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Resumo

A doenca periodontal resulta de uma complexa interagdo entre o biofilme subgengival e eventos
imunoinflamatérios do hospedeiro que se desenvolvem nos tecidos gengivais e periodontais, em resposta ao
desafio apresentado pelas bactérias. As estatinas sao farmacos utilizados para o tratamento de hiperlipidemia
e prevengao de doengas cardiovasculares, que possuem efeitos pleiotropicos, dentre ele, o efeito
antimicrobiano. O objetivo deste estudo foi investigar o efeito antimicrobiano da rosuvastatina nas bactérias
patogénicas da microbiota oral: Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleatum,
Actinomyces odontolyticus, Actinomyces naeslundii Streptococcus oralis, Streptococcus mitis, Streptococcus
salivarius, Streptococcus sanguinis e Streptococcus gordonii. Para isso, foi realizado o ensaio de
Concentragao Inibitoria Minima (CIM) e ensaio de associacdo (checkerboard assay) com metronidazol e
amoxicilina para investigar uma possivel interagdo com essas drogas. A concentragdo inibitoria minima (CIM)
foi determinada pelo método de microdiluicdo em placas de 96 pocos como descrito pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute. Os experimentos foram realizados em triplicata em trés momentos distintos.
A rosuvastatina apresentou atividade antimicrobiana apenas para P. gingivalis W83 e ATCC 33277 e em alta
concentragdo, com valor de CIM na faixa de 400 pg/mL; porém ndo apresentou atividade antimicrobiana nas
demais bactérias testadas. Houve interacdo sinérgica entre rosuvastatina e metronidazol para P. gingivalis
ATCC 33277, com CIM de 100 pg/mL para rosuvastatina e entre 0,097 a 0,048 pg/mL para metronidazol,
reduzindo os valores de CIM de 3 a 4 vezes. Desse modo, concluiu-se que a rosuvastatina apresenta atividade
antimicrobiana contra P. gingivalis, com possivel intera¢do sinérgica com metronidazol.
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INTRODUCAO o o

(Haidari et al., 2007), fungicida (Souza, 2011),

anti-inflamatoria (Koh et al, 2002), pro-

As estatinas sdo farmacos mundialmente osteogénica (Garrett et al., 2001) e progenitora de

empregados para o tratamento de hiperlipidemia. células endoteliais (Maeda et al., 2003; Bertl et al.,
Estudos anteriores demostraram que as estatinas 2017).

apresentam beneficios clinicos nao relacionados a A doenga periodontal ¢ resultante de uma

reducdo dos niveis de colesterol, sdo os chamados complexa interagdo entre o biofilme subgengival e

efeitos pleiotropicos, que incluem atividade eventos imunoinflamatérios progressivos do

antimicrobiana (Graziano et al., 2015), antiviral hospedeiro que se desenvolvem nos tecidos
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gengivais e periodontais, em resposta ao desafio
apresentado pelas bactérias (Pradeep et al., 2016).
O sucesso do tratamento da doenca consiste no
controle do biofilme, no qual deve ser feito a
associacdo entre o0 tratamento mecanico
convencional de raspagem e alisamento radicular e
orientacdo de higiene bucal (Deas et al., 2016).

Estudos clinicos notaram que o tratamento
periodontal ndo cirargico possuia um beneficio
adicional associado ao uso local de estatinas
quando comparado ao tratamento nao cirurgico
apenas (Kumari et al., 2016; Ambrosio et al.,
2017). Ainda, outra pesquisa in vitro constatou que
as bactérias periodontopatogénicas A.
actinomycetemcomitans € P. gingivalis sao
sensiveis a sinvastatina (Emani et al., 2014). Além
dessas, ha comprovacdo também do -efeito
bacteriostatico in vifro da sinvastatina sobre S.
mutans, S. anginsosus, S. sanguis e S. salivarius
(Whitaker e Alshammari, 2017). Nosso grupo de
pesquisa vem realizando ja estudos com as
estatinas, mostrando que a sinvastatina e
atorvastatina tem atividade antimicrobiana contra
bactérias orais, tanto na forma planctonica quanto
na forma de biofilme (Graziano et al., 2015;
Carvalho, 2019).

