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RESUMO

O citrato de sildenafila é um potente inibidor seletivo da fosfodiesterase-5 e a sua
descoberta representou um grande avanco no tratamento da disfuncdo erétil.
Atualmente, este farmaco vem mostrando efeitos positivos no que diz respeito a
diminuicdo do processo inflamatorio e reducdo do estresse oxidativo, com
consequente reducdo do dano tecidual, em diversas patologias. Como 0 processo
inflamatorio € um fator primordial na destruicdo dos tecidos periodontais decorrente
da periodontite, objetivou-se avaliar o efeito do citrato de sildenafila na prevencéo e
progressao da periodontite experimental (PE) em ratos. Este estudo foi dividido em
dois grupos. Grupo 1 (n=18), a droga foi administrada previamente e apenas 15 dias
depois a PE foi induzida, permanecendo mais 15 dias de administracdo diaria da
droga. No grupo 2 do estudo (n=18) a administracdo da droga e a indugcdo da PE
iniciaram no mesmo dia e se mantiveram por mais 15 dias. Nos dois grupos 0s
animais foram divididos em trés subgrupos (n=6). Subgrupo placebo, doses diarias
de veiculo e inducdo da PE. Subgrupo controle, doses diarias de 10mg/kg de
sildenafila sem inducdo da PE. Subgrupo sildenafila, inducdo da PE e doses diarias
de 10mg/kg de sildenafila. A PE foi induzida no primeiro molar inferior esquerdo,
através de ligadura e decorrido o periodo experimental, os animais foram
eutanasiados e as mandibulas removidas e analisadas através de microtomografia
computadorizada (microCT), histologia e histomorfometria. Os dados foram
tabulados e submetidos ao teste T para amostras independentes ou teste de Mann
Whitney, de acordo com a distribuicdo das variaveis, considerando um intervalo de
confianca de 95%. No grupo 1 do estudo, ndo observou-se diferencas significativas
quando comparado o0 grupo que recebeu veiculo associado a PE com o grupo
tratado com droga, em nenhuma das analises realizadas. No grupo 2, a partir da
andalise por microCT verificou-se, diferenca estatistica na area de furca quando
comparado o subgrupo controle com o subgrupo que recebeu doses diarias de
sildenafila associado a PE, com um menor padrdo de reabsor¢cdo 0ssea para o
grupo sildenafila. Da mesma forma, o grau de inflamagdo mostrou diferenca
estatistica quando comparou a area de furca dos subgrupos controle e sildenafila,
com menores escores de inflamagao para o grupo sildenafila, no grupo 2 do estudo.
Além disso, observou-se formacao de microabscessos e areas de 0sso necrético em
todos os espécimes avaliados do subgrupo placebo no segundo grupo do estudo,
este fato ndo foi verificado no subgrupo tratado com sildenafila. Na analise
histomorfométrica houve uma tendéncia a menor reabsorcdo 0ssea para 0 subgrupo
sildenafila quando comparado com o subgrupo placebo, no grupo 2 do estudo,
porém sem significancia estatistica. Conclui-se que doses diarias de 10 mg/kg de
citrato de sildenafila, diminuiu o processo inflamatoério na regido de furca, bem como
a reabsorcdo Ossea quando utilizado para fins de tratamento da periodontite
experimental em ratos.

Palavras-chave: Citrato de sildenafila. Doenca periodontal. Periodontite.



ABSTRACT

Sildenafil Citrate is a potent selective phosphodiesterase-5 inhibitor and its discovery
represented a breakthrough in the treatment of erectile dysfunction. Currently, this
drug has been showing positive effects with regard to the reduction of inflammatory
process and reduction of oxidative stress, with consequent reduction of tissue
damage, in several pathologies. The effect of sildenafil citrate on the prevention and
progression of experimental periodontitis (PE) in rats was evaluated as the
inflammatory process is a primary factor in the destruction of periodontal tissues due
to periodontitis. This study was divided into two groups. Group 1 (n = 18), the drug
was administered previously and only 15 days later PE was induced, remaining
another 15 days of daily administration of the drug. In group 2 of the study (n = 18)
the administration of the drug and the induction of PE started the same day and were
maintained for another 15 days. In both groups, the animals were divided into three
subgroups (n = 6). Placebo subgroup, daily vehicle doses and PE induction.
Subgroup control, daily doses of 10mg / kg sildenafil without induction of PE.
Subgroup sildenafil, induction of PE and daily doses of 10mg / kg of sildenafil. PE
was induced in the lower left first molar by ligation and after the experimental period
the animals were euthanized and the jaws removed and analyzed by computerized
microtomography (microCT), histology and histomorphometry. The data were
tabulated and submitted to the T test for independent samples or Mann Whitney test,
according to the distribution of the variables, considering a 95% confidence interval.
In group 1 of the study, no significant differences were observed when comparing the
group that received vehicle associated to PE with the drug-treated group, in none of
the analyzes performed. In group 2, a statistical difference was observed in the
furcation area when the control subgroup was compared with the subgroup receiving
daily doses of sildenafil associated with PE, with a lower bone resorption pattern for
the sildenafil group. Likewise, the degree of inflammation showed statistical
difference when comparing the furcation area of the control and sildenafil subgroups,
with lower inflammation scores for the sildenafil group in group 2 of the study. In
addition, formation of microabscesses and necrotic bone areas were observed in all
assessed specimens of the placebo subgroup in the second study group, this fact
was not found in the subgroup treated with sildenafil. In the histomorphometric
analysis, there was a trend towards lower bone resorption for the sildenafil subgroup
when compared to the placebo subgroup, in group 2 of the study, but without
statistical significance. It is concluded that daily doses of 10 mg / kg sildenafil citrate
decreased the inflammatory process in the furca region as well as bone resorption
when used for the treatment of experimental periodontitis in rats.

Key-words: Sildenafil citrate. Periodontal disease. Periodontitis.
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1 APRESENTACAO

A descoberta do citrato de sildenafila representou um grande avan¢o no
tratamento da disfuncéo erétil. Ele é conhecido como um potente inibidor seletivo da
fosfodiesterase-5 especifica, enzima esta que tem participacdo efetiva em alguns
processos celulares, tais como a inflamacéo.

Ultimamente, este farmaco vem sendo utilizado em diversos outros processos
patologicos, tais como hipertensdo arterial pulmonar (HEMNES, ZAIMAN e
CHAMPION, 2008), injurias géastricas (DUFFIN, SHAW e ROSSI, 2008), cicatrizacao
de feridas (DERICI et al., 2010), inflamacdes causadas por colites experimentais
(KARAKOYUN et al, 2011), les6es pulmonares (CADIRCI et al., 2011), hepéticas e
renais (GOKAKIN et al., 2013). Em todas essas situacdes, esse farmaco mostra
efeitos positivos na diminuicdo do processo inflamatério e reducdo do estresse
oxidativo, consequentemente reduzindo o dano tecidual.

Sabidamente, o processo inflamatorio € um fator primordial na destruicdo dos
tecidos periodontais decorrente da periodontite. A doenca periodontal €
caracterizada como uma doenca infectoinflamatéria, originada por produtos da
interacdo entre o biofilme e a resposta inflamatéria e imune do hospedeiro. Diversas
terapias alternativas, visando modular a resposta do hospedeiro frente a doenca
periodontal, tém sido estudadas. Dentre elas, podemos citar varios estudos
utiizando farmacos das mais diferentes classes, tais como: probioticos
(MATSUBARA et al.,, 2016), sivastatina (BRADLEY et al., 2016), atorvastatina
(SOUSA et al., 2016), resveratrol e curcumina associados ou ndo (CORREA et al.,
2017), fucoxantina (KOSE et al., 2016) e fluoxetina (AGUIAR et al., 2013).

A terapia periodontal basica, que consiste da raspagem e do alisamento
coronoradicular, ainda é considerado a modalidade terapéutica convencional e
eficaz para o tratamento da periodontite. Entretanto, tratamentos adjuvantes
usualmente sdo necessarios pela limitacdo de acesso a éareas de furca,
concavidades, sulcos, sitios distais de molares e bolsas profundas encontradas
durante a terapia periodontal convencional. Considerando as evidéncias que
mostram que o citrato de sildenafila inibe significativamente o estresse oxidativo
(AYTEN et al., 2008; HEMNES, ZAIMAN e CHAMPION, 2008; KARAKOYUN et al,
2011), com reducéo da severidade do processo inflamatério (CADIRCI et al., 2011,
GOKAKIN et al.,, 2013), justificou-se avaliar, de forma pioneira, os efeitos dessa
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droga na evolucdo da doenca periodontal induzida em ratos, a fim de se ter uma
terapia adjuvante ao tratamento convencional.

Baseados nesses achados o presente trabalho, trata-se de um estudo
experimental, e se justifica pela necessidade de se conhecer o efeito da
administracdo diaria de citrato de sildenafila frente ao processo inflamatério que a
doenca periodontal acarreta. Visto que, nada se sabe sobre os efeitos desta droga
em patologias relacionadas a cavidade oral. Dessa forma, objetivou-se avaliar o
efeito da referida droga na prevencao e progresséo da periodontite experimental em

ratos induzida por ligadura.
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2 INTRODUCAO

A doenca periodontal € um dos dois maiores problemas dentérios, seguido de
carie, que afetam a populacdo humana com altas taxas de prevaléncia. A
periodontite € uma inflamacgéo que se estende profundamente nos tecidos, causando
perda do tecido conjuntivo de suporte e do osso alveolar (JIANG et al., 2016).

Atualmente, a etiologia da periodontite é entendida como sendo resultado de
um desequilibrio causado pela interacdo entre uma infecgédo bacteriana complexa e
por uma resposta imunoinflamatéria exarcebada do hospedeiro. O processo
inflamatorio periodontal inicialmente tem um papel protetor contra a invasao
bacteriana. Contudo, torna-se destrutivo devido a uma prolongada sobre-expressao
de mediadores tais como IL-1 e TNF, producdo de prostaglandinas, sintese de
enzimas liticas e ativacdo de osteoclastos, tendo como conseqiiéncia a reabsorgdo
do osso alveolar e perda de insercdo (FEITOSA et al., 2009; NG et al., 2016).

Os principais objetivos do tratamento da periodontite sdo remover o biofilme
bacteriano, reduzir a inflamacédo presente nos tecidos periodontais e tratar as
sequelas subjacentes. Apesar da terapia periodontal ndo cirurgica ser bastante
eficiente no tratamento da doenca peridontal, busca-se agentes adjuvantes para
auxiliar na modulacéo da resposta inflamatdra do hospedeiro e consequentemente a
reducéo do processo inflamatdrio e da destruicéo tecidual (ARAUJO JUNIOR et al.,
2013; BRANCO DE ALMEIDA et al., 2012).

