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RESUMO

A doenga periodontal (DP) é uma condicdo inflamatoria dos tecidos de suporte
dos dentes desencadeada pelo acumulo de bactérias anaerdbias Gram-negativo na regido
subgengival. Ela é caracterizada pela destruicdo progressiva dos tecidos periodontais,
que incluem ligamento periodontal e osso alveolar. A resposta do hospedeiro contra 0s
microrganismos periodontopatogénicos é uma das maiores responsaveis pelo
desenvolvimento e progressdao da DP. Inimeros mediadores inflamatorios tém sido
implicados nessa destruicdo, incluindo prostaglandinas e leucotrienos. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito da administracdo sisttémica e local de inibidores de
ciclooxigenases (COX-1 e COX-2), principais enzimas envolvidas na sintese de
prostaglandinas, sobre a DP experimental em ratos. A DP foi induzida pela colocagéo
de um fio de seda estéril na regido cervical do 2° molar superior esquerdo. Os animais
foram tratados do 3% ao 5° ou do 9° ao 11° dias apds a inducéo da doenca e sacrificados
no 11° dia. Os indicadores de DP avaliados foram a perda de insergéo periodontal, a
perda da crista 6ssea alveolar e o nimero de leucdcitos presentes na gengiva dos
animais. Para a mensuragdo desses indicadores foi utilizada analise morfométrica de
cortes histoldgicos de hemi-maxilas coradas por hematoxilina-eosina. Nossos resultados
mostraram que existe um periodo critico para a intervengdo farmacoldgica na DP
experimental utilizando-se antiinflamatdrios tradicionais ou seletivos de COX-2. A
administragdo sistémica de indometacina, celecoxibe ou rofecoxibe impediu a
progressdo da doenca apenas quando foi realizada entre o 3% e 0 5° dia da DP, mas néo
entre 0 9% e 0 11% A administragdo local dos inibidores seletivos e ndo seletivos de
COX-2 reproduziu os efeitos da administragdo sistémica. Indometacina, piroxicam,
celecoxibe e SC236 reduziram a perda de inser¢do, a perda dssea e a migracéo celular
para a gengiva de ratos com DP quando administrados na gengiva adjacente ao dente
com a doenca entre o 3% e 0 5° dia experimental. Diferentemente dos antiinflamatérios
tradicionais e seletivos de COX-2, a administra¢do tanto sistémica quanto local de um
inibidor seletivo de COX-1, o composto SC560, reduziu apenas a perda de insergéo
periodontal e a migracdo celular, mas ndo a perda déssea. Concluimos, entdo, que as
enzimas COX-1 e COX-2 estdo envolvidas diferencialmente na patogénese da
periodontite experimental em ratos. Como os inibidores de COX-2 se mostraram

eficazes em limitar o desenvolvimento dos sinais da DP quando administrados
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localmente, pode-se sugerir a utilizagdo dessa via (local/tdpica) como potencial

alternativa terapéutica no tratamento dessa condigdo inflamatéria cronica.
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Introducao



1 INTRODUCAO

1.1 O periodonto

O periodonto é constituido pelas estruturas que participam da sustentacdo dos
dentes na cavidade bucal, sendo didaticamente dividido em duas partes: a primeira,
formada pelo cemento, ligamento periodontal e osso alveolar, e a segunda pela gengiva
(Figura 1). As primeiras estruturas sdo responsaveis pela ancoragem dos dentes nos
alvéolos, formando o periodonto de inser¢do ou de sustentacdo. A gengiva, por sua vez,
recobre a crista 0ssea alveolar e estabelece a continuidade do epitélio da mucosa oral
com o colo do dente por meio do epitélio juncional. Por isso, ela é denominada

periodonto marginal ou de protecéo (Ten Cate et al., 1998).

Gengiva

) e Cemento
Crista Ossea d

-
Alveolar

-~ Dentina
Ligamento oY ; L
Periodontal ¥ ! —1 3 Polpa

Figura 1: Esquema das principais estruturas dentarias e periodontais.

Cada uma das estruturas que compfe o periodonto exerce fungdo especifica. A
gengiva origina o sulco gengival, um espaco entre o epitélio do sulco e o dente. No
sulco gengival esta presente um fluido tecidual (fluido crevicular) que passa através do
epitélio juncional e contém, além de células epiteliais descamadas, neutrofilos que
funcionam como primeira linha de defesa periodontal. O ligamento periodontal, tecido

conjuntivo frouxo situado entre cemento e osso alveolar, tem a importante fungéo de
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receptor sensorial indispensavel ao posicionamento adequado dos maxilares durante a
mastigacdo e também no estado de repouso. Por sua vez, o cemento, um tecido
conjuntivo duro muito semelhante ao 0sso, cobre as raizes dos dentes e tem como
principal funcdo a inser¢do das fibras do ligamento periodontal ao dente. O 0sso
alveolar é uma estrutura muito mineralizada e que sofre constantes mudancas para se
adaptar as diversas formas de tensdo a que é submetido. Ele também proporciona
insercdo para os feixes de fibras do ligamento, além de formar os alvéolos que contém

os dentes (Ten Cate et al., 1998).

1.2 A doenga periodontal

A atual classificacéo das doencas e condigdes que afetam os tecidos periodontais €
baseada no mais recente e internacionalmente divulgado consenso de opinides entre
especialistas da é&rea. Ela foi apresentada e discutida em 1999 no Workshop
Internacional para a Classificagdo das Doengas Periodontais, organizado pela American
Academy of Periodontology (Academia Americana de Periodontologia - AAP) (Quadro

1) (Wiebe & Putnins, 2000).
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Quadrol: Classificagdo das doencas e condicoes periodontais.

Classificacdo das Doencas e Condigdes Periodontais

Observacgoes

Doengas Gengivais
Induzidas por placa

Né&o-induzidas por placa

Periodontite Cronica

Localizada ou Generalizada

Periodontite Agressiva

Localizada ou Generalizada

Periodontite como Manifestacdo de Doengas Sistémicas

Doengas Periodontais Necrosantes
Gengivite ulcerativa necrosante

Periodontite ulcerativa necrosante

Abscessos do Periodonto

Periodontite Associada a Lesdes Endodonticas

Deformidades e Condicbes de Desenvolvimento ou

Adquiridas

As doengas gengivais podem ocorrer em
um periodonto sem perda de insercdo ou
em um periodonto com perda de insercdo

estabilizada e ndo-progressiva.

A periodontite agressiva também pode ser
classificada baseando-se em sua extensdo
e intensidade. De forma geral, a extenséo
pode ser caracterizada como localizada
(<30% de éareas envolvidas) ou
generalizada (>30% de areas envolvidas).
A intensidade pode ser caracterizada
baseando-se na quantidade de perda de
insercdo clinica (PIC): leve = 1 ou 2 mm

PIC; moderada = 3 ou 4 mm PIC; e

avangada > 5 mm PIC.

Apesar das inimeras classificagdes de doencas e condi¢des periodontais propostas

pela AAP, sabe-se que sdo as caracteristicas da periodontite cronica que marcam esse

grupo de doencas: processos inflamatérios geralmente crbnicos que, na auséncia de

tratamento, podem evoluir até a perda dos dentes (Wiebe & Putnins, 2000).