A rosuvastatina ¢ uma estatina totalmente
sintética altamente eficaz que proporciona
redugdes médias dos niveis de LDL de até 65%,
além de reducdes clinicamente significativas de
triglicérides (Hassman et al., 2001). Garg e Pradeep
realizaram ensaio clinico controlado envolvendo
lesdes de furca grau II em pacientes com
periodontite cronica demonstrou que o efeito da
rosuvastatina 1,2 % gel foi superior ao da
atorvastatina 1,2% gel, uma vez que a mesma
obteve resultados mais satisfatorios quanto ao nivel
de inser¢ao clinica e profundidade de sondagem na
regido interradicular (Garg e Pradeep, 2016).
Verificou-se em outra investigac¢do clinica que a
associagdo de rosuvastatina 1,2% gel com
plaquetas ricas em fibrinas obteve resultado
regenerativo superior quando comparada ao

desbridamento de retalho aberto ou tratamento com
plaquetas apenas (Pradeep et al., 2016).

Assim, o presente estudo teve como
objetivo analisar a atividade da rosuvastatina sobre
bactérias periodontopatogénicas Porphyromonas
gingivalis, Prevotella intermedia, Fusobacterium
nucleatum, odontolyticus,
Actinomyces naeslundii, Streptococcus oralis,
Streptococcus mitis, Streptococcus salivarius,
Streptococcus sanguinis e Streptococcus gordonii,
visto que pouco se sabe sobre o efeito dessa estatina
sobre bactérias orais.

Actinomyces

MATERIAIS E METODOS

Ensaios de Concentracdo Inibitéoria Minima
(CIM)

A determinagdo da concentragdo inibitoria
minima foi realizada pelo método de microdilui¢ao
em placas de poliestireno de 96 pocos como
descrito pelo Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2007). Foi testado o efeito
antimicrobiano da rosuvastatina (doacdo da EMS
Industria Farmacéutica, Hortolandia, Sdo Paulo,
Lote MOY1359), que foi dissolvida inicialmente
em 50% de dimetil sulfoxido (DMSO) (Synth —
Diadema, Sao Paulo, Brasil, 208663), ficando o
DMSO com concentragao final de 2,5% nos
experimentos. O metronidazol (Sigma Aldrich. -
St. Louis, Missouri, EUA, M3761) e a amoxicilina
(Sigma Aldrich. - St. Louis, Missouri, EUA, A-
8523) foram usados como padrdes
antimicrobianos.

O teste foi realizado contendo 100 pL de
meio em cada poco, sendo o meio TSB-BHI-HM
para P. gingivalis, F. nucleatum e P. intermedia,
TSB-BHI para A. odontolyticus e A. naeslundii e
MHB para estreptococos. A concentragao de
rosuvastatina variou de 400 a 0 195 pg/mL, ¢ a
diluig¢do foi realizada com DMSO 50% que ficou
com uma concentracao final de 2,5% nos pocos A
amoxicilina variou na concentracdo de 1,25 a
0,0006 pg/ mL para estreptococos. Para os
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anaerobios a concentracdo de metronidazol variou
de 252a0,012 pg/mL e a de amoxicilina 20 a 0,0098
pg/mL.

As placas com estreptococos foram
incubadas por 24 horas em estufa de CO2, ap0ds esse
periodo foram feitas leituras de densidade Optica
em espectrofotometro (550 nm) e posteriormente
coloracdo com resazurina em cada pogo a 0,01%
em solucdo aquosa para melhor visualizacdo do
crescimento bacteriano. Para os anaerdbios a
incubacao foi de 48 horas em camara de
anaerobiose, seguida de leitura de densidade optica
em espectrofotdmetro (660 nm) e coloragdo
resazurina para verificagdo da concentragdo
inibitéria minima.

Os experimentos foram realizados em
triplicata, em trés momentos distintos.

Ensaio de associacio (checkerboard
microdilution assay)

Para avaliar uma possivel interagdo entre a
rosuvastatina e antibioticos foi realizado o ensaio
de associacao com microdilui¢do em placas de 96
pocos para P. gingivalis, associando concentragdes
de rosuvastatina de 400 pg/mL a 6,25 pg/mL e
metronidazol de 0,78 pg/mL a 0,0121 pg/mL. A
placa foi incubada por 48 horas em camara de
anaerobiose. Apos esse periodo, foram avaliadas as
CIM dos farmacos associados por meio de leituras
de densidade oOptica em espectrofotometro (660
nm) e coloracdo com 30 pL de resazurina em cada

poco a 0,01% em solucdo aquosa.

Os experimentos foram realizados em
triplicata, em trés momentos distintos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A rosuvastatina apresentou atividade
antimicrobiana apenas para P. gingivalis W83 e
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ATCC 33277 e em alta concentracao, com CIM na
faixa de 400 pg/mL; porém nao apresentou
atividade antimicrobiana nas demais bactérias
testadas com rosuvastatina na concentracao de 400
a 0,195 pg/mL.

