino, negros, com

menor escolaridade e menor condi¢cdo socioeconémica.

2.1.2 Patogénese

Apesar da etiologia da DP ser considerada multifatorial, a formacédo de um
biofilme dental é essencial para o desenvolvimento da doenca. Em sua maioria, este
biofilme é composto por bactérias Gram-negativas e anaerObicas, sendo que
comprovadamente as espécies Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia e
Treponema denticola estdo presentes no mesmo. Além disso, esse estudo indica
gue outras espécies como Aggregatibacter actinomycetemcomitans e
Campylobacter rectus também representam um fator de risco para a doenca
(HARVEY, 2017).

A carga bacteriana apresentada no biofilme esta diretamente relacionada
com a profundidade de sondagem na periodontite cronica (GATTO et al., 2014). A
presenca deste biofilme induz a liberagcédo de citocinas inflamatérias pelas células do
hospedeiro, que em nivel elevado ativam as metaloproteinases de matriz (MMPSs) e
0s osteoclastos causando a perda dos tecidos de suporte dos dentes e a reabsorcao
Ossea alveolar. Esse processo resulta na formacéo de bolsas periodontais, o que

favorece ainda mais o aumento da carga bacteriana (TAYLOR, 2010).

Como mostrado na Figura 1, as bactérias Gram-negativas presentes no

biofiime dental liberam endotoxinas chamadas lipopolissacarideos (LPS), que
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estimulam a migracdo de leucécitos polimorfonucleares (PMN) para o local. Deste
modo, ocorre uma liberacdo aumentada das MMP, que s&o produzidas por estas
células e séo responsaveis pela destruicdo da matriz extracelular (ECM). Na DP as
MMPs ficam em desequilibrio com os Inibidores das MMPs (TIMPS), os quais em
condicdes saudaveis conseguem inibir a sua agéo, evitando a destruicdo das fibras
de coldgeno exacerbada nos tecidos de suporte dos dentes (GARLET, 2010;
GIANNOBILE et al., 2009).

FIGURA 1 - Visao esquematica geral dos processos patogénicos na doenca periodontal.

LPs
wP e 0%
-1 NP

Fonte: GIANNOBILE, W. V. et al. Saliva as a diagnostic tool for periodontal disease: current state and
future directions. Periodontology 2000, v. 50, p. 52—-64, 2009.
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Em acréscimo, ocorre a ativacdo de mondcitos e macrofagos no local, os
qguais liberam prostaglandina E2 (PGEZ2), fatores de necrose tumoral (TNF) e
interleucinas, que sdo citocinas inflamatérias. A PGE2 causa vasodilatacdo e
aumenta a permeabilidade dos capilares, auxiliando no recrutamento, além de
estimular ainda mais a producado das MMPs pelos PMN. Assim, alguns marcadores
como o tetrapéptideo carboxiterminal reticulado com piridinolina de colageno tipo |
(ICTP) séao liberados no local e usados para deteccdo da DP (GIANNOBILE et al.,
20009).

Na familia de citocinas do TNF, esta o ligante ativador do receptor nuclear
kappa (RANKL), que tem um papel importante para a fungdo dos osteoclastos,
através da ativacdo da maturacdo completa das suas células precursoras (CHEN et
al., 2014). Em condi¢des normais, os niveis de RANKL estdo em equilibrio com a
osteoprotegina (OPG), um antagonista do receptor de RANKL nos osteoclastos, mas
na patogénese da DP esta balanca fica desequilibrada e os niveis aumentados de
RANKL em relacdo a OPG causam a destruicao 0ssea (GARLET, 2010).

A producdo de RANKL também pode ser estimulada pela liberacdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), que indiretamente causam a destruicdo 0ssea
através deste papel como sinalizador intracelular. As ROS possuem efeito anti-
bacteriano, sendo liberadas principalmente pelos neutréfilos e como mostrado na
Figura 2, sdo produzidas como uma defesa do hospedeiro contra a presenca de
bactérias. Quando ha uma formacdo exagerada destas substancias, elas também
causam danos teciduais e celulares no organismo, obtendo deste modo um papel
importantissimo na DP. De maneira direta atingindo as células, as ROS causam a
peroxidacdo de lipidios, danos oxidativos a proteinas, diminuicdo do crescimento
celular, aumento da apoptose, degradacdo da ECM e aumento na ativacdo das
MMPs, assim causando a destrui¢do celular e da matriz extracelular (HIROYUKI et
al., 2017).
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FIGURA 2 — Diagrama da relagdo entre periodontite e Espécies Reativas de Oxigénio (ROS).
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Fonte: KANZAKI, H. et al. Pathways that Regulate ROS Scavenging Enzymes, and Their Role in
Defense Against Tissue Destruction in Periodontitis. Frontiers in Physiology, v. 8, n. 351, p. 1-8,
2017.

2.1.3 Diagnostico da Doenca Periodontal

De acordo com a Organizacao Mundial da Saude, para o diagnostico da DP,
primeiramente deve-se medir a profundidade de sondagem, definida pelo “Indice
Periodontal Comunitario” que é medido através da insercdo de uma sonda graduada
e com ponta esférica nos “bolsdes periodontais”. Deste modo, também consegue se
observar outros parametros relevantes que indicam o grau de inflamacé&o no local,
como a presenca de sangramento nos tecidos gengivais, lesdes e mobilidade
dentaria. Para finalizar, individuos com uma analise clinica indicativa de periodontite,
devem fazer exames radiograficos com o objetivo de observar a extensédo da perda
Ossea alveolar (PRESHAW, 2015).

2.1.4 Modalidades terapéuticas para a Doenca Periodontal

O tratamento da DP baseia-se na raspagem e alisamento radicular, podendo
ser associado ao uso de antimicrobianos. Além disso, pode-se utilizar “Moduladores

da Resposta do Hospedeiro” (MRH) como auxiliares no tratamento dos individuos
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gue nao respondem a este tratamento convencional. Os MRH controlam a resposta
inflamatoéria do hospedeiro, para que a mesma nao seja exacerbada e cause maior
destruicédo tecidual. O unico farmaco aprovado para tal uso pela “Food and Drug
Administration” € a doxiciclina, na sua dose sub-antimicrobiana (20mg/2x ao dia), a

qual possui o mecanismo de inativar as MMPs (DENTINO et al. 2013).

Ja o tratamento cirlrgico tem o objetivo de alcancar as lesdes periodontais
mais profundas para corrigir os contornos 0sseos e gengivais, obtendo uma
formacdo mais adequada que favoreca a higiene bucal e proteja os tecidos
periodontais (DENTINO et al., 2013). Seja cirdrgico ou nao, o tratamento da DP é de
importancia fundamental, ja que estudos mostram que tanto um quanto outro, sao
capazes de causar uma melhora da qualidade de vida relacionada a saude nos
individuos (BAIJU et al., 2017).

