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RESUMO

Objetivo: avaliar o efeito da budesonida, por via inalatéria, em diferentes
concentracOes, sobre a perda ¢ssea alveolar induzida por meio de ligadura, em
ratos Wistar

Metodologia: Induziu-se doenca periodontal por meio da colocagcéo de
ligaduras no segundo molar superior de 30 ratos Wistar machos. Como controle
intra-grupo, considerou-se o molar contralateral. Os animais foram divididos em trés
grupos experimentais. O grupo controle foi nebulizado com solugcdo salina (NaCl
0,9%), o grupo teste 30 com 30 pg/dia de budesonida, e o grupo teste 100 com 100
pg/dia do mesmo medicamento, durante 15 dias. A seguir, 0os animais foram mortos,
e as suas maxilas foram removidas. Para o preparo das pecas, foi utilizado
hipoclorito de sédio 9%. A juncédo amelo-cementéria foi corada com azul de metileno
1%. Analise morfométrica da perda éssea alveolar foi feita por meio de fotografias
digitais padronizadas. A distancia linear entre juncdo amelo-cementaria e crista
Ossea alveolar foi mensurada no Programa Image Tool 3.0. Calibragem intra-
examinador, testada pelo coeficiente de correlagdo intra-classe, revelou valor de
0,99, Andlise estatistica foi realizada por meio de ANOVA de uma via, seguida por
teste de comparagfes multiplas de Scheffé quando indicado (considerando a=0,05).

Resultados: Valores médios de perda Ossea alveolar para dentes com
ligadura foram de 0,72, 0,70 e 0,77 mm para 0s grupos controle, teste 30 e teste
100, respectivamente. Nenhuma diferenga significativa entre os grupos foi
observada no grupo sem ligadura.

Concluséo: Budesonida, em diferentes concentracdes, por via inalatoria, ndo
determinou aumento na perda ¢6ssea alveolar, induzida por meio de ligadura em

ratos Wistar.

Palavras Chave: corticosteréide, doenca periodontal, rato, budesonida



ABSTRACT

Aim: to evaluate the effect of inhaled budesonide in different concentrations on
ligature induced bone loss in Wistar rats

Materials and Methods: Periodontal disease was induced placing ligatures
around upper second molar in 30 male adult Wistar rats. The contralateral molar was
considered intragroup control. The animals were divided in three experimental
groups. Control group was nebulized with saline solution (NaCl 0,9%), test 30 and
test 100 with 30 ug and 100 pg daily budesonide, respectively. The animals were
killed at day 15 by decapitation, the maxillae were removed and defleshed with
sodium hypochloride 9%. Cementum-enamel junction was stained with methilene
blue 1%. Morphometric analysis of the bone loss was performed in digital standard
photographs. The distance between cemento-enamel junction and bone crest was
measured in Image Tool 3.0 software. Intra-examiner calibration was tested with
intraclass correlation coeficient and the value was 0.99. Statistical analysis was
performed with one way Anova followed by Scheffé multiple comparison’s test.
(«=0.05).

Results: Mean bone loss values for teeth with ligature were 0.72, 0.7 and 0.77
mm for control, test 30 and test 100 respectively. No statistically significant
differences were found in teeth without ligature

Conclusion: Inhaled budesonide in different concentrations did not increase

ligature induced alveolar bone loss in male Wistar rats.

Keywords: Corticosteroids, periodontal disease, rat, budesonide.
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1. INTRODUCAO

As doencgas periodontais sdo doencgas de natureza infecto-inflamatdria que
acometem os periodontos de protecéo e de inser¢cdo. Sua etiopatogenia caracteriza-
se por uma resposta inflamatoria local que, frente a presenca de um biofilme
bacteriano provoca, em individuos suscetiveis, destruicdo dos tecidos de
sustentacao dos dentes (Page e Kornman, 1997)

E consenso na literatura que, apesar de uma infeccdo por bactérias ser
necessaria para a quebra da homeostase tecidual, esta parece ndo ser suficiente
para que se forme uma bolsa periodontal, sendo a resposta do hospedeiro a estes
microrganismos a moduladora da destrui¢do periodontal (Lindhe, Hamp et al., 1973).
Assim, tanto em casos de hiper-resposta, quanto em casos de imunossupressao,
uma piora na condicao periodontal pode ser identificada (Kinane e Marshall, 2001).