Deste modo, a doenca periodontal (DP) pode ser definida como uma condicdo

inflamatdria dos tecidos de suporte dos dentes que atinge sitios Unicos ou multiplos

dentro da cavidade oral. Essencialmente, é uma doenca infecciosa desencadeada pelo
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acimulo de bactérias anaer6bias Gram-negativo na regido subgengival. Caracteriza-se
pela destruicdo progressiva dos tecidos periodontais, que incluem ligamento periodontal
e o0sso alveolar, com a formagdo de bolsa periodontal, retragdo gengival ou ambas
(Page, 1991; Page et al., 1997).

A caracteristica clinica que difere a periodontite de um processo inflamatorio
inicial do tecido gengival - a gengivite - é a presenca da perda de insercdo clinicamente
detectdvel. Essa caracteristica é frequentemente acompanhada por mudancas na
densidade e altura do 0sso alveolar subjacente. Os sinais clinicos de inflamagéo como
alteracbes na coloragdo, contorno, consisténcia e sangramento a sondagem gengival
podem n&do ser sempre indicativos da progressdo da perda de insergdo. Entretanto, a
presenca continua de sangramento & sondagem em exames clinicos sequienciais é um
indicador da presenga de inflamag&o e do potencial para uma perda subseqliente de
insercdo na area com sangramento. A perda de inser¢do associada & periodontite pode

progredir tanto continuamente como em surtos episddicos de atividade da doenca (Page,

1991; Page et al., 1997).

1.3 Epidemiologia da DP

Estudos epidemiolégicos provenientes de diversas partes do mundo mostraram
que uma grande porcentagem da populagdo adulta é significativamente afetada por
periodontite. A DP é responsivel pela maioria das perdas dentarias em paises
desenvolvidos (Albandar, 2005). A periodontite agressiva é caracterizada por uma perda
répida e intensa dos tecidos periodontais e acomete, predominantemente, adolescentes e
adultos jovens. Ela é prevalente entre as populagdes latino-americanas e de
descendéncia africana, sendo menos comum entre os caucasianos. De maneira diferente,

a periodontite crdnica € uma doenga comumente encontrada entre pessoas de diferentes
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faixas etérias. Apesar disso, ela é prevalente entre a populacdo idosa em todas as partes
do mundo (Albandar, 2005; Van Der Velden, 1984). Aproximadamente 48% dos norte-
americanos adultos tém periodontite crénica e valores similares ou maiores que esse ja
foram relatados em outras populagdes (Albandar, 2005).

O impacto que a DP tem nas populagdes se deve ndo s6 a perda dos dentes, o0 que
prejudica todo o sistema estomatognatico. Atualmente, tem sido levantada a
possibilidade de que individuos com DP podem apresentar risco aumentado para varias
condigBes patoldgicas sistémicas. Evidéncias sugerem que pessoas com DP avangada
podem ser até duas vezes mais susceptiveis a doencgas cardiovasculares do que pessoas
sem DP (Paquette, 2004). Infeccbes orais maternas como a DP também podem
constituir fatores de risco para complicagdes na gravidez, tais como nascimento de
bebés prematuros ou com baixo peso (Madianos et al., 2002).

Tanto a periodontite crénica quanto a agressiva sdo doencas de origem
multifatorial. Apesar de serem causadas primariamente por microrganismos da placa
dental, diversas condi¢des locais ou externas exercem efeitos modificadores em sua
progressao (Albandar, 2005). Assim, a susceptibilidade a DP pode estar associada tanto
a fatores genéticos (Michalowicz, 1994) como ambientais, tais como aumento da idade
(Hugoson & Jordan, 1982; Burt, 1994; Mochizuki et al., 1999), experiéncias negativas
durante a vida, em especial aquelas manifestadas como depressédo (Monteiro da Silva et
al., 1996; Genco et al., 1998b), tabagismo (Gonzales et al., 1996) e deficiéncia de

insulina (Dennison et al., 1996).

1.4 Patogenia da DP

A doenca periodontal apresenta etiologia bacteriana com padréo complexo,

existindo uma variedade de microrganismos responsaveis por seu inicio e outros por sua
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progressao. Apesar de mais de quatrocentas espécies diferentes de bactérias ja terem
sido detectadas na cavidade oral, apenas um nimero limitado tem sido implicado como
patdgeno periodontal. Muitos desses organismos podem estar presentes em individuos
periodontalmente sadios e podem existir em uma harmonia comensal com o hospedeiro
(Moore & Moore, 1994; Nonnenmacher et al., 2001). Sendo assim, embora a DP tenha
agentes etioldgicos ja identificados em estudos anteriores, tais como Porphyromonas
gingivalis, Bacteroides forsythus e Actinobacillus actinomycetemcomitans, a resposta
do hospedeiro a esses microrganismos periodontopatogénicos desempenha o papel mais
importante no desenvolvimento da doenga (Genco et al., 1998a, Paquete & Williams,
2000).

As bactérias presentes nos tecidos subgengivais desencadeiam uma resposta
inflamat6ria no hospedeiro que causa a maioria da destruicdo tecidual (Genco et al.,
1998a). Diversas células inflamat6rias como leucécitos polimorfonucleares, linfocitos,
macrdfagos e mastdcitos migram para o periodonto em resposta ao estimulo bacteriano
na tentativa de eliminar o agente agressor. De fato, tanto as células recrutadas quanto
células residentes liberam mediadores que contribuem para a destruicdo dos tecidos
periodontais. Um dos mecanismos considerado responsavel pela destrui¢cdo periodontal
é a lesdo tecidual induzida pelo acumulo de grande quantidade de leucdcitos
polimorfonucleares (PMNSs), que liberam enzimas proteoliticas e metabolitos reativos
de oxigénio durante sua fagocitose e degranulagdo. Em outras palavras, pode-se dizer
que a intensidade da resposta inflamatéria do hospedeiro é que ir4 determinar o perfil de
destruicdo da DP (Lee et al., 1995; Chapple, 1997; Lohinai et al., 1998).

No decorrer da DP, com o aumento crescente do nimero de bactérias e
conseqiientemente dos seus produtos destrutivos, ocorre uma interagdo dessas com o

epitélio gengival, que induz a expressdo de moléculas de adesao celular e a liberacdo de
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diversos mediadores inflamatorios. Dentre esses, 0s metabdlitos do acido araquiddnico
(eicosanoides), tais como leucotrienos (LT) e prostaglandinas (PG), estdo entre os mais
importantes (Offenbacher et al., 1986). Muitos dos eventos patol6gicos que ocorrem na

DP podem ser explicados pela atividade desses mediadores lipidicos.

1.5 Ciclooxigenases e prostaglandinas

Diversos estimulos como lesbes celulares ou interacdes com bactérias podem
ativar enzimas celulares como a fosfolipase A, e fosfolipase C. Elas sdo capazes de
clivar fosfolipideos de membrana liberando o é&cido araquidonico (&cido eicosa-tetra-
endico) um &cido graxo poli-insaturado constituinte da membrana celular. O &cido
araquidodnico é passivel, entdo, de sofrer acdo das enzimas ciclooxigenases (COXs)
formando os mediadores prostandides, como as prostaglandinas (PGs), tromboxanos
(TXs) e leucotrienos (Smith et al., 1996; Vane et al., 1998).

