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RESUMO

Cerca de 85% dos cdes e gatos acima de trés anos de idade apresentam problemas
periodontais. Esta afeccdo cronica comega com gengivite evoluindo para periodontite
devido a influéncia das bactérias, gerando um processo inflamatério de retracéo
gengival e reabsorcdo alveolar. A doenca periodontal diminui a qualidade de vida do
animal levando ao comprometimento sistémico. Procedimentos odontolégicos expdem
tecidos submucosos, facilitando a penetracdo de microorganismos por via sistémica
gerando a bacteremia transitoria. Portanto uma simples aplicacdo submucosa sem uma
antissepsia prévia poderia carrear fragmentos do tecido gengival e microorganismos
externos para submucosa, aumentando mais a contaminacéo. A antissepsia local é de
extrema importancia e o uso da lidocaina topica a 5% demonstra, além dos efeitos ao
alivio da dor em procedimentos odontoldgicos, funcdo antimicrobiana e antifungica.
Devido ao ceticismo e controvérsias sobre os efeitos da lidocaina no que tange a
cicatrizacdo Ossea em diferentes espécies, inclusive no homem, o presente estudo
objetivou avaliar os efeitos da lidocaina na enxertia oral de osso liofilizado em ratos
Wistar.

Palavras-chave: Periodontite. Osteointegracdo Alveolar. Lidocaina Toépica 5%.

Antimicrobiano.



ABSTRACT

About 85% of dogs and cats more than three years of age have periodontal problems.
This chronic disease begins with gingivitis to periodontitis evolving due to the influence
of the bacteria, generating an inflammatory process of receding gums and alveolar
resorption. Periodontal disease diminishes the quality of life of the animal leading to
systemic involvement. Dental procedures expose submucosal tissues, facilitating the
penetration of microorganisms systemically generating transient bacteremia. Therefore
a simple application submucosa without prior antisepsis could adduce fragments of gum
tissue and external microorganisms to submucosa, increasing more contamination. The
local antiseptic is of utmost importance and use of lidocaine 5% shows, in addition to
the effects of pain relief in dental procedures, antimicrobial and antifungal function. Due
to skepticism and controversy about the effects of lidocaine with regard to bone healing
in different species, including humans, this study aimed to evaluate the effects of
lidocaine on oral grafting lyophilized bone in Wistar rats.

Keywords: Periodontitis. Alveolar bone integration. Topical lidocaine 5%. Antimicrobial.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

A doenca periodontal atinge animais a partir dos dois anos de idade, sendo 70%
em gatos e 80% em cdaes, e ocorre em dois estagios, gengivite e a periodontite. A
gengivite é a inflamacédo gengival, geralmente reversivel. A placa bacteriana agrupada
nos dentes promove inflamacéo, sendo resolvida através de procedimentos profilaticos
odontoldgicos ou cuidados domésticos como a escovacgao dentéria (BROOK, 2008).

Ja a periodontite é a inflamacé&o crénica dos tecidos periodontais associada aos
microrganismos. Ela causa aprofundamento do sulco gengival, destruicdo do ligamento
periodontal e osso alveolar. Consequentemente observa-se a perda da insergéo
dentaria, que € a fixacao do tecido conjuntivo e osso alveolar (HARVEY, 2005; SOUZA,
2009).

A gengivite inicia-se com infiltrado inflamatério no epitélio da margem gengival e
se estende para o tecido conjuntivo abaixo do epitélio oral do sulco gengival. As
alteracbes patoldgicas ocorrerdo em ambos os epitélios, sucular e oral da gengiva
marginal. A lesao inflamatéria estar4 presente em toda a espessura da gengiva
marginal (OZ E PULEO, 2010; EMILY et al., 1999).

Na periodontite a reabsorcao alveolar se inicia na bifurcacdo dos segundos pré-
molares e também ao redor dos primeiros molares. Com o avanc¢o da enfermidade a
perda O0ssea envolve o terceiro e o0 quarto pré-molares e pode atingir também o
primeiro pré-molar. O primeiro e 0 segundo pré-molares sédo os dentes frequentemente
perdidos nesta doenca, sendo esta ocorréncia bilateral (EMILY et al; 1999).

A reabsorcdo alveolar 6ssea prejudica tratamentos estéticos para um futuro
implante e posterior a uma protese devido a ndo existéncia de suporte 0sseo, sendo
necessario o uso de enxerto 6sseo (SCHALLHORN, 1970; MORSCZECK et al; 2008).
A perda 6ssea mais significativa ocorre durante o primeiro més apds a extracdo do
dente e pode-se calcular em média de 3 a 5mm de largura nos seis primeiros meses
(NEVINS et al., 2006; TAN et al., 2012).



A escovacao dental é a maneira mais efetiva de controle da placa bacteriana e
das doencas que acometem o sistema bucal, porém sdo poucos proprietarios que
mantém a higienizacao oral diaria de seus caes (MILLER; HARVEY, 1994).

Dessa forma quando a higienizacdo nao foi realizado adequadamente, os
distrbios odontoldgicos podem ocasionar a exposicdo de tecidos submucosos e a
penetracdo de microrganismos para o interior do tecido. Este processo faz com que
ocorra a invasdo das bactérias na corrente sanguinea e bacteremia transitéria, que
pode atingir outros 6rgaos.

A ocorréncia de bacteremia esta associada, principalmente com a extensdo da
ferida e com o nimero de microrganismos que penetram na lesdo. Ha relatos de que
ap6s procedimentos odontolégicos exoddnticos, a ocorréncia de bacteremias
transitorias pode chegar a 60% Diversos autores comprovaram a interagdo entre
bacteremias transitorias durante aplicacao injetavel anestésica oral em procedimentos
odontologicos, tais como: cirurgias periodontais e profilaxia odontolégica
(FORTUNATO, 1990; MELANCHAUSKI, 2011). Embora a incidéncia da bacteremia
transitoria possa ser alta em cirurgias periodontais e exodontias, ela também pode
ocorrer durante a escovacao dental (DURAK, 1994; VILLORIA e COSTINHA, 2013).

Considerando a grande importancia da antissepsia antes de qualquer
procedimento odontolégico, Fortunato et al. (1990) avaliaram o uso prévio de
antisséptico a aplicacdo de anestésico oral por 666 cirurgides dentistas, sendo que
destes 47,6% ndo faziam uso de antissépticos orais, e apenas 1,7% utilizavam
ocasionalmente. Estes autores relataram que anestésicos injetaveis quando aplicados
na mucosa oral com uso de agulha hipodérmica podem transportar fragmentos do
tecido e microrganismos para o interior da submucosa, demonstrando a necessidade
da antissepsia oral.

Portanto a falta dos cuidados antissépticos prévios eleva o percentual da
contaminacao da mucosa oral (FORTUNATO, 1990).

Fortunato et al. (1990) entretanto, destacaram que o uso de alguns anestésicos
topicos podem apresentar duplo efeito, pois aléem de evitar a dor, apresentam efeito
bactericida.

Aydin (2001) avaliou o efeito bactericida da ropivacaina, bupivacaina, lidocaina

e prilocaina em diferentes concentracbes sobre Escherichia coli, Staphylococcus
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aureus, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans, e concluiu que o uso da
lidocaina a 2% e 5% e da prilocaina apresentaram reducdo de todos os
microrganismos testados. Entretanto ha uma lacuna no uso e divulgacdo destes
farmacos na rotina odontol6gica com o perfil antimicrobiano.

A presente dissertacdo tem o objetivo de avaliar a capacidade antimicrobiana in
vitro da lidocaina tépica a 5%, e o seu efeito sobre a osteointegracao de osso liofilizado

bovino em alvéolos de ratos Wistar apds exodontia.



CAPITULO 2

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1. ANATOMIA DENTAL DO ROEDOR

As cobaias sdo roedores que apresentam movimento mastigatério que se
caracteriza pelo deslocamento mandibular para frente e para atras, além de aducéo e
abducdo. O musculo masseter € bem desenvolvido pela grande forca que promove. A
denticho € escassa e adaptada para este mecanismo. A formula dentaria destes
animais sao: 2x [l(incisivo): 1/1; C(canino) 0/0; PM(pré-molar): 1/1 M(molar): 3/3]
totalizando 20 dentes (MARIN et al; 2014).

2.1.1- Componentes do periodonto
O periodonto (Figura 1) é composto por tecidos que fornecem suporte dentario:

gengiva, ligamento periodontal, cemento e osso alveolar (HARVEY e EMILY, 1993;
EMILY, 1999; DENTINO et al, 2013., GORREL, 2015).

Fonte: ROMAN, 1999
Figura 1. Componentes do periodonto: (G) gengiva; (PL) Ligamento periodontal; (RC) Cemento;
(AP) Osso alveolar



O processo alveolar consiste em osso formado pelas células do foliculo dentario
(osso alveolar). As paredes dos alvéolos séo revestidas por 0sso compacto e areas
entre alvéolos preenchidos por 0sso esponjoso que por sua vez contém trabéculas
Osseas (LINDHE et al., 2009). O processo alveolar fornece suporte ao alvéolo dentario
e desenvolve-se em associacdo com a erupcao dos dentes, sendo reabsorvido quando
os dentes sao perdidos.

J& a placa cribiforme de osso cortical que cobre o alvéolo e parte do processo
alveolar (HARVEY e EMILY,1993; EMILY, 1999; Radiograficamente a placa cribiforme
possui uma linha radiopaca, chamada de lamina dura (LD), adjacente e paralelamente
ao ligamento periodontal que é radioluscente (HARVEY e EMILY, 1993).

