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Muito Obrigada!!!
Monitoramento da Doenca Periodontal em Modelo Animal pelo

Sistema de Tomografia por Coeréncia Optica

ADAIANA MUNGO MAISTRO

RESUMO

A tomografia por coeréncia oOptica (OCT) apresenta-se como uma
nova proposta ao diagnéstico e a deteccao precoce da doenca periodontal,
mediante as limitagcdes dos métodos convencionais na avaliacdo da doenca
em seus estagios iniciais. Na busca por um método de diagndstico sensivel
e especifico, que reproduza com confiabilidade os dados clinicos da doenca
periodontal ao longo do tempo e que permita detalhamento das estruturas
periodontais nos estagios iniciais da doenca, este estudo teve como objetivo
monitorar pela técnica de OCT a evolucdo experimental da doenca
periodontal induzida em modelo animal. Foram avaliadas, qualitativa e
guantitativamente, as alteracdes ocorridas entre a jungdo cemento-esmalte
(JCE) e a crista Ossea alveolar (COA) apos 7, 15 e 30 dias da inducado da
doenca periodontal por Aggregatibacter actinomycetemcomitans (clone JP2).
Foram incluidos 35 camundongos machos (C57BL/6), com idade de seis a
oito semanas, os quais foram aleatoriamente divididos em sete grupos:
grupos experimentais — GE7d, GE15d e GE30d (n=6 por grupo), cujos
animais foram infectados pela bactéria; grupos controles veiculo — GV7d,
GV15d, GVv30d (n=4 por grupo), cujos animais foram submetidos aos
mesmos procedimentos do grupo experimental, mas sem a presenca da
bactéria; grupo controle negativo — GN (n=5), cujos animais nao foram
submetidos a qualquer procedimento sendo sacrificados no tempo
experimental zero. Decorridos 7, 15 e 30 dias os animais dos grupos GE e
GV foram sacrificados e as hemi-maxilas removidas, as quais foram

submetidas as avaliacdes tomogréfica pelo sistema OCT, morfométrica por
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estereo-microscopio e histomorfométrica. A distancia JCE-COA foi
mensurada em trés sitios distintos (primeiro, segundo e terceiro molares) a
partir dos tomogramas e das imagens morfoldgicas, utlizando-se o
programa Image J. A distancia JCE-COA nos histogramas foi mensurada na
regido distal do primeiro molar e na regido mesial do segundo molar. A
distancia média de referéncia entre JCE-COA no grupo controle negativo foi
de 0,128 mm no primeiro molar, 0,200 mm no segundo molar e 0,070 mm no
terceiro molar, relevando concordancia das analises tomograficas e
morfométricas (p>0,05 — ANOVA) entre os sitios analisados. Nos grupos
controle veiculo (GV7d, GV15 e GV30d) as distancias médias JCE-COA
aferidas ndao demonstraram, ao longo do tempo experimental, alteracdes
significativas (p>0,05 — ANOVA) quando os sitios avaliados foram
comparados aos respectivos valores de referéncia, independente da técnica
de analise. A analise dos tomogramas dos grupos experimentais revelou
aumento significante (p<0,05 — ANOVA) da JCE-COA no primeiro molar,
apos 15 dias (GE15d), sendo possivel aferir alteracdo de apenas 86 um, e
apos 30 dias da infeccdo (GE30d), 100 um. Ja a avaliacdo morfométrica so
demonstrou aumento significativo entre JCE-COA no primeiro molar apés 30
dias (GE30d). A andlise histomorfométrica revelou aumento significativo
(p<0,05) da JCE-COA quando as médias dos grupos controle veiculo e
experimental foram comparadas entre si, nos respectivos tempos
experimentais, confirmando a evolugdo da doenca no grupo experimental
diante do aumento dos valores de referéncia. Mediante os resultados
obtidos, a técnica de OCT mostrou-se viavel na deteccdo e quantificacédo
das alteracbes teciduais periodontais de camundongos saudaveis e
infectados pelo A. actinomycetemcomitans, revelando-se eficaz ao

monitoramento da doenca periodontal desde suas manifestacdes precoces.
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Monitoring Periodontal Disease in Animal Model by Optical Coherence

Tomography

ADAIANA MUNGO MAISTRO

ABSTRACT

The optical Coherence tomography (OCT) technique is presented as a
new approach to diagnosis and early detection of periodontal disease,
considering the limitations of conventional methods in the evaluation of the
disease in its early stages. In the search for a sensitive and specific diagnostic
method, which reliably reproduces the clinical periodontal disease over time and
allow breakdown of periodontal structures in the early stages of the disease,
this study aimed to monitor the progress of the experimental periodontal
disease induced in an animal mode through the OCT technique. We evaluated
qualitatively and quantitatively, the changes occurring between the cementum-
enamel junction (CEJ) and alveolar bone crest (ABC) after 7, 15 and 30 days of
induction of periodontal disease using Aggregatibacter actinomycetemcomitans
(JP2 clone). We included 35 male mice (C57BL / 6), aged from six to eight
weeks, which were randomly divided into seven groups: experimental - GE7d,
and GE15d GE30d (n = 6 per group), whose animals were infected by the
bacteria ; vehicle control groups - GV7d, GV15d, GV30d (n = 4 per group),
whose animals were submitted to the same procedures in the experimental
group, but without the presence of bacteria; negative control group - GN (n = 5),
whose animals were not subjected to any procedure being sacrificed on the
experimental time zero. After 7, 15 and 30 days, the animals in GE and GV
were sacrificed and the hemi-maxillae were removed, which were subjected to
evaluations by computed tomography OCT system, stereo-microscope
morphometric and histomorphometric. The distance CEJ-ABC was measured at

three different sites (first, second and third molars) from the tomograms and

12



morphological images, using the program Image J. The distance CEJ-ABC in
the histograms was measured in the distal region of the first molar and mesial of
second molar region. The average distance between the reference CJE-ABC in
the negative control group was 0.128 mm in the first molar, 0.100 mm in the
second molar and 0.070 mm in the third molar, revealing correlation of
tomographic and morphometric analysis (p> 0.05 - ANOVA) between
sites analyzed. In vehicle control groups (GV7d, GV15 and GV30d) the average
distances CEJ-ABC measured did not demonstrate throughout the experimental
period, significant changes (p> 0.05 - ANOVA) when sites were evaluated
compared to their respective benchmarks, independent from the analysis
technique. Analysis of the tomograms of the experimental groups revealed a
significant increase (p <0.05 - ANOVA) CEJ-ABC in the first molar after 15 days
(GE15d), being able to measure an alteration of only 86 um and 30 days after
infection (GE30d ), 100 um. The morphometric evaluation showed significant
increase among CEJ-ABC in the first molar only after 30 days
(GE30d). Histomorphometric analysis revealed a significant increase (p <0.05)
JCE-ABC when the vehicle control and experimental groups averages were
compared, in their respective experimental times, confirming the disease’s
evolution in the experimental group facing the increase in
values reference. From the results obtained, the OCT technique was feasible in
the detection and quantification of periodontal tissue changes in healthy mice
and the ones infected with A.actinomycetemcomitans, proving to be effective in

monitoring periodontal disease since its early manifestations.
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1. Introducéo