J& foram identificadas trés isoformas de ciclooxigenase: a COX-1, a COX-2 e a
COX-3. A primeira, constitutivamente expressa na maioria dos tecidos, € responsavel
pela produgdo de niveis fisiologicos de prostaglandinas. Ela é responséavel, por exemplo,
pela citoprotecdo gastrica. A segunda isoforma tem sua expressdo aumentada durante
reagOes inflamatdrias, apesar de j4 ter sido descrita como constitutiva em drgdos como
os rins (Smith et al., 1996; Vane et al., 1998). Em relacdo & COX-3, ha controvérsias na
literatura sobre sua real importancia para o desenvolvimento das respostas
inflamatorias. Existem hipoOteses de que ela seja importante em funcBes cerebrais
podendo, assim, explicar a acdo analgésica e antipirética de drogas como o paracetamol
(Chandrasekhran et al., 2002; Mitchell & Warner, 2006). Outros trabalhos, entretanto,
j& descartaram a possibilidade de que a COX-3 tenha relevancia clinica para os

mecanismos de febre e dor (Kis et al., 2005).
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Em eventos inflamatérios, a producéo local de prostandides como a PGE; pode
sensibilizar as terminagOes nervosas de fibras aferentes nociceptivas, reduzindo o limiar
para a deflagracdo do impulso associado a resposta dolorosa. Esses mediadores lipidicos
também podem aumentar o fluxo sangiiineo local causando eritema e potencializando a
acdo de outros mediadores inflamatdrios. PGE,, PGI, e PGD, sdo vasodilatadoras por si
proprias, mas ndo aumentam diretamente a permeabilidade vascular ou causam dor
declarada. Para isso, elas atuam de modo sinérgico com outros mediadores
inflamat6rios como histamina e bradicinina. As prostaglandinas também estdo
implicadas na producéo de febre (Smith et al., 1996; Vane, 1971; Vane et al., 1998).

Na DP, ja foi encontrado que homogenatos de tecidos periodontais inflamados
apresentam um aumento na capacidade de sintetizar prostaglandinas quando
comparados a homogenatos de tecidos periodontais sadios (ElAttar et al., 1984). Isso
sugere que, durante a inflamagdo periodontal, ocorre atividade aumentada da COX
devido a maior expressdo da isoforma COX-2. Sabe-se que a PGE; é um potente
estimulador da reabsor¢do dssea, um dos sinais patognomonicos da DP, e j& foi
mostrado um aumento dos niveis de PGE; no fluido crevicular de pacientes acometidos
pela doenca quando comparado ao de pacientes saudaveis. Além disso, as varia¢des nos
niveis de PGs mostraram servir como indicadoras da gravidade da DP (Pouliot et al.,
2000). Sendo assim, a inibigdo da producdo desses mediadores inflamatérios poderia

constituir um potencial alvo terapéutico no tratamento da DP.

1.6 Antiinflamatdrios ndo esteroidais (AINES)
Relatos que datam de mais de trés mil anos sugerem que substancias com efeitos
similares aos dos farmacos antiinflamatdrios ndo esteroidais (AINES) ja eram usadas

para aliviar as dores das pessoas mesmo nos tempos anteriores a Cristo. Atualmente, 0s
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AINEs estdo entre as drogas mais prescritas do mundo. O prot6tipo do grupo, o &cido
acetil salicilico (AAS), foi um dos primeiros fa&rmacos a serem comercializados, desde
1897, e apresenta um grande impacto terapéutico até os dias de hoje (Mitchell &
Warner, 2006).

Os AINEs sdo farmacos que atuam ao inibirem as enzimas ciclooxigenases
(COXs), as quais catalisam o passo limitante da sintese dos mediadores inflamatorios
lipidicos derivados do &cido araquidénico. Deste modo, ocorre reducdo da sintese de
prostandides como a PGE,, o que explica os efeitos antiinflamatérios dessa classe de
drogas (Vane, 1971). Da mesma maneira, a toxicidade gastrintestinal provocada pelo
uso prolongado de altas doses de AINEs é explicada pela diminui¢do dos niveis de
PGE, e PGI, produzidas constitutivamente por COX-1 e relacionadas com a
citoprotecdo géstrica. A inibicdo da formacdo de tromboxano A, (TXA;) também
justifica o efeito de inibicdo da agregacdo plaquetaria inerente ao AAS (Mitchell &
Warner, 2006).

Na tentativa de diminuir os efeitos adversos associados a inibi¢do néo seletiva das
COXs pelos AINEs tradicionais, principalmente os efeitos gastrintestinais decorrentes
da inibicdo da COX-1 constitutiva, surgiram, na década de 90, os novos AINEs ou
coxibes, inibidores seletivos de COX-2. Esses farmacos apresentam boa margem de
seguranca em relacdo a sua toxicidade gastrintestinal. Além disso, comprovou-se, a
semelhanga dos AINEs tradicionais, a sua atividade analgésica em processos
inflamatérios agudos e cronicos (Francischi et al., 2002; Baraf, 2007), inibicdo da
migracdo celular induzida experimentalmente (Maltos et al., 2004; Menezes et al.,
2005), bem como potenciais aplicagOes terapéuticas na reducdo do crescimento de

tumores (Han et al., 2004).
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No entanto, junto a explosdo do uso dos coxibes pela populagdo mundial,
surgiram os primeiros relatos de importantes efeitos cardiovasculares adversos
associados ao uso cronico dessas drogas (Mitchell & Warner, 2006). A reducdo dos
niveis de PGI, (vasodilatador e antiagregante plaquetério) pela inibicdo da COX-2
expressa nas ceélulas endoteliais e a minima interferéncia na producdo de TXA;
(vasoconstritor e pro-agregante plaquetério) pelas plaquetas, que s6 expressam COX-1,
parecem promover um desequilibrio no processo trombogénico. Isso foi observado
como um aumento no risco de ocorréncia de trombose vascular e infarto agudo do
miocérdio em pacientes usurios crénicos dos coxibes (Jini et al., 2004).

Terapias usando tanto os inibidores seletivos de COX-2 quanto AINEs
tradicionais foram capazes de modificar a progressdo da DP em modelos animais e em
humanos. O uso dos AINEs no contexto da DP tem confirmado o envolvimento dos
mediadores lipidicos, pelo menos aqueles derivados da via das ciclooxigenases, na
patogénese de tal doenga (Holzhausen et al., 2002; Salvi & Lang, 2005).

Em um modelo de DP experimental em ratos, Bezerra et al. (2000) e Holzhausen
et al. (2002) mostraram que a administragéo sistémica de celecoxibe ou indometacina
preveniu a perda 6ssea alveolar conforme avaliado através de uma lupa estereoscopica e
radiografias, respectivamente. No entanto, o tratamento cronico com o composto ndo-
seletivo indometacina induziu lesdo gastrica intensa nos animais. Lohinai et al. (2001)
mostraram que a administragdo de um inibidor seletivo de COX-2 (NS-398) em ratos
com DP diminuiu o extravasamento de plasma no tecido gengival dos animais doentes.

Alguns trabalhos tém explorado o uso topico de antiinflamatdrios ndo-esteroidais
no tratamento da DP, i.e. eles foram aplicados localmente no sitio com a doenca. Tal

tratamento apresenta vantagens em relacdo a administragdo sistémica, uma vez que
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doses menores séo utilizadas. 1sso previne ou, pelo menos, diminui os efeitos adversos
amplamente conhecidos dos AINEs (Li et al., 1996).

Todos esses dados sugerem a participagdo de COX-1 efou COX-2 na
fisiopatologia da DP. No entanto, o papel de inibidores seletivos de COX-1 na DP
experimental ainda é muito pouco estudado, bem como a investigacdo do efeito da

administracdo local de inibidores seletivos de COX-1 e COX-2 em sitios com DP.