2.1.5 Doenca Periodontal e relacdo com Doencas Sistémicas

Estudos demonstram que diversas doencas sistémicas estéo relacionadas a
DP. A diabetes e hipertensao por exemplo, podem ser fatores prédisponentes para a
DP, assim como a presenca da DP também aumenta o risco associado para estas
doencas. A DP pode aumentar em 14% o risco dos individuos maiores de 65 anos
desenvolverem doencas cardiovasculares e pode aumentar 3,2 vezes a mortalidade
em pacientes diabéticos (NAZIR, 2017).

O epitélio fino e ulcerado atingido na periodontite crénica severa pode ter 0s
mesmos maleficios para a satde do que uma ferida aberta de 72 cm?®. Deste modo,
mediadores inflamatérios como citocinas, prostaglandinas e produtos bacterianos
presentes nas bolsas periodontais, atingem a corrente sanguinea através de
processos como mastigar e escovar os dentes, devido a fragilidade do epitélio no
local. A IL-1 B induz a coagulacdo sanguinea e retarda a fibrinolise, ja a IL-1 e o fator
de necrose tumoral — alfa (TNF- a) favorecem a adesao e agregacao plaquetaria e
induzem a deposicdo de colesterol nos vasos sanguineos, explicando assim o
favorecimento da aterogénese e o desenvolvimento de doencas cardiovasculares

relacionadas a esta doenca (PAGE, 1998).

Em acréscimo, Nibali e seus colaboradores realizaram uma revisdo

sistematica de literatura com o estudo de 20 artigos no ano de 2013 e concluiram
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que existe uma relacdo evidente entre a periodontite e a sindrome metabdlica, a
qual abrange individuos com dislipidemias, obesidade, hipertensdo e resisténcia
insulinica, e que podem levar ao desenvolvimento de diabetes mellitus e doencas
cardiovasculares. Este estudo destaca a importancia de um controle diagnéstico
rigoroso para periodontite nestes pacientes, mesmo que o0 mecanismo desta relagao
ainda né&o tenha sido bem elucidado.

Além disso, existe uma clara relacdo entre a DP e a obesidade ou
sobrepeso. Apesar do mecanismo desta relacdo ainda ndo ser bem esclarecido,
estudos indicam que a inflamacdo crénica e o0 estresse oxidativo nos tecidos
periodontais podem favorecer o desenvolvimento de uma resisténcia insulinica,
levando assim a obesidade. Deste modo, como indicado neste artigo, o tratamento
nao cirargico da DP pode diminuir os niveis séricos do TNF- a e a resisténcia
insulinica nos obesos. Por outro lado, o estudo também indica que a obesidade
influencia na DP, porém seus mecanismos ainda nao sao conhecidos (MARTINEZ et
al., 2017).

Dentre outras doencas, a periodontite pode também estar relacionada com o
trabalho de parto prematuro (TPP), desta maneira levando a prematuridade e baixo
peso ao nascer. Uma revisdo sistematica da literatura que incluiu 10 artigos
abrangendo 2.423 mulheres, concluiu que as gestantes que possuem a DP
apresentam um alto risco de terem filhos prematuros e com baixo peso ao nascer.
Isto acontece porqué a inflamacéo e infeccéo presente na periodontite podem atingir
a corrente sanguinea e se disseminar até o Utero, estimulando o TPP. De outro
modo, a resposta inflamatéria sofre alteracbes durante a gestacdo devido ao
aumento da progesterona e estrogénio, assim as gestantes possuem uma maior
suscetibilidade de desenvolver a DP (TESHOME; YITAYEH, 2016).

Nos dias atuais, muito tem se estudado sobre a DP como fator de risco
também para a artrite reumatoide. Existem indicios de que a perda do elemento
dentario € maior naqueles individuos que possuem artrite reumatdide associada,
bem como o tratamento da DP favorece a diminuicdo dos sintomas da artrite.
Mesmo havendo necessidade de mais estudos sobre o tema, ha indicios de que a

presenca de anticorpos da bactéria P. Gingivalis em ambas as doenc¢as e 0 aumento
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de algumas citocinas inflamatoérias como a IL-1B podem estar relacionados com esta
associacédo (KAUR et al., 2013).

E para finalizar, alguns estudos também demonstram a ligacdo da DP com a
doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC), sendo que a DP pode aumentar em até
2,08 vezes o risco para um individuo desenvolver a DPOC. Isso acontece porque 0
biofilme dental pode alojar agentes patogénicos respiratorios, que através de uma
broncoaspiracdo causam infec¢cdes pulmonares repetitivas. Desta maneira, Zeng e
seus colaboradores apontam que a escovacdo efetiva dos dentes, 0 uso de fio
dental e controle da DP podem diminuir os sintomas da DPOC, tornando de extrema
importancia o trabalho multidisciplinar da equipe de saude (ZENG et al., 2012).

2.1.6 Fatores de risco para Doenca Periodontal

Devido a ligacdo da DP com a resposta inflamatoria do hospedeiro, estudos
indicam que determinados polimorfismos genéticos na regulacdo de citocinas
inflamatorias podem representar um fator de suscetibilidade para o hospedeiro
desenvolver esta doenca. Um estudo realizado que revisou 8 artigos publicados até
o0 ano de 2015, conclui que o polimorfismo da IL-1B representa um fator de risco
para a doenca (WANG et al., 2017a). Em acréscimo, outros estudos mostraram que
o polimorfismo da interleucina 6 (IL-6) e da interleucina 4 (IL-4) também

representam tais fatores de risco (ZHU et al., 2016; JIA et al., 2017).

Além da pré-disposicdo genética, a DP possui varios fatores de risco
relacionados a vida do hospedeiro, sendo eles enddgenos e exdgenos. Alguns deles
sdo: tabagismo, ma higiene bucal, stresse, idade e uso de determinadas medicacdes
(NAZIR, 2017). Um trabalho realizado na China teve como objetivo principal
determinar a prevaléncia e os preditores da periodontite crbnica severa neste pais,
através da associacdo desta doenca com dados sociodemograficos, como nivel de
escolaridade, renda, sexo e idade. Neste artigo concluiu-se que a escolaridade baixa
(menor que 6 anos), sexo masculino e diabetes sdo fatores de risco elevados para a
periodontite crénica severa. Mesmo que 0 motivo para tal ainda ndo seja totalmente
esclarecido, este mesmo estudo sugere que 0s moradores de zonas rurais possuem
2,1 vezes maior chance de desenvolverem a DP do que os moradores de zona
urbana (ZHANG et al., 2014a).