As manifestacfes clinicas mais comuns da doenca periodontal sdo a
gengivite e a periodontite. A gengivite € a manifestacdo ndo destrutiva da
doenca periodontal, enquanto a periodontite acomete destrutivamente os
tecidos periodontais. A periodontite € uma doenca infecciosa multifatorial,
caracterizada por inflamacéo, infeccéo e destruicdo dos tecidos de suporte dos
dentes, tais como a gengiva, o cemento, o ligamento periodontal e 0 0sso
alveolar, sendo relacionada a suscetibilidade do hospedeiro as bactérias
periopatogénicas.t

A periodontite crénica € a forma mais comum da doenca periodontal
destrutiva, freqiientemente relacionada a idade adulta e em idosos. A patologia
exibe lenta progressdo caracterizada por periodos de atividade e de
quiescéncia do processo inflamatério, que podem culminar na perda dos
elementos dentarios envolvidos. Ja a periodontite agressiva caracteriza-se por
rapida progressdo e, comumente, acomete adolescentes e adultos jovens
sistemicamente saudaveis. A forma agressiva da periodontite determina grande
perda de insercdo clinica associada a rapida destruicdo Ossea alveolar,
principalmente, em incisivos centrais e primeiro molares.?

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, a periodontite ocorre
em 50% da populagdo mundial e, especificamente, a periodontite severa, que
causa danos funcionais ao paciente, atinge de 5 a 15% dessa populacgéo,
sendo considerada um dos mais importantes problemas de satde bucal.® No
Brasil, a prevaléncia da periodontite agressiva na populacéo é de 5,5%, sendo
2,5%, 4,3% e 9,9% desta fracdo representada por individuos nas faixas etarias
de 14-19, 20-24 e 25-29 anos, respectivamente.”

A doenca periodontal se desenvolve a partir do rompimento do equilibrio
na interagdo entre hospedeiro e microorganismos patogénicos com potencial
de colonizar os biofilmes da cavidade bucal.” A manifestacdo e a progressao
da doenca periodontal, além da patogenicidade bacteriana, dependem de
alguns fatores de risco, como geneéticos, sistémicos, sociais, comportamentais,

e da resposta imune do hospedeiro.®
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A forma agressiva da doenca periodontal caracteriza-se por uma
microbiota complexa constituindo-se geralmente de bactérias anaerdbias gram-
negativas, destacando-se 0 Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
considerado um dos principais patdégenos da doenca periodontal agressiva,
devido ao grande numero de fatores de viruléncia que favorecem a colonizacéo
e a permanéncia da espécie na cavidade oral, invadindo tecidos periodontais e
interferindo na resposta tecidual do hospedeiro.”®

O diagnoéstico da doenca periodontal requer apurada anamnese, exames
clinico e radiografico detalhados, que podem ser complementados por exame
microbiolégico. No exame clinico periodontal sdo avaliados: a presenca de
placa visivel, o0 sangramento gengival, o sangramento gengival a sondagem, a
profundidade de sondagem, o nivel clinico de insercdo e a mobilidade dentaria.
A avaliacdo do nivel clinico de insercédo e da perda Ossea alveolar permitem
inferir a extens&o e severidade da doenca periodontal.**

A afericdo do nivel clinico de insercéo é realizada com auxilio da sonda
periodontal, calibrada em milimetros, que é inserida no sulco gengival e bolsa
periodontal estimando-se a distancia entre a juncdo cemento-esmalte e a
porcdo mais apical sondavel do sulco/ bolsa periodontal. O exame pode ser
extremamente desconfortdvel e doloroso para o paciente e sendo sujeito a
variaveis, como a pressao do operador exercida a sonda, o diametro da sonda,
o grau de inflamacéo tecidual e as irregularidades da anatomia dentaria. Tais
variaveis limitam a reprodutibilidade do método e a fidelidade da medida real do
espaco bioldgico e da quantidade de estrutura perdida, pois erros inerentes a
técnica variam de 0,62 a 1,17 mm.** 3

O exame radiogréafico pode revelar informacdes importantes quanto as
caracteristicas morfoldégicas dos tecidos duros periodontais, as quais nao
podem ser identificadas num exame clinico visual. As imagens radiograficas
permitem detectar e mensurar a perda O6ssea alveolar apds significante
comprometimento tecidual, ndo permitindo, contudo, avaliagdo da atividade da
doenca.'* Algumas tecnologias, como radiografia digital e tomografia
computadorizada, sdo propostas para auxiliar no diagnoéstico da periodontite,
pois permitem mensurar os niveis de perda Ossea alveolar com maior

sensibilidade que a radiografia convencional e proporcionam melhor
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imageamento de crateras 0sseas periodontais e de areas com envolvimento da
regido de furca.!*

Os métodos de diagnéstico convencionais a disposicdo do profissional
na Odontologia, em suas diferentes especialidades (cariologia, endodontia,
periodontia, estomatologia), ndo permitem a avaliacdo dos sinais clinicos das
diferentes patologias em seus estagios iniciais. Novas tecnologias, como a
tomografia por coeréncia optica (OCT — Optical Coherence Tomography), sado
propostas a suprir essa lacuna como um meétodo de diagndstico por imagem
capaz de executar, com alta resolucédo, o imageamento Optico de tecidos duros/
moles e permitir a deteccéo precoce e monitoramento de patologias.*®*?

A insercéo da técnica OCT na é&rea da saude iniciou-se na Medicina, em
estudos na oftalmologia’® e se difundiu para outras especialidades como

20, 21 22, 23 2426 astabelecendo-se

dermatologia, cardiologia e otorrinolaringologia,
como uma nova opc¢ao de diagnostico por imagem e monitoramento de
patologias. A tomografia por coeréncia optica € uma técnica ndo-invasiva, que
permite o imageamento de tecidos vivos em tempo real, utilizando-se de luz no
infra-vermelho proximo ao invés de radiacdo ionizante. Através desta
tecnologia detalhes micro-estruturais do tecido podem ser avaliados, permitindo
verificar estruturas que, muitas vezes, s6 poderiam ser avaliadas por exame
histopatolégico.'® 27

Na Odontologia, a OCT tem despertado o interesse de pesquisadores
pelos seus inumeros beneficios, apesar de ser uma técnica ainda pouco
explorada. Estudos revelaram que imagens tomogréficas adquiridas de tecidos
dentais e periodontais permitem a identificacdo e 0 monitoramento da

2830 identificacdo de fraturas radiculares,®!

progressdo de lesbes cariosas,
avaliacdo do selamento marginal de restauracées® e deteccdo de alteracdes
periodontais durante movimentos ortodénticos.®® 3 A técnica permite obter
informagdes qualitativas e quantitativas dos tecidos bucais por meio de uma
biépsia Optica, capaz de penetrar em média 3 mm de profundidade a partir da
superficie, de acordo com as propriedades 6pticas do tecido. Os tomogramas
exibem resolucdo de 1-15 um podendo detectar precocemente alteracdes

morfolégicas nos tecidos moles/ duros.* ®

17



A técnica de OCT ainda nao é utilizada clinicamente na Odontologia,
entretanto, os resultados de pesquisas laboratoriais, nas diversas
especialidades da area, demonstraram-se promissores e incentivam novos
estudos que certamente alicercardo a aplicacdo da técnica clinica num futuro
proximo. A técnica permitira ao profissional oferecer ao paciente uma opcao
segura, eficaz e precisa de diagnostico e monitoramento de diferentes
patologias bucais, favorecendo a manutencdo da saude bucal. Neste intuito,
este estudo teve como objetivo investigar a viabilidade da OCT na avaliacéo e
monitoramento das estruturas de suporte do elemento dentario apds a inducéo

experimental da doenca periodontal em modelo animal.

