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RESUMO

A periodontite é uma doenca inflamatéria crénica iniciada e perpetuada por bactérias
anaerobicas Gram-negativas que colonizam a area subgengival. Esta doenca é caracterizada
pela destruicdo do tecido periodontal de insercdo, reabsorcdo 6ssea, infiltracdo de leucécitos e
formacéo de bolsa periodontal. Estudos mostram um aumento significativo do risco de doengas
cardiovasculares, principalmente aterosclerose e hipertensdo, entre pessoas com periodontite.
Acredita-se que a inflamacao sistémica induzida pela doenc¢a periodontal e a diminui¢do da
biodisponibilidade de O6xido nitrico seriam a causa da disfungdo endotelial, que
consequentemente leva a doencas cardiovasculares. Interessantemente, estudos mostram que
as estatinas vém proporcionando resultados consistentes e satisfatorios na reversao da
disfuncdo endotelial. Assim, a proposta deste trabalho foi avaliar o efeito da administracéo
sisttmica da sinvastatina sobre parametros inflamatérios de periodontite induzida e
correlacionar suas possiveis a¢des no sistema cardiovascular e na perda 6ssea alveolar. Ratos
Wistar foram submetidos a inducdo da periodontite através da colocacao de ligaduras ou eram
submetidos a falsa-cirurgia (as ligaduras eram colocadas e imediatamente removidas). No dia
8, os animais foram novamente randomizados para receber o tratamento com a sinvastatina
(10 mg/kg/dia v.0.) ou veiculo. Durante o experimento, nos dias 1, 7 e 14 os ratos eram
preparados para analise da presséo arterial sistolica e frequéncia cardiaca. E no dia 14, os
ratos foram preparados para andlise de pardmetros -cardiovasculares, perfil lipidico,
marcadores inflamatdrios sistémicos e de leséo tecidual. A maxila e a mandibula eram retiradas
para a analise da perda 6ssea. Nossos dados mostram que 0s animais com periodontite ndo
tratados apresentaram uma resposta vasodilatadora endotélio-dependente (acetilcolina)
reduzida, uma caracteristica da disfungdo endotelial em animais com doencga periodontal. Em
contrapartida, foi encontrada uma resposta vasodilatadora aumentada em animais com
periodontite tratados com sinvastatina. As alteracdes vasculares induzidas pelo tratamento com
sinvastatina foram associadas com uma diminuigcdo do perfil lipidico, linfocitario e marcadores
inflamatérios como IL-6 e proteina C-reativa, que séo tradicionalmente associados com o risco
cardiovascular. E interessantemente, a sinvastatina diminuiu a perda éssea alveolar nos
animais com periodontite. Nossos dados mostram que a sinvastatina reduz a perda Gssea
alveolar, inflamacao sistémica e o dano ao endotélio induzidos pela periodontite. Desta forma,
a sinvastatina pode ser considerada uma droga promissora para o tratamento da doenca

periodontal e prevencéo de complicagfes cardiovasculares.

Palavras-chave: Periodontite, Inflamacéo Sistémica, Disfuncao Endotelial, Sinvastatina



ABSTRACT

Periodontitis is a chronic inflammatory disease initiated and perpetuated by Gram-negative
anaerobic bacteria that colonize the subgingival area. This disease is characterized by
destruction of periodontal tissue insertion, bone resorption, leukocyte infiltration and formation
of periodontal pockets. Studies show a significantly increased risk of cardiovascular disease,
especially atherosclerosis and hypertension, among people with periodontitis. It is believed that
systemic inflammation induced by periodontal disease and decreased nitric oxide bioavailability
would cause endothelial dysfunction, which consequently leads to cardiovascular disease.
Interestingly, studies show that statins that has been providing consistent and satisfactory
results in reversal of endothelial dysfunction. Thus, the purpose of this study was to evaluate
the effect of systemic administration of simvastatin on inflammatory parameters induced
periodontitis and correlate their possible actions in the cardiovascular system and in alveolar
bone loss. Wistar rats were subjected to induction of periodontitis by placement of ligatures or
were subjected to false-surgery (the ligatures were immediately placed and removed). On day
8, the animals were randomized to treatment with simvastatin (10 mg/kg/day p.o.) or vehicle.
During the experiment, on days 1, 7 and 14 the rats were prepared for analysis of systolic blood
pressure and heart rate. And on day 14, the rats were prepared for analysis of cardiovascular
parameters, lipid profile, systemic inflammatory markers and tissue injury. The maxilla and
mandible were removed for analysis of bone loss. Our data show that animals with untreated
periodontitis showed an endothelium-dependent vasodilator response (acetylcholine) reduced a
characteristic of endothelial dysfunction in animals with periodontal disease. In contrast, we
found an increased vasodilatory response in animals with periodontitis treated with simvastatin.
The vascular changes induced by treatment with simvastatin were associated with a decrease
in lipid profile, and lymphocytic inflammatory markers such as IL-6 and C-reactive protein, which
are traditionally associated with cardiovascular risk. And interestingly, simvastatin decreased
alveolar bone loss in animals with periodontitis. Our data show that simvastatin reduces alveolar
bone loss, systemic inflammation and damage to the endothelium induced periodontitis. Thus,
simvastatin can be considered a promising drug for the treatment of periodontal disease and

prevention of cardiovascular complications.

Keywords: Periodontitis, Systemic Inflammation, Endothelial Dysfunction, Simvastatin
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1. INTRODUCAO

A salude bucal continua a ser um dos maiores problemas de saude
publica em todo o mundo, e apesar dos grandes avangos na compreensao,
prevencdo e tratamento que ocorreram nas Ultimas décadas, doengas bucais
comuns como gengivite e periodontite ainda figuram entre as doencas
microbianas mais prevalentes da humanidade (PUSSINEN et al., 2007). Dessa
forma a boca representa um contribuinte expressivo tanto para carga total de
infeccdo como de inflamacéo, e, portanto, para o bem estar e saude geral de

um individuo.

Esta relacdo entre saude bucal e salude geral tem sido caracterizada nas
duas ultimas décadas e numerosos estudos epidemiolégicos tém relacionado
uma saude bucal precaria com doencas cardiovasculares (DCVs), controle
glicémico inadequado e nascimento de bebés prematuros de baixo peso, além
de outras doencas como artrite reumatoide e osteoporose (DEMMER et al.,
2008; KIM E AMAR, 2006). A relacdo entre saude bucal e a condicdo geral

tornou-se, portanto, um importante objeto de estudo.

Atualmente estd bem estabelecido que as DCVs séo responsaveis por
aproximadamente 40% das mortes em todo o0 mundo, mas os fatores de risco
chamados classicos nao justificam todas as DCVs, principalmente entre os
adultos jovens (PAQUETTE, BRODALA, NICHOLS, 2007; SEYMOUR et al.,
2009). Os fatores de risco sdo a chave para prevencao, e experiéncias prévias
tém mostrado que até mesmo uma modesta mudanca no risco pode gerar uma

expressiva mudanca nos indices negativos da doenca. Portanto, entender
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todos os fatores de risco possiveis é fundamental para que se possa reduzir a

morbidade e mortalidade de DCVs.

A periodontite é uma doenca inflamatoria cronica iniciada e perpetuada
por um pequeno grupo de bactérias anaerébicas Gram-negativas que
colonizam a area subgengival (PAGE, KORNMAN, 1997). Esta doenca é
caracterizada pela destruicdo do tecido periodontal de insercdo, reabsorcéo
0ssea, infiltracdo de leucdcitos e formagdo de bolsa periodontal. A inflamacgéo
decorrente da periodontite parece afetar ndo somente os tecidos bucais, mas

tem repercusséao sistémica no organismo (LAMSTER et al., 2008).

Continuos estudos observacionais demonstraram um aumento
significativo de DCVs entre pessoas com periodontite (HUNG et al., 2003;
TONETTI et al., 2007). Fica a questdo, no entanto, se a doenca periodontal é
um fator de risco para doenca cardiovascular ou apenas contribui para o
processo (HIGASHI et al., 2008; EKUNI et al., 2009). E importante lembrar que
a doenca periodontal e as DCVs comungam de alguns mesmos fatores de
risco, como idade avancada, género masculino, tabagismo e diabetes (LI et al.,

2002; GIBSON et al., 2004, DEMMER, DESVARIEUX, 2006).

Alguns estudos tém mostrado que na infeccdo periodontal, o
lipopolissacarideo bacteriano (LPS) e demais toxinas bacterianas séo liberadas
na corrente sanguinea, ocasionando uma resposta inflamatoria sistémica
(CARRANZA et al., 2010). O sistema vascular tem papel primordial nessa fase,
através do recrutamento de leucécitos e regulacdo do tbnus e da
permeabilidade vascular (DAUPHINEE, KARSA, 2006). Durante o processo

inflamatério, o infiltrado de neutréfilos gera a producao de espécies reativas de
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oxigénio (EROS) podendo gerar alteracdes vasculares. Este estresse oxidativo
vascular pode se associar a uma diminuicdo na disponibilidade de éxido nitrico

(NO) e ao desenvolvimento de hipertensédo (TSIOUFIS et al., 2011).

O NO apresenta importantes propriedades anti-ateroscleréticas
(ITURRY-YAMAMOTO, ALVES, PICON, 1997). A formacdo de NO pelo
endotélio depende da acdo da enzima 6xido nitrico sintase (NOS) que converte
0 aminoacido L-arginina, na presenca de oxigénio, em NO e L-citrulina. A
producdo de NO é mediada por trés isoformas enzimaticas de NOS, a NOS-1,
também chamada de neuronal (NNOS), a NOS-2, também conhecida como
oxido nitrico sintase induzida (iNOS) e finalmente a NOS-3, também chamada
de oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) pela presenca marcante nestas
células (RAFIKOV et al., 2011). Além de potente vasodilatador, o0 NO atua
como inibidor da agregacdo plaquetaria, proliferacdo de células musculares

lisas e de moléculas de adeséao celular (GANZ, VITA, 2003).

