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RESUMO

doenca periodontal (DP) é consequéncia da atividade bacteriana e deposicdo de

calculo dentdrio, causando danos teciduais e processo inflamatério na cavidade oral. E

uma enfermidade que atinge mais de 80% dos cdes adultos e comumente esta ligada
ao aparecimento de doencgas sistémicas. A analise do estresse oxidativo sérico gerado na
doenca periodontal pode ser um biomarcador de lesdo tecidual e agravamento da
enfermidade. Este trabalho teve como objetivo a quantificacdo da peroxidacdo lipidica
(TBARS) e da capacidade antioxidante total (TEAC) sérica de caes com periodontite. Os testes
foram realizados em um grupo de cdes saudaveis (n = 9) e um grupo de cdes com DP severa
(n =8). Apds a realizagdo dos ensaios de metabolismo redox nos cdes com DP, estes animais
passaram por procedimento cirurgico, remocao de célculo dentdrio e medica¢do pds-cirurgica
de 10 dias, que incluia antibioticoterapia com amoxicilina e clavulanato de potdssio e
meloxicam como medicacdo anti-inflamatéria. Apds 30 dias da cirurgia, os animais foram
novamente avaliados. Os resultados mostraram que houve um aumento significativo da
peroxidagdo lipidica (43,81%) e uma diminui¢cdo da capacidade antioxidante total (8%) nos
cdes com DP. Apds o tratamento, ndo houve reducdo dos niveis de estresse oxidativo, mas
observou-se um aumento (8%) da capacidade antioxidante total. Estes dados colaboram para
o melhor entendimento do metabolismo redox decorrente dos processos infecciosos e
inflamatérios caracteristicos da DP. O estudo demonstrou que o estresse oxidativo esta
presente na doencga periodontal em caes, e apesar da ndao reducdao do dano oxidativo em 30
dias, a capacidade antioxidante total sérica, que estava diminuida, foi restaurada.
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INTRODUCAO

A doenca periodontal (DP) estda entre as doengas mais comuns relatadas em caninos,
afetando, em graus variados, mais de 80% dos cdes (STELLA et al., 2018). Ela esta relacionada
com idade, raca, porte, dieta alimentar, predisposicao genética, comportamento mastigatério

e saude geral (RIGGIO et al., 2011; STEPHAN et al., 2008).

A resposta inflamatéria contra a agressdao bacteriana contribui para a evolucdo da DP
(ALBUQUERQUE et al., 2015). AlteragGes inflamatdrias, imunoldgicas e a presenca de bactérias
patogénicas geram um aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) em

tecidos bucais (PAVLICA et al., 2004).

O aumento na producdo de ERO contribui para a ocorréncia do estresse oxidativo, causando
um desequilibrio entre oxidantes e defesas antioxidantes. As ERO tém potencial para causar
danos significativos e oxidar uma grande variedade de moléculas bioldgicas, incluindo lipidios,

proteinas e DNA (BALTACIOGLU et al., 2014).

Em humanos com doenca periodontal, o estresse oxidativo sistémico estd caracterizado pelo
aumento do metabolismo oxidativo dos neutréfilos (BHANSALI et al.,, 2013), que causa
aumento da peroxidacdo lipidica e diminuicdo da capacidade antioxidante total do plasma

(DALAI et al., 2013; PANJAMURTHY et al., 2005).

Em caes, até o momento, foram encontrados apenas dois estudos referentes ao estresse
oxidativo na doenga periodontal. Pavlica et al. (2004) demonstraram que quanto maior a taxa
de inflamacao periodontal, menor a capacidade antioxidante total a nivel sérico. Silva et al.
(2018) mostraram a presenca de estresse oxidativo na doenca periodontal, pelo aumento da
producdo de superdxido dos neutrdfilos circulantes. Desta forma, ainda sdo necessarios
estudos a fim de caracterizar a modulacdo do metabolismo redox na DP. O presente estudo
teve o objetivo de quantificar os niveis de peroxidacao lipidica e a capacidade antioxidante