22

Lee e seus colaboradores (2008) realizaram uma pesquisa com o objetivo de
avaliar o efeito da exposicao a poluentes organicos, que séo utilizados amplamente
nas areas rurais, na DP com a populacdo em geral. Este estudo abrangeu 1.234
individuos e concluiu que a exposi¢cao a determinados pesticidas esta relacionada
com o desenvolvimento da DP, podendo representar um risco aumentado para esta

condicao patogénica.
2.2 USO DE PESTICIDAS E SEUS IMPACTOS PARA A SAUDE HUMANA

Os pesticidas sdao um grupo de substancias amplamente utilizadas em todo
mundo, que trazem beneficios para agricultura e industria através do controle de
pragas e doencas infecciosas. Todavia, esses compostos quimicos tem ganhado
importancia nos artigos cientificos devido a possivel associacdo da sua exposicao
cronica e o aparecimento de doencas nos humanos como obesidade, diabetes,
infertilidade, asma, bronquite, déficit de atencdo e hiperatividade, anomalias
congeénitas, Alzheimer, Parkinson e diversos tipos de cancer (MOSTAFALOU;
ABDOLLAHI, 2017).

Conforme indicado na literatura, individuos que pertencem as familias de
agricultores possuem uma maior exposicao aos pesticidas do que os que néo estao
inseridos nestas familias e deste modo apresentam maior risco de desenvolverem
problemas de saude relacionados ao uso dos mesmos. Além disso, o estudo relata
gue a falta de higiene das méos e o consumo de alimentos sem a lavagem
adequada resultam na ingestdo de grande quantidade de agrotoxicos,
principalmente para as criancas dessas familias, tornando importante a criacdo de

estratégias para diminuir esta exposi¢cdo (HYLAND; LARIBI, 2017).
2.2.1 Paraquat

O dicloreto de Paraquat (1,1'-dimetil-4,4'-bipiridina-dicloreto) é um pesticida,
gue atua como herbicida, o qual possui acdo rapida e nao seletiva, amplamente
utilizado na agricultura e que causa danos teciduais nas plantas verdes. Como
mostrado na figura 3, seu mecanismo de acdo principal estd na sua atuacdo como
inibidor da transformacédo do fosfato dinucleétido de nicotinamida adenina oxidada
(NADP) em fosfato de dinucleétido de nicotinamida adenina (NADPH), durante a

fotossintese. Em vez disso, o ion Paraquat (PQ) € reduzido na sua forma mono
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cation, o qual reage com moléculas de oxigénio e libera radicais livres na célula,
como o peréxido de hidrogénio (H20;), o peroxinitrito (ONOQO") e o radical hidroxila
(OH). Os radicais livres (ou ROS) por sua vez levam a peroxidacao lipidica, que
contribui para o estresse oxidativo, diminuicdo da glutationa reduzida (GSH) e do
NADPH, assim causando a morte celular (BLANCO et al.,2014).

FIGURA 3 — Mecanismo de acéo principal do Paraquat.
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Fonte: BLANCO, A. T.; ANDERICA, R. A. C.; PEDRAZA, C. J. New insights into antioxidante
strategies against paraquat toxicity. Free Radic Res., v. 48, n. 6, p. 623-640, 2014.

Legenda: NADPH: nicotinamide adenine dinucleotide phosphate; NADP: nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate; PQ? paraquat ion; PQ: paraquat free radical; GPx: glutathione peroxidase;
GR: glutathione reductase; GSH: glutathione; GSSG: glutathione disulfide; SOD: superoxide
dismutase; ON': nitric oxide.

Em acréscimo, as ROS também ativam o TNF-a, que induz a transcrigao de
citocinas e quimiocinas, aumentando ainda mais a inflamacéo. Devido a todos os
efeitos intracelulares, a intoxicacdo pelo Paraquat pode levar a danos teciduais em
varios orgaos, entre eles, os pulmdes e rins, tornando-se um grande problema de
saude publica. Estudos mostram que uma pequena ingestdo acumulativa do produto
causa danos principalmente nos pulmdes e que a sua toxicidade possui uma

elevada taxa de mortalidade ap0s tentativa de suicidio com a ingestdo de grande
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guantidade desta substancia, visto que poucos tratamentos efetivos sédo encontrados
(GAWARAMMANA,; BUCKLEY, 2011).

A injaria pulmonar causada pela ingestéo oral do Paraquat causa fibrose nos
tecidos do pulmao, levando a uma depressao respiratéria e resultando na faléncia de
multiplos 6rgdos e morte em 90% dos casos. Conforme a revisdo de literatura
realizada por Sun e Chen em 2016, a dose letal é de aproximadamente 1-3g do
produto e os mecanismos que levam a lesédo ainda ndo sao bem esclarecidos, mas
acredita-se que a destruicdo das células alveolares e ruptura dos capilares
pulmonares favorecem o aparecimento de infeccbes e hemorragia, 0 que causa a
fibrose na matriz extra-celular do alvéolo podendo ocorrer até 2 semanas apos a
ingestao (SUN; CHEN, 2016). A intoxicacao pelo Paraquat também leva a uma leséo
renal aguda em 46,4% dos casos, que algumas vezes precisam inclusive de
hemodialise (CHENG et al., 2017).

Além destas, fortes evidéncias cientificas mostram que a exposicao cronica
ao Paraquat esta diretamente relacionada com problemas neurodegenerativos como
a doenca de parkinson. Este assunto tem sido muito estudado nos dias de hoje e
uma revisao sistematica de literatura, realizada através da pesquisa em 5 bases de
dados que abrangeu artigos desde o ano de 1966, concluiu que a neurotoxicidade
do Paraquat € claramente conhecida e que este produto é um fator de risco para o
desenvolvimento da doenca (VACCARI et al., 2017). Cheng e seus colaboradores
indicam que em Taiwan a exposi¢cao crénica ao Paraquat contribui com 21% a 24%
da taxa de prevaléncia para a doenca de Parkinson, entre os individuos maiores que
70 anos, indicando assim a importancia do controle de uso deste herbicida (CHENG
et al., 2017).

