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RESUMO

COSTA, Rita de Cassia Silva da Costa. Uso do gel de Quitosano mucoadesivo contendo
Doxiciclina associada ou ndo ao Meloxicam no controle da progressdo da gengivite em
cées portadores de doenca periodontal 83p. Tese (Doutorado em Medicina Veterinéria,
Patologia Animal e Ciéncias Clinicas). Instituto de Medicina Veterinéria, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro.

A doenca periodontal é a doenca oral de maior ocorréncia na clinica de animais de
companhia, acometendo principalmente animais idosos, dada a sua caracteristica de
cronicidade. Dentre os sinais clinicos nos animais acometidos, a gengivite € um dos primeiros
a serem observados. O objetivo desse trabalho foi desenvolver e avaliar a eficacia de um gel
mucoadesivo contendo doxiciclina associada ou ndo ao meloxicam no controle da progressao
da gengivite em cdes induzida pela doenga periodontal através de avaliacdo clinica,
histopatoldgica e microbioldgica. Foram utilizados 18 cdes da raca Beagle portadores de
gengivite secundaria a doenca periodontal divididos em trés grupos experimentais: Grupo | —
Animais medicados com formulacdo placebo; Grupo Il — Animais medicados com a
formulacdo gel de quitosano mucoadesivo contendo doxiciclina e grupo Il — Animais
medicados com a formulacdo gel de quitosano mucoadesivo contendo a associacdo de
doxiciclina e meloxicam. Os animais foram tratados durante sete dias, a cada doze horas, na
margem gengival da maxila direita. Durante a avaliacdo clinica, apenas os animais tratados
com o produto contendo doxiciclina apresentaram melhora (p<0,05). Na avaliagédo
histopatoldgica, somente os animais tratados com a associacdo de doxiciclina e meloxicam
apresentaram melhora nos escores clinicos, entretanto, sem diferenca significativa com os
demais grupos. Amostras de fragmento de gengiva livre e swabs da margem e sulco gengivais
da maxila superior direita de cada animal foram encaminhados para identificagéo,
quantificacdo através da contagem de Unidades Formadoras de Coldnia (UFC) e provas de
antibiograma com os antibioticos doxiciclina, metronidazol, amoxicilina com acido
clavulanico, enrofloxacina, clindamicina e cefalexina. As bactérias isoladas no Grupo | foram
Staphylococcus sp (83%), Staphylococcus aureus (17%), no Grupo 1l foram Escherichia coli
(60%), Bastonetes (30%) e Staphilococcus sp (10%), no Grupo Il1, Escherichia coli (33%),
Staphylococcus sp (20%), Staphylococcus aureus (13%), Cocos (6%), Bacilos (7%),
Bastonetes (7%), leveduras (7%) e Pseudomonas spp. (7%). A bactéria mais comum no grupo
| foi a Staphylococcus aureus e nos grupos Il e 1l a mais comum foi a Escherichia coli. Em
todos os grupos as bactérias identificadas foram as mesmas no dia 0 e +8. Dos antibioticos
testados em antibiograma os resultados obtidos foram no Grupo | Doxiciclina (13%),
Amoxicilina (33%), Cefalexina (27%), Metronidazol (0%), Enrofloxacino (20%) e
Clindamicina (7%), no Grupo Il Doxiciclina (31%), Amoxicilina (25%), Cefalexina (13%),
Metronidazol (25%), Enrofloxacino (0%) e Clindamicina (6%) e no Grupo Il Doxiciclina
(16%), Amoxicilina (28%), Cefalexina (5%), Metronidazol (17%), Enrofloxacino (17%),
Clindamicina (17%). A Amoxicilina foi o antibiotico que apresentou a melhor eficacia no
grupo | e 11l e a Doxiciclina no grupo Il. Concluiu-se entdo que as formulagdes desenvolvidas
ndo foram eficazes como coadjuvantes no tratamento da gengivite induzida pela doenga
periodontal.

Palavras-chave: Gengivite, doenca periodontal, gel mucoadesivo, cavidade oral
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ABSTRACT

COSTA, Rita de Céssia Silva da Costa. Use of Mucosal Chitosan gel containing
Doxycycline associated or not to Meloxicam without control of progression of gingivitis
in dogs with periodontal disease. 83p. Tese (Master Science in Veterinary Medicine,
patologia Animal e Ciéncias Clinicas). Instituto de Medicina Veterinaria, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro.

The periodontal disease is the highest occurrence condition in the pet clinic. Its affect mainly
older animals because of its characteristic of chronicity. Among the clinical signs, gingivitis is
the first to be observed. The main of this study was the use of mucosal Chitosan gel
containing Doxycycline associated or not to Meloxicam without control of progression of
gingivitis in dogs with periodontal disease. To evaluate the treatment was used clinical and
histopathologic rating. Were used 18 Beagle dogs with gingivitis secondary to periodontal
condition divided into three experimental groups. Group | — animals treated with placebo.
Group Il — Animals treated with mucoadhesive chitosan gels containing doxycycline. Group
Il - Animals treated with mucoadhesive chitosan gels containing doxycycline and
meloxicam. The animals were treated for seven days in the gingival margin of the right
maxilla every twelve hours. During the clinic evaluation only the group Il had improved.
During the histopathologic evaluation only the group Il had improved at clinical scores
however, there is no statistical difference with the other groups. Samples of free gingival
fragment and swabs from the margin and gingival sulcus of the upper right maxilla of each
animal were sent for identification, quantification through counting of Colony Forming Units
(CFU) and antibiotic tests with the antibiotics doxycycline, metronidazole, amoxicillin plus
clavulanic acid, enrofloxacin, clindamycin and cephalexin. The bacteria isolated in Group |
were Staphylococcus aureus (17%) in Group Il were Escherichia coli (60%), Rods (30%)
and Staphylococcus sp (10%) in Group |11, Escherichia spp. Coli (33%), Staphylococcus sp
(20%), Staphylococcus aureus (13%), Coccus (6%), Bacilli (7%), Rods (7%), Yeasts (7%)
and Pseudomonas spp. (7%). In all those groups the bacteria identified were the same at day 0
and +8. The antibiotics tested in antibiogram, the results obtained were in Group |
Doxycycline (13%), Amoxicillin  (33%), Cephalexin (27%), Metronidazole (0%),
Enrofloxacin (20%) and Clindamycin (28%), Amoxicillin (31%), Amoxicillin (25%),
Cephalexin (13%), Metronidazole (25%), Enrofloxacin (0%) and Clindamycin), Cephalexin
(5%), Metronidazole (17%), Enrofloxacin (17%), Clindamycin (17%). It was therefore
concluded that the formulations developed were not effective as adjuvants in the treatment of
gingivitis induced by periodontal disease.

Key words: Gingivitis, Periodontal disease, mucoadhesive gel, oral cavity.
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1 INTRODUCAO

Dentre as afec¢Oes orais a mais frequente tanto no homem quanto em cées € a doenca
periodontal, que além de ser uma afeccdo cronica e de evolucdo progressiva também oferece
risco a qualidade de vida e longevidade devido a complicacgdes sistémicas.

A gengivite € o estagio inicial e reversivel da doenca periodontal sendo uma resposta
inflamatoria & presenca do biofilme dentério. E reversivel a partir do controle da formagio do
biofilme principalmente através da escovacdo, de execucdo simples para seres humanos
porém, de aplicabilidade controversa em cées. A escovacdo dentaria em cdes exige habilidade
manual do proprietario e aceitacdo da manipulacdo pelo animal sendo uma prética pouco
utilizada pelos proprietérios de cdes. Clinicamente, a gengivite se apresenta como uma linha
avermelhada ao longo de toda a sua margem com edema, sangramento a sondagem e dor.

O diagnostico da doenca periodontal € realizado a partir do exame clinico oral e
radiografias da cavidade oral, que permitem observar o comprometimento da gengiva, 0sso
alveolar, ligamento periodontal e cemento.

Devido a necessidade de anestesia geral para a execucao da terapia periodontal, alguns
animais podem ndo estar aptos ao procedimento por apresentarem doengas concomitantes
como cardiopatias, nefropatias ou hepatopatias. Nestes casos, é necessario a estabilizacdo do
paciente antes submeté-lo ao tratamento periodontal. Ao longo da estabilizacdo sistémica,
animais que apresentam sinais clinicos avancados de doenca periodontal devem ser tratados
para que tenham uma melhor qualidade de vida enquanto aguardam o tratamento periodontal.
O tratamento considerado de primeira escolha para a doenca periodontal ndo s6 para humanos
como também para cées € a raspagem supra e sub gengival da superficie dentaria seguida de
polimento coronario acrescida ou ndo do aplainamento ou alisamento radicular quando
necessario.

Devido a fisiopatogenia da doenca periodontal, a doxiciclina de liberacdo local faz
parte da terapia periodontal em seres humanos e pode ser encontrada em apresentacdo liquida
(ATRIGEL® ATRIDOX™), que geleifica no interior da bolsa periodontal onde é aplicada
liberando doxiciclina a 10% gradativamente. No mercado veterinario também esta disponivel
0 Doxirobe®, um gel com doxiciclina a 8,5% (Lab. Zoetis — USA) para aplicacdo intra bolsa
periodontal em cées porém ndo é comercializada no Brasil. Quanto ao uso de antiiflamatorios,
0 meloxicam é um anti-inflamatorio ndo esteroidal seletivo para COX-2, apesar de ser
utilizado largamente em cdes pelas vias oral sistémica e injetavel subcutanea, intramuscular e

endovenosa ainda néo foi elaborada uma apresentacdo de uso topicos.



Considerando que a escovagdo dentaria em cdes ndo apresenta aplicabilidade efetiva
no controle da formag&o do biofilme e o fato de ndo existir nenhuma formulacdo mucoadesiva
oral de uso veterindrio justifica-se a avaliacdo de formulacdo mucoadesiva contendo
doxiciclina associada ou ndo ao meloxicam para uso tdépico na mucosa oral no controle da
progressdo da gengivite em cées portadores de doenga periodontal proporcionando conforto e
bem-estar ao paciente veterinario até que ele esteja sistemicamente apto a realizacdo do
tratamento periodontal.

O objetivo do trabalho foi avaliar a eficacia de um gel de Quitosano Mucoadesivo
contendo Doxiciclina associada ou ndo ao Meloxicam no controle da progresséo da gengivite
em cées portadores de doenga periodontal através de acompanhamento clinico, histologico e

microbioldgico.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Nota Histérica

Desde a antiguidade o estudo das afeccGes orais em animais desperta o interesse do ser
humano. Em “Histéria Animalium”, Aristoteles (384-322 AC) ja relatava a ocorréncia da
afeccdo periodontal em equinos. Do mesmo modo, Pelagonios (350 AC) compendiou um
tratado de medicina equina no qual o capitulo 18 titulava-se “De Dentibus” (“Sobre os
dentes”). Portanto, o encanto do ser humano pela odontologia veterinaria se assemelha ao
interesse pela medicina veterinaria desde a antiguidade (KERTESZ,1993).

Em 1977 foi fundada o American Veterinary Dental Society, fazendo com que a
Odontologia Veterinaria se tornasse uma das especialidades de maior crescimento na década
seguinte e em 1988 o Veterinary Dental College foi reconhecido pelo Americam Veterinary
Medical Association (CIFFONI; PACHALY, 2001).

No Brasil a Odontologia Veterinaria teve seu inicio na década de “90”, despertando o
interesse de clinicos e estudantes. Em 1994 foi fundado o primeiro centro odontoldgico
veterinario do Brasil e da América Latina, o Odontovet em Sdo Paulo capital. Desde entdo,
inimeras instituicbes passaram a oferecer cursos de odontologia veterinaria voltados para
académicos e graduados. Deste modo, o Conselho Federal de Medicina Veterinaria, através da
Resolugcdo 625/95, dispds que a Odontologia Veterinaria € uma especialidade restrita ao
Médico Veterinario - reforcado pelo disposto na Lei 5517 de 23 de outubro de 1968 da

Constituicao Federal, sobre as atividades pertinentes ao Médico Veterinario (GIOSO, 2007).

2.2 Cavidade Oral

A cavidade oral apresenta multiplas fun¢bes como o processamento inicial do
alimento auxiliado pela secrecdo das glandulas salivares e ser uma via alternativa para a
respiracdo pelo seu acesso a faringe (DRAK; VOGL; MITCHELL, 2013).

Primeiro seguimento do sistema digestorio, a cavidade oral propriamente dita, possui
como limite 6sseo superior 0s processos palatinos dos 0ssos maxilares e suas respectivas
laminas e como limite 6sseo inferior as mandibulas. Os alvéolos dentarios encontram-se
distribuidos regularmente nos bordos das maxilas e mandibulas, proporcionando a base e a
sustentacdo para 0s elementos dentarios, musculos da mastigacdo e da articulacédo
temporomandibular (DY CE; SACK; WENSING, 2010).



A cavidade oral é revestida externamente pela pele e internamente pela mucosa labial
e dividida em vestibulo da boca e cavidade oral. O vestibulo é o espaco delimitado
anterolateralmente pelos labios e a mucosa das bochechas e posterolateralmente pelos dentes
e seus respectivos tecidos moles. A cavidade oral tem como limite anterior os labios, a faringe
como limite posterior, as bochechas como limites laterais, o palato como limite superior e 0
assoalho da boca como limite inferior (BATH-BALOG; FEHRENBACH, 2012).

O assoalho da cavidade oral é constituido quase totalmente pela lingua, que é uma
estrutura muscular mével e importante por participar da degluticdo, apreensdo, mastigacéo,
lambedura, higiene, vocalizacdo e se estende dos dentes incisivos a orofaringe. Os musculos
mais ativos da cavidade oral sdo o orbicular da boca, bucinador, retrator e levantador do
angulo da boca, mentual e zigomatico que sdo musculos faciais e 0s musculos da mastigacao
que sdo o0 masseter, temporal, pterigoideo medial e lateral (BAKER, 2012).

O nervo trigémeo € o responsavel pela inervacdo do periodonto. Quanto a
vascularizagdo, a artéria carétida externa é a responsavel pela irrigacdo de toda a cabeca,
tendo as artérias temporal superficial e mandibular, facial, auricular caudal, parotidea,
faringea ascendente, laringea cranial, occipital e auricular caudal como seus principais ramos
(BATH-BALOG; FEHRENBACH, 2012).

2.2.1 Denticéo do céo

Aproximadamente 20% da area de superficie da cavidade oral sdo constituidos pelos
dentes que além de serem responsaveis pela mastigagcdo, também sdo importantes a fonacgéo e
importante ferramenta de ataque e defesa no cdo (HOLMSTROM, 2013; LINDHE. 2010).
Segundo Gioso (2007), a anatomia dentaria pode ser resumida basicamente em esmalte,
dentina, cemento e polpa (Figura 1).

O dente tem sua coroa recoberta externamente pelo esmalte que é duro, inerte e
acelular, composto por aproximadamente 96% de materia inorganica sob a forma de cristais
de apatita e 4% de matéria organica e derivado de células mesenquimais (NANCI, 2013).

Abaixo da camada de esmalte estd a dentina formada por tecido conjuntivo
especializado cujo principal componente organico sdo as fibras colagenas. E permeada em
toda a sua espessura por tubulos (tubulos dentinarios), e € um tecido com sensibilidade e
capacidade de regeneracdo gracas aos odontoblastos que quando estimulados depositam mais
dentina (GIOSO, 2007).
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Figura 1 - Componentes da anatomia dentaria e
periodonto do céo. Fonte: Kertesz, 1993.

Rodeada pela dentina esta a camara pulpar que é preenchida pela polpa, composta por
tecido conjuntivo frouxo, que tem como funcdo de formar, nutrir e reparar a dentina e ainda
proteger os nervos que dao sensibilidade a dentina (MAJOR; STANLEY, 2012).

Os cées possuem denticdo heterodonte cujos elementos apresentam caracteristicas
anatbmicas especificas as suas funcbes mastigatdrias diferenciando-se em grupos. Deste
modo, 0 cdo apresenta incisivos, caninos, pré-molares e molares distribuidos em duas arcadas
espelhadas compostas por mandibula e maxila. O padrdo anatdmico por hemi-arcada do cédo
adulto é de trés dentes incisivos, um dente canino, quatro pré-molares, dois molares inferiores
e trés molares superiores, totalizando 42 dentes (GIOSO, 2007).

Os dentes fixam-se aos o0ssos alveolares formando uma articulacdo fibrosa
denominada gonfose. Estédo dispostos e inseridos nos 0ssos maxilar e mandibular, circundados
pelo periodonto de sustentagdo compreendido pelo cemento, osso alveolar, ligamento
periodontal e pela gengiva (GORREL, 2010).

A identificacdo pela numeracédo da denticéo € feita através da utilizagéo de trés digitos,
conhecido como sistema de Triadan modificado (Figura 2), que individualiza cada elemento
dentério. O primeiro digito designa o quadrante no qual o dente esta localizado e 0s outros
dois digitos designam a localizacdo desses dentes dentro do quadrante, iniciando do incisivo
central (NIEMIEC, 2008).
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Figura 2: Identificacdo da denticdo permanente do cdo segundo o Sistema Triadan
modificado. Fonte: Gouveia, 2009.

Na denticdo permanente a identificacdo dos primeiros digitos para 0s quadrantes séo:
1- maxilar direito; 2- maxilar esquerdo; 3- mandibular esquerdo e 4- mandibular direito; ja a
denticdo decidua é designada com os digitos 5 para maxilar direito; 6 para maxilar esquerdo;
7 para mandibular esquerdo e 8 para mandibular direito. Quando os dois Gltimos digitos sao
adicionados ao digito do quadrante, um codigo Unico é criado para cada dente. A numeracgao
dentéria é realizada de modo consecutivo, tendo inicio no plano sagital mediano seguindo em
direcdo caudal da arcada (HOLMSTRON, 2013).

2.2.2 Epitélio Oral

Epitélio voltado para a cavidade oral que reveste a gengiva livre e para a superficie
dentaria que é denominado epitélio sulcular ou do sulco. Corresponde a mucosa mastigatoria,
que inclui a gengiva e o revestimento do palato duro, a mucosa especializada, que recobre o
dorso da lingua e a mucosa de revestimento, que recobre o restante da cavidade oral
(LINDHE, 2010).