A LD que reveste o alvéolo é perfurada por numerosos canais de Volkman, e
através deles passam vasos sanguineos, linfaticos, fibras nervosas e ligamentos
periodontais (LINDHE et al; 2009).

A camada 6ssea onde estao inseridos os feixes e fibras de Sharpey é chamada
de osso fasciculado (osso alveolar propriamente dito), situando-se na parte interna da
parede Ossea do alvéolo (LINDHE et al; 2009).

A unidade estrutural do osso cortical sdo os 6steons ou sistema Havers,
estruturas cilindricas que se formam ao redor de canais vasculares ou canaliculos.
Toda area de formacdo éssea ativa na superficie externa € revestida por zona de
tecido ndo mineralizado. J& o periésteo contém fibras coldgenas e osteoblastos. O 0sso
alveolar renova-se constantemente, em respostas a demandas funcionais. Os
osteoclastos (OCL), sdo células multinucleadas responsaveis pela reabsorcédo 6ssea e
especializada na destruicdo da matriz mineralizadora (osso dentina e cemento). Os
OCL absorvem substancias organicas e inorganicas, liberam acido latico no meio, no
gual os sais minerais dos tecidos Osseos sdo dissolvidos gerando fagocitose
osteocléastica (LINDHE et al; 2009).

2.1.2 Matriz 6ssea



Os osteoblastos sdo células que formam a matriz 6ssea, promovem a
calcificacdo, se localizam lado a lado na superficie 6ssea e tem a capacidade de
produzir prolongamentos citoplasmaticos (canaliculos) que permitem a unido com
osteoblastos vizinhos. Esta anastomose intercelular 6ssea permite a troca de oxigénio
e nutrientes através do sangue e removendo os residuos. Um osteoblasto em sua
membrana possue receptores de Paratorménio (PTH). Quando ocorre a ligacdo de
osteoblastos e PTH ha a secrecdo de (RANKL) Ligante do receptor do fator nuclear
Kapa B que por sua vez estimulam mais osteoclastos desencadeando o processo de
remodelacdo o6ssea (GARTNER, 2012; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013). Os
osteoblastos apresentam alta afinidade com a RANKL. Grandes quantidades de
Osteoprogeterina (OPG) no organismo impedem ativacdo RANKL-RANK que resulta
em inativacdo da acdo osteoclatica. (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013; GARTNER,
2012).

Os osteoblastos sintetizam o colageno tipo |, proteoglicanos e glicoproteinas,
concentram fosfato de calcio participando a mineralizacdo da matriz. Quando os
osteoblastos se apresentam em intensa atividade sintética, apresentam morfologia
cuboide e citoplasma basofilico. Porém em pouca atividade a morfologia torna-se
achatada e a basofilia diminui (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013).

Osteoclastos sédo células grandes multinucleadas que tem como principais
funcBes a remocdo e remodelacdo do tecido ésseo. Para ativagcao do osteoclasto &
necessario que o osteoblato secrete proteina RANKL. Esta proteina tem afinidade aos
receptores da membrana de um osteoclatos RANK. Quando ocorre a ligacdo RANKL-
RANK inicia-se a verdadeira ativacdo dos osteoclastos (JUNQUEIRA e CARNEIRO,
2013).

2.2 DOENCA PERIODONTAL
A doenca periodontal € definida como uma doenca induzida pela placa, podendo

ser dividida em gengivite e periodontite (ARAUJO E LINDHE, 2010; HARVEY, 2005).

2.2.1 Gengivite



A gengivite € a inflamacdo gengival, porém reversivel, pois uma vez que se
remove a causa da resposta inflamatéria ocorre o seu desaparecimento (HARVEY,
2005).

Na gengivite, a inflamacé&o provocada pela placa bacteriana, limita-se aos
tecidos moles da gengiva. Normalmente a profundidade do sulco gengival dos animais
varia de 1-3mm e no gato 0,5-1mm. Quando ocorre a periodontite, a destruicao
inflamatéria do ligamento periodontal promove migracdo do epitélio juncional e
formacéo de bolsa periodontal, levando o aumento da profundidade do sulco gengival.
Se a inflamacdo prossegue, a margem da crista alveolar comeca a ser reabsorvida
acompanhada de retracdo gengival e o que pode culminar na perda dental (GORREL,
2010).

A gengivite sempre precede a periodontite e a periodontite sempre acompanha a
gengivite. A gengivite torna-se mais grave quando o tecido gengival perde a sua
integridade resultando em ulcerag¢do do sulco gengival, permitindo que as bactérias e
os seus derivados invadam as estruturas periodontais mais profundas. Se o sistema
imunoldgico esta suprimido, esta progressédo da gengivite para periodontite se torna
mais rapida, podendo ocorrer também em animais jovens. Ja a gengivoestomatite pode
estar relacionada com a presenca de doenca periodontal e lesbes por reabsorcao
(LYON et al; 2005)

2.2.2 Periodontite

A periodontite é a inflamacao dos tecidos periodontais (ligamento periodontal e
0sso alveolar), que pode causar osteomielite. A periodontite provoca a perda da
insercdo dentaria, que € a fixagcdo do tecido conjuntivo e osso alveolar (HARVEY, 2005;
GORREL, 2015).

Esta inflamacao Inicia-se com um infiltrado inflamatério no epitélio da margem
gengival e se estende para o tecido conectivo abaixo do epitélio oral sulcular. As
alteracdes patologicas ocorrerdo em ambos os epitélios, sucular e oral da gengiva
marginal. A lesdo inflamatdria estara presente em toda a espessura da gengiva
marginal (EMILY, 1993).



A reabsorcdo alveolar se inicia na bifurcacdo dos segundos pré-molares e
também ao redor dos primeiros molares. Com o avanco da enfermidade a perda 6ssea
envolve o terceiro e 0 quarto pré-molares podendo atingir o primeiro pré-molar. Por sua
vez o primeiro e o segundo pré-molares sdo os dentes frequentemente perdidos na
periodontite; esta ocorréncia € de maneira bilateral (EMILY et al, 1999).

ApoOs o tratamento periodontal ou exodontia, o processo de cicatrizacdo é
marcado por uma invasao celular de modo a ocupar 0s espagos existentes. Nessas
circunstancias, materiais biocompativeis passam a ser boa opcdo e tém sido
estudados, especialmente em relagéo ao osso alveolar, por induzir, promover ou tornar
mais rapida sua reparacao (JUNG et al; 2003).

2.2.3. Fases da enfermidade periodontal

Holmstron (2012) dividiu a enfermidade periodontal em 5 graus: (Grau 1)
Gengivite marginal devido a falta de higiene dental, levando o acumulo de placa.
Reversivel em procedimento simples de polimento dental. (Grau Il) Inicio de edema,
inflamac@o da gengiva aderida; fase ainda considerada como gengivite, e reversivel
com profilaxia total. Perda de 25% de insercdo dentéria. (Grau Ill) — Edema associado
a gengivite, presenca de bolsa periodontal. Nessa fase ja € considerado como
periodontite; processo reversivel com profilaxia total e raspagem subgengival e
tratamento de raizes. Perda de 25% - 50% de insercédo dentaria. (Grau IV) Resposta
inflamatoéria severa, presenca de bolsas profundas, pus, inicio de perda dssea e
mobilidade dental (periodontite verdadeira). Periodontite avangada, lesionando mais de
50% da insercao dentaria. (Grau V) Avancada perda alveolar, bolsa periodontal e

mobilidade dental.

2.2.4. Processo da reparacao alveolar



Os processo de remodelacdo do tecido ap0s a extracdo dentaria tém sido bem
documentada tanto animais (ARAUJO e LINDHE; 2005) quanto em humanos
(PIETROKOVSKI, 1967; CUSTODIO, 2015).

Nas primeiras 24 horas apds a extracdo dentéria ocorrem A formacdo do
coagulo sanguineo e inicio da hemdlise. Dois a trés dias ap0s a extracdo dentaria
ocorrem a retracdo do coagulo sendo substituido por tecido de granulacao, fibras
colagenas e neovasos. O inicio da remodelacdo e reabsorcdo 6ssea ocorre dentro de
guatro dias. Nesta fase também ocorre o aumento da densidade de fibroblastos e
proliferacdo do epitélio para margem da ferida. Uma semana apos a extragéo, o tecido
de granulacéo apresenta redes vasculares, formacéo de osteoide e tecido conjuntivo.
Trés semanas apos a extracdo o tecido conjuntivo se torna mais denso e recobre o
alvéolo remanescente que acaba sendo preenchido por tecido de granulagdo. E
finalmente dois meses apoés extracdo, a formacao alveolar € completa, a altura original
do osso nédo foi alcancada e o padrdo trabecular esta em fase de remodelacao
(CARDAROPOLI et al, 2005; CUSTODIO, 2015).

A reparacdo alveolar se completa quando o alvéolo se encontra totalmente
preenchido por tecido 6sseo neoformado e crista alveolar remodelada. Esse processo
pode ocorrer por volta dos 21 dias no rato, 48 dias no cdo e 64 dias no homem
(CARVALHO e OKAMOTO, 1987).

A forca inapropriada na exodontia deve ser cauteloso em se evitar fraturas
radiculares, formacdo de fistulas oronasais, fraturas mandibulares e alveolite
(HOMSTROM, 2012; SILVA, 2002).