Visto todos os maleficios que o Paraquat traz para a saude humana pelo seu
principal mecanismo de acdo que esta relacionado com a producédo de ROS, que os
individuos da zona rural possuem maior prevaléncia da DP e a exposi¢cdo aos
pesticidas podem representar um fator de risco para tal doenca, propdem-se a
hipétese de que este herbicida atue como um fator amplificador da doenca
periodontal nas familias expostas ao seu uso. Nao foram encontrados artigos que
tenham verificado o efeito da exposi¢éo cronica do Paraquat na doenca periodontal,

tornando-se necessarios estudos sobre esse tema.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Buckley%20NA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21615775
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO PRIMARIO

O objetivo primario do presente estudo foi avaliar os efeitos da exposicao
cronica ao Paraquat sobre a perda 6ssea alveolar induzida pelo método de ligadura

em ratos.
3.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

Os objetivos secundéarios deste estudo foram avaliar a influéncia da
exposicao crbnica ao Paraquat associada a perda 6ssea alveolar:

e nos sinais clinicos da doenca periodontal, sendo eles mobilidade dentaria,
edema e sangramento gengivais;

¢ nos niveis de glutationa reduzida sérica;

e e na quantidade de leucdcitos totais circulantes na corrente sanguinea

dos animais.
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4 METODOLOGIA

Trata-se de uma pesquisa experimental de abordagem quantitativa, a qual
foi aprovada pelo Comité de Etica do Uso de Animal (CEUA) da Universidade
Estadual de Ponta Grossa (UEPG) sob o parecer CEUA 009/2017. Foram utilizados
ratos Rattus norvegicus albinus (Wistar machos), provenientes do biotério da UEPG
(Ponta Grossa/Parana — Brasil), com idade de aproximadamente 6 a 8 semanas e
peso inicial entre 250 e 300g. A manipulacdo dos animais seguiu o recomendado
pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e a lei 11.794, de 8 de
outubro de 2008. Os animais foram tratados com racdo balanceada e agua ad
libitum. A sala foi mantida com temperatura de 25°C e sob ciclo de iluminacéo
claro/escuro de 12/12 horas.

4.1 DIVISAO DOS GRUPOS E TRATAMENTOS

Um total de 40 animais foram randomicamente divididos em quatro grupos
de 10 animais cada, como mostrado na tabela 1, sendo eles: Grupo Sem Ligadura /
Sem Paraquat (SL/SP) que nZo teve inducdo da Perda Ossea Alveolar e nem
exposi¢cdo ao Paraquat; Grupo Com Ligadura / Sem Paraquat (CL/SP) que teve a
inducdo da POA através da ligadura, mas ndo recebeu gavagem com Paraquat;
Grupo Sem Ligadura / Com Paraquat (SL/CP), o qual ndo teve a inducdo da POA,
mas recebeu Paraquat por gavagem intragastrica na dose de 0,1mg/Kg diariamente;
e Grupo Com Ligadura / Com Paraquat (CL/CP) que teve a inducdo da POA atraves
da ligadura e também recebeu Paraquat por gavagem intragastrica na dose de

0,1mg/Kg diariamente.

TABELA 1 - Divisdo dos grupos e respectivos tratamentos utilizados para avaliagdo da exposicao

cronica ao Paraquat na perda 6ssea alveolar.

Grupos (n=10) Ligadura Paraquat Agua
Grupo Sem Ligadura / Sem Paraquat Nao Nao Sim
Grupo Com Ligadura / Sem Paraquat Sim Nao Sim
Grupo Sem Ligadura / Com Paraquat Nao Sim N&o
Grupo Com Ligadura / Com Paraquat Sim Sim N&o

Fonte: a autora, 2018.
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As gavagens foram realizadas diariamente, no mesmo periodo, durante 60
dias, para todos os animais. Aqueles que nao foram expostos ao Paraquat,
receberam a gavagem intragastrica com agua, para simular o estresse gerado pelo
procedimento nos animais e diminuir o viés da pesquisa. Além disso, as ligaduras
foram realizadas apds 30 dias de gavagem e permaneceram nos 30 dias seguintes,
até completar os 60 dias para todos as animais.

O célculo amostral para a determinacdo do nimero de animais foi baseado
na média e desvio padrdo de uma andlise macroscopica para perda 6ssea alveolar
de dados ndo publicados provenientes do préprio grupo de pesquisa. Com base
nestes dados, assumindo como diferenca significativa uma alteracéo na perda 6ssea
alveolar de 15%, um poder estatistico de 80%, um nivel de significancia de 5% e
utilizando o Software GPower 3.1 (http://www.3rs-reduction.co.uk/html/6__power__
and_sample_size.html) para o calculo, foi obtido uma amostra minima de 9 animais
por grupo. Deste modo, considerando possiveis perdas, foram utilizados 10 animais

em cada grupo.
4.2 OBTENCAO DO PARAQUAT

Para a realizagcdo da gavagem intragastrica nos animais foi utilizado o
Paraquat da marca Syngenta®, que possui a concentracdo de 200g de Paraquat por
litro. Para obter a dose desejada na gavagem em cada grupo, o produto foi diluido

em agua diariamente antes de cada procedimento.
4.3 INDUCAO DA PERDA OSSEA ALVEOLAR

Para a inducdo da POA foi inserido um fio de algoddo no espaco
interproximal, ao nivel do sulco gengival dos dois primeiros molares inferiores de
cada animal, como ilustrado na figura 4. Esta técnica gera a retencdo mecanica e
acumulo de bactérias no fio de algoddo, simulando a formac&o do biofiime da DP
(OZ; PULEO, 2011). Para isso, os ratos foram anestesiados através de uma solucéo
com 90 mg/Kg de gquetamina (anestésico) e 10 mg/Kg de xilazina (relaxante
muscular), via intraperitoneal. Duas pessoas devidamente treinadas realizaram a
insercdo da ligadura nos animais, seguindo um padrdo de qualidade. E para o
sacrificio e retirada das amostras do tecido gengival, sangue e hemimandibulas, os

animais receberam uma sobredose anestésica, seguida do deslocamento cervical.
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FIGURA 4 - llustragdo representativa do método de ligadura em ratos.

Fonte: adaptado de VARGAS-SANCHEZ, P.K. et al., Agreement, correlation, and kinetics of the
alveolar bone-loss measurement methodologies in a ligature-induced periodontitis animal model. J
Appl Oral Sci., v. 25, n. 5, p. 490-497, 2017.