18



2. Objetivos

Este estudo teve como objetivo geral monitorar, pela técnica de tomografia
por coeréncia Optica, a periodontite induzida em modelo animal.

Para tanto, foram delineados os seguintes objetivos especificos:

» inducgé&o da periodontite em camundongos (C57BI/6);

= avaliagdo, qualitativa e quantitativa, pelas técnicas OCT, morfométrica e
histomorfométrica das alteracBes morfolégicas dos tecidos periodontais
em diferentes tempos experimentais ap0s a inducdo da doenca
periodontal.
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3. Revisao da literatura

3.1. Etiologia da doenca periodontal

A microbiota da doenca periodontal agressiva, caracterizada
especialmente por bactérias anaerébias gram-negativas, revela maior
prevaléncia de espécies como Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Tannerella forsythia,
Campylobacter rectus, Fusobacterium ssp. e espécies de Selenomonas.®”
Muito embora esses microorganismos tenham sido relacionados com a
patologia, faz-se necessario para inicio e a progressdo da periodontite o
rompimento do equilibrio ecolégico entre a microbiota oral e o hospedeiro.”

A atividade do A. actinomycetemcomitans na forma agressiva da doencga
periodontal tem sido bastante investigada.” A espécie revela notavel
capacidade de adesdo a componentes da cavidade oral, como superficies
dentarias e células epiteliais e a outras bactérias da microbiota bucal.®* *° O
microorganismo agride os tecidos periodontais através da sintese de
colagenases, epiteliotoxinas, fatores inibidores de fibroblastos, fatores
indutores de reabsorcéo dssea e de um potente lipopolissacarideo.**

O A. actinomycetemcomitans sintetiza uma leucotoxina, incluida na
familia das citolisinas bacterianas RTX, que induz a lise de leucdcitos
polimorfonucleares e macréfagos humanos, sendo considerada o principal
fator de viruléncia do microorganismo.** *® A producdo da leucotoxina varia
entre diferentes clones do A. actinomycetemcomitans, destacando-se o clone
JP2 por sua frequente associacdo aos quadros avancados de periodontite
agressiva, que sdo caracterizados por perda severa do nivel de insercéo
clinica.***%®  Além disso, longitudinalmente, a doenca periodontal nos
pacientes colonizados pelo clone JP2, possui maior resisténcia a terapia
periodontal convencional e apresentam maior perda tecidual que nos pacientes
n&o portadores desse clone.*’

Mediante o notavel grau de viruléncia do A. actinomycetemcomitans,
diferentes estudos tem utilizado a espécie na inducédo experimental da doenca
periodontal em modelo animal, com o intuito de verificar seu mecanismo de

acdo, as respostas e os niveis inflamatérios do hospedeiro, seu potencial de
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agressao tecidual ao longo do tempo e a interferéncia dos fatores intrinsecos e
extrinsecos no desenvolvimento da doenca.*®

Diferentes protocolos sao sugeridos na literatura, de forma que
alteracdes nos tecidos periodontais sdo observadas apds a insercdo de
ligaduras na regido do sulco gengival®® ** e/ou inoculacbes de suspensdes

|48, 49, 52

bacterianas no tecido gengival/ cavidade ora em diferentes tempos

experimentais.

3.2.  Diagnostico periodontal

O tratamento e o controle da doenca periodontal séo baseados no
correto diagnéstico e na adequada terapia periodontal, que deve priorizar a
remocao e o controle da placa/ calculo supra e subgengival e, se necessario,

cirurgias periodontais e administracéo de antibiéticos sistémico.>*>°

O correto diagndstico de uma patologia norteara o plano de tratamento e
seu prognostico. Maiores serdo as probabilidades de sucesso terapéutico e
manutencdo da salde quando a doenca for diagnosticada precocemente. O
diagnostico da doenca periodontal inicia-se por uma apurada anamnese,
sendo importante coletar dados da histéria médica do paciente, antecedentes
familiares com casos da doenca, habitos e cuidados de higiene bucal e relatos
de sinais e sintomas relacionados a patologia. Complementarmente, o exame
clinico periodontal avalia as manifestacfes clinicas da doenca através do
indice de sangramento gengival, profundidade de sondagem, niveis de
insercao clinica, mobilidade dentaria e quantidade de perda éssea alveolar.
10,11

A perda de insercao clinica e do osso de alveolar s&o sinais preditores
da doenca, sendo a sondagem periodontal e o exame radiogréafico
procedimentos padres para diagnostico da doenca e durante o
acompanhamento longitudinal apds o tratamento. A sondagem é realizada por
meio de sonda periodontal calibrada inserida, manualmente ou por
instrumentos eletrénicos de forca controlada, no sulco gengival/ bolsa
periodontal. A pressdo exercida a sonda, o tamanho e a forma da ponta da

sonda, o local de insergcéo e o grau de inflamacdo gengival sdo algumas das
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variaveis que podem interferir na precisdo do método, cuja resolucdo pode
variar de 0,1 a 1,0 mm, dependendo do instrumento.>® As sondas eletronicas
foram desenvolvidas na tentativa de aperfeicoar a resolucdo da técnica, de
forma a controlar a forca de insercdo e automatizar os registros, mas ainda
carecem de precisdo e reprodutibilidade.>”°

Exames radiograficos séo relevantes na pratica clinica por revelarem as
caracteristicas e alteragdes morfoldgicas dos tecidos duros periodontais, sem,
contudo, distinguir o grau de atividade da doenca. A radiografia convencional
auxilia na avaliacdo da perda O6ssea acometida pela periodontite, mas com
baixa sensibilidade, pois revelam alteracdes teciduais apos 30 a 50% de perda

mineral, identificando apenas perdas 6sseas significativas.®

A avaliacao da perda 6ssea alveolar por interpretacao radiografica exige
padronizacdo das técnicas radiograficas de forma que variaveis (tempo de
exposicado, temperatura e tempo de processamento, posicionamento
radiografico, etc) sejam controladas e permitam comparacdes entre
radiografias antes e pos-tratamento. A subtracdo radiografica, ja bem
estabelecida na Medicina, ganha espaco na Periodontia permitindo deteccéo
de alteracées 6sseas na ordem de 1 mg.®® Imagens s&o sobrepostas e através
de um algoritmo a sobreposi¢cdo das imagens € comparada avaliando-se
guantitativamente os niveis de escala de cinza entre as imagens. A técnica
revela melhor sensibilidade e precisdo quando comparada as interpretacées
radiograficas realizadas visual ou digitalmente, muito embora também exija
precisa padronizacdo.®* ®

Vale ressaltar que a radiacéo ionizante possui uma energia de radiacao
qgue interage com o tecido bioldgico e, dependendo da dose irradiada e da
sensibilidade tecidual, pode ser transferida para o DNA celular modificando ou
lesando sua estrutura. Apesar da dose utilizada na Odontologia, nas técnicas
radiogréficas, ser considerada segura, estudos revelaram que células da
mucosa bucal podem ser lesadas.®®