Apresenta-se pavimentoso, estratificado, queratinizado e pode ser dividido em quatro
camadas celulares segundo o grau de diferenciacdo das células produtoras de queratina
(compreendem cerca de 90% da populagéo celular total): - camada basal - camada espinhosa -
camada granulosa - camada queratinizada. O epitélio oral também apresenta melandcitos,
células de Langerhans e células inespecificas cujas caracteristicas sdo diferentes dos outros
dois tipos de celulares. Todas apresentam forma estrelada e prolongamentos citoplasmaticos
que variam no aspecto e no tamanho. As células de Langerhans sdo apresentadoras de
antigenos, participando do mecanismo de defesa da mucosa oral e também como conex&o
entre o sistema imune adquirido e o epitélio. J& os melandcitos sdo células que contém
pigmento (NANCI, 2013).



A medida que a erupgdo dentaria avanca, o epitélio da regido dento gengival atinge
suas caracteristicas estruturais definitivas. Assim que o esmalte dentério esta totalmente
formado os ameloblastos (células produtoras de esmalte) produzem uma lamina basal e
sofrem uma reducdo na altura formando com as demais células do epitélio externo, o epitélio
reduzido do esmalte (CARRANZA; NEWMAN, 2012).

A partir da mineralizacdo do esmalte dentario, o epitélio reduzido do esmalte circunda
a coroa dentéria até a erupcdo do dente. Durante o término da erupcdo dentaria, todas as
células do epitélio reduzido sdo transformadas em epitélio juncional, epitélio escamoso
estratificado, formado por células achatadas derivadas da camada cilindrica basal, orientadas
de forma paralela a superficie dentaria, ndo diferenciado e continuo com o epitélio oral, que
participa da inser¢do da gengiva ao dente (LINDHE, 2010). O epitélio juncional termina na
juncdo cemento-esmalte e apresenta constante renovacdo celular contribuindo para o

equilibrio oral assim como o rapido reparo no tecido afetado (NANCI, 2013).

2.2.3 Periodonto

A palavra periodonto vem do termo periodontium que significa “em torno do dente”.
O periodonto corresponde a uma unidade anatdmica composto por tecidos especializados
integrados pela gengiva, osso alveolar, cemento e ligamento periodontal formando um
complexo de desenvolvimento bioldgico e funcional. Durante o crescimento e a formacao
dentaria ocorre o desenvolvimento do periodonto. Com a idade pode sofrer alteracGes além de
estar sujeito a alteracfes morfoldgicas e funcionais devido a interacdo com o meio ambiente
(WOLF; HASSEL, 2008).

Segundo Lindhe (2010), a insercdo do elemento dentario nas maxilas e mandibulas e a
manutencdo da integridade da superficie da mucosa mastigatdria sdo as principais funcdes do
periodonto; seus componentes formam uma unidade bioldgica e funcional, que esta
morfologicamente associada a modificagdes funcionais e do meio oral. O desenvolvimento do
periodonto tem inicio na fase embrionaria, durante a formacao e crescimento dentario.

O periodonto é dividido em periodonto de protecdo e de sustentacdo, ou suporte. O
periodonto de protecdo é composto pela gengiva e tem a importante funcdo de promover a
homeostasia, vedando o0 meio interno e assim permitindo que o hospedeiro mantenha a saude
periodontal frente as constantes agressdes provocadas pela presenca da placa bacteriana ou
por estimulos fisicos. O periodonto de suporte ou sustentacdo € composto pelo ligamento

periodontal, 0sso alveolar e cemento e tem a funcéo essencial de sustentacdo dos dentes, bem
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como uma fungéo sensorial, formativa, nutricional e de inervacdo (CARRANZA; NEWMAN,
2012).

A vascularizacdo do periodonto é extremamente alterada durante o progresso da
doenca periodontal. A vascularizacdo do periodonto deve ser vista como uma unidade
responsavel pelo suprimento sanguineo dos tecidos duros e moles da maxila e mandibula.
Alguns desses principais vasos sdo artéria dentaria, que ¢ um ramo da artéria alveolar superior
ou inferior, artéria sublingual, artéria mentoniana, artéria facial e artéria intra-septal
(LINDHE, 2010).

O tecido conjuntivo periodontal apresenta uma extensa rede de capilares linfaticos,
responsavel pela filtragem de toda a linfa que circula adjacente aos vasos sanguineos
periodontais (NANCI, 2013). A inervacdo do periodonto é derivada do nervo trigémeo e
apresenta mecanoreceptores para dor, tato e pressdo. Proprioceptores que captam informacao
relativa a movimentos e posi¢cdes sdo encontrados no ligamento periodontal assim como
componentes do sistema nervoso autbnomo que inervam 0s vasos sanguineos do periodonto
(DRAKE; VOGL; MITCHELL, 2013).

2.2.4 Osso Alveolar

Junto com o cemento radicular e a membrana periodontal, o 0sso alveolar compde a
insercdo dos dentes, e apresenta como funcédo principal distribuir e absorver as forcas geradas
pela mastigacdo e outros contatos oclusais (LINDHE, 2010).

O osso alveolar € constituido pelas cristas dos ossos da mandibula e maxila que
sustentam os dentes. As raizes dos dentes estdo inseridas em depressdes profundas no 0sso,
denominadas cavidades alveolares. O 0sso alveolar desenvolve-se durante a erupgdo dentaria
e sofre atrofia quando os dentes caem. Ele é constituido por quatro camadas. Além das trés
camadas existentes em todos 0s 0ss0s (periosteo, 0SS0 compacto ou denso e 0SSO esponjoso
ou trabecular), existe uma quarta camada chamada lamina cribiforme, que reveste as
cavidades alveolares. VVasos sanguineos e nervos correm através do 0sso alveolar e atravessam
a lamina cribiforme. A maior parte desses vasos sanguineos e nervos se dirigem ao ligamento
periodontal (NANCI, 2013).

O osso alveolar € uma estrutura dente-dependente, isto €, desenvolve-se com a erupgao
dentaria e é reabsorvido com a esfoliagio do dente. E considerado uma estrutura em constante
dindmica a medida em que responde a estimulos externos e sistémicos através da reabsorgéo e

remodelacdo 6ssea. O 0sso alveolar se renova constantemente em resposta as demandas
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funcionais e, durante esse processo, as trabéculas Osseas sdo reabsorvidas e remodeladas
continuamente, a massa do osso cortical é dissolvida e substituida por novo 0sso, sdo
formados canais de reabsorcdo por meio de angiogénese e 0s canais que possuem um vaso
sanguineo no centro e preenchidos por 0sso posteriormente. A reabsorcdo 0ssea esta associada
aos osteoclastos (CARRANZA; NEWMAN, 2012).

2.2.5 Cemento

O cemento é um tecido mesenquimal calcificado especializado, contendo fibras
coldgenas em sua matriz organica e reveste a superficie da raiz dentaria anatdmica.
Apresenta-se mais denso do que o 0sso e menos calcificada que o esmalte ou a dentina
(GORREL, 2010). Por ndo apresentar vascularizacdo nem inervacdo, ndo sofre
remodelamento nem reabsorcao fisiologica. E produzido e depositado continuamente ao longo
de toda vida por células conhecidas como cementoblastos. O cemento é composto
estruturalmente por aproximadamente 50% de hidroxiapatita calcica e 50% de colageno (tipo
1), proteoglicanos e glicoproteinas (SAMUELSON, 2007).

Ha& dois tipos principais de cemento: acelular ou primério e, celular ou secundério.
Ambos consistem de uma matriz interfibrilar calcificada e fibrilas coldgenas. Tém como
funcdo dar suporte ao dente (NANCI, 2013).

As fibras de Sharpey constituem a maior parte do cemento acelular. A maioria dessas
fibras estd inserida perpendicularmente a superficie radicular e penetra profundamente no
cemento, mas outras penetram em diferentes direcdes. O tamanho, o nimero e a distribuicéo
das fibras aumentam com a fungéo. Apresenta relevo irregular para a insercdo do ligamento
periodontal e participa do processo de reparo apds danos a uperficie radicular (CARRANZA;
NEWMAN, 2012).

O cemento celular apresenta areas em que seus canaliculos séo contiguos aos tubulos
dentinarios que com a idade tem a sua permeabilidade diminuida, j& em animais muito jovens,
0 cemento celular assim como o acelular sdo tdo permeaveis que permitem a difusdo de

corantes tanto da superficie radicular externa quanto da polpa (NANCI, 2013).

2.2.6 Ligamento Periodontal



O ligamento periodontal é constituido por fibras de tecido conjuntivo frouxo,
ricamente vascularizado, que circunda o elemento dentario unindo-o ao 0sso alveolar, pelas
fibras periodontais de maneira extremamente firme (GIOSO, 2007; LINDHE, 2010). Essa
estrutura diferenciada age como um ligamento suspensor para os dentes e encontra-se em
atividade fisioldgica permanente (GORREL et al., 2010).

No sentido coronério é continuo a lamina propria da gengiva estando separado da
mesma pelos feixes de fibras coldgenas que unem a crista 0ssea alveolar a raiz dentaria,
comunicando-se com 0s espagos medulares através de canais vasculares no osso alveolar. O
espaco correspondente ao ligamento periodontal é diminuido ao redor de dentes ndo
erupcionados ou que ndo estdo em funcdo, ao contrario do observado em dentes em
hiperfuncdo (GORREL et al., 2010).

As forcas decorrentes dos movimentos mastigatorios e contatos dentarios sdo
absorvidas e distribuidas pelo osso alveolar propriamente dito gracas ao ligamento
periodontal, que também é responsavel pela mobilidade dentéria fisiologica (LINDHE, 2010).

2.2.7 Gengiva

Gengiva é definida como a parte da mucosa mastigatéria que recobre o processo
alveolar e circunda a porcdo cervical dos dentes. Assume sua forma e textura definitiva
concomitante a erupcao dentéaria. Em direcdo a coroa dentaria, apresenta cor rosea terminando
na margem gengival livre, que possui um contorno arredondado (NANCI, 2012).

No sentido apical (da raiz do dente), a gengiva é continua com a mucosa alveolar
(mucosa de revestimento) que é frouxa e de cor vermelha mais escura, onde frequentemente
estd separada através de uma linha limitante chamada de juncdo muco gengival (LINDHE,
2010). A gengiva € composta principalmente por colageno (tipo I, I, IV e VI),
proteoglicanas, fibronectinas, osteonectinas, tenascinas e elastina (CARRANZA; NEWMAN,
2012).

A margem da gengiva livre é arredondada formando uma pequena invaginacdo ou
sulco entre os dentes e a gengiva. Tem cor rosea, superficie opaca e consisténcia firme,
compreende o tecido gengival das partes vestibular e lingual ou palatina dos dentes, além da
gengiva interdental ou papilas interdentarias. Pelas faces vestibular e lingual ou palatina dos
dentes, a gengiva livre se estende a partir da margem gengival em direcdo apical até a ranhura

gengival livre, que se acha posicionada em nivel correspondente a jun¢do cemento-esmalte. A

10



gengiva inserida é demarcada apicalmente pela juncdo muco gengival (Figura 3). Depois de
completada a erupgdo dentaria, a margem gengival livre fica localizada na superficie do
esmalte cerca de 1,5 a 2mm em humanos e animais (WOLF; HASSEL, 2008).

Figura 3: Imagem da gengiva saudavel mostrando a margem
gengival livre (seta). Fonte: Arquivo pessoal.

Segundo Lindhe (2010), ndo ha linha muco gengival no palato, uma vez que o palato
duro e o processo alveolar sdo revestidos pelo mesmo tipo de mucosa mastigatoria. A gengiva
pode ser diferenciada macroscopicamente em gengiva livre que se adapta perfeitamente a
superficie do dente e € delimitada da mucosa bucal pela juncdo muco gengival, exceto no
palato. Os tecidos gengivais nos espagos entre 0s dentes (espagos interproximais) formam a
papila interdental.

A gengiva se fixa ao dente por meio de um epitélio que recebe o nome de epitélio
juncional. O epitélio higido em geral, fixa-se ao esmalte e ndo a dentina ou cemento, dando
origem ao sulco gengival. O fundo do sulco gengival se localiza entre o dente e a gengiva e é
formado pela regido mais coronal deste epitélio (GIOSO, 2007).

Em condigdes fisioldgicas, circundando o istmo de cada dente e com cerca de 2 mm de
profundidade em humanos e 4 mm em cédes, mas variando entre as varias espécies, o epitélio
gengival ¢ um pequeno conjunto de camadas de células finas com cerca de 0,15 mm de
espessura. Gengivas sadias normais apresentam um infiltrado de células inflamatorias,
predominantemente neutrofilos associados ao epitélio juncional e linfocitos no tecido
conjuntivo subjacente (LINDHE, 2010).
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A gengiva quando clinicamente sadia, enfrenta a agdo da microbiota oral através de
fatores defensivos como o efeito antimicrobiano dos anticorpos, funcdo fagocitaria dos
neutrofilos e macrofagos, efeito destrutivo do sistema complemento sobre 0s microrganismos,
a descamacdo regular das células epiteliais para a cavidade bucal, a barreira epitelial intacta, o
fluxo positivo do fluido do sulco gengival que pode remover 0s microrganismos e Sseus
produtos nocivos agem simultaneamente para reduzir a carga microbiana, prevenindo, assim,
uma resposta excessiva dos sistemas de defesa do tecido, o que resultaria na formacao de uma
lesdo (DE FERRARI; MUNOZ, 2006).

O fluido sulcular gengival é um exsudato inflamatdrio, cuja presenca na gengiva
clinicamente normal justifica-se pelo fato de microscopicamente apresentar inflamacgéo. Seu
volume aumenta a medida que a inflamac&o evolui e também em condic@es fisioldgicas como
mastigacdo de alimentos duros, escovacdo e massagem gengival, ovulacdo, contraceptivos e
também na terapia periodontal durante o periodo de cicatrizacdo (CARRANZA; NEWMAN,
2012).

Este fluido participa na defesa da gengiva atraves da remocéo de col6nias de bactérias
e seus metabolitos para fora do sulco. A imunoglobulina G é a mais prevalente no fluido
sulcular gengival, que também apresenta leucdcitos e polimorfonucleares provenientes do
tecido conjuntivo subepitelial, passando através do epitélio juncional. Quando associados a
imunoglobulina M, inativam ou opsonizam bactérias (NANCI, 2013).

As células polimorfonucleares, junto com peptideos antimicrobianos secretados,
originariamente, do epitélio juncional, sangue e fluido do tecido, representam a primeira linha
de defesa no controle da microbiota local. Entre as moléculas presentes estéo interleucina (IL)
-8, IL-1a ¢ IL-1p, fator de necrose tumoral e linfocitos (NANCI et al., 2006). Estes peptideos
sdo parte do sistema imune inato, um conjunto complexo de respostas que mantém as
bactérias invasoras sob sua acdo, mantendo também a microbiologia local normal e a satde
gengival local (MANAKIL, 2012).

2.2.8 Microbiota Oral

De grande importancia na odontologia e na medicina humana e veterinaria, a
microbiota oral além de muito numerosa € extremamente variada. InUmeras doencas sao
causadas por membros desta microbiota (NISHIY AMA, 2006).

A maioria dos microrganismos da microbiota oral é comensal e mutualista, contudo,
alguns patdgenos podem ser oportunistas (PELCZAR JR et al. 2005).
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Segundo Samaranayake (2013), a microbiota oral tanto em humanos quanto em
animais € composta por uma variada quantidade de microrganismos como bactérias, fungos e
protozoarios que, de modo geral, vivem em harmonia em uma variedade de habitats, como a
superficie dentaria, sulco gengival, lingua, mucosa jugal, palato e tonsilas.

As bactérias sdo o grupo predominante na microbiota oral tanto no homem quanto no
cdo. Cerca de 50-60% das bactérias da microbiota oral de cdes sdo cultivaveis em seres
humanos. Grande parte dos microorganismos comumente isolados em locais como intestino e
pele ndo sdo encontrados na cavidade oral, caracterizando a ecologia Unica e seletiva da
cavidade oral em relagdo a colonizagdo microbiana (NEVILLE, 2016).

De acordo com Wallis et al (2015) pouco se sabe sobre as mudancas na microbiota
oral durante a transicdo do estado de salde para a gengivite, que é o primeiro estagio da
doenca periodontal e em um estudo pioneiro, identificou as alteragdes que ocorrem nas
comunidades bacterianas subgengivais na transi¢do da gengivite leve para os estagios iniciais
da periodontite em cées coletando amostras individuais de dentes de 52 cées schnauzer em
miniatura a cada seis semanas por até 60 semanas. Através deste estudo verificou-se que a
evolucdo da gengivite para a periodontite resulta de uma sucessdo microbiana
predominantemente caracterizada por uma reducdo de taxons anteriormente abundantes
associados a saude.

Em revisdo sobre as bactérias que compde o biofilme e que sdo periodontopatogénicas

em cdes foi visto que na periodontite 74-95% das bactérias eram anaerdbias sendo 30%
Bacterdides pigmentados e 40% Fusobacterium sp. (HENNET; HARVEY, 1991).
Braga (2005) relatou que as bactérias predominantes no espaco subgengival de cdes com
doenca periodontal sdo Porphyromonas spp., Bacterioides spp., Staphylococcus spp.,
bastonetes Gram positivos, Escherichia coli, Actinomyces spp., Fusobacterium spp.,
cocobacilo Gram negativo com pigmento negro.

A microbiota cronica observada na gengivite apresenta propor¢des equivalentes de
bactérias Gram positivas, Gram negativas, bactérias anaerobias facultativas e anaerdbias
(WOLF; HASSEL, 2008).

Riggio et al (2011) atraves da identificacio molecular das bactérias por cultura
microbiologica e por reacdo em cadeia da polimerase (PCR), obsevaram que cdes com
gengivite tiveram predominio de Bacterioides heparinolyticus, Pasteurella dagmatis,
Porphyromonas cangingivalis e os acometidos pela periodontite apresentam Actinomyces

canis e Desulfomicrobium orale.
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A tabela 1 mostra um resumo das bactérias isoladas e suas respectivas referéncias.
Syed et al. (1980) relatou em estudo sobre a microbiota predominante no biofilme de cées da
raca Beagle, a presenca das bactérias Actinomyces sp., Streptococcus sp., Bacteroides sp.,

Fusobacterim nucleatum.

Tabela 1: Principais géneros de bactérias ja isoladas em cavidade oral de cdes e suas

respectivas referéncias.