4.4 AVALIACAO CLINICA DA DOENCA PERIODONTAL

Para andlise clinica, os animais foram avaliados macroscopicamente por um
unico examinador devidamente treinado alguns minutos antes do sacrificio, sob
efeito da anestesia, de acordo com alguns parametros pré-estabelecidos, que foram:
1) presenca de edema gengival; 2) sangramento gengival apés o toque com uma
sonda de ponta esférica; e 3) mobilidade dentaria. Para cada medida foi
estabelecido um score de 0 a 5, sendo que 0 correspondeu a auséncia dos
parametros indicados, 1 indicou sua presenca discreta, 2 a presenca levemente
moderada, 3 a presenca moderada, 4 a presenca intensa e 5 a presenca muito
intensa do determinado sinal. Para esta andlise foram utilizados os primeiros
molares de cada animal, apés retirada da ligadura quando necessario. Todos 0s
animais tiveram os primeiros molares inferiores direito e esquerdo avaliados, deste
modo, o dado utilizado para a analise estatistica foi a média entre esses dois scores.
E ainda, para avaliar o edema gengival trés medidas foram realizadas, sendo elas as
da face lingual, vestibular e mesial do mesmo, sendo que para a analise estatistica

foi utilizada a média destes trés scores obtidos em cada lado (RODINI, 2008).
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4.5 COLETA E PREPARO DO SANGUE

Para coleta do sangue, foi realizada a abertura do hemitérax de cada rato
sob o efeito da anestesia, seguida por puncdo cardiaca. Para realizacdo do
leucograma, cada mililitro de sangue foi armazenado com 40 microlitros (L) de
anticoagulante. Ja para quantificacdo dos grupos sulfidrilicos totais néo foi utilizado
anticoagulante e as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm (rotacées por minuto)
durante 10 minutos para separacao do soro, que foi utilizado para as analises.

4.6 CONTAGEM DOS LEUCOCITOS TOTAIS NO SANGUE

A contagem do namero de leucécitos na amostra de sangue obtida através
da puncao cardiaca foi realizada no Laboratorio Escola da UEPG, utilizando-se o
contador hematoldgico Hemacounter 60-RT 7600® (Hemogram, Brasil), que utiliza o
principio da impedancia elétrica para avaliacdo quantitativa das células. Um segundo
método, sendo este qualitativo, foi utilizado para avaliar o tamanho e formato dos
leucadcitos, através da realizacdo de um esfregaco sanguineo de cada amostra. Apos
secarem, os esfregacos foram corados pelo método de May Grunwald — Giemsa,
para a qual foram utilizados os dois corantes da marca Bioclin®. Apés a coloragéo,
as leituras das laminas foram realizadas através da microscopia 6ptica utilizando a

objetiva no aumento de 100x e Oleo de cedro para imerséo.
4.7 QUANTIFICACAO DOS GRUPOS SULFIDRILICOS TOTAIS NO SORO

Para quantificacdo dos grupos sulfidrilicos totais (SH-T), que se refere a
guantidade de glutationa reduzida no sangue, foi utilizado 50 yL do soro de cada
rato com a adi¢cdo de 625 pL de solucdo tampédo TRIS/HCL (0,1 M pH 8,2) e 25 pL
de DTNB (5,5-dithiobis(2-nitrobenzoic acid) - 0,124 mM). Esta solucéo foi agitada,
incubada ao abrigo da luz por 15 minutos e posteriormente lida em triplicata no
espectrofotdmetro, adotando um comprimento de onda A = 412 nm (nanémetros). Os
resultados obtidos foram comparados com a “curva padrao” realizada juntamente
com o experimento através do uso da glutationa reduzida, e os dados expressos em
micromol de SH-T por mililitro de soro (umol SH-T/ml soro) (ELLMAN, 1959).
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4.8 AVALIACAO MACROSOPICA DA PERDA OSSEA ALVEOLAR

A avaliagdo da perda Ossea alveolar foi realizada através da andlise
macroscopica das hemimandibulas, que para isso foram primeiramente fervidas por
aproximadamente 30 minutos e deixadas em agua oxigenada 10 volumes por 24
horas para que permanecesse intacto apenas o tecido 6sseo e os demais fossem
retirados das mesmas. ApoOs a limpeza utilizando o auxilio de gaze e sonda, as
hemimandibulas foram coradas com azul de metileno 1% para marcacao da juncao
amelo-cementéaria e por fim foram digitalizadas utilizando uma lupa esteroscépica
com aumento de 20x. Para a obtencdo das imagens, as hemimandibulas foram
posicionadas com a face lingual para cima e o maior paralelismo possivel entre as
cuspides e raizes linguais e vestibulares de cada dente, através do auxilio de uma
cera utilidade. Para a mensuracdo da POA foi realizada a medida linear entre a
juncdo amelo-cementéaria e a crista 0ssea alveolar de cada raiz dos trés molares
inferiores, utilizando o software ImageJ 5.0, como mostrado na figura abaixo
(VARGAS-SANCHEZ et al., 2017).

FIGURA 5 - Medida linear da Perda Ossea Alveolar em ratos.

liinc3n ameln-rementaria

e

Cricta Accea alvenlar

Fonte: a autora, 2018.

4.9 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

A andlise estatistica dos dados foi realizada com auxilio do software
GraphPad Prism 6.0, adotando um nivel de significancia de 5% (p<0,05). Para
determinacdo do melhor teste estatistico, os dados foram submetidos ao teste de

normalidade Lilliefors que avaliou a distribuicAo dos mesmos através do software
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Bioestat 5.0. Para andlise das variaveis paramétricas, foi aplicado o teste two-way
ANOVA para determinar o efeito da exposicdo aos fatores independentes: 1)
“Exposicao ao Paraquat” e 2) “Ligadura”, sobre as seguintes varidveis dependentes:
perda Ossea alveolar, contagem de leucécitos, dosagem de glutationa e avaliacdo
clinica. Quando se obteve significAncia estatistica, o teste post hoc Tukey foi
empregado para as compara¢des multiplas entre os diferentes grupos. Para analise
estatistica dos scores obtidos na avaliacao clinica, que sdo dados nao-paramétricos,
estes foram substituidos pela raiz quadrada, mas para melhor interpretacdo dos
resultados, serdo apresentados os dados reais no presente estudo.
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5 RESULTADOS

5.1 PERDA OSSEA ALVEOLAR

A avaliacao (two-way ANOVA) do efeito de cada fator sobre a POA revelou que o
fator “Ligadura” foi responsavel por 61,72% (p< 0,0001) do total da variancia
observada no experimento, enquanto o fator “Exposicdao ao Paraquat”, de forma
isolada, ndo exerceu efeito sobre esta variavel (p=0,7583). A analise do efeito da
interacdo entre os fatores (Exposicdo ao Paraquat x Ligadura — EP x L) demonstrou
um efeito significativo sobre a POA (5,766%, p = 0,0159) conforme mostrado na
tabela 2.

TABELA 2 - Avaliacdo do efeito da exposicdo ao paraquat, ligadura e interacéo sobre a perda 6ssea
alveolar (Two-way ANOVA).