Alteracdes na producdo e biodisponibilidade de NO estdo associadas a
diversas  patologias tais como  hipertenséo, hipercolesterolemia,
envelhecimento, diabetes e insuficiéncia cardiaca. O mecanismo responsavel
por estas alteracbes na fisiologia normal do endotélio sdo variados e
multifatoriais (LANDMESSER et al., 2004). Existem diversas alteractes
potenciais que podem promover reducdo da vasodilatacdo endotélio-
dependente incluindo mudancas na atividade e/ou expressao da enzima eNOS,
reducdo da sensibilidade das células musculares lisas vasculares ao NO e/ou
aumento da degradacdo de NO via reacbes com EROs (CAl, HARRISON,

2001).
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Portanto, embora nao seja totalmente definido o mecanismo pelo qual a
doenca periodontal € relacionada com DCVs, acredita-se que a inflamagéo
sistémica induzida pela microbiota presente na doenca periodontal possa
contribuir para o desenvolvimento de uma inflamagdo vascular, com
consequente redugcao da producdo e/ou biodisponibilidade do NO, gerando
disfuncdo endotelial (Figura 1) — (EKUNI et al., 2009). Interessantemente,
trabalhos recentes tém mostrado a presenca de disfungcdo endotelial em
pacientes com periodontite - (HIGASHI et al.,, 2008; HIGASHI et al., 2009;

TONETTI et al., 2007; AMAR et al., 2003).

Figura 1. Representacdo esquemdtica do efeito da inflamacédo sistémica decorrente da
periodontite sobre a célula endotelial.
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Em termos gerais, disfuncéo endotelial refere-se ao prejuizo do endotélio
em manter a homeostasia vascular (BRUNNER et al, 2005). Este conceito,
apesar de comumente associado a reducdo da biodisponibilidade de NO,
também reflete o aumento na producdo de fatores vasoconstritores,

especialmente endotelina-1, e distdrbios na regulacéo da inflamacéo, trombose
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e crescimento celular da parede vascular (CELERMAJER, 1997). Em humanos,
a manifestacdo do fenotipo endotelial disfuncional ocorre anteriormente ao
desenvolvimento do processo aterosclerotico e esta diretamente associado aos
fatores de risco cardiovasculares tradicionais, tais como hipercolesterolemia,
hipertensdo arterial, diabetes mellitus e também aos fatores de risco
emergentes como a hiperhomocisteinemia, obesidade e inflamacédo sistémica

(STAPLETON et al, 2010; ESPER et al, 2006).

Multiplas substancias inflamatérias e/ou pré-trombaticas, originarias de
processos inflamatdrios crénicos ou agudos, provocam alteracdes na
vasodilatacdo endotélio-dependente (HINGORANI et al., 2000). Ainda, fatores
como lipoproteina de baixa densidade oxidada (LDL-ox), LPS, Interleucina-6
(IL-6), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), proteina C reativa (PCR),
moléculas de adesado celular (ICAM-1, VCAM-1), fator tecidual, inibidor do
ativador de plasminogénio (PAI-1) e ciclooxigenase (COX-2), possuem a
capacidade de ativar as células endoteliais podendo assim, produzir o fenotipo

endotelial disfuncional (VERMA et al, 2003).

Esses mecanismos moleculares e celulares que correlacionam
inflamacdo e disfuncdo endotelial ainda ndo se encontram totalmente
esclarecidos (YUDKIN et al.,, 1999), mas acredita-se que ha uma correlacéo
direta com a diminuicdo da biodisponibilidade de 6xido nitrico (SINISALO et al.,
2000). Em culturas de células endoteliais, fatores pro-inflamatorios como TNF-a
e PCR diminuem a producéo endotelial deste mediador vasoativo (VALLANCE

et al., 1997).
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Atualmente, a PCR constitui um dos principais marcadores inflamatorios
associados a disfuncdo endotelial. Trata-se de uma proteina plasmatica de fase
aguda sintetizada pelo figado em resposta a estimulos inflamatérios mediados
principalmente pela IL-6 (RIDKER et al., 2000). Atualmente, estes dois
mediadores inflamatérios sdo considerados fatores de risco independente de
infarto do miocardio, morte vascular e aterosclerose, apresentando valor

progndstico superior a avaliacdo dos niveis de LDL (DANESH, PEPYS, 2009).

Estudos recentes investigam se o papel da PCR no processo
inflamatoério ocorre somente como um marcador ou apresenta um papel
especifico na patogénese da disfuncdo endotelial e sucessiva lesédo
aterosclerotica (PASCERI et al., 2000). Em niveis associados a risco
cardiovascular, a PCR apresenta efeito direto no estimulo do processo
ateroscleroético, incluindo o aumento da expressdo de moléculas de adeséo
celular pelo endotélio (PASCERI et al., 2000; VENUGOPAL et al., 2002),
producdo de quimiocinas, e macréfagos relacionados a captura de LDL. Este
mediador inflamat6rio modula diretamente a producdo de fatores vasoativos
derivados do endotélio, promovendo a reducéo da tradugdo de mRNA da

eNOS como também alterando a sua estabilidade (VENUGOPAL et al., 2002).

Levando em conta as consideracdes acima, € licito pensar que a
reversdo da disfuncdo endotelial, parcial ou total seria a providéncia mais
importante para estabilizar o processo, restaurar a producdo de NO e outros
mediadores e assim prevenir cascatas inflamatorias, tromboticas e/ou
ateroslerdticas. Diversos trabalhos ja4 demonstraram a capacidade de
tratamentos reverterem o dano ao endotélio, dentre eles terapias com

antihipertensivos (JAVARONI, NEVES, 2011; ZEPEDA et al, 2012),
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antidiabéticos (ASCHOFF et al., 2012; NAKA et al., 2012), polivitaminicos
(RIMBAUD et al., 2011; SHAB-BIDAL et al., 2011) entre varios outros. Mas,
interessantemente, € o tratamento com as estatinas que vem proporcionando
resultados consistentes e satisfatérios na reversdo da disfuncdo endotelial

(LAUFS et al., 2000; LAUFS, U.; LIAO, J. K, 2003).

As estatinas constituem a classe de farmacos hipolipemiantes de maior
prescricdo na atualidade, sendo associadas com uma expressiva diminui¢ao da
morbidade e mortalidade de doencas cardiovasculares (BANACH et al., 2009),
diferindo entre si basicamente quanto a sua lipofilicidade e tempo de meia-vida

(Tabela 1) — (LLINGWORTH et al., 2001).

TABELA 1. Propriedades farmacoldgicas dos inibidores de hidroximetilglutaril-CoAredutases

Farmaco Solubilidade Dose usual Metabolismo Tempo de Excrecéo renal

(mg) meia-vida (h) (%)

Lovastatina Lipofilica 20-80 CYP3A4 2-3 10
Sinvastatina Lipofilica 10-80 CYP3A4 1-3 13
Pravastatina Hidrofilica 10-40 Sulfatacédo 2-3 20
Fluvastatina Lipofilica 20-80 CYP2C9 0,5-3 6
Atorvastatina Lipofilica 10-80 CYP3A4 13-16 2
Rosuvastatina Hidrofilica 10-40 CYP2C9 19 10

Fonte: O Autor.

Em 1971, Akiro Endo iniciou o primeiro projeto com o objetivo de inibir a
atividade da hidroximetilglutaril coenzima A redutase (HMGCoA redutase),
enzima responsavel pela sintese do colesterol. Os resultados conduziram a
mevastatina um potente inibidor da sintese de colesterol, que chegou a testes
em humanos, mas devido aos efeitos indesejados acabou ndo sendo

comercializada (YAMMOTO, SUDO, ENDO, 2004). A partir de 1990, depois
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dos avancos gerados pela descoberta da mevastatina, entraram no mercado
trés farmacos inibidores da HMGCOoA redutase: lovastatina, sinvastatina e a

pravastatina (ENDO, 2010).

O mecanismo de acdo destes farmacos se fundamenta na inibicao
competitiva da converséo da HMG-CoA redutase em mevalonato, passo
limitante da biossintese do colesterol (HALCOX, DEANFIELD, 2004). O efeito
resultante € o aumento da remoc¢éo de LDL circulante, reducéo da producéo de
lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL) e de modo mais discreto a
diminuicdo da concentragdo plasmatica de triglicerideos (NISSEN et al., 2004).
Consequentemente, as estatinas também promovem a reducdo de
intermediarios isoprendides como o geranilgeranil pirofosfato (GGPP) e farnesil
pirofosfato (FPP), afetando desta forma o processo de isoprenilacdo de
proteinas, indicando que os efeitos das estatinas vao além da reducdo do
colesterol (STOCKINS, 2009). Neste sentido, um estudo clinico recente
chamou a atencdo, uma vez que a rosuvastatina reduziu significativamente a
incidéncia de problemas cardiovasculares em pessoas aparentemente
saudaveis, sem hiperlipidemia. De maneira interessante, todos os individuos
gue foram beneficiados pelo tratamento com a estatina apresentavam altos

niveis de PCR (BRUNNER et al., 2005).

Estudos recentes sugerem que as estatinas apresentam diversos efeitos
terapéuticos colesterol-independentes (JOHN et al., 2001) como o0 aumento da
biodisponibilidade de NO, propriedades antioxidantes, imunomodulacao,
neuroprotecao e senescéncia celular (CORSINI et al., 1999), dos quais muitos
se devem a inibicdo da sintese de isoprenodides. Estes atuam como

sinalizadores intracelulares, particularmente para GTPases de ligacdo as
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proteinas Rho, Ras e Rac, cuja funcdo € dependente de isoprenilacdo
(KUREISHI et al., 2000). Estes efeitos sdo conhecidos como pleiotropicos, que
se caracterizam por atividades secundarias das estatinas nao relacionadas

diretamente ao seu mecanismo principal (LINARELLI, POTT Jr, 2008).

Devido a descoberta dos efeitos pleiotropicos promovidos pelas
estatinas, diversos estudos clinicos investigam a utilizacdo desta classe de
farmacos em condi¢cdes patoldégicas relacionadas ou nao aos niveis
plasmaticos de LDL, tais como diabetes mellitus, hipertenséo, aterosclerose
(KON KOH, 2000), doenca de Alzheimer (GRAMMAS, 2011), HIV, doenca
periodontal (DAVIGNON, LEITER, 2005), infeccbes crbnicas e agudas

(VLACHOPOULOS et al., 2007).