1.7 Modelos de estudo da DP

A DP humana apresenta alto grau de complexidade. Fatores como o0s inimeros
microrganismos que compdem a microbiota oral e interagem entre si, os diferentes tipos
de respostas que as células do hospedeiro estabelecem a cada tipo de agressdo e, até
mesmo, as varidveis genéticas e ambientais dificultam a obtencdo de um modelo animal
que reproduza fielmente as caracteristicas da doenca observadas no homem. No entanto,
modelos de estudo capazes de reproduzir aspectos bem definidos da doenga como
etiologia, o papel de fatores de viruléncia especificos, mecanismos de colonizagéo,
efeitos de células e mediadores inflamatdrios nas respostas teciduais, bem como o papel
de outras infecgdes e de fatores de risco do hospedeiro podem ser desenvolvidos (Genco
et al., 1998a).

Os roedores sdo animais usados em estudos de DP experimental e sua utilizagdo
apresenta diversas vantagens, tais como: sdo faceis de manusear, apresentam baixo
custo, tém caracteristicas genéticas conhecidas, podem ser alimentados em condicdes
germ free e apresentam sistema imune bem estudado (Genco et al., 1998a).

Em modelos utilizando-se ratos, a DP pode se desenvolver por meio da propria
microbiota dos animais, ou seja, com 0s microrganismos indigenas causando a doenca

(Garant & Cho, 1979) e também pela introducdo experimental de microrganismos e/ou

26



seus produtos no sulco gengival ou cavidade bucal dos animais (Suzumura et al., 1989).
Além disso, a DP pode ser induzida com a colocacéo de um fio de seda ao redor da
regido cervical de um dos molares do rato, o que propicia o acimulo de bactérias
indigenas no sulco gengival e leva a destruicdo do periodonto. Esse modelo é simples de
ser reproduzido, € bem estabelecido na literatura e possibilita que importantes
parametros da doenga possam ser avaliados (Lohinai et al., 1998; Breivik et al., 2001).
Apesar de a linhagem de ratos mais frequentemente utilizada para modelos
experimentais de DP ser a Sprague-Dawley, outras linhagens também j& foram
utilizadas com sucesso e apresentaram um padrdo de desenvolvimento dos sinais da DP
muito semelhantes entre si. Pacheco et al. mostraram que animais de ambas as
linhagens, Holtzman e Wistar, apresentaram perda de insercéo periodontal significativa
a partir do quinto dia ap0s a colocacéo da ligadura, atingindo a perda méxima entre 11 e
14 dias, que se manteve constante até o 28° dia de observagdo. O mesmo perfil de perda
dos tecidos periodontais foi observado com a crista Gssea alveolar, embora uma
tendéncia de maior perda Gssea em relacdo a perda de insercdo tenha sido notada.
Observou-se também um perfil de atividade semelhante no aumento no nimero total de
células no tecido gengival das duas linhagens de ratos. Esse nimero teve seu pico no
quinto dia, diminuiu a partir do 11° e manteve-se constante até o 28° dia de observagéo.
A anélise histoldgica revelou um infiltrado misto de polimorfo e mononucleares com
predominio de neutr6filos durante todo o periodo de observagdo (Pacheco et al., 2007).
Os ratos da linhagem Holtzman ndo se mostraram mais sensiveis & DP quando
comparados aos da linhagem Wistar, ao contrario do que j& foi observado em outros
modelos experimentais, como o de hiperalgesia induzida por carragenina (Francischi et

al., 2002) ou o de resposta vascular e celular por inflamac&o em polpa dental (Maltos et
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al., 2004), em que a linhagem Holtzman foi mais sensivel ao desenvolvimento de
doencas inflamatdrias.

No modelo experimental de DP induzida em ratos com uma ligadura, j& foi
descartada a possibilidade de que o procedimento de amarracdo do fio, e ndo apenas a
sua presenca, seria a causa da destrui¢do dos tecidos periodontais. Para isso, um fio de
seda foi fixado por amarracéo ao redor do segundo molar de ratos e imediatamente
removido em dois grupos de animais, que foram acompanhados ou até o quinto dia,
momento em que ocorreria o inicio das perdas periodontais, ou até o 11° dia apds a
colocagéo do fio, no pico da DP. Mostrou-se que em nenhum desses dois grupos
experimentais ocorreu perda de inser¢do ou da crista 6ssea alveolar significativas. Além
disso, o nimero total de células na gengiva ao redor do dente cuja ligadura foi
imediatamente removida apresentou valores semelhantes aos de animais naive. Isso
indicou que era a presenca da ligadura e conseqliente acimulo de microrganismos ao
redor dela, e ndo um possivel trauma da cirurgia de colocacéo do fio, a responséavel pela

inducéo da DP (Pacheco et al., 2007).

28



Justificativa



2 JUSTIFICATIVA

A doenca periodontal é uma das condicbes inflamatdrias cronicas mais
importantes na odontologia. Os farmacos antiinflamatérios ndo esteroidais seletivos
para a enzima ciclooxigenase-2, os coxibes, surgiram como possiveis alternativas
terapéuticas para o tratamento de doengas crdnicas por apresentarem menos efeitos
adversos, i.e. gastrintestinais, que os AINEs néo seletivos (Baraf, 2007; Chan et al.,
1999; Fitzgerald & Patrono, 2001; Whittle, 2003).

Considerando-se que a patogénese da DP ndo é completamente compreendida, e
que o seu tratamento farmacoldgico ainda precisa ser melhorado, seria pertinente avaliar
o efeito dos inibidores seletivos de COX-2 em seu desenvolvimento. Essas drogas j& se
mostraram potentes analgésicos no modelo de hiperalgesia induzida pela carragenina na
pata de ratos (Francischi et al., 2002) e antiinflamatdrias no modelo de migrac&o celular
induzida por lipopolissacarideo (LPS) na cavidade peritoneal de ratos (Menezes et al.,
2005).

Apesar de haver algumas evidéncias da participa¢do dos mediadores inflamatorios
lipidicos na progressdo da DP, ainda existem poucas informagdes na literatura sobre o
efeito dos coxibes em relacdo ao seu periodo critico de intervencdo farmacoldgica, bem
como aos efeitos decorrentes da sua administracdo local na DP. O efeito da
administracdo de inibidores seletivos de COX-1 na DP experimental em ratos também é

pouco explorado.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral
Avaliar o efeito da administracdo de inibidores seletivos e ndo seletivos de
ciclooxigenases (COX-1 e COX-2) na perda 6ssea, perda de insercdo periodontal e

migracgdo celular na doenca periodontal induzida por ligadura em ratos.

3.2 Especificos

X Verificar o periodo critico para a intervencdo farmacolégica na DP
experimental em ratos, utilizando diferentes esquemas terapéuticos.

> Construir curvas dose-resposta para os sinais da DP experimental utilizando
trés inibidores seletivos de COX-2 - celecoxibe, rofecoxibe e o composto experimental
SC236.

X Estudar o efeito da administracdo do inibidor seletivo de COX-1 — SC560 —
nos sinais da DP experimental em ratos.

> Utilizar a indometacina e o piroxicam como padrdes de drogas ndo-seletivas
sobre as ciclooxigenases (antiinflamatdrios tradicionais) no mesmo modelo
experimental.

