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Resumo

Introducdo: A doenga periodontal estd frequentemente associada a doengas sistémicas
e caracteriza-se pela destruicdo dos tecidos de suporte dos dentes. Pacientes que usam
medicamentos imunossupressores como o tacrolimo, estdo entre os que sofrem com
esse problema. Objetivo: Avaliar os efeitos do laser e da Terapia Fotodinamica (PDT)
(tratamentos ndo cirdrgicos) como tratamento adjunto a raspagem e alisamento corono-
radicular (RAR) sobre a periodontite induzida em ratos imunodeprimidos com
tacrolimo. Materiais e métodos: Cada grupo continha 6 ratos. Grupo 1, grupo
controle, recebeu apenas solucdo salina através do periodo estudado de 42 dias e ndo
recebeu tratamento periodontal; Grupo 2, recebeu solucdo salina ¢ RAR; Grupo 3,
recebeu tacrolimo (1 mg/kg/d) e foi tratado com RAR; Grupo 4, os animais foram
tratados identicamente ao grupo 3 e entdo administrado tratamento com laser; e o
Grupo 5, os animais foram tratados identicamente ao grupo 3 e entdo foi administrado a
PDT. Resultados: A analise estatistica indicou decréscimo da perda Ossea com a
progressdo do tempo (p<0,005). Nao ha diferencas significativas na perda Ossea
associada conforme o tipo de tratamento entre os grupos 1, 2 e 3 (p>0,9) e também entre
os grupos 4 e 5 (p>0,6). As analises também demonstraram que a imunossupressao nao
foi um fator determinante para a perda 6ssea. Conclusao: O laser e a PDT foram
efetivos como tratamento adjunto a RAR na reduc¢do da perda dssea causada pela
periodontite experimental induzida em animais tratados com tacrolimo.

Palavras-chave: 1. Tacrolimo; 2. Periodontite; 3. Terapia Fotodinamica; 4. Lasers.
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Abstract |

Background: Periodontal disease is often associated with systemic diseases and is
characterized by destruction of the tissues supporting the teeth. Patients using
immunosuppressive drugs such as tacrolimus are among those who suffer from tissue
destruction. Objective: To evaluate the effects of laser and photodynamic therapies
(PDT) (nonsurgical) as an adjunct to scaling and root planing in the treatment of
corona-induced periodontitis in rats immunosuppressed with tacrolimus (Prograf ®).
Materials and methods: The animals were divided into five groups. Each groups had 6
rats. Group 1, the control group, received only saline solution throughout the study
period of 42 days and did not receive periodontal treatment; Group 2, received saline
solution and scaling and root planning (SRP); Group 3, received tacrolimus (1
mg/kg/day) and was treated with SRP; Group 4, animals were treated identically to
group 3 and then administered laser treatment; and in Group 5, the animals were treated
identically to group 3 and then administered photodynamic therapy. Results: Statistical
analysis indicated decreased bone loss with the progression of time (p<0.005). There
was no significant difference between the bone loss associated with the types of
treatment administered to groups 1, 2 and 3 (p>0.9) and groups 4 and 5 (p>0.6). The
analysis also indicated that immunosuppression was not a bone loss—determining factor.
Conclusion: Laser and PDT therapies were effective as an adjunctive treatment to SRP
in reducing bone loss caused by experimental periodontitis induced in animals being
treated systemically with tacrolimus.

Key words: 1. Tacrolimus; 2. Periodontitis; 3. Photodynamic Therapy; 4. Lasers.
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1- INTRODUCAO

A realizacdo de transplantes de 6rgaos ¢ cada vez mais comum na pratica médica,
pois com o advento de técnicas cirirgicas modernas bem como o entendimento de como
funcionam os mecanismos de rejeigdo dos transplantes, a genética e a imunologia do
organismo humano com seus produtos e suas fungdes, tal procedimento tornou-se muito
seguro.')

Concomitantemente aos transplantes hd a necessidade da utilizagdo de drogas
imunossupressoras no combate a rejeicao aguda dos Orgdos transplantados. Varias
drogas imunossupressoras foram desenvolvidas nas ultimas décadas e ainda muito
utilizadas sdo os esterdides, micofenolato mofetil, sirolimus (rapamicina), ciclosporina
(Csa) e tacrolimo (FK 506), além de drogas utilizadas como inducdo.*

Desde sua descoberta, a ciclosporina foi a droga de eleicdo para os casos em que
ha a necessidade de se recorrer a imunossupressdo devido a sua seletividade, pela
prevengdo das rejeigdes aos enxertos de tecidos e transplantes de 6rgaos. A ciclosporina
ainda pode ser utilizada em outros tipos de patologias como: psoriase e esclerose
multipla além de glomerulopatias. No entanto, sua aplicagdo esta limitada a diversos
efeitos colaterais como a nefrotoxicidade, hepatotoxidade, hipertensdo, aumento do
risco de linfomas e o aumento de tecido gengival.®”

Em 1984 foi descoberto no Japao o tacrolimo (FK506), um macrolideo policiclico
produzido pela fermentagao do Streptomyces tsukubaensis, usado pela primeira vez em
1989. Esta droga inibe os genes precoces de ativagdo das células T bloqueando a

expressao do RNAm de varias citocinas levando a inibicdo da formacao de linfocitos-T

citotoxicos, maiores responsaveis pela rejeicdo de enxertos. FK 506 inibe as vias
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bioquimicas intracelulares dependentes do ion calcio e de suas interagdes com o
receptor citoplasmatico, a proteina acopladora do tacrolimo, da familia das
imunofilinas.®'?

Estudos apresentam o tacrolimo como um eficaz medicamento para o tratamento
de artrite reumatoide, glomerulopatia e prevencdo a rejeicdo de tecidos transplantados
renais e cardiacos, apresentando-o como 6timo substituto a ciclosporina com poténcia e
eficacia superior e efeitos colaterais diminutos se comparado a outras drogas
similares."*!'> Tacrolimo e Ciclosporina demonstram diferengas em suas estruturas
quimicas, mas possuem muitas acoes em comum e até similaridades quanto aos efeitos
colaterais, no entanto, alguns estudos sugerem ser menor o efeito do tacrolimo para os
tecidos periodontais, mas que ainda nao sao bem conclusivos.'%

Sabe-se que o uso prolongado de alguns antiinflamatérios € imunossupressores
podem alterar os tecidos periodontais causando além de crescimento gengival como
efeito colateral mais comum, ulceracdo gengival, migragcdo do epitélio juncional e a
perda do ligamento das fibras transeptais que em conjunto com a instalacdo de uma
periodontite podem ser exacerbadas.”"”

A doenga periodontal ou periodontite ¢ uma manifestagdo muito comum em
individuos adultos com prevaléncia entre 5% a 30%. E um processo inflamatério e
infeccioso causado principalmente por microorganismos periodontopatogénicos que
promovem o colapso das estruturas de suporte ao redor dos dentes. Estes
microorganismos liberam substincias que promovem injuria aos tecidos, tendo como
principal reagdo a reabsor¢do Ossea alveolar, destruicdo do ligamento periodontal,

cemento e inflamac¢do do tecido gengival devido a resposta bioldgica que acontece no

local afetado podendo, se nao tratado, levar a perda dos dentes. Inimeras espécies de
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microorganismos habitam a cavidade bucal sendo alguns patéogenos de maior
importancia para etiologia da doenca periodontal, como: A. actinomycetemcomitans,
P.gingivalis e B.forsythus.***?

Doengas sistémicas e outros fatores podem ser associados a severidade e a rapidez
com que a doenga periodontal progride entre elas estdo a diabetes, estresse € o uso do
tabaco.*?