Um dos efeitos pleiotrépicos possiveis das estatinas € possivelmente no
processo de reversao da disfuncdo endotelial, que parece decorrer em parte da
sua capacidade em aumentar a producdo de NO, a partir do estimulo da
atividade, aumento da expressdo e/ou bloqueio da inativacdo da eNOS
(DAVIGNON, LEITER, 2005). Além disso, a inibicdo das proteinas Rho,
principalmente a Rho A é um importante fator para a estabilizacdo do mRNA da
eNOS acarretando em um aumento do conteddo protéico da mesma, com

consequente aumento da vasodilatacao (RIKITAKE et al., 2005).

Adicionalmente, os inibidores da HMG-CoA redutase também tem se
demonstrado capazes de restaurar a atividade da eNOS na presenca de
hipoxia (LAUFS et al., 1998) e oxidacdo de LDL, condicbes estas que podem
levar a disfuncdo endotelial (LAUFS et al., 1997), assim como bloquear a

atividade da endotelina-1 e angiotensina-Il, potentes vasoconstritores e a
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caveolina-1, proteina que se liga a eNOS, regulando negativamente sua

atividade (HERNANDEZ-PERERA et al., 1998).

Aliado aos efeitos sobre a atividade enzimatica da eNOS, as estatinas
podem inibir diversas citocinas pro-inflamatérias, assim como moléculas de
adesdo e a PCR (GONZALVEZ et al., 2004), contribuindo também com suas
propriedades antiinflamatoérias para reverséo da disfuncéo endotelial a partir de
sua acao sobre a COX-2 (ATAR et al, 2006). Atualmente existem fortes
evidéncias de que o tratamento com estatinas pode atenuar os efeitos da
inflamacéo no risco de eventos cardiovasculares. Nesse contexto, varios
estudos tém demonstrado que as estatinas exercem acdo antiinflamatoria
independente de sua acédo hipolipemiante (McGOWN, BROOKES, 2007).
Nessa linha, foi estudado o efeito tépico da sinvastatina em um modelo de
inflamacdo de pele de camundongo. A aplicagdo topica resultou em uma
inibicdo da resposta inflamatoria, podendo ser explicada pela resposta negativa
da expressdo de moléculas de adesdo ou pela inibicdo da secrecdo de
citocinas pro-inflamatérias que ocorre durante um evento inflamatério (OTUKI,

PIETROVSKI, CABRINI, 2006).

Estudos pré-clinicos indicam que a atorvastatina € capaz de reduzir o
dano gerado por isquemia miocardica através de aumento da producédo de NO
que por sua vez nitrosila a enzima COX-2, modulando sua atividade e
aumentado a producédo de PGI, (YE et al.,, 2006), uma prostaglandina que
sabidamente reduz o tamanho do infarto (YE et al., 2000). Adicionalmente, um
estudo recente demonstrou que a atorvastatina € capaz de promover um

aumento na producdo de 15-Epi-Lipoxina-A4, um mediador lipidico anti-
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inflamatorio, em células miocardicas, através do aumento da expressdo de

enzimas envolvidas na sintese deste mediador (BIRNBAUM et al., 2006).

Estudos recentes indicam ainda que as estatinas, incluindo a
sinvastatina, podem retardar a progressdo de aterosclerose pela inibicdo da
sintese de metaloprotease e inibicdo da ativacdo de fatores inflamatorios, tais
como IL-1B e TNF-a (KIM et al.,, 2011; SAXLIN et al., 2009). Dados
experimentais demonstram que as estatinas sdo capazes de suprimir o
estresse oxidativo, mediado principalmente pela fosfolipase D e NADPH

oxidase (YASUNARI, MAEDA, MINAMI, 2001).

Além disso, o tratamento com estatinas tem demonstrado inibir a
agregacao plaquetaria e formacéo de trombos em tecidos vasculares expostos
a estresse oxidativo. Mecanismos postulados para estes efeitos antitromboticos
incluem aumento de NO e formacdo de GMPc, que podem contribuir ainda
mais para as propriedades vasoprotetoras das estatinas (SAMSON,
MINOGUCHI, TANAKA, 2006). Evidéncias crescentes obtidas a partir de
estudos in vitro indicam que as estatinas afetam positivamente o sistema
fibrinolitico, a partir da diminuicdo das concentracdes plasmaticas de PAI-1 em
culturas celulares endoteliais e de musculo liso (CHEN, XU, WANG, 2004).
Assim, as estatinas podem interferir na progressao do processo aterosclerotico,
trombatico, inflamatério independentemente da habilidade em reduzir o nivel

plasmatico de colesterol (Figura 2).
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FIGURA 2. Mecanismos moleculares das estatinas independentes da inibicdo da HMG-CoA
redutase.
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(1) Inibicdo da sintese de GGPP e consequente reducdo da ativagdo do sistema GDP. (2)
Aumento da expressdo do eNOS decorrente da inibicdo do sistema ROCK. (3) Bloqueio da
acdo negativa do sistema ROCK sobre a ativagdo da eNOS a partir de Akt. Aumento da
fosforilacdo e ativagdo da eNOS decorrente da ativagdo do sistema PI3K/Akt. (5) Ativagao da
Hsp 90 acarretando no aumento da fosforilagdo e ativacdo da eNOS. (6) Inibicdo de estimulos
pro-inflamatorios e pro-ateroscleroticos decorrentes de PCR, ICAM-1, IL-8, IL-6, LDL, Ang Il e
ET,. Fonte: O Autor.

Na periodontite, as estatinas podem estar relacionadas nao s6 pelo seu
papel em uma possivel disfuncdo endotelial como também podem estar
atuando de forma direta na diminuicdo da perda Ossea alveolar (KIM et al.,
2011; NASSAR et al., 2009; SAVER et al., 2007) . Em um modelo experimental
de periodontite foi avaliada que a aplicacdo topica da sinvastatina foi capaz de
estimular a ativacdo da proteina morfogenética 6ssea-2 (BMP-2) e de NO
promovendo uma formacéo O6ssea alveolar em ratos (BRADLEY et al., 2007;
RUAN, ZHENG, WANG, 2012). Mundy et al. identificaram que as estatinas sao
um potente ativador da BMP-2, que é um estimulador importante da

diferenciacdo osteoblastica in vitro (MUNDY et al., 1999). Estudos tém
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mostrado que a sinvastatina e a atorvastatina estimulam a transcricdo de BMP-

2 (GOSH-CHOUDHURY et al., 2007; CHEN et al., 2010).

Dados recentes sugerem que as estatinas podem influenciar a atividade
metabdlica 6ssea por suas acdes em trés moléculas: RANKL; RANK, e
osteoprotegerina (OPG), conhecido como o receptor soluvel para RANKL
(HORMDEE et al., 2005; AHN et al., 2008; AYUKAWA et al., 2009). O RANKL
interage com 0 seu receptor correspondente , RANK, que assim induz a sua
ativacado para reabsorcao 6ssea (LACEY et al., 1998). Stein et al determinaram
os efeitos das estatinas na producdo de OPG e RANKL. Ambas estatinas em
estudo, atorvastatina e a sinvastatina, aumentaram a expressao de
RANKL/OPG. Assim, estas estatinas podem influenciar a producdo de RANKL
e OPG e favorecer catabolismo 6sseo, em condi¢6es nao-inflamatorias (STEIN

et al., 2011).
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2. PROPOSICAO

2.1. OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o efeito da administragéo sistémica da sinvastatina sobre a perda
Ossea alveolar e alteracbes cardiovasculares induzidas por periodontite

experimental em ratos.
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o efeito da administracdo da sinvastatina sobre a perda 0ssea alveolar

induzida pelo modelo de ligadura

- Avaliar o efeito da sinvastatina sobre a funcdo endotelial de animais com
periodontite induzida por ligadura, através de dois agentes vasodilatadores

(acetilcolina e nitroprussiato de sédio);

- Analisar o impacto da periodontite e do uso da sinvastatina sobre o perfil

lipidico e de marcadores inflamatérios sistémicos dos animais;

- Compreender a relacéo entre a periodontite/eventos
cardiovasculares/sinvastatina, possibilitando uma abordagem terapéutica
racional nas alteragcbes produzidas pela periodontite e as complicacbes

cardiovasculares subsequentes;

- Avaliar as diferencas entre os valores de pressdo arterial média, sistélica,
diastdlica e frequéncia cardiaca frente ao tratamento com sinvastatina em

animais com doenca periodontal e sem doencga periodontal;
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3. MATERIAL E METODOS:

3.1. ANIMAIS:

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar adultos, de 3 meses de idade,
pesando entre 200 a 300g. Os animais foram fornecidos pelo biotério central da
Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG). Os mesmos foram mantidos,
durante todo o periodo do experimento, em ambiente com temperatura de 21 *
2 °C e ciclo de claro/escuro (12/12h) controlado automaticamente, bem como
tiveram livre acesso a agua e comida. Os procedimentos foram aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais da UEPG (nimero do protocolo de
aprovacao 02590/2012) e os animais foram manipulados conforme
recomendagdes da SBCAL (Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de

Laboratorio).
3.2. COMPOSTOS E REAGENTES UTILIZADOS

As seguintes substancias foram utilizadas neste estudo: nitroprussiato
de sédio e acetilcolina (Merck, Brasil); heparina sddica (Cristdlia Produtos
Farmacéuticos, Sdo Paulo, SP); quetamina (Parke-Davis, S&o Paulo, SP,
Brasil); xilazina (Bayer; Sao Paulo, SP, Brasil); sinvastatina (Zhejiang M,
China); azul de metileno e perédxido de hidrogénio (Rivax, Ponta Grossa, Brasil)
Os reagentes utilizados para preparo de solu¢gbes foram dissolvidos em agua

Milli-Q.
3.3.  INDUCAO DA PERIODONTITE ATRAVES DE LIGADURAS:

Para o procedimento de colocacdo das ligaduras, os ratos foram
anestesiados com uma combinacao de quetamina (75 mg/Kg) e de xilazina (15

mg/Kg), injetados via intraperitoneal. Os animais foram posicionados em um
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aparato de Doku, a fim de que permanecessem com a boca aberta para a
colocacao das ligaduras. Para as ligaduras, usou-se fio de algodédo (Tex 34
Glacé 50 — Lipasa — Brasil). Os dentes dos animais foram levemente luxados
com o auxilio de uma sonda exploradora (Figura 3, painel A), para criar um
espaco para a colocacdo das ligaduras. As ligaduras foram colocadas nos
primeiros molares inferiores (Figura 3, painel B) e segundos molares
superiores, bilateralmente, atentando-se para que as ligaduras ficassem
posicionadas dentro do sulco gengival, com o n6 na face mesial dos molares
inferiores e na face palatina dos molares superiores (Llavaneras et al. 2001,
Achong et al. 2003, Galvao et al. 2003, Buduneli et al. 2004). As ligaduras
foram colocadas bilateralmente a fim de se evitar qualquer possivel distarbio no
padrao mastigatério do animal (Dumitrescu et al. 2004). Os animais do grupo
falso-operado foram submetidos aos mesmos procedimentos, porém o0 né nao

foi realizado e a ligadura foi imediatamente removida.