A manifestacdo das periodontites também é sabidamente influenciada por
alguns fatores ambientais, comportamentais e bioldgicos. Entre esses fatores estao
alguns microrganismos componentes do biofilme subgengival (Socransky e Haffajee,
2005), o fumo (Bergstrom, Eliasson et al., 2000) e o diabetes (Taylor, Burt et al.,
1998); (Borrell e Papapanou, 2005). Existem ainda outros indicadores que tém sido
apontados como modificadores do processo saude/doenca periodontal, como fatores
socioecondmicos (Borrell, Burt et al., 2004) estresse (Breivik, Thrane et al., 1996),
polimorfismos genéticos (Kinane, Shiba et al.,, 2005), menopausa e osteoporose
(Haas, Rosing et al., 2009), consumo excessivo de alcool (Tezal, Grossi et al.,
2004), obesidade (Dalla Vecchia, Susin et al., 2005) e uso de alguns medicamentos,
como a Fenitoina e Ciclosporina (Kinane e Marshall, 2001).

Em relagédo a influéncia do uso de antiinflamatorios como moduladores das
doencas periodontais, a literatura € mais abrangente no estudo do efeito dos
antiinflamatorios nao esteroides (AINE’S).

Apesar de os AINE’s serem o tipo de agente modulador da resposta do
hospedeiro com os resultados mais promissores, ao realizar uma revisao sistematica
da literatura, Reddy, Geurs et al. 2003 concluem que sao necessarios mais estudos
capazes de gerar maiores niveis de evidéncia cientifica para que o seu uso possa

ser amplamente indicado como adjunto a terapia periodontal.



Estudos relacionando o uso de antiinflamatérios esterdides (AIE’'s) e sua
relacdo com as doencas periodontais ainda sdo escassos e seus resultados sao
controversos. Cavagni, Soletti et al. 2005 e Fernandes, De Almeida et al. 2009
observaram que doses altas de corticosterdides causaram, em ratos, uma maior
perda éssea alveolar induzida por ligadura. Em contrapartida, Breivik, Gundersen et
al.2006 relataram menor perda 6ssea em grupos experimentais de ratos adultos
submetidos a dexametasona em periodo neonatal. Vale ressaltar que o ultimo
estudo citado utilizou menores concentragcbes da medicacdo. Estudos avaliando o
papel do uso de AIE’s sobre as estruturas periodontais de humanos também foram
realizados. Safkan e Knuuttila 1984 realizaram um estudo prospectivo e observaram
gue pacientes com esclerose multipla sob tratamento com AIE’s tiveram menor
altura 0ssea alveolar quando comparados ao controle saudavel e que néo fazia uso
da medicacdo. J& Markitziu, Zafiropoulos et al. 1990, ao avaliarem 19 pacientes
adultos, sete ndo-medicados e 12 sob terapia com Prednisona, observaram que
diferencas significativas entre os grupos foram encontradas somente nos parametros
de sangramento e recessao gengivais, e nao na altura 6ssea alveolar.

MedicacOes a base de corticosteréides por via inalatoria tém sido amplamente
utilizadas para o tratamento de doencas obstrutivas pulmonares como, por exemplo,
a asma. Sabe-se que a utilizacdo de glicocorticoides por essa mesma via de
administracdo caracteriza-se por promover menores concentracdes sistémicas da
droga, causando efeitos adversos menos pronunciados (Tattersfield, Knox et al.,
2002). Ainda assim, entre alguns dos efeitos adversos que tém sido reportados
estdo o aumento dos casos de catarata (Wang, Rochtchina et al., 2009), e de
glaucoma (Garbe, Suissa et al., 1998), a reducdo de densidade Ossea mineral
(Smith, Phillips et al., 1999); (Wong, Walsh et al., 2000); (Walsh, Lewis et al., 2002) e
0 aumento do risco de fraturas, como consequéncia da osteoporose. Dessa forma, &
licito supor que a utilizagdo desse tipo de droga, mesmo que através da via
inalatoria, seria capaz de trazer alguma repercussdo sobre as estruturas 0sseas
periodontais.