O citrato de sildenafila, originalmente utilizado para o tratamento da disfuncéao
erétil, tem demonstrado acdo antiinflamatéria benéfica em modelos experimentais
(CADIRCI et al., 2011; GOKAKIN et al., 2013). Este farmaco atua como um inibidor
seletivo da fosfodiesterase 5, enzima produzida a partir do 6xido nitrico gerado pelo
estimulo sexual e é responsavel por degradar o monofosfato ciclico de guanosina
(GMPc), fazendo com que o calcio intracelular presente na musculatura lisa do corpo
cavernoso seja mantido, dificultando assim a erecdo. O sildenafila atua na
manutencdo do GMPc, facilitando a degradacdo do célcio e, consequentemente,
favorecendo a eregdo através da via do oxido nitrico (ON) (KARAKOYUN et al.,
2011).

Nos ultimos anos, estudos avaliaram o uso do sildenafila em diversas

doencas além da disfuncéo erétil. Verificou-se ac¢des antiinflamatorias benéficas em
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colite aguda (KARAKOYUN et al, 2011) e em modelos de fibrose pulmonar induzida
em ratos (YILDIRIM et al, 2010), prevencédo de danos de lesBes inflamatorias renais
em ratos diabéticos (JEONG et al., 2009), por meio da preven¢do da peroxidacao
lipidica, diminuicAo na producdo de citocinas e acumulo de neutréfilos
(KARAKOYUN et al, 2011; YILDIRIM et al, 2010) e reducdo da adesédo e
manutencdo de leucocitos no fluxo sanguineo (SANTOS et al., 2005), inibicdo do
estresse oxidativo e da severidade da reacdo inflamatoria no tecido pulmonar de
ratos submetidos a queimaduras experimentais (GOKAKIN et al., 2013).

Sabendo que a doenca periodontal promove a destruicdo progressiva dos
tecidos periodontais, através de uma resposta inflamatéria cronica ao biofilme,
induzindo a migracdo e ativacdo de células, além da expressdo de citocinas e
sintese de ON (WElI et al, 2010), e que o citrato de sildenafila promove um equilibrio
no processo de oxidacdo e antioxidacdo, consequentemente reduzindo o estresse
oxidativo em eventos inflamatérios (CADIRCI et al., 2011; KARAKOYUN et al, 2011;
AYTEN et al.,, 2008; HEMNES, ZAIMAN e CHAMPION, 2008), como ocorre na
doenca periodontal. Os objetivos deste estudo foram avaliar os efeitos desta droga
na prevencao e na progressao da periodontite induzida em ratos, a partir de uma

analise microtomogréfica e histologica.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Doenca periodontal e reparacao dos tecidos periodontais

A cavidade oral abriga pelo menos 500 espécies de microorganismos que
vivem predominantemente organizadas na forma de biofilmes. Doencas dentarias e
gengivais, incluindo céries e doencgas periodontais, estdo associadas com placa
dentaria e a um biofilme polimicrobiano acentuado na superficie dental (NG et al.,
2016).

A doenca periodontal € a doenca oral mais comum em todo o mundo. Alguns
autores mostram uma prevaléncia de cerca de 50 — 70% em individuos adultos com
mais de 30 anos (JIANG et al., 2016). Além de possuir alta prevaléncia, apresenta
também uma patogénese bastante complexa e distinta das demais doencas de
carater cronico infeccioso.

Diferentes complexos microbianos sdo associados com a sequéncia de
colonizacdo da superficie dental, assim como com a severidade da doenca
periodontal. Os biofilmes polimicrobianos sdo comunidades microbianas complexas
e dindmicas formadas por duas ou mais espécies bacterianas que sao importantes
para a persisténcia e proliferacdo dos microorganismos presentes naquele ambiente
(LINDHE et al., 2010; MATSUBARA et al., 2016). Na cavidade oral, as interacdes
entre as principais espécies bacterianas orais, incluindo Porphyromonas gingivalis,
Treponema denticola e Tannerella forsythia, sdo essenciais para a progressado da
periodontite cronica (NG et al., 2016).

Além da presenca do biofilme, a patogénese da doenca periodontal envolve
uma interagdo entre fatores imunoldgicos e ambientais, estando associada a uma
resposta imunoinflamatoéria exacerbada do hospedeiro. Como consequéncia, resulta
em uma superproducdo de mediadores pro-inflamatorios, tais como citocinas e
oxigénio reativo (BRADLEY et al, 2016). O oxido nitrico (ON) desempenha papel
importante na evolucédo da doenca periodontal, principalmente no que diz respeito a
degradacgédo dos tecidos. A doencga periodontal promove a destruicdo progressiva
dos tecidos periodontais, através de uma resposta inflamatéria crénica ao biofilme,
induzindo a migracdo e ativacdo de células de defesa, além da expressédo de
citocinas e sintese de ON (WEI et al, 2010).

A Interleucina-1B (IL-1B) e o fator de necrose tumoral-a (TNF-a) sao

mediadores proé-inflamatérios comuns que causam danos ao tecido periodontal
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através da diminuicdo da expressao de osteoprotegerina favorecendo a destruicdo
dos tecidos periodontais e reabsorcdo do osso alveolar (KARAKAN et al., 2017).
Essa destruicdo dos tecidos de suporte dentério, como o ligamento periodontal,
cemento e 0sso alveolar, € uma das principais caracteristicas clinicas da doenca
periodontal, resultando em mobilidade dentaria, diminuicdo do nivel clinico de
insercdo e perda dentéria quando néo tratada (LINDHE et al., 2010).

O tratamento da doenca periodontal ainda consiste na eliminacdo do agente
infeccioso através de procedimentos de raspagem, profilaxia e em medidas
preventivas, tais como instrucdo de higiente oral (MATSUBARA et al., 2016). Dada a
importancia da ativacdo das células inflamatdrias envolvidas na progressdo da
doenca periodontal, existe a necessidade de um método adjuvante ao tratamento
convencional, com o objetivo de diminuir o processo inflamatério e modular a
resposta do hospedeiro levando, assim, a uma menor destruicdo tecidual (ARAUJO
et al., 2013).

Diversas terapias adjuvantes sdo estudadas na tentativa de avaliar o seu
efeito no tratamento periodontal, sendo estas de cunho farmacolégico ou ndo. Na
literatura, encontram-se estudos avaliando o laser, a terapia fotodinamica (AKRAM
et al., 2016) e probidticos (MATSUBARA et al., 2016). Da mesma forma, diversos
farmacos estdo sendo testados, buscando verificar qual a influéncia que os mesmos
exercem no curso da doenca periodontal (BRANCO DE ALMEIDA et al.,, 2012;
MESSORA et al., 2016).

Buscando avaliar o efeito de substancias deviradas de plantas que
apresentam propriedades imunomodulatdrias, Corréa et al. (2017) investigaram o
efeito da administracdo de resveratrol e curcumina, associados ou nao, sobre a
progressao da periodontite experimental em ratos. Quarenta ratos foram distribuidos
nos seguintes grupos: G1, periodontite experimental com administracao de placebo.
G2, periodontite experimental tratada com resveratrol 10mg/kg/dia. G3, periodontite
experimental com administracdo de curcumina 100mg/kg/dia. G4, periodontite
experimental tratada com resveratrol 10mg/kg/dia associado a curcumina
100mg/kg/dia. Os animais receberam droga e/ou placebo por 30 dias e a inducdo da
doenca periodontal ocorreu no primeiro dia de administragdo de droga. A partir da
analise dos espécimes, verificaram-se valores maiores de perda 0ssea alveolar no
grupo placebo (p<0,05) quando comparado com 0s demais grupos (grupos teste),

porém nado houve diferenca significantivas entre os grupos testes.
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Araujo Junior et al. (2013) objetivaram avaliar os efeitos do tratamento com a
atorvastatina na doenca periodontal. Ratos Wistar machos foram distribuidos em
cinco grupos (n=10 por grupo): 1- tratamento sem ligadura, 2- apenas ligadura, 3-
ligadura mais 1 mg/kg/dia de atorvastatina durante 10 dias, 4- ligadura mais 5
mg/kg/dia de atorvastatina durante 10 dias e 5- ligadura mais 10 mg/kg/dia de
atorvastatina durante 10 dias. Apds o curso do tratamento, o tecido periodontal dos
animais foi analisado para determinacdo da perda 6ssea alveolar. O grupo tratado
com 10 mg/kg/dia, mostrou uma reducao significativa na média da perda Ossea
alveolar (p <0,05) quando comparado com o grupo da ligadura, a partir de uma
andlise morfométrica. Similarmente, neste mesmo grupo (10 mg/kg/dia), diminuiu
significativamente os niveis das citocinas pré-inflamatérias IL-18 e TNF-a (p <0,05).
Além disso, MMP-2, MMP-9, RANKL / RANK e COX-2 foram todos regulados pelo
tratamento com atorvastatina, enquanto a expressdo de OPG foi aumentada. Os
resultados suportam um papel da atorvastatina para reduzir a perda 6ssea, resposta
inflamatoria, estresse oxidativo e expressdo de proteinas de matriz extracelular,
engquanto reduz RANK / RANKL e aumenta a OPG na doenca periodontal.

A fim de avaliar o efeito da sinvastatina sobre perdas 6sseas e inflamacgdes
experimentais de periodontite, Bradley et al. (2016) submeteram quarenta ratos a
periodontite experimental induzida por ligadura entre o primeiro e o segundo molar
superior. Os grupos receberam a ligadura e foram tratados com trés doses semanais
de: 1) Veiculo; 2) 0,5 mg de sinvastatina; 3) 1,0 mg de sinvastatina; 4) 1,5 mg de
sinvastatina; ou 5) apenas ligadura. Molares contralaterais serviram como controles
ndo manipulados. Quatro semanas apoés a inducao da periodontite, os animais foram
eutanasiados e 0s espécimes avaliados por microtomografia computadorizada e
histologia. Todas as doses de sinvastatina utilizadas no estudo reduziram a perda
Ossea alveolar, principalmente a dose de 1,5 mg/kg, quando comparadas com o
grupo que recebeu apenas a ligadura. A dose de 1,5 mg/kg também reduziu a
percentagem de neutrofilos e aumentou a quantidade de tecido conjuntivo néo
inflamado na area interproximal em comparagdo com o grupo que recebeu veiculo
associado a ligadura. Os autores concluiram que doses de 1,5 mg/kg de sinvastatina
diminuem a quantidade de perda Ossea e inflamacdo na periodontite experimental
em ratos.