Figura 3. Colocag¢édo das ligaduras nos ratos.

A: dente sendo luxado com o auxilio de sonda exploradora a fim de se criar espaco para
colocacéo da ligadura. B: colocacéo da ligadura finalizada. Fonte: O Autor.
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3.4. AVALIACAO DA LIGADURA NO PESO E NA ALIMENTACAO DOS
RATOS
A fim de se avaliar a influéncia da técnica de ligaduras sobre o padréao
alimentar dos animais, foi realizado um experimento para verificar se as
ligaduras colocadas poderiam influenciar na alimentacdo diaria dos ratos e,
consequentemente no seu peso. Os animais foram divididos em trés grupos:
grupo ligadura, grupo falso-operado e grupo naive. A avaliacdo do peso e da
quantidade de racdo consumida ocorreu nos dias 1, 3, 7, 14, 21 e 28. Um dia
antes eram pesados 150 gramas de racado para cada caixa com quatro ratos.
Vinte e quatro horas depois eram pesadas a quantidade de ragdo que sobrava
e calculava-se o consumo através da diferenca. Uma média era realizada para
determinar a quantidade de racdo consumida por rato. Em seguida, os ratos
eram pesados.

3.5. TESTE DE CAMPO ABERTO

A fim de se determinar um possivel efeito deletério da sinvastatina sobre
a musculatura esquelética do animal foi avaliado se a dose utilizada de
10mg/kg/dia poderia influenciar na locomog¢éo do animal. Para isso realizou-se
o teste de campo aberto. No procedimento coloca-se o0 animal em uma caixa
de madeira (1 metro X 1 metro) quadriculada por um periodo de cinco minutos.
Durante esse periodo quantifica-se a atividade de locomoc&o do rato a partir da
contagem do numero de setores adentrados pelo animal nesse intervalo de
tempo estipulado. Adicionalmente foi analisado o comportamento de levantar-
se nas patas posteriores (rearing) a partir de registro em um cronémetro
manual simples. Para este protocolo os animais foram divididos em trés

grupos: grupo sinvastatina, grupo veiculo (dAgua destilada) e grupo naive. Para
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avaliar o efeito da sinvastatina o procedimento ocorreu em um periodo de 7

dias (a avaliagdo ocorreu nos dias 1, 4 e 7).

3.6. MENSURA(;AO DA PERDA OSSEA ALVEOLAR - Exame
morfométrico

Apds a morte dos animais através de sobredose anestésica — quetamina

e xilazina — a mandibula e maxila foram retiradas para analise da perda 6ssea
induzida pela ligadura e, portanto caracterizagdo da periodontite. Apls a
retirada do tecido gengival da regido das hemi-mandibulas e maxilas, a parte
0ssea subjacente foi submetida a procedimento de fervura em agua por 30
minutos, com posterior imersao das amostras em peréxido de hidrogénio
(H202) 10v ou 3% por 12 horas. Depois das amostras estarem bem secas,
estas foram imersas e imediatamente removidas de solugédo de azul de
metileno (1 g/100 mL), para delinear a linha da juncdo cemento-esmalte. O
método utilizado para quantificar a perda 6ssea periodontal foi adaptado de
Bjornsson et al. (2003). As amostras foram fotografadas em uma Lupa Digital
da marca Zaiss Stemi 2000-C, Carl Zaiss do Brasil Ltda, Brasil, salvas em um
computador e as medidas — das regifes linguais e vestibulares das mandibulas
e das maxilas — foram entre a juncdo cemento-esmalte e a crista de 0ssea
alveolar. As imagens foram analisadas pelo programa Image-Pro Plus®
Version 4.5.0.29 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA). Foram
consideradas cinco medidas lineares para cada face dos dentes inferiores e

trés medidas lineares para cada face dos dentes superiores.
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Figura 4. Fotos da mandibula e da maxila de ratos preparados para mensuracdo da perda
Ossea.

Fotos da mandibula (A) e maxila (B) para posteriores demarcacdes lineares a fim de se
mensurar a perda 6ssea alveolar média (em mm) dos animais. Fonte: O Autor.

3.7. QUANTIFICACAO DE MARCADORES, PERFIL LIPIDICO E
HEMATOLOGICO

3.7.1. AVALIACAO DE MARCADOR DE LESAO MUSCULAR

Os animais foram anestesiados com quetamina e xilazina. As amostras
de sangue total foram obtidas por puncdo cardiaca e colocadas em frascos
frescos contendo heparina. Através de um kit especifico foi mensurada a
creatina quinase (CK). O kit consiste em um sistema cinético especifico para a

determinacdo da creatina quinase no plasma — CK-NAC — (Doles, Goiania,
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Brasil) para determinar possiveis reacdes adversas da dose utilizada de

sinvastatina.
3.7.2. AVALIA(;AO DO PERFIL LIPIDICO E HEMATOLOGICO

O hemograma completo foi determinado pelo Cell Dyn 1400 (Abbott
Diagnostics, Abbott Park, Ilinois, EUA). A analise do perfil lipidico no plasma
foram determinadas pelo Selectra Junior (Vital Scientific, Van Rensselaerweg,

Holanda).
3.7.3. AVALIACAO DE MARCADORES INFLAMATORIOS

Os marcadores inflamatorios dosados foram a Interleucina-6 (IL-6) e a
Proteina C-Reativa (hsPCR). A IL-6 foi quantificada utilizando um kit ELISA
(RayBiotech, Inc, Atlanta, EUA). Para a hsPCR a medicéo foi realizada através
do método ELISA altamente sensivel (Immunology Consultants Laboratory,

Newberg, EUA).

3.8. MENSURACAO DE PARAMETROS CARDIOVASCULARES

Avaliacdo em animais anestesiados por método invasivo

Os animais foram anestesiados e sedados com uma combinacdo de
quetamina (75 mg/Kg) e de xilazina (15 mg/Kg), injetados via intramuscular.
Uma vez anestesiados, os animais foram posicionados em decubito dorsal
sobre uma mesa cirdrgica aquecida (temperatura entre 35 e 36° C). A veia
femoral foi localizada e entédo foi feita a insercdo de uma agulha acoplada a
uma canula de polietileno (PE 50) e seringa. Esse acesso venoso serviu para
administracdo dos compostos que foram utilizados nos estudos. Na sequéncia,
a artéria cardtida esquerda foi localizada e, de forma cuidadosa e rapida,

separada do nervo vago e tecidos adjacentes. Foi realizada entdo, a insercéo
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de um catéter de polietileno (Angiocath®, numero 19), devidamente
heparinizado, o qual foi firmemente amarrado na artéria e conectado a um
transdutor de presséao acoplado ao PowerLab 8/30 (AD Instruments Pty Ltd.,
Castle Hill, Australia). Os valores de pressdo arterial média, sistOlica e
diastolica (em mmHg) e da freqUéncia cardiaca (em batimentos por minuto,
bpm) foram registrados em um computador por um software de integracao
(ChartPro7®). Apds um periodo de 30 minutos de estabilizacdo, a reatividade
vascular para acetilcolina e nitroprussiato de sodio foi avaliada através da
injecdo (subsequente) de trés doses crescentes de cada um destes compostos
(3, 10 e 30 nmol/kg para ambas). Ao final do experimento os animais foram
sacrificados por sobredosagem anestésica — quetamina e xilazina.
Avaliacdo em animais conscientes por método nao invasivo — Tail-cuff

Com o intuito de avaliar os efeitos da periodontite e da sinvastatina de
forma temporal na presséo arterial dos animais em experimento, foi realizado o
experimento de Taill Cuff. Para uma determinacao fiel da pressao arterial do
animal, € necesséario que se tome certos cuidados para diminuir o stress no
animal. Dentre estes cuidados pode-se citar o treinamento prévio do animal
em relacdo a imobilizacdo no contensor; a determinacdo deverd ocorrer em
uma sala isolada, longe de movimentacéo e de sons que causem perturbacao

no comportamento animal; a sala deve estar climatizada em torno de 29°C.

Durante os sete dias que antecedem o experimento, 0os animais sofreréo
um condicionamento ao contensor utilizado no procedimento. Durante esses
dias, no mesmo horario no qual o experimento sera realizado, 0s animais
permanecerdo imoveis por 5 minutos no interior do contensor, simulando o que

ocorrerd na data do experimento. Desta maneira ao final do sétimo dia, o
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animal aprende que o contensor ndo lhe oferece um perigo maior. Como ja
mencionado, esta pratica diminuiu o stress causado no animal devido a
imobilizacdo, permitindo assim uma melhor coleta dos valores da pressao

arterial.