Na tentativa de aperfeigoar o diagnéstico da periodontite, varios estudos
tém dado énfase ao assunto e pesquisas sao realizadas em diversas areas,
como microbioldgica, clinica odontolégica e tecnoldgica. Nesta ultima, novos

métodos de diagndstico por imagem nao-invasivos e que ndo utilizam a
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radiacdo ionizante despertam grande interesse de pesquisadores e clinicos, de
forma que o diagndstico precoce e o monitoramento da periodontite sejam

realizados com maior preciséo e sensibilidade.
3.3.  Tomografia por coeréncia optica

A tomografia por coeréncia éptica (OCT) foi inicialmente preconizada por
Huang e colaboradores em 1991, como uma técnica de diagndstico por
imagem nao-invasiva, obtendo-se tomogramas de amostras teciduais, tendo
como principio as diferentes propriedades épticas dos tecidos.®” Inicialmente, a
OCT foi desenvolvida para area médica, especificamente a oftalmologia,
permitindo avaliar regides profundas do olho, como a retina, favorecendo o
diagnéstico por imagem de patologias nessas estruturas.*®

A OCT é uma tecnologia que foi desenvolvida com base na teoria 6ptica
e dos lasers, onde através do uso de um laser de banda larga ou de um led
luminescente no infra-vermelho proximo, permite o0 imageamento micro
estrutural de tecidos vivos, em tempo real e in situ. Através de uma bidpsia
Optica, o OCT pode penetrar até 3 mm de profundidade no tecido, de acordo
com as propriedades épticas do mesmo, resultando numa imagem digital com
resolucdo de 1-15 pm. ** Na Odontologia, o sistema OCT é capaz de avaliar
tecidos duros e moles da cavidade bucal e identificar com precisdo suas
diferencas estruturais.®®

Essas vantagens propdem a insercdo da técnica em diversas situacdes
clinicas, pois pode possibilitar o imageamento e diagndstico precoce de tecidos
patolégicos, quando a biopsia excisional € impossivel ou envolve maior risco ao
paciente.*® ?’

A sensibilidade da técnica permite mencionar ainda outras vantagens,
como a possibilidade de monitorar e diagnosticar, em tempo real, as pequenas
alteracbdes no tecido dentario, periodontal e na mucosa bucal. No tecido
dentario, possibilita visualizar pequenas alteragbes no processo de
desmineralizacbes e remineralizacdes do esmalte por interferéncia do pH, ja

9. 70 sendo

que o desequilibrio desse processo leva ao inicio da leséo cariosa,
possivel também o0 monitoramento da progressdao do processo de

desmineralizacdo.3> ™ A técnica permite ainda visualizar falhas/ trincas nas
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restauracdes®® e na adaptacdo de selantes oclusais. "* A literatura também
relata a utilizacdo do OCT na avaliagdo de falhas na obturacdo do canal
radicular no tratamento endodontico e de fraturas verticais radiculares,
aspectos dificilmente visiveis através da radiografia convencional, que podem
comprometer o sucesso da terapia.>*

Nos tecidos periodontais, o0 sistema permite identificar com precisao
estruturas teciduais possibilitando o diagnéstico da doenca periodontal " e
ainda mostrar alteragcbes do ligamento periodontal mediante forcas
ortoddnticas.®® ** A técnica também podera auxiliar na deteccédo de displasias

em tecidos moles e lesées pré-cancerosas.'®

3.4. Tomografia por coeréncia Optica na Periodontia

As falhas dos métodos de diagndstico convencionais e a falta de
reprodutibilidade no monitoramento da doenca periodontal, estimularam o
surgimento de novas pesquisas e aperfeicoamentos tecnolégicos em busca por
métodos mais confidveis no diagndstico precoce da doenca periodontal.

A tomografia por coeréncia Optica foi proposta na especialidade
revelando detalhes micro estruturais de tecidos moles e duros,'® subsidiando
novos estudos com o objetivo de acompanhar a atividade da doenca
periodontal antes que ocorra significante perda tecidual. A OCT pode ainda
determinar com precisdo a localizacdo da insercdo do tecido gengival na
superficie dentéaria e reproduzir, com mais fidelidade, a profundidade da bolsa
periodontal permitindo um monitoramento da evolucdo da doenca.*®

As propriedades 6pticas do sistema de OCT néo requerem contato direto
com o tecido e, como ndo h& pressédo tecidual, o sistema faz mensuracdes
reais do tecido saudavel sem carater invasivo, podendo diagnosticar
precocemente a periodontite, além de proporcionar imagens tri-dimensionais.*®
Na literatura, o primeiro estudo em modelo animal, avaliando o tecido

periodontal saudavel através do OCT em suino,®

incentivou a avaliacado da
viabilidade da técnica em humanos.”™ " As imagens tomogréaficas geradas por
OCT demonstraram a viabilidade na identificacdo de toda superficie dentaria,
contorno gengival e tecido 0sseo alveolar, iniciando um novo conceito de

diagnostico de doencas periodontais.'® ™ 7
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A espessura do ligamento periodontal em humanos varia em média de
0,15-0,38 mm, enquanto em camundongos aproxima-se de 0,22 mm,
distancias aferida em estudos prévios que utilizaram sistemas de OCT com
resolucdo de 10-14 pm.3*

Entretanto, até o presente momento, os estudos limitam-se a analise das
estruturas periodontais in situ, tanto em modelo animal como em humanos, nédo
havendo relatos na literatura sobre o acompanhamento longitudinal da saude/
doenca periodontal através do sistema OCT. Esta proposta permitira verificar a
viabilidade da técnica OCT em detectar e monitorar, através do imageamento
optico utilizando-se de um sistema com resolucdo de apenas 6 um, as
primeiras alteragbes e perdas teciduais durante a periodontite induzida em

camundongos.
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4. Material e Métodos

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do IPEN
(ANEXO A) e do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao

Paulo (ANEXO B).

4.1. Estudo Piloto 1

O ensaio piloto foi realizado com o objetivo de verificar a viabilidade do
sistema de OCT (OCP930SR, Thorlabs Inc) na avaliagdo das estruturas

periodontais em camundongos.

a. Selecédo dos animais

Foram selecionados 05 camundongos Swiss, machos, com idade entre
6-8 semanas, os quais foram criados no Biotério do IPEN. Os animais foram
sacrificados em camara de CO,, seguindo-se a divulsdo dos tecidos moles e
exposicdo da maxila, que foi removida e, imediatamente, fixada em solucao de

formaldeido a 4% com finalidade de preservacédo das estruturas biolédgicas.

b. Avaliacdo das estruturas periodontais por OCT

O sistema de OCT (OCP930SR, Thorlabs Inc) utilizado neste estudo
(Figura 1), emprega um LED superluminescente com comprimento de onda em
930nm, com resolugdo, no ar, lateral e longitudinal de 6,0um, capaz de
apresentar até 8 imagens por segundo. De acordo com as caracteristicas
Opticas do tecido a ser avaliado, o sistema pode avaliar at¢é 3 mm em
profundidade.