total em cdes com DP antes e 30 dias apds o tratamento da doenca.
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MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de ética no uso de animais da Universidade de
Caxias do Sul sob o nimero 013/2018. Foram selecionados 17 c3es da rotina clinica de uma
clinica veterinaria da cidade de Caxias do Sul, que ao exame clinico ndo apresentavam
alteragOes patoldgicas além da doencga periodontal e ainda ndo tinham alteracdes bioquimicas
e hematoldgicas nos exames realizados. Estes cdes foram avaliados clinicamente e distribuidos
em dois grupos: saudaveis (GS) e com doenca periodontal severa (GP). Para compor o grupo
com doenca periodontal, foram selecionados apenas caes com doenca em estdgio severo, que
apresentavam retracdo gengival, exposicao de furca, mobilidade dentaria, calculo dentario e
sondagem periodontal acima de 3 mm (HARVEY; EMILY, 1993). Foi realizada coleta de sangue
de todos os animais em tubos sem anticoagulante e centrifugados a 10.000 rpm por 5 minutos,
para separacao do soro, antes e 30 dias apds o tratamento da DP. O tratamento consistiu na
remocdo de calculos dentarios conforme recomendac¢des de Bellows et al. (2019). Para isso,
foi utilizado como medicacdo pré-anestésica: midazolan 0,3 mg/kg, morfina 0,5 mg/kg e
cetamina 4 mg/kg. Apds, os cdes foram induzidos a anestesia com propofol 4 mg/kg e
mantidos em anestesia geral inalatéria com isoflurano 1,5%. Foi utilizado ultrassom
odontolégico para a remogdo do calculo dentario sub e supra gengival, e micromotor para
realizar polimento dentario com pasta profilatica composta de pedra-pomes e gel fluoreto de
sodio a 2%. Dentes com comprometimento de raiz, fraturas ou mobilidade dentaria foram
extraidos. Foi prescrito amoxicilina com clavulanato de potdssio na dose de 15 mg/kg por 10
dias de 12 em 12 horas, meloxican 0,1 mg/kg a cada 24 horas por 10 dias e dipirona 20 mg/kg

a cada 12 horas por 3 dias.

A peroxidagao lipidica foi medida pela formagao de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) durante uma reac¢do de aquecimento dcido, na qual amostras contendo
125 plL de soro foram combinadas com 500 pL de acido tricloroacético a 5% (WILLS, 1966). A
mistura foi centrifugada a 3000 rpm por 10 min e o sobrenadante foi descartado. O
precipitado foi misturado com 500 plL de acido sulfurico (3M) e com 500 L de reagente
colorido (acido tiobarbiturico, bicarbonato de sdédio, sulfato de sédio). A mistura foi agitada

no vortex e aquecida a 100 °C durante 15 min. Apds serem resfriadas a temperatura ambiente,
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as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 5 min. A fracdo sobrenadante foi isolada e
sua absorbancia foi medida a 530 nm. A concentracdo de TBARS foi calculada empregando
uma curva padrao de tetrametoxipropano (TMP), um equivalente do malondialdeido. O TMP
foi utilizado como padrao, e os resultados foram expressos em uM de TMP por mg de proteina

(BRADFORD, 1976).

A capacidade antioxidante do soro foi avaliada por meio da capacidade antioxidante de
equivalentes de Trolox, do inglés Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC), um analogo
soltvel em agua da vitamina E (RE et al., 1999). Para a realiza¢do do ensaio, primeiramente foi
realizado o preparo do radical 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) (ABTS) 12
horas antes, em proporcdo de 1 ABTS para 0,5 de persulfato de potassio. A mistura foi mantida
em temperatura ambiente. No momento do teste, o radical foi diluido em PBS até a obtencado
da absorbancia de 700 nm a 734 nm. Pronto o radical e dado o tempo do ensaio, o radical
ABTS foi misturado a amostra de soro, homogeneizado, e as amostras lidas apds 6 minutos de
reacdo, em absorbancia de 700 nm a 734 nm. Para o cdlculo dos resultados, a quantificacao
de proteina de cada amostra foi considerada (BRADFORD, 1976). Os resultados foram
expressos em mM de TEAC. As analises estatisticas foram realizadas com o programa
Statistical Package for Social Sciences (SPSS, versdo 21.0) para Windows (lllinois, EUA). A
significancia estatistica foi avaliada por meio do teste t-pareado. Os resultados foram

considerados significativos se o valor p for <0,05.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Os cdes foram distribuidos em dois grupos, saudaveis e com doencga periodontal, conforme
descrito na Tabela 1. Os valores obtidos no estudo demonstraram que os cdes com DP
apresentaram niveis de TBARS 43,81% superiores aos niveis encontrados no grupo controle
(Figura 1). Os valores obtidos para TBARS corroboram com o estudo de Silva et al. (2018) que
encontraram valores menores em 90% dos cdes usados como controle, entretanto, o grupo
controle foi formado pelos cdes apds tratamento periodontal e, apesar da diminuicdo de
TBARS, este resultado foi significante apenas em cdes com DP avangada, o que ndo foi