Objetivando avaliar o efeito do telmisartan na inflamagdo, oxidagédo e

expressao de metaloproteinases de matriz, RANKL, RANK e OPG no tecido
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periodontal de um modelo de rato para periodontite induzida por ligadura, Araujo et
al. (2013) dividiram 50 ratos em cinco grupos de 10 ratos cada: 1-tratamento sem
ligadura, 2- apenas ligadura, 3- ligadura mais 1 mg/kg/dia de telmisartan durante 10
dias, 4- ligadura mais 5 mg/kg/dia de telmisartan durante 10 dias e 5- ligadura mais
10 mg/kg/dia de telmisartan durante 10 dias. O tecido periodontal foi analisado por
histopatologia, andlise imunoistoquimica da COX-2, MMP-2, MMP-9 e da via
RANKL/RANK/OPG e por ELISA dos niveis de IL-1B, IL-10, TNF-a, mieloperoxidase
(MPO), malonaldeido (MDA) e glutationa. O tratamento com 10 mg/kg de telmisartan
resultou em concentracdes reduzidas de MPO, MDA (p <0,05), citocina proé-
inflamatéria IL-1B (p <0,05), de MMP-2, MMP-9, RANK, RANKL e COX-2; e um
aumento na OPG. Os niveis de TNF-a foram significativamente reduzidos em todos

0Ss grupos tratados com telmisartan.

3.2 Oxido nitrico e o seu papel na doenca periodontal

O ON é um radical livre que desempenha um papel importante na resposta de
infeccdo nos tecidos orais. Ele é produzido e liberado predominantemente por
neutréfilos e macréfagos, bem como fibroblastos e células endoteliais (GULLU et al.,
2005). O ON ¢ sintetizado por uma familia de isoenzimas chamada ON sintase
(ONS). Trés isoformas de ONS séao descritas, sendo uma ONS induzida e duas ONS
constitutivas (CERQUEIRA e YOSHIDA, 2002).

As ONSs constitutivas sao dependentes da presenca citosolica de célcio,
esse fator ocorre a partir de diversos estimulos fisiologicos. A ONS induzida tem sua
producdo estimulada por citocinas proé-inflamatérias, lipopolissacarideos,
endotoxinas, hipoxia e estresse oxidativo. Por ser independente da concentracao
intracelular de calcio, a ONS induzida libera uma maior quantidade de ON e por
periodos mais longos. O ON produzido em altas concentracdes atua como uma
molécula citotdxica contra microorganismos e células tumorais. Por outro lado, essa
liberacdo aumentada de ON produz efeitos bioldgicos, tais como vasodilatacdo e
danos teciduais ao hospedeiro, resultando em apoptose, leséo tecidual e dor
(CERQUEIRA e YOSHIDA, 2002).

O ON possui uma participacdo no metabolimo 6sseo descrito na literatura, a
producdo constitutiva de pequenas quantidades de ON por osteoblastos

desempenha um importante papel na regulacdo do crescimento dessas células,
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enquanto altas concentracdes de ON, produzidas pela ONS induzida, via ativacao
de citocinas, estdo associadas a reducdo da formacdo Ossea. Na cavidade oral,
acredita-se que quantidades de ON presente nos tecidos periodontais e saliva facam
parte dos mecanismos naturais ndo especificos de defesa contra bactérias
patogénicas, enquanto maiores concentracdes de ON contribuam para a destruicdo
tecidual, inclusive periodontal (OZDEMIR et al., 2016).

Segundo diversos autores (BOSCA et al., 2016; GULLU et al., 2005), o ON é
produzido e participa diretamente da doenca periodontal. E sugerido que a sua
producdo ocorra em resposta aos patdgenos e aos agentes inflamatérios presentes
na doenca periodontal (BOSCA et al., 2016; GULLU et al., 2005; KENDAL,
MARSHALL e BARTOLD, 2001; OZDEMIR et al., 2016). Quando ON é produzido
localmente e em grandes quantidades, ele pode atuar como uma molécula citotéxica
contra patdégenos microbianos, bem como células circundantes, resultando em um
maior agravamento da destruicado dos tecidos periodontais (KENDAL, MARSHALL e
BARTOLD, 2001).

3.3 Citrato de sildenafila e o seu efeito na reparacao tecidual

Por muito tempo o citrato de sildenafila € empregado no tratamento da
disfuncéo erétil, representando um grande avanco no tratamento desse disturbio. Ele
atua como um inibidor seletivo da fosfodiesterase 5. Essa enzima é produzida a
partir do ON gerado pelo estimulo sexual e € responsavel por degradar o
monofosfato ciclico de guanosina (GMPc), fazendo com que o calcio intracelular
presente na musculatura lisa do corpo cavernoso seja mantido, dificultando assim o
influxo sanguineo e consequentemente a erecdo. O sildenafila atua na manutencéo
do GMPc, facilitando a degradacéo do célcio e favorecendo a erecdo através da via
ON (KARAKOYUN et al., 2011).

Nos ultimos anos, a literatura tem mostrado a utilizacdo do sildenafila em
diversas patologias além da disfuncdo erétil. Dados de dois estudos demostraram
acOes antiinflamatdrias benéficas do sildenafila em colite aguda e em modelos de
fibrose pulmonar induzida em ratos através da prevencédo da peroxidacgao lipidica, da
producédo de citocinas e acumulo de neutréfilos (KARAKOYUN et al, 2011; YILDIRIM
et al, 2010). Um outro estudo mostrou que o sildenafila, atuando através de um
mecanismo dependente de ON, inibiu gastropatia induzida por indometacina,
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possivelmente através de uma reducédo da adesdo e a manutencéo de leucdcitos no
fluxo sanguineo gastrico (SANTOS et al., 2005). Como observado por Jeong et al.
(2009), o ON preveniu significativamente os danos de lesdes inflamatorias renais em
ratos diabéticos. Outro estudo revelou que o sildenafila, pela sua seletiva e potente
inibicdo da fosfodiesterase 5, inibiu significativamente o estresse oxidativo e a
severidade da reacdo inflamatdria no tecido pulmonar de ratos submetidos a
gueimaduras experimentais (GOKAKIN et al., 2013).

Além disso, os efeitos positivos do sildenafila tem sido demonstrado
promovendo um equilibrio no processo de oxidacdo e antioxidacao,
consequentemente reduzindo o estresse oxidativo em eventos inflamatérios (AYTEN
et al., 2008; CADIRCI et al., 2011; HEMNES, ZAIMAN e CHAMPION, 2008;
KARAKOYUN et al, 2011). Por isso, pode ser um aliado no tratamento da doenca
periodontal, visto que, a mesma apresenta um carater inflamatoério crénico.

Objetivando investigar o efeito do citrato de sildenafila no processo de
cicatrizagéo de feridas na parede abdominal de ratos, Derici et al. (2010) utilizaram
100 ratos Wistar adultos divididos em dois grupos. O grupo controle (n=50) recebeu
agua e comida livre até 12h antes do procedimento cirdrgico. O grupo experimental
(n=50) recebeu administracédo diaria de 10mg/kg da droga, por via oral, durante 10
dias até 12h antes da cirurgia. Todos os animais foram anestesiados e uma
laparotomia de 4 cm de comprimento na linha média foi realizada. Foram
eutanasiados 10 animais de cada grupo nos tempos experimentais de 4, 7, 14, 21 e
35 dias de po6s-operatdrio. A analise de resisténcia a ruptura foi medida e as feridas
da incisdo abdominal foram examinadas histologicamente. A for¢ca de ruptura da
incisdo mediana, inflamacdo aguda no 14° dia de pébs-operatério e
neovascularizacdo nos dias 7, 14, 21 e 35 do pdés-operatorio, apresentaram
resultados significativamente mais favoraveis no grupo experimental. Dessa forma,
os autores concluiram que o sildenafila pode ser utilizado como um fator de apoio na
cicatrizacdo de feridas, conferindo beneficio no processo de cicatrizacao,
aumentando  significativamente a resisténcia da fascia abdominal e
neovascularizacao.

Sabendo que gueimaduras graves produzem mediadores bioquimicos, tais
como espécies reativas de oxigénio, podendo levar a peroxidagao lipidica com papel
importante na formacdo de lesbes pulmonares agudas, Gokakin et al. (2013)

objetivaram avaliar os efeitos de diferentes dosagens de sildenafila em lesdes
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pulmonares agudas devido a grave queimadura em ratos. Vinte e quatro ratos foram
submetidos a 30% de lesdo por escamacao da area de superficie corporal total e
foram divididos aleatoriamente em trés grupos iguais: grupo controle, grupos 10 e 20
mg/kg de sildenafila. Niveis de atividades de glutationa peroxidase, catalase,
estresse oxidativo total e capacidade antioxidante total foram medidos e o indice de
estresse oxidativo calculado. Utilizou-se um sistema de pontuagdo semi-quantitativo
para a avaliacdo dos achados histopatologicos. Os achados revelaram que o
sildenafila aumentou a atividade da glutationa peroxidase, catalase, capacidade
antioxidante total e diminuiu o estresse oxidativo e 0s escores de inflamacao nos
pulmdes. Segundo os autores, o citrato de sildenafila protege contra a inflamacéo e
0 estresse oxidativo e que a dose 10 mg/kg/dia parece ser aparentemente superior a
de 20 mg/kg/dia para o tratamento da condicdo estudada.

Cadirci et al. (2011) investigaram o efeito protetor do citrato de sildenafila na
sepse induzida por ligadura e puncgao cecal em ratos. Foram utilizados 40 animais
divididos em 4 grupos (n=10): 1- ligadura e puncao cecal tratada com 10 mg/kg de
sildenafila; 2- ligadura e puncdo cecal tratada com 20 mg/kg de sildenafila; 3-
apenas ligadura e puncao cecal; 4- grupo controle pseudo operado (receberam
laparotomia e exploracdo do ceco, mas a ligadura e a puncao cecal nao foram
realizadas). Todos os grupos foram eutanasiados 16h ap6s o procedimento e as
amostras de pulmao, rim e sangue foram analisadas histolégica e bioguimicamente.
A partir da analise, verificou-se que o tratamento com 20mg/kg de sildenafila
melhorou o estado bioquimico dos pulmbes e dos rins. A analise histopatolgica
revelou diferencas significativas nos escores de inflamacéao entre o grupo de sepse
(grupo 3) e o grupo tratado com sildenafila 20 mg/kg (grupo 2), sendo observado um
menor grau de inflamacgéo no grupo tratado com 20 mg/kg de sildenafila (grupo 2). O
tratamento com sildenafila (10 e 20 mg/kg) diminuiu o fator de necrose tumoral
comparado com o grupo que nado recebeu a droga (grupo 3). Os autores indicaram
gue o sildenafila € um agente protetor na prevencdo de danos pulmonares e renais
causados por sepse induzida, através da manutencdo do estado oxidante-anti-
oxidante e diminuicdo do nivel de fator de necrose tumoral.