Bactérias isoladas Referéncia

Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Proteu, Baile; Stowe; Schmit
Aeromona, Haemophilus, Pasteurella,  Actinobacillus, (1978)
Streptobacillus,  Eikenella,  Simonsiella.,  Micrococcus.,

Staphylococcus, Bacillus, Lactobacillus.,, Corynebacterium,

Brevibacterium, Actinomyces

Actinomyces, Streptococcus, Bacteroides, Fusobacterim Syed et al. (1980)
Bacteroides, Fusobacterim Hennet; Harvey (1991)

Porphyromonas, Bacterioides, Staphylococcus, bastonetes Gram Braga (2005)
positivos, Escherichia, Actinomyces, Fusobacterium

Actinobacillus, Actinomyces, Capnocytophaga, Eikenella, Zambori C. et al. (2015)
Eubacterium, Fusobacterium, Haemophilus, Porphyromonas,

Prevotella,  Propionibacterium, Fluegge, Streptococcus,

Treponema, Veillonella

Actinomyces,  Fusobacterium,  Actinomyces, Pasteurella, Oh etal. (2015)
Moraxella, Erysipelotrichaceae, Xenophilus, Capnocytophaga,
Neisseria, Pasteurellaceae, Filifactor, = Conchiformibius,
Peptostreptococcaceae, Porphyromonas, Lachnospiraceae,
Conchiformibius, Globicatella, Porphyromonas, Brachymonas

Zambori et al. (2015) em seu estudo sobre as interagcbes da microflora patogénica na
cavidade oral de cdes relatou a ocorréncia das bactérias  Actinobacillus
Actinomycetemcomitans, Actinomyces sp., Capnocytophaga sp. Eikenella sp, Eubacterium
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sp., Fusobacterium nucleatum, Haemophilus parainfluenzae Porphyromonas gingivalis,
Prevotella sp., Propionibacterium acnes, Fluegge Selenomonas.

Polkowska et al. (2014), ao realizarem uma andlise microbiologica periodontal
qualitativa das bolsas gengivais de cdes com periodontite determinaram as correlacdes entre
parametros morfoldgicos e bioquimicos selecionados e a extensdo das doencas periodontais e
concluiram que com esses parametros é possivel proporcionar um melhor prognostico,

planejar um tratamento adequado e monitorar cées tratados para peridontopatia.

2.2.9 Saliva

Contendo inumeros fatores organicos (lisozimas, lactoferrina, loperoxidade,
lactoperoxidase, aglutininas, mucinas, fibronectina, anticorpos, globulinas) e inorgéanico (ions,
gases, bicarbonato, sddio, potassio, fosfatos, calcio, fluoretos, aménio, didéxido de carbono),
as secrecOes salivares tem funcdo protetora, mantendo o estado fisiolégico do epitélio
mucogengival. Tem influéncia sobre a placa limpando mecanicamente as superficies orais
através do tamponamento de acidos produzido por bactérias e controle da atividade bacteriana
(FELIZARDO, 2010).

Seu papel na patologia periodontal estd relacionado a formacgdo, maturacdo e

metabolismo do biofilme que sofre a influéncia do fluxo e composigéo salivares (Tabela 2).

Tabela 2: Principais funges da saliva.

Funcéo Componente salivar

Lubrificacdo Glicoproteinas, mucoides

Protecéo fisica Glicoproteinas, mucoides

Limpeza Fluxo fisico

Tamponamento Bicarbonato e fosfato

Integridade dentéria Minerais, pelicula de glicoproteina

Acdo antibacteriana Imunoglobulina A, lisozima, lactoperoxidase

Fonte: Thomas; Hassell, 2008

Segundo Felizardo (2010), os componentes da saliva influenciam diretamente a
microbiota que se instala na cavidade oral, como as proteinas antimicrobianas lisozima e

lactoferrina, que pertencem a primeira linha de defesa da cavidade oral. Portanto, a remocéo
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das glandulas salivares aumenta expressivamente a ocorréncia de doenca periodontal e atrasa
a cicatrizagdo de feridas. Do mesmo modo, a xerostomia (diminui¢do da secregdo salivar)
pode contribuir para 0 aumento da gengivite e doenca carie em humanos evidenciando a sua

importancia nas periodontopartias (GORREL, 2010).

2.3 Doenca periodontal

A doenca periodontal € uma doenga inflamatdria crénica e progressiva de caréater
infeccioso com o envolvimento de bactérias anaerdbias Gram-negativas do biofilme dentério,
constituindo a principal causa desta importante afeccdo oral. Apresenta duas fases: a gengivite
e a periodontite. A gengivite € um processo inflamatorio resultante das bactérias localizadas
na superficie dentaria junto a margem gengival podendo difundir-se por toda gengiva
remanescente. E reversivel e limita-se apenas a gengiva livre e inserida. Ja a periodontite é
uma condicdo imunoinflamatdria e envolve as estruturas de suporte dos dentes, provocando
perda do ligamento periodontal, osso alveolar e cemento. Ambas as fases apresentam as
mesmas caracteristicas clinicas sendo que na periodontite observa-se a perda do ligamento
periodontal, presenca de bolsa periodontal e reabsor¢do do osso alveolar (CARRANZA;
NEWMAN, 2012).

As caracteristicas clinicas incluem presenca de biofilme e célculo dentario, edema,
sangramento ao toque, aumento do exsudato gengival, sem de perda de insercdo, mudancas
histoldgicas e reversibilidade apds a remocdo do biofilme e calculo dentério; a periodontite
que afeta todo o periodonto € de carater irreversivel mas muitas vezes controlavel (CAFIERO;
MATARASSO, 2013).

Segundo Carranza et al. (2012), a doenca periodontal caracteriza-se histologicamente
por infiltrado inflamatorio no tecido gengival, localizado entre os componentes da matriz
extracelular e os fibroblastos, aumento da vascularizacdo, degradacdo do colageno e
alteracOes epiteliais. O maior componente da degradacdo das estruturas periodontais € o
resultado da ativacdo da resposta imunoinflamatoria local do proprio hospedeiro.

Segundo Ford e Mazzaferro (2007) a prevaléncia da doenca periodontal ¢ alta sendo a
doenca oral mais comum em cdes, acometendo de 80 a 95% dos animais com mais de seis
anos de idade. De acordo com estudo retrospectivo de Venturine (2007), 92,5% dos caes
examinados em clinica na grande S&o Paulo apresentavam algum grau de doenca periodontal.

Riggio et al. (2011), relata a prevaléncia superior a 80% em cées acima de trés anos de idade.
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Segundo Harvey(2005) e Niemiec (2008), os sinais clinicos observados em cées
portadores de doenca periodontal sdo halitose, calculo dentério, disfagia, mobilidade dentaria,
perda de elementos dentarios e gengivite.

A importéancia da doenca periodontal € justificada pela bacteremia oriunda da infeccao
local que pode levar ao comprometimento de outros Orgdos e a ocorréncia de graves
disturbios secundarios, como por exemplo artrite, glomerulonefrite, meningite, endocardite e
até mesmo a morte (PACHALY, 2006).

Whyte et al, (2014) em um estudo para avaliar evidéncias dos efeitos locais e
sistémicos dos estagios iniciais da doenca periodontal sobre a satde em cées, concluiram que
a prevencdo e a terapia nas primeiras fases de DP podem ter um impacto importante na
condicdo de satde em cées.

H& véarios mecanismos de acdo das bactérias que podem levar a efeitos locais e
distantes. Durante a mastigagdo, pela movimentacdo do alvéolo, e devido a rica
vascularizagdo do periodonto, ocorre bacteremia (invasdo bacteriana e de seus metabdlitos aos
vasos sanguineos e linfaticos). A resposta imunoldgica sisttmica aos microrganismos
promove a producdo de imunocomplexos na corrente circulatoria. Esses complexos aderem-se
a parede interna dos endotélios, aos quais serdo acopladas proteinas do sistema complemento,
levando a lise endotelial e inflamacdo local. Sendo tal processo crénico, lesdes continuas em
determinados 6rgdos poderdo acarretar insuficiéncia de sua funcdo, podendo levar o animal a
morte (GORREL, 2010).

Esse fendmeno ocorre em particular nos rins (glomerulonefrite), no figado (hepatite),
nas articulagdes (poliartrite) e no coracdo (endocardite bacteriana), além de relatos de disco-
espondilite e meningite. A existéncia de lesdes previas nesses 0rgdos aumenta a probabilidade
de instalagdo de microrganismos ou do complexo imune (anacorese) (GIOSO, 2007).

De acordo com Barnett (2006), a associacdo entre doenca periodontal e doenca
sisttmica foi postulada ha mais de 100 anos. Desde entdo, muitos estudos vém sendo
realizados, tanto na area humana quanto na veterinaria, demonstrando uma relacdo
significativa entre as doencas. A periodontia médica estabelece, por meio de evidéncias
cientificas, a real associagcdo entre a saude periodontal e salde sistémica, determinando um
eixo bidirecional no qual a doenca periodontal pode influenciar negativamente a satde geral
de um individuo assim como as diversas patologias podem afetar tanto o estabelecimento,

como a progressdo das doencas periodontais (DOUGLASS, 2008).
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Assim como em humanos, o biofilme é o principal agente etiolégico da doenca
periodontal. Clinicamente é definido como uma substancia amarelo-acinzentada, resiliente,
estruturado, firmemente aderido na superficie dentaria que resiste a presenca do fluxo salivar
(CARRANZA; NEWMAN, 2012). Pode ser encontrado nas regides supra e subgengival
tendo como referéncia a sua localizagdo na superficie dentaria em relacdo a margem gengival.

A nomenclatura supragengival é atribuida aos aglomerados microbianos localizados
nas superficies dentarias, acima da gengiva; é referida como placa marginal quando em
contato direto com a margem gengival. A terminologia subgengival corresponde aos anexos
bacterianos encontrados totalmente dentro do sulco gengival, entre a superficie dentaria e o
epitélio bolsa periodontal (ROZA, 2012).

A superficie dentaria normalmente é coberta pela pelicula adquirida, composta de
glicoproteinas salivares e anticorpos que alteram a carga e energia livre da superficie,
aumentando a adesdo bacteriana, que € o mecanismo inicial para causar uma infeccdo. A
doencga ocorre a partir da deposi¢éo continuada do biofilme causando gengivite como resposta
inflamatdria que se apresenta eritematosa, edemaciada, hiperplasica, com sangramento e leve
desconforto com a sintese de citocinas contribuindo para a degradacéo do tecido conjuntivo
(SCHEINKEIN, 2006).

O biofilme se mineraliza para formar o célculo, que migra para o interior do sulco
gengival, provocando inflamag&o adicional, perda do ligamento periodontal, reabsor¢do dssea
e, por fim a perda do dente (FORD; MAZZAFERRO, 2007).

A disposicao estratificada em camadas de morfotipos bacterianos com predominio de
cocos e bastonetes gram positivos € caracteristica do biofilme supragengival. A diferenca da
microbiota do biofilme subgengival deve-se inicialmente devido ao baixo potencial de
oxirredugdo que caracteriza 0 ambiente anaerobico e a disponibilidade de produtos sanguineos
(SAMARANAYAKE, 2012).

As bactérias que colonizam inicialmente a superficie do dente sdo predominantemente
microrganismos facultativos Gram-positivos, estes se aderem a pelicula através de adesinas,
gue interagem com receptores especificos na pelicula dental. Outros mecanismos
determinantes da seletividade na colonizagdo da pelicula sdo estruturas na superficie de certas
bactérias denominadas fimbrias, que funcionam como adesinas e tém propriedades
antifagociticas (FORD; MAZZAFERRO, 2007).

Segundo Lindhe (2010), na sucessdo ecoldgica do biofilme, ocorre uma transi¢édo do

meio ambiente aer6bio inicialmente caracterizado por espécies Gram-positivas facultativas,
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para um meio altamente privado de oxigénio com a predominancia de microrganismos Gram-
negativos anaerdbios. Na colonizacdo secundaria, as diferentes espécies de se aderem as
bactérias pré-existentes na placa bacteriana.

Os fatores de viruléncia da placa bacteriana dependem da presenca ou aumento de
microrganismos especificos, que produzem substancias que medeiam a destruigdo dos tecidos
do hospedeiro, podendo ser dividida em biofilme supragengival e subgengival. O biofilme
supragengival apresenta um arranjo colunar de espécies bacterianas morfologicamente
distintas da superficie dental e o subgengival é frequentemente caracterizada por uma zona de
Gram-negativos e/ou espécies moveis localizadas adjacentes ao revestimento epitelial da
bolsa, enquanto bastonetes e cocos Gram-positivos parecem formar uma camada de
organismos firmemente aderidos sobre o esmalte e superficie radicular (SOWKUP, 2010).

Na fase de adsor¢do molecular forma-se uma camada composta na sua maioria por
ions célcio (com carga positiva) e sobre esta camada adsorvem macromoléculas hidrofdbicas
através de ligacBes ndo covalentes fracas (pontes de hidrogénio, forca de Van der Waals),
formando um filme condicionante com predominio de glicoproteinas e proteinas ricas em
aminoéacidos denominado de pelicula adquirida do esmalte que é a base para a formacéo do
calculo dentario (MANAKIL, 2012).

As adesinas da superficie bacteriana ligam-se especificamente aos componentes da
pelicula adquirida, comportando ligacGes mais estaveis as ligacdes bacterianas inespecificas,
qgue ocorrem inicialmente por ligacdes eletrostaticas e/ou ligacbes de van der Waals
(MANAKIL, 2012).

Segundo Lindhe (2010) a formacdo da pelicula adquirida ocorre em funcdo de forcas
fisicas entre a superficie dentaria e 0s componentes organicos e inorganicos dos fluidos bucais
circundantes. E colonizada predominantemente por cocos Gram-positivos facultativos.

A partir do momento em que a pelicula adquirida altera sua energia livre de superficie
e carga, aumenta a eficiéncia de adesdo de bactérias isoladamente e que ocorre de forma
variavel. As bactérias que apresentam estruturas especializadas a adesdo concluem mais
répido esta fase. Multiplicagdo de cocos e bastonetes Gram-positivos facultativos nessa fase.
Neste periodo inicial de colonizacdo das bactérias nas superficies dentais, tanto a pelicula
adquirida como os microrganismos sao facilmente removidos, devido as interacdes
estabelecidas sdo eletrostaticas (SAMARANAYAKE, 2013). Com o crescimento celular
continuo das bactérias que se aderiram em fungdo da disponibilidades de nutrientes da

pelicula aderida, sintetisando novos componentes a matriz extracelular torna a massa
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bacteriana cada vez mais exuberante. A microbiota predominante (cocos e bastonetes Gram-
positivos facultativos) colabora para a aderéncia de bactérias Gram-negativas que apresentam
capacidade reduzida de aderéncia direta ao biofilme (CARRANZA; NEWMAN, 2012).

Diante da maior dificuldade de difusdo em funcdo do aumento de espessura da matriz
do biofilme e, com o rapido consumo pelas camadas superficiais, desenvolve-se um gradiente
de oxigénio. Devido ao surgimento de condi¢Ges de anaerobiose nas camadas mais profundas
e mudancas ecoldgicas, bactérias Gram-negativas anaerobias estritas colonizam o biofilme
aumentando sua patogenicidade (WOLF; HASSEL, 2008).

O fato de as bactérias se apresentarem com uma organiza¢do mais complexa ao invés
de dispersas em uma suspensdo liquida, as tornam mais resistentes a antissépticos e
antibioticos. Por essa razdo a necessidade de desorganizar fisicamente o biofilme impedindo a
sua formacdo sobre a superficie dentaria (HENNET, 2005).

Segundo Lindhe (2010), foi a partir da hipdtese da placa ndo-especifica surgiu o
interesse pelo uso da antibioticoterapia complementando o tratamento da doenca periodontal
seja na gengivite ou na periodontite. Um dos antibioticos mais utilizados no tratamento
periodontal em seres humanos € a tetraciclina e suas formas semissintéticas, a doxiciclina e a
minociclina, e na década de 50 foi reconhecido que o controle do biofilme é essencial para
tratar adequadamente a doenca periodontal.

As bactérias passaram a serem consideradas agentes causadores nao-especificos desta
patologia periodontal. Portanto, o acumulo desses microorganismos a nivel subgengival ou
gengival produziria irritantes que levariam a inflamacdo responsavel pela destruicdo do
periodonto (LINDHE 2010).

As caracteristicas da gengivite e da periodontite sdo determinadas pelas reacfes
inflamatdrias e imunoldgicas ao biofilme dental e a microbiota patogénica que agem
protegendo do ataque microbiano e impedindo a disseminagdo dos microrganismos. Porém,
em alguns individuos essas reacoes de defesa do hospedeiro podem ser prejudiciais, podendo
danificar as células e estruturas adjacentes ao tecido conjuntivo além da possibilidade de
acometimento do osso alveolar. Contraditoriamente a maior parte da lesdo tecidual na
gengivite e na periodontite é causada pela resposta do hospedeiro ao biofilme (NANCI, 2013).

As reacdes imunoldgicas e inflamatorias observadas no periodonto sdo diferenciadas
em relacdo a outras partes do corpo particularmente pela sua anatomia e também pela
permeabilidade do epitélio juncional. Isto posto, a resposta ao biofilme é um processo
dindmico envolvendo células e fluido gengival que preserva a integridade epitelial. Ademais,
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€sses processos nao retratam uma resposta a uma espécie microrganismo em particular, mas a
uma populacdo e seus produtos (NANCY, 2013).

Segundo Ohlrich (2009) e mais tarde Carranza e Newman (2012), a resposta
imunolodgica € direcionada aos polissacarideos e as proteinas da  membrana celular e as
enzimas e toxinas liberadas no exterior das células, liberando mediadores pré-inflamatdrios e
citocinas que determinam o aumento da inflamacdo lesionando ainda mais o periodonto. A
lesdo inflamatoria pode ficar restrita a gengiva por periodos de tempo prolongados, sem
qualquer progressao visivel, ou evoluir para a destrui¢do periodontal ativa.

O diagndstico periodontal correto é obtido atraves da andlise criteriosa dos dados
obtidos através da avaliagdo da cavidade oral, exame periodontal, exame radiografico
periodontal (HARPENAU et al., 2016).

2.3.1 Gengivite

A gengiva corresponde a parte da mucosa mastigatéria que cobre o processo alveolar e
circunda a porgdo cervical dos dentes, é a primeira linha de defesa contra doencas
periodontais. Quando clinicamente saudavel, apresenta um estado de equilibrio entre o
hospedeiro e os microrganismos, com a formacao de biofilme e célculo dentario ocorre uma
resposta inflamatoéria mais significativa (CAFIEIRO, MATARASSO, 2013).