A budesonida é um glicocorticoide amplamente utilizado para o controle e
alivio da falta de ar em pacientes com asma. Quando administrada através da via

respiratéria, tem efeito antiinflamatoério tépico. Sua acdo antiinflamatoria envolve



células T, eosindfilos e mastocitos e provoca a inibicdo da liberacdo dos mediadores
inflamatorios e das respostas imunes mediadas por citocinas (Lazo, 2007). O uso da
budesonida poderia influenciar a patogénese da doenca periodontal através da sua
acao nos linfécitos T, o que diminuiria a producéo de citocinas, como o TNF-q, a IL-1
e a IL-6, e da sua inibicdo dos mediadores quimicos e inflamatorios, como PGEZ2,
todos sabidamente envolvidos na destruicao do tecido conjuntivo e na reabsorcéo do
0sso alveolar (Kinane e Lappin, 2001; Holzhausen, Rossa Junior et al., 2002).
Grande parte dos estudos realizados com antiinflamatérios, ndo esteroides e
esterdides, até o presente, momento utilizou apenas altas doses da medicacao,
situacdo na qual ndo € possivel inferir que os desfechos avaliados sdo dose-
dependentes. Ainda, trabalhos avaliando o papel da utlizacdo de drogas
antiinflamatorias esterdides inaladas sobre as estruturas periodontais de ratos sao
inexistentes. Sendo assim, o0 objetivo do presente estudo € avaliar o efeito da
Budesonida inalatéria, em diferentes concentracdes, sobre a perda 6ssea alveolar

induzida por meio de ligadura em ratos Wistar.
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2. METODOLOGIA
2.1. Delineamento do Estudo
Este estudo utilizou um desenho experimental do tipo prospectivo,

randomizado, controlado, cego e em modelo animal. Seu delineamento esta

estruturado em forma de fluxograma (Figura 1).

I Ratos Wistar machos

LA a2 il s ddisdddsddssdddsdddsdddd s TETFTYTT TR TEETEN TETETTTYEEEEN
Periodo deAdaptacto
o4 dias
LA AR R R RN R R R RRRRRRRRRRRRRRRRIRRRRRERRRERRRRERRRE!RERERRRRNDN!
- Inalagdo diaria de Inalagdo diaria de
Inalagdo diariade c- e Fasa Experimental
= 30 pgde 100pg de
solugo salina 15dias
Budesonida Budesonida

L

I‘I'mwl

1

X

I Quebra dos cidigos e andlise estatistica dos resultados I

Figura 1. Fluxograma com o delineamento do estudo.
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2.2.Céalculo amostral

O calculo de amostra foi baseado nos resultados do estudo realizado por
Cavagni, Soletti et al. 2005 que avaliou o efeito da dexametasona sobre a perda
Ossea alveolar induzida por ligadura em ratos e utilizou metodologia semelhante a

deste trabalho.

Assumindo-se como relevante uma diferenca na perda Ossea alveolar de
0,16mm, levando-se em consideracdo a variabilidade dos dados e aceitando erros
alfa e beta de 5 e 20%, um minimo de 9 animais por grupo foi considerado
necessario. Em funcédo de possiveis perdas de animais/espécimes, um numero de

10 animais por grupo foi determinado.

2.3.Descricao da amostra

A amostra foi composta de trinta ratos Wistar, machos, com 60 dias de vida e
com peso médio de 225g.

Ao longo do periodo experimental, os animais permaneceram no Centro de
Reproducédo e Experimentagdo de Animais de Laboratério da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (CREAL), em ambiente climatizado (20°C) e estiveram
submetidos a um ciclo claro/escuro de 12 horas. Todos receberam racao

padronizada e agua ad libitum.