Histing et al., (2011) avaliaram a influéncia do citrato de sildenafila na
expressdo de fatores de crescimento angiogénicos e a formacao Ossea durante o
processo de cicatrizacdo da fratura. Os autores utilizaram um modelo de fratura

fechada de fémur de murino, utilizando-se técnicas radiologicas, biomecanicas,
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histomorfométricas e bioquimicas, analisando 2 e 5 semanas apdés a fratura. Trinta
ratos receberam por via oral 5 mg/kg de sildenafila diariamente e o grupo controle
(n=30 por grupo) recebeu dose equivalente de veiculo. Ap6s duas semanas de
cicatrizacdo da fratura, o sildenafila aumentou significativamente a consolidacdo das
partes Osseas, conforme determinado radiolégica e histologicamente. Isto resultou
em um aumento da rigidez biomecénica em comparagao com o controle. Uma menor
area de calo 6sseo com uma quantidade de tecido cartilaginoso indicou um processo
de cicatrizacdo acelerado no grupo tratado. Apds cinco semanas as diferencas
foram semelhantes, demonstrando sucesso em ambos 0s grupos. Os autores
relataram, baseados nos seus achados, que o tratamento com sildenafila acelerou a
cicatrizacdo inicial da fratura, aumentando a formacéo déssea.

Cakmak et al. (2014) avaliaram a acdo do sildenafila no processo de
cicatrizacdo de feridas cronicas e defeitos de espessura total em ratos. Para isso, 72
ratos Wistar foram divididos em dois grupos (n=36 cada), sendo um controle e um
teste, que recebeu 10 mg/kg diariamente de sildenafila, por via oral, iniciando 2
horas apés a confeccdo do defeito. As feridas de espessura total foram
confeccionadas no dorso dos animais, medindo 1,5 x 1,5 cm. A avaliacdo da
cicatrizacdo ocorreu nos dias 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17 e 19 ap6s o procedimento
cirirgico. Com base na andlise macroscopica visual e histolégica, o periodo médio
de cicatrizacdo das feridas no grupo controle foi de 17,89 dias e de 14,56 dias no
grupo teste (p = 0,001). A diferenca da epitelizacdo em defeitos de espessura total
foi mais presente nos dias 5 e 11 do p6s-operatério. No grupo tratado com citrato de
sildenafila, no 7° dia, o defeito tinha o tamanho reduzido em 25 % e no dia 13,
verificou-se uma contracdo de 38% maior da ferida quando comparado com o
controle. Os autores concluiram que o citrato de sildenafila administrado por via oral
é efetivo no tratamento de defeitos de espessura total e feridas crénicas em ratos.

Por todas as evidéncias de acao anti-inflamatéria e aumento da capacidade
de reparacao tecidual, o citrato de sildenafila pode ser um medicamento importante

no controle da doencga periodontal.
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4 OBJETIVOS
4.1 Objetivos gerais

Verificar a acdo do citrato de sildenafila, utilizando uma dose de administracao

de 10mg/kg/dia, na periodontite experimental em ratos.

4.2 Objetivos especificos

- Avaliar o efeito na prevencdo e na progressdo do referido farmaco na
periodontite experimental a partir de uma analise microtomografica.

- Avaliar o efeito na prevencdo e na progressdao do referido farmaco na
periodontite experimental a partir de uma analise histologica.

- Avaliar o efeito na prevencdo e na progressao do referido farmaco na

periodontite experimental a partir de uma analise histomorfométrica.
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5 METODOLOGIA
5.1 Implicacbes Eticas

O presente trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica de Uso Animal
(CEUA) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) (Processo:
23076.043761/2013-09).

5.2 Caracterizacdo do Estudo
Trata-se de um estudo de intervencédo de carater experimental in vivo.
5.3 Local

Toda a parte experimental do estudo, no que se refere a inducdo da doenca
periodontal, manutencdo dos animais e administracdo da droga, foi conduzida no
biotério do Nucleo de Cirurgia Experimental da UFPE. As imagens de
microtomografia computadorizada e as laminas histolégicas foram confeccionadas
no Departamento de Energia Nuclear e no Laboratério de Patologia Oral,

respectivamente, ambos da UFPE.

5.4 Amostra

Foram utilizados no experimento 36 (trinta e seis) ratos (Rattus norvegicus,
albinus) machos, da linhagem Wistar, com trés meses de idade e pesando entre 250
e 300g. Os mesmos foram cedidos pelo biotério do Departamento de Nutricdo da
UFPE.

5.5 Inducéo da doenca periodontal

Para a inducdo da doenca periodontal, os animais foram pesados e
anestesiados pela administracéo intramuscular de 0,1 ml de cloridrato de quetamina
(Dopalen, Agribrands Saude Animal, Paulinia, SP, Brasil), associado a 0,5 ml de
cloridrato de xilazina (Rompun, Bayer Saude Animal, Sdo Paulo, SP. Brasil) por cada
100 gramas de peso corporal. Apds anestesia foi colocado um fio de sutura de seda
estéril namero 4.0 (Ethicon, Johnson e Johnson, Sdo Paulo, Brasil) em volta do

primeiro molar inferior esquerdo e acomodando-o no sulco gengival, de acordo com
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a metodologia realizada em estudos prévios (BRADLEY et al., 2016; KARAKAN et
al., 2017; KOSE et al., 2016).

Durante todo o experimento, os animais foram mantidos em gaiolas
individuais, sem restricdo de racdo e agua, sob condicbes de temperatura ambiente

(21-23 °C) e ciclos de 12h de claro/escuro.
5.6 Delineamento do estudo

O referido estudo foi dividido em dois grupos, contendo 03 (trés) subgrupos

cada.

Grupo | — Com o objetivo de avaliar o efeito do citrato de sildenafila na prevencéo da
periodontite experimental, o grupo 1, foi composto por 18 (dezoito) animais
distribuidos em 03 (trés) subgrupos contendo 06 (seis) animais em cada, seguindo o

esquema abaixo (Figura 1):

Grupo Placebo Prevencédo (PlaPrev) (Controle negativo) — Administracdo de veiculo

por via oral e inducao de doenca periodontal.

Grupo Controle Prevencéao (ControlPrev) (Controle positivo) — Administracdo via oral
de citrato de sildenafila 10mg/kg diariamente durante todo o estudo, sem inducao de

doenca periodontal.

Grupo Sildenafila Prevencao (SilPrev) — Administracdo via oral de citrato de
sildenafila 10mg/kg diariamente durante todo o estudo e indugdo da doenca

periodontal.
Inicio da Inducao da
administracéo do doenca
sildenafila ou veiculo periodontal Eutanasia
\ 1° Dia do estudo 15° Dia do estudo 30° Dia do estudo /

Figura 1. Desenho experimental do primeiro grupo do estudo. A administracao do
sildenafila ocorreu do 1° até o 30° dia do estudo.
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Grupo Il — Com o objetivo de avaliar o efeito do citrato de sildenafila na progresséo
da periodontite experimental, o grupo 2 do estudo, foi composta por 18 (dezoito)
animais distribuidos em 03 (trés) subgrupos contendo 06 (seis) animais em cada

seguindo o esquema ilustrado na figura 2:

Grupo Placebo Tratamento (PlaTrat) (Controle negativo) — Inducdo de doenca
periodontal e administracdo de veiculo por via oral diariamente a partir do 15° dia do

estudo.

Grupo Controle Tratamento (ControlTrat) (Controle positivo) — Administracdo de
citrato de sildenafila 10mg/kg diariamente a partir do 15° dia do estudo, sem inducéo
de doenca periodontal.

Grupo Sildenafila Tratamento (SilTrat) — Inducdo da doenca periodontal e
administracdo via oral de citrato de sildenafila 10mg/kg diariamente a partir do 15°

dia do estudo.

/ Inducéo da \
doenca Administragdo
periodontal do sildenafila Eutanasia
\ 1° Dia do estudo 15° Dia do estudo 30° Dia do estudo/

Figura 2. Desenho experimental do segundo grupo do estudo. A administracdo do

sildenafila ocorreu a partir do 15° até o 30° dia do estudo.

5.7 Administracdo do citrato de sildenafila

O citrato de sildenafila foi obtido a partir da manipulacdo da matéria bruta e foi
utilizado como veiculo para sua formulagcdo um xarope dietético isento de sacarose
com baixa viscosidade (composicdo: agua destilada, xantana, citrato de sodio,
sorbato de potassio, metilparabeno) e administrado por gavagem (Figura 3) na
concentracdo de 10 mg/kg/dia. Sua formulag&o foi preparada em uma farmécia de
manipulagédo comercial (Farméacia Dona Férmula, Recife, PE, Brasil) e a cada 10
dias, novas formulacdes foram produzidas para evitar a precipitacdo da droga. A
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utilizacao desse veiculo para a preparacao do farmaco se deu pela caracteristica de
pouca solubilidade da droga em &gua. A apresentacdo farmacéutica na forma de
xarope, além de melhorar a solubilidade do referido farmaco, favorece a sua
absorcdo (BADWAN et al., 2001).

Figura 3. Imobilizagdo do animal para
administracdo da droga ou veiculo através da

técnica de gavagem.

5.8 Eutanasia dos animais e processamento das amostras

Decorrido o periodo do estudo, os animais foram eutanasiados por sobredose
anestésica com cloridrato de quetamina administrada por via intramuscular. As
mandibulas foram removidas, dissecadas e fixadas com formol tamponado a 10%
por 48h.

5.9 Analise por microtomografia computadorizada (microCT)

Os espécimes foram submetidos a analise por microCT, com o objetivo de
guantificar a perda Ossea alveolar. As pecas foram cuidadosamente transportadas
para o microtomografo com o auxilio de uma pinc¢a clinica e o excesso de formol
removido com papel toalha absorvente. Os espécimes foram aprisionados a partir do
incisivo central por uma pinca apropriada do Microtomdgrafo para que toda
mandibula fosse captada pelo receptor (Figura 4).

Para exposicdo das amostras, foi utilizado um tomoégrafo de 32 geracdo
NIKON XT-H 225 ST microfocos (EUA) no Laboratério de Tomografia
Computadorizada (LTC) do Nucleo em Ensaios N&do Destrutivos de Aplicacdes de
Raios X (NENDARX) do Departamento de Energia Nuclear da UFPE (Figura 4),
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operando em 80 kV e 222 mA sem filtro e 500us?, utilizando protocolo com tamanho
de voxel de 11 microns () e tempo de exposi¢cdo de 25 minutos.

Apébs exposicdo, as imagens foram reconstruidas utilizando o software XTEK-
CT PRO 3D (Nikon, Reino Unido). A area de interesse foi delimitada e em seguida,
as reconstrucbes multiplanares (axial, sagital e coronal) do volume selecionado
foram importadas pelo software VGStudioMax 2.2 (Volume Graphics Gmbh,
Heidelberg, Alemanha), onde foi aplicado o filtro Gaussiano (3x3x3) com 0 objetivo

de suavizar a presenca de artefatos das imagens digitais.

L)

Figura 4. A- Tomodgrafo de 32 geracdo NIKON XT-H 225 ST microfocos do

Laboratério de Tomografia Computadorizada do Nucleo em Ensaios Ndo Destrutivos
de Aplicacbes de Raios X do Departamento de Energia Nuclear da UFPE. B-
espécime sendo exposto aos feixes de raios x, o qual estava aprisionado a partir do

incisivo central por uma pinca apropriada do Microtomaégrafo.