O tratamento da doenca periodontal consiste na remoc¢do e/ou supressdo dos
microorganismos periodontopatogénicos, através de métodos ja consagrados como a
raspagem e o alisamento da superficie radicular, de forma cirtirgica ou ndo. Em muitos
casos a terapia convencional deve vir associada de terapias de suporte como o uso de
desinfetantes locais e antibioticos sistémicos ou locais que ndo estdo livres de efeitos
colaterais como desordens gastrointestinais que em pacientes imunossuprimidos podem
ser exacerbados.®”

O método convencional de eliminagdo do biofilme dentario, raspagem e
alisamento corono-radicular (RAR), e os métodos de suporte como a antibioticoterapia e
os desinfetantes locais promovem um efeito satisfatoério ao exame clinico, no entanto,
em areas de dificil acesso, como areas de furca dos molares, invaginagdes profundas e
concavidades, esse tipo de terapia pode falhar ao ndo conseguir remover todos os
periodontopatogenos irritantes. Sabe-se ainda que o biofilme dentdrio contém muitas
espécies resistentes que podem ndo ser eliminadas, somente com esses tipos de
tratamentos, dando inicio novamente a doenga periodontal. Também o uso inadequado e
indiscriminado de antibioticos pode conferir resisténcia a esses microorganismos o que
dificulta ainda mais o tratamento e podem alterar o processo de reparo dos tecidos

periodontais.®>*”
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As varias limitagcdes dos tratamentos adjuntos a raspagem e alisamento radicular
tém chamado a atencdo dos pesquisadores. A literatura mostra inimeras pesquisas que
demonstram a sele¢dao e resisténcia de bactérias pelo uso abusivo de antimicrobianos
sist€émicos no tratamento periodontal.(27)

Por todas essas dificuldades descritas, houve a necessidade de se desenvolver
técnicas alternativas para atenuar esses problemas. Surge entdo como uma potencial
alternativa a Terapia Fotodindmica (PDT), um novo método ndo invasivo de terapia
com a capacidade de atuar na morte de microorganismos. A Terapia Fotodinamica ¢
composta do uso de um laser de baixa poténcia com comprimento de onda apropriado a
matar microorganismos previamente tratados com uma droga fotossensibilizante.
Estudos tanto in vitro como in vivos vem demonstrando resultados satisfatorios desse
método. A morte dos microorganismos ocorre pela fotoatividade entre o
fotossensibilizante e a luz que promove uma reagao fotooxidativa que induz alteracdes
bioquimicas e morfologicas nas células alvos. Quando a molécula da droga
fotossensibilizante absorve a luz de uma energia ressonante, alteracdes irreversiveis
podem ocorrer na membrana celular, nas proteinas da membrana plasmatica, ao DNA, a
cadeia respiratdria e alteragdes ao acido nucléico causados pela liberagdo do oxigénio
livre,3.2830)
Vantagens como terapia especifica a células alvo, auséncia de efeitos colaterais,
inicio das atividades somente quando se expde a luz e ndo induzir bactérias a formagao
de cepas resistentes como acontecem com os antibioticos, faz da PDT um método eficaz
de alta elegibilidade como coadjuvante no tratamento da doenga periodontal.

Neste contexto, o presente estudo tem como objetivo a avaliagdo histologica e

histomorfométrica dos seguintes parametros:
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1- Efeitos do Laser e da Terapia Fotodinamica (PDT) sobre o tratamento da
doenca periodontal induzida em ratos tratados com imunossupressor tacrolimo;

2- Possivel efeito do tacrolimo (Prograf ®) sobre o grau de reabsor¢do dssea;

3- Diferentes formas de tratamento periodontal ndo cirargico sobre a doenga

periodontal induzida em ratos imunodeprimidos.
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2-MATERIAIS E METODOS

2.1-Animais

O experimento foi conduzido de acordo com as normas e principios da ética do
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal — COBEA. Os procedimentos
experimentais foram devidamente aprovados pela Comissdo de Ftica na
Experimentacdo Animal — CEEA da Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto —
FAMERP sob o nimero de protocolo 6912/2007 (Anexo 1). Estes animais foram
mantidos em gaiolas plasticas com no maximo trés animais cada, separados de acordo

com o grupo experimental e alimentados com ragao e dgua ad libitum.

2.2-Protocolo Experimental

No presente estudo, foram utilizados 30 ratos (Rattus novergicus albinus, Wistar)
machos, pesando aproximadamente 200g a 300g, provenientes do biotério da Faculdade
de Medicina de Sao José do Rio Preto, os quais foram divididos em 5 grupos contendo 6
animais cada. Os animais apresentarem-se saudaveis e em condi¢des de sofrerem os

procedimentos operatorios.

2.2.1-Grupos Experimentais:

Grupo 1 (Controle n=6): Os animais do grupo 1, considerados como grupo
controle, receberam solucdo salina em todo o periodo estudado (42 dias) e ndo foram
submetidos a raspagem e alisamento corono-radicular. A eutanasia de 2 animais ocorreu

nos periodos de 7, 14 e 28 dias apds a remocao da ligadura.
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Grupo 2 (Controle n=6): Os animais do grupo 2, também considerados como
grupo controle, receberam solugdo salina em todo o periodo estudado (42 dias) e foram
submetidos a raspagem e alisamento corono-radicular. A eutanésia de 2 animais ocorreu
nos periodos de 7, 14 e 28 dias apds a remogao da ligadura.

Grupo 3 (n=6): Os animais desse grupo receberam tacrolimo na dose de
Img/kg/dia para a indugdo da imunossupressdo durante todo o estudo e foram tratados
com raspagem e alisamento corono-radicular. A eutandsia de 2 animais ocorreu nos
periodos de 7, 14 e 28 dias apos a remocao da ligadura.

Grupo 4 (n=6): Os animais desse grupo foram tratados de forma idéntica aos do
Grupo 3 seguido do tratamento com laser. A eutanisia de 2 animais ocorreu nos
periodos de 7, 14 e 28 dias apos a remocgao da ligadura.

Grupo 5 (n=6): Os animais desse grupo foram tratados de forma idéntica aos do
Grupo 3 seguido da Terapia Fotodinamica. A eutandsia de 2 animais ocorreu nos

periodos de 7, 14 e 28 dias apos a remogao da ligadura.

2.2.2-Periodos Experimentais

Nos periodos de 7, 14 e 28 dias pos-tratamento (RAR, Laser e PDT), 2 ratos de
cada grupo experimental foram eutanasiados por meio de superdosagem anestésica.
Logo apo6s, a mandibula de cada animal foi removida e separada em duas partes, para

fixacdo em formol tamponado a 10% por um periodo minimo de 48 horas.

14 dias 7 dias 0 dias 7 dias 14 dias 28 dias
Inicio da indugdo  Indugdo da Retirada da ligadura ¢ Eutandsia Eutanasia Eutanasia
com tacrolimus doenga tratamento da doenca

periodontal - periodontal

ligadura
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2.2.3-Sedacao e Anestesia

Inicialmente os animais foram pesados para proporcionar corretamente a dose do
anestésico a ser administrada e receberam anestesia geral, obtida pela associagdao de 50
mg/Kg de cloridrato de quetamina ( Vetaset — Fort Dodge Iowa — USA) e 10 mg/Kg de
cloridrato de xilasina (Coopazine — Coopers Sao Paulo — Brasil), aplicados
intraperitonial (Figura 1). Nos casos em que ndo se obteve o necessario efeito do

anestésico, a anestesia foi suplementada com a metade da dose inicial aplicada.

Figura 1: Fotografia ilustrando os frascos de Cloridrato de quetamina e o

Cloridrato de xilasina.