2.4. Procedimentos prévios

Previamente ao inicio do estudo, os animais foram pesados em balanca
digital (Marte, modelo AS100), randomizados e agrupados, conforme grupo
experimental, em seis caixas-moradia com cinco animais em cada uma. Apds, 0S
mesmos receberam numeracdo de um a dez, realizadas através de marcacdes com
caneta permanente no rabo, e as caixas identificadas de acordo com o grupo

experimental ao qual pertenciam (ver randomizagao).
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A fim de diminuir o estresse gerado pelo efeito de novidade, os animais foram
expostos a camara de ventilagdo forcada durante um periodo de cinco minutos
diarios, sem a nebulizagdo de qualguer solucdo, ao longo de quatro dias,
previamente ao inicio do periodo experimental. Tal procedimento constituiu-se na
colocacdo dos animais na camara de ventilacdo forcada e acionamento do

nebulizador, durante o periodo acima citado.

2.5.Colocacéao das ligaduras

Induziu-se doenca periodontal em todos os animais através da colocacédo de
ligadura no segundo molar superior da hemiarcada direita de cada rato, sendo o
molar contralateral o controle intra-grupo.

A colocagdo da ligadura foi realizada mediante anestesia geral, sob
supervisdo de um meédico veterinario. O protocolo anestésico utilizado foi composto
de um farmaco dissociativo (Vetanarcol® quetamina 5%) administrado concomitante
a um farmaco miorrelaxante (Kensol® xilazina 2%). Os dois farmacos na
concentragcdo anteriormente citada foram misturados na proporgéo de 1:1 (ml) em
uma mesma seringa. Uma concentracdo de 0,2 ml/100g desta mistura foi
administrada por via intramuscular, promovendo, assim, anestesia geral. Posicionou-
se o fio de seda 4-0 (Ethicon, Johnson & Johnson®, Sao Paulo, SP, Brasil) nos
espacos interproximais do dente, com auxilio de duas pingas porta agulha do tipo
Castro Viejo, e na face vestibular atou-se um né. Os procedimentos para a
colocacdo das ligaduras seguiram a metodologia proposta por Sallay, Sanavi et

al.1982 e por Galvao, Chapper et al. 2003.
2.6.Randomizacéo
A randomizacéo foi realizada a partir de sorteio utilizando uma urna. Esta

continha a identificacdo de dez elementos de cada um dos trés grupos

experimentais.
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2.7. Grupos experimentais

Os animais foram divididos em trés grupos experimentais de dez ratos. Um
dos grupos foi considerado controle, ao qual se administrou solugdo salina. Aos
demais grupos foram administradas solu¢des de Budesonida 30 pg/dia (teste 30) e
100ug/dia (teste 100).

2.8. Preparo da Medicacéo

A escolha das doses do medicamento estudado baseou-se em dados prévios
da literatura. O estudo de Elias, Sagua et al. 2004 verificou que uma dose de 30
pg/dia, por 15 dias (teste 30), foi capaz de causar alteracbes de comportamento em
animais. Ja em seres humanos, 100 pg/dia (teste 100) é considerada a menor dose
terapéutica recomendada para tratamento da asma brénquica (Lazo, 2007).

Previamente ao inicio do periodo experimental, verificou-se a capacidade de
nebulizacdo do aparelho por meio de multiplas nebuliza¢cdes de 5 minutos cada. O
volume da solucdo nebulizada permaneceu o mesmo durante toda a simulagéo (1,1
ml a cada 5 minutos de nebulizac&o). E importante ressaltar que essa simulacéo foi
realizada utilizando o aparato tal qual ocorreu no periodo experimental (Ver o item
“tratamento por inalagéo”).

O preparo da medicacdo foi realizado pelos pesquisadores por meio da
diluicdo de budesonida, sob a forma de suspensao para nebulizacdo (Pulmicort®,
0,5 mg/ml, (Laboratério AstraZeneca, Cotia, SP, Brasil)). Baseado na capacidade de
nebulizacdo do aparelho em 5 minutos (1,1 ml), procedeu-se a diluicdo de 2,7 ml da
suspensao em 97,3 ml de solucdo salina (NaCl 0,9%) (teste 30) e de 9,1 ml de
budesonida em 90,9 ml de solucéo salina (teste 100).