As imagens reconstruidas foram analisadas pelo software ImageJ, versao
14.5 (National Institutes of Health, EUA). Para determinar a regido a ser analisada, o
corte axial marcou a regido central do dente e o corte sagital foi rotacionado, usando
ferramentas do software, até que as raizes estivessem perpendiculares ao solo. As
mensuracdes foram realizadas no corte coronal, onde linhas horizontais foram
tracadas: uma na altura da juncdo amelocementaria e outra na parte mais coronal da
crista 0ssea alveolar na raiz mesial e distal, por vestibular e por lingual. A distancia
vertical entre as duas linhas horizontais foi capturada em pixels e posteriormente

convertida para milimetros. A face vestibular e lingual de todos os cortes coronais
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foram medidos tanto na raiz distal quanto na mesial. A extensdo da perda 6ssea na
regido da furca também foi analisada com trés medidas realizadas do cemento da
furca até o osso alveolar da mesma regido (Figura 5).

Foi realizada uma varredura em todas as amostras e o grau de reabsorcéo
0ssea mensurado em toda a raiz mesial, distal e na regido de furca a partir do corte
coronal, mantendo a posi¢do central obtida no corte axial. Os dados extraidos
através das medi¢des foram tabulados no software Microsoft Office Excel 2013
(Microsoft, Redmond, Washington, EUA). Foram obtidas médias de reabsorcdo da
face vestibular e lingual tanto para a raiz distal quanto para mesial. Além disso,
criou-se a partir de uma meédia aritmética simples baseada nos dados das faces
vestibular e lingual de cada raiz de forma isolada, uma média geral de reabsorcéo de
cada uma das raizes (mesial e distal). Da mesma forma, uma média geral de
reabsorcdo Ossea foi conseguida através de uma média aritmética simples baseada
na média geral da raiz mesial, distal e na média de reabsorcdo 6ssea na area de
furca. Seis animais de cada grupo foram avaliados e tiveram todos os cortes
microtomograficos mensurados para as trés regifes estudadas (furca, raiz dista e

mesial).

Figura 5. Imagem microtomografica do primeiro molar inferior. A- Vista de um corte
coronal da raiz mesial, previamente selecionada em um corte sagital. B- Linhas
horizontais tracadas na raiz mesial para delimitar a juncdo amelocementaria e a
crista 0ssea alveolar. A linha vertical mede a distancia entre as referidas regides

anatdmicas na face lingual do elemento dentario. C- Linhas verticais tracadas na
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regido de furca entre a raiz vestibular e lingual do primeiro molar inferior, medindo a

distancia entre o cemento e a crista 0ssea alveolar da referida regiéo.
5.10 Andlise histologica

Apés a obtencdo das imagens de microTC, o0s espécimes foram
descalcificados com etilenodiaminotetracetato de tetrasodio (EDTA) a 5% até
atingirem ponto de corte. Posteriormente, eles foram submetidos a processamento
histoldgico convencional. Cortes histolégicos de 5 um de espessura foram obtidos de
tecidos embebidos em parafina e corados em hematoxilina e eosina. A intensidade
da reacdo inflamatéria foi avaliada na regido de furca, de acordo com os seguintes
escores: 1- auséncia de inflamacgéao; 2- inflamacéo leve; 3- inflamacédo moderada e 4-
inflamacé@o intensa. Foi considerada inflamacdo leve quando poucas células
inflamatorias eram encontradas distribuidas focal ou difusamente, moderada quando
havia a presenca de uma reacdo inflamatéria focal e intensa quando a regido
avaliada apresentava uma grande quantidade de células inflamatorias distribuidas
de forma difusa (BOSCA et al., 2016; CASTRO, KOSS e LOPEZ, 2014).

5.11 Analise histomorfométrica

Posteriormente, as laminas foram digitalizadas pelo escéaner digital
Pannoramic MIDI (3DHISTECH Itd., Budapest, Hungria). Utilizando o sotfware
Pannoramic Viewer (3DHISTECH Itd., Budapest, Hungria), as laminas digitalizadas
foram avaliadas. Doze laminas de cada grupo, sendo duas de cada animal contendo
quatro cortes cada, foram analisadas utilizando o aumento de 50x. Para analise, 3
medidas verticais foram tomadas na regido de furca, sendo uma mais distal, uma
mais central e outra mais mesial, tendo como base o cemento da furca e a crista
Ossea alveolar da mesma regido (Figura 6). Todos os dados foram tabulados no
software Microsoft Office Excel 2013 (Microsoft, Redmond, Washington, EUA).
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Figura 6. Fotomicrografia das
medi¢cdes histomorfométricas (50x).
Trés medicbes na area de furca,
sendo uma mais préxima da distal,
uma na regido central e outra mais
préxima a mesial. As medidas foram
realizadas tendo como referéncia o

cemento e a crista 6ssea da regido de

furca.

5.12 Analise estatistica

Inicialmente, os dados obtidos foram avaliados por andlise estatistica
descritiva. Os valores das mensuracdes de perda 6ssea na anélise microtomografica
e histomorfométrica, além dos escores do grau de inflamacao, foram submetidos a
testes de normalidade (teste de shapiro wilk e Kolmogorov—Smirnov) e
posteriormente estatistica analitica utilizando o programa SPSS, versdo 16.0. Para
as variaveis que apresentaram distribuicdo normal foi utilizando o teste T para
amostras ndo pareadas. Porém para as que nado possuiram distribuicdo normal,
utilizou-se o teste de Mann Whitney. Em ambos os testes foi considerado um nivel
de significancia de 95% (p<0.05).
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DA PERIODONTITE EXPERIMENTAL EM RATOS: ANALISE
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Abstract

Objective: Investigate the effect of sildenafil citrate (SC) on theprevention and
progression of experimental periodontitis (EP).

Methods: Group 1 — SC 10 mg/kg was administered to 18 rats and EP was induced
after 15 days, with administration of the drug for an additional 15 days; Group 2 —
(n=18) the PE was induced previously and 15 days after induction, the daily
administration of the drug was initiated and maintained for another 15 days. In both
groups, the animals were distributed into three subgroups: Placebo — daily doses of
vehicle and the induction of EP; Control — daily doses of SC without the induction of
EP; Sildenafil — induction of EP and daily doses of sildenafil. EP was induced in the
mandibular first molar through ligature. The animals were euthanized and the
mandibles analyzed using microCT, histology and histomorphometry.

Results: In group 1, no significant differences were observed when comparing the
group that received vehicle associated to PE with the drug-treated group, in none of
the analyzes performed. The microCT analysis, group 2, there was a statistical
difference in the furcation area when the control subgroup was compared to the
sildenafil subgroup, with a lower resorption pattern for the Sildenafil. Likewise, the
degree of inflammation showed statistical difference when comparing a furcation
area of the control and sildenafil subgroups, with lower inflammation scores for the
sildenafil. In the histomorphometric analysis there was a tendency for less
reabsorption for the sildenafil subgroup when compared to the placebo, but without
statistical significance.

Conclusion: Sildenafil decreased the inflammatory process in the furca as well as
bone resorption when used to modulate the progression of EP.

Keywords: Inflammatory reaction; Periodontal Disease; Periodontitis; Sildenafil
Citrate
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Introducéo

O citrato de sildenafila, principio ativo da marca Viagra®, representou um
grande avanco no tratamento da disfuncdo erétil. Ele atua como um inibidor seletivo
da fosfodiesterase 5. Essa enzima é produzida a partir do 6xido nitrico (ON) gerado
pelo estimulo sexual e é responsavel por degradar o monofosfato ciclico de
guanosina (GMPc), fazendo com que o calcio intracelular presente na musculatura
lisa do corpo cavernoso seja mantido, dificultando assim a erecéo. O sildenafila atua
na manutencdo do GMPc, facilitando a degradacdo do calcio e, consequentemente,
favorecendo a erecéo através da via do ON (KARAKOYUN et al., 2011).

Nos ultimos anos, estudos avaliaram o uso do sildenafila em diversas
doencas além da disfuncédo erétil. As ac6es antiinflamatérias benéficas do sildenafila
em colite aguda e em modelos de fibrose pulmonar induzida em ratos, foram
demonstradas e estdo relacionadas a prevencéo da peroxidacéo lipidica, producao
de citocinas e acumulo de neutréfilos (KARAKOYUN et al, 2011; YILDIRIM et al,
2010). Um outro estudo mostrou que o sildenafila, atuando através de um
mecanismo dependente de ON, inibiu gastropatia induzida por indometacina,
possivelmente pela reducdo da adesdo e a manutencdo de leucocitos no fluxo
sanguineo gastrico (SANTOS et al., 2005). Como observado por Jeong et al. (2009),
o citrato de sildenafila preveniu significativamente os danos de lesdes inflamatorias
renais em ratos diabéticos. Pela sua seletiva e potente inibicdo da fosfodiesterase 5,
o sildenafila inibiu significativamente o estresse oxidativo e a severidade da reagao
inflamatoria no tecido pulmonar de ratos submetidos a queimaduras experimentais
(GOKAKIN et al., 2013).

A patogénese da doenca periodontal envolve uma interacdo entre fatores
imunoldgicos e ambientais. Como conseqiiéncia, resulta em uma superproducado de
mediadores pro-inflamatdrios, tais como citocinas e oxigénio reativo (OLIVEIRA
NOBREGA et al., 2016; WEI et al, 2010). O ON desempenha papel importante na
evolucdo da doenca periodontal, principalmente no que diz respeito a degradacéo
dos tecidos. A doenca periodontal promove a destruicdo progressiva dos tecidos
periodontais, através de uma resposta inflamatoéria crénica ao biofilme, induzindo a
migracdo e ativacdo de células, além da expressdo de citocinas e sintese de ON
(WEI et al, 2010). O citrato de sildenafila promove um equilibrio no processo de

oxidacdo e antioxidacdo, consequentemente reduzindo 0 estresse oxidativo em
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eventos inflamatoérios (CADIRCI et al., 2011; KARAKOYUN et al, 2011; AYTEN et al.,
2008; HEMNES, ZAIMAN e CHAMPION, 2008), como ocorre na doenga periodontal.

O tratamento da doenca periodontal ainda consiste na eliminagédo do agente
infeccioso utilizando procedimentos de raspagem, profilaxia, e em medidas
preventivas como a instrucdo de higiente oral. Dada a importancia da ativacao das
células inflamatdrias envolvidas na progressdo da doenga periodontal, podendo
levar a perda do dente quando néo tratada. Assim, h& a necessidade de um método
adjuvante ao tratamento convencional, com o0 objetivo de diminuir o processo
inflamatorio, levando assim a uma menor destruicdo tecidual. Considerando as
evidéncias que mostram que o citrato de sildenafila inibe significativamente o
estresse oxidativo, com reducdo da severidade do processo inflamatorio, o objetivo
deste estudo foi avaliar os efeitos dessa droga na prevencdo e na progressao da
periodontite induzida em ratos, por meio de uma analise microtomografica e

histologica.