2.2.4-Inducio da Doenca Periodontal

Apoés anestesia geral, todos animais foram posicionados em mesa operatoria
apropriada, a qual permitiu a manutengdo da abertura bucal dos ratos facilitando o
acesso aos dentes da regido posterior da mandibula. Com o auxilio de uma sonda e
ping¢a modificada, foi adaptado um fio de algoddo numero 24 (Corrente Algoddo n° 10;
Coats Corrente, SP, Brasil) ao redor dos primeiros molares inferiores distribuido

randomicamente entre o lado direito e esquerdo, ao nivel do sulco gengival ¢ mantido
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por meio de nos cirargicos. Esta ligadura atuou como irritante gengival favorecendo o
acumulo de placa bacteriana. Os lados contralaterais dos dentes que tiveram a ligadura

serviram como controle negativo em todos os grupos e periodos experimentais.

2.2.5-Droga Utilizada

A droga utilizada foi o tacrolimo (Prograf® - Janssen Cilag, Brasil). A dose
utilizada foi semelhante a dose de uso clinico, o equivalente a 1,0mg/kg/dia. A cada
periodo de eutanasia, foi escolhido randomicamente um rato imunodeprimido por
tacrolimo para avaliagdo soroldgica da quantidade da droga no sangue e o valor da

creatinina.

2.2.6-Modo de Administracio da Droga Imunossupressora e da Solucio

Salina

A administracdo da solucdo fisioldgica de cloreto de sddio e do tacrolimo teve
inicio 7 dias antes da instalacdo da ligadura, por injecdo subcutanea diaria e foi mantida
durante todo periodo experimental. Os horédrios de administragdo foram sempre no
periodo da manha e idénticos para todos os grupos que foram pesados semanalmente

para ajustar a dosagem da droga.

2.2.7-Tratamento da Doenca Periodontal

O tratamento com laser e raspagem corono-radicular foram realizados apds 7 dias
da inducdo da doenca periodontal imediatamente apds remoc¢do da ligadura. Foram
utilizadas curetas manuais modificadas (Gracey 1 — 2. — Millenium, Golgran — Sao

Paulo — Brasil).
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2.2.8-Terapia Fotodinamica

No grupo 5 foi utilizado o azul de toluidina (TBO), na dosagem de 100
microgramas/mL, depositando topicamente por meio de uma seringa de insulina, 1 mL
da droga fotossensibilizadora sobre o primeiro molar inferior esquerdo, tomando o
cuidado de depositar a droga de forma lenta e deixar a ponta ativa da agulha no espago
dente/tecido gengival por 60 segundos. Apos aplicagdo da droga, aguardou-se 60
segundos para a aplicagdo do laser em 3 pontos na vestibular e 3 pontos na lingual
(por¢ao mesial, central e distal), realizando desta forma a terapia fotodinamica (PDT)

(Figura 2).

Figura 2: Fotografia ilustrando o azul de toluidina depositado ao redor do dente

molar do rato e a aplicacao do laser.

2.2.9-Protocolo de Aplicacao do Laser

O laser utilizado no presente estudo é o Thera Lase®™ (DMC Equipamentos Ltda,
Sdo Carlos, Sao Paulo, Brasil) que apresenta as seguintes caracteristicas: Emissores

InGaAIP e GaAlAs, 685 e 830nm de comprimento de onda, poténcia util de 35mW e
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100mW, emissdo continua e pulsada com diametro de fibra 6tica de 600 micras (Figura

2).

Os animais dos grupos 4 e 5 foram tratados com o laser respeitando o seguinte

protocolo:

Comprimento de onda: 685nm (visivel)

Poténcia: 35mW

Modo de aplicagao: Laser contato pontual.

Tempo de exposi¢do: 5 s/ ponto

Fluéncia: 6 J/cm?

b

Og | k]ﬁ ?EDD:i

Figura 3: Fotografia do equipamento emissor de laser utilizado nos

procedimentos.

2.2.10-Processamento Histologico

Ap6s fixagdo das pegas em formol a 10% por um periodo minimo de 48 horas

estas foram lavadas em agua corrente por 12 horas para remog¢do do formol e foram



14
Materiais e Métodos

desmineralizadas em uma solucdo de partes iguais de 50% de 4cido férmico e 20% de

citrato de sédio por 15 dias.

Estando as pegas suficientemente descalcificadas, estas foram aparadas, lavadas e
desidratadas em alcool, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina, com a face

vestibular paralela ao plano de corte.

Apos a inclusdo dos espécimes em parafina, cortes semi-seriados de 6 um foram
obtidos no sentido mesio-distal e corados com hematoxilina e eosina (HE). Os cortes
foram analisados através de um microscopio Optico para estabelecer a perda Ossea e as
caracteristicas do ligamento periodontal na regido de furca do primeiro molar. A area de
perda dssea na regido de furca foi histomorfometricamente determinada utilizando um
sistema de andlise de imagem (Image Tool, University of Texas Health Science Center
at San Antonio, San Antonio, TX, USA). Apds a exclusdo da primeira e da ultima
sec¢ao onde a regido da furca foi evidente, cinco secgdes equidistantes de cada amostra
de bloco foram selecionadas e capturadas por uma camera digital conectada ao

. . g - 23
microscopio. Os valores médios foram calculados e comparados estatisticamente.*

2.2.11-Analise Estatistica

Os resultados estatisticos foram obtidos através da andlise de variancia de 2
critérios (ANOVA) testando os escores entre todos os grupos e todos os periodos de 7,
14 e 28 dias com nivel de significdncia de 0,005. Quando os grupos foram testados dois

a dois, o nivel de significancia foi de 0,05.

Para a andlise dos escores foi utilizado o programa computacional Biostat 5.0

(Bioestat, Industria Brasileira, Belém do Para, PA, Brasil).



3. RESULTADOS
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3-RESULTADOS

3.1-Resultados Sorolégicos:

Os resultados dos sangues coletados aleatoriamente dos animais tratados com
tacrolimo, foram muito semelhantes em todos os ratos testados, na média de 9ng/mL de

tacrolimo e 0,7mg/dL de creatinina.

3.2-Resultados Histolégicos

Grupo 1

Nos animais do grupo 1, aos 7 dias, observou-se tecido conjuntivo com elevado
numero de polimorfonucleares, neutrofilos em degeneragdo e pequena quantidade de

trabéculas Osseas pouco organizadas (Fig. 4 A-B).

Figura 4: Imagem microscépica da area de Furca do Grupo 1 aos 7 dias: A-

aumento de 12,5X; B- aumento de 40X.

Aos 14 e 28 dias, o tecido conjuntivo apresentou pequeno numero de fibroblastos

e vasos sanguineos e fragmentos de tecido 6sseo necrético (Figs. 5 A-B e 6 A-B).
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Figura 5: Imagem microscépica da area de Furca do Grupo 1 aos 14 dias: A-

aumento de 12,5X; B- aumento de 40X.

Figura 6: Imagem microscopica da area de Furca do Grupo 1 aos 28 dias: A-

aumento de 12,5X; B- aumento de 40X.

Grupo 2

Nos animais do grupo 2, aos 7 e 28 dias, notou-se a presenca de tecido conjuntivo
bem desenvolvido com moderado numero de fibroblastos e alguns vasos sanguineos.
Tecido 6sseo bem desenvolvido e ligamento periodontal com integridade (Figs. 7 A-B e

8 A-B). Aos 14 dias, porém, o tecido conjuntivo exibiu nimero moderado de

fibroblastos e discreta vascularizagdo (Fig. 9 A-B).
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Figura 7: Imagem microscopica da area de Furca do Grupo 2 aos 7 dias: A-

aumento de 12,5X; B- aumento de 40X.

Figura 8: Imagem microscopica da area de Furca do Grupo 2 aos 28 dias: A-

aumento de 12,5X; B- aumento de 40X.