A fim de verificar a capacidade de nebulizacdo do aparelho no decorrer do
estudo, foram realizadas semanalmente mensuragbes do volume restante da
solucdo no reservatério. Nao foram observadas alteragcbes na quantidade

nebulizada.
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2.9. Camara de ventilacdo forcada e administracdo da medicacéo

Para a inalacdo das solucdes pelos animais, utilizou-se uma céamara de
ventilacdo forcada de acordo com a metodologia empregada por Elias, Sagua et al.
2004. A camara consiste em um dispositivo de acrilico transparente com 3 mm de
espessura e com dimensdes de 22 cm de altura, 22 cm de largura e 22 cm de
comprimento, dividida em quatro células de igual tamanho e coberta por tampa
removivel de mesmo material. No centro da tampa, ha uma perfuragdo que permite
a conexao com o aparato de nebulizagcdo (NS Industria de Aparelhos Médicos Ltda.,
Séo Paulo, SP, Brasil) (Figura 2).

Figura 2. Desenho esquematico da caixa de ventilagdo forcada (Adaptado de (Elias, Sagua et al.,

2004).

2.10. Tratamento por Inalacéo

Cada grupo experimental foi submetido a camara de ventilagcdo forcada na
seguinte ordem: dois agrupamentos de quatro animais e um agrupamento de dois
totalizando, assim, a exposicdo dos dez animais. ApOs a colocacéo deles, a caixa

era tampada e selada com fita adesiva (3M do Brasil, Sumareé, SP, Brasil) a fim de
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que a medicacdo ndo fosse perdida durante os procedimentos de nebulizacdo. A
caixa e ao reservatorio do nebulizador foi acoplada uma canula para estabelecer a
comunicacdo dos dois dispositivos. O nebulizador entéo era ligado, e as solugbes
testes ou controle eram vaporizadas por um periodo de cinco minutos devidamente
cronometrados. Estimou-se que, em um periodo de cinco minutos, seriam
nebulizados 1,1ml das solugfes. Concluido o tempo de nebulizacdo, o aparelho era
desligado e os animais permaneciam por mais um minuto na caixa a fim de que a
solucdo se dissipasse. Os animais eram, entdo, devolvidos para suas respectivas
caixas-moradia, e a camara devidamente limpa com agua e sabdo para remover
depositos da medicagéo junto as paredes da mesma. Todos os procedimentos de
nebulizacdo foram realizados no periodo da manh&, uma vez ao dia, no mesmo
horério, durante o periodo experimental de 15 dias.

Para garantir o adequado funcionamento do dispositivo, foi realizada
semanalmente uma nebulizagcdo sem o0s animais no interior da camara, a fim de
verificar o volume de nebulizagdo. Além disso, mensurou-se o volume restante da
solucdo no reservatério do aparelho apds essa nebulizacdo, a fim de verificar

possiveis altera¢cdes no nebulizador.

2.11. Saude dos animais

Os ratos foram pesados em balanca digital (Marte, modelo AS100)
semanalmente, ao longo de todo periodo experimental, para acompanhamento da
sua saude geral. O peso foi mensurado em gramas, e 0s valores anotados em

tabelas especialmente desenhadas para o presente estudo.

2.12. Morte dos animais

Apods 15 dias do inicio do periodo experimental os animais foram mortos por
decapitacdo. Esse procedimento foi realizado 24 horas ap0s a ultima administracao
da medicagcdo. As maxilas dos animais foram removidas com auxilio de cinzéis e,

em seguida, armazenadas em potes contendo solugcédo de formalina tamponada a
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10%. Todos os potes foram etiquetados com o numero do animal e do grupo ao qual

cada rato pertencia.

2.13. Preparo das pecas

Os procedimentos de preparo das pecas e de andlise morfométrica foram
realizados no Laboratorio de Periodontia da Faculdade de Odontologia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul e seguiram metodologia proposta por
Fernandes, Gaio et al. 2007. Para a remocao dos tecidos moles, as maxilas foram
imersas em hipoclorito de sédio com concentracdo de 9% de cloro ativo (Mazarollo,
Gravatai, Rio Grande do Sul, Brasil) durante cinco horas e, entdo, os tecidos foram
mecanicamente removidos. Concluida essa parte, as pecas foram lavadas e secas.
Para uma melhor visualizagdo da juncdo amelo-cementéria, todas elas foram
coradas com azul de metileno a 1% durante um minuto e, entdo, novamente lavadas

e secas para se remover excessos da solugéo.