Materiais e métodos
Animais e consideracgdes éticas

O presente trabalho foi aprovado (Processo: 23076.043761/2013-09) pela
Comiss&o de Etica de Uso Animal (CEUA) da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE). Todos os procedimentos e tratamentos realizados nos animais estavam de
acordo os Principios Eticos para Pesquisa Animal preconizados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e do National Institute of Health
Guide for Care and Use of Laboratory Animals. Além disso, todo o estudo foi
elaborado tendo como base as diretrizes do ARRIVE (KILKENNY et al., 2010).

Foram utilizados 36 ratos (Rattus norvegicus, albinus) machos, da linhagem
Wistar, pesando entre 250 e 300g. Durante todo o experimento os animais foram
mantidos em gaiolas individuais, sem restricdo de racdo e agua, sob condi¢des de

temperatura ambiente (21-23 °C) e ciclos de 12h de claro/escuro.

Delineamento do estudo
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O estudo foi dividido em dois grupos e cada grupo em trés subgrupos.
Objetivando avaliar o efeito do sildenafila na prevencgéo da periodontite experimental,
no Grupo 1 (Subgrupos Placebo Prevencdo, Controle Prevencédo e Sildenafila
Prevencéo), os animais receberam diariamente doses de sildenafila ou veiculo, a
partir do 1° dia do estudo até o 30° dia. A periodontite foi induzida no 15° dia e os
animais eutanasiados no 30° dia do estudo. No grupo 2 (Subgrupo Placebo
Tratamento, Controle Tratamento e Sildenafila Tratamento), objetivou-se analisar o
efeito do sildenafila na progressdo da periodontite experimental. Iniciou com a
inducdo da periodontite através da ligadura (dia 1) e apenas no 15° dia os animais
comecaram a receber doses diarias de sildenafila ou veiculo até o 30° dia, quando
foram eutanasiados (Figura 7).

Cada um dos grupos do estudo foi composto por 18 animais, distribuido em
03 subgrupos de 06 animais. Grupo Placebo Prevencao (PlaPrev) e Grupo Placebo
Tratamento (PlaTrat) — Administracdo diaria de veiculo por via oral e inducdo da
periodontite. Grupo Controle Prevencéo (ControlPrev) e Grupo Controle Tratamento
(ControlTrat) — Administracao via oral de citrato de sildenafila 10mg/kg diariamente
durante todo o estudo, sem periodontite. Grupo Sildenafila Prevencao (SilPrev) e
Grupo Sildenafila Tratamento (SilTrat) — Administragdo via oral de citrato de
sildenafila 10mg/kg diariamente durante todo o estudo e indug&o da periodontite.

Grupo 1
Administra¢ao da Indugdo da o
; ; ! Eutanasia
drogaou veiculo /_\ periodontite /'_\ 56 i
Dia Zero & 152 dia

v >

> § o .
\ .~ - (e

- : \ .
15° dia v Dia Zero 302 dia

Grupo 2

Figura 7. Desenho experimental do primeiro e do segundo grupo do estudo. No
grupo 1 (seta azul) a administracdo do sildenafila ocorreu do dia 0 ao 30° dia. No
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grupo 2 (seta verde) iniciou-se com a inducdo da periodontite (dia 0) e a

administracé@o do sildenafila ocorreu a partir do 15° até o 30° dia do estudo.

Inducdo da periodontite e administracéo do Citrato de Sildenafila

A periodontite foi induzida por meio da colocacéo de um fio de sutura de seda
estéril namero 4.0 (Ethicon, Johnson e Johnson, Sao Paulo, Brasil) em volta do
primeiro molar inferior esquerdo (BRADLEY et al., 2016; KARAKAN et al., 2017
KOSE et al., 2016). Para isso, os animais foram anestesiados com administracao
intramuscular de 0,1 ml de cloridrato de quetamina (Dopalen, Agribrands Saude
Animal, Paulinia, SP, Brasil), associado a 0,05 ml de cloridrato de xylazina (Rompun,
Bayer Saude Animal, Sdo Paulo, SP. Brasil) por cada 100 g de peso corporal.

O citrato de sildenafila foi obtido a partir da manipulacdo da matéria bruta,
utilizando como veiculo um xarope dietético isento de sacarose com baixa
viscosidade (composicdo: adgua destilada, xantana, citrato de soédio, sorbato de
potassio, metilparabeno). A droga foi administrada por gavagem na concentracao de
10 mg/kg/dia. A cada 10 dias, novas formulacdes foram preparadas para evitar a
precipitacdo da droga. A utilizacdo desse veiculo para a preparacao do farmaco se
deu pela caracteristica de pouca solubilidade da droga em &gua. A apresentacdo
farmacéutica na forma de xarope, além de melhorar a solubilidade do referido
farmaco, favorece a sua absorcdo (BADWAN et al., 2001).

Decorrido o periodo do estudo, os animais foram eutanasiados por sobredose
anestésica com cloridrato de quetamina e xilazina. As mandibulas foram removidas

e fixadas com formol tamponado a 10% por 48h.

Andlise por microtomografia computadorizada (microTC)

Para exposicdo das amostras, foi utilizado um tomografo de 32 geracao
NIKON XT-H 225 ST microfocos (EUA), operando em 80 kV e 222 YA sem filtro e
500ms, utilizando protocolo com tamanho de voxel de 11 microns (1) e tempo de
exposicdo de 25 minutos.

Apés as exposicdes, as imagens foram reconstruidas utilizando o software
XTEK-CT PRO 3D (Nikon, Reino Unido). A area de interesse foi delimitada e em

seguida, as reconstrucoes multiplanares (axial, sagital e coronal) do volume
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selecionado foram importadas pelo software VGStudioMax 2.2 (Volume Graphics
Gmbh, Heidelberg, Alemanha). Posteriormente, foi aplicado o filtro Gaussiano
(3x3x3) para suavizar a presenca de artefatos das imagens digitais.

As imagens reconstruidas foram analisadas pelo software Imaged, versao
14.5 (National Institutes of Health, EUA). Para encontrar a regido a ser analisada, o
corte axial marcou a regiao central do dente e o corte sagital foi rotacionado, usando
ferramentas do software, até que as raizes estivessem perpendiculares ao solo. As
mensuracdes foram realizadas no corte coronal, onde linhas horizontais foram
tracadas: uma na altura da juncdo amelocementéaria e outra na parte mais coronal da
crista 0ssea alveolar na raiz mesial e distal. As medidas foram realizadas tanto na
face vestibular quanto na lingual. A distancia vertical entre as duas linhas horizontais
foi capturada em pixel e posteriormente convertidas para milimetros. A extenséo da
perda 6ssea na regido da furca também foi analisada com trés medidas, uma mais
proxima da raiz vestibular, outra mais central e a Gltima mais proxima da raiz lingual.
As medidas foram tomadas do cemento da furca até o osso alveolar da mesma

regiao (Figura 8).

-

Figura 8. Imagem microtomografica do primeiro molar inferior. A- Vista de um corte
coronal da raiz mesial, previamente selecionada em um corte sagital. B- Linhas
horizontais tracadas na raiz mesial para delimitar a juncdo amelocementéaria e a
crista 0ssea alveolar. A linha vertical mede a distancia entre as referidas regiées
anatdmicas na face lingual do elemento dentario. C- Linhas verticais tracadas na
regido de furca entre a raiz vestibular e lingual do primeiro molar inferior, medindo a

distancia entre o cemento e a crista 0ssea alveolar da referida regiéo.
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Foi realizada uma varredura em todas as amostras, sendo medidos todos o0s
cortes coronais de todos os espécimes, a partir disso, o grau de reabsorcdo 0ssea
foi mensurado em toda a raiz mesial, distal e na regido de furca a partir do corte
coronal, mantendo a posicdo central obtida no corte axial. Os dados extraidos
através das medi¢des foram tabulados no software Microsoft Office Excel 2013
(Microsoft, Redmond, Washington, EUA). Foram obtidas médias de reabsorcdo da
face vestibular e lingual tanto para a raiz distal quanto para mesial. Além disso,
criou-se a partir de uma média aritmética simples baseada nos dados das faces
vestibular e lingual de cada raiz de forma isolada, uma média geral de reabsor¢céo de
cada uma das raizes (mesial e distal). Da mesma forma, uma média geral de
reabsorcdo 0ssea foi conseguida através de uma média aritmética simples baseada
na média geral da raiz mesial, distal e na média de reabsorcdo 6ssea na area de
furca. Seis animais de cada grupo foram avaliados e tiveram todos os cortes
microtomograficos mensurados para as trés regifes estudadas (furca, raiz dista e

mesial).

Andlise histoldgica

ApOos a obtencdo das imagens de microTC, os espécimes foram
descalcificados com etilenodiaminotetracetato de tetrasédio (EDTA) a 5% até
atingirem ponto de corte e posteriormente submetidos a processamento histolégico
convencional. Cortes histologicos de 5 um foram obtidos de tecidos embebidos em
parafina e corados em hematoxilina e eosina. A intensidade da reacdo inflamatoria
foi avaliada na regido de furca, de acordo com o0s seguintes escores: 1- auséncia de
inflamagéo; 2- inflamagéo leve; 3- inflamagéo moderada e 4- inflamagé&o intensa. Foi
considerada inflamacdo leve quando poucas células inflamatérias eram encontradas
distribuidas focal ou difusamente, moderada quando havia a presenca de uma
reacdo inflamatodria focal e intensa quando a regido avaliada apresentava uma
grande quantidade de células inflamatérias distribuidas de forma difusa (BOSCA et
al., 2016; CASTRO, KOSS e LOPEZ, 2014). A analise histologica foi realizada em
72 laminas, com 4 cortes seriado cada, sendo 36 laminas de cada grupo e 12 para

cada subgrupo estudado.
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Analise histomorfométrica

Posteriormente, as laminas foram digitalizadas pelo escaner Pannoramic MIDI
(3DHISTECH®, Budapeste, Hungria). Utlizando o software Pannoramic Viewer
(Budapest, Hungria), a regido de furca foi analisada. O cemento da furca e a crista
0ssea alveolar da mesma regido serviram de referéncia e 3 medidas foram tomadas,
sendo uma mais distal, uma central e outra mais mesial (Figura 9).

Doze laminas de cada subgrupo, sendo duas de cada animal contendo
quatro cortes seriados representativos de toda a area a ser avaliada, foram
analisadas. Dessa forma um total de 72 laminas foram consideradas para a analise
histomorfométrica. Todas as medidas de reabsorcdo éssea foram mensuradas em

micrdmetros, e posteriormente convertidas para milimetros, a fim de verificar a perda

Ossea periodontal.

Figura 9. Fotomicrografia das
medicdes histomorfométricas (50x).
Trés medicbes na area de furca,
sendo uma mais proxima da distal,
uma na regido central e outra mais
proxima a mesial. As medidas foram
realizadas tendo como referéncia o
cemento e a crista 6ssea da regidao de

furca.