De acordo com Kinane et al. (2011), o termo gengivite se refere exclusivamente a
inflamacédo limitada ao periodonto de protecdo representado pela gengiva. Trata-se de uma
periodontopatia imunoinflamatdria cronica.

Os polimorfonucleares sdo os leucdcitos predominantes no sulco gengival e na
gengiva saudavel ou inflamada e formam a primeira linha de defesa contra os patdgenos
periodontais. Através de estimulos quimiotaticos, sdo atraidos da circulagdo para o
periodonto. Histologicamente podem ser visualizados na gengivite e seu nimero aumenta no
sulco gengival com a evolugéo da doenga (NANCI, 2013).

As citocinas sdo substancias que participam de reacdes inflamatorias agudas e cronicas e
de processos de reparo inclusive no tecido periodontal. Fazem parte deste grupo as
interleucinas, envolvidas particularmente na comunicacgdo entre células dos processos imune e
inflamatério, como os fibroblastos e leucdcitos.  Apds estimulos bacterianos 0s
monocitos/macrofagos, fibroblastos e mastdcitos presentes no tecido afetado produzem e
liberam interleucinas. As quimocinas sdo citocinas importantes na resposta inflamatoria

mediada por células pois regulam a migracdo de leucdcitos durante a reacdo imune e
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inflamatoria e tem funcdo quimiotética para leucdcitos, principalmente para os neutrofilos,
linfocitos e macrdfagos, recrutando células de defesa para dreas onde elas sdo necessérias
(LINDHE, 2010).

Por serem proteinas de origem celular, solUveis, responsaveis pela regulacdo do
crescimento e diferenciacdo celular, iniciagio e manutengdo das respostas imune e
inflamatoria podem estimular a reabsor¢do 6ssea e inibir a formagdo 0ssea determinando a
destruicdo do periodonto de sustentacdo além de auto estimular a sua producdo e de também
de outras citocinas (DE FERRARI; MUNOZ, 2006).

As citocinas pro-inflamatérias como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a
interleucina-1 séo potentes vasodilatadores e produtores de citocinas por varias células, ja as
citocinas anti-inflamatérias como o fator de necrose tumoral beta (TNF-B), interleucina-4,
interleucina-10, interleucina -13, inibem a producdo de quimocinas e sao capazes de estimular
os macréfagos e outras células para produzirem prostaglandinas em grandes quantidades.
Inimeras citocinas sdo fundamentais nos processos de reparo e estdo envolvidas na
inflamacéo cronica (RANG et al., 2007).

Os sinais clinicos da gengivite sdo tumefacdo, hiperemia, sangramento ao toque,
podendo permanecer estavel ou progredir para periodontite. A perda da aderéncia epitelial
gera um aprofundamento do sulco gengival, fisiologicamente de 1 a 4mm no céo, formando
uma bolsa periodontal, cujo ambiente anaerébio favorece a proliferacdo de bactérias de alta
patogenicidade (ALl et al., 2011).

Se ndo tratada adequadamente e ndo associada a uma higiene oral regular, a gengivite
torna-se crénica podendo evoluir para periodontite, sendo este o inicio mais frequente da
historia natural da periodontite em cées assim como em humanos. Contudo, este processo néo
ocorre em todos 0s casos, pois a intensidade dos sinais clinicos varia de individuo para
individuo e entre pontos de uma mesma denticdo (CARRANZA; NEWMAN, 2012).

Tabela 3. Classificagdo Clinica da gengivite segundo Carranza e Newman (2012).

GENGIVITE ALTERACOES CLINICAS

Inicial/Grau 1 Aparentemente saudavel.
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Precoce/Grau 2 Edema, vermelhiddo, aumento de fluido — gengivite clinicamente

detectavel; sangramento a sondagem.

Estabelecida/Grau 3 Edema, vermelhiddo, aumento de fluido, hiperplasia (pseudobolsa),

sangramento imediato apds a sondagem.

Avancada/Grau 4 Edema, vermelhiddo, perda de insercdo, bolsa periodontal e retracdo

gengival, tecido de granulacéo; periodontite clinicamente detectavel.

E reversivel apds a remocéo do fator etiolégico que é o biofilme dentério sendo que o
sangramento gengival é manifestado por fendmenos de vascularizacdo, mediados pela
resposta imunoldgica do hospedeiro e o aumento do epitélio do sulco gengival, onde
pequenos estimulos levam & ruptura vascular junto a margem gengival (HIGHFIELD, 2009).

Do mesmo modo que em humanos, em cées a gengivite também pode estar associada
a doencas sistémicas ou a fatores locais como a anatomia dentéria, restauracGes, fraturas
radiculares ou fatores que possam predispor a doenca gengival induzida pelo biofilme, fatores
enddcrinos como gestacdo, ma nutricdo: deficiéncia de vitamina A, B,, complexo Bi, e
vitamina C; condi¢cbes sisttmicas como diabetes mellitus, leucemia e outras displasias
sanguineas; medicamentos como fenitoina sddica ou epinutin (anticonvulsivante utilizado no
tratamento da epilepsia), ciclosporina (imunossupressor utilizado para evitar a rejeicdo do
hospedeiro ao enxerto tecidual e tratamento da psoriase) e bloqueadores do canal de sodio
como a nifedipina (drogas anti-hipertensivas) (ELEY et al.; 2012).

De acordo com Carranza et al. (2012), as gengivites podem ser classificadas
clinicamente em diferentes graus: inicial, precoce, estabelecida e avancada (Tabela 4). As
alteracdes clinicas podem parecer sutis nos estagios iniciais da gengivite, entretanto, as
alteraces histologicas sdo bastante acentuadas (NEVILLE, 2014).

Frente a um processo inflamat6rio, como observado nos quadros de gengivite, 0s
mecanismos de defesa inflamatorios e imunologicos juntos, formam a resposta do hospedeiro
ao ataque microbiano. As reacdes do hospedeiro podem ser divididas em inatas (ndo
especificas) e adaptativas (especificas) (ROITT et al., 2013).

As reacOes inatas incluem a resposta inflamatéria e ndo envolvem mecanismos

imunoldgicos, e as adaptativas tendem a ser mais efetivas, pois as células tém capacidade de
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reconhecer, memorizar e aumentar a eficacia da resposta, ja que a resposta do hospedeiro €
uma resposta imunolégica direcionada para 0s patégenos e seus subprodutos que causam a
agressdo. Consiste em dois competentes sistemas desenvolvidos pelos linfocitos: o sistema
imune mediado por células e sistema imune humoral (ROITT et al., 2013).

Os mecanismos imunes inatos agem sem qualquer contato prévio com o
microrganismo causador da doenga. Estes mecanismos incluem as barreiras fisicas da pele ou
superficies epiteliais da mucosa e o0s aspectos vascular e celular das 44 respostas
inflamatdrias. O hospedeiro possui extensas respostas de defesa para evitar a invasdo dos
microrganismos (NANCI, 2012).

Dependem muito da atividade dos polimorfonucleares e mononucleares (macréfagos)
(KANTARCI et al., 2006). As respostas efetivas resultam em um reparo rapido da lesdo ou
auséncia de lesdo. Uma resposta ineficaz pode resultar numa lesdo cronica, que ndo sofre
reparo ou, se excessivamente distribuida, numa lesdo na qual as respostas do hospedeiro sdo
0s aspectos mais significativos do processo destrutivo (LINDHE, 2010).

Os componentes das respostas imune e inflamatdria interagem de forma dinamica
durante a da doenca periodontal; uma vez que o processo inflamatdrio é iniciado uma
continua cascata de eventos é desencadeada e durante essa série de eventos, 0 organismo tenta
eliminar os agentes invasores com a ativacdo de varias células com agdes pro-inflamatorias
(CARRANZA; NEWMAN, 2012).

2.3.1.1 Caracterizacdo Histopatologica da Gengivite

As fases classicas da inflamacdo aguda e cronica ndo sdo facilmente aplicadas na
doenca periodontal, as alteracdes morfofuncionais durante a formacdo do biofilme tém sido
exaustivamente investigadas principalmente em cées da raga Beagle (principal modelo
experimental para a periodontia humana). Apesar destes estudos, ainda ndo é possivel
distinguir macroscopicamente de maneira segura o tecido gengival normal do estagio inicial
da gengivite; frequentemente a gengiva humana normal quando biopsiada apresenta células
inflamatdrias com predominio de células T (EBERHARD, 2013).

Segundo Lindhe (2010), a doenca periodontal é caracterizada histologicamente por
apresentar no tecido gengival adjacente ao biofilme e calculo dentario, celulas e infiltrado
inflamatério em uma éarea de 1 a 2mm de largura com uma expressiva perda de fibras

colagenas nesta regido.
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A alteracdo da permeabilidade e da pressdo hidrostatica vascular permite a troca de
fluidos e células para o tecido conjuntivo que justificam a alteracdo da cor do tecido gengival.
Infiltrados com migracéo de leucocitos sdo observados no epitélio juncional que também pode
ser afetado por bactérias e seus subprodutos. A predisposi¢cdo ao sangramento ao toque na
gengivite se justifica pela destrui¢do do epitélio juncional associada ao aumento do nimero de
vasos sanguineos (DENTINO, 2013).

Em humanos o estagio inicial da gengivite, apés 2 dias de acumulo do biofilme,
apresenta vasculite subjacente ao epitélio juncional, alteracdo da por¢cdo mais coronaria do
epitélio juncional (5 a 10% do tecido conjuntivo), proteinas sericas no meio extra vascular,
aumento da migracdo de neutrdfilos, macrofagos, linfocitos no sulco gengival e no epitélio
juncional, perda do colageno perivascular e exsudacao de fluido crevucular gengival. J& no
estadgio seguinte, ocorrem as caracteristicas observadas na lesdo inicial se intensifica,
observando-se acimulo de linfécitos e neutréfilos sob epitélio juncional, perda adicional de
rede de fibras colagenas, alteracdo citoplasmatica nos fibroblastos (associacdo com células
linféides), inicio da proliferacdo das células basais do epitélio juncional (GARROS et al.,
2006).

O estagio de lesdo estabelecida apresenta inflamagdo aguda, infiltrado inflamatério
com aumento de 10 a 30% de plasmécitos com predominio de neutréfilos, anticorpos
extravascular, principalmente no epitélio juncional, perda progressiva da estrutura do tecido
conjuntivo, migracdo e proliferacdo apical do epitélio juncional sem perda 6ssea, ulceracdes
no epitélio sulcular e juncional com sangramento que leva ao descolamento da superficie do
dente e finalmente na lesdo avangada observa-se persisténcia das caracteristicas descritas na
lesdo estabelecida, extensdo da lesdo para o osso alveolar (perda Ossea) e ligamento
periodontal, formagdo de bolsa periodontal, perda continua do colageno sob o epitélio da
bolsa, com fibrose, periodos de quiescéncia e exacerbacdo, lesdo ndo localizada (lateral e
apical), predominio de 70% de plasmadcitos e linfdcitos, neutrofilos e macrofagos presentes
(KATCHBURIAN; ARANE, 2012).

Segundo Manakil (2012), o quadro histopatolégico da gengivite caracteriza-se por ndo
estar associado com a migracdo apical do epitélio juncional, a reabsorcdo dssea alveolar e a
destruicdo das fibras do ligamento periodontal, mas sim com caracteristicas inflamatdrias dos
tecidos moles e alteracbes imunologicas detectadas pelos testes bioguimicos do fluido
gengival crevucular. Garros et al. (2006) propuseram uma classificacdo histoldgica para
gengivite em cées (Tabela 4).
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A gengivite incipiente apresenta histopatologicamente um infiltrado inflamatério leve

com leucdécitos polimorfonucleares que se acumulam no tecido conjuntivo adjacente ao
epitélio sulcular, tornando-se mais intenso a medida que o processo inflamatério evolui
apresentando uma mistura de linfocitos, plasmacitos e células inflamatérias agudas. Podem
estar presentes areas de fibrose, hiperemia, edema e hemorragia (NEVILLE, 2014).
Em seres humanos em 24 horas ja sdo evidentes no plexo microvascular uma maior
quantidade de sangue que chega a area sendo evidente sob o aspecto histopatoldgico a
dilatacdo das arteriolas, capilares e vénulas do plexo dento gengival. Ocorre edema nos
tecidos & medida que h& acumulo de fluido, iniciando a infiltracdo celular e se desenvolve
entdo a gengivite clinica (NANCI, 2013).

Tabela 4: Classificacdo histopatolégica da gengivite (GARROS et al., 2006).

GRAU ASPECTO HISTOPATOLOGICO
Grau 0 Auséncia de infiltrado

Grau 1 Infiltrado discreto e localizado — focal
Grau 2 Infiltrado discreto, difuso

Grau 3 Infiltrado discreto, difuso

Grau 4 Infiltrado intenso

2.3.1.2 Exame Clinico Periodontal

Este exame avalia objetivamente a integridade do periodonto através dos parametros
clinico-anatbmicos dos componentes periodontais como indice de biofilme, gengival, de
retencdo, nivel gengival e indice de retencdo, todos registrados em odontograma ou
periograma (HARPENAU et al., 2016).

De acordo com Brunetti et al. (2013), o indice de biofilme avalia a presenca ou
auséncia de biofilme placa assim como o status da qualidade de higiene oral através da
verificacdo dos quatro sitios periodontais que correspondem as faces dentarias mesial, distal,
vestibular e palatina ou lingual (M-D-V-P/L) sendo que em locais onde ndo ha visibilidade,
usa-se a sonda exploradora para deteccao do biofilme.

O indice de gengival verifica 0o sangramento na margem gengival e com isso a
presenca ou ndo de gengivite; a sonda milimetrada € posicionada 0,5mm no espago
subgengival, percorrendo-a ao redor de todo o dente também verifica o status da higiene oral,

o indice de retencdo verifica se ha algum fator retentivo de biofilme préoximo da margem
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gengival que representam as &reas onde a higiene é mais dificil de ser executada e o indice
gengival avalia a relacdo entre a margem gengival e a juncdo cemento-esmalte, verificando se
a gengiva se encontra na posi¢cdo normal, com recessdo ou hiperplasia - usa-se a sonda
milimetrada posicionada na margem gengival e mede-se a distancia até a juncdo cemento-
esmalte, em seis sitios periodontais que correspondem as faces dentarias mesiovestibular,
vestibular, distovestibular, mesiolingual ou mesiopalatina, distolingual ou distopalatina
(MV,V,DV,ML,DL,P ) - Anota-se na ficha o sinal de + para recessdo e de — para hiperplasia
(LINDHE, 2010).

Segundo Gorrel (2010), o odontograma é a representacdo grafica, detalhada e
ilustrativa da cavidade oral com registro das caracteristicas anatbmicas normais e patologicas,
protéticas, anomalias, habitos deletérios e informacdes referentes a avaliacdo clinica e
tratamento terapias realizadas no paciente, facilitando a identificacdo de um individuo em

relagédo a outro.

2.3.1.3 Tratamento da Gengivite

Segundo Carranza e Newman (2012), o sucesso do tratamento periodontal é devido a
grande capacidade de cicatrizagdo dos tecidos periodontais, permitindo a recuperagdo da
gengiva cronicamente inflamada que se apresenta clinicamente idéntica a gengiva que nunca
foi exposta ao acumulo excessivo de placa bacteriana. Sua terapia tem como pedra
fundamental a remocdo da placa bacteriana e de todos os fatores que favorecem sua formagéo
através do controle mecénico. O controle quimico é uma alternativa para os pacientes que tem
restricOes para executar o controle mecanico.

Gebran et al. (2012) ja elucidavam o controle do biofilme como foco da terapia
periodontal na gengivite. O controle mecanico do biofilme ainda é o método mais difundido
por ser o mais efetivo e acessivel. Este método simples corrobora para a prevencao e
tratamento diarios por se apresentar como uma barreira interposta a essa patologia (no
controle do biofilme, por ser mais efetivo, acessivel e difundido para controle do biofilme
dental, atuando na sua prevencao e tratamento da gengivite. Entende-se por prevencdo uma
barreira interposta a doenca (CARRANZA; NEWMAN, 2012).

O tratamento da gengivite associada ao biofilme em cées € realizado como o

tratamento da doenca periodontal, ou seja, através da remocdo e controle do biofilme,
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raspagem da superficie dentéria e aplainamento ou alisamento radicular quando necessario
seguido de polimento coronério com pasta abrasiva. Em humanos, além da remocdo do
biofilme, é instituida a orientacdo de higiene oral através do controle mecénico e quimico
diario do biofilme j& em cdes essa préatica € dependente da aceitacdo do cdo a manipulacao
oral assim como da habilidade manual do seu responsavel (GIOSO, 2007; MIANI et al.,
2012).

Segundo Dias et al. (2010), dos métodos complementares utilizados para o controle
diario do biofilme tanto em humanos quanto em cées é a escovacdo. Considerado o principal
método de controle mecéanico do biofilme e de maior facilidade de uso, a escovag¢do ocupa um
lugar de destaque e, por essa razdo, torna-se importante analisar a sua condicdo além dos
métodos de sua utilizacdo, pois determina a eficiéncia da descontaminacdo do ambiente bucal
na remocao do biofilme.

A escova é considerada um dos instrumentos mais eficazes para remogdo mecénica do
biofilme dental. IniGmeros métodos sdo tidos como eficientes e podem ser listados em funcédo
do padrdo do movimento realizado. Em humanos varios estudos de controle para avaliar a
efetividade das técnicas de escovacdo mais comuns tém sido realizados ndo demostrando
nenhuma superioridade evidente por qualquer um dos métodos, porém, a técnica mais
recomendada aos pacientes humanos é a técnica de Bass (FERREIRA et al, 2011;
CARRANZA; NEWMAN, 2012).

O creme dental tem seu uso associado a escovacdo com o0 objetivo de facilitar a
remocdo do biofilme dentario de modo preventivo e terapéutico e facilita a higiene da
superficie dentaria devido a sua acéo abrasiva (LINDHE, 2010). Os tipos de substancias mais
utilizados na sua composicdo para seres humanos e cdes sdo 0s abrasivos, detergentes,
espessadores, adogantes, umectantes, flavorizantes e ativos (WOLF; HASSEL, 2008).

Elaborado para alcancar efetividade plena na remogdo do biofilme da &rea Inter
proximal dentaria, o fio e/ou a fita dental remove o biofilme através de sua superficie de
arraste, que quanto maior, melhor sua acdo higienizadora (PEDRAZZI et al., 2004). De facil
utilizagdo pelo ser humano, em cées tem sua apresentagdo sob a forma de cordas para uso sob
a forma de brinquedo de tragdo oral e sem resultados expressivos de uso nessa especie
(G10SO0, 2007).