O espécime, hemi-seccdo da maxila com 1,5 mm de profundidade, foi
colocado sobre um aparato, mantendo-se relacdo perpendicular entre as
estruturas periodontais e a ponta de prova do OCT fixada em um sistema de
translagao linear x, y e z, permitindo um ajuste da ponta de prova para geragao
das imagens de OCT, que posteriormente foram analisadas com o programa

Image J.
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Figura 1. Sistema de OCT — OCP930SR (Thorlabs Inc.) utilizado no estudo (A) e
detalhe da ponta de prova do sistema posicionada durante aquisicdo dos
perfis tomogréficos da hemi-maxila (B).

4.2.  Estudo Piloto 2
Este ensaio teve como objetivos: (i) avaliar a efetividade da indugéo da

doenca periodontal em duas linhagens de camundongos; (ii) verificar a
viabilidade do sistema da técnica de OCT na avaliacdo das alteracdes das
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estruturas periodontais em camundongos por ocasido da presenca da doenca

periodontal.
a. Selecédo dos animais

Foram incluidos 08 camundongos C57BL/6 e 08 camundongos Swiss,
machos, com idade entre seis a oito semanas, mantidos durante o periodo de
experimentacao no biotério do Departamento de Microbiologia (ICB/USP). Para
cada uma das linhagens, 4 animais foram infectados (Grupo experimental) por
uma suspensao bacteriana de A. actinomycetemcomitans e 0s outros 4
animais foram submetidos aos mesmos procedimentos, mas sem a presenca

da bactéria no inéculo recebido (Grupo controle veiculo).
b. Preparo do indculo bacteriano

A amostra de A. actinomycetemcomitans (JP2) foi cultivada por 48 horas
em estufa com atmosfera de 10% CO, em agar triptcaseina de soja acrescido
de extrato de levedura (TSAYE). Colbnias isoladas foram transferidas para 8
mL de caldo BHI (Brain Heart Infusion) e incubadas por 12 horas nas mesmas
condicbes atmosféricas descritas. A suspensdo bacteriana foi ajustada para
densidade o6ptica 1,0 no comprimento de onda de 495 nm.

Esta suspensdo foi diluida (1:40) em caldo BHI e incubado por 6 horas
em iguais condi¢bes atmosférica e de temperatura. Ao final deste periodo, a
suspensdao foi ajustada para valores de densidade proximos a 0,3 (DOagsnm),
estimando-se 108 UFC/mL. Procedeu-se a obtencéo do precipitado bacteriano
(5000 rpm, 5 minutos, 4°C), que foi ressuspendido em 300 uL de solugéo salina
tamponada com fosfato (PBS) — in6culo do tecido gengival; e 100 uL de PBS

acrescida de carboximetilcelulose a 2% — inéculo da cavidade oral.*

C. Inducéo da doenca periodontal
Os animais foram anestesiados com uma mistura de anestésicos

composta por Ketamine (80 mg/Kg) e Xylazine (15 mg/Kg) Iinjetada

intraperitonealmente. As manobras para inducdo da doenca periodontal foram
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realizadas em trés momentos, conforme ilustra a Figura 2. Inicialmente, foi
injetado na regido palatina dos segundos molares 10 pL do indculo do tecido
gengival, estimando-se a inoculacédo de 1x10° unidades formadoras de coldnias
(UFC). Em seguida, foi dispensado na cavidade oral 100 yL da suspenséo
bacteriana em PBS acrescida de carboximetilcelulose a 2%, estimando-se a
inoculacdo de 1x10’ UFC (Figura 3). Apés 48 e 96 horas a inoculacdo na

cavidade oral do animal foi repetida.*®

-4 dias -2 dias 10 T1 T2 T3
Injecéo e inoculagdo Inoculco Bucal  Inoculgdo Bucal  Tdias 1 dias 30 dias
Bucal das bactérias \ y

Sacrificio do animal & imageamento Gptico pelo OCT

Figura 2. Delineamento experimental ilustrando os tempos de inoculacdo e de

sacrificio dos animais para imageamento 6ptico por OCT e andlises

morfométrica e histologica.

Figura 3. Imagens representativas da inoculagcdo da suspensdo bacteriana de A.
actinomycetemcomitans na regido palatina (imagem esquerda) e

cavidade oral de camundongo (imagem direita).
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d. Avaliacéo das estruturas periodontais por OCT

Neste ensaio (Estudo Piloto 2) o imageamento das estruturas
periodontais por OCT ocorreu 7 e 15 dias ap6és o finalizagdo dos procedimentos
de inducado da doenca periodontal, sendo 4 animais do grupo experimental e 4
do grupo controle veiculo sacrificados em cada tempo. Os animais foram
sacrificados em camara de CO,, seguindo-se a divulsdo dos tecidos moles e
exposicdo da maxila, que foi removida e, imediatamente, fixada em solucdo de
formaldeido a 4%.

Igualmente ao descrito no Estudo Piloto 1, os espécimes foram
avaliados pelo sistema de OCT, com resolucdo de 6um, e as imagens geradas

foram analisadas pelo programa Image J.

4.3. Estudo Experimental

a. Selecédo dos animais

Foram incluidos 35 camundongos C57BL/6 machos, com idade entre
seis a oito semanas, mantidos durante o periodo de experimentacdo no
biotério do Departamento de Microbiologia (ICB/USP). Durante o periodo de
experimentagdo, os animais foram mantidos em isoladores em ambiente com
regime de iluminacdo 12/12h e alimentados ad libidum com racdo sélida e
agua esterilizados.

Os animais foram aleatoriamente divididos em sete grupos:

= 3 Grupos experimentais (GE n=18), sendo n=6 para cada tempo
experimental de 7 (T7), 15 (T15) e 30 (T30) dias. Nesses grupos 0s

animais foram infectados pela suspensao de A.

actinomycetemcomitans;

= 3 Grupos controles veiculo (CV n=12), sendo n=4 para cada tempo
experimental de 7 (T7), 15 (T15) e 30 (T30) dias. Nesses grupos 0s
animais ndo foram infectados, mas foram submetidos a todos os

procedimentos do protocolo de indugdo sem a presenca da bactéria;
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= 1 Grupo controle negativo (CO n=5), animais que ndo foram submetidos

a nenhum procedimento experimental.

A Tabela 1 descreve os tempos experimentais de sacrificio dos animais.
Nos grupos experimental e controle veiculo os animais foram sacrificados 7, 15
e 30 dias ap6s a finalizacdo dos procedimentos de indugdo da doenca
periodontal. J& os animais do grupo controle negativo foram sacrificados no

tempo zero (TO), conforme ilustra a figura 2.

Tabela 1. Detalhamento dos grupos experimentais.

_ Sacrificio/
Grupos Detalhamento experimental . n
Anadlise OCT
Controle _ _
_ nenhum procedimento 0 dias 5
negativo
animais submetidos aos procedimentos 7 dias 4
Controle . . _
] de inducdo da DP sem a presenca da 15 dias 4
veiculo . _
bactéria 30 dias 4
o 7 dias 6
_ animais infectados pelo A. _
Experimental . _ 15 dias 6
actinomycetemcomitans _
30 dias 6
b. Preparo do indculo bacteriano e Indugéo da doenca periodontal

Os procedimentos para preparo do inéculo bacteriano e para inducdo da
doenca periodontal foram os mesmos descritos anteriormente no item Il —
Estudo Piloto 2.