Anélise estatistica

Os valores das medidas obtidas a partir da andlise histomorfométrica,
imaginolégica e dos escores do grau de inflamacdo, passaram por testes de
normalidade (teste de shapiro wilk e Kolmogorov—Smirnov) e posteriormente
estatistica analitica. Para as variaveis que apresentaram distribuicdo normal foi
utilizado o teste T para amostras ndo pareadas. Porém para as que nao possuiram
distribuicdo normal, utilizou-se o teste de Mann Whitney. Em ambos os testes foi

considerado um nivel de significancia de 95% (p<0.05).
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Resultados

Andlise por microtomografia computadorizada

No grupo 1 do estudo, a comparagéo entre o ControlPrev e o SilPrev mostrou
gue a periodontite experimental foi induzida com sucesso. Entretanto, a droga néo
foi capaz de prevenir a reabsorcdo 6ssea em nenhuma das areas estudadas quando
comparou-se o PlaPrev com o SilPrev. Todas as médias, desvio padrao e valor de p

para cada grupo e variavel estudada estao dispostos na Tabela 1.

Tabela 1. Médias em milimetros e desvio-padréo da reabsorcdo 0ssea das variaveis
estudadas por meio de microtomografia computadorizada nos subgrupos do grupo 1
(prevencao) do estudo.

PlaPrev ControlPrev SilPrev p**

Média + DP MédiasDP  Média s DP PlaPrev vs. Contr?IPrev PIaI.Drev VS.
ControlPrev vs. SilPrev SilPrev
Média (RM) 1,02+£0,13 0,84 £ 0,04 1,17 £ 0,23 0,024 0,017 0,195
Lingual (RM) 1,12+ 0,17 1,09 + 0,05 1,33+0,19 0,680 0,028 0,079
Vestibular (RM) 0,91+0,14 0,59 + 0,05 1,00 + 0,27 0,000 0,012 0,472
Furca 0,80+ 0,83 0,04 £ 0,01 0,55+ 0,47 0,057 0,048 0,538
Média (RD) 0,82 +£ 0,06 0,59+ 0,04 0,86 £ 0,12 0,000 0,002 0,442
Lingual (RD) 0,93 £ 0,09 0,82 +£ 0,07 1,10 £ 0,17 0,043 0,004 0,069
Vestibular (RD) 0,70+ 0,11 0,37 £ 0,04 0,63+0,12 0,000 0,002 0,321
*MGR 0,82+0,19 0,58 £ 0,02 0,90 £ 0,15 0,013 0,004 0,505

RM- Raiz mesial; RD- Raiz distal
*MGR- Média geral da reabsorcdo
** Teste T para amostras independentes

Quando a droga foi administrata na presenca da doenca (grupo 2), observou-
se uma maior média geral de reabsorcdo déssea para o subgrupo que recebeu
placebo. A droga conseguiu controlar de forma significativa a reabsorcdo 6ssea na
regido de furca quando se comparou o subgrupo tratado com veiculo (PlaTrat) com
0 subgrupo que recebeu administracdo diaria de sildenafila (SilTrat) (p=0,050). No
grupo 2 a periodontite também foi induzida com sucesso em todas as areas

avaliadas (Tabela 2).

Tabela 2. Médias em milimetros e desvio-padréo da reabsorcao 0ssea das variaveis
estudadas por meio de microtomografia computadorizada, bem como valor de p
referente a comparacéo entre os subgrupos do grupo 2 (tratamento) do estudo.
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PlaTrat ControlTrat SilTrat p**

Média + DP Média + DP Média + DP PlaTrat vs. Contr?ITrat PIaTrat VS.
ControlTrat vs. SilTrat SilTrat
Média (RM) 1,20+ 0,12 0,79 £ 0,10 1,16 £ 0,17 0,000 0,001 0,641
Lingual (RM) 1,37 £ 0,20 1,07 + 0,13 1,31+0,16 0,013 0,022 0,582
Vestibular (RM) 0,98 + 0,15 0,50+ 0,11 1,01+0,18 0,000 0,000 0,746
Furca 0,99 + 0,40 0,10 + 0,02 0,53 +0,25 0,003 0,018 0,050
Média (RD) 0,91 +0,10 0,49 = 0,09 0,87 = 0,08 0,000 0,000 0,560
Lingual (RD) 1,14 + 0,09 0,71 + 0,09 1,01 +£0,13 0,000 0,001 0,101
Vestibular (RD) 0,68 + 0,24 0,26 + 0,11 0,73+0,12 0,004 0,000 0,644
*MGR 0,98 £ 0,12 0,56 = 0,07 0,95+0,12 0,000 0,000 0,644

RM- Raiz mesial; RD- Raiz distal
*MGR- Média geral da reabsor¢éo
** Teste T para amostras independentes

Andlise histolégica

No grupo 1 do estudo, os subgrupos tratados com placebo e com citrato de
sildenafila apresentaram grau de inflamacdo moderado na regido avaliada. Ja no
subgrupo controle, o processo inflamatério estava ausente na regido de furca. Nao
foi verificada diferenca significativa quando se comparou o subgrupo placebo com o
sildenafila em relacdo ao grau de inflamacao na regido de furca (p=0,541) (Tabela
3).

No grupo 2, houve a formacéo de microabscessos e areas de 0sso necroético
na regido de furca na maioria dos espécimes do subgrupo placebo, com presenca
de inflamacéo intensa (Figura 10). No subgrupo controle, mais uma vez, néo foi
verificado processo inflamatorio na maioria dos espécimes e o0 subgrupo tratado com
citrato de sildenafila mostrou um processo inflamatério de leve a moderado na regido
analisada. Houve diferenca significativa quando se comparou a intensidade da
reacdo inflamatéria na area de furca dos subgrupos placebo e sildenafila (p=0,011),

com uma menor intensidade inflamatéria para o que recebeu a droga (Tabela 3).

Tabela 3. Média dos escores do grau de inflamacédo da area de furca nos grupos 1 e

2 do estudo.
Placebo Controle Sildenafila p*
) ) ] Placebo vs. Controle vs.  Placebo vs.
FURCA Média = DP Média = DP Média = DP ) i ) )
Controle Sildenafila Sildenafila
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Grupo 1
2,25+ 0,50 1,00 + 0,00 2,00 £ 0,00 0,015 0,000 0,541
(Prevencéo)
Grupo 2
3,80+0,44 1,00 + 0,00 2,00+ 1,00 0,000 0,225 0,011
(Progresséo)

*Teste de Mann Whitney

Figura 10. Fotomicrografias mostrando o processo inflamatério na regido de furca

no grupo 2 do estudo. A- Reacdo inflamatéria intensa com presenca de
microabscesso e area de 0sso necrético na area de furca do subgrupo que recebeu
placebo (hematoxilina-eosina, aumento original, 100x). B- Reacé&o inflamatoria de
intensidade moderada na regido de furca do subgrupo tratado com sildenafila

(hematoxilina-eosina, aumento original, 100x).
Andlise histomorfométrica

Em ambas as fases do estudo (1 e 2), ndo foi observada diferenca
significativa entre as médias de reabsorcdo Ossea dos subgrupos placebo e
sildenafila. Entretanto, no grupo 2 do estudo, houve um menor grau de reabsorcdo
no subgrupo tratado com sildenafila quando comparado ao subgrupo placebo
(Tabela 4).

Tabela 4. Médias histomorfométricas (milimetros) da reabsorcao 6ssea na area de
furca dos grupos 1 e 2 do estudo.

Placebo Controle Sildenafila p*

] ] ] Placebovs.  Controle vs. Placebo vs.
FURCA Média = DP Média = DP Média = DP
Controle Sildenafila Sildenafila
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Grupo 1
P 0,272+0,71 0,087 +£0,024 0,277 £ 0,085 0,000 0,000 0,870
(Prevencéo)
Grupo 2
0,631 +0,306 0,101 +0,027 0,459+ 0,216 0,000 0,000 0,116
(Progresséo)

* Teste de Mann Whitney

As figuras 11 e 12 mostram a correlacao histologica e microtomografica dos

grupos 1 e 2 do estudo, respectivamente.

Figura 11. Correlacdo histolégica e microtomogréfica do primeiro molar inferior no

grupo 1 do estudo. A, B, C- Fotomicrografias do primeiro molar inferior dos
subgrupos PlaPrev, ControlPrev e SilPrev, respectivamente. Em A e C pode-se
observar um padrao de reabsorcdo 6ssea semelhante, principalmente na regido de
furca. Em B a altura do osso alveolar apresenta-se preservada (hematoxilina-eosina,
aumento original, 20X). D, E e F- Imagens microtomograficas vistas em corte sagital
do primeiro molar inferior dos subgrupos PlaPrev, ControlPrev e SilPrev,
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respectivamente. Em D e F pode-se observar uma reabsorcao 6ssea principalmente

na regiado de furca, a qual ndo é verificada em E.

»

o " ) . 'fﬂ

Figura 12. Correlacdo histolégica e microtomogréfica do primeiro molar inferior no
grupo 2 do estudo. A, B e C- Fotomicrografias do primeiro molar inferior dos
subgrupos PlaTrat, ControlTrat e SilTrat, respectivamente (hematoxilina-eosina,
aumento original, 20X). Em A pode-se observar uma intensa reabsorcdo 0Ossea
acompanhada da formacé&o de microabscessos na regido de furca. A imagem C
também apresenta uma reabsorcdo Ossea intensa, com um menor grau de
inflamagé@o quando comparado a figura 11A. D, E e F- Imagens microtomogréficas
vistas em corte sagital do primeiro molar inferior dos subgrupos PlaTrat, ControlTrat
e SilTrat, respectivamente. Em D e F pode-se observar uma reabsorcdo 6ssea

principalmente na regido de furca que nao é verificada em E.

Discussao
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A raspagem e o alisamento radicular € considerada a modalidade terapéutica
convencional e eficaz para o tratamento da periodontite. Entretanto, tratamentos
adjuvantes usualmente sdo necessarios pela limitacdo de acesso a areas de furca,
concavidades, sulcos, sitios distais de molares e bolsas profundas encontradas
durante a terapia periodontal convencional. Considerando as evidéncias que
mostram que o citrato de sildenafila inibe significativamente o estresse oxidativo
(AYTEN et al., 2008; HEMNES, ZAIMAN e CHAMPION, 2008; KARAKOYUN et al,
2011), com reducéo da severidade do processo inflamatério (CADIRCI et al., 2011;
GOKAKIN et al., 2013), justificou-se avaliar os efeitos dessa droga na evolucédo da
periodontite induzida em ratos, a fim de se ter uma terapia adjuvante ao tratamento
convencional.