2.3. Enxertos Osseos

O enxerto 6sseo é um tecido transplantado para outro local no mesmo individuo
ou individuos diferentes, cuja principal finalidade é reparar defeitos 6sseos. O enxerto
0sseo0 € um procedimento cirargico com finalidade em aumentar a capacidade
regenerativa 6ssea em procedimentos ortopédicos e odontologicos (DIMITRIOU et al,
2011).



A osteogénese € a formacdo Ossea pela acdo dos osteoblastos juntamente ao
enxerto. A osteoinducdo promove a transformacdo de células mesenquimais
indiferenciadas em osteoblastos, assim aumentando seu crescimento 0Sseo0 oOu
formacdo do osso em areas extra 6ssea. A osteoconducdo é definida como uma
neoformacéo 6ssea por unido ou justaposicao do osso enxertado (LEITE, 2005).

O enxerto 6sseo pode ser cortical ou esponjoso. Os 0ssos transplantados de um
local para outro no mesmo animal sdo chamados de autoenxertos. Estes enxertos sao
histocompativeis e nao iniciardo resposta de rejeicdo. JA 0s 0ssos transplantados de
um animal para outro sdo chamados de aloenxertos, antigenos celulares podem
reconhecer como ndo proprio resultando em rejeicdo. Os aloimplantes sdo 0sSsos
tratados por meio de congelamento, autoclavagem, preservacao quimica ou irradiacao,
de forma que fiquem sem atividade celular. Os ossos transplantados entre espécies
diferentes, sdo chamados de xenoenxertos (JHONSON, 2013). Um enxerto 6sseo
autégeno foi utilizado pela primeira vez com sucesso em 1875, por Nussbaum. Foi
coletado parte da ulna para corrigir um defeito esquelético. Nos EUA, enxertos 6sseos
autégenos séo realizados em torno de 200.000 casos cirargicos em humanos por ano
(VAN HESST E SWIONTKOWSKI, 1999 ).

O enxerto autdgeno € considerado como o padrdo ouro para enxerto 0sseo
obtido da crista iliaca ou extremidade distal do radio, sendo estas as fontes mais
comums. No entanto, existem varias desvantagens do enxerto autdgeno como a alta
taxa de complicacbes graves, infeccao, drenagem de feridas, hematomas, reoperacéo,
dor prolongada, perda sensorial e queloides. Outra desvantagem é que faz com que o
paciente se submeta a uma segunda incisdo de pele nas quais existem os custos de
longo tempo além da possibilidade anestésica e hospitalar (VAN HESST e
SWIONTKOWSKI, 1999; DIMITRIOU et al., 2011) além da possibilidade da
transmissao de doencas. (BHATT et al., 2012).

Os aloenxertos podem ser adquiridos na forma fresca, congelada ou liofilizada.
Os aloenxertos frescos ndo sao usados rotineiramente, porque eles podem ser
imunogénicos e ha maior risco de transmissédo de doencas além disto, possuem menor
tempo de armazenamento. Os aloenxertos congelados possuem vida util mais curta do
que o liofilizado, de até cinco anos quando armazenado apropriadamente, contra um

tempo de vida indefinido para a forma liofilizada. Além disso os aloenxertos liofilizados
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sdo preparadas por congelamento, seguido de desidrata¢gdo para cerca de 5% de agua.
Para fazer estes biomateriais, 0 enxerto deve ser tratado por meio de 6xido de etileno
ou radiacdo gama, desta forma ha eliminacdo de reacdo imunogénica e de particulas
particulas virais, bactérias e células malignas (BHATT et al., 2012).

O enxerto 6sseo xendgeno € o tecido Osseo retirado de uma espécie e
implantado em outra. Os xenoenxertos de origem bovina organico apresentam 95% de
colageno tipo |, fatores de crescimento e proteinas dsseas morfogentéticas (BMPS)
(LEITE, 2005; MOREIRA, 2013). Os enxertos bovinos de origem inorganica séo
constituidos de hidroxiapatita e carbonato, apresentando uma estrutura cristalina,
praticamente idéntica ao 0sso. Os o0ssos bovinos apresentam excelente
biocompatibilidade, o material pode ser encontrado com facilidade e altamente seguro
devido a desproteinizacéo, desmineralizacao e liofilizacdo que minimizam os riscos de
transmissao de zoonoses e antigenicidade (HERCULIANI et al., 2000).

O enxerto 6sseo aloplastico sdo implantes sintéticos ou inorganicos com pouca
ou nenhuma atividade osteoindutora. Dentre eles, destacam-se 0s compostos por
hidroxiapatita, beta-fosfato- tricalcico, vidros bioativos e metais (DANTAS et al., 2014)

Algumas vantagens dos enxertos liofilizados bovinos séao a disponibilidade quase
ilimitada e grande semelhanca fisica e quimica ao osso humano e animal (GALIA et al,
2008). Apresentam capacidade de osteoconducao e, dependendo do processamento
empregado, de osteoinducdo (MAUNEY et al., 2004).

O osso liofilizado possui menor forca estrutural e baixa resisténcia (BHATT et al.,
2012). Foi realizado uma pesquisa na qual comparou-se a compressao e a resisténcia
de osso liofilizado e osso congelado. O resultado demonstrou que ndo houve
diferencas em sua resisténcia e compressao (DUARTE et al., 2000).

Os enxertos 0Osseos atuam por meio de trés mecanismos: osteogénese,
osteoinducao e osteoconducao (LEITE, 2005)

2.4. Microbiota da cavidade oral

Comparado com outras superficies exteriores, o dente é considerado o mais
complexo e diferente. S&o duros e as células ndo se destacam na sua superficie, assim

permitindo o acimulo de massas de microorganismos e seus produtos. Este acumulo é
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chamado de placa dentéria, e € considerado um tipo de biofilme. (TORTORA, 2012). O
biofilme € um agregado de microorganismos onde as células unem as outras em uma
superficie solida (ALLAKER, 2010).

A microbiota da cavidade oral apresenta uma das populacées mais
diversificadas e concentradas do organismo (TAKARADA, 2004; TORTORA,; 2012;
FOREAUX, 2015 ) Chamamos de microbiota normal quando 0s microorganismos vivem
em seres saudaveis habitando em mucosas e pele sem desenvolverem patogenia (YE
et al., 2008).

Os microorganismos encontrados na cavidade oral de animais podem ser
comensais ou patogénicos. A propor¢cdo de diferentes espécies de bactérias varia de
acordo com a inflamacéo ou processo infeccioso (CHOW, 2000).

2.5 Anestésicos locais (AL)

Os anestésicos locais promovem o bloqueio da conducdo nervosa de maneira
reversivel, resistem as esterilizacdes, possuem preco razoavel, sao sollveis em agua,
ndo sdo apresentam toxicidade e nao sao irritantes para a pele (FANTONI E
CORTOPASSI, 2002).

Os procedimentos cirargicos sdo a causa principal do uso dos anestésicos
locais. O emprego desses medicamentos além de terem acdo antinociceptiva, tem
acao anticonvulsivante e antiarritimica. A aplicacdo desses medicamentos é realizada
em regifes proximas ao seu local de acédo e podem ser feitas de diversas maneiras
(SPINOSA et al, 1999).

O uso de anestésicos locais é cada vez mais utilizados na analgesia pos-
operatéria devido a facilidade da aplicacédo e efeitos colateriais baixos. O uso de AL
poOs- operatorio reduz o consumo de opidides e suas complicacdes relacionadas ao
tempo de permanéncia hospitalar e diminui os custos (HANCI; et al 2012). Quando um
anestésico local € aplicado previamente a cirurgia, aumenta seu efeito analgésico
preempitivo durante e depois do procedimento cirdrgico, assim evitando o
aparecimento da dor crbnica (DERE K et al., 2009; VIGNEAU et al., 2011)
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Dentre elas, pode-se citar a anestesia tdpica é aplicada sobre as mucosas
oculares, nasais e orais sendo extremamente eficientes por promoverem o bloqueio de
terminacdes nervosas que causam a perda da sensibilidade dolorosa. Porém ndo muito
eficientes quando aplicado sobre a pele integra, pois a sua camada mais externa
(derme) dificulta sua absorcdo. O efeito do anestésico topico promove adormecimento
local e alivio da dor (SPINOSA et al., 1999).

A epiderme exerce extrema importancia na penetracdo de medicamentos
topicos, incluindo anestésicos. A camada epidérmica € avascular, sendo a camada
cérnea constituido por agua e lipideos a qual dificulta a passagem do anestésico em
direcdo a derme. A capacidade do anestésico local penetrar na cornea depende da
concentracdo do pH nas formas ionizadas e ndo ionizadas. Quanto mais préximo a
concentracdo do pH do anestésico e da camada cOrnea melhor a penetracdo do
anestésico da pele. A auséncia da cérnea nas mucosas a acao analgésica é imediata e
amplifica a absorcdo do anestésico. Em contrapartida em coxins e palmoplantares
devido sua espessura da camada cOrnea a anestesia topica é ineficaz (FROEZ et al.,
2010).