2.14. Descarte dos Animais

Apds a morte e obtencdo das pecas para analise morfométrica, os ratos foram
colocados em sacos plasticos e encaminhados para descarte seguindo o protocolo
do Centro de Reproducdo e Experimentacdo de Animais de Laboratério da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CREAL).

Cabe ressaltar que outros importantes érgéos e tecidos foram removidos para
futuras avaliagbes do efeito da Budesonida inalatoria, tais como: pulméo, figado,

coracao, cérebro, sangue e lingua.

2.15. Analise Morfométrica

Para a tomada das fotografias utilizou-se uma camera fotografica digital de

6.1 megapixels modelo D100 (Nikon® Coolpix, Ayutthaya, Ayutthaya, Tailandia),
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com lente macro 100, acoplada a um tripé com distancia focal minima, de modo que
o cone ficasse 0 mais paralelo possivel em relagédo ao solo.

Confeccionou-se um aparato utilizando pasta pesada de Silicona de Adicao
(BMESPE®, Seefeld, Alemanha) para promover fixacdo de uma régua endodontica a
uma posicao perpendicular em relacdo ao solo. As pecas foram fixadas a régua
através de um fragmento de cera 07 (Newwax 7, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), de
modo que o plano oclusal da peca ficasse paralelo ao solo (Figura 3). Foram
tomadas fotografias das faces vestibular e palatina de cada uma das hemimaxilas.
Um examinador, calibrado e cego aos grupos experimentais, calculou as medidas
das distancias da juncdo amelo-cementaria a crista 0ssea através do programa
Image Tool 3.0. (UTHSCPA, San Antonio, TX, USA). Foram realizadas 5
mensuracdes em cada face (duas na raiz distal, duas na raiz mesial e uma na regiao
de furca). As medidas, realizadas em pixels, foram convertidas em milimetros.

Figura 3. Peca fixada a régua milimetrada através de um fragmento de cera 07 para a tomada

fotografica.
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2.16. Cegamento do examinador

O cegamento do examinador ocorreu antes da analise morfométrica. Apos as
tomadas fotograficas, todas as fotos foram codificadas através de um sorteio
numerico por outro pesquisador do estudo, de modo que o examinador ndo pudesse
saber, no momento da analise, a que grupo pertencia cada peca.

ApoOs a conclusdo das medidas, o codigo foi quebrado e as fotos renomeadas
de acordo com o numero do animal e o grupo experimental a que cada foto

pertencia.

2.17. Reprodutibilidade

A reprodutibilidade das medidas morfométricas foi aferida a partir da dupla
mensuracdo de 10% das fotografias pelo mesmo examinador. A escolha das
fotografias se deu de forma aleatdria e ocorreu apés o intervalo de uma semana. O
Coeficiente de Correlacdo Intra-Classe entre as duas medidas foi de 0,99,

considerado excelente.

2.18. Andlise estatistica

Apés a verificacdo da distribuicdo normal dos dados, a andlise estatistica foi

realizada da seguinte maneira:

- Médias e desvio padrdo do peso dos animais ao inicio, sétimo e décimo
gquarto dia da fase experimental foram comparadas entre o0s trés grupos
experimentais, através de Analise de Variancia (Anova), por meio do software SPSS
(versé@o 12) para Windows.

- Médias e desvio-padrdo da perda Ossea alveolar (convertida em milimetros)
das faces vestibulares e palatinas, nos dentes com e sem ligadura dos trés grupos,
foram comparadas através de Anova de uma via. Possiveis diferencas estatisticas
entre os lados com e sem ligadura nos diferentes grupos experimentais foram
avaliadas pelo teste Post-Hoc de Scheffé.

O nivel de significancia estabelecido para o presente estudo foi de 5%.
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A unidade amostral utilizada para o presente estudo foi o rato.

2.19. Consideraces Eticas

Este projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul e obedece as normas propostas pela Declaragéo
Universal dos Direitos dos Animais (UNESCO - 27 de janeiro de 1978) e das
Orientagbes Eticas Internacionais para Pesquisa Biomédica Envolvendo Animais
(Council for International Organizations of Medical Sciences - CIOMS), tendo a sua

aprovacao registrada no protocolo de niumero 2008128.
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3. RESULTADOS

A Figura 4 demonstra a evolu¢do do peso dos animais ao longo do Periodo
experimental. Observa-se que todos os grupos ganharam peso durante o estudo.
N&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos

nesse aspecto.