Fonte de variacao GL SQ QM F % VT P
Exposi¢cao ao Paraquat 1 0.000747 0.000747 0,0917 0,08663 0,7583
Ligadura 1 0.5319 0.5319 68,51 61,72 <0,0001
Interagéo (EP x L) 1 0.04969  0.04969 6,401 5,766 0,0159
Residuo 36 0.2795 0.007763
Total 39 0.8617

Legenda: GL: Graus de liberdade; SQ: Soma dos quadrados; QM: Quadrado médio; F: Valor
estatistico; % VT: Porcentagem da variacgéo total; p: valor de significancia.
Fonte: a autora, 2018.

Conforme mostrado na figura 6, a avaliacdo inter-grupos (post hoc Tukey)
revelou diferencas significativas entre: SL/SP x CL/SP, SL/SP x CL/CP, com

aumento da perda éssea alveolar para os grupos contendo ligadura.
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FIGURA 6 - Comparacdes inter-grupos para a avaliagdo da exposi¢cao crbnica ao paraquat e da
ligadura sobre a perda 6ssea alveolar (post-hoc Tukey, p<0,05). Valores expressos em média + EPM
(n=10 animais/grupo). Software GraphPad Prism 6.0.
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Legenda: * indica diferenca significativa entre grupos (*p<0,05; **p<0.01; ***p<0,001 e ****p<0,0001).

Fonte: a autora, 2018.

5.2 CONTAGEM DE LEUCOCITOS NO SANGUE

Em relacdo a contagem de leucdcitos totais no sangue, observou-se um
importante efeito significativo do fator “Exposicédo ao Paraquat” (31,22%, p=0,0002)
como mostrado na tabela 3. Ja as comparacdes multiplas indicaram uma diferenca
estatistica entre os grupos CL/SP x CL/CP, representada por um aumento de

leucdcitos séricos no grupo exposto ao paraquat (Figura 7).
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TABELA 3 - Avaliacdo do efeito da exposicdo ao paraquat, ligadura e interacdo sobre a contagem
sérica de leucdcitos (Two-way ANOVA).

Fonte de variacao GL SQ QM F % VT P
Exposicao ao Paraquat 1 2003357 2003357 17,14 31,22 0,0002
Ligadura 1 1792676 1792676 1,533 2,793 0,2236
Interagéo (EP x L) 1 261146 261146  0,2234  0,4069 0,6393
Residuo 36 4208571 1169047
Total 39 8265750

Legenda: GL: Graus de liberdade; SQ: Soma dos quadrados; QM: Quadrado médio; F: Valor
estatistico; % VT: Porcentagem da variago total; p: valor de significancia.
Fonte: a autora, 2018.

FIGURA 7 - Comparacfes inter-grupos para a avaliacdo da exposicdo crdnica ao paraquat e da
ligadura sobre a contagem sérica de leucocitos (post-hoc Tukey, p<0,05). Valores expressos em
média + EPM (n=10 animais/grupo). Software GraphPad Prism 6.0.
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Legenda: * indica diferenca significativa entre grupos (*p<0,05).
Fonte: a autora, 2018.

5.3 QUANTIDADE DE GRUPOS SULFIDRILICOS TOTAIS (GLUTATIONA SERICA)

Os niveis de glutationa sérica foram afetados pelo fator “Ligadura” (31,74%,
p=0,0002), porém nao foram observados efeitos do fator “exposicdo ao paraquat’ e

da interacdo (EP x L) sobre as concentracdes de glutationa (Tabela 4). Diferencas
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estatisticas, com reducdo das concentracdes séricas de glutationa, foram
observadas nos grupos SL/SP x CL/CP, CL/SP x SL/SP e CL/CP x SL/CP (Figura 8).

TABELA 4 - Avaliacdo do efeito da exposi¢cdo ao paraquat, ligadura e interacdo sobre a dosagem

sérica de glutationa reduzida (Two-way ANOVA).

Fonte de variacao GL SQ QM F % VT p
Exposicao ao Paraquat 1 0.0262 0.0262 2,154 0,2401 0,7158
Ligadura 1 0.2166 0.2166 17,81 31,74 0,0002
Interagéo (EP x L) 1 0.001638 0.001638 0,1347 0,2401 0,1509
Residuo 36 0.438 0.01217
Total 39 0.6825

Legenda: GL: Graus de liberdade; SQ: Soma dos quadrados; QM: Quadrado médio; F: Valor
estatistico; % VT: Porcentagem da variagdo total; p: valor de significancia.
Fonte: a autora, 2018.

FIGURA 8 - Comparacfes inter-grupos para a avaliacdo da exposicdo crdnica ao paraquat e da
ligadura sobre a dosagem sérica de glutationa reduzida (post-hoc Tukey, p<0,05). Valores expressos
em média £ EPM (n=10 animais/grupo). Software GraphPad Prism 6.0.
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Legenda: * indica diferenca significativa entre grupos (*p<0,05; **p<0.01; ***p<0,001 e ****p=<0,0001).

Fonte: a autora, 2018.
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5.4 PARAMETROS CLINICOS

Em todos os parametros clinicos observados, os fatores “Exposi¢cao ao
Paraquat” (edema gengival 21,25%, mobilidade dentaria 11,82% e sangramento
gengival 17,09%) e “Ligadura” (edema gengival 69,69%, mobilidade dentaria 76,53%
e sangramento gengival 72,12%) exerceram uma influéncia nos resultados
(p<0,0001). Apenas o parametro sangramento gengival ndo teve a influéncia da
interacdo entre os dois (EP x L), sendo que o edema gengival (4,956%, p<0,0001) e
mobilidade dentéria (3,920%, p=0,0001) sofreram esta influéncia (tabela 5).

TABELA 5 - Avaliacédo do efeito da exposi¢cdo ao paraquat, ligadura e interacdo sobre os parametros

edema gengival, mobilidade dentaria e sangramento gengival da analise clinica (Two-way ANOVA).