C. Avaliacéo das estruturas periodontais por OCT

O imageamento das estruturas periodontais por OCT ocorreu apos 7, 15
e 30 dias apo6s a finalizacdo dos procedimentos da inducdo da doenga
periodontal (Figura 2). Os animais foram sacrificados em camara de CO,,

seguindo-se a divulsdo dos tecidos moles e exposicdo da maxila, que foi
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removida e, imediatamente, fixada em solucdo de formaldeido a 4%. Os
espécimes foram avaliados pelo sistema de OCT no mesmo dia do sacrificio
dos animais.

O sistema OCT utilizado foi 0 mesmo ja descrito nos ensaios anteriores.
Os espécimes foram fixados sobre um aparato resguardando relacdo
perpendicular entre a ponta de prova do OCT e as estruturas periodontais da
regido de molares, avaliando-se as superficies vestibular e palatina (Figura 1).

Os tomogramas adquiridos foram avaliados para mensurar a distancia,
em milimetros, entre a juncdo cemento-esmalte (JCE) e a crista 0ssea alveolar
(COA) nas regides de primeiro, segundo e terceiro molares, pelo programa

Image J.
d. Avaliacdo morfométrica

Imediatamente ap0s a aquisicdo dos tomogramas, 0s espécimes foram
imersos em solucéo de peroxido de hidrogénio a 3% por 12 -16h para remocao
de remanescentes teciduais facilitando a avaliagdo morfologica dos tecidos
duros em estéreo microscopio (Quimis Q7355 TZ).

Foram obtidas imagens das superficies vestibular e palatina dos
espécimes, as quais foram capturadas por camera CCD, através do programa
Pinnacle Media Center, e armazenadas para posterior analises. A distancia,
em milimetros, entre a juncao cemento-esmalte (JCE) e a crista éssea alveolar
(COA) nas regides de molares, foi mensurada utilizando-se o programa Image
J.

e. Avaliacdo histomorfométrica

O processamento histologico foi iniciado imediatamente apds a
avaliacdo morfométrica. Para esta avaliacdo, foram selecionados
aleatoriamente, metade do n de cada grupo das amostras, nos diferentes
tempos experimentais. Os espécimes foram individualmente submetidos a
descalcificacao pela imersédo em solugédo de EDTA 10%, que foi renovada a
cada 24 horas por 7 dias. As amostras foram desidratadas em solucéo
alcoolica 70% por 24 horas, seguidos de: 2 imersdes em alcool 80% e 90% por

15 minutos cada; 4 imersdes em alcool 100% por 15 minutos; 3 imersdes em
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xylol por 20 minutos cada e, por ultimo, 3 imersdées em parafina por 60 minutos
para posterior inclusdo em parafina. Secc¢des histolégicas de 5 um foram
obtidas, considerando-se por amostra 5 seccbes, as quais referiam-se,
aproximadamente, a distancia média entre superficies vestibular e palatina.

Os cortes histolégicos foram corados com hematoxilina e eosina e
avaliados em microscopio Optico acoplado a uma camera digital. Foram
adquiridas imagens da regido interproximal entre primeiro e segundo molares,
as quais foram avaliadas a distancia entre a crista 0ssea alveolar e a juncao

cemento-esmalte mensurada com auxilio do programa Image J.
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5. Resultados

Os ensaios realizados neste estudo permitiram verificar a viabilidade da
técnica de OCT na avaliacdo das estruturas periodontais de camundongos
saudaveis e infectados pelo A. actinomycetemcomitans. Os tomogramas
adquiridos no estudo Piloto 1 possibilitaram a visualizacdo das estruturas
dentais e periodontais, tais como: esmalte, dentina, cAmara pulpar, canais
radiculares, espaco periodontal, crista éssea alveolar, insercdo conjuntiva
(Figura 4).

No estudo Piloto 2, foi observado o aumento da distancia entre a jungéo
cemento-esmalte (JCE) e a crista 0ssea alveolar (COA), caracterizada pela
alteracdo O6ssea apdés 15 dias da infeccdo dos animais pelo A.
actinomycetemcomitans (Figura 5).

Figura 4. Estudo Piloto I, camundongo Swiss, tomograma da superficie vestibular do
primeiro molar superior de camundongo saudavel [E — esmalte; D —
dentina; CP — camara pulpar; CR — canal radicular; LP — ligamento

periodontal; IC — insercao conjuntiva; COA — crista 6ssea alveolar].
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Figura 5. Estudo Piloto Il, camundongo C57BL/6, tomograma da superficie
palatina do primeiro molar superior apés 15 dias de inducdo da
doenca periodontal. [JCE = jun¢do cemento-esmalte; COA = crista

Ossea alveolar; D = distancia JCE-COA].

No estudo experimental, também foram evidenciadas altera¢bes nas
estruturas periodontais nos tomogramas analisados, que revelaram aumento
da distancia JCE-COA apos 7, 15 e 30 dias da inducado da infec¢cdo. Para uma
melhor comparacdo das estruturas acometidas durante o desenvolvimento da
doenca, a Figuras 6, revela o tomograma (A) e imagem morfologica (B) da
superficie palatina do molar superior do grupo controle negativo, que nao foi
submetido a nenhum tipo de procedimento, portanto, a referéncia da anatomia

saudavel do camundongo.
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Figura 6. Estudo experimental, camundongos C57BL/6, tomograma da superficie
palatina do primeiro molar superior do grupo controle negativo (A) e
respectiva imagem morfolégica (B). A distancia JCE-COA é indicada

entre setas no tomograma da figura A.

A figura 7 ilustra, representativamente, imagem do tomograma da
superficie palatina de molar superior e imagem morfologica da respectiva hemi-

maxila do grupo experimental 15 dias apoés a infecgao.
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Figura 7. Estudo experimental, camundongo C57BL/6, (A) tomograma da
superficie palatina do primeiro molar superior ap6s 15 dias da inducao
da doenca. (B) Imagem da regido palatina da hemi-maxila avaliada no
tomograma em A. [JCE = jungdo cemento esmalte; COA = crista 6ssea

alveolar D = distancia JCE-COA].
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As figuras seguintes exibem tomogramas do grupo controle veiculo
(Figura 8A) e grupo experimental — 30 dias (Figura 8B). Pode-se evidenciar o
aumento da distancia JCE-COA no tomograma do grupo experimental quando

comparado ao do grupo controle veiculo.

Figura 8. Estudo experimental, camundongo C57BL/6, tomograma da superficie
palatina do primeiro molar superior do grupo controle veiculo (A) e do
grupo experimental (B) apos 30dias da indu¢éo da doenca periodontal.
Distancia JCE-COA demarcada entre setas.
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As respectivas imagens morfolégicas dos tomogramas ilustrados na
figura 8 sdo exibidas abaixo (Figura 9). Observa-se aumento da distancia JCE-
COA, caracterizada pela remodelagéo do nivel 6sseo horizontal, nos diferentes

sitios de analise (primeiro, segundo e terceiros molares).

Figura 9. Estudo experimental, camundongo C57BL/6, imagens morfolégicas da
superficie palatina de hemi-maxilas correspondentes ao tomogramas
ilustrados na Figura 8. (A) — grupo controle veiculo e (B) grupo
experimental apds 30 dias da indug&o da doenca periodontal.