No dia do experimento, os animais foram colocados no contensor, em
seguida o manguito do Tail cuff e o grampo de determinagdo da frequéncia
cardiaca serdo posicionados na cauda do animal. Estas pecas sdo acopladas
ao PowerLab 8/30 (AD Instruments Pty Ltd., Castle Hill, Australia). Apés um
periodo de 30 minutos de estabilizacdo, os valores da frequéncia cardiaca e da
presséao arterial sistélica serdo registrados em um computador por um software
de integracao (ChartPro7®). A avaliacdo temporal ocorreu nos dias 1, 7 e 14 do

experimento.

3.9. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

Protocolo experimental 1: Avaliagcdo do efeito de 4 ligaduras sobre o padrao

alimentar e peso dos ratos.

No dia 1, os ratos foram divididos em 2 grupos. Metade foi submetido ao
procedimento de colocacao de ligaduras para indugéo da periodontite, e a outra
metade foi submetida a falsa-cirurgia (as ligaduras foram colocadas e
imediatamente removidas). Nos dias 1, 3, 7, 14, 21, e 28 avaliou-se a influéncia
da técnica de ligadura na alimentacdo e peso dos ratos. Apos os animais foram

sacrificados através de sobredose anestésica com quetamina e xilazina.

Protocolo experimental 2: Avaliacdo do efeito da sinvastatina sobre a

atividade motora e esquelética dos animais.
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No dia 1, os ratos foram divididos em 2 grupos: tratado (sinvastatina),
veiculo (dgua destilada). Para avaliar a influéncia da sinvastatina na atividade

motora dos ratos foi realizado o teste de campo aberto nos dias 1, 4 e 7.

Para avaliar o efeito da sinvastatina no musculo esquelético foi realizada
também a quantificacdo de CK-NAC, entretanto para isso foi utilizadas as

mesmas amostras de sangue coletadas de acordo com o protocolo 3 (abaixo).

Protocolo experimental 3: Efeito da sinvastatina sobre a perda éssea e

alteracdes cardiovasculares induzidas pela periodontite.

No dia 1, os animais eram preparados para analise de presséo arterial
pelo Taill Cuff. Posteriormente, os ratos utilizados para o experimento foram
randomizados. Metade dos animais recebeu ligaduras para inducdo da
periodontite, e a outra metade foi submetida a falsa-cirurgia (as ligaduras foram
colocadas e imediatamente removidas). No dia 7 os animais eram novamente
preparados para analise de presséao arterial pelo Taill Cuff. No dia 8, os animais

foram radomizados nos seguintes grupos:

e Falso-operado + veiculo: os ratos foram submetidos a falsa-cirurgia e

tratados com agua destilada (0,5mL/dia);

e Falso-operado + sinvastatina: os ratos foram submetidos a falsa-cirurgia e

tratados com sinvastatina 10mg/kg/dia;

e Ligadura + veiculo: os ratos receberam as ligaduras e tratados com agua

destilada (0,5mL/dia);

e Ligadura + sinvastatina: os ratos receberam as ligaduras e foram tratados

com sinvastatina 10mg/kg/dia.
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No décimo quarto dia, os animais foram inicialmente preparados para
analise de pressao arterial pelo Taill Cuff. Ap0s os animais eram anestesiados
— quetamina e xilazina — para analise dos parametros cardiovasculares
(resposta a agentes vasoativos, pressao arterial média e frequéncia cardiaca).
Foi realizada coleta de sangue para posterior quantificacdo de parametros
bioquimicos, hematoldgicos, marcadores inflamatorios e CK-NAC e entdo os
animais foram sacrificados. Apos sacrificio através de sobredose anestésica —
quetamina e xilazina — os ratos tiveram suas mandibulas e maxilas removidas

para mensuracao da perda 0ssea alveolar (figura 5).

Figura 5. Representacdo cronoldgica do experimento 3.
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4. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados sdo apresentados como média + erro padrdo da média
(S.E.M). A significancia estatistica entre os grupos foi avaliada por analise de
variancia de duas vias (ANOVA de duas vias) seguida pelo teste post-hoc de
Bonferroni. O nivel de significAncia aceito para os testes foi de P<0,05. Todos
os testes foram realizados utilizando o software estatistico GraphPad Prism

versao 5.01, San Diego, Califérnia, EUA.
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5. RESULTADOS
5.1. CARACTERIZACAO DO EFEITO DA LIGADURA NA
ALIMENTACAO E PESO DOS RATOS EM UM MODELO

EXPERIMENTAL DE PERIODONTITE

Foi determinado o efeito da ligadura no consumo de racédo e
consequentemente no peso dos ratos. Como reportado na figura 6, painel A, no
sétimo dia de avaliagédo foi observado um maior consumo de ragcao nos grupos
submetidos ao procedimento cirargico (falso-operado e ligadura) comparado
estatisticamente com o grupo que néo foi submetido a nenhum procedimento
cirdrgico (naive). Em relacdo ao peso dos animais, foi observado um aumento
sutil ao longo dos 28 dias de experimento, entretanto, ndo houve diferenca

entre os grupos (Figura 6, painel B).

Figura 6. Efeito da periodontite induzida pela colocagdo de ligadura sobre a alimentagcéo e
peso dos animais.
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Os animais foram submetidos ao procedimento de colocacdo da ligadura ou falsa cirurgia e o
consumo de racdo (A) e peso dos animais (B) foram avaliados por um periodo de 28 dias. O
grupo naive nao foi submetido a nenhum procedimento. As barras representam a média e a
linha acima da barra o erro padrdo da média de 8 animais por grupo. A analise estatistica foi
realizada por ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida pelo post hoc de
Bonferroni. (* p<0.05, em rela¢do ao grupo naive).
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5.2. TESTE DE CAMPO ABERTO E QUANTIFICACAO DA CREATINA
QUINASE — CARACTERIZACAO DO EFEITO DA SINVASTATINA

SOBRE LESAO DO MUSULO ESQUELETICO

A fim de se caracterizar possiveis efeitos da sinvastatina sobre a
atividade motora dos animais, realizou-se um teste de campo aberto. Para isso,
os ratos foram tratados por 7 dias com sinvastatina (10mg/kg/dia, v.0.) e
diariamente foram realizados o teste de campo aberto e rearing (capacidade do
rato em levantar-se apenas com as patas traseiras). Nota-se na figura 7 —
painel A, que o tratamento com sinvastatina reduziu apenas no ultimo dia a
atividade locomotora do animal quando comparado com o veiculo. Por outro

lado, na avaliacao do rearing ndo houve diferenca estastistica entre os grupos.
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Figura 7. Efeito da sinvastatina sobre o comportamento fisico do animal no teste de campo

aberto.
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Os animais foram tratados com sinvastatina (10 mg/kg/dia v.0.) ou veiculo (100 pL/100 g, v.0.)
por 7 dias. As barras representam a média e a linha acima da barra o erro padrao da média de
8 animais. A andlise estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias seguida pelo post hoc de

Bonferroni.
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Com o intuito de analisar possivel dano na musculatura esquelética
causada pela dose de sinvastatina utilizada, realizou-se a dosagem da creatina
quinase. O teste caracteriza uma possivel lesdo muscular do animal. E como
pode ser observado, o tratamento promovido ndo gerou lesdo muscular (Figura
8). Nao ha diferenca entre o grupo que recebeu sinvastatina com o grupo que

recebeu veiculo.

Figura 8. Avaliagcdo de um marcador sérico de lesdo muscular.
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A partir do oitavo dia apds o procedimento de cologdo das ligaduras ou falsa cirurgia, os
animais foram tratados diariamente com sinvastatina (10 mg/kg, v.0.) ou veiculo (agua, 100
pL/100 g, v.0.). No décimo quarto dia foi realizada a coleta de sangue para analise da creatina
quinase. As barras representam a média e a linha acima da barra o erro padrdo da média de 8
animais. A anadlise estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias seguida pelo post hoc de
Bonferroni.
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53. PERDA OSSEA ALVEOLAR MEDIA EM UM MODELO
EXPERIMENTAL DE PERIODONTITE — CARACTERIZACAO DO

EFEITO DA SINVASTATINA

A fim de se avaliar o efeito da sinvastatina sobre a perda 6ssea alveolar
decorrente da periodontite, no décimo quarto dia, realizou-se o0 experimento
descrito na figura 5. Foram colocadas quatro ligaduras ao redor dos segundos
molares superiores e primeiros molares inferiores de ambos os lados (direito e
esquerdo). Os resultados foram entdo agrupados para avaliacdo da perda
Ossea alveolar. Como pode ser observado, houve uma perda O&ssea
significativa no grupo ligadura veiculo com seu respectivo falso-operado. Mas
também nota-se que o tratamento com a sinvastatina, mesmo quando iniciado
7 dias apés a colocagdo das ligaduras, diminuiu a perda Ossea alveolar do

grupo ligadura sinvastatina comparado com o grupo ligadura veiculo.
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Figura 9. Efeito da sinvastatina sobre a perda 6ssea alveolar média (mm) na maxila e na
mandibula nos ratos submetidos ao procedimento de ligadura ou falsa-cirurgia.
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Os animais foram tratados com sinvastatina (10 mg/kg/dia, v.0.) ou veiculo (dgua, 100 uL/100g,
v.0.) a partir do oitavo dia ao décimo quarto dia do experimento. Apés 7 dias de tratamento os
animais foram sacrificados e tiveram suas mandibulas e maxilas removidas para a mensuragéo
da perda 6ssea alveolar. As barras representam a média e a linha acima da barra o erro
padrdo da média de 8 animais. A andlise estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias
seguida pelo post hoc de Bonferroni. (*p<0.05, em relacdo ao grupo falso-operado veiculo;
#p<0.05, em relacdo ao grupo ligadura veiculo).
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5.4. PERFIL LIPIDICO EM UM MODELO EXPERIMENTAL DE