290
- COntrole
260 === Teste 30
= Teste 100
230
Baseline 07 dias 14 dias

Figura 4. Peso médio dos animais (g) de acordo com o grupo experimental ao longo do periodo

experimental

A Figura 5 ilustra a perda 6ssea alveolar em milimetros para os diferentes
grupos experimentais apos 15 dias da colocacédo das ligaduras. Observa-se, nos
dentes com ligadura, em todos os grupos, que a média de perda 6ssea alveolar foi
maior que nos dentes sem ligadura (p< 0,05). Nos dentes com ligadura, os valores
meédios foram de 0,72, 0,70 e 0,77mm para os grupos controle, teste 30 e teste 100,
respectivamente. Ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas
entre os mesmos. Nos dentes sem ligadura as médias foram de 0,27, 0,25 e
0,27mm para 0s grupos controle, teste 30 e teste 100, respectivamente.

Semelhantemente, ndo houve diferencas significativas entre os grupos.
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4. DISCUSSAO

O presente estudo avaliou a perda Ossea alveolar induzida em ratos
submetidos a diferentes dosagens de budesonida em relagdo a um grupo que
recebeu inalacdo de solucdo salina. Nao foram detectadas diferencas significativas
na perda 0ssea entre os diferentes grupos experimentais. Sabe-se que os estudos
em animais nem sempre possibilitam que os resultados sejam extrapolados
diretamente para seres humanos. Entretanto, o modelo animal é importante para
gque se estude e para que se conheca 0s mecanismos de acao de alguns
medicamentos e sua possivel influéncia no desenvolvimento da doenga periodontal.

O presente estudo utilizou trinta ratos Wistar machos para avaliar a perda
Ossea alveolar em trés grupos experimentais distintos onde um, o grupo controle,
inalou solucdo salina e os outros dois, grupos teste, inalaram diferentes
concentragbes de budesonida, um antiinflamatorio corticosteroide. A escolha dos
animais machos se deu para evitar que os fatores hormonais em fémeas pudessem
interferir negativamente nos resultados. Para a alocagao dos ratos em cada um dos
trés grupos experimentais fez-se a randomizagcdo dos animais através de sorteio.
Apés a conclusdo do periodo experimental, um examinador realizou a analise
morfomeétrica das pegas. Esse examinador foi previamente treinado para fazer as
mensurac¢des e ndo conhecia, no momento das analises, a qual grupo experimental
cada imagem pertencia. Todos esses principios foram seguidos para aumentar a
validade interna do estudo, possibilitando uma diminuigdo de fatores intervenientes
gue pudessem ser responsaveis pelos achados (Rdsing e Susin, 1999). Da mesma
forma, uma estimativa amostral foi realizada no presente estudo para que se
pudesse ter uma idéia do numero minimo de animais por grupo. O presente estudo,
portanto, tem amostra adequada, sendo também similar a outros estudos que
utilizaram modelo de perda Gssea alveolar induzida em ratos (Cavagni, Soletti et al.,
2005).

Para a avaliagdo da saude geral dos animais fez-se a pesagem dos ratos em
trés momentos do trabalho. Pode-se inferir que o estado de saude geral desses
manteve-se bom, pois ao longo do estudo ndo foram observadas diferencas

estatisticamente significativas entre 0s grupos experimentais. Todos apresentaram
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ganho de peso, 0 que era esperado, uma vez que 0S animais encontravam-se em
fase de crescimento.

Sobre 0 modelo de indug&o de doengca empregado neste trabalho, poder-se-ia
supor que a perda Ossea apresentada tenha ocorrido apenas em funcdo da
remodelagem ¢ssea natural que ocorre ao longo do envelhecimento dos ratos.
Entretanto, trabalhos reportaram que, quando se induz doenca periodontal
utilizando-se o modelo de ligadura, a perda éssea alveolar em ratos livres de
bactérias é significativamente inferior a perda 0ssea alveolar em ratos contaminados
com bactérias periodontopatdogenas e submetidos ao mesmo modelo de inducéo de
doenca (Amstad-Jossi e Schroeder, 1978; Crawford, Taubman et a.l, 1978).