Os enxaguatdrios bucais foram desenvolvidos com o objetivo de controle quimico do

biofilme, como coadjuvante do controle mecénico. De fécil aquisi¢do, apresentam indicacdo
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de uso em varias outras afeccdes da cavidade oral como estomatites, halitose, xerostomia, mas
sem muita aplicabilidade em cées (ROZA, 2012).

O processo atraves do qual executa-se a remocao do biofilme das superficies dentarias
com o auxilio de aparelho de ultrassom odontoldgico associado ou ndo a instrumentos
manuais (curetas periodontais), cuja finalizacdo é realizada com o polimento coronério é
denominado raspagem gengival. O objetivo deste procedimento é recuperar a satde gengival
através da total remocdo do biofilme e calculo da superficie dentaria (WOLF;
HASSELL,2008; CARRANZA; NEWMAN, 2012).

O controle quimico do biofilme mais usual em seres humanos e cdes é a terapia
antimicrobiana, que visa reforcar o tratamento periodontal mecénico e dar suporte as defesas
do hospedeiro, inibindo 0s microrganismos que permanecem Vidveis ap0s a terapia
periodontal convencional. Porém, para que um farmaco seja efetivo no tratamento das
doencas, ha a necessidade de niveis terapéuticos adequados no sitio da infecgdo. Atualmente,
apenas alguns antibidticos possuem esta propriedade de se concentrar no fluido gengival e na
saliva a partir de sua administracdo sistémica (TOMMASI, 2014).

O desafio apresentado pelo biofilme dentario resulta em uma resposta do
imunoinflamatdria aumentada nos tecidos periodontais caracterizada pela producao excessiva
de citocinas inflamatdrias. Esses mediadores pro-inflamatorios sdo responsaveis pela maioria

do colapso periodontal levando aos sinais e sintomas da doenga (PRESHAW, 2008)

2.3.1.4 Prevencao e Controle em caes

Assim como em humanos, a escovacao € o metodo mais eficaz no controle diario do
biofilme, & medida em que a sua agd0 mecanica interfere na deposicdo do biofilme
contribuindo para a sua remogdo fisica. Estudos realizados em cées comprovam que a
escovacao diaria dos dentes previne o acimulo de biofilme ou placa bacteriana garantindo a
saude gengival utilizando principalmente a técnica de Bass de escovagédo dentaria (LINDHE,
2010; NIEMEC; 2008).

Segundo Burns e Logan (2007), o empenho do proprietario na prevengdo diaria do
biofilme é fundamental na prevencdo e controle da doenca periodontal em caes.

Tendo em vista que € necessario a habilidade e disponibilidade do proprietario além da
aceitacdo da manipulacdo oral por parte do animal a eficacia deste importante método de

controle do biofilme fica comprometida no cdo (NIEMIEC, 2008).
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Portanto, a terapia das doencas periodontais associadas ou ndo a fatores sistémicos e
medicamentosos tem como base o tratamento da doenca priméria acrescida da remocgéo
mecanica do biofilme (ELEY et al., 2012).

2.4 Sistemas Mucoadesivos de Absorcéo Oral

Um consideravel interesse vem sendo observado pela administracdo de farmacos
bucais como via alternativa para a administracdo sisttmica de farmacos, devido a
propriedades que a tornam vantajosa com respeito a outras vias de administragdo. O fato de
evitar o efeito de primeira passagem hepéatica da via oral, a atividade enzimatica ser
significativamente menor que em outras vias mucosas, seu facil acesso possibilitando uma
colocacdo precisa do dispositivo de liberacdo do farmaco, além de permitir sua retirada
quando necessario, permitir a modificacdo da permeabilidade local do tecido ou, inclusive, a
inibicdo da atividade proteasica e a boa aceitacdo por parte do paciente ou cliente sdo as
principais vantagens relacionadas a esta via de administragdo de medicamento
(SANGEETHA, 2010).

A Orabase®, foi uma das primeiras formulacGes bio-adesivas de aplica¢cdo na mucosa
oral a serem comercializadas. Produzida a partir da pectina e derivados da celulose, é
empregada para incorporacao de farmacos de uso tdpico oral (VILLANOVA et al, 2010).

As formas farmacéuticas semissoélidas, ao contrario das formas solidas e liquidas, sdo
quase sempre de uso dermatoldgico ou topico. Sdo geralmente desenvolvidas para exercer
acao local, aplicadas na pele ou membranas mucosas. Compreendem formas farmacéuticas
classicas como: pomadas, pastas, creme, géis entre outras. Tais formas apresentam em comum
a propriedade de adesdo a superficie de aplicacdo durante um periodo razoavel de tempo antes
de serem removidas (FERREIRA et al., 2011).

Para que a muco-adesdo ocorra, € necessaria uma sucessao de eventos. A natureza do
agente mucoadesivo é que vai determinar a eficacia e a intensidade da forga muco-adesiva. A
primeira fase envolve um contato intimo entre o sistema mucoadesivo e a camada de muco,
resultante de um bom umedecimento da superficie do polimero mucoadesivo e na segunda
fase, ap0s o contato estabelecido, ocorre a penetracdo do polimero mucoadesivo em fendas da
superficie da mucosa ou interpenetracdo das cadeias poliméricas. Posteriormente,
estabelecem-se novas ligacdes quimicas entre 0 muco e o polimero mucoadesivo (TANGRI,

2011; LANDOVA et al., 2013). O curto tempo no local de aplicagdo proporcionado pelas
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formulagdes convencionais, em fungdo do efeito da saliva, limita a absor¢do dos farmacos
pela mucosa oral. Afim de melhorar a biodisponibilidade dos farmacos administrados por via
oral, vérias tecnologias tém surgido, entre elas o desenvolvimento de sistemas mucoadesivo
que proporcionam um contato mais intimo com a membrana de absor¢cdo (MAZZARINO,
2014).

Por ser um epitélio estratificado escamoso, funciona como barreira contra alteragdes
enddgenas e substancias exdgenas que atingem a cavidade oral. A maior diferenca entre a
mucosa da boca e a do trato gastrointestinal € organizacdo do epitélio. Enquanto que no trato
gastrointestinal se observa um epitélio simples, composto por uma Unica camada de células, o
epitélio bucal é composto por, aproximadamente, 40 a 50 camadas de células basais
mitoticamente ativas (NANCI, 2013).

A drenagem vascular na cavidade oral é realizada principalmente, através das veias
lingual, facial e retromandibular, que abrem na veia jugular interna. Esse que é o circuito
permite evitar o efeito da primeira passagem hepética, que em alguns casos limita a
biodisponibilidade dos farmacos administrados. A mucosa bucal € relativamente permeavel,
no entanto apresenta igualmente uma funcéo de barreira a permeabilidade, devido a presenca
de MCG (“Membrane-Coating Granules”), que sdo pequenas organelas esféricas derivadas do
complexo de Golgi, que contribuem para a formacdo de uma barreira a permeabilidade no
epitélio da mucosa bucal, juntamente com a pelicula da mucosa e a camada lipidica que
constitui a cavidade oral. As potenciais barreiras a permeabilidade sdo a mucina, queratina,
lipidios intercelulares, espessura, membrana basal, renovacdo celular, drenagem sanguinea e
atividade enzimética (ROY; PRABHAKAR, 2010).

Um dos metodos utilizados para tentar aumentar a absorcéo através da mucosa bucal
consiste na incorporacdo de promotores de penetragdo no interior dos sistemas de
administracdo de farmacos, tais como tensoativos, ciclodextrinas, quelantes, polimeros com
carga positiva. A absorcdo de farmaco por esta via evita a exposicdo ao sistema
gastrointestinal e assim como a primeira passagem a nivel hepatico deste modo, o farmaco
atinge rapidamente a corrente sanguinea, sem sofrer metabolizacdes. O processo de interacdo
entre 0s materiais mucoadesivo e a membrana mucosa pode ser resumido em duas etapas, 0
estado de contato e o estado de consolidacdo. O estado de contato € quando ocorre o
estabelecimento de um contato intimo entre o polimero bio-adesivo e a membrana mucosa

(Figura 4). A etapa seguinte € o estado de consolidagdo que pode ser definido como
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fortalecimento da ligacdo bio-adesiva através da interacdo fisico-quimica proporcionando uma
adeséo prolongada (KEEGAN et al.; 2007).
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Figura 4: Processo da mucoadesao: (1) estado de contato, (2) estado
de consolidacao. Fonte: Dias et al., 2007.
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2.5 Quitosana

O quitosano €é um excipiente com propriedades de mucoadesividade,
biodegradabilidade, biocompatibilidade, baixa toxicidade (LD50 = 16 g/Kg) e alta resisténcia
contra mecanismos de remocao fisioldgica. Este composto tem se mostrado eficaz como
promotor de permeacdo em sistemas mucoadesivos para aplicacdo na cavidade oral de
farmacos lipofilicos e hidrofilicos (SANDRI et al., 2004).

Apesar de muitos recursos terem sido postos no desenvolvimento da investigacao e de
processos e aplicacBes para a quitosana, apenas nas duas Ultimas décadas estes tém sido
direcionados para a sua comercializagdo assim como dos seus derivados (AZEVEDO et al.,
2007).

As principais areas de aplicacdo da quitosana sdo: agricultura (mecanismos defensivos
e adubo para plantas), tratamento de aguas (floculante para clarificagdo, remocéo de ions
metalicos, polimero ecoldgico e remocgdo de odores), industria alimentar (fibras dietéticas,
redutor de colesterol, conservante, fungicida e bactericida, revestimento para frutos),
cosmética (esfoliante para a pele, tratamento do acne, hidratante capilar, creme dental) e
biofarmacéutica (imunoldgico, antitumoral, hemostatico e anticoagulante). No entanto, a sua
maior aplicacdo € na area biomédica: suturas cirargicas, implantes dentarios, reconstitui¢ao
0ssea, lentes de contato, liberacdo controlada de medicamentos, encapsulamento de materiais
(AZEVEDO et al., 2007).

Segundo Decker et al. (2005), as aplica¢fes da quitosana e seus derivados na area da

odontologia, devem-se essencialmente as suas propriedades bioadesivas, Vviscosas,
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permeabilizantes, antimicrobianas e anticariogénicas que promovem a liberagdo prolongada
de medicamentos na cavidade oral mostrando eficicia e potencial no tratamento de doengas
periodonticas/candidiases orais/mobilidade dentaria e na reducdo da placa dentaria. Apés a
ingestdo sofre um minimo de digestdo e a maior parte da quitosana ingerida € excretada pelas
fezes.

Embora as afeccBes orais sejam frequentemente muito sensiveis a terapia local o
desafio pertinente as caracteristicas morfofisiologicas da cavidade oral como por exemplo a
saliva e suas diferentes funcOes, resulta em um curto tempo de retencdo de formas de
dosagem com uma consequente baixa eficicia terapéutica. Para resolver essas limitacbes a
pesquisa hoje se concentra cada vez mais no desenvolvimento de formulacdes bioadesivas
(PADERNI, 2012).

2.6 Doxiciclinas

A atividade anticolagenolitica das tetraciclinas foi descoberta em 1985, sendo vistas
desde entdo como agentes moduladores da resposta do hospedeiro em afec¢fes periodontais.
Deste modo, os primeiros estudos sobre o uso das tetraciclinas na doenca periodontal
pelas tetraciclinas (GIANNOBILE, 2008; PRESHAW, 2008).

A doxiciclina é produzida a partir da cultura mutante de Streptomyces aureofaciens
(AMATO NETO, 1994). Tornou-se disponivel comercialmente em 1962, sendo considerada
uma tetraciclina de segunda geracdo ou de acdo lenta por apresentar meia-vida mais
prolongada, penetragdo tecidual mais intensa e maior atividade antimicrobiana (BRUNTON et
al., 2010).

De acordo com Giannobiile (2008), a tetraciclina mais eficaz na reducéo da atividade
da colagenase no fluido crevicular em casos de doenca periodontal cronica foi a doxiciclina
assim como a sua eficacia como inibidor de metaloproteinase matricial maior do que qualquer
outra tetraciclina ou minociclina. E muito eficaz no bloqueio da atividade da colagenase de
neutrofilos em relacdo aos fibroblastos, sendo uma alternativa na reducdo dos niveis
patoldgicos de colagenase sem interferir na recuperacdo do tecido periodontal.

Spasovski et al. (2016) comparou os efeitos terapéuticos da administra por via oral
em capsulas de doxiciclina dose completa (100 mg) por 30 dias e sub dose (20 mg) por 75

dias no tratamento da doenca periodontal em seres humanos concluindo que os pacientes cuja
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terapia foi auxiliada por uma sub dosagem de doxiciclina demonstrou efeitos terapéuticos
positivos sobre a inflamacdo gengival e sangramento.
As principais atividades do uso da doxiciclina no uso de afec¢bes orais em cées esta

descrito no Quadro 1.

Quadro 1: Efeitos sinérgicos independentes de doxiciclina na doenga periodontal em humanos
segundo Preshaw (2008).

EFEITOS DA DOXICICLINA

Inibicdo direta de metaloproteinases matriciais ativas pela quelacdo de cations (dependente
das propriedades de ligacdo do Ca2+ e do Zn2+)

Inibe a ativacdo oxidativa de metaloproteinases matriciais latentes (independente das
propriedades de ligacdo dos cations)

Inibicdo de metaloproteinases matriciais e espécies reativas de oxigénio protecdo do inibidor
da al proteinase, desse modo reduzindo indiretamente a atividade da proteinase tecidual

Infra regulacdo da expressao de citocinas inflamatérias (IL-1, IL6 e TNF-a) e prostaglandina
E2

Reduz a atividade osteoclastica e a reabsorcdo 6ssea

Estimula a producéo de colageno pelos fibroblastos

Quela e inibe a producao de espécies reativas de oxigénio produzidas pelos neutrofilos

Bloqueia as metaloproteinases matriciais dos osteoclastos

Quando administrada por via oral a doxiciclina pode provocar irritacdo
gastrointestinal e perturbacdo da microbiota intestinal porém, com menos freqiiéncia do que
outras drogas do mesmo grupo (ARONSON, 2006). Como a doxiciclina ndo interfere na
absorcédo de alimentos, é possivel melhorar a tolerabilidade administrando a droga associada a
alimentos. Cerca de 80 a 95% da doxiciclina na circulacdo esta ligada a proteinas
plasmaticas, sua meia vida biologica varia de 12 a 24 horas. A doxiciclina € mais soltvel em
lipidos do que tetraciclina . E amplamente distribuida nos tecidos e fluidos ( BRUNTON et al.
2010).

Segundo estudo de Martindale (2009), em individuos com funcdo renal normal cerca de
40 % da dose administrada é excretada lentamente na urina. No entanto, a maior parte do dose
de doxiciclina é excretada nas fezes ap0s sua quelacdo no intestino. Embora tenha sido
relatado que a doxiciclina é submetida a inativacdo parcial no figado, muitos consideram este

relato duvidoso . Atua como bacteriostatica, inibe as colagenases que destroem o ligamento
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periodontal, diminui o edema e a inflamacéo e promove a regeneracdo do epitélio juncional
diminuindo as bolsas periodontais.

A doxiciclina é eficaz sobre uma variedade de patdgenos repiratorios como
Staphylococcus aureus, Hemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae e Mycoplasma
pneumonia entre outros (HE et al., 2011).

A dosagem de doxiciclina no cdo é variavel devido ao fato de ser utilizada no
tratamento de diversas afec¢des. Em um estudo para identificar a subdose de doxiciclina para
0 tratamento da periodontite em cées da raca beagle, concluiu-se que 2mg/kg por dia foi a
subdose mais eficaz. Além disso, esta dosagem também pode ser adequada no tratamento a
longo prazo de outras doengas inflamatdrias colagenoliticas em cées (KIM et al., 2013).

Segundo Ruiz et al. (2015), a doxiciclina é usada em cdes como tratamento de varias
infeccdes bacterianas, micoplasma, clamidia e rickettsial contudo, requer tratamentos longos e
varias doses para ser eficaz. Apos estudo farmacocinético de quatro formulacdes de hiclato de
doxiciclina (20mg/Kg) de administracdo oral Gnica em 48 cées concluiu que as formulacGes
de longa duracdo avaliadas no presente estudo poderiam ser administradas a cada 48 e 60 h.
Estes resultados sugerem que a utilizacéo de qualquer uma destas formulacgdes pode reduzir a
frequéncia de administragcdo e que a eficacia sa doxiciclina é mantida nas mais diversas

presentagdes.

2.7 Meloxicam

Em 1973, Goldhaber et al. observou que a gengiva inflamada produzia altas
quantidades de prostaglandinas e a inibicdo de sua sintese determinava uma importante
diminuicdo do indice de reabsorcdo Gssea. A partir disso concluiu que a utilizagdo de anti-
inflamatorios seria efetiva na reducdo das prostaglandinas produzidas na doenca periodontal e
consequentemente haveria a reducdo da reabsorcdo 0ssea principalmente quando associado a
outras terapias periodontais.

Bezerra et al. (2000), realizou estudo pioneiro sobre o efeito do meloxicam (inibidor
seletivo de COX-2) na reabsor¢do do osso alveolar na periodontite experimental em ratos
wistar comparando com a indometacina - anti-inflamatorio ndo esteroidal convencional.
Foram administradas doses diarias de 0,75, 1,5 e 3mg/kg de meloxicam e 0,5, 1 e 2 mg/kg de
indometacina, ambos por via subcutanea durante 7 dias. Diante dos resultados, foi observado
que os animais tratados com meloxicam e indometacina néo apresentaram diferenca nos seus

resultados, ao contrario do grupo controle que apresentou expressiva reabsorcdo do 0sso
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alveolar com severo infiltrado de células mononucleares e aumento do numero de
osteoclastos.

Noble e Balfour (1996) ja justificavam o fato de o meloxicam ter sido desenvolvido
com propdsito terapéutico na osteoartrite e artrite reumatoide devido a sua altissima atividade
sobre a COX-2 sendo por este motivo, um dos mais potentes anti-inflamatérios néo
esteroidais.