O acompanhamento longitudinal das alteraces morfologicas
ocorridas no tecido 6sseo alveolar foram mais evidentes na superficie

palatina que na superficie vestibular. Nesta ultima, as alterac¢des teciduais

39



s6 foram evidenciadas decorridos 30 dias ap0s a infecgdo por A.
actinomycetemcomitans. A figura 10 revela com maior nitidez o
comprometimento tecidual vestibular nas imagens morfolégicas do grupo
experimental de 30 dias (Figura 10B) quando comparado ao grupo
controle negativo (Figura 10A). Nota-se alteracdo do nivel 6sseo no
sentido horizontal especialmente na regido da raiz distal do primeiro

molar.

Figura 10. Estudo experimental, camundongo C57BL/6, imagens morfolégicas da
superficie vestibular do grupo controle negativo (A) e grupo controle
experimental apos 30 dias da infecg¢éo (B).
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Os graficos das figuras 11 e 12 apresentam as médias e desvios-padréo
referentes a distancia juncdo cemento-esmalte (JCE) e crista 6ssea alveolar
(COA) mensuradas através dos tomogramas e imagens morfolégicas nos
diferentes tempos experimentais, considerando como sitios de avaliacdo o
primeiro, 0 segundo e o terceiro molar, para os grupos controle veiculo e grupo
experimental, respectivamente. As distancias médias e desvios-padréo,
obtidas apés analise tomogréafica (OCT) e morfométrica nas amostras do grupo
controle negativo, foram utilizadas como referéncia da anatomia saudavel.

A distancia JCE-COA nos animais do grupo controle negativo néo
apresentou diferenca significante entre o primeiro, o segundo e o terceiro
molares, independente da técnica de avaliacdo utilizada (p>0,05 — ANOVA).

No grupo controle veiculo, os resultados obtidos pelas técnicas
tomografica e morfométrica apresentaram equivaléncia das distancias JCE-
COA considerando-se, independentemente, os sitios de avaliacdo e os
correspondentes valores de referéncia (grupo controle negativo) nos tempos 7,
15 e 30 dias (p>0,05 — ANOVA).

No grupo experimental, as alteracfes 6sseas foram mais evidentes no
primeiro molar, especialmente quando a técnica de OCT foi utilizada. A andlise
tomogréfica revelou aumento significativo (p<0,001 — ANOVA) da distancia
JCE-COA 15 e 30 dias apés a infeccdo, quando os valores médios JCE-COA,
nesses tempos experimentais, foram comparados com as médias de referéncia
do grupo controle negativo. A analise morfométrica do primeiro molar no grupo
experimental s6 revelou alteragbes significativas (p<0,001 — ANOVA) na
distancia JCE-COA no tempo experimental de 30 dias, considerando o controle
negativo como referéncia.

Ambas as técnicas foram concordantes ao detectarem aumento
significativo (p<0,05) da distédncia JCE-COA, no segundo molar de animais
infectados, quando as distancias médias no tempo experimental de 30 dias
foram comparadas ao controle negativo do respectivo sitio. Entretanto, apenas
a analise morfométrica foi capaz de evidenciar progressdo das alteracdes
0sseas alveolares no terceiro molar, ndo sendo o mesmo observado na analise

tomogréfica daqueles sitios (p>0.05).
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Figura 11. Distancias meédias e desvios padrdo JCE-COA, em milimetros, obtidas
apos analise tomografica (A) e morfométrica (B) das regides de molares
de animais do grupo controle veiculo nos diferentes tempos
experimentais. (JCE — juncdo cemento esmalte; COA — crista 0ssea
alveolar). Auséncia de diferenca significante nos sitios de avaliacdo ao
longo do tempo (p>0,05 — ANOVA).
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Figura 12. Distancias médias e desvios padrdo JCE-COA, em milimetros, obtidas
apos andlise tomografica (A) e morfométrica (B) das regides de molares
de animais do grupo experimental nos diferentes tempos experimentais.
(JCE — juncao cemento esmalte; COA — crista 6ssea alveolar).

() p<0,05 e (*) p<0,001 ANOVA
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Ressalta-se, pelos resultados apurados, a concordancia entre as
técnicas de OCT e morfométrica, quando as distancias médias JCE-COA dos
mesmos sitios foram comparadas considerando 0 mesmo tempo experimental.
Excecdo feita apenas quando os valores meédios de JCE-COA do primeiro
molar, mensurados pelas duas técnicas, foram comparados no tempo
experimental 15 dias, onde a técnica de OCT mostrou-se mais sensivel que a
analise morfométrica, sendo capaz de aferir diferencas de 86 um.

A figura 13 representa os resultados da distancia média e desvios
padrao referentes da distancia JCE-COA, obtidos apdés a analise
histomorfométrica. O sitio de avaliacdo selecionado foi a regido interproximal,
entre o primeiro e segundo molares, dos grupos controle veiculo, grupos
experimentais e grupo controle negativo.

A andlise histomorfométrica revelou aumento significante (p<0,05) da
distancia JCE-COA quando as médias dos grupos controle veiculo e
experimental foram comparadas aos valores de referéncia do Grupo Controle
negativo, nos diferentes tempos experimentais. Entretanto, a avaliagéo intra-
grupo nao revelou aumento significativo da distancia JCE-COA ao longo do

tempo para ambos os grupos (p>0,05).
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6. Discussao

A busca por um método de diagnostico efetivo na detecgdo inicial das
alteracdes teciduais que ocorrem mediante o0 processo de degeneracéo
periodontal, por ocorréncia da periodontite, e que reproduza com confiabilidade
dados clinicos ao longo do tempo no monitoramento da doenga, tornou a
tomografia por coeréncia Optica, um sistema promissor na prética clinica.

Essa importancia se deve ao fato de que a partir do momento que a
doenca periodontal é detectada pelo profissional, seu grau de evolucao
determinara o plano de tratamento e o prognéstico da doenca. Sendo assim,
quanto antes o diagnéstico for estabelecido, haver4d melhores provisdes
terapéuticas e de sucesso clinico, juntamente com maior controle e
manutencdo da saude bucal.

Os relatos encontrados na literatura ressaltam algumas vantagens da
OCT sobre os métodos convencionais no diagnéstico da doencga periodontal,
como determinar com precisdo a localizacdo do tecido conectivo na superficie
dentaria, reproduzir com maior fidelidade a profundidade de sondagem da
bolsa periodontal e apresentar imagens tri-dimensionais, recurso que permite
visualizar com maior precisdo a quantidade 6ssea tecidual em todas as faces
da estrutura dentaria®®.

No presente estudo, para contemplar o objetivo de verificar a viabilidade
e a efetividade da OCT no monitoramento da doenca periodontal, foi realizado
a indugéo da doenca periodontal em modelo animal (camundongos C57BL/6).
Para tal procedimento, seguiu-se protocolos pré-estabelecidos na literatura.*® #°
Modelos de inducdo periodontal em pequenos animais vém sendo utilizados ha
anos, devido as vantagens de seus fundamentos biol6gicos e genéticos ja
serem conhecidos, possuirem facilidade de manuseio e especialmente, na
linhagem isogénica, possuir a capacidade de reproduzir respostas teciduais
homogéneas num mesmo grupo.’’