Apesar de a andlise histométrica ser o padréo ouro para a medi¢cdo de perda
Ossea alveolar em ratos, a analise morfométrica € um instrumento de mensuracao
validado pela literatura. Ela pode ser uma alternativa a histometria, sempre que o
objetivo do estudo envolver mensuracdo de perda 0ssea, por ser um meétodo mais
rapido, mais facil e mais barato (Fernandes, Gaio et al., 2007). Alem disso, a
visualizacdo direta dos defeitos pode ser conferida nesse tipo de analise, néo
sofrendo a interferéncia dos planos de corte histologico.

Em relacéo a administracdo de corticéide, ainda que Elias, Sagua et al. 2004
tenham verificado a eficacia da caixa de ventilagdo forcada como mecanismo para
inalacdo de antiinflamatorio esterdide por ratos, neste estudo nao foi possivel
observar um padrdao de perda Ossea alveolar diferente entre 0s grupos
experimentais. Nao se deveria, portanto, inferir que a auséncia de resultados
significativos pudesse ser devida a ndo absorcdo da medicacdo. Acredita-se que
esse fato se deva a administracdo de corticosterdide através da via inalatoria ter um
efeito antiinflamatdério prioritariamente topico, promovendo menores concentracdes
sistémicas da droga. Mesmo que possa haver alguns efeitos adversos, estes séo
sempre menos pronunciados quando comparados aos efeitos adversos causados
pela administragdo de corticosterdide através de via oral ou injetavel (Tattersfield,
Knox et al., 2002). Essa é a razéo especifica de por que se utilizou medicagéo tdpica
e néo por via sistémica.

Para a realizacdo deste trabalho, as concentracbes escolhidas foram de

30ug/ml, concentracdo capaz de provocar alteracdo de comportamento em ratos
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através do método empregado por Elias, Sagua et al., 2004, e de 100 pg/ml, a
menor dose recomendada para tratamento em humanos (Lazo, 2007) O objetivo de
se testar duas concentracdes diferentes da medicacao foi verificar se haveria uma
relacdo dose-resposta, ou seja, se haveria um padrao de perda éOssea diferente
dependendo da concentracdo administrada. Pode-se observar, através dos
resultados apresentados que nao se encontrou essa relacao no presente estudo.

O tempo experimental utilizado neste trabalho foi de 15 dias. Estudos de
perda Ossea alveolar induzida em ratos variam entre 15 e 60 dias, na sua maioria.
Através do estudo de Kuhr, Popa-Wagner et al. 2004, que teve o propésito de
verificar a destruicdo periodontal ao longo de sessenta dias em ratos com doenca
periodontal induzida por ligadura, verificou-se que a maior diferenca intra-grupo de
perda 6ssea alveolar ocorre nos primeiros quinze dias da inducéo da doenca. Apos
esse periodo, a perda Ossea atingiria um platd. Seguindo esses resultados, o
presente estudo teve a sua fase experimental com duragdo de quinze dias e, ao
final, pode-se observar um padrdo de perda Ossea similar a estudos com
metodologia semelhante e periodo experimental mais longo, de trinta dias (Cavagni,
Soletti et al., 2005).

Os resultados apresentados neste estudo participam da construgdao do
conhecimento etiopatogénico das doencas periodontais. A auséncia de diferencas
significativas permite inferir que ndo ha efeito da medicacao sobre a perda de tecido
periodontal. Isso tem como possibilidade de interpretacdo que, provavelmente, a
utilizacdo de budesonida tOpica ndo tem efeito promissor como modulador da
resposta do hospedeiro, para estudos futuros. Por outro lado, é importante que se
tenha claro que um medicamento com uso disseminado, como a budesonida, é
aparentemente seguro em relacdo aos tecidos periodontais. Estudos sobre outros

efeitos topicos da budesonida nas mucosas sédo encorajados.
Concluséao
Através do presente estudo pode-se concluir que diferentes concentracdes de

Budesonida inalatéria ndo interferem na perda éssea alveolar induzida por meio de

ligadura em ratos Wistar.
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