PERIODONTITE — AVALIACAO DO EFEITO DA SINVASTATINA

Foi avaliado o efeito da sinvastatina no perfil lipidico durante a periodontite.
Como pode ser evidenciada na figura 10, a periodontite aumentou 0s niveis de
colesterol, LDL comparado com o respectivo falso-operado. O tratamento com
sinvastatina preveniu o aumento dos niveis de colesterol total (Figura 10, painel
A) e LDL (Figura 10, painel B). Embora a periodontite induzida por ligadura néo
tenha alterado os niveis basais de VLDL, a sinvastatina reduziu o VLDL

somente no grupo ligadura (Figura 10, painel E).
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Figura 10. Perfil lipidico em um modelo experimental de periodontite.
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Os animais foram tratados diariamente com sinvastatina (10 mg/kg/dia, v.0.) ou veiculo (agua,
100 pL/100g, v.0.) a partir do oitavo dia apés a colocacado das ligaduras ou da falsa cirurgia.
Apébs sete dias de tratamento os animais tiveram o sangue coletado para avaliacdo do perfil
lipidico. As barras representam a média e a linha acima da barra o erro padrao da média de 8
animais. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias seguida pelo post hoc de

Bonferroni. (*p<0.05, em relacdo ao grupo falso-operado veiculo; #p<0.05, em relacdo ao grupo
ligadura veiculo).
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5.5. QUANTIFICACAO DE PARAMETROS INFLAMATORIOS
SISTEMICOS EM UM MODELO EXPERIMENTAL DE

PERIODONTITE — AVALIACAO DO EFEITO DA SINVASTATINA

No ultimo dia de tratamento, foi realizada coleta de sangue por pungéo
cardiaca para analise dos componentes sanguineos e dos marcadores IL-6 e
PCR. A periodontite induzida pela ligadura aumentou a série branca
(leucocitose, linfocitose e neutrofilia) no grupo ligadura veiculo comparada
estatisticamente com o0 seu respectivo falso-operado. Em contrapartida,
evidenciamos uma diminuicdo no numero de linfécitos e leucdcitos no grupo
ligadura submetido ao tratamento com sinvastatina comparado com o ligadura
veiculo. N&o foram encontradas alteracbes nos demais parametros

hematoldgicos avaliados (Tabela 3).
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Figura 11. Andlise de componentes sanguineos (série branca) em um modelo experimental de
periodontite.
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Os animais foram tratados com sinvastatina (10mg/kg/dia, v.0.) ou veiculo (dgua, 100 uL/100 g,
v.0.) a partir do oitavo dia ao décimo quarto dia do experimento. Apds 7 dias de tratamento foi
realizada coleta sanguinea por puncéao cardiaca. A analise estatistica foi realizada por ANOVA
de duas vias seguida pelo post hoc de Bonferroni. (*p<0.05, em rela¢do ao grupo falso-operado
veiculo; #p<0.05, em rela¢@o ao grupo ligadura veiculo). Valores referenciais de 8 animais por

grupo.
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TABELA 2: Quantificagdo dos componentes sanguineos dos respectivos grupos do
experimento.

Componentes Falso-operado Falso-operado Ligadura Ligadura
Sanguineos Veiculo Sinvastatina Veiculo Sinvastatina
Plaguetas (K/uL) 559+108.84 463+113.33 456+73.24 484+112.48
Hemacias (K/uL) 6.82+0.13 6.98+0.07 6.91+0.11 6.91+0.13
HCT (%) 40.28+0.77 41.8+0.38 40.83+0.64 40.06+0.73
VCM (fL) 59.05+0.31 59.87+0.22 59.08+0.48 57.96+0.38
HCM (pg) 20.05+0.14 19.78+0.13 19.95+0.22 19.51+0.20
CHCM (g/dL) 33.96+0.17 33.05+0.19 33.76x0.14 33.70+0.22
HGB (g/dL) 13.67+0.25 13.81+0.15 13.78+0.21 13.48+0.15
RDW (fL) 33.77+0.57 35.10+0.39 34.47+0.25 34.30+0.64

Hemograma em um modelo experimental de periodontite. Os animais foram tratados com
sinvastatina (10 mg/kg/dia, v.0.) ou veiculo (dgua, 100 pL/100g, v.0.) a partir do oitavo dia ao
décimo quarto dia do experimento. Apés 7 dias de tratamento foi realizada coleta sanguinea
por puncdo cardiaca. A andlise estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias seguida pelo
post hoc de Bonferroni. Valores referenciais de 8 animais por grupo.

Na sequencia avaliamos o efeito da sinvastatina sobre marcadores
inflamatorios. A periodontite induzida por ligadura gerou um aumento tanto dos
niveis circulantes de IL-6 quanto de PCR (Figura 12). O tratamento com a
sinvastatina preveniu o aumento induzido pela periodontite de IL-6 (figura 12,
painel A) e de PCR (figura 12, painel B). Interessantemente, a sinvastatina
além de impedir o aumento da IL-6 induzido pela ligadura, diminuiu os valores

de IL-6 no grupo falso-operado (Figura 12, painel A).
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Figura 12. Efeito da sinvastatina em marcadores inflamatérios (IL-6 e PCR).
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Os animais foram tratados com sinvastatina (10 mg/kg/dia) ou veiculo (dgua, 100 pL/100 g,
v.0.) a partir do oitavo dia apds a colocacao das ligaduras ou da falsa-cirurgia. Apds sete dias
de tratamento foi realizada coleta sanguinea para analise das citocinas IL-6 e hsPCR. As
barras representam a média e a linha acima da barra o erro padrdo da média de 8 animais. A
andlise estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias seguida pelo post hoc de Bonferroni.
(*p<0.05, em relagédo ao grupo falso-operado veiculo; **p<0.05, em relagdo aos grupos falso-
operado sinvastatina; #p<0.05, em relacéo ao grupo ligadura veiculo).
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5.6. PARAMETROS CARDIOVASCULARES EM UM MODELO
EXPERIMENTAL DE PERIODONTITE — CARACTERIZACAO DO

EFEITO DA SINVASTATINA

Em seguida avaliamos o efeito da sinvastatina em animais com
periodontite sobre a resposta vasodilatadora a dois diferentes agentes,
acetilcolina e nitroprussiato de sodio. Estatisticamente, a resposta a acetilcolina
ficou diminuida no grupo ligadura veiculo na dose de 3 nmol/kg comparada
com o seu respectivo falso-operado. Como pode ser observado na figura 13,
painel A o grupo ligadura sinvastatina apresentou uma maior vasodilatacéo,
nas doses de 3 e 10 nmol/kg, com relacdo ao grupo ligadura veiculo. Na
sequéncia, foi avaliada a reposta vasodilatadora dos animais ao nitroprussiato
de sbdio. Nao foram observadas alteragBes dentre os grupos (figura 13, painel

B).
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Figura 13. Efeito da sinvastatina sobre pressdo arterial média (mmHg) induzida pela
acetilcolina, nitroprussiato de sédio e pela angiotensina Il em ratos submetidos ao
procedimento de ligadura ou falsa-cirurgia.
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Os ratos foram tratados com sinvastatina (10 mg/kg/dia, v.0.) ou veiculo (dgua, 100 uL/100g,
v.0.) a partir do décimo quarto dia apds a colocacgédo das ligaduras ou da falsa-cirurgia. Apds 7
dias de tratamento os animais foram preparados para registro da presséo arterial. Doses
crescentes de acetilcolina e nitroprussiato de sodio foram injetadas (i.v.) e a variacdo na
pressédo arterial média foi registrada. As barras representam a média e as linhas acima da
barra o erro padrdo da média de 8 animais. A andlise estatistica foi realizada por ANOVA de
duas vias seguida pelo post hoc de Bonferroni. (*p<0.05, em relacdo ao grupo falso-operado
veiculo; #p<0.05, em relagéo ao grupo ligadura veiculo).
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Foi avaliada também a pressédo arterial média basal dos grupos
experimentais. Como pode ser observado na figura 14, painel A, foi encontrada
uma reducdo na pressao arterial média basal no grupo ligadura sinvastatina
comparado com o ligadura veiculo. A diferenca desses valores pode também
ser evidenciada na pressao arterial sistolica basal (figura 14, painel C). Por
outro lado, a sinvastatina ndo alterou os valores de frequéncia cardiaca basal

dos grupos estudados (Figura 14, painel B).

Figura 14. Efeito da sinvastatina sobre a pressao arterial média, frequéncia cardiaca (BPM),
sistdlica e diastdlica basal (mmHg) em um modelo experimental de periodontite.
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Os ratos foram tratados com sinvastatina (10 mg/kg/dia, v.0.) ou veiculo (dgua, 100 uL/100g,
v.0.) a partir do décimo quarto dia apds a colocagéo das ligaduras ou da falsa-cirurgia. Apds 7
dias de tratamento os animais foram preparados para registro da pressao arterial média,
sistdlica e diastélica basal. As barras representam a média e as linhas acima da barra o erro
padrdo da média de 8 animais. A andlise estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias
seguida pelo post hoc de Bonferroni. (#p<0.05, em relacdo ao grupo ligadura sinvastatina).

Durante o experimento foram avaliados temporalmente os efeitos da

periodontite e da sinvastatina na pressao arterial sistolica e frequéncia cardiaca
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(Taill Cuff). Como pode ser observado na figura 15, painel A, no sétimo e
décimo quarto dia foi observado um aumento da pressédo arterial sistdlica do
grupo falso-operado veiculo em relacdo ao primeiro dia. Na frequéncia
cardiaca, foi observado um aumento no décimo quarto dia no grupo falso-
operado sinvastatina em relacdo ao primeiro dia (figura 15, painel B).
Entretanto ndo houve diferenca entre os grupos dentro de cada um dos tempos

avaliados.