* Comparar o desenvolvimento da DP quando os farmacos sdo utilizados em

diferentes vias de administracdo, sistémica ou local.
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4 METODOLOGIA

4.1 Animais de experimentacéo

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
da Universidade Federal de Minas Gerias (CETEA/UFMG) sob o protocolo de nimero
066/07 (Anexo I).

Foram utilizados ratos machos da linhagem Holtzman, pesando entre 250 e 300
gramas, provenientes do Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Minas Gerais (CEBIO/UFMG). Os animais foram mantidos
em gaiolas suspensas, individualmente, com alimentagdo ad libitum, em uma sala com

temperatura controlada (22 a 24 °C) e ciclo claro/escuro de 12 horas.

4.2 Esterilizacao do material
Todo o material e instrumental utilizado para a colocagdo da ligadura foi
esterilizado em autoclave (121 °C) por um periodo de 30 minutos. O fio a ser colocado

ao redor do dente (seda 4.0 - Ethicon®) é fornecido estéril.

4.3 Anestesia dos animais

Todos os procedimentos foram realizados sob anestesia geral, utilizando-se uma
mistura de quetamina 10% (Dopalen®) e xilazina 2% (Anasedan®), nas doses de 90 e
15 mg/kg, respectivamente (0,1 ml / 100 g de peso do animal), administrada por via
intramuscular (i.m.). Os animais foram acompanhados individualmente até que se
recuperassem da anestesia quando, entdo, foram colocados em gaiolas individuais

suspensas.
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4.4 Modelo de doenca periodontal induzida por ligadura

O modelo de estudo escolhido para o desenvolvimento deste trabalho é o de DP
em ratos induzida por ligadura (Lohinai et al., 1998; Breivik et al., 2001; Pacheco et al.,
2007).

Apos a anestesia geral, os animais foram colocados em decubito dorsal sobre uma
mesa experimental, de modo a permitir uma adequada abertura bucal, bem como
visualizagdo e acesso aos molares superiores (Figura 2 A e B). Um fio (ligadura) de
seda estéril (seda 4.0 - Ethicon®) foi, entdo, fixado por amarracdo ao redor da regido
cervical (juncdo cemento-esmalte) do segundo molar superior esquerdo (Figura 3) para
possibilitar a retencdo de microrganismos da propria microbiota do animal. O segundo
molar do lado oposto néo recebeu o fio e serviu como controle interno do experimento.

A eutanasia dos animais foi realizada com o uso de camara de CO, seguida de
decapitacdo no 11° dia ap6s a realizagdo da cirurgia. As maxilas foram removidas,
fixadas em formol 10% tamponado (pH=7,2; 48 horas), para posterior processamento

histoldgico e analise morfométrica.
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Figura 2: Fotografia do rato anestesiado e posicionado na mesa experimental para o
procedimento de colocagdo do fio de seda (A). Em B, detalhe da ligadura posicionada e fixada

ao redor da regido do segundo molar superior esquerdo.

Fio de Seda <

Cemento

Figura 3: Desenho esquematico de uma secg¢do antero-posterior de um segundo molar
mostrando a posicdo da ligadura de seda ao redor do dente na regido da juncdo cemento-

esmalte.

4.5 Processamento histologico

As maxilas excisadas foram fixadas em formol 10% tamponado, lavadas em agua
destilada, desmineralizadas em solugdo de EDTA 10% (periodo médio de 30 dias com
trocas da solucéo a cada trés dias), lavadas em agua corrente (24 horas), desidratadas em
alcoois de concentragdo crescente (70%, 80%, 90%, 95% e 100%); diafanizadas em
xilol e incluidas em parafina. Os blocos de parafina foram seccionados

longitudinalmente em uma direcdo mesio-distal com espessura de 4 um, corados pela
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técnica de hematoxilina e eosina (H & E) e montados em laminas. Um estudo
preliminar em nosso laboratdrio mostrou que ndo existem diferencas significativas entre
as seccOes de maxilas realizadas até aproximadamente 20 pum antes ou depois do centro
do dente. Sendo assim, o corte escolhido para anélise foi aquele em que a porgdo mais
central do dente podia ser observada, ou seja, aquele em que a polpa do segundo molar

era vista em sua maior amplitude.

4.6 Analise morfométrica

* Avaliacdo da perda 6ssea e perda de inser¢do periodontal

A anélise das ldminas foi realizada com o emprego de microscopio de luz e de
morfometria digital. As imagens, com aumento de 10x, obtidas por uma microcamera
JVC TK-1270/RGB acoplada ao microscopio em um aumento capaz de distinguir a
juncdo cemento-esmalte (JCE), a inser¢éo periodontal (IP) e a crista 6ssea alveolar (CO)
foram analisadas por meio do software KS300 contido no analisador de imagens
Kontron Elektronick/Carl Zeiss® (Maltos et al., 2004; Pacheco et al., 2007). A
mensuracdo da perda Ossea e da perda de insercdo periodontal foi obtida,
respectivamente, pela diferenca das distancias JCE-CO e JCE-IP entre o lado que
recebeu a ligadura e o lado ndo-ligado, conforme mostrado na figura 4, e expressas em
milimetros (mm). As analises foram realizadas por um experimentador que desconhecia

0s tratamentos a que os animais haviam sido submetidos.
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Figura 4: Fotomicrografias de corte histoldgicos de hemi-maxilas de ratos saudaveis (A) e com
DP (B). As distancias entre a juncdo cemento-esmalte (JCE) e a insercdo periodontal (IP) e entre
a JCE e a crista 6ssea alveolar (CO) em um dente que recebeu a ligadura sdo mostradas pelos

limites entre as setas. D (Dentina); P (Polpa). Aumento de 10x.

* Contagem de células

A contagem do numero total de células no tecido conjuntivo da gengiva adjacente
e vestibular ao dente que recebeu a ligadura e ao dente controle foi realizada pelo
mesmo software utilizado para a realizacdo das medidas de perdas 6ssea e de insercdo
periodontal. Para a analise das células, um conjunto de algoritmos para execucdo
automatica (Macro) foi elaborado para captura (aumento: 40x), processamento e
segmentacdo da imagem, definicdo das condigdes morfométricas e contagem de todos
0s nucleos das células contidas em cada imagem. Técnicas de processamento de
imagens foram aplicadas para realcar o nlcleo das células do citoplasma e de outras
estruturas presentes no corte histolégico, tais como vasos sanguineos e espago
extracelular, permitindo a criagdo de uma imagem binaria contendo essas duas
localizagdes: 0 nucleo das células e o espaco extracelular. Os ndcleos dos tipos de

células geralmente encontrados na gengiva e os nlcleos dos leucdcitos migrados foram,
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entdo, contados por intermédio da selegdo dos pixels. O total de células presentes no
tecido conjuntivo da gengiva de cada animal foi obtido pela somatéria das células
contadas em seis diferentes imagens, e comparado & somatdria das células contadas em
amostras de gengiva de animais naive. Os resultados foram, entdo, apresentados como o
namero aproximado de leucdcitos, correspondente & diferenca entre o nimero células de
animais experimentais e o nimero de células de animais naive (Maltos et al., 2004;
Pacheco et al., 2007). Assim como para a mensuracdo da perda dssea e de insercéo
periodontal, a contagem das células foi realizada por um experimentador que
desconhecia a natureza das amostras.