Figura 9: Imagem microscopica da area de Furca do Grupo 2 aos 14 dias: A-

aumento de 12,5X; B- aumento de 40X.
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Grupo 3

Nos animais do grupo 3 em todos os periodos experimentais, o tecido conjuntivo
apresentou extensas areas ocupadas por polimorfonucleares, neutrofilos em degeneragao
e tecido conjuntivo pouco organizado com discreto numero de fibroblastos. Mais em

direcdo ao fundo do alvéolo, as trabéculas dsseas eram pouco organizadas (Figs. 10,11 e

12 A-B)

Figura 10: Imagem microscépica da area de Furca do Grupo 3 aos 7 dias: A-

aumento de 12,5X; B- aumento de 40X.

Figura 11: Imagem microscopica da area de Furca do Grupo 3 aos 14 dias: A-

aumento de 12,5X; B- aumento de 40X.
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Figura 12: Imagem microscopica da area de Furca do Grupo 3 aos 28 dias: A-

aumento de 12,5X; B- aumento de 40X.

Grupo 4

Nos animais do grupo 4, aos 7 dias, apresentou tecido conjuntivo com moderado
nimero de fibroblastos e tecido dsseo bem desenvolvido (Fig. 13 A-B). Ja aos 14 ¢ 28
dias, o tecido conjuntivo apresentou-se bem diferenciado, rico em fibras colagenas e
com discreto numero de fibroblastos. Evidénciou-se ao nivel da bifurcacdo, estreita
faixa entre a superficie radicular e o tecido 6sseo, sendo este bem diferenciado e
desenvolvido. Notou-se ainda nesta drea uma pequena faixa de tecido epitelial (Figs. 14

e 15 A-B).

Figura 13: Imagem microscopica da area de Furca do Grupo 4 aos 7 dias: A-

aumento de 12,5X; B- aumento de 40X.
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Figura 14: Imagem microscépica da area de Furca do Grupo 4 aos 14 dias: A-

aumento de 12,5X; B- aumento de 40X.

Figura 15: Imagem microscépica da area de furca do Grupo 4 aos 28 dias: A-

aumento de 12,5X; B- aumento de 40X.

Grupo 5

Nos animais do grupo 5, em todos os periodos experimentais, notou-se estreita
faixa de tecido conjuntivo bem desenvolvido com moderado nimero de fibroblastos e
discreta vascularizacdo. O cemento e dentina mostraram-se integros. O tecido dsseo foi
caracterizado por trabéculas Osseas espessas e bem diferenciadas em toda a extensdo

inter-radicular (Figs. 16,17 e 18 A-B).
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Figura 16. Imagem microscopica da area de Furca do Grupo 5 aos 7 dias: A-

aumento de 12,5X; B- aumento de 40X.

Figura 17: Imagem microscopica da area de Furca do Grupo 5 aos 14 dias: A-

aumento del2,5X; B- aumento de 40X.

Figura 18: Imagem microscopica da area de Furca do Grupo 5 aos 28 dias: A-

aumento de 12,5X; B- aumento de 40X.
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3.3- Resultados Histomorfométricos

Os resultados histomorfométricos estdao descritos na tabela 1.

Tabela 1: Médias e desvio padrao (M+DP) dos dados histomorfométricos da

4 2 o~ . . . .
perda oOssea alveolar (mm®) na regido de furca do primeiro molar inferior com

periodontite experimental induzida, de acordo com cada grupo/subgrupo e periodo.

Grupos 7 dias 14 dias 28 dias
Gl1 3,79+0,899 2,72+1,07 1,544+0,42
G2 3,50+0,38 2,63+1,44 2,14+0,38
G3 3,81+0,38 1,84+0,75 2,29+0,30
G4 0,54+0,02 1,11+0,14 0,80+0,01
G5 0,47+0,12 0,51+0,03 0,86+0,35

3.4- Resultados Estatisticos

Na analise dos resultados, houve evidéncias de que tanto o PDT quanto o laser

foram efetivos como coadjuvantes a RAR nos ratos tratados com tacrolimo (p<0,005)

Com o passar do tempo a analise estatistica demonstrou que houve uma

diminuicdo da é4rea de perda dssea (p<0,005). Como os grupos Gl, G2 e G3 ndo

mostraram diferencas significativas (p>0,9) entre si e nem os grupos G4 quando se

comparado ao G5 (p>0,6), por mostrarem comportamentos semelhantes. Os grupos,

G1,G2 e G3 e os grupos G4 e G5 foram agrupados em dois grupos para otimizar a

analise estatistica onde se comprovou que o laser associado ou ndo ao azul de toluidina

foi um fator preponderante para que a perda ossea fosse menor nos grupos em que foi

utilizado(p<0,05).

O grafico abaixo obtido das médias das areas de perda 6ssea dos grupos de acordo

com os periodos demonstra a tendéncia da diminuicdo da area de perda dssea com o
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passar do tempo e a efetividade do laser e da PDT como terapias coadjuvantes ao

tratamento da doencga periodontal.
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Figiura 19: Em Y estdo contidos mm” de perda 6ssea e em X estdo os periodos

(dias) em que os animais sofreram a eutanasia.
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4-Discussiao

O presente estudo avaliou a influéncia do Laser ¢ da PDT como terapias
coadjuvantes ao tratamento periodontal convencional em ratos tratados ou nao
sistemicamente com tacrolimo, submetidos a indu¢do da doenga periodontal
experimental.

A escolha do rato como modelo animal experimental baseou-se nos estudos de
Klausen.®" Segundo este autor, o rato é favoravel como modelo experimental para o
desenvolvimento e estudo da doenca periodontal, pois o seu periodonto ¢ semelhante ao
do homem, tendo como divergéncia apenas a presenca da queratinizacao do epitélio
sulcular. O uso do fio de algodao adaptado ao redor do primeiro molar, como descrito
por Johnson,®? foi eficiente na indu¢do da doenca periodontal experimental. Esta
ligadura favoreceu a formagdo de placa bacteriana e inducdo de uma resposta
inflamatéria. No presente estudo, a doenga periodontal foi caracterizada pelos sinais
clinicos de inflamacdo gengival, como edema, vermelhiddo e perda da aderéncia do
tecido gengival ao dente. Nos animais tratados sistemicamente com tacrolimo, os sinais
clinicos de inflamagdo gengival foram exacerbados e ocorreu menor adesdo do tecido
gengival ao dente.

Os resultados do presente estudo demonstraram que os animais tratados com
tacrolimo e submetidos somente & raspagem e alisamento corono-radicular (G3),
apresentaram perda Ossea semelhantes na regido de furca comparado aos grupos nao
submetidos a imunodepressao, mas histologicamente apresentou tecido conjuntivo mais
desorganizado, com discreto nimero de fibroblastos, quando comparados aos animais
dos outros grupos. Essas alteragdes foram descritas em outros trabalhos que também

. . . . . . (33.19
avaliaram os efeitos de drogas imunossupressoras nos tecidos periodontais.®* '
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O uso de imunossupressores ocasiona diminui¢do do numero e da atividade dos
osteoblastos e aumento da funcdo dos osteoclastos."® Ocorre também uma redugio da
absor¢ao gastrintestinal do calcio e aumento da sua excre¢do urinaria, diminuindo seus
niveis sanguineos, fato que desencadeard o estimulo do paratormdnio, com consequente

~ 4
reabsor(;ao ossea.G )