Este estudo avaliou, de forma pioneira, o efeito do citrato de sildenafila em
uma doenca inflamatéria bucal. Verificou-se uma reacdo inflamatoria
significativamente mais leve, bem como uma menor perda de 0sso alveolar na
regido de furca quando a droga foi administrada depois da inducdo da periodontite
experimental. Por outro lado, quando o citrato de sildenafila foi administrado antes
da inducdo da doenca periodontal, a intensidade da reacdo inflamatéria ndo se
mostrou diferente entre os subgrupos. Esses achados sugerem que o citrato de
sildenafila tem potencial para ser usado como um agente adjuvante na progressao
da periodontite, mas ndo como um agente preventivo da doenca. A auséncia de
microabscessos no subgrupo tratado com o medicamento refor¢ca a sua acéo anti-
inflamatoéria, também verificada em outros estudos (KARAKOYUN et al, 2011;
YILDIRIM et al, 2010).

O oxido nitrico é sintetizado na doenca periodontal e participa diretamente da
sua patogénese. Ele é produzido e liberado predominantemente por neutréfilos e
macroéfagos, bem como fibroblastos e células endoteliais (OZDEMIR et al., 2015).
Este fato sugere que a sua producdo ocorra em resposta aos patdégenos e aos
agentes inflamatorios presentes na doenca. O citrato de sildenafila contribui para o
tratamento dos disturbios de erecdo pela via do 6xido nitrico (KRENZELOK, 2000).
Nesta investigagdo, observou-se um menor processo inflamatério na regiao de furca
para o subgrupo que recebeu doses de 10 mg/kg/dia de sildenafila. Como os
neutrofilos sdo as células mais predominantes nos estagios iniciais da inflamacgéo e
que o farmaco investigado diminui o nimero de neutroéfilos, grau de inflamacéao e
producédo de citocinas (KARAKOYUN et al, 2011; YILDIRIM et al, 2010), o mesmo
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apresenta indicios de uma possivel indicacéo, talvez associado a terapia periodontal
bésica, para diminuir o processo inflamatorio presente na doenca periodontal. Além
disso, o citrato de sildenafila poderia, eventualmente, ser Gtil no tratatmento de
outras doencas inflamatorias bucais como, por exemplo, mucosites orais, visto que o
componente inflamatério é bastante predominate nesta enfermidade, além do
aumento do estresse oxidativo e de radicais livres (SONIS, 2013). Eventos estes que
foram atenuados pelo sildenafila em estudos anteriores (AYTEN et al., 2008;
HEMNES, ZAIMAN e CHAMPION, 2008)

A diminuicdo do namero de neutréfilos e consequentemente a intensidade da
inflamagé&o pode ser explicada pelo fato do sildenafila causar uma menor aderéncia
leucocitaria. Este fato foi verificado no estudo de Santos et al., 2005, o qual
demonstrou, a partir de analise microscopica, uma menor aderéncia leucocitaria
induzida por indometacina em mucosa gastrica de ratos. Um outro estudo
demonstrou uma reducdo no infiltrato de leucécitos CD3* em tecido nervoso
(PIFARRE et al., 2011). Investigando o efeito do sildenafila na esclerose multipla,
Nunes et al., (2012) observaram uma reducédo de IFN-y, TNF-qa, IL-18, IL-2 e COX-2
no tecido cerebral do grupo tratado com o medicamento. E sabido que tanto a
presenca de neutrofilos e citocinas como TNF-a, COX-2 e interleucinas
desempanham papel importante na inflamacdo e na destruicdo dos tecidos
periodontais (ARAUJO et al., 2013), este fato gera subsidios para investigacdes da
modulacao das referidas citocinas pelo citrato de sildenafila na periodontite.

Estudos anteriores, utilizando doses iguais a testada neste trabalho (10
mg/kg/dia), obtiveram resultados satisfatorios no que diz respeito a cicatrizagdo de
feridas, neovascularizacao (DERICI et al., 2010), diminuicdo do estresse oxidativo e
processo inflamatoério (CADIRCI et al., 2011; GOKAKIN et al., 2013), diminuicdo do
fator de necrose tumoral (CADIRCI et al., 2011) e aumento da formacgao de tecido
0sseo em regides de fratura (HISTING et al., 2011). Estes resultados serviram de
base para a escolha da dose a ser testada. Alem disso, Gokakin et al. (2013)
compararam doses de 10 e 20 mg/kg/dia de citrato de sildenafila em lesdes
pulmonares agudas de ratos induzidas por queimaduras graves. Os achados
revelaram que o sildenafila aumentou a atividade da glutationa peroxidase, catalase,
capacidade antioxidante total, diminuiu o estresse oxidativo e 0s escores de
inflamag&o nos pulmdes. Sugere-se assim que o medicamento protege contra a

inflamagcdo e o estresse oxidativo e que a dose 10 mg/kg/dia parece ser
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aparentemente superior a de 20 mg/kg/dia para o tratamento da condicédo estudada.
Ainda de acordo com 0s mesmos autores, a administracdo de 10 mg/kg/dia de
sildenafila resultaria aproximadamente na mesma concentragdo plasmatica de 50
mg utilizada regularmente em humanos para tratamento da disfuncao erétil.

Em outras doencas, resultados favoraveis foram observados quando doses
maiores que 10 mg/kg/dia de citrato de sildenafila foram utilizadas. Doses de 20
mg/kg/dia tiveram importante efeito protetor na sepse induzida por ligadura e puncgao
cecal em ratos (CADIRCI et al., 2011), enquanto 25 mg/kg/dia foi eficiente para o
tratamento de colite induzida por acido trinitrobenzeno sulfénico em ratos. Houve
diminuicdo da formacgéo de placas de ateroma em ratos tratados com 40 mg/kg/dia
de sildenafila (LEAL et al., 2015). Em contrapartida, 5 mg/kg/dia de sildenafila foi
efetivo para acelerar signficativamente a cicatrizacéo inicial de fratura fechada de
fémur em ratos (HISTING et al. 2011). Estes achados justificam a escolha da dose
utilizada no presente estudo, onde foi verificado um menor processo inflamatorio e
uma manutencéo da altura da crista 6ssea alveolar com uma dose de 10 mg/kg/dia.
Além disso, doses maiores podem aumentar o risco de efeitos colaterais, 0os quais
quase sempre estdo ligados ao efeito vasodilatador do farmaco, como cefaléia,
congestdo nasal, visdo anormal, bradicardia, rubor, dispneia. Em geral, os efeitos
colaterais relatados sdo transitorios e de gravidade que pode variar entre leve a
moderada (LIM et al., 2002; PADMA-NATHAN et al., 2006).

Apesar da acéo anti-inflamatéria importante observada em outros estudos e a
diminuicdo significativa da inflamagdo na regido de furca no grupo 2 deste
experimento, a utilizacdo do citrato de sildenafila ndo impediu a perda dssea
causada pela periodontite experimental quando a droga foi administrada
previamente a inducdo da doenca periodontal. Além dos diferentes agentes
etiolégicos das doencas inflamatérias anteriormente estudadas, a doenca
periodontal, apesar de ser uma doenca primariamente inflamatéria, apresenta
patogénese complexa. Ha presenca de uma comunidade microbiana complexa e
dindmica formando um biofilme polimicrobiano com a presenga de microorganismos
com graus de patogenicidade distintos. Além disso, associa-se a modulagdo da
resposta imunoinflamatéria do hospedeiro. Tudo isso faz com que a destruicdo dos
tecidos periodontais de suportes seja dependente de outros fatores além do
processo inflamatorio (NG et al., 2016). Este fato pode ter sido determinante para a

ndo obtencdo de resultados significativos quanto ao controle da perda Ossea
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alveolar no primeiro grupo deste etudo. Como ja foi verificado em trabalhos
anteriores, a droga atua como moduladora da resposta inflamatoria (CADIRCIi et al.,
2011; GOKAKIN et al, 2013) e baseados nos achados deste estudo, a
sensibilizacdo prévia ao referido farmaco ndo preveniu a instalacédo da periodontite.
Assim, somente o uso de um agente anti-inflamatorio ndo seria suficiente para
conter a evolugéo da doenga.

A avaliagcdo da area de furca em estudos experimentais € bem estabelecida
na literatura. Outros autores que utilizaram a ligadura como forma de inducédo da
periodontite em ratos também optaram pela mensuracdo, histologica e
imaginologica, apenas da regido de furca, por ser uma area com um maior volume
tecidual, deixando assim a andlise mais expressiva (BRANCO DE ALMEIDA et al.,
2012; FEITOSA et al., 2009). Neste estudo, a reabsorcdo Ossea por
histomorfometria e a intensidade da reacdo inflamatéria das areas interproximais
ndo foram mensuradas, devido a pequena quantidade de tecido nestas regides,
dificultando a avaliacdo. Este fato pode ser justificado pela espessura mais delgada
das cristas 0sseas interproximais, associada ao intenso processo de reabsorcédo a
gue os espécimes foram submetidos, fazendo com que ocorresse perda de material
durante o processamento histolégico e descalcificagdo das amostras.

A ndo confirmacéo dos resultados encontrados a partir de métodos distintos
de analise (microCT e histomorfometria) no grupo 2 do estudo, pode estar
relacionada aos varios passos e a dificuldade do processamento histoldégico, com
perda de tecido decorrentes da descalcificagcdo. Em contrapartida os resultados nao
foram contraditérios, as andlises apresentaram uma tendéncia similar de resultados,
apenas ndo sendo significativos em todas os métodos de utilizados. A microCT
mostra-se como um método fidedigno de analise, podendo o espécimse ser avaliado
em trés dimensbBes. Embora ndo seja adequada para uso clinico, ela fornece
informagbes mais detalhadas sobre pequenas estruturas anatdbmicas quando
comparada com a tomografia computadorizada de feixe cénico (ARCAR et al.,
2015).

Concluséo
O citrato de sildenafila reduziu o processo inflamatério, bem como diminuiu a
perda éssea alveolar na periodontite experimental em ratos. Esse achado mostra

gue a droga tem potencial para ser utilizada como tratamento adjuvante da doenca
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periodontal, além do tratamento de outras doencas inflamatérias bucais. Mais
estudos sdo necessarios para avaliar a associacdo deste medicamento com a
terapia periodontal béasica, além de outros modelos animais para avaliar o seu uso

em outras condic¢des inflamatorias bucais.
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7 CONCLUSAO

O citrato de sildenafila administrado em doses diarias de 10 mg/kg reduziu o
processo inflamatério, bem como diminuiu a perda 6ssea alveolar da periodontite
experimental na regido de furca. Esse achado mostra que ele tem potencial para ser
utilizado como um tratamento adjuvante da doenca periodontal, além do tratamento
de outras doencas inflamatorias bucais. Estudos adicionais, utilizando outras
dosagens ou avaliando sua acdo combinada a tratamentos convencionais, devem

ser realizados.
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Mrlhgicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
i =lo de pesquisa intitulado, “Efeito do citrato de siidenafil na progressao da
¢ nga periodontal experimental em ratos .

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizacdo experimental dos
an'mais encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro

~xperimentagdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo
nal Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sio
¢ -viadas como critérios de avaliagdo e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei
17774 de 08 de outubro de 2008, que trata da questdo do uso de animais para fins
05 e didaticos.
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