2.5.1. Farmacodinamica

A excitacdo e conducdo de um nervo é promovida por diversos fenébmenos
eletroquimicos. Uma célula nervosa em repouso apresenta cerca de -60 a -90 mV
(milivolts) de energia. Nesta fase a membrana do axoplasma é totalmente permeavel
ao potassio e impermeavel ao sddio; a concentracdo de sodio extracelular deve ser
maior que a intracelular (140 mEg/L e 5-10 mEg/L), de forma contraria deve ocorrer ao
potassio onde o meio extracelular varia de 3-5 mEg/L e o meio intracelular é mais alta
variando de 110 a 170mEqg/L. Portanto, o potencial em repouso da célula é dado pelas
altas concentracdes de potassio no interior da célula e pela sua atracdo de cargas
negativas. Se acaso ocorrer um estimulo fisico, quimico ou elétrico a permeabilidade
de sadio é ativada, o que desencadeia o potencial de acdo no qual moléculas de sddio
atravessam a membrana chegando ao meio intracelular que muda a carga que antes
era negativa devido ao potassio e se transforma em positiva pela entrada do sédio
(CARVALHO, 1994).

13



Quando o anestésico local é aplicado no local especifico, ocorre a interrupgéo do
estimulo nervoso pelo bloqueio dos canais de sédio que acabam impedindo a
passagem de sodio para o meio intracelular e a deflagracdo do potencial de acéo
(CARVALHO, 1994).

2.5.2 Anestesia topica na odontologia

De acordo com Moore e Elliot (2010) terapias anestésicas locais odontoldgicas
provaram sua eficacia e seguranga por mais de 50 anos de historia. A lidocaina e
mepivacaina (grupo amida) sdo os anestésicos mais utilizados na odontologia por mais
de 20 anos. As principais caracteristicas destes farmacos sao: raras reacoes alérgicas,
rapida acdo, adequada duracdo da anestesia, ser completamente reversivel,
apresentam minima toxicidade sistémica e n&o ser arritimogénico.

Os anestésicos locais bloqueiam de forma reversivel os canais de Na+ dos
nervos e o transporte de ions por essa abertura. Quando 0s anestésicos sao aplicados
localmente nos tecidos nervosos em adequadas concentragfes, atuam em qualquer
parte do sistema nervoso e qualquer fibra nervosa, bloqueando os potenciais de acao
responsaveis pela conducdo nervosa. Assim pode-se causar paralisia sensorial e
motora da area inervada (CATERALL e MACKIE, 1996).

O tempo de acdo de um anestésico local é proporcionado ao tempo do contato
ao nervo. As manobras para conservar o farmaco no nervo prolongam a duracao da
anestesia. O agente vasocontritor geralmente epinefrina é associado aos anestésios
locais. O vasoconstritor apresenta duas funcgdes, reduz a taxa de absorcao, retém o
anestésico local desjado e permite a taxa com que ele €& destruido no corpo
acompanhe a taxa que ele € absorvido na circulagédo; impedindo os efeitos toxicos
sistémicos. Outros efeitos do uso de anestésicos locais associados a vasoconstritores
sdo retardo da cicatrizacdo de feridas, edema de tecidos e necrose. O efeito
vasoconstritor aumetam o consumo de oxigénio causando hipoxia local e leséo
tecidual. Regides anatdbmicas com pouca circulacdo pode-se causar uma leséo
hipoxémica irreversivel, necrose tecidual e gangrena; e por esta razdo 0 seu USO
associado nédo é indicado(CATERALL e MACKIE, 1996).
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A microbiota oral € uma das mais diversificadas e concentradas do organismo;
anti-sépticos topicos deveriam ser utilizados para preparar os tecidos no local da
puncdo antes da penetracao inicial da agulha ou qualquer procedimento oral, causando
a diminuicdo transitoria da populacdo bacteriana local e minimizando infeccéo
(GROOPO et al., 2003). Segundo Groopo et al, 2003; Malamed, 2001 a necessidade
do uso de anti-sépticos antes de procedimentos cirlrgicos € de extrema importancia e

somente 7,9% dos profissionais seguem o protocolo.

2.5.3 Cloridratos de lidocaina

O uso da lidocaina em praticas odontolégicas se iniciou em 1950 pela sua
excelente eficacia e seguranca. Menos de 20 casos foram relatados nos Estados
Unidos sobre fatos alérgicos e reagbes anafilaticas nos ultimos 50 anos. (MOORE e
ELLIOT, 2010).

A lidocaina € uma amina encontrada sob forma de cloridrato, com dez vezes
mais poténcia que a cocaina, alto poder de penetracdo, pouca acdo vasodilatadora.
Quando utilizado topicamente tem melhor eficacia em maiores concentracdes (igual ou
acima de 4%) (FANTONI e CORTOPASSI, 2002).

A lidocaina promove uma anestesia rapida, intensa, prolongada e ampla.
Absorvida rapidamente depois de administracdo parenteral, tratos respiratorios e
gastrointestinal. Este anestésico torna-se eficaz quando associado a peinefri na, reduz
a taxa de absorcdo, diminui os efeitos toxicos e aumentam o efeito da duracao
anestésica. A lidocaina pode ser encontrada na forma topica, oftdlmico, mucosas e
transdérmico (CATERALL e MACKIE, 1996).

Os efeitos colaterais observados sdao sonoléncia, tinido, disgeusia, vertigem e
tremores. A medida que a dose é aumentada os efeitos iniciam com convulsdo, coma,
depressao e parada respiratéria (CATERALL e MACKIE, 1996).

2.5.3.1 Lidocaina pomada dermatoldgica
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A lidocaina sabor laranja € um anestésico local, causa perda temoréaria da
sensibilidade na area aplicada. Seu periodo de laténcia pode variar de 30 segundos até
5 minutos apds aplicacdo. Quando o farmaco aplicado via oral deve-se tomar cautela
em prejudicar a degluticdo e possivel aspiracdo. O entopercimento da lingua ou
mucosa oral pode aumentar o perigo de trauma por mordida. Evitar interacbes
medicamentosas com cimetidina, antiarritimicos e outros anestésicos locais. O uso da
pomada € exclusivamente destinada a aplicacdo topica oral, na odontologia deve-se
secar a mucosa oral antes da aplicacdo (ANVISA S/A, 2014).

As reacOes adversas sistémicas sdo raras, resultando em niveis sanguineos
elevados ao excesso da dose. ReacbOes ao sistemas nervoso central incluem ao
nervosismo, tontura, convulsdes, inconsciéncia e possivelmente parada respiratoria.
Reacdo cardiovascular como hipotensao, bradicardia e possivelmente parada cardiaca.
Produtos tépicos que contém propilenoglicol podem causar irritacdo da mucosa,
reacdes alérgicas sdo casos mais raros de ocorrer, mas em casos graves o choque
anafilatico podem ocorrer (ANVISA S/A, 2014).

2.5.4 Anestésicos antimicrobianos

Segundo Jhonson et al. (2008) ha muitos estudos realizados nos ultimos anos
gue demonstram que a lidocaina e bupivacaina apresentam acao bactericida,
bacteriostatica, anti fiUngicas e fungicidas em diversos tipos de microorganismos.

No sitio cirdrgico ocorre vasoconstricdo local que promove baixa perfusdo de
oxigénio que acarreta em hipodxia tecidual e a cicatrizacdo das feridas sao interferidas
pela diminuicdo da formacéo de fibroblastos, coldgeno e angiogénese capilar. A hipoxia
tecidual facilita o crescimento de microorganismos anaerébios dificultando ainda mais a
cicatrizacdo e ha consequente aumento do risco de infeccdo. A baixa perfusdo de
oxigénio tecidual também prejudica a acdo das células de defesa como neutrofilos,
linfocitos, macrofagos e fibroblastos; o que dificulta o ataque das células de defesas
sobre os microorganismos. O papel principal do AL além de diminuir a dor do sitio
cirdrgico, atua também sobre os vasos sanguineos; com excessdo da cocaina e

ropivacaina, o AL promove vasodilatacdo periférica (relaxamento do mdasculo liso
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vascular), o que aumenta a perfusdo do oxigénio e consequentemente ha melhora da
oxigenacéao tecidual (JHONSON et al., 2008).

Parr et al. (1999) utilizaram lidocaina com e sem a epinefrina no combate as
bactérias (E. faecalis, E. coli, P. aeruginosa, S. aureus) comumente observadas em
infecgdes cirurgicas e ambas inibiram o crescimento de todas as bactérias.

Wachowski et al. (1999) avaliaram se a associacdo de propofol e lidocaina na
mesma solugdo poderia ter efeito sobre Estafilococos, Escherichia coli e Candida
albicans. Concluiram que a associacdo néo tem efeito bactericida ou fungicida.