Todos os microrganismos testados
mostraram-se  sensiveis aos antimicrobianos
padrdes.

Tabela 1. CIM (pg/mL) da rosuvastatina contra cepas de P.
gingivalis.

CIM Rosuvastatina
Cepas
(ng/mL)
P. gingivalis W83 400
P. gingivalis ATCC 33277 400

Tabela 2. CIM (ug/mL) da amoxicilina contra bactérias
anaerdbias e estreptococos orais.

CIM Amoxicilina
Cepas
(ng/mL)
A. odontoliticus NCTC 9935 0,078

0,0195 a 0,039
F. nucleatum ATCC 51190 0,39

A. naeslundii

P. intermedia ATCC 49046 0,195 2a 0,39
S. sanguinis 3K36 0,078 a 0,156
S. mitis NCTC 12261 0,0195
S. oralis ATCC 10557 0,0195 a 0,039
S. salivarius ATCC 7073 0,039

S. gordonii Chali 0,078 a 0,039

Tabela 3. CIM (pg/mL) do metronidazol contra P. gingivalis.

CIM Metronidazol
Cepas
(ng/mL)
P. gingivalisW83 0,195
P. gingivalis ATCC 33277 0,195 a 0,390

Com o objetivo de avaliar uma possivel
interagdo entre a rosuvastatina e os antibioticos foi
realizado o ensaio de associagdo. Como apenas P.
gingivalis se mostrou sensivel a rosuvastatina, os
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testes foram feitos apenas com essa espécie, 3 a 4 vezes. Os testes também foram realizados
associando a estatina com metronidazol. para P. gingivalis W83, mas os resultados se
Houve interagao sinérgica entre mostraram inconclusivos. Para essa cepa foram
rosuvastatina e metronidazol para a cepa P. encontrados valores de FICI de 0,37 ¢ 0,75, sendo
gingivalis ATCC 33277, com CIM de 100 pg/mL necessarios mais ensaios para comprovar o tipo de

para rosuvastatina e entre 0,097 a 0,048 pg/mL associagao.

para metronidazol, reduzindo os valores de CIM de

Tabela 4. Comparacao da CIM (pg/ml) das substancias isoladas e em associagdo, valores de FICI e efeito farmacoldgico da
associacdo dos farmacos para P. gingivalis ATCC 33277

CIM da
Cepas CIM isolafla CIM is?lada Associacao ROS/ > FICI Efeito
Rosuvastatina  Metronidazol .
Metronidazol
P 'gmg;g"zl%ATCC 400 0,19520,390  100|0,097 - 0,048 0,37 Sinergismo

A composi¢do microbiana do biofilme oral 0 uso topico de rosuvastatina como adjuvante no
¢ expressivamente diferente em locais saudaveis e tratamento periodontal nao cirtrgico pode ser um
em sitios com doenca periodontal (Roberts e importante aliado tanto para melhora dos
Darveau, 2015). Devido esta grande diversidade e parametros clinicos quanto no controle do biofilme
as interagdes complexas formadas entre os periodontal.
membros da microbiota, P. gingivalis demonstra -
associacdo unica com a doenga, provavelmente CONELIDED
devido ao alto potencial patogénico e a relacdo com O estudo concluiu que a rosuvastatina
a progressdo da doenga periodontal (Mombelli, apresenta atividade antimicrobiana in vitro contra
2018). Lipopolissacarideos, proteases, fimbrias e P. gingivalis, um importante patogeno ligado a
alguns outros fatores de viruléncia estao entre as organiza¢io do biofilme e progressio da doenca
estratégias exploradas por P. gingivalis para periodontal. Observou-se também uma possivel
promover a colonizagdo bacteriana, promover a interacdo  sinérgica da rosuvastatina com
coagregacdo de P. gingivalis com outras bactérias metronidazol contra P. gingivalis. No entanto, sio
e facilitar o crescimento da comunidade necessarios estudos clinicos para avaliar a
microbiana no biofilme periodontal. Esses fatores atividade da  rosuvastatina em  biofilmes
de viruléncia também modulam uma variedade de periodontais  para  comprovar o efeito
componentes do sistema imune do hospedeiro e antimicrobiano dela.
subvertem a resposta imune para evitar a
eliminacdo bacteriana ou induzir um ambiente AGRADECIMENTOS

inflamatério.(Xu et al., 2020).

Assim sendo, como a rosuvastatina Apoio PIBIC/SAE (01.P.175/2019;

apresentou atividade antimicrobiana contra essa 01.P.96/2020).

espécie que ¢ um importante patdogeno na
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