Os imunossupressores podem provocar atraso no processo de cicatrizagdo®>”

pela diminuicdo da angiogénese e proliferacdo capilar que reduz o fluxo sanguineo.” 8-41)
Interferem também na fagocitose e digestdo dos antigenos por inibir a migracdo de
macrofagos e estabilizar lisossomos, impedindo a liberacdo de enzimas proteoliticas.
Além disso, alteram as fungdes dos fibroblastos, retardando a sua migracao,
prejudicando a sintese de pro-colageno tipo I e tipo II por alterar a sintese de RNAm e

atividade mitotica. >+

44 . .
(35, 44) demonstraram, em animais tratados

Algumas pesquisas recentes
sistemicamente com drogas imunossupressoras, diminui¢do do infiltrado inflamatorio,
maior diferencia¢do epitelial, processo de reparo mais diferenciado, com maior
deposi¢do de colageno em feridas cutaneas irradiadas com laser em baixa intensidade,
porém com pardmetros distintos do presente estudo. Com relagdo ao uso do Laser e da
PDT sobre o reparo tecidual em animais tratados com drogas imunossupressoras, raros
sdo os trabalhos descritos na literatura, mas os seus resultados demonstraram que estes
métodos de tratamento reduziram a perda Ossea e favoreceram o reparo dsseo de tecidos
que sofreram alteragdes por altas doses de imunossupressores. > ** 4
O numero de pesquisas relacionadas aos efeitos antimicrobianos da PDT tem

aumentado. Essa terapia consiste na associagdo de um agente fotossensibilizador com

uma fonte de luz, sendo inicialmente utilizada para tratamento oncologico. Estudos tém
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mostrado resultados favoraveis utilizando os principios da PDT contra microrganismos
. . . (21, 46-50)
envolvidos com a doenga periodontal e peri-implantar.
Um grande numero de estudos in vitro tem avaliado o efeito antimicrobiano da
PDT com diferentes agentes fotossensibilizadores, como azul de metileno, azul de
toluidina O, verde de malaquita, fitalocianina disulfonada, porfirinas, fenotiazinas,
. . o qe y e . 1 A
cianinas, acridinas, corantes fitoterapicos e as clorinas.®" Alguns estudos recentes tém
avaliado a utilizacao da PDT no tratamento ndo-cirargico da doenga periodontal in vivo,

21,52
@1.52)

.. 48,2 . .-
tanto em animais omo em humanos.* 2> %% Porém, o uso do azul de toluidina O

como droga fotossensibilizadora na PDT, tem sido pouco avaliado in vivo no tratamento

(50) (49, 54)

da periodontite™’ e no tratamento da Peri-implantite.
A PDT promove a sensibilizacdo letal bacteriana de forma mais efetiva sobre
bactérias Gram-positivas, enquanto as bactérias Gram-negativas sao mais dificilmente

sensibilizadas,>?

além de apresentarem baixa permeabilidade da membrana celular
bacteriana aos compostos externos de antibidticos.®> No presente estudo foi utilizado o
TBO devido ao fato de interagir de forma mais significativa com lipopolissacarideos
(LPS) presentes na membrana celular de bactérias gram-negativas, quando comparado
ao azul de metileno.®% "

O efeito benéfico da PDT coadjuvante ao tratamento convencional da doenca
periodontal, nos animais do grupo 5, provavelmente se deve aos efeitos foto-destrutivos
sobre as diferentes espécies bacterianas, presentes nas areas de doenga periodontal
induzida, mediados pela reagdo tipo I (iniciada por superoxidos, hidroxilas anidnicas ou
radicais livres) ou pela reagdo tipo II (iniciada pelo oxigénio singleto).C'>®

A atividade fotodinamica dos fotossensibilizantes esta baseada nas reagdes foto-

. . ~ . ;. ) r 59
oxidativas que promovem alteragdes bioquimicas e morfoldgicas nas células alvo.®”
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Quando a molécula da droga fotossensibilizadora absorve os fotons de uma fonte luz
ressonante a banda de absorbancia, ela passa do estado fundamental para o estado de
excitacdo simples. Dependendo da estrutura de sua molécula e do ambiente, pode perder
sua energia por processo eletronico ou fisico e retornar ao estado fundamental, ou pode
passar a uma transicao para o estado de excitagdo triplo (estado tripleto). Nesse estagio,
as moléculas podem novamente sofrer um decaimento eletronico e retornarem ao estado
fundamental, podem sofrer reacdes redox com seu ambiente (Reacdo tipo I), ou sua
energia de excitacdo podem ser transferida para a molécula de oxigénio, permitindo a
formacao de oxigénio singleto (Reacdo tipo II). Estas espécies de oxigénio reativo sao
responsaveis por danos irreversiveis a membrana citoplasmatica bacteriana, incluindo
modificacio protéica, na cadeia respiratoria e nos acidos nucléicos.” D

Alguns fatores podem influenciar na PDT, como o coeficiente de absor¢dao do
corante, energia de fonte de luz, a concentracdo do fotossensibilizador e o tempo de
duragio do estado tripleto da molécula.®" ®**® Qs resultados obtidos no presente estudo
estdo de acordo com estudos na literatura que demonstraram a efetividade da PDT na

evolucdo da doenca periodontal em animais;*"* ° no tratamento da periodontite em

(25,53) (49, 50)

humanos e na peri-implantite.

Ficou também evidenciado no presente estudo, que os animais do grupo G4,
apresentaram menor perda 6ssea comparado aos animais dos grupos G1, G2 e G3.
Estudos tém relatado que a utilizacdo do laser de baixa intensidade inibe a producdo de
mediadores inflamatorios por células do ligamento periodontal,® ¥ favorece a
quimiotaxia celular,®® promove vasodilatagio e angiogénese local e desta forma

_ o A . 1 (66, 67, 68
poderia haver um aumento na difusdo de oxigénio no tecido,®® *" ® favorecendo o

processo de reparo, pois, a secre¢do do coldgeno pelos fibroblastos no espaco
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extracelular ocorre somente na presenca de altas taxas de pressao de oxigénio.(69) Além
disto, um recente estudo demonstrou que o laser de baixa intensidade associado &

raspagem e alisamento radicular, diminui significantemente a perda ossea na regido de

. .. 4
furca em ratos imunossuprimidos com dexametasona.*”

O uso de corticoides e de imunossupressores sistémicos tem sido indicado em

baixas e altas doses para varios tratamentos como doencas mucocutineas,’”

. , . .o . . . 1 . .
respiratorias, tendinites, bursites, artrites e cistos em geral.(7 ) Um dos efeitos colaterais

dessas drogas ¢ o aumento do risco a infeccdes devido aos efeitos inibitorios da

(72) (18, 19)

imunidade celular, podendo ocasionar maiores danos periodontais como
demonstrado neste estudo.

Na anélise dos resultados histomorfométricos, os animais dos grupos G4 ¢ G5 que
receberam o tratamento com o Laser e a PDT, apresentaram menor perda ¢ssea quando
comparado aos animais dos demais grupos em todos os periodos.

Diante destes fatos, o uso de terapias periodontais alternativas ou coadjuvantes ao
tratamento convencional de RAR, como o uso de antibioticos sist€émicos, poderia ser

indicado, porém com a desvantagem de aumentar a resisténcia de cepas bacterianas.*"

o136 1.7 Desta forma o uso de agentes bactericidas locais seria a alternativa

coadjuvante de escolha para o tratamento da periodontite.
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Dentro dos limites deste estudo, pode-se concluir que:

1- Tanto o Laser quanto a PDT foram efetivos como tratamentos coadjuvantes a
RAR na reducdo da perda 6ssea em periodontite experimental induzida em animais
imunodeprimidos com tacrolimo.

2- Estatisticamente, ndo ficou claro que o imunossupressor tacrolimo utilizado em
doses usualmente clinicas promove o aumento do nivel de perda 6ssea em periodontite

induzida, mas a analise histologica sugere que sim.
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Anexo 1- Aprovacio da Comissdo de Etica Animal.