CAPITULO 3

AVALIACAO ANTIMICROBIANA E RADIOGRAFICO DA LIDOCAINA E
SUA INFLUENCIA NA ENXERTIA OSSEA ORAL COM OSSO
LIOFILIZADO EM RATOS (Rattus norvegicus)
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ANTIMICROBIAL AND EVALUATION OF RADIOGRAPHIC LIDOCAINE AND
INFLUENCE ON BONE GRAFTING ORAL WITH BONE LYOPHILIZED in rats (Rattus

norvegicus)

RESUMO

A cavidade oral pode ser afetada por uma grande variedade de microorganismos. E de
extrema importancia a necessidade da higienizacdo oral dos animais e profilaxia
profissional regular para prevencdo da doenca periodontal, pois sabe-se que ela é
progressiva; a gengivite ndo tratada promove a formacdo de placas bacterianas,
destruindo os tecidos periodontais (cemento, ligamento periodontal e osso alveolar). A
identificac&o clinica veterinaria é realizada pelos sinais clinicos: halitose, calculo dental,
sialorreia, sangramento oral, anorexia e mobilidade dental. E de extrema importancia
um protocolo preemptivo de antibioticoterapia em qualquer procedimento odontolégico
veterinario bem como uma boa antissepsia oral. O fendmeno da anacorese pode-se
ocorrer em uma simples escovacdo dentaria, mastigacdo e procedimentos
odontoldgicos; bactérias presentes penetram na corrente sanguinea as vias sistémicas
renais, hepéaticas, cardiacas e articulacdes. A periodontite acomete 0 0sso perialveolar
e anexos, uma osteomielite desencadeada através da periodontite promove reabsorcao
alveolar, consequentemente fraturas mandibulares. E comum a ocorréncia em animais
de companhia fraturas mandibulares durante a alimentacdo, quedas ou simples
avaliacdo odontolégica de rotina. O processo da reparacdo alveolar ocorre de maneira
completa quando o alvéolo se encontra totalmente preenchido por tecido 6sseo. Esse
processo pode demorar até 48 dias em caes. A medida que o animal envelhece o
processo da reparacéo alveolar é dificultada, assim aumentando o tempo do reparo ou
a ocorréncia incompleta da formacao alveolar. O uso dos biomateriais em reparos
0sseos vem sido bem utlizados na rotina, o osso liofilizado bovino além de ser
biocompativel, € encontrado com facilidade e ndo existem riscos de transmissdo de
zoonoses. A antissepsia local € de extrema importancia e o uso da lidocaina topica a
5% demonstra além dos efeitos ao alivio da dor em procedimentos odontoldgicos,
funcdo antimicrobiana e antifingica. O propésito deste trabalho foi avaliar o uso do

biomaterial liofilizado bovino, como enxerto alveolar organico de ambos os pré-molares
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superiores em ratos. O pré-molar superior esquerdo foi enxertado com o biomaterial
intra-alveolar (grupo tratado; enquanto o pré molar direito foi utilizado como o (grupo
controle). Associado aos procedimentos exodonticos, foi utilizado a lidocaina topica a
5% a fim de se obter o efeito antimicrobiano. A analise radiografica permitiu concluir
gue o uso do enxerto 6sseo acelerou o processo de osteointegracédo alveolar em 15
dias, enquanto o grupo controle apresentou o crescimento em 30 dias. A avaliacao
antimicrobiana da lidocaina comprovou nos exames microbiologicos in vitro o efeito
bacteriostatico.

Palavras-chave: Anacorese. Reabsorcdo alveolar. Biomaterial. Anestésico local

bacteriostatico.

ABSTRACT

The oral cavity can be affected by a variety of microorganisms. It is of utmost
importance the need for oral hygiene of animals and regular professional prophylaxis for
prevention of periodontal disease because it is known that it is progressive; untreated
gingivitis promotes the formation of bacterial plaque, destroying periodontal tissues
(cementum, periodontal ligament and alveolar bone). The veterinary clinic identification
is performed by clinical signs: halitosis, dental calculus, drooling, oral bleeding, anorexia

and dental mobility. It is of utmost importance a preemptive protocol antibiotic therapy in
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any veterinary dental procedure as well as good oral antiseptic. The anacorese
phenomenon can occur in a simple tooth brushing, chewing and dental procedures;
bacteria enter the bloodstream systemic routes kidney, liver, heart and joints.
Periodontitis affects the perialveolar and attachments bone, osteomyelitis triggered by
periodontitis promotes alveolar resorption, consequently mandibular fractures. It is a
common occurrence in the company of animals mandibular fractures during feeding,
falls or simple routine dental evaluation. The process of alveolar repair occurs in a
complete manner when the socket is completely filled with bone tissue. This process
can take up to 48 days in dogs. As the animal ages alveolar repair process is
complicated, thereby increasing repair time or the occurrence of incomplete honeycomb
formation. The use of biomaterials for bone repair has been well utilized in the routine,
the lyophilized bovine bone as well as being biocompatible, it is easily found and no risk
of transmission of zoonoses. The local antisepsis is of utmost importance and the use of
topical 5% lidocaine demonstrates beyond the effects on pain relief in dental
procedures, antimicrobial and antifungal function. The purpose of this study was to
evaluate the use of lyophilized bovine biomaterial, such as organic alveolar graft both
premolars in rats. The left premolar was grafted with intra-alveolar biomaterial (treated
group;. While the pre right molar was used as the (control group) Associated with
exodonticos procedures, topical lidocaine was used at 5% to obtain the antimicrobial
effect. Radiographic analysis concluded that the use of bone graft accelerated alveolar
osseointegration process in 15 days, while the control group showed growth in 30 days.
The antimicrobial evaluation of lidocaine proved the microbiological tests in vitro

bacteriostatic effect .

Keywords: Anacorese. Alveolar resorption. Biomaterial. Local anesthetic bacteriostatic.

20



3.1 INTRODUCAO

O periodonto é o conjunto de tecidos moles e duros que suportam as raizes
dentais. Quatro componentes principais formam o periodonto: a gengiva, o cemento, 0
ligamento periodontal e o osso alveolar (GIOSO, 2007; ABDALLA, 2012). A
regeneracdo 6ssea tem sido historicamente um desafio, ja que a falta de suprimento

vascular muitas vezes leva a necrose avascular e pseudoartrose.

Enquanto o padrdo-ouro continua sendo o auto-enxerto, essa abordagem é
limitada para grandes defeitos 0sseos. O enxerto 0sseo € muitas vezes necessario
para os defeitos de tamanho critico, embora um alto indice de complicacbes é
diretamente atribuivel a capacidade limitada de revitalizar, revascularizar e
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remodelacdo 0ssea resultando em necrose.

Descobertas emergentes sobre os mecanismos de cicatrizacdo 6ssea continuam
a expandir as opc¢lOes de tratamento para os defeitos 0sseos e incluir materiais
sintéticos e fatores de crescimento (GRIFFIN et al., 2015).

A doenca periodontal € um problema comum em animais de companhia, e além
do exame clinico, a radiografia dentaria € fundamental para o seu diagndstico e
tratamento. Em um estudo radiografico em dentes clinicamente normais de caes, foi
demonstrado que até 41,7% apresentavam doenca periodontal (GORREL, 2015;
BANNON, 2013).

O controle de infec¢des orais em periodontia, cirurgia oral e maxilofacial,
principalmente no ambito da implantodontia € fundamental para promover e acelerar a
reparacao, minimizar o desconforto pds-operatorio do paciente em relacdo a dor e
edema, e viabilizar técnicas de enxertia (MARIANO et al., 2015).

Os disturbios odontolégicos expdem tecidos submucosos, facilitando a
penetragdo de microrganismos para o interior do tecido. Este processo faz com que
ocorra bacteremia transitéria, o qual é proporcional a extensdo da ferida e com o
numero de microrganismos que penetram na leséao.

Em procedimentos odontolégicos exodoénticos, a ocorréncia de bacteremias
transitorias podem chegar a 60% quando ha presenca de estreptococo (Fortunato et al,
1990). IniUmeros autores comprovaram a interacdo entre bacteremias transitoras em
procedimentos odontologicos, tais como: operacdes periodontais, profilaxia
odontoldgica e aplicacdo anestésica oral (Fortunato et al, 1990; MELANCHAUSKI,
2011). Embora a incidéncia da bacteremia transitéria possa ser alta em operacfes
periodontais e exodontias, ela também pode ocorrer durante a escovacao dental
(Durak, 1994; VILLORIA; COSTINHA, 2014).

A busca pelo interesse no controle de infecgbes orais em periodontia e cirurgia
oral e maxilofacial, principalmente no ambito da implantodontia, o uso de agentes
antimicrobianos para evitar a contaminacdo das feridas orais, € importante para
promover e acelerar a reparacdo. Isto faz com que seja possivel minimizar o

desconforto pos-operatorio do paciente em relagdo a dor e edema. Isto torna-se
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especialmente importante nos casos em que as técnicas de enxerto sdo utilizadas
(MARIANO et al., 2015)

A administracdo antimicrobiana topica ou local € considerado ter baixo potencial
de risco de toxicidade sistémica e reduzida capacidade de induzir resisténcia
antimicrobiana (BOOTHE; HARRY, 2015; Garcia et al .,2008).

3.2.1 Objetivo geral

No presente estudo visou avaliar o efeito da lidocaina topica oral na

osteointegracgao alveolar .

3.2.2 Objetivos especificos

Avaliar a agéo osteointegrativa do enxerto 0sseo liofilizado em alvéolo dentario

de Rattus norvegicus sob o efeito antibacteriano da lidocaina tépica oral.

3.3. MATERIAL E METODOS

3.3.1 Animais

O experimento foi realizados seguindo as normas e principios éticos do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal, tendo sido aprovado pelo Comité de Etica no Uso
de Animais — CEUA da Pontificia Universidade Catdlica do Parana (Protocolo 929 -
Anexo A).

Foram utilizados 32 ratos Wistar higidos machos com média de 20 semanas de
idade e peso variando de 250 a 270 g.

Os animais foram mantidos no biotério da Pontificia Universidade Catdélica do
Parana (PUCPR) em gaiolas coletivas com dois ou trés animais, agua e racao ad
libitum em temperatura controlada (22 + 2°C), umidade (45 = 15%), ventilacédo
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(exaustores superiores e inferiores) e de ciclos luminosos de 12/12h, com lampada

fluorescente.