O meloxicam é um AINE derivado do oxicam. Os derivados do oxicam s&o acidos
enolicos inibidores da enzima ciclooxigenase (COX-1 e COX-2), apresentando atividade anti-
inflamatoria, analgésica e antipirética. Em geral sdo inibidores ndo seletivos das COX,
embora o meloxicam, mostre maior seletividade para a isoforma COX-2, sendo comparével
ao celecoxibe no sangue humano in vitro, tendo sido aprovado como um inibidor seletivo da
COX-2 em alguns paises (BRUNTON et al., 2010).

Tem a vantagem de ser um inibidor seletivo da ciclo-oxigenase 2 (Cox-2), com menor
efeito na inibigdo da Cox-1 e absor¢do em torno de 90% quando administrado pela via oral.
Sua farmacocinética varia de acordo com a espécie animal, podendo apresentar meia-vida de
3 a 36 horas. Devido a qualidade de sua ligacdo as proteinas plasmaticas, sua meia vida é
considerada longa se comparada a outros anti-inflamatorios ndo esteréides (HILLAN-
DANDAN; BRUTON, 2015). Em cées apresenta meia vida de eliminacdo de + 20 h,
permitindo sua administragdo em dose Unica diaria (0,2 mg/kg) (BOOTHE, 2001).
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3 MATERIAIS E METODOS

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais do
Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro sob o numero
8076310815.

3.1 Local e Animais

O experimento foi realizado nas dependéncias do Laboratério de Quimioterapia
Experimental em Parasitologia Veterinaria, pertencente ao Departamento de Parasitologia
Animal do Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
localizada no Anexo 1 do Instituto de Veterinaria, no Municipio de Seropédica, Rio de
Janeiro, Brasil.

As etapas de desenvolvimento e controle de qualidade da pomada muco adesiva,
foram realizadas no setor de farmacometria do Laboratorio de Quimioterapia Experimental
em Parasitologia Veterinaria e as avaliaces histopatoldgicas foram realizadas no laboratorio
de Patologia Animal da Universidade Federal do Para.

3.1.1 Critérios de inclusao no estudo

Foram selecionados 18 cées da raga Beagle, portadores de gengivite desencadeada por
doenca periodontal, classificados em gengivite estabelecida ou avangada, oriundos do canil do
referido Laboratério de Quimioterapia Experimental de Parasitologia Veterinaria da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, tendo como critério de selecdo animais que ndo
fizeram uso de antibidtico ou anti-inflamatorio por um periodo minimo de 30 dias antes do

inicio do experimento assim como sem alteracGes no exame clinico geral.

3.1.2 Elaboracédo do Mucoadesivo

As formulagbes (Tabela 5) foram preparadas no setor de Farmacometria do
Laboratério de Quimioterapia Experimental em Parasitologia Veterinéria utilizando os
reagentes quitosana de peso molecular médio (Sigma®, USA), doxiciclina hiclato (Fagron®),
meloxicam (Fagron®) sendo os demais reagentes da Vetec-Sigma®. Foram preparadas 3
formulacGes utilizando o mesmo gel base. Para o preparo de 60mL de gel base foi pesado
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0,69 de &cido latico e avolumado com agua a 60mL. Ao &cido latico 1% foi adicionado 1,8¢g
de quitosana e deixado em repouso por 30 minutos para hidratacdo. Apos esse tempo foi
homogeneizado, envasado e mantido em geladeira até o uso.

Para o preparo do mucoadesivo adicionou-se uma pequena quantidade de gel base a
um recipiente previamente pesado com posterior adicdo de metilparabeno, 4acido
etilenodiamino tetra-acético e acido ascorbico. Em separado foi preparado a solucdo de
metabisulfito em glicerina e adicionada ao gel anterior. Apds adicdo antioxidante foi
adicionado doxiciclina (15mg/mL) e meloxicam (2,5mg/mL) para a formulacdo C, apenas o
doxiciclina na formulacdo B e nenhum dos componentes na formulagdo A, utilizados nos
animais dos grupos I, 1l e | respectivamente. Apos a adicdo de todos os ingredientes o gel foi

avolumado com gel base, envasado em frasco plastico e armazenado em geladeira.

Tabela 5: Formulas utilizadas no preparo dos diferentes mucoadesivos utilizados nos cédes

portadores de gengivite desencadeada por doenca periodontal.

Componentes Formula A Formula B Formula C
Metilparabeno 0,15% 0,15% 0,15%
EDTA 0,05% 0,05% 0,05%
Acido ascorbico 0,1% 0,1% 0,1%
Metabissulfito sol.* 10% 10% 10%
Doxiciclina 1,5% 1,5%
Meloxicam 0,25%
Gel base g.s.p. g.s.p. g.s.p.

*Metabissulfito sol. = solugdo de metabissulfito em glicerina a 0,1g/mL
g.s.p. = quantidade suficiente para a formulagéo
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3.2 Manejo dos animais

Os cédes foram mantidos em canis individuais de alvenaria com 0,60 m de altura, 0,60

m largura e 1,20 m de comprimento (Figura 5).

Figura 5: Canis individuais de alvenaria do
Laboratério de Quimioterapia Experimental em
Parasitologia Veterinaria, UFRRJ.

A alimentacdo durante todo o periodo do experimento foi realizada através de
comedouros, com 300 gramas de racéo seca comercial Must® para cdes por animal fornecida
uma vez ao dia. A agua foi fornecida em bebedouros apropriados a vontade.

Todos os animais foram identificados por meio de microchip implantado no tecido
subcutaneo entre as escapulas. Durante o periodo do estudo, todos os cdes foram avaliados
clinicamente duas vezes ao dia, antes do fornecimento da racdo, pelo mesmo profissional a

fim de detectar possiveis alteragcdes desencadeadas pelo muco-adesivo aplicado.

3.3 Delineamento experimental

Os animais foram divididos em trés grupos experimentais contendo seis animais cada
grupo, sendo assim distribuidos:

Grupo | — Animais medicados com placebo;

Grupo Il — Animais medicados com a formulacdo gel de quitosano mucoadesivo
contendo doxiciclina 15mg/ml e;

Grupo I — Animais medicados com a formulagdo gel de quitosano mucoadesivo

contendo a associacao de doxiciclina 15mg/ml e meloxicam 2,5mg/mL.
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Todos os animais foram tratados a cada 12 horas durante o periodo de sete dias com
seis centimetros lineares do gel, o que corresponde a aproximadamente 4ml, na margem

gengival, apenas na maxila direita dos animais (Figura 6).

Figura 6: Margem gengival maxilar direita com
mucoadesivo. Fonte: Arquivo Pessoal.

3.4 Exame da Cavidade Oral

O exame foi realizado nos dias O e +8, dia inicial e final do tratamento
respectivamente, no consultério clinico nas dependéncias do Laboratério de Quimioterapia
Experimental em Parasitologia Veterinaria, sob iluminacdo ambiente.

Foi realizado exame da cavidade oral, registro fotografico e registro grafico em
odontograma especifico para a espécie adaptado da American Veterinary Dentistry College
(GIOSO, 2007). Os animais foram submetidos ao protocolo anestésico segundo Spinosa
(2011), com 5 mg/kg de cetamina (Quetamina Injetavel Vetnil®) associado a 0,5 mg/kg de
diazepam (Valium®) administrados por via intravenosa.

Um Unico examinador devidamente treinado realizou o exame de todos 0s animais
usando 6culos, mascara, gorro, luva de procedimento, sonda periodontal milimetrada e
espelho odontoldgico plano na execucéo do referido exame.

O exame clinico da cavidade oral teve énfase na hemi-arcada supeior direita (arcada na
qual foi aplicado o muco adesivo) para estadiamento da gengivite. Foi realizada sondagem
periodontal circunferencial de quatro pontos segundo Carranza e Newman (2012) nas faces
vestibular, palatina, distal e mesial no sulco gengival de cada dente da referida hemi arcada

com sonda periodontal milimetrada para registro dos sitios que apresentavam sangramento e
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profundidade a sondagem assim como colorac¢do, pigmentacdo e integridade da mucosa e
linha mucogengival, acimulo de célculo para avaliacdo da evolugdo da gengivite.
As avaliacGes clinicas dos animais antes e apds o tratamento nos diferentes grupos

experimentais, registradas e arquivadas através de fotografia digital.

Figura 7: Avaliacdo periodontal do dente 106
com sonda periodontal milimetrada para
estadiamento da gengivite. Fonte: Arquivo
Pessoal.

3.5 Biopsia e Swab Gengival

Nos dias 0 e +8, dia inicial e final do tratamento respectivamente, foi realizado em
todos os animais coleta com swab e transporte de amostra com meio Stuart estéril do bordo
gengival seguido de bidpsia excisional. Foi coletado um fragmento da gengiva livre vestibular
do quarto pré molar superior direito de aproximadamente 0,5 cm lineares com uso de lamina
de bisturi n® 22 pela técnica de gengivectomia segundo Lindhe (2010).

Imediatamente ap0s a coleta, os fragmentos foram acondicionados em frascos previamente
identificados, contendo solucéo de formol a 10% e enviados para avaliagdo histopatoldgica no

laboratério de Patologia Animal da Universidade Federal do Para.

3.6 Analise Histopatoldgica

O material gengival coletado e acondicionado em solucdo de formol a 10% foi
posteriormente incluso em parafina e submetido a cortes transversais de 41, com micrétomo e

corado com hematoxilina—eosina para avaliacdo histopatoldgica. A analise dos cortes
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histoldgicos foi realizada pelo mesmo patologista sem o conhecimento prévio da identificacdo
dos grupos. O critério de classificagdo histopatoldgica da gengivite utilizado foi adaptado de
Garros et al. (2006).

3.7 Analise microbioldgica

Os swabs com meio de transporte coletados nos dias 0 e +8 foram enviados ao
Laboratorio de Bacteriologia do Instituto de Medicina Veterindria da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro para identificacdo microbiolégica, contagem de unidade formadora de
colénia e para as provas de antibiograma com discos de doxiciclina, metronidazol,
amoxicilina com &cido clavulamico, enrofloxacina, clindamicina e cefalexina. O material dos
swabs foi semeado em placas Petri com &gar sangue (Probac®, Brasil) e incubadas em estufa
a 37 °C por 24 horas para cultura de bactérias aerdbicas.

As coldnias crescidas a coloragdo de Gram foram submetidas ao teste da catalase. As
que cresceram no meio MacConkey foram semeadas no Enterokit B (Probac®, Brasil) e
incubadas a 37 °C por 24 horas sendo a inoculagdo realizada no meio Citrato executada com
agulha de platina tocada na colonia crescida em meio MacConkey e deslizada no meio,
estriando toda a superficie inclinada; no meio EPM (Escola Paulista de Medicina), a agulha
foi introduzida até o fundo do tubo e, ao retird-la, estriou-se a superficie. O meio MILI
(Motilidade, Endol e Lisina) foi semeado por picada central até o fundo do tubo. Os tubos
foram incubados a 35°C por 24 horas.

Diluicdes, isolamentos dos agentes microbianos e testes de sensibilidade in vitro a

antibidticos foram realizados segundo o CSLI (2015).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Trata-se do primeiro relato da utilizagdo em animais de companhia de uso tépico oral
do gel de quitosana acrescido de antibidtico (doxiciclina) e anti-inflamatério (meloxicam).
Cid et al. (2012) utilizaram o mesmo principio da formulacdo em mucoadesivo contendo o
anti-inflamatorio celocoxib, entretanto, o intuito estava relacionado a quimioprevencao de
neoplasias em cavidade oral em pacientes humanos. Os autores chegaram a conclusdo que
essa modalidade terapéutica foi capaz de liberar e penetrar na mucosa oral, embora tenham
sido realizados apenas testes in vitro. No estudo apresentado foi utilizado outro anti-
inflamatorio, o meloxicam, mais barato, seguro e amplamente utilizado nos animais de
companhia porém nunca administrado em uso tépico oral.

O uso de anti-inflamatérios nao esteroidais sisttmicos é indicado para o controle do
processo inflamatorio e ajuda a retardar a progressao da doenca (COLMERY, 1983).
Contudo, neste trabalho, quando utilizado de forma tdpica o meloxicam ndo apresentou
eficicia para evitar a progressdo da gengivite.

Akalin et al. (2004) mostraram em seu trabalho que a doxiciclina pode ser utilizada
tanto de forma sistémica quanto local como tratamento adjuvante da doenga periodontal,
melhorando o progndstico de pacientes depois de submetidos ao tratamento definitivo. Da
mesma forma Zetner e Rothmueller (2001) mostraram que a doxiciclina pode ser utilizada
como auxiliar para o tratamento da doenca periodontal em cédes da raca Beagle, porém os
autores utilizaram por seis a doze semanas, com metodologia diferente do empregado no
estudo, uma vez que foi implantado no sulco gengival a medicacdo. Ha relatos da utilizacdo
da doxiciclina oral atraves de comprimidos, mas alguns animais manifestaram sinais clinicos
compativeis com gastrite, 0 que pode levar a interrup¢do do tratamento. A doxiciclina foi
utilizada na dose terapéutica para cdes de 15mg/kg de acordo com Papich (2011) embora Kim
et al. (2013) tenham concluido que 2mg/kg por dia foi a subdose mais eficaz no tratamento da
periodontite em cdes.

Todos os animais foram acompanhados e avaliados diariamente durante o periodo
experimental e ndo foram observados quaisquer efeitos adversos decorrentes do uso das
formulacGes em teste.

Como resultado da avaliacédo clinica da gengivite (Tabela 6) realizada em todos 0s

animais, por grupo experimental, no dia 0 as médias da classificacdo da gengivite clinica
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foram 1,8; 2,5 e 1,6 e, no dia +8 foram 1,8; 1,5 e 2,0 nos grupos I, Il e 11l respectivamente,
observando-se melhora clinica da gengivite apenas o grupo Il (p<0,05).

Tabela 6: Avaliacdo, em escore, da gengivite clinica nos animais do grupo I, Il e HlI,

portadores de gengivite desencadeada por doenca periodontal.

Grupo | Grupo 11 Grupo 1
Animal Dia0 Dia +8 Animal Dia0 Dia +8 Animal Dia0 Dia +8
227500 2 2 104667 2 1 2810611 2 2
393776 2 2 279594 2 1 419834 2 2
459394 2 2 278555 3 2 44319 1 2
604238 1 1 590494 3 2 257673 2 2
604755 2 2 291310 3 2 416929 2 2
298497 2 2 44210 2 1 421754 1 2
Média 18 18 2,5° 1,5° 1,6 2,0
Valor p 1 0,0108 0,3669
Nota: Grupo | — placebo; Grupo — II Doxiciclina 15mg/ml; Grupo Il — Doxiciclina 15mg/ml e

Meloxican 2,5mg/ml. Teste de Kruskal Wallis seguido de Studnt-Newtman-Keuls.
Letras diferentes indicam diferenca estatistica (*°) entre os resultados do dia 0 e o dia +8 no
Grupo Il

A histopatologia (Tabela 7) do dia 0 revelou médias de 1,0; 2,0 e 1,0 e no dia +8 de
2,2; 2,7 e 0,8 nos grupos I, 1l e Il respectivamente, de acordo com a classificagcdo
histopatoldgica da gengivite (GARROS et al., 2006) evidenciando evolugdo do processo
inflamatdrio nos grupos | e Il e, no grupo Il reducdo do processo, mas em todos sem

diferenca (p>0,05) significativa.

Tabela 7: Avaliagdo histopatologica da gengiva livre dos animais do grupo I, Il e lll,

portadores de gengivite desencadeada por doenca periodontal.

Grupo | Grupo Il Grupo Il
Animal Dia0 Dia+8  Animal Dia0 Dia +8 Animal Dia0 Dia +8
227500 0 4 104667 1 3 028106 1 1
393776 1 0 279594 4 2 419834 0 1
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459394 0 2 278555 2 * 44319 3 1
604238 2 1 590494 2 4 257673 0 0
604755 1 3 291310 2 4 416929 1 1
298497 2 3 44210 1 3 421754 1 1
Média 1,0 2,2 2,0 2,7 1,0 0,8
Valor p 0,070 0,070 0,070

Nota: Grupo | — placebo; Grupo — Il Doxiciclina 15mg/ml; Grupo Il — Doxiciclina 15mg/ml e

Meloxican 2,5mg/ml. Teste de Kruskal Wallis seguido de Studnt-Newtman-Keuls.
(*) material insuficiente.

Mesmo sem diferenca significativa na avaliacdo histopatolégica, ocorreu evolucéo do
processo inflamatério nos grupos | e Il com reducdo no grupo Il o que contradiz ao
observado na avaliacdo da gengivite tendo o grupo Il apresentado melhora clinica. Esta
contraposicdo de resultados observados justifica-se pelo fato das alteracGes histoldgicas
acontecerem previamente as alteracfes clinicas, que se apresentam sutis nos estagios iniciais
da gengivite estando em concordancia com Neville (2014).

Apesar da aparente melhora clinica observada nos animais submetidos ao tratamento
com a formulacdo contendo doxiciclina e na melhora na inflamagéo dos animais submetidos
ao tratamento contendo a associacdo de doxiciclina e meloxicam, apenas pela avaliacdo
histolégica ndo foi possivel identificar melhora nos animais medicados antes e apds o

tratamento.

Na avaliagcdo microbiologica (Tabela 8), ao se comparar os resultados da UFC/ml do
dia 0 com o dia +8, no grupo I, 34% (2) animais apresentaram diminuicao e 66% (4) animais
apresentaram aumento da quantidade de microrganismos apos a aplicagdo do muco adesivo.
No grupo Il 50% (3) animais apresentaram diminuicdo em detrimento dos 50% (3) que
apresentaram aumento e no grupo Il 66% (4) animais apresentaram diminuicdo e 34% (2)
animais apresentaram aumento, mas em todos 0s grupos, entre os tempos, sem diferenca

(p>0,05) significativa.
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Tabela 8: Resultados da contagem de UFC/mL (unidade formadoras de col6nia por mL) da
cavidade oral dos animais do grupo I, Il e Ill, portadores de gengivite desencadeada por

doenca periodontal.

Grupo | Grupo Il Grupo Il

Animal Dia 0 Dia +8 Animal Dia 0 Dia +8 Animal Dia 0 Dia +8

227500 35x10° 29x10° 104667  13x10°  11x10° 028106 80x10° 69x10°
393776 6x10° 8x10® 279594  300x10° 214x10° 419834  424x10°  105x10°
459394  242x10® 255x10° 278555  36x10°  220x10° 44319  79x10°  82x10°

604238 208x10° 193x10® 590494  150x10° 230x10® 257673  40x10®  16x10°

604755 356x10° 359x10® 291310  76x10®°  520x10® 416929  86x10®°  54x10°

298497  28x10®  22x10° 44210  28x10®  22x10° 421754 1x10®  7x10°

Média (x10%) 145,83 144,33 100,50 202,83 118,33 55,50
Valor p 0,986 0,270 0,367
Nota: Grupo | — placebo; Grupo — II Doxiciclina 15mg/ml; Grupo Il — Doxiciclina 15mg/ml e

Meloxican 2,5mg/ml. Teste de Kruskal Wallis seguido de Studnt-Newtman-Keuls.