Comisséo de Etica na

Experimentasao Animal | Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto
I:EE A Comisséo de Etica na Experimentacao Animal - CEEA

FAMERP Autarquia Estadual, Av Brig. Faria Lima 5416 CEP 15090.000 Tel 3201-5700 S.J.Rio Preto/

FAMERP

DELIBERAGAO CEEA N° 002/2011

A Comisséo de Etica na Experimentagéo Animal da Faculdade de Medicina de
Séo José do Rio Preto — CEEA/FAMERP, em reunido extraordindria, analisou o
projeto de pesquisa intitulado “Influéncia do laser e da terapia fotodindmica no
tratamento da doenga periodontal em ratos tratados com Tacrolimo: estudo
histolégico, imunohistoquimico e histomorfométrico” (Protocolo FAMERP n°
6912/2007), sob responsabilidade da Dr2 Maria Alice Sperto Ferreira Baptista, e
deliberou que o mesmo esta de acordo com os principios éticos estabelecidos na Lei
n°®11.794/2008 e na Resolugdo n® 714/2002 e foi aprovado por essa Comissdo.

Atencao: Ao final do estudo o pesquisador devera preencher o Formulario do
Relatério Final e enviar ao CEEA.

Séo José do Rio Preto, 06 de abril de 2011,

g{ A
Profa. Dra. Debora Ap. Pires de Campos Zuccari
Presidente da CEEA

FAMERP
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ELSEVIER
Nonsurgical Periodontal Therapy Combined with Laser and
Photodynamic Therapies for Periodontal Disease in
Immunosuppressed Rats

P.E. Bottura, J. Milanezi, L.A. Fernandes, H.C. Caldas, M. Abbud-Filho,
V.G. Garcia, and M.A.S.F. Baptista

ABSTRACT

Background. Periodontal disease is often associated with systemic diseases and is
characterized by destruction of the tissues supporting the teeth. Patients using immuno-
suppressive drugs such as tacrolimus are among those who suffer from tissue destruction.

Objective. We sought to evaluate the effects of laser and photodynamic therapies (PDT;
nonsurgical) as an adjunct to scaling and rootplaning (SRP) in the treatment of
corona-induced periodontitis in rats immunosuppressed with tacrolimus (Prograf).

Materials and Methods. The animals were divided into 5 groups. Each groups had 6 rats.
Group I, the control group, received only saline solution throughout the study period of 42
days and did not receive periodontal treatment; group II received saline solution and SRP;
group III received tacrolimus (1 mg/kg per day) and was treated with SRP; group IV
animals were treated identically to group III and then administered laser treatment; and
in group V, the animals were treated identically to group III and then administered PDT.

Results. Statistical analysis indicated decreased bone loss with the progression of time
(P = .035). There was no difference between the bone loss associated with the types of
treatment administered to groups L, II, and III (P = .9) or groups IV and V (P = .6). The
analysis also indicated that immunosuppression was not a bone loss-determining factor.

Conclusion. Laser and PDT therapies were effective as an adjunctive treatment to SRP
in reducing bone loss caused by experimental periodontitis induced in animals being
treated systemically with tacrolimus.

ROLONGED use of some anti-inflammatory and im-

munosuppressive drugs can alter the periodontal tis-
sues, causing gingival overgrowth, gingival ulceration, mi-
gration of the junctional epithelium, and loss of transseptal
ligament fibers. Combined with periodontitis, all these
pathologies may be exacerbated.' Renal transplant recip-
ients, for example, constitute a high-risk group for oral
diseases because they are immunosuppressed.*

Studies show that even modern and widely used drugs
such as tacrolimus (FK506) can also cause undesirable side
effects, particularly to the periodontal tissues, as found with
the use of cyclosporine A, even at smaller doses.™"

Periodontal disease or periodontitis (PD) is mainly
caused by periodontopathogenic microorganisms that pro-
mote the collapse of supporting structures around the teeth.
As a result of the biological responses that occur at affected

© 2011 by Elsevier Inc. All rights reserved.
360 Park Avenue South, New York, NY 10010-1710

Transplantation Proceedings, 43, 2009-2016 (2011)

sites, patients can suffer alveolar bone loss, destruction of
the periodontal ligament, and root cementum and inflam-
mation of gum tissue, all of which may, if untreated, lead to
tooth loss.” Systemic diseases such as diabetes, stress, and

From the Department of Medicine, Medical School and Exper-
imental Transplantation & Immunology Laboratory (LITEX,
FAMERP), Sao José do Rio Preto, Sao Paulo, Brazil; GEPLO,
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0041-1345/-see front matter
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2010

tobacco use may also be associated with the severity and
progression of periodontal disease.”

To treat PD, periodontopathic microorganisms are re-
moved or eliminated by well-established methods, such as
mechanical scaling and root planing (SRP) that may or may
not be aided by surgery. SRP can be associated with
adjunctive therapies, such as topical disinfectants and anti-
biotics that are not free from side effects.'”~"* Because of
the difficulties described, there was a need to develop
alternative techniques to mitigate these problems. Photo-
dynamic therapy (PDT), a new noninvasive method of
therapy with the ability to kill microorganisms, presents a
potential alternative. PDT consists of using a low-power
laser to generate an appropriate wavelength that kills
microorganisms previously treated with a photosensitizing
drug. Studies have demonstrated satisfactory results using
this method. Microorganisms die because of light striking
an administered photoactive agent and promoting a photo-
oxidative reaction that induces biochemical and morpho-
logic changes in target cells.”*~*

The choice of rats as experimental animal model was
based on the work of Klausen."” According to Klausen, the
rat is useful as an experimental model in the development
and study of periodontal disease because the rat periodon-
tium is similar to that of humans, with the only difference
being the keratinization of sulcular epithelium. The use of
cotton yarn adapted around the first molar, as described by
Johnson,'® was effective in the induction of experimental
periodontal disease. This ligation favored the formation of
plaque and the induction of an inflammatory response.

This study sought to evaluate the effects of laser therapy
and PDT on the treatment of periodontal disease induced
in rat treated with the immunosuppressant tacrolimus.

MATERIALS AND METHODS
Animals

All animal procedures were performed in accordance with proto-
cols approved by Institutional Animal Care and Use Committee of
Medical School and FAMERP. Sao José do Rio Preto, SP. Brazil.
Thirty adult male Wistar rats (250-300 g) were used for this study.
All animals were kept in plastic cages with access to food and water
ad libitum. Before the operative procedures, all animals were
allowed to acclimatize to the laboratory environment for a period
of 5 days.

Periodontal Disease Model

An experimental periodontal model, as previously described by
Klausenand et al.'’ was used. After general anesthesia, induced
with ketamine hydrochloride (50 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg)
applied intraperitoneally, all animals received a cotton ligature
around the first molars randomly distributed between the left or
right molar at the level of the gingival sulcus and maintained for 7
days to produce periodontitis.'® The contralateral sides of the teeth
that had ligations served as negative control in all groups.

Drugs

Tacrolimus (Prograf, Fujisawa Healthcare, Inc.) was injected sub-
cutaneously into the rats daily. The dose used was similar to
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clinically used doses, equivalent to 1 mg/kg per day.'” The subcu-
taneous injections were initiated 7 days before the experimental
induction of periodontitis. After each euthanasia period. an immu-
nosuppressed animal was chosen randomly and serologically tested
to evaluate drugs in the blood and creatinine values.

Study Design

Each group was composed of 6 animals. Euthanasia occurred at 7,
14, and 28 days after the removal of the ligature and respective
treatment. The experimental groups were divided into the follow-
ing groups:

Group 1: control, the animals received saline solution through-
oul the study period and were not submitted to SRP; group 2: the
animals received saline solution throughout the study period and
underwent SRP: group 3: the animals received tacrolimus (1 mg/kg
per day) for the induction of immunosuppression throughout the
study and were treated with SRP; group 4: the animals were treated
identically to group 3 and then administered laser treatment: and
group 3: the animals were treated identically to group 3 and then
administered PDT. Laser treatment, PDT, and SRP were per-
formed 7 days after the induction of periodontal disease. All 3
treatments were administered immediately after the removal of the
ligature.