3.3.2 Anestésicos gerais

Todos os animais, antecedendo aos procedimentos odontolégicos, foram
submetidos a analgesia com cloridrato de tramadol a cada 12 horas, (5mg/kg) por via
intramuscular, e anestesiados com cloridrato de cetamina (70mg/Kg/IM), cloridrato de
xilazina (10mg/kg/IM) e sulfato de atropina (0,05mg/kg/IP). A manutencdo anestésica
foi realizada com isoflurano em circuito anestésico com oxigénio 100%.

Foram utilizados colchdes térmicos para manter a temperatura ideal, evitando

hipotermia para promover melhor retorno anestésico.

3.3.3 Grupos de estudo

Os animais foram identificados e aleatorizados em quatro grupos:

Grupo A — formado por oito animais, os quais foram submetidos a suave

raspagem com swab estéril na mucosa gengival da regido maxilar, para obtencao de
saliva e material supragengival.
Quatro destes animais, logo ap6s a raspagem gengival, tiveram a regido periférica do
primeiro dente pré-molar (I PM) da maxila esquerda anestesiada com lidocaina topica
5%, enquanto que 0s outros quatro animais deste grupo néo tiveram a regiao
anestesiada. Em seguida, foram realizadas extracdes dos | PM das maxilas esquerda e
direita, conforme técnica de Dym e Weiss (2012) (FIGURA 1).
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Figura 2. Procedimento exoddntico em dente pé-molar da maxila direita em rato wistar. Nota-se o uso de
sonda periosteal para luxagéo dentaria

O alvéolo da maxila esquerda exposto apés exodontia foi preenchido com 0sso
liofilizado floculado bovino, enquanto que o alvéolo da maxila direita n&o foi preenchido,
servindo, portanto, como controle no tocante a osteointegracdo do osso liofilizado
enxertado no lado esquerdo.

Apébs as extracBes dentarias, nova raspagem gengival foi realizada em todos os
animais. Ap6s 24 horas, todos 0s animais pertencentes a este grupo foram
radiografados e submetidos & eutanasia para coleta de material para avaliagdo
histolégica das maxilas esquerda e direita.

Grupo B — formado por oito ratos submetidos aos mesmos procedimentos dos
animais pertencentes ao Grupo A, exceto que foram avaliados radiograficamente e
submetidos a eutanasia apds cinco dias.

Grupo C — formado por oito ratos submetidos aos mesmos procedimentos dos
animais pertencentes ao Grupo A, exceto que foram avaliados radiograficamente e
submetidos a eutanasia apos 15 dias.

Grupo D — formado por oito ratos submetidos aos mesmos procedimentos dos
animais pertencentes ao Grupo A, exceto que foram avaliados radiograficamente e

submetidos a eutanasia apos 30 dias.

3.3.4 Coleta de material supragengival.
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ApGs anestesia geral, em todos os animais, foi realizada suave raspagem com
swab estéril na mucosa gengival dos | PM das regides maxilares esquerda e direita,
para a obtencao de saliva e material supragengival (Figura 2).

Apo6s exodontia, nova coleta de material foi realizada para cultura, contagem de
colénias e antibiograma. Todo o conteudo foi armazenado em tubo plastico contendo o

meio Stuart.

Figura 3. Coleta de material supragengival com swab estéril em ratos antes da exodontia e da

aplicacéo da lidocaina topica a 5%

3.3.5 Anestesia local com lidocaina topica a 5%

Em quatro animais dos grupos A, B, C e D foi realizada anestesia local com
lidocaina topica a 5% na regido periférica do | PM esquerdo da maxila, e apos cinco

minutos, coleta de material supragengival com swab estéril, antes da extracao.

3.3.6 Enxertia 6ssea

Em quatro animais de cada grupo, apds extracdo do | PM esquerdo da maxila,
realizou-se o preenchimento do alvéolo exposto com osso liofilizado floculado bovino
marca Genius® (Figuras 3 a 5). J4 o alvéolo da maxila direita ndo foi preenchido,

servindo, portanto, como controle no tocante a osteointegracdo do osso liofilizado

enxertado no lado esquerdo.
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Figura 5. Osso liofilizado bovino (seta) preenchendo alvedlo dentario de rato Wistar apds extragéo do |
PM da maxila esquerda
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Figura 6. Sutura gengival recobrindo enxerto ésseo liofilizado com po
poliglactina 910 em rato Wistar

nto isolado simples e fio de

3.3.7 Cuidados pds-operatérios

Ao término do procedimento cirdrgico, e por mais seis dias, foi administrada
enrofloxacina a cada 24 horas (10mg/Kg) por via subcutédnea. ApOs a recuperagéo
anestésica, e por mais trés dias, foi realizada analgesia com cloridrato de tramadol a
cada 12 horas (5mg/Kg) por via intramuscular.

O meloxicam foi utilizado como antiinflamatério a cada 24 horas, na dose de (0,1
mg/kg) por via subcuténea durante quatro dias consecutivos.

3.3.8 Exames microbiolégico

Para a analise microbioldgica da lidocaina foram coletadas amostras da mucosa
gengival com swab estéril antes do procedimento e apds o procedimento, armazenados
em meio de transporte Stuart e encaminhados ao laboratério multiuso 1 da PUCPR
onde foram realizadas as analises microbiologicas. Os swabs foram inoculados em
placas com meio de cultura BHI - infusdo cérebro-coragéo bovino agar, e colocados em
estufa bacteriol6gica de crescimento a 35+2 °C por 48 horas. ApGs o cultivo em estufa,
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foi realizada a contagem de unidades formadoras de colénia por placa. Para a
identificacdo das bactérias foi realizada para triagem de bactérias gram-negativas e
gram-positivas com coloracdo de Gram. As bactérias gram-negativas foram submetidas
ao teste colorimétrico para identificagdo de enterobactérias (marca NewProv). As gram-

positvas foram submetidas ao teste de catalase e analise de morfologia de Gram.

3.3.9 Teste de suscetibilidade a antibidticos e lidocaina

Para analise do perfil de sensibilidade antimicrobiana das bactérias isoladas da
superficie gengival dos ratos, foram selecionadas coldnias que apresentaram
morfologias diferentes, inoculadas em tubos de ensaio de vidro contendo 5ml caldo BHI
e colocadas na estufa a 35+2 °C por 24 horas. Apds o crescimento foi realizado o
antibiograma pela técnica conhecida como disco-difuséo ou Kirby-Bauer, seguindo os
padrdes do manual internacional CLSI (Clinical and Laboratorial Standars Institute) do
ano de 2013, documento M123 (CLSI, 2013).

Os antibidticos testados foram: amoxicilina associado a acido clavulanico 30ug,
azitromicina 15ug, ceftriaxona 30ug, ciprofloxacina 5ug, doxiciclina 30ug, enrofloxacina
5ug, eritromicina 15ug, norfloxacina 10ug, e penicilina 10ug (Figura 6) e solucdo tépica
de lidocaina. Como a lidocaina néo € vendida para testes de antibiograma por ser uma
solucéo anestésica, foi realizado método diferente da andlise para este farmaco.

29



Figura 7. Placa de Petri contendo meio de cultura BHI. Imagem de teste de susceptibilidade ao
antibiotico em discos-difusao contendo antibidticos enrofloxacino, eritromicina, norfloxacino e penicilina.
Resultados apds 24 horas em temperatura da estufa de 35+2°C

Para a leitura dos halos de inibicdo do antibiograma foi utilizado paquimetro
analogico e digital, e os resultados numeéricos encontrados foram classificados em
bactérias sensiveis intermediarias (entre sensivel e resistente e resistentes aos
antibioticos.

Para a sucetibilidade da lidocaina foram realizados dois testes — Teste A:
bactérias isoladas foram inoculadas em placa contendo o meio BHI; foi inoculada a
lidocaina tépica em discos-difusé@o estéril, aplicados sobre o meio de cultura na forma
quadruplicada e colocadas na estufa a 35+2°C por 24 horas (Figura 7). Teste B:
consiste em inocular a bacteria isolada em placas com meio BHI e, logo na sequéncia,
inocular novamente utilizando swab estéril a lidocaina topica em 50% da placa. Assim
foi possivel comparar na mesma placa o efeito do crescimento bacteriano em relacéo
ao efeito do anestésico sobre a bacteria isolada (Figura 8).
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Figura 8. Teste de suscetibilidade em placa contendo meio BHI e discos-difusdo contendo lidocaina
tépica

Figura 09. Placa de Petri contendo meio BHI onde foram inoculadas cepas bacterianas. No lado direito
(D) ap6s inoculacéo bacteriana foi passado swab com lidocaina topica a 5%
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3.3.10. Eutanasia

Para eutanasia dos animais foram utilizados os agentes anestésicos cloridrato
de quetamina e cloridrato de xilazina em superdosagem (quatro vezes maior que a
recomendada para a anestesia geral). Pela dificuldade na obtenc&o do acesso venoso,
foi realizada aplicacéo intraperitoneal, assim promove a a¢do do anestésico de forma

rapida a parada cardiaca e sem presenca da dor ao animal.

3.3.11 Exame radiogréfico

Apbs os procedimentos exododnticos e a coleta do material oral para exames
microbiolégicos; os animais foram eutanasiados em 24 horas, 5, 15 e 30 dias. Apds a
eutandasia, 0s animais eram posicionados em decubito dorsal e colocados em freezer
na temperature de -20° C durante 24 horas.

Para que nao ocorresse a sobreposicdo maxilar e mandibular dos roedores
durante as radiografias, foi necessario realizar corte sagital dividindo o cranio em duas

partes (esquerda e direita).