Em relagdo ao grupo experimental | (uso de placebo), a piora das lesdes
histopatoldgicas associadas a estagnacdo do escore clinico pode se justificar ao
compreendermos que 0s sinais clinicos da gengivite surgem a partir do acimulo de fluidos e
consequente dilatacdo das arteriolas, capilares e vénulas do plexo dento gengival sé evidentes
sob o aspecto histopatolégico, e como Nancy (2013) afirmou que as alteracGes
histopatoldgicas antecedem as alteragdes clinicas observadas na gengivite, as alteracfes
clinicas podem parecer sutis porém com alteragdes histoldgicas bastante acentuadas,
corroborando com o identificado por Neville (2014).

Ja no grupo Il, com o tratamento a base de doxiciclina, deve-se lembrar de que o
sucesso no uso de antibioticos como coadjuvantes no tratamento periodontal engloba o escore
da doencga periodontal, os microrganismos possivelmente envolvidos e o status sistémico do
paciente. A significativa melhora clinica observada no grupo |l associada a piora do quadro
histopatoldgico e manutengdo da UFC nos mostra que o farmaco escolhido ndo foi o mais
eficaz na acdo sobre a microbiota oral dos animais deste grupo ou que ainda pode estar
relacionada a dosagem utilizada. Segundo Nancy (2012), o individuo possui extensas

respostas de defesa para evitar a invasdo dos microrganismos sendo esses mecanismos de
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origem imune inata e que agem sem qualquer contato prévio com o microrganismo causador
da doenga.

Kim et al. (2013) identificaram que a dosagem de doxiciclina no cao é variavel devido
ao fato de ser utilizada no tratamento de diversas afec¢fes. Contudo, de acordo com 0s
estudos de Giannobiile (2008), a tetraciclina mais eficaz na redugdo da atividade da
colagenase no fluido crevicular em casos de doenca periodontal cronica foi a doxiciclina.

Spasovski et al. (2016) em seu estudo no qual comparou os efeitos terapéuticos da
doxiciclina administrada por via oral com dose inteira e sub dose no tratamento da doenca
periodontal em seres humanos concluiu que os pacientes cuja terapia foi auxiliada por uma
sub dosagem de doxiciclina demonstrou efeitos terapéuticos positivos sobre a inflamagéo
gengival e sangramento superiores a dose terapéutica.

Observando o grupo Ill, doxiciclina em associacdo com meloxicam, dados de
Marchionni et al, (2006) apontam que o meloxicam tem sua melhor agdo em processos
inflamatorios agudos por contemplar a fibrinogénese fato que justifica a piora clinica do
grupo |11 considerando a gengivite um processo inflamatorio crénico. A diminui¢do da UFC
nesse grupo se justifica pela possivel sensibilidade da microbiota oral dos animais deste grupo
a doxiciclina.

Em concordéncia com Nancy (2013) conforme o anteriormente exposto, as
alteracOes histopatoldgicas antecedem as alteracdes clinicas observadas na gengivite e deste
modo justifica ndo a piora do escore clinico em relacdo a melhora do histopatolégico mas sim
da melhora do escore histopatoldgico que antecede a melhora clinica.

Ao se comparar 0 tempo 0 com o tempo +8, 0s microrganismos encontrados foram 0s
mesmos. Isolados no Grupo | evidenciou-se Estafilococos sp (83%), Staphylococcus aureus
(17%), no Grupo Il foram Escherichia coli (60%), Bastonetes (30%) e Staphylococcus sp
(10%) e no Grupo I, Escherichia (33%), Staphylococcus sp (20%), Staphylococcus aureus
(13%), Cocos (6%), Bastonetes (14%), leveduras (7%) e Pseudomonas spp. (7%) (Tabela 9).

Tabela 9: Cultura microbioldgica de cavidade oral dos animais do grupo I, Il e Ill, portadores

de gengivite desencadeada por doenca periodontal.

GRUPO I GRUPO II GRUPO 111

Animal Animal Animal

227500 Staphylococcus 104667 Escherichia coli 028106  Staphylococcus aureus
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aureus Escherichia coli
Staphylococcus spp
393776 Staphylococcus spp 279594 Escherichia coli 419834  Staphylococcus aureus
Bastonetes Escherichia coli

459394 Staphylococcus spp 278555 Staphylococcus spp 044319 Bacilos Escherichia

Escherichia coli coli Levededura
Bastonetes Staphylococcus spp
604238 Staphylococcus spp 590494 Escherichia coli 257673 Bastonetes/ cocos
Bastonetes
604755 Staphylococcus spp 291310 Escherichia coli 416929 Staphylococcus spp

Escherichia coli
298497 Staphylococcus spp 44210 Escherichia coli 421754 Staphylococcus spp
Escherichia coli

Pseudomonas spp

Nota: Grupo | — placebo; Grupo — II Doxiciclina 15mg/ml; Grupo Il — Doxiciclina 15mg/ml e
Meloxican 2,5mg/ml.

As bactérias de maior prevaléncia nos trés grupos foram Escherichia coli (27,5%),
Staphylococcus sp. (25%) e Staphylococcus aureus (7,5%) divergindo dos resultados de
Riggio et al.(2011) que observou em cdes com gengivite predominio de Bacteridides
heparinolyticus, Pasteurella dagmatis, Porphyromonas cangingivalis e os acometidos pela
periodontite apresentam Actinomyces canis e Desulfomicrobium orale, diferiu também dos
resultados de Oh et al (2015) que observaram em cédes com periodontite as bactérias
Actinomyces, Fusobacterium, Actinomyces, Pasteurella, Moraxella, Erysipelotrichaceae,
Xenophilus, Capnocytophaga, Neisseria, Pasteurellaceae, Filifactor, Conchiformibius,
Peptostreptococcaceae, Porphyromonas, Lachnospiraceae, Conchiformibius, Globicatella,
Porphyromonas, Brachymonas.

Contudo, os microrganismos identificados nesse estudo foram semelhantes aos
identificados no estudo de Braga (2005) em que as bactérias predominantes no espacgo
subgengival de cdes com doenca periodontal sdo Porphyromonas spp., Bacterioides spp.,
Staphylococcus spp., bastonetes Gram positivos, Escherichia coli, Actinomyces spp.,
Fusobacterium spp., cocobacilo Gram negativo com pigmento negro, entre outras.

Corroborando com Wallis et al (2015) e Niemiec (2008), a microbiota oral € muito
variada tanto no estado de salde quanto na doenca periodontal e pode sofrer influéncia do

meio ao se considerar a espécie utilizada neste estudo.
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Bactérias sdo consideradas agentes etioldgicos primarios da doenca periodontal e a
progressao desta enfermidade é devido a acdo do sistema imunolégico do hospedeiro que
promove uma destruicdo tecidual exacerbada (SLOTS; RAMS, 1990, HAFFAJEE;
SOCRANSKY, 2000). Polson et al. (1996) demonstraram que o gel muco adesivo contendo
doxiciclina apresentou bons resultados evitando a progressdo da doenca periodontal, resultado
semelhante ao obtido neste trabalho.

De acordo com Gaetti-Jardim (2007), em seu estudo para determinar a microbiota
subgengival do biofilme de cdes com doenca periodontal, o género mais isolado foi
Staphylococcus sp., componente da microbiota oral nativa de cdes saudaveis ndo significando
obrigatoriamente doenca, devido ao seu baixo potencial periodontopatogénico. A
recolonizacdo microbriana oral pode ocorrer mesmo que a antibioticoterapia seja eficaz, fato
que justifica o aumento da diversidade dos microorganismos observada entre os grupos I, Il e
I1l. Sendo que a recolonizagdo por Escherichia coli pode sugerir queda de imunidade do
animal ou contaminacdo secundaria (GAETTI-JARDIM, 2007).

Os antibioticos testados no antibiograma foram doxiciclina, amoxicilina, cefalexina,
metronidazol, enrofloxacino, clindamicina e os seguintes resultados foram observados quanto
a eficacia: Grupo | amoxicilina (33%), cefalexina (27%), enrofloxacino (20%) doxiciclina
(13%), clindamicina (7%) e metronidazol (0%). No Grupo Il doxiciclina (31%), amoxicilina
(25%), metronidazol (25%), cefalexina (13%), clindamicina (6%) e enrofloxacino (0%); no
Grupo 11 amoxicilina (28%), metronidazol (17%), enrofloxacino (17%), clindamicina (17%),
doxiciclina (16%) e cefalexina (5%), (Tabela 10).

A doxiciclina foi eficaz em apenas 55% dos antibiogramas dos trés grupos e em
contrapartida, a amoxicilina foi o antibidtico que apresentou o melhor resultado de 78% néo

havendo diferenca (p>0,005) entre os tempos 0 e +8 dentro dos grupos.

Tabela 10: Resultados do Antibiograma dos animais do grupo I, grupo Il e grupo IlI,

portadores de gengivite desencadeada pela doenca periodontal.

GRUPO | GRUPO 1l GRUPO 11
Animal Animal Animal
227500  Dox/Amox 104667 Dox/Amox Metro 028106  Dox/Amox
Cefalex/Enro Enro/Clinda
393776  Dox/Amox 279594  Doxi/Cefalex Metro 419834  Dox/Amox
Cefalex/Enro Enro/Clinda
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459394  Amoxi/Enro 278555  Doxi 44319 Doxi

Clinda
604238 Amox/Cefalex 590494  Amox/Cefalex 257673  Amox/Cefalex
Metro/Clinda Enro/Clinda
604755 Amox/Cefalex 291310 Dox/Amox 416929  Amox
298497  Resistente a 44210  Dox/Amox 421754  Amox
todos
Nota: Grupo | — placebo; Grupo — II Doxiciclina 15mg/mL; Grupo Il — Doxiciclina 15mg/mL e

Meloxican 2,5mg/mL.

O fato de que 78% das bactérias identificadas foram sensiveis a amoxacilina e apenas
55% foram sensiveis a doxaciclina é legitimado desde o estudo de Gordon e Walker (1993)
através do qual concluiram que a antibioticoterapia periodontal para ser eficaz deve ter alto
poder de penetracao fluido gengival.

As tetraciclinas sdo importantes na reducdo das injurias teciduais na doenca
periodontal, sendo a minociclina e a doxiciclina as mais utilizadas na odontologia. Devido a
sua caracteristica lipofilica e sua atividade antimicrobiana, seu uso na odontologia é muito
indicado (PEREIRA MAIA et al., 2010).

Segundo Mayer et al. (2015), a prevencdo contra bacteremias induzidas por
procedimentos odontol6gicos em pacientes humanos comprometidos sistemicamente e uma
das indicacbes mais frequentes da amoxacilina na odontologia. Associada ao acido
clavulamico, se integra rapidamente nos tecidos liquidos extravasculares e é particularmente
eficaz contra S. aures e anaerdbios produtores de B-lactamase.

Embora diferentes sutis no padrdo de antes e ap0s a aplicacdo do muco adesivo
possam ser observadas (Figuras 8, 9 e 10), destaca-se a importancia de novos estudos sobre
prevencéo e controle da gengivite em cdes com o objetivo de desenvolvimento de alternativas
mais efetivas ndo s6 para a manutengédo da saide do periodonto, mas também para melhorar a

qualidade de vida do paciente veterinario.
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Figura 8: Animal do grupo I, placebo, sem apresentar melhora clinica no tempo 0 (a esquerda) e no
tempo +8 (a direita).

Figura 9: Melhora clinica de animal do grupo Il antes, no tempo 0 (a esquerda) e apds, no tempo +8 (a
direita), a utilizacdo do muco adesivo a base de doxiciclina.

Figura 10: Melhora clinica de animal do grupo IlI antes, no tempo 0 (a esquerda) e apds, no tempo +8

(a direita), a utilizagdo do muco adesivo a base de doxiciclina com meloxicam.
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5 CONCLUSOES

As formulacGes desenvolvidas contendo doxiciclina associada ou ndo ao meloxicam
ndo foram eficazes como coadjuvantes no tratamento da gengivite induzida pela doenca
periodontal.

Quando comparadas as avaliacfes pré e pds-tratamento, observou-se melhora clinica

apenas no grupo que recebeu o muco adesivo contendo Doxiciclina na dose de 15mg/kg.
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ANEXOS

Anexo 1 - Aprovacio em Comite de Etica

UFRRJ Comisséo de Etica no C".‘E

Universidade Federal Rural Uso de Animais
do Rio de Janeiro Instituto de Veterinaria  J /%A

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Avaliacdo de uma formulacdo mucoadesiva contendo doxiciclina associada ou nao ao
meloxicam como coadjuvante ao tratamento da gengivite em cdes portadores de doenca periodontal”, protocolada sob o CEUA n?
8076310815, sob a responsabilidade de Julio Israel Fernandes e equipe; Anais Gabriela Villarreal Laguna; Rita de Céssia Silva da
Costa - que envolve a producao, manutencao e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o
homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o
Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagao
Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Instituto de Veterinéria da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro (CEUA/UFRR]) na reuniao de 16/10/2015.

We certify that the proposal "Evaluation of a mucoadhesive formulation containing doxycycline with or without meloxicam as an
adjunct to treatment of gingivitis in dogs with periodontal disease”, utilizing 18 Dogs (males and females), protocol number CEUA
8076310815, under the responsibility of Julio Israel Fernandes and team; Anais Gabriela Villarreal Laguna; Rita de Cdssia Silva
da Costa - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum
Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8,
2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation
(CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Veterinary Institute of Rural Federal University of Rio
de Janeiro (CEUA/UFRR)) in the meeting of 10/16/2015.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 10/2015 a 12/2015 Area: Dmcv

Origem: N&o aplicavel biotério

Espécie: Caes sexo: Machos e Fémeas idade: 02 a 10 anos N: 18
Linhagem: beagle Peso: 08 a30kg

Resumo: Este projeto serd desenvolvido por docentes e discentes nas éreas de Farmacia e Medicina Veterindria no Programa de
Pés-Graduacdo em Medicina Veterinéria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiroe (UFRRJ). O projeto tem como objetivo
verificar a eficdcia de um novo produto, com finalidade comercial, desenvolvido pelo setor de Farmacometria do Laboratério de
Quimioterapia Experimental em Parasitologia Veterinaria (LQEPV) no tratamento da gengivite em cdes portadores de doenca
periodontal, doenca de maior prevaléncia nos animais de companhia, muitas vezes negligenciadas pelos clinicos veterinarios. De
assintomatica a complicagdes sistémicas o tratamento requer a realizagdo de procedimento anestésico, muitas vezes nao podendo
ser empregado de imediato, 0 que limita a atuagdo do médico veterinério. Assim, foi desenvolvida uma formulacdo tépica com o
intuito de aliviar os sinais clinicos e melhorar a qualidade de vida do paciente até o momento para realizagao do procedimento
cirlirgico. Para a realizacdo do estudo serdo utilizados 18 cées da raca beagle, apresentando de forma natural gengivite severa,
divididos em trés grupos com seis animais cada. O grupo um serd tratado com placebo (quitosana), o grupo dois utilizard a
formulagdo contendo doxiciclina mucoadesiva e o grupo trés utilizard a associagdo de doxiciclina com meloxicam na mesma
apresentacao. Os animais serdo examinados diariamente para acompanhamento dos sinais clinicos e eventuais efeitos colaterais.
Coletas de fragmentos de mucosa oral para avaliacdo histopatolégica, bem como zaragatoas colocadas nos sulcos gengivais para
anélises microbioldgicas serdo realizadas nos dias 0 e +8. Espera-se que as formulacdes em teste possibilitem melhora clinica e
laboratorial nos animais tratados.

Local do experimento: O experimento sera realizado nas dependéncias do Laboratério de Quimioterapia Experimental em
Parasitologia Veterinaria (LQEPV), pertencente ao Departamento de Parasitologia Animal do Instituto de Veterinaria da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, localizada no Convénio EMBRAPA, Sanidade Animal/UFRR], que atualmente possui
parcerias pUblico-privadas.

Seropédica, 12 de agosto de 2016

BR 465, Km 7/ Campus da UFRRJ - Seropédica - Rio de |aneiro - CEP: 23.8%0-000 - tel: 55 (21) 2682-3051 / fax: —
Horério de atendimento: 22 a 62 das 8 a5 17h : e-mail: cevaiv@ufrrj.br
CEUAN 8076310815
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Anexo 2 - Artigo publicado na Revista Brasileira de Medicina Veterinaria, v. 38, Supl.2,
p:40-44, novembro 2016

Eficacia de um gel de Quitosano Mucoadesivo contendo
Doxiciclina associada ou nao ao Meloxicam como coadjuvante
ao tratamento da gengivite em caes portadores de doenca
periodontal*

Rita de Cassia da Costa Silva', Diefrey Ribeiro Campos?, Patricia de Oliveira®, Anais
Gabriela Villarreal Laguna®, Viviane de Souza Magalhées®, Yara Peluso Cid®, Milton
Begeres de Almeida’, Fabio Barbour Scott® e Julio Israel Fernandes*

ABSTRACT.SilvaR.C.C,,Campos D.R,, Oliveira P, Laguna A G.V_, Magalhaes
VS, Cid Y.P.,, Almeida M.B,, Scott F.B. & Fernandes ].I. [Efficacy of Chitosan
gel mucoadhesive containing Doxycycline associated or not to Meloxicam
as adjuvant to treatment of gingivitis in dogs with periodontal disease.] Efi-
cécia de um gel de Quitosano Mucoadesivo contendo Doxiciclina associada
ou ndo ao Meloxicam como coadjuvante ao tratamento da gengivite em caes
dores de doenca periodontal. Revista Brasileia de Medicina Veterindria,
38(Supl.2):40-44, 2016. Programa de Pos-Graduagdo em Medicina Veterindria,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, BR 465 Km 7, Seropédica, R]
23897-000, Brasil. E-mail: vetjulio®yahoo.com.br
Periodontal disease is the highest occurrence condition in the pet clinic,
affecting mainly older animals because of its characteristic of chronicity.
Among the clinical signs observed in afflicted animals, gingivitis is the first
to be observed. The goal of this study was to develop a mucoadhesive gel,
containing doxycycline and meloxicam, and evaluate its efficacy as an ad-
juvant in the treatment of gingivitis induced by periodontal disease, with a
clinical and histopathological rating. Eighteen Beagle dogs presenting gin-
givitis secondary to periodontal disease were divided into three experimen-
tal groups. Group | - animals treated with placebo formulation. Group 1l
- Animals treated with a chitosan gel formulation containing doxycycline.
Group Il - Animals treated with a chitosan gel formulation containing do-
xycycline and meloxicam. All animals were treated for seven days, every
twelve hours, in the gingival margin of the right maxilla. During the clinic
evaluation, only the animals treated with the product containing doxycycli-
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Eficicia de um gel de Qui

Mucoadest do Doxiciclina

ne had improved. Contrasting, in the histopathologic evaluation, only ani-
mals treated with association of doxycycline and meloxicam presented
improvements in their clinical score, although no statistic significance was
observed between the groups. The developed formulations were not effec-
tive as adjuvants in the treatment of gingivitis induced by periodontal di-

sease treatment.