Fonte de variacao GL SQ QM F % VT P
Edema gengival
Exposicao ao Paraquat 1 3.096 3.096 186,3 21,25 <0,0001
Ligadura 1 10.16 10,16 611,1 69,69 <0,0001
Interagéo (EP x L) 1 0,7221 0,7221 43,46 4,956 <0,0001
Residuo 36 0,5982 0,01662
Total 39 14,5763
Mobilidade dentéria
Exposicao ao Paraquat 1 3,241 3,241 55,03 11,82 <0,0001
Ligadura 1 20,99 20,99 356,4 76,53 <0,0001
Interagdo (EP x L) 1 1,075 1,075 18,25 3,920 0,0001
Residuo 36 2,120 0,05890
Total 39 27,426
Sangramento gengival
Exposicao ao Paraquat 1 4,703 4,703 59,69 17,09 <0,0001
Ligadura 1 19,85 19,85 251,9 72,12 <0,0001
Interagdo (EP x L) 1 0,1324 0,1324 1,680 0,4811 0,2031
Residuo 36 2,836 0,07878
Total 39 27,5244

Legenda: GL: Graus de liberdade; SQ: Soma dos quadrados; QM: Quadrado médio; F: Valor
estatistico; % VT: Porcentagem da variacgéo total; p: valor de significancia.
Fonte: a autora, 2018.
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Em relacdo as comparagbes multiplas (post-hoc Tukey), os parametros

edema gengival (Figura 9) e sangramento gengival (Figura 11) mostraram diferencas

significativas entre todos os grupos. Ja para o parametro mobilidade dentéria

observou-se diferenca entre os grupos com e sem ligadura, e também entre os

grupos CL/SP x CL/CP.

FIGURA 9 - Comparacfes inter-grupos para a avaliacdo da exposicdo crdnica ao paraquat e da

ligadura sobre o parametro clinico edema gengival (post-hoc Tukey, p<0,05). Valores expressos em

média = EPM (n=10 animais/grupo). Software GraphPad Prism 6.0.
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Legenda: * indica diferenca significativa entre grupos (*p<0,05; **p<0.01; ***p<0,001 e ****p<0,0001).

Fonte: a autora, 2018.
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FIGURA 10 - Comparacdes inter-grupos para a avaliacdo da exposicdo crbnica ao paraquat e da

ligadura sobre o parametro clinico mobilidade dentaria (post-hoc Tukey, p<0,05). Valores expressos

em média + EPM (n=10 animais/grupo). Software GraphPad Prism 6.0.
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FIGURA 11 - Comparacdes inter-grupos para a avaliacdo da exposicdo crénica ao paraquat e da
ligadura sobre o parametro clinico sangramento gengival (post-hoc Tukey, p<0,05). Valores

expressos em média + EPM (n=10 animais/grupo). Software GraphPad Prism 6.0.
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6 DISCUSSOES

Avaliando os resultados obtidos neste estudo € possivel observar a eficacia
da metodologia utilizada, visto que em todas as andlises realizadas, exceto
leucécitos totais, observou-se uma grande influéncia do fator “Ligadura” sobre os
parametros dependentes. O modelo animal para inducdo da Doenca Periodontal é
muito utilizado e bem aceito pelos pesquisadores nos dias de hoje, por se tratar de
uma metodologia de baixo custo e facil manuseio, que permite realizar avaliagbes
clinicas, histolégicas e imunoldgicas da doenca, pois possuem um desenvolvimento

muito parecido com o que acontece nos humanos (PASUPULETI et al., 2016).

O método de ligadura consiste na insercdo de um fio de algodéo ao redor
dos dentes dos animais (GALVAO et al., 2003). Este método, trata-se de um dos
mais utilizados atualmente, devido a sua semelhanca com o0 que ocorre no
organismo humano. A inser¢do do fio de algoddo promove o acumulo de
periodontopatégenos no local, formando um biofilme dental e assim estimulando a
resposta imunoinflamatoria do hospedeiro, que por fim, causa a reabsorcdo 6ssea
alveolar como acontece nos humanos (HOLZHASEN et al., 2005). Deste modo,
pode-se observar que no presente estudo, a ligadura correspondeu a este
mecanismo, aumentando a perda O0ssea alveolar naqueles animais que tiveram a

sua colocacdo.

Para ser considerada cronica, a DP nos humanos segue uma série de
caracteristicas imuno-histoldgicas, além de possuir fases de estabilizacdo e
progresséao, na qual a reabsorcao 6ssea alveolar ocorre em periodos intermitentes e
de maneira mais lenta que na forma aguda (SMITH et al.,, 2010). O objetivo da
metodologia do presente estudo foi reproduzir as caracteristicas crénicas da doenca.
Deste modo, conforme indicado na revisao de literatura realizada por Molon e seus
colaboradores em 2013, que avaliou diferentes tipos de inducdo da DP em modelos
animais, o fio de algodao deveria permanecer um tempo maior que 2 semanas para
alcancar a cronicidade da doenca no rato, periodo no qual a destruicdo dos tecidos
periodontais € diminuida. Isso indica que o periodo escolhido para permanéncia da

ligadura neste trabalho foi adequado, pois foi de 30 dias.
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Quanto a dose escolhida para a administracdo diaria do Paraquat, o objetivo
deste trabalho era de uma exposi¢cdo continua a pequena quantidade do produto,
gue ndo causasse maiores danos aos 6rgaos vitais do rato, levando a morte dos
mesmos ou interferindo nos resultados das analises realizadas. Desta maneira,
pretendia-se alcancar o maximo possivel de similaridade com o que acontece nos
humanos que moram nas areas rurais e estdo expostos a este herbicida. Porém, a
maioria dos artigos presentes na literatura avaliam o efeito do envenenamento com
o Paraquat e utilizam uma dose de no minimo 10 mg/Kg, sendo que a maioria utiliza
20 mg/Kg e mostra que esta dose é capaz de causar lesGes cerebrais, pulmonares e
renais com apenas algumas administracées (ZHANG et al., 2014b; PRASAD et al.,
2009; PREDIGER et al.,, 2012; SILFELER et al., 2017). Isso indica que a dose
utiizada no presente estudo deveria ser menor do que esta citada, como foi

utilizada.

Enquanto isso, um estudo que submeteu os ratos a uma exposicdo mais
prolongada ao Paraquat, durando 14 dias com administracGes diarias do herbicida,
mostrou que a dose de 2 mg/Kg foi capaz de gerar lesdes hepaticas nestes animais
(ATASHPOUR et al., 2017). Outro estudo que submeteu os animais a esta
exposicao cronica utilizou uma dose 10 mg/Kg de Paraquat, porém o produto era

administrado apenas uma vez por semana nos animais (SONGIN et al., 2011).

Apesar dos trabalhos mostrarem uma ampla variedade de doses para o
tratamento crbnico e este método ainda néo ser bem estabelecido, a pequena dose
utilizada pode ter contribuido para que ndo houvesse uma influéncia significativa
diretamente na POA, como observado neste estudo. Porém, foi observado que o
fator “Exposicdo ao Paraquat” interagindo com o “Ligadura” foi capaz de influenciar o
aumento da perda éssea e diminuir a quantidade da glutationa reduzida sérica, além
de sozinho influenciar significativamente os parametros clinicos e no aumento da
guantidade de leucécitos no sangue destes animais. Deste modo, pode-se indicar
gue uma dose maior do herbicida deve ser estudada para avaliar se realmente o

fator isolado “Exposicao ao Paraquat” ndo possui influéncia sobre a POA.