3.3.12 ANALISE ESTATISTICA

Os dados para contagem de colonia foram analizados estatisticamente
para definir se existe diferenca entre os grupos teste, avaliado a quantidade de
bactérias pés exodontia e 0 grupo controle observado a quantificacdo de colénias da
flora normal. Para a andlise foi utilizado o teste ANOVA + Tukey (P= 0,05). Para o teste
de suscetibilidade foram utilizados 9 tipos de antibioticos diferentes em trés cepas
encontradas na cavidade oral dos ratos. Para andlise estatistica foi utilizado o teste de
Komogorov- Smirnov. O teste de Komogorov-Smirnov especifica a distribuicdo da
frequéncia acumulada e compara com a frequéncia acumulada observada. Este teste &

0 mais indicado devido ao fato de realizar testes de observacfes individuais e
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separadamente. Portanto quando temos amostras pequenas o teste de Komogorov-
Smirnov fornece valores exatos (SIEGEL e JHON, 2006).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os estudos que envolvem modelos experimentais sdo fundamentais para a
compreensao dos mecanismos primarios e secundarios da cicatrizacdo 6ssea com ou
sem enxertia. Dados de estudos experimentais mostraram que distarbios ocorridos em
cobaias podem ser extrapolados a seres humanos se as suas devidas propor¢oes
anatdmicas, fisiologicas e metabdlicas forem respeitadas (MEYER et al., 20083;
RODRIGUES et al., 2010).

No presente estudo foram avaliados os efeitos da lidocaina na osteointegracao
de osso liofilizado bovino e sua agéo antimicrobiana na mucosa oral.

Roedores sdo 0s animais mais utilizados em estudos envolvendo patogenias
periodontais. Os custos de criagdo e alojamento sdo relativamente baixos o que torna
possivel a realizacdo de estudos com numero suficiente para andlise estatistica
(STRUILLOU, 2010).

Os preceitos de padronizacdo da genética, estado sanitario e do ambiente da
espécie analisada, a observacado de condi¢cdes adequadas no transporte, aclimatacéao,
enriguecimento do ambiente, treinamento de técnicos em experimentacdo animal,
gestdo de informacédo, biosseguranca, dieta, anestesia, cuidados pds-operatorios,
analgesia e eutanasia foram seguidos neste estudo. Estas etapas fundamentais
visaram a obtencdo de resultados com alto grau de acuidade, alto nivel de
reprodutibilidade e precisdo. Os preceitos seguidos neste estudo foram baseados em
Damy et al. (2010), que com o objetivo de contribuir a pesquisa em cirurgia
experimental, apresentaram uma analise dos principais parametros exigidos a serem
observados pelos comités nacionais e internacionais de ética e bem-estar animal, cujo
cumprimento é pré-requisito para publicacdo em periodicos de circulacdo internacional.

O modelo experimental de enxertia 0ssea foi similar a pesquisa de Leite(2005)
avaliou histologicamente e radiograficamente regido alveolar e incisivos inferiores
direitos de 21 ratos. ApOs remocdo cirargica de segmento medial alveolar e

odontosseccdo dos dentes incisivos. O resultado demonstrou, mesmo apos
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odontossecgédo houve crescimento pulpar e remodelacéo alveolar entre 15 — 45 dias
apos cirurgia. Em um outro estudo realizado por Filho (2015) avaliou-se a eficacia do
uso do enxerto Osseo liofilizado bovino pds-exodontias. Realizou-se a avaliacéo
histol6gica apds 4 meses de reparo. Os resultados demonstraram histologicamente que
ambos 0s grupos tratados e controle apresentaram remodelacdo 0ssea, mas o0 grupo
tratado com enxerto 0sseo o resultado foi mais evidente. Além disso observou-se a
neoformacéao de particulas ao redor do enxerto 0sseo.

A cavidade oral dos roedores € extremamente pequena, dificultando seu
manuseio e extracdo dentdria. Devido a isto, a técnica foi adaptada para melhor
processo da exodontia. A cureta de alvéolo teve a mesma funcdo de sindesmétomo, o
gue permitiu a separacdo da gengiva do o0sso periodontal. Os PM dos ratos
apresentam quatro raizes dentais e 0 uso da broca para odontossec¢cao seria grande
para seccionar totalmente a coroa dental. Novamente, a cureta de alvéolo foi usada
como elevador periostial com a finalidade de luxar o dente e uma pin¢ca odontoldgica
promoveu forca interdental, e esta estava localizada entre o primeiro pré-molar e o
primeiro molar. Nessa fase foi tomada cautela para que ndo ocorresse fratura apical ou
lesdo a estruturas ao redor do periodonto. Ap6s o dente apresentar boa maleabilidade,
foi utilizado forceps para tracionar levemente o dente para o seu exterior realizando

uma leve rotacao e assim foi finalizado o procedimento da exodontia.

3.3.1 Resultados radiogréficos

Em todos os animais foram realizadas as extracdes de ambos os pré-molares
maxilares. Nesta avaliagéo foi comparado o efeito osteointegrativo e estatistico de uma
area enxertada utilizando o osso liofilizado bovino no lado E e a outra serviu de
controle, no qual nao foi aplicado nenhum tipo de enxerto 6sseo e suturas. Foi
comparado a reagdo apos exodontia em quatro fases

Na avaliacdo macroscopica, foi realizado uma analise focal de ambos os dentes
pré-molares maxilares. Os exames radiograficos foram realizados em posicao lateral,
sendo possivel demonstrar a presenca do espaco alveolar, osso liofilizado implantado,

reacado inflamatéria e neoformacéo 6ssea (Figura 9).
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Sob o ponto de vista radiografico foi possivel observar a presenca de 0sso

liofilizado em todos 0s grupos.

Figura 10. (Fase 1) eutanasia 24 horas apds exodontia bilateral. Imagens radiogréficas de cortes sagitais
de créanio de rato Wistar apos extracbes dos primeiros dentes pré-molares das maxilas direita e
esquerda. O lado D (direito) demonstra a destruicdo da crista alveolar. Lado (E) superficie regular com
projecao extra alveolar de material radiopaco (osso liofilizado).

Figura 11. (Fase 2) eutanasia cinco dias apo0s exodontia bilateral. Imagens radiograficas de
cortes sagitais de cranio de rato Wistar apds extracdes dos primeiros dentes pré-molares das maxilas
direita e esquerda. Lado E: Auséncia de areas radioluscentes em alvéolo correspondente em area
alveolar, proliferacdo Ossea e projecdo de osso liofilizado extra alveolar; Lado D: Presenca de
radioluscéncia, sem preenchimento 6sseo intra-alveolar, defeito contrario irregular.
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Figura 12. (Fase 3) eutanasia 15 dias apds exodontia bilateral. Imagens radiogréficas de cortes
sagitais de cranio de rato Wistar apds extracdes dos primeiros dentes pré-molares das maxilas direita e
esquerda. Lado E: Presenca de radiopacidade alveolar e sinais de proliferagdo 6ssea mais evidente;
Lado D: Foco radioluscente, com inicio de proliferacdo éssea extra alveolar.

Figura 13. (Fase 4) eutanasia 30 dias apds exodontia bilateral. Imagens radiograficas de cortes
sagitais de cranio de rato Wistar apds extragdes dos primeiros dentes pré-molares das maxilas direita e
esquerda. Lado esquerdo (E): Auséncia de pré-molar superior, sem alterac8es de radiopacidade. Osso
preenchido total em area alveolar; Lado D: Auséncia do dente pré-molar superior direito, foco

radioluscente semicircular em area de alvéolo correspondente com sinais de proliferagcdo 6ssea alveolar.
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Tabela 01: Comparacgéo do efeito osteointegrativo alveolar em 4 fases: Lado esquerdo
uso do enxerto ésseo liofilizado bovino; lado direto (D) néo foi utilizado enxerto ésseo e
sutura da borda gengival.

FASE LADO ESQUERDO (E) LADO DIREITO (D)
01 0 0
02 2 2
03 4 2
04 4 4

Fase 01: Radiografia em 24 horas ap6s o pés-cirirgico; Fase 02: 5 dias apos as exodontias;

Fase 03: 15 dias ap0s as exodontias e enxerto 6sseo; Fase 04: 30 dias apds exodontia e enxerto 6sseo.

A tabela acima demonstra o resultado radiografico dos 32 animais que
apresentaram o efeito da osteointegracao alveolar em 4 fases com 8 ratos em cada
momento. A fase 01 ndo houve crescimento 0sseo. Fase 2 — Dois ratos do lado
esquerdo e dois animais do lado direito apresentaram crescimento alveolar. Fase 3 — O
resultado do lado esquerdo foi superior; apresentando quatro animais com
osteointegracdao alveolar em comparacdo ao lado direito, dois animais obtiveram
crescimento 6sseo. Fase 4 — Todos 0s animais (0ito), apresentaram osteointegracéo
alveolar.

O modelo experimental de enxertia 6ssea foi similar a pesquisa de Leite (2005)
gue avaliou histologicamente e radiograficamente regido alveolar e incisivos inferiores
direitos de 21 ratos, apdés a remocdo cirdrgica de segmento medial alveolar e
odontossecc¢éo dos dentes incisivos.