Experimental Protocol

SRP. The left molars were subjected to SRP using manual
modified Gracey 1-2 curettes (Millenium, Golgran, Sao Paulo,
Brazil) through 10 distal-mesial traction movements in the buccal
and lingual aspects. The furcation and interproximal areas were
scaled with the same curettes through cervico-occlusal traction
movements. The SRP was performed by the same experienced
operator.

Laser Treatment. The low-intensity laser used in this study was a
Thera Lase (DMC Equipamentos Ltda. Sao Carlos, Sao Paulo,
Brazil) with the following characteristics: emitters InGaAIP and
GaAlAs, a wavelength of 685-830 nm, useful Power between 35
and 100 mW, continued and pulsed emission with a 600-um
diameter optical fiber, After SRP and saline solution deposition in
the periodontal pocket, the low-intensity laser was used on 3
equidistant points at each buccal and lingual aspect of the first
mandibular molar in contact with the tissue. The laser treatment
was released with a power of 35 mW 3 s/point. a power density of
0.428 W/cm?, and energy of 6 J/point (57.14 J/em*/point). The
treated areas received a total energy of 24 J.

PDT. Without using a bevel, toluidine blue-O was slowly depos-
ited into the periodontal pocket using a syringe (I mL) and an
insulin needle (13 x 0.45 mm Becton Dickinson Ind. Ltd., Curitiba,
PR, Brazil). After 1 minute, the region was then subjected to
low-intensity laser treaiment.

Experimental Periods

Seven, 14, and 28 days posttreatment (SRP, laser, and PDT), 2 rats
in each experimental group were humanely Killed by overdose of
anesthesia. Immediately thereafter, the mandible of each animal
was removed and separated into 2 parts. The parts were then fixed
in buffered formalin 10% for a minimum of 48 hours.

Laboratory Procedures

After securing the mandible components in 10% formalin for a
minimum of 48 hours, they were washed in water for 12 hours to
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remove the formalin and were demineralized in a solution with
equal parts of 50% formic acid and 20% sodiom citrate for 15
days.” Serial sections obtained from paraffin (6 pm) in the mesio-
distal direction were stained with hematoxylin and eosin (H&E).

Histologic and Histometric Analysis

The sections dyed by H&EE were analyzed with light microscopy to
establish bone loss and characteristics of periodontal ligament in
the furcation region of the first molars, The bone loss area in the
furcation region was histometrical determined using an image
analysis system {Image Tool, University of Texas Health Science
Center at San Antonio, San Antonio, Tex). After excluding the first
and the last sections where the furcation region was evident, 5
equidistant sections of each specimen block were selected and
captured by a digital camera connected to a light microscope. The
mean values were averaged and compared statistically,

RESULTS

The tacrolimus and creatinine levels in the blood were
tested randomly in 1 rat from each group on the day of
killing and the values reported in the testing were very
similar in all tested rats, being around 9 and 0.7 mg/dL,
respectively.

Histologic and Histometric Analyses

Group 1. At day 7, the connective tissu¢ contained a
large numbers of degenerate polymorphonuclear neutro-
phils and small amounts of poorly organized bone trabec-
ulae. At 14 and 28 days, the tissue contained a small number
of fibroblasts, blood vessels, and fragments of necrotic bone
tissue (Fig 1A, B).

Group 2. At days 7 and 28, well-developed tissue with a
moderate number of fibroblasts and some blood vessels is
still present. Well-developed bone is present, and the
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periodontal lisament has integrity. At 14 days, however, the
tissue exhibits a moderate number of fibroblasis and mild
vascularization (Fig 2A, B).

Group 3. In all experimental periods, the extensive tissue
areas were occupied by degenerate polymorphonuclear
neutrophils or poorly organized connective tissue with a
discrete number of fibroblasts. Toward the bottom of the
alveoli, the bone trabeculae are poorly organized (Fig 34, B).

Group 4. At day 7, connective tissue with a moderate
number of fibroblasts and well-developed bone is visible. At
14 and 28 days, the tissue was well-differentiated, rich in
collagen fibers, and there is a discrete number of fibroblasts.
A narrow strip between the root surface and bone tissue is
well-differentiated and developed, evidence of the level of
bifurcation. Note also in this area a small band of epithelial
tissue (Fig 4A, B).

Group 5. In all experimental periods, we found a narrow
strip of tissue, well developed, with a moderate number of
fibroblasts and mild vascularization. The cementum and
dentin are intact. The bone tissue is characterized by thick
and well-differentiated trabeculae across the inter-root
length (Fig 5). The histometric results are summarized in
Table 1.

Statistical Analysis

Statistical results were obtained by analysis of variance with
2-¢riteria of all groups and periods. The treatment groups
were lested using Bioestat 5.0 software (Bioestat; Brazilian
Industry, Belém do Pard, PA, Brazil). There were signifi-
cant difference between the groups based on the type of
treatment (P < .0003). Statistical analysis showed de-
creased bone loss with the progression of time (P < 05).
There was no significant difference in bone loss area based
on treatment between groups 1, 2, and 3 (P > .9) or

Fig 1. Photomicrograph of the
periodontal ligament area and
bone loss in the furcation region
of the mandibular first molar in
group 1 {no treatment) at 14 days,
apical third into the furcation re-
gion. The areas of bane resorp-
tion with thin bone trabeculas
and necrotic bone tissue are vis-
ible (stain: hematoxylin and sosin;
original magnification: A, =x12.5;
B, x40}
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Fig 2. Photomicrograph of the
periodontal ligament area and
bone loss in the furcation region
of the mandibular first molar in
group 2 (SRP) at 14 days, apical
third into the furcation region. Ar-
eas of bone resorption with thin
bone trabeculas and mild vascu-
larization are visible (stain: hema-
towylin and eosin; original magni-
fication: A, x12.5; B, x40). SRP,
scaling and root planing.

between groups 4 and 5 (P > .6). The statistical results
indicate that immunosuppression was not a determining
factor in the level of bone loss in the groups.

Because of the similarity in bone loss, the groups were
rearranged to optimize the statistical analysis: Groups 1, 2,
and 3 into a single group and groups 4 and 5 into another.
The use of a laser, with or without toluidine blue, was a
main factor in bone loss. Bone loss was lower in the groups
treated with by laser (P < .005; Fig 6).

DISCUSSION

This study evaluated the potential of laser therapy and PDT
as adjuvants to conventional periodontal treatments in rats

W e 1A = -
Fig 3. Photomicrograph of the periodontal ligament area and
bone loss in the furcation reglon of the mandibular first molar in
group 3 (tacrolimus and SRP) at 14 days, apical third into the
furcation region. Areas of bone resorption with thin bone trabec-
ulae and disorganized connective tissue are visible (stain: hema-
toxyiin and eosin; original magnification: A, x12.5; B, x40). SRP,
scaling and root planing.
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suffering from induced experimental periodontal disease
and treated systemically with tacrolimus. For this study,
periodontal disease was characterized by clinical signs of
gingival inflammation, such as edema, redness, and loss of
adhesion of the gingival tissue to the tooth, In animals
treated systemically with tacrolimus, the clinical signs of
gingival inflammation were exaggerated, and there was less
adhesion of gingival tissue to the tooth.