A via de administracdo do Paraquat neste estudo também pode ter
influenciado nos resultados encontrados, pois a maioria dos trabalhos que utilizam a

administracdo por via gavagem intragastrica sdo estudos que avaliam as injurias
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causadas pelo envenenamento com este herbicida, ou seja, exposicao aguda ao
mesmo (WANG et al., 2017; Ll et al., 2017; YAN et al., 2017) e além disso, a grande
maioria dos trabalhos observados aplicam o Paraquat via intraperitoneal
(ATASHPOUR et al., 2017; SU et al., 2017; ZHANG et al., 2017). Apesar disso,
como nao foram encontrados estudos que avaliam este produto como amplificador
da perda dssea alveolar, deste modo ndo foram encontradas evidéncias que
comprovem qual € a melhor via de administracao para avaliar a associacdo desta

doenga com o Paraquat.

Como apresentado também no presente estudo, o trabalho realizado por
Kumar e seus colaboradores (2015) apresentou um aumento significativo dos
leucocitos no sangue dos ratos que foram expostos ao Paraquat, mas ao contrario
dos achados deste trabalho, o qual indicou apenas uma tendéncia, este estudo
mostrou que a quantidade de GSH foi diminuida significativamente nos grupos que
tiveram esta exposicdo. Porém a dose utilizada foi de 5mg/Kg do Paraquat duas
vezes por semana durante duas semanas nos ratos, dose consideravelmente maior
do que a utilizada neste trabalho. Outro estudo, realizado pela equipe de Ahmad em
2014, também mostrou que os niveis de GSH de ratos expostos ao uso do Paraquat
foram atenuados significativamente no sangue. Porém, este trabalho também
utilizou uma dose maior, sendo esta de 10mg/Kg de Paraquat duas vezes por
semana durante 3 semanas nos ratos e a utilizada no presente estudo foi de 0,1

mg/Kg diariamente.

O Paraquat tem seu principal mecanismo de acdo baseado na liberacdo de
ROS, que diretamente causam a morte celular por estresse oxidativo. Porém, as
ROS levam ao aumento na adeséo e infiltracdo de leucdcitos no local, sendo que a
liberacdo de quimiocinas e citocinas inflamatorias através destas células
desempenham um papel fundamental na lesédo tecidual devido o aumento da sua
condicao inflamatéria (TOYGAR et al., 2015). Os leucdcitos caracterizam a primeira
linha de defesa do organismo na presenca de infeccdes, protegendo-o contra
microorganismos patogénicos e toxinas, mas a sua ativacdo exacerbada aumenta
ainda mais a liberacdo de ROS (KUMAR et al., 2015).

7

A liberacdo das espécies ROS é ocasionada pela ativacdo de varias

enzimas presentes nos leucdcitos, recebendo um papel importante na sinalizacao
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intracelular e mediacéo dos processos inflamatoérios. Entretanto, se ocorre a ativagao
exacerbada dos leucdcitos, as ROS ficam em despropor¢cdo com os antioxidantes do
organismo, podendo causar danos teciduais através do estresse oxidativo. Neste
sentido, os antioxidantes oferecem uma protecdo contra a perda 6ssea e injarias nos
tecidos. O principal composto que possui esta fungdo nos animais € a glutationa
reduzida, sendo este o mais importante determinante do ambiente redox intracelular.
A diminuicdo da GSH devido a sua oxidacdo para GSSG (glutationa oxidada)
através de enzimas que a utilizam como substrato, € um claro indicador de estresse
oxidativo na célula (DOMAZETOVIC et al., 2017).

Em relacdo a Doenca Periodontal, os achados da literatura correspondem
aos do presente trabalho. Lima e seus colaboradores (2017) quantificaram os niveis
de GSH em animais para avaliar a acao anti-inflamatoria e antioxidante da
Calendula officinalis na Doenca Periodontal e mostraram que 0s niveis da glutationa
ficaram significativamente reduzidos nos animais que tiveram a inducédo da doenca,
porém esta avaliacao foi realizada através de amostras do tecido gengival dos ratos.
Do mesmo modo, outro trabalho que avaliou uma terapia antimicrobiana na DP,
mostrou que o0s niveis de GSH no sangue dos ratos foram significativamente
menores apoés 30 dias da inducdo da doenca quando comparados ao grupo controle
(BARIN et al., 2017).

Segundo a revisao de literatura realizada por Naiff e seus colaboradores em
2012, a resposta primaria da DP ocorre através da liberacdo de quimiocinas e
citocinas inflamatorias pelo tecido gengival, que causam a formacédo de um infiltrado
de células no local, através do estimulo para 0 aumento da expressdo de moléculas
de adesdo, permeabilidade capilar e quimiotaxia dos neutrofilos. Isso explica a
causa do edema e sangramento gengival observados na analise clinica e aumento
da quantidade de leucdcitos na presenca do Paraquat amplificando esta resposta
inflamatoria. Entretanto, a ativacdo de quimiocinas e citocinas pode ainda nao estar
tdo exacerbada com a presenca do Paraquat, a ponto de ativar os osteoclastos,
causando uma perda 6ssea significativamente maior que poderia ser observada na
analise macroscoépica (TAYLOR, 2010).

Para finalizar, os achados deste trabalho sugerem a realizacdo de maiores

estudos sobre o tema, utilizando maiores doses do Paraquat para realmente concluir
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se este possui ou ndo influéncia sobre a perda 0ssea alveolar induzida pela ligadura
nos ratos. Analises do tecido do local da inser¢do da ligadura também podem ser
realizadas para se obter maiores explicacbes sobre esta influéncia, visto que

possivelmente o Paraquat potencializa a POA em individuos que ja possuem a DP.
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7 CONCLUSAO

Com os resultados obtidos, podemos concluir que apesar de haver uma
tendéncia, a exposicéo cronica ao Paraquat na dose de 0,1 mg/Kg ndo aumentou a
perda éssea alveolar induzida pelo método de ligadura em ratos e nem diminuiu a
guantidade de glutationa reduzida sérica nestes animais, significativamente. Porém,
esta mesma dose foi capaz de aumentar significativamente a quantidade de
leucécitos no sangue e 0s sinais clinicos de mobilidade dentéaria, edema e

sangramento gengivais observados nos ratos.
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