O resultado demonstrou, mesmo apds odontosseccao, que houve crescimento
pulpar e remodelacao alveolar entre 15 — 45 dias ap0s cirurgia. Em um outro estudo
realizado por Filho (2015) avaliou-se a eficAcia do uso do enxerto Osseo liofilizado
bovino pods-exodontias. Realizou-se a avaliagdo histolégica ap0s quatro meses de
reparo. Os resultados demonstraram histologicamente que ambos 0s grupos tratados e

controle apresentaram remodelacdo 6ssea, mas o grupo tratado com enxerto 6sseo o
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resultado foi mais evidente. Além disso observou-se a neoformacdo de particulas ao

redor do enxerto 6sseo.

3.4.2 Contagem de coldnias
As analises microbianas revelaram a presenca das bactérias Escherichia coli,

Streptococcus sp e Staphylococccus sp (Tabela 1).

Tabela 02. Numeros de colbnias da coleta microbioldgica da flora oral normal dos ratos
imediatamente antes da extracdo dentaria do primeiro pré-molar maxilar E e D do
(grupo A). O grupo B revela os valores obtidos apds o procedimento exodontico. Nas
fases 1 e 2 os animais receberam lidocaina topica a 5% para averiguacao de possivel
funcdo antimicrobiana. A fase 3 e 4 sdo os animais que ndo receberam lidocaina a 5%

GRUPQOS
Fase A B
1 584,9+448,8A 472,1+452,9%A
2 575,1+401,0%A 789,4+575,8%
3 298,6+255,0*A 678,4+325,028
4 715,6+571,7A 1329,1+433,38

Média + desvio padrdo. Letras minlsculas comparam as fases (em cada lado). Letras mailsculas
comparam os lados (em cada fase). Teste de Levene, comprovando que hd homocedasticidade. ANOVA

+ Tukey (P < 0,05).

N&o houve diferenca no nimero de colbnias entre as fases, tanto para o grupo A
guanto para o grupo B. Nas fases 1 e 2 ndo houve diferenca no niamero de colbnias
entre os grupos. Nas fases 3 e 4 a quantidade de colbnias do grupo B foi maior que do
grupo A.

Nas fases 1 e 2 n&do houve crescimento bacteriano, pois ndo ocorreu diferenca
de numeros de colbnia entre os grupos A e B. Pode-se considerar que a lidocaina
topica 5% teve efeito bacteriostatico, pois impediu proliferacdo e deteve o crescimento
bacteriano.

Ja efeito bactericida ocorre ndo apenas na contencdo da multiplicacdo, mas
ocorre a dimimuicdo do numero de coldnias. Resultados diferentes foram observados
por (GARROTE,2013) avaliou o efeito bactericida de trés antissépticos orais (Cloridrato
de Cetilpiridinio 0,07%, Cetilpiridinio 0,075% , Clorexidina 0,12% e Lidocaina 0,13%)
sobre cepas de (Streptococcus mutans, Enterococcus faecalis e Pseudomonas
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aeruginosa); dois testes foram realizados: teste de difuséo e de exposic¢ao. O resultado
obtido concluiu que todas as solugBes antissépticas testadas apresentaram efeito
bactericida em contato direto com as trés cepas. O halo de inibicdo foram maior que
10mm em todos 0s microorganismos

Segundo Groppo et al (2003), avaliou a atividade antimicrobiana de anestésicos
topicos comerciais, lidocaina a 5%, 6% e 10%, benzocaina a 10% e 20%. Como
representantes da mucosa oral, foi utilizado bactérias isoladas de Stafilococcus sangui,
Stafilococcus mutans, Stafilococcus salivaris e Stafilococcus oralis. Todos os

anestésicos locais mostraram atividade bactericida com excessao a lidocaina a 5%.

3.4.3 Resultados dos testes suscetibilidade aos antibidticos
A tabela 2 mostra os resultados dos antibiogramas (sensivel, intermediario e
resistente) de nove tipos de antibioticos em 35 cepas testadas.

Tabela 3. Resultado geral do teste de suscetibilidade a nove antibiéticos diferentes de
cepas oriunda da cavidade oral dos ratos.

AMP= SENSIVEL INTERMEDIARIO RESISTENTE
T AMP 33 01 01

ampicili AZI 20 01 14

na, CRO 26 4 05

AZl= CIP 34 0 01

Agitrom DOX 31 01 03

™ ENO 34 0 01

icina, ERI 20 05 10

CRO= NOR 32 02 02

Ceftria PEN 24 0 11

xona, CIP= Ciprofloxacino, DOX= Doxiciclina, ENO= Enrofloxacino, ERI= Eritromicina, NOR=
Norfloxacino, PEN= Penicilina.

Em relacdo aos antibiogramas pode-se considerar que as bactérias avaliadas
foram sensiveis a ampicilina, ciprofloxacino, doxiciclina, enrofloxacino e norfloxacino;

tiveram sensibilidade intermediaria a penicilina e as bactérias avaliadas foram

resistentes a azitromicina, ceftriaxona e eritromicina.

3.4.4 Avaliacéo antimocrobiana da lidocaina a 5%
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A figura 14.1 mostra a reducgdo de coldnias bacterianas na regido aonde ha a
presenca de lidocaina tépica a 5%. Foi realizada a inoculacdo de E. coli nas placas
com meio BHI, adicionado discos-difusdo de forma quadruplicada. A figura 14.2 mostra
gue o local com E.coli seguido da passagem de swab com lidocaina tépica a 5% (lado

direito — D) esta com maior numero de colbnias.

Figura 14. Imagens de placas com meio de BHI. Na imagem 01 ha discos-difusdo foram embebidos com
lidocaina a 5%, enquanto que a imagem 02 mostra que ha divisdo da placa em E (esquerdo) e D
(direito). No lado D, ap6s inoculagdo de E. Coli foi realizada passagem de swab embebido com lidocaina
5%. Nota-se que na imagem 01 ocorre a formacdo de halo pequeno ao redor do disco-difusdo. Na figura
02 nota-se que o crescimento de coldnias bacterianas do lado (E) € visualmente inferior ao lado (D).

E possivel verificar, em ambas as imagens a n&do ocorréncia de acdo
antimicrobiana intensa sobre as colénias de E. coli, descaracterizando a acdo
bactericida da lidocaina topica a 5%. Entretanto, a presenca da lidocaina impediu a
proliferacdo bacteriana, o que revela sua acéo bacteriostatica.

Esses resultados diferem de Souza et al. (2009) que observaram em seus
estudos acdo bactericida deste anestésico local. Estes autores avaliaram acodes
antimicrobianas da lidocaina a 5% mas aplicada por via injetavel. Sendo assim
acredita-se que 0s anestésicos tdpicos por ndo serem vasoconstritores, possuem efeito
vasodilatador, é por isso que eles apresentam absor¢cdo sanguinea rapida com niveis
semelhantes aos observados na aplicagéo intravenosa.
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E sabido que os resultados variaram de acordo com a substancia anestésica e o
microrganismo, mas o estudo in vitro apoia a investigacao do estudo in vivo, mostrando
um efeito antimicrobiano definitivo de anestésicos topicos em espécies selecionadas da
microbiota.

O mesmo estudo apontou que esta acdo antimicrobiana depende da dimenséo
da area que recebeu o gel anestésico, do tempo de contato do anestésico com os
microrganismos, da concentracao, do tipo do sal de anestésico e o tempo de contacto
dos microrganismos com a substancia (AYDIN et al., 2001; HOLMSTRON et al., 2012).

De acordo com um estudo realizado por Salas et al., (2011) foi demonstrado que
a aplicacdo da lidocaina a 2% na forma subcutdnea em feridas cirargicas limpas e
contaminadas significativa na infeccdo de feridas cirdrgicas limpas e contaminadas
guando aplicado lidocaina a 2%.

Confirmado a presenca de microrganismos no cultivo de material nas ferdas
cirargicas apos aplicacdo do anestésico local nas areas infectadas com
desenvolvimento de Pseudomonas sp e Staphylococcus haemolyticus. Os resultados
coincidem com a literatura demonstrando a presenca de resisténcia da lidocaina néo
apresentando o efeito bactericida.

Artizi (1997) realizou o estudo experimental em hamster onde utilizou a lidocaina
a 1% em feridas cirargicas contaminadas. O efeito da lidocaina demonstrou a
diminuicéo da presenca de infecgéo das feridas cirdrgicas contaminadas assim também
a diminuicéo das unidades formadoras de col6nias apresentando efeito bacteriostatico.

Segundo Kose, (2010) realizou sua pesquisa em ratos, onde analizou o efeito
antibacteriano da prilocaina a 2%, prilocaina a 0,5% pomada e lidocaina a 0,5%
pomada em Staphylococcus aureus isolados de ratos. Todos os anestésicos locais
foram aplicados dez minutos antes do procedimento na pele do rato. Apds a incisao, foi
inoculado 0,2ml bactéria Staphylococcus aureus. Apds 4 dias do pOs cirdrgico, 0s
animais foram eutanasiados e coletado o material para exame de cultura. O resultado
obtido nas culturas tecidual demonstraram que nenhum dos anestésicos locais
utilizados no estudo mostrou qualquer atividade inibidora ou bactericida sobre S.
Aureus.

Nao houve diferenga estatistica na contagem bacteriana entre as feridas do

grupo tratado com anestésico e de controle, Os resultados do presente estudo néo
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mostraram qualquer atividade antimicrobiana dos anestésicos locais em feridas criadas
cirurgicamente em ratos.

CONCLUSAO

O uso de lidocaina a 5% na forma de gel, possui acdo bacteriostatica: na
mucosa gengival, e sob o ponto de vista radiografico ndo impede a osteointegracéo de

osso liofilizado bovino.
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