observado no presente estudo, em que os niveis de TBARS, avaliados 30 dias apds tratamento,
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permaneceram aumentados nos caes com DP. Embora estudos com uma amostragem maior
sejam necessarios, presume-se que possa ter ocorrido uma mudanga tempordria da
microbiota oral, devido a remocdo de tartaro e antibioticoterapia de amplo espectro por 10
dias. E possivel que a alteracdo da microbiota ndo tenha se mantido até os 30 dias pds-
tratamento, conforme demonstrado por Flancman et al. (2018). Nesse estudo, foi analisada a
microbiota oral de cdes e observou-se uma rdpida volta a microbiota pré-remocao de célculo
dentdrio, cinco semanas apdés o tratamento, sugerindo que a microbiota oral canina é
resiliente, (FLANCMAN et al., 2018). Em cdes com doenca periodontal grave, a resolucdo do
problema seria possivel somente através da extracdo total dos dentes, pois somente desta
forma o processo de lesGes dsseas e vasculares cessaria, conforme descritas por Gioso (2003).
Mesmo com o uso mais prolongado de antibidticos, sabe-se que as lesGes dsseas e vasculares
causadas pela DP sdoirreversiveis (GIOSO, 2003), e podem gerar um aumento do metabolismo
oxidativo dos neutrofilos (BHANSALI et al., 2013), o que explicaria a manutengdo do estresse

oxidativo observado apds o tratamento.

Tabela 1 - Pacientes selecionados por grupo de estudo e suas caracteristicas individuais.

Grupo Saudavel Grupo Periodontite

Cido Sexo Peso(Kg) Raca Idade(anos) | Cdo Sexo Peso (Kg) Raca Idade(anos)
Cc1 F 5 Shih Tzu 5 P1 F 8 Bichon Frisé 10
Cc3 F 2 Chiuaua 1 P2 F 3,5 Chiuaua 6
C4 F 4 Shih Tzu 8 P4 F 6,5 Shih Tzu 7
(65) F 4 SRD 2 P5 F 4,7 Poodle 9
c7 F 4 Shih Tzu 2 P7 F 10 SRD 7
Cc9 F 7 Shih Tzu 6 P3 M 4,5 Yorkshire 4
Cc2 M 6 Shih Tzu 7 P6 M 2,4 Yorkshire 10
C6 M 6 Poodle 2 P8 M 9 Poodle 9
Cc8 M 7,5 Yorkshire 5
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Figura 1 - Valores obtidos para capacidade antioxidativa total (TEAC) e substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico (TBARS) no grupo controle, grupo com periodontite pré-tratamento (P1) e pds-tratamento (P2).

O grupo com periodontite mostrou uma menor (8%) capacidade antioxidante total sérica
guando comparado com o grupo saudavel, valor que retornou aos niveis do grupo controle
apos o tratamento. Estes dados refletem, provavelmente, uma resposta compensatéria no
sentido de evitar o estresse oxidativo. Em nosso estudo, a avaliacdo dos danos oxidativos foi
realizada 30 dias apds a intervencgao cirdrgica e o tratamento, com o intuito de observar se
haveria retorno ao nivel redox normal depois de cessada a antibioticoterapia. No estudo
realizado por Pavlica et al. (2004), a capacidade antioxidante total também se mostrou

diminuida em 54,4% nos cdes com DP avangcada em comparacdo a cdes apenas com gengivite,
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entretanto ndo foram realizados estudos pods-tratamento. Nao foram observadas diferencas
nos marcadores de estresse oxidativo entre machos e fémeas (dados ndao apresentados), da

mesma forma que Silva et al. (2018).