Todos os trabalhos de morfometria digital foram realizados no Laboratério de
Morfometria do Departamento de Patologia Geral do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da

UFMG, sob a orientagéo do professor Marcelo Vidigal Caliari.

4.7 Administracédo das drogas

Todos os esquemas terapéuticos foram realizados no periodo matutino e a
eutanasia dos animais, independentemente do periodo de intervengdo farmacoldgica (no
inicio ou no pico da DP), foi realizada no 11° dia ap6s a colocagdo do fio no inicio da
tarde. Apos a cirurgia de colocacéo do fio ao redor do segundo molar superior esquerdo
os diferentes grupos de animais foram tratados da seguinte maneira:

> Administrag&o sistémica (via subcutanea - s.c.)

No 3% 4° e 5° dias (inicio da DP) apds a colocacdo do fio: indometacina (2 mg kg
1, celecoxibe (12 mg kg™) ou rofecoxibe (0,7 mg kg™).

No 92 10° e 112 dias (pico da DP) ap6s a cirurgia: indometacina (2 mg kg™),

celecoxibe (12 mg kg™) ou rofecoxibe (0,7 mg kg™).
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Apés avaliagdo das respostas obtidas com os diferentes protocolos acima
descritos, foi realizada a escolha do periodo critico de intervencéo farmacoldgica para
posterior administracdo (s.c.) de outras doses de celecoxibe (3-30 mg kg?), de
piroxicam (3 mg kg ™) ou dos compostos experimentais inibidores seletivos de COX-2 -
SC236 (12 mg kg™?) - e de COX-1 - SC560 (0,5-5 mg kg™) no periodo escolhido (no
inicio ou pico da DP). A administracdo sistémica de todos os compostos obedeceu a
proporcéo de 0,1 ml/100 g de peso dos animais.

* Administracéo local (injecéo no fundo de saco do vestibulo)

Para este protocolo, os animais foram submetidos a anestesia geral conforme
descrito anteriormente.

A administragdo local (paraperiostea) ipsi ou contralateral (gengiva adjacente ao
dente ligado ou ao dente do lado oposto, respectivamente) foi realizada no periodo de
intervencdo farmacoldgica escolhido e as seguintes drogas foram utilizadas:
indometacina (100 pg sitio™ dia™), piroxicam (100 pg sitio™ dia™), celecoxibe (60, 120
ou 240 g sitio™ dia™), SC236 (120 pg sitio™ dia™) ou SC560 (100 ou 300 pg sitio™ dia’
') (Francischi et al., 2002).

Os grupos controle receberam salina (NaCl 0,9%) ou o veiculo utilizado para a
diluicio dos farmacos (Tris, pH=8,2 — para indometacina — e etanol, salina fisiologica e
tween 85, propor¢do 10:85:5 — para SC560 e SC236) nos mesmos dias e através das
mesmas vias de administragdo que 0s grupos experimentais. As administragdes locais

foram realizadas com o volume de 0,1 ml/sitio.
4.8 Drogas e reagentes

Indometacina (Sigma Chemical Co., EUA) foi diluida em solucdo tampéo Tris

(0,1 M, pH=8,2). Piroxicam (Feldene®, Pfizer, Brasil) foi diluido em solucdo salina
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estéril (NaCl 0,9%). Celecoxibe (Celebra®, Searle & Co., Porto Rico) e rofecoxibe
(Vioxx®, Merck Sharp & Dohme, México), inibidores seletivos de COX-2, foram
dissolvidos em soluc¢do salina estéril (NaCl 0,9%). Os compostos experimentais SC236
(4- [5- (4- Chlorophenyl)-3- (trifluoromethyl)-1 H-pyrazol-1- yl]benzenesulfonamide) e
SC560 (5- (4- Chlorophenyl)-1- (4-methoxyphenyl)-3- trifluoromethyl pyrazole),
inibidores seletivos de COX-2 e COX-1, respectivamente, foram diluidos em etanol,
salina e Tween 85 (10:85:5, respectivamente). SC236 foi obtido da Searle & Co. (Porto
Rico) e SC560 da Sigma Chemical Co. (EUA). Etanol, xilol, formaldeido, EDTA,

parafina e hematoxilina foram obtidos da Synth (Brasil) e eosina da Vetec (Brasil).

4.9 Analise estatistica

Os resultados de perda de insercéo, de crista 6ssea alveolar e do nimero de células
foram apresentados como a média (em mm ou em nimero de células) + erro padréo da
media (EPM), sendo comparadas as diferencas entre as médias dos animais teste e seus
respectivos controles. Para analise estatistica, foi utilizado o teste ANOVA seguido do
teste Student-Newman-Keuls. Foram considerados estatisticamente significativos
valores de p<0,05 (GraphPad Prism Software, versdo 2.01). Cada grupo experimental
foi constituido por cinco animais (n=5), exceto quando diferentemente indicado no

texto.
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5 RESULTADOS

5.1 Periodo critico de interven¢do farmacolégica

Estudos prévios em nosso laborat6rio mostraram que ndo existe um periodo critico
para a intervencdo farmacol6gica com o uso de opidides na DP. A administracdo de
morfina tanto no periodo inicial quanto no pico da doenca impede a progressdo dos
sinais da DP, apesar de ndo diminuir a migrag&o celular (Pacheco et al., 2007).

No presente trabalho, avaliamos essa relagcdo temporal de administracdo das
drogas versus efeitos observados. Doses conhecidamente eficazes de antiinflamatorios
ndo esteroidais seletivos de COX-2 (celecoxibe e rofecoxibe) e do inibidor padrdo nédo
seletivo de COX, indometacina, foram administradas (s.c.) em animais com DP no
inicio (3% 4° e 5° dias ap6s a colocagdo do fio) ou no pico (9% 10° e 11° dias ap6s a
cirurgia) da doenga.

A administracdo de 2 mg kg™ de indometacina, 12 mg kg™ de celecoxibe ou 0,7
mg kg’ de rofecoxibe no inicio da DP diminuiu significativamente as perdas de
insercdo e da crista 6ssea alveolar (Grafico 1 A). O inibidor seletivo de COX-2,
celecoxibe, reduziu a perda de insercdo periodontal em 49% e a perda da crista 6ssea
alveolar em 58% em relacdo ao grupo controle. Essa inibicdo foi comparavel a
apresentada pela indometacina, 36% e 57%, respectivamente. Além disso, o tecido
0sseo pareceu ser mais sensivel ao tratamento com os AINEs tradicionais e coxibes que
as fibras periodontais (Gréfico 1 A).

No entanto, quando os mesmos farmacos foram administrados préximo ao apice
da DP (9° - 11° dias) ndo houve reversdo dos sinais caracteristicos da doenca, sendo
observadas perdas dos tecidos periodontais semelhantes as de animais controle tratados

com salina (Gréfico 1 B).
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Ambos o0s esquemas experimentais reduziram efetivamente o recrutamento de
células inflamatdrias para o tecido gengival adjacente a dentes com periodontite
(Gréfico 2). Essa reducdo do nimero de leucdcitos foi maior com a administracdo
inicial (Grafico 2 A) do que com o tratamento dos animais no pico da DP (Grafico 2 B)
(apesar de esses valores ndo serem estatisticamente diferentes). Nos casos das
administragdes de indometacina e rofecoxibe do 3° ao 5° dia, observou-se que 0 nimero
total de células presentes na gengiva dos animais desses grupos foi menor que o de
animais naive, ndo-ligados, o que é indicado pelos valores negativos no Gréfico 2 A.