Muito embora estudos prévios também tenham utilizado modelos

animais,® 3% 34

este é o primeiro estudo que avalia longitudinalmente a
evolucdo da doenca periodontal induzida. No presente estudo foi possivel
identificar estruturas dentais e periodontais pela técnica OCT, corroborando

com os resultados de estudos prévios.!® " ™ 7® porém, nos estudos
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encontrados na literatura ndo ha uma padronizacdo dos sistemas OCT

utilizados, os quais exibem resolugdes de 10-20um,*"*®3

enquanto no
presente estudo a resolugdo € de apenas 6 um. Esse detalhamento é de
grande relevancia clinica, pois € possivel analisar as alteracées das estruturas
periodontais em seus estagios iniciais, além de auxiliar o clinico na deteccao de
grandes perdas teciduais vestibulares, ja que a técnica radiogréfica além de
possuir uma resolucdo de 500um, apenas permite a visualizacdo das areas
interproximais.

Desde seus primeiros relatos na década de 90, os sistemas estdo em
constantes aperfeicoamento, apresentando fontes de luz, comprimentos de
ondas e pontas de prova diferentes, fatores que interferem no seu potencial de
penetracao tecidual e na qualidade de imageamento éptico das estruturas.>®

Os tomogramas do estudo experimental ndo apresentaram algumas das
estruturas detectadas no Estudo Piloto 1, como a papila interdentaria e as
fibras colagenas da insercéo conjuntiva. Este fato deve-se a remocao do tecido
gengival palatino e vestibular para posteriores analises moleculares dos niveis
de colonizagéo pelo A. actinomycetemcomitans.

Os tempos experimentais considerados (7, 15 e 30 dias) foram assim
determinados com o intuito de verificar as alteragbes dos tecidos periodontais
no inicio do desenvolvimento da doenca. A grande maioria dos estudos,
consideram longos periodos de inducdo (8 semanas), que permitem que a
doenca seja instalada e grande perda éssea, em volume e em altura, inclusive
nas dareas interproximais, sejam detectaveis por métodos de diagndstico
convencionais.’”"

Para o presente estudo, utilizou-se como referéncia, relatos de autores
que observaram um elevado aumento do infiltrado inflamatorio tecidual apés 15
dias da inducdo da doenca, embora ndo tenha sido realizada avaliagcdo das
alteracdes morfolégicas.*® A avaliacdo da distancia JCE-COA pela anélise
tomografica, morfométrica e histolégica revelaram aumento significativo da
distancia JCE-COA ap6s 15 e 30 dias da infecgéo. Esses resultados confirmam
a viabilidade da OCT no monitoramento das alteracfes periodontais mesmo
nos estagios iniciais da doenca.

O modelo de inducdo da doenca periodontal instituido mostrou-se

efetivo, visto que o aumento da distancia JCE-COA foi significante, ao longo do
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tempo, nos animais que foram inoculados pelo A. actinomycetemcomitans.
Este padrdo ndo foi observado no grupo controle veiculos, que exibiram
distdancias JCE-COA equivalentes nos diferentes tempos experimentais
independente dos sitios de observacdo, fato que comprova a agdo do A.
actinomycetemcomitans na inducdo da doenca. Convém ressaltar, que nos
animais experimentais observou-se uma perda 0ssea horizontal progressiva,
detectada nos tomogramas a partir de 15 dias, onde o OCT mostrou-se mais
sensivel que a analise morfométrica, sendo capaz de aferir diferencas de 86
um e em 30 dias 100um, as quais soO foram detectadas na analise morfométrica
apos 30 dias.

Nos tempos experimentais de 7 e 15 dias as alteragbes de perda
tecidual na face vestibular foram sutis, ficando apenas mais evidente no grupo
de 30 dias e especialmente na raiz distal do primeiro molar.

Houve concordancia entre os resultados das mensuracdes das técnicas
de OCT e morfométrica tanto no grupo controle negativo como nos grupos
controle veiculo e experimental ao longo de 7, 15 e 30 dias. Muito embora, a
andlise histomorfométrica ndo tenha demonstrado diferencas significantes da
distancia JCE-COA nos grupos controle veiculo e experimental ao longo do
tempo, tem-se a confirmacgédo das diferencas histolégicas entre esses grupos
corroborando o processo de indugéo da doenca periodontal.

Assim, os resultados obtidos no presente estudo, permitiram verificar a
viabilidade da técnica de OCT na avaliacdo das estruturas periodontais de
camundongos e trouxeram alicerces para novos estudos e pesquisas no
diagndstico e monitoramento da doenca periodontal, sendo uma proposta de

grande relevancia clinica.
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7. Conclusao

No presente estudo foi possivel induzir a doenga periodontal em modelo
animal (camundongos C57BL/6) e detectar, por meio da técnica de tomografia
por coeréncia Optica, as alteragcbes morfolégicas dos tecidos periodontais,
qualitativa e quantitativamente, apdés a inducdo da doenca periodontal em

diferentes tempos experimentais 7, 15 e 30 dias.
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ANEXO A

Parecer - Projeto N° 46/CEPA-IPEN/SP

Com base nos pareceres apresentados pelos relatores, o protocolo de
pesquisa “IMAGEAMENTO OPTICO DAS ESTRUTURAS PERIODONTAIS DE

CAMUNDONGOS" de responsabilidade da pesquisadora ADRIANA DA COSTA
RIBEIRO foi considerado APROVADO.
Tendo em vista 2 legislagao vigente, devem ser encaminhados, a aste

Comité, reiatdrios anuais (parciais ou finais, dependando da durago do projeto)

referentas 2o andamento da pesquisa Apds 0 t&rmino da pesquisa, uma copla do
trabalho deve ser encaminhada a este CEPA.

S&o Paulo, 13 de agosto de 2009

\ <
Profa, Dra. Na Nas
Coordenadora do CEPA-IPEN

IPEN-CNEN/SP
COMITE DE ETICA EM PESQUISA ANIMAL
Av Prof Liney Prestes. 2242 - Cldade Untverptang - CEP 08508.000 - Sio Paun - SP
Tolafooe (D11) 21326858 . Fax (011) 31336702
E-malt nhascimedipen b
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ANEXO B

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS

Cliade Universitarin “Armundn de Salles Ollveira®

AV, Prof. Linew Frestes, 2410 « CEF. 06508000 Saw Fauly, S « Brasl!
Telefone ;58| (OF1) JOVLTTIS - talufns ; (55) (011) J00).7408
omall; copdieh usp.be

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo registrado sob n® 154 nas fls, 78 do livro 02 para
uso de animais em experimentagdo, sob a responsabilidade do Profia) Dria)
Marcia P.A. Mayer, Coordenador{a) da Linha de pesquisa Imageamento éptico
da perda 6ssea alveolar na periodontite induzida em camundongos do gual
participoufaram) ofs) alunos Thalita Thereza Soares D’Epiro, Adaiana Maisto ¢
os pesquisadores Adrianu da Costa Ribeiro, Anderson Zanardi de Freitas, csta
de acordo com os Principios Eticos de Experimentagio Animal adotado pela
Sociedade Brasileira de Ciéncis de Animais de Laboratdrio (SBCAL) e foi aprovado pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) em  17.11.09, com validade
de 3 anos,

8&o Paulo, 18 de novembro de 2009,
/

‘ . ( M_ N

fl .'/{LL.L L(M\EL' Ll

Prof. Dr.WOTHAN TAVARES DE LIMA Profa Dra PATRICIA GAMA
Coordenador Secretaria
CEEA - ICB/USP CEEA - ICB/USP

56



57