Para confirmar estes dados prévios, seria importante aumentar o nimero de c3es testados e
incluir mais marcadores de estresse oxidativo para ter uma visdao melhor da modulacdo do
metabolismo redox na DP, assim como levar em conta caracteristicas individuais como raca,
idade e porte dos caes. Este trabalho demonstrou que o estresse oxidativo esta presente na
doenca periodontal em caes. Os dados coletados podem nortear trabalhos futuros na busca

de novos marcadores para uma melhor compreensdo e tratamento da DP.
CONCLUSAO

Os niveis elevados de TBARS demonstraram a presenca de estresse oxidativo sistémico nos
cdes com doenga periodontal. A capacidade antioxidante total sérica, que estava diminuida,
foi restaurada 30 dias pds o tratamento. Os resultados obtidos sdao importantes para o melhor
entendimento do metabolismo redox, e esses parametros poderdo ser utilizados como
biomarcadores para o prognéstico, avaliacdo de novos tratamentos e determinacdo da

severidade da DP em caes.

DETERMINATION OF OXIDATIVE STRESS IN DOGS WITH PERIODONTAL
DISEASE

ABSTRACT

eriodontal disease (PD) is a consequence of bacterial activity and deposition of dental
calculus, causing tissue damage and an inflammatory process in the oral cavity. It is a
disease that affects more than 80% of adult dogs and is commonly linked to the
appearance of systemic diseases. The analysis of serum oxidative stress generated in
periodontal disease can be a biomarker of tissue damage and disease aggravation. This work
aimed to quantify lipid peroxidation (TBARS) and serum total antioxidant capacity (TEAC) in
dogs with periodontitis. Tests were performed in a group of healthy dogs (n =9) and a group
of dogs with severe PD (n = 8). After performing the redox metabolism tests in dogs with PD,
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these animals underwent a surgical procedure, tartarectomy, and post-surgical medication for
10 days, which included antibiotic therapy with amoxicillin and potassium clavulanate and
meloxicam as anti-inflammatory medication. 30 days after surgery, the animals were again
sampled. The results show that there was a significant increase in lipid peroxidation (43.81%)
and a decrease in total antioxidant capacity (8%) in dogs with PD. After treatment, there was
no reduction in oxidative stress levels, but an increase (8%) in total antioxidant capacity was
observed. These data contribute to a better understanding of the redox metabolism resulting
from the infectious and inflammatory processes characteristic of PD. The study demonstrated
that oxidative stress is present in periodontal disease in dogs, and despite the non-reduction
of oxidative damage at 30 days, the serum total antioxidant capacity, which was decreased,
was restored.

Keywords: Redox metabolism. TBARS. TEAC. Periodontitis.

DETERMINACION DEL ESTRES OXIDATIVO EN PERROS CON ENFERMEDAD
PERIODONTAL

RESUMEN

a enfermedad periodontal (EP) es una consecuencia de la actividad bacteriana y el

depdsito de calculos dentales que provocan dafio tisular y un proceso inflamatorio en la

cavidad bucal. Es una enfermedad que afecta a mas del 80% de los perros adultos y
comunmente esta relacionada con la aparicién de enfermedades sistémicas. El analisis del
estrés oxidativo sérico generado en la enfermedad periodontal (EP) puede ser un biomarcador
de dafio tisular y agravamiento de la enfermedad. Este trabajo tuvo como objetivo cuantificar
la peroxidacion lipidica (TBARS) y la capacidad antioxidante total sérica (TEAC) en perros con
periodontitis. Las pruebas se realizaron en un grupo de perros sanos (n = 9) y un grupo de
perros con EP grave (n = 8). Luego de realizar las pruebas de metabolismo redox en perros con
EP, estos animales fueron sometidos a un procedimiento quirdrgico, tartarectomia vy
medicacion posquirdrgica durante 10 dias, que incluyd terapia antibidtica con amoxicilina y
clavulanato de potasio y meloxicam como medicacién antiinflamatoria. Después de 30 dias de
cirugia se tomaron nuevamente muestras de los animales. Los resultados muestran que hubo
un aumento significativo de la peroxidacion lipidica (43,81%) y una disminucion de la
capacidad antioxidante total (8%) en perros con EP. Después del tratamiento no hubo
reduccion en los niveles de estrés oxidativo, pero se observé un aumento (8%) en la capacidad
antioxidante total. Estos datos contribuyen a una mejor comprension del metabolismo redox
resultante de los procesos infecciosos e inflamatorios caracteristicos de la EP. El estudio
demostré que el estrés oxidativo estd presente en la enfermedad periodontal en perros vy, a
pesar de que no se redujo el dafio oxidativo a los 30 dias, se restablecié la capacidad
antioxidante total del suero que estaba disminuida.

Palabras clave: Metabolismo redox. TBARS. TEAC. Periodontitis.
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