Figura 15. Avaliacdo temporal da periodontite e da sinvastatina em pardmetros
cardiovasculares néo invasivos (Taill Cuff).
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Nos dias do experimento, os animais seréo colocados no contensor, em seguida 0 manguito do
Tail cuff € encaixado para determinacdo da frequéncia cardiaca e da pressao arterial sistolica.
A avaliacdo ocorreu nos dias 1, 7 e 14. As barras representam a média e as linhas acima da
barra o erro padrao da média de 8 animais. A andlise estatistica foi realizada por ANOVA de
duas vias seguida pelo post hoc de Bonferroni. (A — *p<0.05, grupo falso-operado veiculo no
sétimo dia em relagéo ao primeiro dia; B — *p<0.05, grupo falso-operado sinvastatina no décimo
quarto dia em relacdo ao primeiro dia).
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6. DISCUSSOES

A periodontite € uma doenca inflamatodria que esta sendo considerado
um fator de risco para complicacdes cardiovasculares (HIGASHI et al., 2008;
EKUNI et al., 2009). Estudos observacionais (HUNG et al., 2003; TONETTI et
al., 2007) e continuas meta-analises (KHADER et al., 2004; BAHEKAR et al.,
2007; JANKET et al.,, 2003) sugerem um aumento significativo de individuos
com risco de DVCs, principalmente aterosclerose e hipertensao, entre pessoas
com doenca periodontal. O efeito da periodontite na presséo arterial deve-se a
generalizacdo sistémica da inflamacédo local que leva a alteracdes na célula
endotelial (HARASZTHY et al., 2000; STELZEL et al., 2002; KOWOLIK et al.,
2001). O dano ao endotélio € o primeiro passo para o desenvolvimento de
eventos  aterosclerGticos e consequentemente para complicactes
cardiovasculares (GIANNOTTI E LANDMESSER, 2007; PANZA et al., 1990;
CREAGER, 1990). Dentro deste contexto, estudos com as estatinas exibem de
forma comprovada beneficios clinicos ndo diretamente relacionados a inibigdo
da sintese do colesterol (KANSUI et al., 2005; GELOSA et al., 2007). Os efeitos
pleiotrépicos, atualmente muito estudados, (VAN WISSEN et al., 2002 RESCH
et al., 2006; MASON et al., 2006) estdo intimamente relacionados a reversao
da disfuncao endotelial e melhora do quadro clinico inflamatério (LIAO, LAUFS,
2005).

Nas ultimas décadas a sinvastatina tém se destacado como uma das
estratégias mais efetivas para a reducdo dos riscos de DCVs, em niveis
primérios e secundarios (LAUFS, LIAO, 2000; LINARELLI, POTT Jr, 2008). Em
nosso estudo optamos pelo uso da sinvastatina por se tratar do farmaco mais

indicado na classe (MINISTERIO DA SAUDE, 2009) e também o que possui 0s
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principais trabalhos publicados relacionados aos efeitos pleiotrépicos, dentre
eles efeitos na funcdo endotelial (ATAR et al., 2006; BERTOLAMI, 1995;

CARAMORI, ZAGO, 2000).

Em nosso estudo a dose de sinvastatina foi escolhida baseada na
literatura (JORGE, 2005; HERNANDEZ-PERERA et al., 1998; FAJARDO et al.,
2010; CHEN, XU, WANG, 2004). Pelo fato da maioria dos trabalhos nédo se
preocupar com niveis toxicos do uso da sinvastatina em animais, realizamos
alguns testes a fim de avaliar a dose escolhida. A dose padronizada alterou no
sétimo dia a locomocao dos ratos no teste de campo aberto, podendo indicar
uma lesao tecidual. Assim, para confirmar este dado, foi realizado o teste de
CK-NAC. Sabe-se que um dos principais efeitos adversos das estatinas é
rabdomiodlise, que é o dano do musculo esquelético (HOHENEGGER, 2012). A
quantificacdo de CK-NAC é uma forma de avaliar essa doenca. Nossos dados
mostram que a dose padronizada de sinvastatina nao alterou o tecido muscular
dos animais tratados. O resultado encontrado no teste de campo aberto, de
forma isolada, pode estar relacionado com fatores externos, por exemplo,

ansiedade e/ou stress do animal.

Os modelos experimentais com animais tém sido importantes na
compreensao da fisiopatologia da periodontite. Estes modelos podem contribuir
também para compreensdo da relacdo entre periodontite e alteracdes
sistémicas (HOLZHAUSEN et al., 2005; AZOUBEL et al, 2007).
Recentemente, por exemplo, Herrera et al (2011) mostraram a influéncia da
periodontite sobre alteracbes cardiorrenais. Esta relacdo esta intimamente
relacionada com a diminuicdo da biodisponibilidade de Oxido nitrico. Desta

forma, a pesquisa a fim de avaliar a resposta do organismo diante de um
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quadro patoldgico utilizando modelos animais € criticamente importante na
analise da doenca bem como para o desenvolvimento de novas terapias
(HERRERA et al., 2011). E ao contrario do que ocorre em humanos, em que a
doenca periodontal pode levar anos para atingir propor¢cdes maiores de
inflamacdo, em modelos animais a doenca periodontal progride para uma
destruicdo crénica dos tecidos em poucas semanas (OZ, PULEO, 2011). Isto

consiste numa grande vantagem, por otimizar as pesquisas.

O rato, animal que utilizamos em nosso experimento, € o roedor mais
utilizado no estudo da patogenia da doenca periodontal. Alternativas para a
inducdo da periodontite nos animais sdo a colocacao de ligaduras e/ou a
inoculacdo de periodontopatégenos (OZ, PULEO, 2011). A maioria dos
trabalhos com modelos de indugéo de peridontite através de ligaduras reporta a
utilizacdo de uma ou duas ligaduras (AZOUBEL et al., 2007, HOLZHAUSEN et
al.,, 2002, HOLZHAUSEN et al.,, 2005; SOUZA et al., 2011), visto que a
finalidade desses estudos foi avaliar os efeitos locais da periodontite sobre a

perda 6ssea alveolar.

Estudos prévios de nosso laboratério, ndo foram observados alteractes
sistémicas com uma ligadura; portanto se optou pela colocacdo das mesmas
em quatro molares de modo a proporcionar uma inflamacdo de maior
magnitude (MENDES et al.,, 2011; BRITO, et al., 2011). Portanto, para o
presente estudo optou-se pela colocacédo de quatro ligaduras porque o objetivo
foi analisar alteracbes sistémicas decorrentes da doenca. Como ainda nao
existiam estudos que demonstrassem o efeito da colocacéao de quatro ligaduras
no comportamento diario dos ratos, avaliou-se o efeito na alimentacdo e no

peso deles. E como constatado em nosso experimento, a ligadura nao
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influenciou na alimentacdo dos ratos bem como em seu peso. Consiste num
modelo valido, ja consagrado na literatura, e que comprovadamente induz uma
inflamacdo que se assemelha a periodontite humana (HOLZHAUSEN et al.,

2002, HOLZHAUSEN et al., 2005).

A partir de 7 dias da colocacado das ligaduras ja se observa significativa
perda 6ssea, porém esta se torna mais marcante a partir do décimo quarto dia
(HERRERA et al. 2011). Além disso, alguns estudos (QUEIROZ-JR et al.,
2009) bem como dados preliminares do nosso laboratério, mostram que
alteragOes sistémicas decorrentes da periodontite animal tém um pico de
ocorréncia em torno da segunda semana de indugéo da doenca (BRITO et al.,
2011). Portanto, como o objetivo deste estudo foi avaliar alteragdes sistémicas,
a sinvastatina comecou a ser administrada apenas no dia 8 apds a colocacgao
das ligaduras. Todas as andlises foram realizadas no décimo quarto dia de

experimento.

Para avaliar a funcdo endotelial foram utilizados dois diferentes
vasodilatadores devido aos distintos mecanismos de acdo. A acetilcolina
exerce sua funcdo por meio de receptor acoplado a membrana da célula
endotelial. Desta maneira, estimula a prépria célula endotelial a produzir NO,
que atua sobre a célula do musculo liso e promove vasodilatagdo. O
nitroprussiato de sédio, por sua vez, promove Vvasodilatacdo
independentemente do endotélio, liberando NO diretamente para célula de
muasculo liso vascular. Em nosso estudo, foi possivel evidenciar uma
diminuicdo da resposta vasodilatadora da acetilcolina no grupo ligadura. Essa
reducdo na resposta de um agente dependente de endotélio evidéncia uma

disfuncéo endotelial induzida pela periodontite. Recentemente, nosso grupo de



57

trabalho caracterizou o dano ao endotélio em ratos apds quatorze dias de
inducéo da periodontite (BRITO, et al., 2011). Em contrapartida, foi evidenciada
uma melhora da resposta vasodilatadora no grupo ligadura que recebeu
sinvastatina. Nao foi encontrado alterac6es na resposta da pressao arterial ao
nitroprussiato de sédio, indicando que a sinalizacdo do musculo liso mediada

pela via GMPc permaneceu inalterada.

A caracterizacdo da disfuncdo endotelial ja foi evidenciada em alguns
trabalhos em humanos com periodontite (MERCANOGLU et al., 2004;
HIGASHI et al., 2008; HIGASHI et al., 2009; TONETTI et al., 2007; AMAR et
al., 2003). Dados recentes sugerem que a inflamagéo sistémica e a diminuicéo
da biodisponibilidade de NO s&o, em parte, a causa da disfuncdo endotelial,
passo inicial para riscos cardiovasculares (HIGASHI et al., 2008; HIGASHI et
al., 2009). Dados sobre a desregulacéo vascular associada a periodontite tem
sido consistentemente relatados (SITIA et al., 2010; AMAR et al., 2003). Entre
esses estudos foi possivel identificar o prejuizo no endotélio mediado por
dilatacdo da artéria braquial em pacientes saudaveis e com periodontite grave,
com uma tendéncia para uma correlagédo inversa com processos inflamatorios
(AMAR et al., 2003). Assim, podemos afirmar que os dados encontrados em
nossos experimentos confirmam os dados apresentados nos trabalhos com

humanos.

A disfuncéo endotelial observada concorda com estudos anteriores que
mostram um aumento de peroxidacdo lipidica na aorta de animais com
periodontite induzida por ligadura (EKUNI et al., 2009). A inflamacgéo vascular e
0 consequente estresse oxidativo gerado nesta condicdo podem afetar a

reatividade vascular (SPIEKERMANN, LANDMESSER, DIKALOV, 2003;
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HAMILTON et al., 2001). O estresse oxidativo pode estar diretamente
relacionado com a hipertensédo, uma vez que EROS podem ser considerados
mediadores de vasoconstricdo e inflamagdo vascular, afetando a

biodisponibilidade de NO (GUZIK et al., 2000; CARDILLO et al., 1997).