A partir desses resultados, todas as drogas utilizadas posteriormente foram
administradas no inicio da DP (do 3° ao 5° dia apds a colocagdo do fio), local ou

sistemicamente, e os animais sacrificados no 11° dia da doenca.
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Grafico 1: A redugdo da doenga periodontal em ratos depende do esquema
terapéutico quando antiinflamatorios tradicionais ou coxibes séo utilizados.
Indometacina (IND), celecoxibe (CX) ou rofecoxibe (ROFE) foram administrados (s.c.)
do 3° ao 5° (painel A) ou do 9° ao 11° (painel B) dia da doenca. A DP foi induzida por
ligadura no dia zero, os animais sacrificados no 11° dia e as medidas (mm) obtidas por
morfometria digital a partir da avaliagdo de laminas (H&E) dos 2% molares de animais
controle (C) ou tratados com as drogas indicadas. * p<0,05 usando teste ANOVA
seguido do teste Student-Newman-Keuls. Resultados apresentados como média + EPM,

n=5 animais por grupo, exceto grupo C (n=6).

45



1500

A 3%. 5% dia B 9°- 11°dia

12501 —"
1000 —‘—

750+

500+ *

250 « *
O mﬁ_u !
-250

NuUmero de Leucécitos

Gréafico 2: A reducdo do recrutamento de leucdcitos para a gengiva de ratos com
periodontite ndo depende do esquema terapéutico quando antiinflamatorios
tradicionais ou coxibes sdo utilizados. Indometacina (IND), celecoxibe (CX) ou
rofecoxibe (ROFE) foram administrados (s.c.) do 3% ao 5° (painel A) ou do 9° ao 11°
(painel B) dia da doenga. A DP foi induzida por ligadura no dia zero, os animais
sacrificados no 11° dia e a contagem de células obtida por morfometria digital a partir
da avaliacdo de laminas (H&E) da gengiva adjacente aos 2% molares de animais
controle (C) ou tratados com as drogas indicadas. Os valores negativos para 0s grupos
IND e ROFE indicam niimero de células menor que o observado em animais naive. *
p<0,05 usando teste ANOVA seguido do teste Student-Newman-Keuls. Resultados

apresentados como média + EPM, n=5 animais por grupo, exceto grupo C (n=6).

46



5.2 Curvas dose-resposta de celecoxibe e efeito da administragcdo do composto
experimental SC236, e do inibidor n&o seletivo de COX, piroxicam, na DP experimental

Animais que receberam (s.c.) diferentes doses de celecoxibe (3-30 mg kg™ dia™)
do 3% ao 5° dia ap6s inducdo da DP apresentaram diminuicdo significativa e dose-
dependente das perdas de inser¢do (32-53%) e da crista Ossea alveolar (40-65%)
(Gréficos 3 e 4).

Efeitos semelhantes foram observados na migracéo celular para a gengiva de ratos
com DP. Todas as doses de celecoxibe utilizadas diminuiram significativamente o
recrutamento celular. No entanto, a dose de 12 mg kg™ produziu a reducdo méxima
visto que, com praticamente o triplo da dose, ndo ocorreu aumento do efeito (Gréfico 5).

Para excluir a possibilidade de que os excipientes presentes na droga de uso
comercial, celecoxibe, ndo seriam responsaveis pelos efeitos observados, o composto
experimental inibidor seletivo de COX-2, SC236, foi administrado em ratos com DP em
dose previamente descrita como antiinflamatéria (12 mg kg™*) (Francischi et al., 2002).
Os efeitos observados mimetizaram os resultados obtidos com a inibicdo de COX-2 por
celecoxibe (Graficos 3, 4 e 5).

O inibidor ndo seletivo de COX, piroxicam, apresenta maior atividade de inibicéo
sobre COX-1 que COX-2. A administracdo (s.c.) de 3 mg kg desse composto (dose
anti-hiperalgésica, mas ndo antiedematogénica em um modelo de inflamagéo aguda em
pata de ratos de acordo com Francischi et al., 2002) ndo diminuiu as perdas de insercéo
periodontal e da crista 6ssea alveolar. Observou-se uma tendéncia de redugdo na perda
de insercdo de fibras muito semelhante & causada pela menor dose de celecoxibe.
Porém, ndo houve diferenca estatistica significativa entre o grupo piroxicam e o grupo

controle (p>0,05) (Gréficos 3 e 4). A administragdo de piroxicam do 3% ao 5° dia inibiu
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significativamente (p<0,05) o recrutamento celular para a gengiva de ratos com DP

(Gréfico 5).
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Gréafico 3: Reducdo da perda de insercdo periodontal apds a administracdo
sisttmica de diferentes doses de celecoxibe (CX) comparadas ao composto
experimental SC236 e ao piroxicam (PI1X). Os animais foram tratados (s.c.) do 3° ao
5° dia ap6s a colocacéo do fio e sacrificados no 11° dia. N indica animais naive, sem
DP, e C indica grupo controle, com DP e tratado com veiculo. * e # indicam diferenca
significativa (p<0,05) em relacdo aos grupos N e C, respectivamente, usando teste
ANOVA seguido do teste Student-Newman-Keuls. Resultados apresentados como

media £ EPM, n=5 animais por grupo, exceto grupo C (n=6).
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Gréafico 4: Reducgdo da perda da crista 6ssea apds a administracdo sistémica de
diferentes doses de celecoxibe (CX) comparadas ao composto experimental SC236
e ao piroxicam (P1X). Os animais foram tratados (s.c.) do 3° ao 5° dia ap6s a colocagdo
do fio e sacrificados no 11° dia. N indica animais naive, sem DP, e C indica grupo
controle, com DP e tratado com veiculo. * e # indicam diferenca significativa (p<0,05)
em relacdo aos grupos N e C, respectivamente, usando teste ANOVA seguido do teste
Student-Newman-Keuls. Resultados apresentados como média = EPM, n=5 animais por

grupo, exceto grupo C (n=6).
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Gréfico 5: Efeito da administracdo sisttmica de diferentes doses de celecoxibe (CX)
comparado ao composto experimental SC236 ou ao piroxicam (P1X) no ndmero de
leucdcitos presentes na gengiva de ratos com periodontite. Os animais foram
tratados no 3%, 4° e 5° dias apds a colocagdo do fio e sacrificados no 11° dia. C indica
grupo controle, com DP e tratado com veiculo. * indica diferenca significativa (p<0,05)
em relac&o ao grupo C, usando teste ANOVA seguido do teste Student-Newman-Keuls.
Resultados apresentados como média + EPM, n=5 animais por grupo, exceto grupo C

(n=6).
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5.3 Efeito da administracdo local de inibidores seletivos (celecoxibe e SC236) e
néo seletivos (indometacina e piroxicam) de COX-2 na DP experimental

A administragdo local de celecoxibe (60-240 pg sitio™ dia™) do 3% a0 5% dia apds a
inducdo da DP diminuiu as perdas de insercdo e 6ssea, bem como o recrutamento
celular para a gengiva dos ratos doentes. Esse inibidor seletivo de COX-2 produziu
efeitos dependentes das doses utilizadas e semelhantes aos observados com a sua
administrac&o sistémica (Graficos 6, 7 e 8).