The results of this study demonstrate that animals treated
with tacrolimus and SRP (group 3) showed greater bone
loss in the furcation and histologically a more disorganized
tissue space, with a discrete number of fibroblasts compared
with the animals of the other groups. These changes have

Fig 4. Photomicrograph of the periodontal ligament area and
bone loss in the furcation reglon of the mandibular first motar in
group 4 (tacrolimus and laser) at 14 days, coronary third into the
furcation region. Thick bone trabeculae with minimum signs of
resorption are visible (stain: hematoxylin and eosin; original
magnification: A, x12.5; B, =x40).
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been described in other studies that also evaluated the
effects of immunosuppressive drugs in periodontal tis-
sues. 2"

The use of immunosuppressive therapy causes a decrease
in the number and activity of osteoblasts and increased
function of osteoclasts.” There is also a reduction in gastro-
intestinal absorption of calcium and increased urinary ex-
cretion, decreasing blood levels, a condition that triggers
the stimulation of parathyroid hormone and subsequent
bone reabsorption.®' Immunosuppressive drugs may cause
delays in healing™* via decreased angiogenesis and blood
flow-reducing vascular proliferation.™~* The drugs also
interfere in the phagocytosis and digestion of antigens by
inhibiting the migration of macrophages and stabilizing
lysosomes, preventing the release of proteolytic enzymes.
Furthermore, immunosuppressive drugs alter the functions
of fibroblasts, delaying their migration and affect the syn-
thesis of pro-collagen types I and 11 by altering the synthesis
of mRNA and mitotic activity.”"*"

Some recent research™' in animals treated with sys-
temic immunosuppressive drugs and with wounds irradiated
with a low-intensity laser has demonstrated reduced inflam-
matory infiltration, increased cpithelial differentiation, a

Table 1. Mean Values and Standard Deviations (M = SD) of
Alveolar Bone Loss (mm®) Histometric Data in the Furcation of
the First Molar with Experimentally Induced Periodontitis

Group 7 Days 14 Days 28 Days
1 3.79 + 0.899 272 £ 1.07 1.54 = 042
2 350 = 038 263 = 1.44 2.14 = 038
3 3.81 + 038 184 = 0.75 229 + 0.30
4 0.54 = 0.02 111 =034 0.80 = 0.01
5 047 + 012 051 = 0.03 0.86 + 0.35
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Fig 5. Photomicrograph of the
periodonial figameni area and
bone loss in the furcation region
of the mandibular first molar in
group 5 (tacrolimus and PDT) at
14 days, coronary third info the
furcation region. Thick bone tra-
beculae without signs of resorp-
tion are visible (stain: hematoxylin
and eosin; onginal magnification:
A x12.5; B, «40). PDT, photody-
namic therapy.

more differentiated repair process, and more collagen de-
position in the wounds. However, the parameters of that
study were different than those of the current study. Studies
regarding the use of laser therapy and PDT on wound
healing in animals treated with immunosuppressive drugs
are rare in the literature, but those that do exist indicate
that the laser therapy and PDT reduced bone loss and
promoted the repair of bone tissue that had previously been
altered by high doses of immunosuppressive drugs.”**
The amount of research related to the antimicrobial
effects of PDT has increased. PDT involves the combination
of a photosensitizing agent and a light source. It was initially
used 1o treat cancer. Studies have shown favorable results
using the principles of PDT against microorganisms involved

1138

in periodontal disease and peri-implant diseases.”

4,5 -
4,0 -

3547
3,0
25
2,0
15
1,0
0,5
0,0 =& .

7,61
Fle
%63
|
[#las

Fig 6. Y-axis is area (mm®) of bone loss and X-axis Is period
{days) on which the animais were humanely kilied.
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In the present study, histometric analysis indicated that
animals in groups 4 and 5, which received trealment with
laser therapy and PDT, demonstraied less bone loss when
compared with animals from other groups in all periods.

A large number of in vitro studies have evaluated the
antimicrobial effects of PDT with different photosensitizers
wsed, such as methylene blue, wluidine blue-0, malachite
green, fitalocianinadisulfonada, porphyrins, phenothia-
zines, cyanine, acridines, herbal dyes, and chlorins.® Some
recent studies have evalvated the use of PDT in the
nonsurgical treatment of periodontal disease in vivo, both
in animals™*" and in humans.""***' However, the use of
toluidine blue as the photosensitizing drug in PDT has
received little in vivo evaluation in the treatment of perio-
dontitis and treatment of peri-implantitis.?™-*42

PDT promoites the killing of gram-positive bacteria more
effectively than the killing of gram-negative bacteria owing
to differences in sensitization ability®® and gram-negative
bacteriz having a low permeability of the bacterial cell wo
compounds and external antibiotics.** In this study, we used
toluidine blue O because it interacts more meaningfully with
the lipopolysaccharides present in the cell membrane of
gram-negative bacteria, compared with blue metileno,

The beneficial effects of PDT adjunct to conventional
weatment of periodontal disease in group 5 are probably
due to the photodestructive effect on the differemt bacterial
species present in the areas of induced periodontal disease
mediated by type [ (initiated by superoxide, hydroxyl radi-
cals or anionic) or type 1l reactions (initiated by singlet
oxygen), ™3

The photodynamic activity of photosensitizers is based on
photo-oxidative reactions that promote morphologic and
biochemical changes in target cells."” When the photosen-
sitizing drug molecule absorbs photons from a light source
to the resonant band absorbance, it is placed in an excited
state. Depending on the structure of its molecule and the
environment, the molecule can lose energy by electronic or
physical process and return to the ground state, or may pass
0 & transition to the excited state triple (triplet state). At
this stage, the molecules can again undergo a decay and
return to the electronic ground state, undergo redox resic-
tons with their environment (reacuon type I), or their
excitation energy can be transferred to the oxygen mole-
cule, allowing the formation of singlet oxygen reaction (Lype
). These reactive oxygen species are responsible for
irreversible damage o the bacterial cytoplasmic membrane,
including protein modification in the respiratory chain and
in fatty and nucleic acids.™

Some (actors may influence PDT and the coefficient of
absorption of the dve, such as the energy source of Hght,
photosensitizer concentration, and the duration of the triplet
state molecule.™ ™" The results of this study are agreement
with the literature that has demonstrated the effectiveness of
PDT in the evolution of perindontal disease in animals,™*" in
the treatment of periodontitis in humans'**' and in peri-
mmum.ﬂ,.‘m

In the present study, we also demonstrated that the

BOTTURA, BAPTISTA, MILANEZI ET AL

animals in group 4 had less bone loss compared with
animals in groups 1, 2, and 3. Studies have reported that the
use of low-intensity laser inhibits the production of inflam-
matory mediators in periodontal ligament cells,” ™ pro-
motes cell chemotaxis,™ and promotes vessel dilation and
angiogenesis; consequently, there could be an increase in
oxygen diffusion in tissue,™* ™ favoring the repair process
because the secretion of collagen by fibroblasts in the
extracellular space occurs only in the presence of high rates
of oxygenic pressure,”” Moreover, a recent study showed
that low-intensity laser associated with SRP significantly
reduced bone loss in furcation in immunosuppressed rats
treated with dexamethasone.™

Corticosteroids and systemic immunosuppressants have
been usedin low- and high-dose treatments for various dis-
eases, such as mucocuianeous, respiratory, tendinitis, bursitis,
arthritis, and cysts in general ™ A side eficet of these drugs
is the increased risk of infection owing to the inhibitory effects
of cellular immunity,” which may cause further periodontal
damage, as demonstrated in this study. ™

Given these facts, the use ol pericdontal therapy aller-
natives or adjuncts to conventional treatment of RAR, such
as the use of antibiotics, might be indicated, particularly
because of the disadvantage of potentially increasing the
antibiotic resistance of bacterial sirains,™™*4@152 Thys,
the use of local antibacterial agents would support alterna-
tive choices for the treatment of periodontitis.

In the histometric and statistical analysis of the results,
the animals in groups 4 and 5 that received treatment with
laser and PDT showed less bone loss when compared with
animals from other groups in all periods. With advaniages
and a specific ability o target cells, no side efects, a
light-controllable onset of activity, and no induction of
resistant bacterial strains as with antibiotics, PDT is an
effective method of with great potential as an adjunct in the
treatment of periodontal disease,

In conclusion, within the lmits of this study, both laser
and PDT were cffective as adjuvant therapies w SRP, in
that they reduced bone loss in animals suffering induced
experimental periodontitis treated systemically with tacroli-
mus.
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