Ainda, observamos uma melhora da fungdo endotelial nos ratos com
doencga periodontal tratados com sinvastatina. Esses dados demonstram a
capacidade da sinvastatina de melhorar a resposta vasodilatadora dependente
de endotélio. A reducdo do NO caracteriza uma disfuncdo endotelial que por
sua vez pode ser desencadeada pela resposta inflamatéria sistémica
(PEREIRA, 2011; TAN et al.,, 2002). Tal resposta inflamatéria pode ndo ser
suficiente a ponto de induzir a expressao de NOS-2, porém pode ser suficiente
para gerar dano na célula do endotélio, e deste modo reduzir a producdo de

NO pelo NOS-3 (VERMA et al., 2002).

Além disso, foi evidenciada uma diminuicdo da presséo arterial média
basal nos mesmos ratos que tiveram um aumento do relaxamento da
vasculatura do endotélio. Esses mesmos dados ndo foram reportados no

método ndo-invasivo (Taill Cuff).

Multiplas substancias inflamatérias e/ou pré-trombéticas originarias de
processos inflamatérios crénicos ou agudos provocam alteragcbes na
vasodilatacdo depentende de endotélio (HINGORANI et al., 2000). Diversos
estudos populacionais (CHRYSOHOOU, PITSAVOS, PANAGIOTAKOS, 2004)
e dados experimentais demonstram que os mediadores inflamatérios estao

diretamente associados a hipertensdo e sdo encontrados na periodontite
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moderada a grave (NAKAJIMA, YAMAZAKI, 2009) mas, no entanto, estas

alteracOes escapam da atencéo clinica (SESSO, BURING, RAFAI, 2003).

Atualmente a PCR e a IL-6 constituem um dos principais marcadores
inflamatorios associados a disfuncdo endotelial (RIDKER et al., 2000).
Trabalhos ja demonstraram que tanto a PCR quanto a IL-6 sdo marcadores
que podem predizer o desenvolvimento de hipertensdo e tem sido
consistentemente relatado em pacientes com periodontite moderada a grave
(SLADE et al, 2003). Alteracbes na sobrevivéncia das células endoteliais
progenitoras e na diferenciacdo celular também estdo associadas a PCR
(VERMA et al, 2002). Pacientes com niveis elevados desta proteina
apresentam disfungdo na reatividade vascular dependente do endotélio
(DANESH, PEPYS, 2009). Nossos dados demonstram um potencial efeito da
sinvastatina na reducdo da expressdo destes mediadores inflamatoérios. Os
grupos tratados apresentaram uma consideravel diminuicdo dos niveis de PCR
e IL-6. Trabalhos in vitro revelaram que a sinvastatina reduz a producéo de
citocinas IL-6 e IL-8 (SAKODA et al. 2006). A supressédo da inflamacéo por
meio de tratamento com estatina reduz a producdo de PCR (GONZALVEZ et
al., 2004). Estes efeitos resultaram em grande parte dos efeitos pleiotrépicos

das estatinas (ATAR et al., 2006).

Interessantemente, conseguimos demonstrar que a periodontite esta
associada a leucocitose, linfocitose e neutrofilia. Dados semelhantes foram
encontrados em estudos onde pacientes com piora na resposta inflamatoéria
endotelial apresentavam alterac6es hematologicas (CAPOROSSI et al., 2010;
TONETTI et al.,, 2007). E ainda, em nosso estudo a sinvastatina impediu a

linfocitose nos animais com periodontite. Pacientes com doenca periodontal
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exibem maior contagem de leucocitos, embora ndo necessariamente associado
com niveis alterados de pressao arterial (RENVERT, PERSSON, 2002).
Estudos ja demonstraram os efeitos benéficos das estatinas, ao diminuir a
aderéncia de moléculas, tais como mondcitos e leucécitos (FISCHETTI et al.,

2004; WEITZ-SCHMIDT et al., 2001).

Adicionalmente a esses efeitos, foi encontrado um aumento nos niveis
de colesterol, LDL e VLDL nos ratos com periodontite. A correlagdo entre
doenca periodontal e piora do quadro aterosclerético j4 foi abordada
anteriormente (MONTEIRO et al., 2009; MUSTAPHA, et al., 2007; GENCTOY
et al., 2007). Estudos demonstram que a periodontite pode aumentar os niveis
de colesterol, LDL, triglicerideos (MONTEIRO et al., 2009). Alguns grupos
mostraram que niveis aumentados de colesterol e LDL foram encontrados em
pacientes entre 50 e 60 anos com periodontite moderada em comparac¢do com
pacientes na mesma faixa etaria (LOSCHE et al.,, 2000). E ainda trabalhos
relatam que um aumento de IL-6 e PCR est4 relacionado com uma piora do
perfil lipidico e consequentemente podendo contribuir com um aumento dos
riscos cardiovasculares (FENTOGLU et al., 2011; LIBBY, RIDKER, MASERI,

2002).

Como encontrado em nosso estudo, a sinvastatina preveniu a piora do
perfil lipidico induzido pela doenca periodontal. Desta forma, a melhora do perfil
lipidico nos grupos tratados com sinvastatina esta ndo apenas correlacionado
com a inibicdo direta da sintese do colesterol, como possivelmente também
com a melhora no quadro inflamatério induzido pela periodontite. Esses efeitos
referem-se a protecdo endotelial, a reducdo da peroxidacao lipidica e ao

controle da reacao inflamatéria e da hemostasia vascular.
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Em conjunto, estas alteracbes vasculares induzidas por um modelo
experimental de periodontite fornecem uma importante relagcdo da sinvastatina
com a melhora da funcdo endotelial. Também € importante salientar que pode
haver outros potenciais caminhos subjacentes a associacdo entre a
periodontite e aumento do risco de DCVs, e mais estudos sdo necessarios para

esclarecer o papel da periodontite na etiologia e desenvolvimento de DCVs.

Além dos beneficios cardiovasculares ja discutidos, as estatinas tem
demonstrado efeito sobre a formacdo &ssea. Modelos experimentais ja
descreveram o papel topico das estatinas na doenca periodontal (SETO et al.,
2008; WU, LIU, ZANG, 2008; LINDY et al., 2008). Esses estudos ja
comprovaram por mecanismos de acao a atividade topica, mas ainda hd uma
janela quanto a atividade das estatinas por via oral em doencgas periodontais.
Em nosso estudo foi possivel caracterizar uma diminuicdo da perda éssea
alveolar nos animais tratados por via oral com sinvastatina. Assim, nosso
trabalho vai ao encontro dos trabalhos anteriores, mostrando que a
administracdo por gavagem de sinvastina pode reduzir a perda 6sse alveolar
induzida pela periodontite. Além da diminuicdo da perda éssea, a sinvastatina

por via oral possui 0 beneficio sistémico.

Modelos ja foram utilizados na tentativa de definir mecanismos e vias
utilizadas pelas estatinas para induzir o crescimento 6sseo (LIN et al., 2009;
CHEN et al., 2011; FAJARDO et al., 2010). Uma hipotese estabelecida € que a
sinvastatina pode mediar a producdo de BMP-2, NO e COX-2 na regido, 0s
quais levariam a formacédo 0ssea na regido da mandibula (BRADLEY et al.,
2007). Os osteoblastos séo células primarias responsaveis pela formacéao do

osso alveolar (HORIUCHI, MAEDA, 2006). Alguns estudos ja mostraram que
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as estatinas promovem a diferenciacdo de células osteoblasticas (HAN et al.,
2010). Mundy et al. analisaram que estatinas lipofilicas podem ativar a BMP-2
em culturas de células. Este achado mostra que a BMP-2 promovida na regiédo
€ capaz de iniciar uma cascata na diferenciacdo osteoblatica (MUNDY et al.,

1999).

Outra via possivel de acdo € na atividade das moléculas RANKL, RANK
e OPG (STEIN et al.,, 2011). Em um estudo recente foi demonstrado que o
papel das estatinas, principalmente a atorvastatina e a sinvastatina podem
influenciar a producdo de RANKL e OPG e favorecer a formacdo 6ssea, em
condi¢cdes ndo-inflamatoérias (STEIN et al., 2011). Masuzaki et al. avaliaram o
efeito da sinvastatina em ratos com defeitos 6sseos induzidos. Apés cinco dias
de tratamento, a expressdo de RANKL estava diminuida como também a de
osteoclastos, enquanto que uma nova formacgdo Ossea foi superior quando

comparada com o grupo controle (MASUZAKI et al., 2010).

A sinvastatina mostrou em nosso trabalho ser capaz de prevenir a perda
Ossea alveolar, inflamacdo sistémica e consequentes alteracdes
cardiovasculares desencadeadas pela doenca periodontal. Doencas
inflamatoérias estdo emergindo como fatores de riscos associados a
complicacbes cardiovasculares futuras, como por exemplo artrite reumatoide,
psoriase e a periodontite. E tanto a artrite reumatdide como a periodontite
apresentam como caracteristica comum a perda 0ssea. Portanto o presente
trabalho sugere que a sinvastatina € um farmaco capaz de produzir efeitos
pleiotrépicos sistémicos antiinflamatorios e na melhora da funcdo endotelial no

sistema cardiovascular e na perda 6ssea alveolar.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

- O método de colocacao de ligaduras e a dose escolhida de sinvastatina ndo
influenciaram no comportamento diario dos ratos, e consequentemente no

experimento.

- A sinvastatina aumenta a resposta vasodilatadora endotélio-dependente

(acetilcolina) em animais com periodontite.

- As alteracOes vasculares induzidas pelo tratamento com sinvastatina foram
associadas com uma diminuicdo do perfil lipidico, linfocitario e marcadores

inflamatorios IL-6 e PCR, que séo tradicionalmente associados com o DCVs.

- A administragcdo da sinvastatina nos animais com periodontite diminuiu a

perda 6ssea alveolar.

- Nossos dados mostram que a sinvastatina reduz a perda 6ssea, inflamacéo
sistémica e o dano ao endotélio induzidos pela periodontite. Desta forma, a
sinvastatina pode ser considerada uma droga promissora para o tratamento da

doenca periodontal e prevencédo de complicacdes cardiovasculares.
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