KEY WORDS. Gingivitis, periodontal disease, mucoadhesive gels, buccal cavity.

RESUMO. A doenca periodontal é a doenga de
maior ocorréncia na clinica de animais de compa-
nhia, acometendo principalmente animais idosos,
dada a sua caracteristica de cronicidade. Dentre os
sinais clinicos nos animais acometidos, a gengivite
€ um dos primeiros a serem observados. O objeti-
vo do trabalho foi desenvolver e avaliar a eficacia
de um gel mucoadesivo, contendo doxiciclina as-
sociada ou ndao ao meloxicam como adjuvante ao
tratamento da gengivite induzida pela doenca pe-
riodontal através de avaliagio clinica e histopatol6-
gica. Foram utilizados 18 cdes da raca Beagle porta-
dores de gengivite secundéria a doenga periodontal
divididos em trés grupos experimentais: Grupo |-
Animais medicados com formulacio placebo; Gru-
po II - Animais medicados com a formulagio gel
de quitosano mucoadesivo contendo doxiciclina e
grupo Il - Animais medicados com a formulagio
gel de quitosano mucoadesivo contendo a asso-
cia¢do de doxiciclina e meloxicam. Os animais fo-
ram tratados durante sete dias, a cada doze horas,
na margem gengival da maxila direita. Durante a
avaliagdo clinica, apenas 0s animais tratados com
o produto contendo doxiciclina apresentaram me-
lhora. J& na avaliagdo histopatolégica, somente os
animais tratados com a assoaa;&o de doxiciclina e

meloxicam apresentaram melhora nos escores cli-
nicos, entretanto, sem diferenca significa com os
demais grupos. As formulagdes desenvolvidas nao
foram eficazes como coadjuvantes no tratamento da
gengivite induzida pela doenga periodontal.
PALAVRAS-CHAVE. Gengivite, doenca periodontal,
gel mucoadesivo, cavidade oral.

INTRODUCAO

A doenga periodontal tem por caracteristica sua
cronicidade, sendo observada em 80% dos caes aci-
ma de trés anos. Apesar de alguns animais serem
assintomaticos, em estigios avancados costumam
apresentar sinais clinicos de dor, alteragdo no com-
portamento, halitose, disfagia, mobilidade dentaria
e retragdo de gengiva (Riggio et al. 2011).

A gengivite é a primeira manifestacio clinica da
doenga periodontal. E formada uma semana apés
a instalagdo da placa bacteriana e é caracterizada

por uma linha avermelhada ao longo da margem
gengival (Gorrel 2004). A gengivite pode ser classi-
ficada em inicial, precoce, estabelecida e avancada.
Quando néo tratada pode evoluir para periodonti-
te (Lindhe et al. 2010).

Permanecendo a injaria ao tecido, a doenga
progride, levando a doenca periodontal, que é ca-
racterizada principalmente pelos seguintes sinais
clinicos: halitose, presenca de calculos dentirios,
mobilidade dentiria e exposicao de furca (Gorrel
2004, Gioso 2007), podendo desenvolver nos ani-
mais acometidos complicagdes locais: periodontite
e fistula oronasal; e sistémicas: insuficiéncia renal
cronica, hepatite, endocardite bacteriana, pneumo-
nia, hiperlipidemia, diabetes mellitus e osteoporo-
se (Moutsopoulos & Madianos 2006, Brook & Nie-
miec 2008, Braga et al. 2009, Fisher & Taylor 2009),

O diagnostico da doenca periodontal ¢é realiza-
do a partir do exame clinico e de radiografias da
cavidade oral. Durante o exame clinico é possivel
observar a presenca de halitose, classificar o grau
de gengivite, extensdo dos célculos dentérios, de-
tectar mobilidade dentédria. O exame radiogréfico
permite observar o acometimento das estruturas
dentérias e lesoes adjacentes (Gorrel 2004, Gioso

O tratamento definitivo consiste em raspagem
dos elementos dentdrios, removendo o biofilme e
placa bacteriana das superficies do dente, 0 que
requerer uso de anestesia geral inalatoria. Alguns
animais, podem ndo estar aptos ao procedimento
por apresentarem doengas concomitantes como:
cardiopatias, nefropatias ou hepatopatias. Nestes
casos, € necessario a estabilizacdo do paciente pri-
meiramente antes de o submeter ao procedimento
anestésico e terapia definitiva (Ishikawa & Baehni
2004).

Durante esse periodo de estabilizagdo, animais
que apresentem sinais clinicos graves devem ser
tratados para melhor qualidade de vida. Uma alter-
nativa terapéutica é a administracdo de antibioticos
sistémicos que muitas vezes ndo atingem concen-
tragOes terapéuticas e, se utilizados a longo prazo,
induzir a resisténcia bacteriana (Rams & Slots 1996,
Ishikawa & Baehni 2004).
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O uso de anti-inflamatdrios sistémicos pode aju-
dar a reduzir os sinais de inflamacdo como o ede-
ma gengival e retirar a dor do animal, ocasionando
conforto durante o periodo de estabilizagao. Con-
tudo, seu uso constante pode induzir ou agravar
animais com doenca renal cronica a lesdo renal e
tlcera gastrica (Batlouni 2010). O meloxicam é um
anti-inflamatério nio esteroidal seletivo para COX-
2 que possui causa menor lesdo aos rins e ao epité-
lio gastrico (Bellows 2004).

Os antibidticos locais permitem atingir altas
concentragoes no local de sua administracio, o que
ndo ocorre com o0s de uso sistémico. Também ndo
estdo relacionados a efeitos adversos, sobretudo no
trato gastrointestinal, reduzindo o risco de desen-
volvimento de resisténcia a drogas pelas po
¢oOes bacterianas existentes (Rams & Slots 1996).

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e ava-
liar um gel mucoadesivo, contendo doxiciclina as-
sociada ou ndo ao meloxicam como adjuvante ao
tratamento da gengivite induzida pela doenca pe-
riodontal.

MATERIAL E METODOS

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité
de Etica no Uso de Animais do Instituto de Veterinria
da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro sob o
nimero 8076310815.

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Qui-
mioterapia Experi em Parasitologia Veterindria
(LQEPV) da Universidade Federal Rural do Rio de Ja-
neiro, localizado no Munidpio de Sempédica. Rio de
Janeiro, Brasil. As avaliagdes histo) patologicas foram re-
alizadas no laboratério de Patologia Animal da Univer-
sidade Federal do Para.

Foram selecionados 18 caes da raca Beagle, portado-
res de gengivite desencadeados por doenga periodontal,
classificados em gengivite estabelecida ou avancada.

Os animais foram divididos em trés grupos experi-
mentais contendo seis animais por grupo, sendo assim
distribuidos: Grupo | - Animais medicados com place-
bo; Grupo II - Animais medicados com a formulacio gel
de quitosano mucoadesivo contendo doxiciclina 15mg/
ml e grupo Il - Animais medicados com a formulacio
gel de quitosano mucoadesivo contendo a associagio de
doxiciclina 15mg/ml e meloxicam 25mg/ml. As for-
mulagdes de gel de quitosano mucoadesivo foram de-
senvolvidas seguindo a metodologia descrita por Cid et
al. (2012) e os farmacos doxiciclina e meloxicam foram
incorporados a formulagdo nas concentragbes descritas
acima. Todos os animais foram tratados a cada 12 horas
durante o periodo de sete dias, com dois centimetros do
gel, na margem gengival, apenas na maxila direita dos
animais.

Durante todo o periodo do estudo todos os animais
foram examinados clinicamente para observar possi-
veis alteragbes desencadeadas pelo tratamento clinico.

Para a realizagido do exame da cavidade oral e coleta do
fragmento de gengiva para biopsia, os animais foram
submetidos ao lo anestésico com 5 mg/ kg de ce-
tamina associado a 0,5 mg/kg de diazepam administra-
dos por via intravenosa.

No dia 0, dia inicial do tratamento, foi realizada a
avaliacdo clinica da cavidade oral. Em seguida, foi co-
letado um fragmento da gengiva livre, de aproxima-
damente 0,5 cm, na face rostral do elemento dentirio
108. Apés a coleta o material foi fixado em formol 10%
e enviado para o exame histopatologico. No dia +8, fim
do tratamento, os mesmos procedimentos foram reali-
zados, contudo, a nova coleta de fragmento de gengiva
livre foi realizada caudal ao mesmo elemento dentario.

A classificacdo de gengivite clinica adotada no estu-
do foi a proposta por Lindhe et al. (2010): 0 - Gengiva
clinicamente saudavel; 1 (gengivite precoce) - Edema,
vermelhiddo, sangramento tardio a sondagem; 2 (gen-
givite estabelecida) - Edema, vermelhidao, hiperplasia
(pseudo bolsa), sangramento imediato a sondagem; 3
(genglvue avancada) - Edema, vermelhiddo, perda de
insercio, bolsa periodontal e retracio gengival, tecido
de granulacdo e sangramento espontineo da gengiva.

Ja para o acompanhamento do infiltrado inflamato-
rio na avaliagao histologica, a classificacao utilizada foi
adaptada de Garros et al. (2006): 0 - Auséncia de infil-
trado; 1 - Infiltrado discreto e localizado (focal); 2 - In-
filtrado discreto, difuso; 3 - Infiltrado moderado; 4 - In-
filtrado intenso.

A anilise estatistica dos foi realizada pelo progra-
ma Biocestat versio 5.3 utilizando nivel de significancia
de 5%. A determinacio da normalidade dos dados foi
realizada pelo teste de Shapiro-Wilks e andlise de vari-
ancia pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de
Student-Newtman-Keuls.

RESULTADOS

Todos os animais foram acompanhados duran-
te o periodo experimental e nao foram observados
quaisquer efeitos adversos decorrentes do uso das
formulagdes em teste.

As avaliagoes clinicas dos animais antes e apos
o tratamento nos diferentes grupos experimentais
foram realizadas, registradas e arquivadas através
de fotografia digital. A avaliacdo clinica realizada
em todos o0s animais, por grupo experimental, nos
dias 0 e + 8, por escore, esta descrita na Tabela 1.
No dia 0 as médias dos escores nos grupos [, [l e I
foram 1,8, 2,5 e 1,6 respectivamente. Enquanto no
dia +8 os valores médios dos escores foram 1,8, 1,5
e 2,0 nos grupos 1, Il e IIl respectivamente. Foi ob-
servado que apenas o grupo Il apresentou redugio
nos escores quando comparadas as avaliacdes pré
e pés-tratamento.

No que diz respeito a avaliacio histopatolégica,
as médias dos escores no dia 0 nos grupos I, Il e
111 foram 1,0, 2,0 e 1,0 respectivamente, enquanto

2
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Grupol Grupo ll Grupo I
Animal Dia0 Dia+8 Animal Dia0 Dia+8 Animal Diaa0 Dia+8
227500 2 2 108667 2 1 2810611 2 2
39776 2 2 27959 2 1 419834 2 2
45939 2 2 278555 3 2 44319 1 2
604238 1 1 590494 3 2 257673 2 2
604755 2 2 291310 3 2 416929 2 2
298497 2 2 4210 2 1 21754 1 2
Meédia 13 13 23a 15b L6 20
Valorp 1 0,0108 03669
Nota: Grupo |- Animai dicados com fi L placebo; Grupo II - Animais me-
dicados com a 30 gel de qui

Tabela 2. Resultado das avaliagdes histologicas em escores dos grupos L Il e

Grupo Grupo I Grupo I
Animal Dia0 Dia+8 Animal Dia0 Dia+8 Animal Dia0 Dia+8
227500 0 4 104667 1 3 028106 1 1
393776 1 0 27959 4 2 49834 0 1
4599 0 2 278555 2 a 4319 3 1
604238 2 1 590494 2 4 57%73 0 0
604755 1 3 291310 2 4 416929 1 1
298497 2 3 44210 1 3 421754 1 1
Meédia 10 22 20 27 10 03
Valorp 01431 02841 0.070

Ndempol-Amnahmdamhuﬂxloplnbo:&upoll - Animais medi-
cados com a L geldeg d dmna:lmlSuy
mie grupolll- A i dicados com a § L gel de g
Mamdedmndmﬁmynlemwmlede
Kruskal Wallis seguido do teste Student-Newtman-Keuls. Letras diferentes indicam

diferenca significativa.

no dia +8 foram 2,2, 2,7 e 0,8 respectivamente. Nos
grupos I e Il ocorreu aumento dos escores na ava-
liagdo histopatolégica. Enquanto o grupo Il houve
uma redugdo nos escores, contudo, nio foi obser-
vada diferenca estatistica destes resultados, confor-
me ilustrado na Tabela 2.

DISCUSSAO

A gengivite é um dos primeiros sinais clinicos a
serem identificados em animais portadores de do-
enga periodontal, doenca de carater cronico. O tra-
tamento definitivo da doenca e, por conseguinte, a
gengivite consiste em realizar a raspagem dos den-
tes, removendo a presenca de calculos dentarios
supra e subgengivais. Para isso, esses pacientes de-
vem sempre ser submetidos a anestesia inalatoria.

Diariamente sao atendidos animais nas clinicas
veterindrias animais portadores de doenca perio-
dontal, invariavelmente animais senis, em virtude
do caréter cronico da doenca. Até a realizacao de
todos 0s exames pré-operatérios ou, a estabilizacao
clinica do animal, que pode chegar com cardiopatia
ou nefropatia concomitante & doenca periodontal,

leva-se muito tempo. Diante desse cenério, foi de-
senvolvido uma nova formulacio, um gel muco-
adesivo, com o intuito de proporcionar um alivio
temporario em um dos principais sinais clinicos da
doenca periodontal, a gengivite, até que possa ser
realizado o procedimento definitivo, ou seja, um
tratamento paliativo para a gengivite.

Trata-se do primeiro relato da utilizacdo em ani-
mais de companhia do gel de quitosana acrescido
de antibi6tico (doxiciclina) e anti-inflamatério (me-
loxicam). Cid et al. (2012) utilizaram uma formu-
lagdo de quitosano mucoadesiva contendo o anti-
-inflamatorio celecoxib, entretanto, o intuito estava
relacionado a quimioprevenciao de neoplasias em
cavidade oral em pacientes humanos. A formula-
cdo foi caracterizada como um sistema de liberacao
controlada e com potencial para uso terapéutico na
quimioprevencdo do cancer oral. No estudo apre-
sentado foi utilizado outro anti-inflamatorio, 0 me-
loxicam, mais barato, seguro e amplamente utiliza-
do nos animais de companhia.

O uso de anti-inflamatoérios nao esteroidais sis-
témicos ¢ indicado para o controle do processo
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inflamatério e ajuda a retardar a progressao da
doenca (Colmery 1983). Contudo, neste trabalho,
quando utilizado de forma topica o meloxicam
ndo apresentou eficicia para evitar a progressao da
gengivite.

Bactérias sdo consideradas agentes etiologico
primario da doenga periodontal e a progressao des-
ta enfermidade é devido a acdo do sistema imuno-
l6gico do hospedeiro que promove uma destruicao
tecidual exacerbada (Slots & Rams 1990, Haffajee &
Socransky 2000). Polson et al. (1996) demonstraram
que o gel muco adesivo contendo doxiciclina apre-
sentou bons resultados evitando a progressao da
doenga periodontal, resultado semelhante ao obti-
do neste trabalho.

Akalin et al. (2004) mostraram em seu traba-
lho que a doxiciclina pode ser utilizada tanto de
forma sistémica quanto local como tratamento
adjuvante da doenga periodontal, melhorando o
prognostico de pacientes depois de submetidos ao
tratamento definitivo. Da mesma forma Zetner &
Rothmueller (2001) mostraram que a doxiciclina
pode ser utilizada como auxiliar para o tratamen-
to da doenga periodontal em cdes da raca Beagle,
porém os autores utilizaram por seis a doze se-
manas, com metodologia diferente do empregado
no estudo, uma vez que foi implantado no sulco
gengival a medicagdo. Ha relatos da utilizagao da
doxiciclina oral através de comprimidos, mas al-
guns animais manifestaram sinais clinicos compa-
tiveis com gastrite, 0 que pode levar a interrupcao
do tratamento.

Apesar da aparente melhora clinica observada
nos animais submetidos ao tratamento com a for-
mulagdo contendo doxiciclina e na melhora na in-
flamacdo, dos animais submetidos ao tratamento
com a formulagdo contendo a associagao de doxici-
clina e meloxicam, observado através de avaliacao
histol6gica nao foi possivel identificar melhora nos
animais medicados antes e ap6s o tratamento.

Por ser o primeiro relato da utilizacao desse pro-
tocolo, possiveis explicagdes para a ndo eficacia das
formulagdes sdao apenas hipéteses, tais como: con-
centragao do produto, intervalo entre as aplicagdes
e até mesmo maior tempo de tratamento. Entre-
tanto, o custo do medicamento por longo periodo
seria um fator limitador. A escolha da doxiciclina
foi realizada a partir de trabalhos humanos, mas
outras opgdes de antibidtico e até mesmo anti-infla-
matorio ndo devem ser descartadas. Novos estudos

devem ser realizados buscando alternativas até o
momento do procedimento clinico-cirargico.

CONCLUSAO
As formulagdes desenvolvidas contendo doxi-
ciclina associada ou ndo ao meloxicam nao foram
eficazes como coadjuvantes no tratamento da gen-
givite induzida pela doenca periodontal.
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