O efeito maximo foi obtido com a dose de 120 ug sitio™ dia™ de celecoxibe. A
magnitude dessa diminuigdo alcangou valores de 37% para a perda de insercdo, 56%
para a perda da crista 6ssea alveolar e 43% para a reducdo do nimero de leucdcitos em
relacdo aos animais controle (Gréficos 6, 7 e 8).

De maneira semelhante, a administragdo local do composto experimental SC236
(120 pg sitio™ dia™) e do inibidor ndo seletivo de COX, indometacina (100 pg sitio™
dia™), também preveniu o desenvolvimento de todos os sinais avaliados da DP. Assim
como o celecoxibe, o efeito local do SC236 e da indometacina foi comparavel ao da
administragéo sistémica. Apenas o piroxicam apresentou um perfil de resposta diferente
do observado com sua administragéo sistémica, quando ndo inibiu nem a perda de
insercdo, nem a perda da crista dssea alveolar. A administracdo local desse composto
(100 pg sitio™ dia™) inibiu tanto ambas as perdas como a migragéo celular (Gréficos 6,

7e8).
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Gréafico 6: Reducao da perda de inser¢do periodontal apos a administracgéo local de
diferentes doses de celecoxibe (CX) comparadas ao composto experimental SC236 e
aos inibidores néo seletivos de COX, indometacina (IND) e piroxicam (P1X). A DP
foi induzida por ligadura no dia zero, os animais foram tratados do 3° ao 5° dia ap6s a
colocacéo do fio e sacrificados no 11° dia. N indica animais naive, sem DP, e C indica
grupo controle, com DP e tratado com veiculo. * e # indicam diferenca significativa
(p<0,05) em relagéo aos grupos N e C, respectivamente, usando teste ANOVA seguido
do teste Student-Newman-Keuls. Resultados apresentados como média + EPM, n=5

animais por grupo.
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Gréafico 7: Reducéo da perda da crista 0ssea alveolar apds a administracdo local de
diferentes doses de celecoxibe (CX) comparadas ao composto experimental SC236 e
aos inibidores néo seletivos de COX, indometacina (IND) e piroxicam (PIX). A DP
foi induzida por ligadura no dia zero, os animais foram tratados no 3%, 4° e 5° dias apds
a colocacdo do fio e sacrificados no 11° dia. N indica animais naive, sem DP, e C indica
grupo controle, com DP e tratado com veiculo. * e # indicam diferenca significativa
(p<0,05) em relagéo aos grupos N e C, respectivamente, usando teste ANOVA seguido
do teste Student-Newman-Keuls. Resultados apresentados como média + EPM, n=5

animais por grupo.
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Gréafico 8: Efeito da administracdo local de diferentes doses de celecoxibe (CX)
comparado ao composto experimental SC236 e aos inibidores ndo seletivos de
COX, indometacina (IND) e piroxicam (P1X), no nimero de leucdcitos presentes
na gengiva de ratos com periodontite. Os animais foram tratados no 3% 4° e 5° dias
apds a colocagéo do fio e sacrificados no 11° dia. C indica grupo controle, com DP e
tratado com veiculo. * indica diferenga significativa (p<0,05) em relacdo ao grupo C,
usando teste ANOVA seguido do teste Student-Newman-Keuls. Resultados

apresentados como média + EPM, n=5 animais por grupo.
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5.4 Efeito da administragdo sistémica e local do inibidor seletivo de COX-1,
SC560, na DP experimental em ratos

A administracdo sistémica (s.c.) de 5 mg kg™ de SC560, um inibidor seletivo da
enzima COX-1, no inicio do desenvolvimento da DP, diminuiu a perda de insercdo
periodontal e a migragéo celular de maneira semelhante ao observado para os inibidores
seletivos de COX-2. No entanto, a inibigdo de COX-1 néo reduziu significativamente a
perda da crista 6ssea alveolar (p>0,05) (Gréficos 9 e 10).

A administracdo local de SC560 (100 ou 300 pg sitio™ dia™) apresentou efeitos
semelhantes aos da administragdo sistémica, i.e. reduziu significativamente a perda de
insercdo e o nimero de leucocitos na gengiva de ratos com DP, mas ndo reverteu a

perda da crista 6ssea alveolar (Gréficos 11 e 12).
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Grafico 9: Efeito da administracdo sisttmica de diferentes doses de SC560, um
inibidor seletivo de COX-1, nas perdas de insercdo e da crista 6ssea alveolar em
ratos com periodontite. Os animais foram tratados (s.c.) no 3° 4° e 5° dias apds a
colocagdo do fio e sacrificados no 11° dia. N indica animais naive, sem DP, e C indica
grupo controle, com DP e tratado com veiculo. * e # indicam diferenca significativa
(p<0,05) em relacdo aos grupos N e C, respectivamente, usando teste ANOVA seguido
do teste Student-Newman-Keuls. Resultados apresentados como média + EPM, n=5

animais por grupo, exceto para o grupo SC560 0,5 mg kg™ (n=4).
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Gréafico 10: Efeito da administragdo sistémica de diferentes doses de SC560, um
inibidor seletivo de COX-1, na migracdo celular para a gengiva de ratos com
periodontite. Os animais foram tratados (s.c) no 3° 4° e 5° dias ap6s a colocagéo do fio
e sacrificados no 11° dia. C indica grupo controle, com DP e tratado com veiculo. *
indica diferenga significativa (p<0,05) em relagdo ao grupo C, usando teste ANOVA
seguido do teste Student-Newman-Keuls. Resultados apresentados como média + EPM,

n=5 animais por grupo, exceto para o grupo SC560 0,5 mg kg™ (n=4).
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Grafico 11: Efeito da administragdo local de diferentes doses de SC560, um

inibidor seletivo de COX-1, nas perdas de insercdo e da crista 6ssea alveolar em

ratos com periodontite. Os animais foram tratados no 3°, 4° e 5° dias ap6s a colocagéo

do fio e sacrificados no 11° dia. N indica animais naive, sem DP, e C indica grupo

controle, com DP e tratado com veiculo. * e # indicam diferenca significativa (p<0,05)

em relacdo aos grupos N e C, respectivamente, usando teste ANOVA seguido do teste

Student-Newman-Keuls. Resultados apresentados como média = EPM, n=5 animais por

grupo, exceto para o grupo SC560 100 pg sitio™ dia™ (n=4).
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Gréafico 12: Efeito da administragdo local de diferentes doses de SC560, um
inibidor seletivo de COX-1, na migracdo celular para a gengiva de ratos com
periodontite. Os animais foram tratados no 3% 4° e 5° dias apds a colocagdo do fio e
sacrificados no 11° dia. C indica grupo controle, com DP e tratado com veiculo. * indica
diferenca significativa (p<0,05) em relacdo ao grupo C, usando teste ANOVA seguido
do teste Student-Newman-Keuls. Resultados apresentados como média + EPM, n=5

animais por grupo, exceto para 0 grupo SC560 100 pg sitio™ dia™ (n=4).
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5.5 Efeito da administragao ipsi e contralateral de indometacina ou celecoxibe na
DP experimental em ratos

Para verificar se as doses usadas na administragdo local das drogas exerceram
efeitos primariamente locais, e ndo sistémicos, indometacina (100 pg sitio™” dia') ou
celecoxibe (120 pg sitio® dia®) foram administrados em dois diferentes grupos de
animais: na mucosa adjacente ao segundo molar superior esquerdo que recebeu a
ligadura (administracdo ipsilateral) ou na mucosa adjacente ao dente do lado oposto
(administracdo contralateral). A avaliacdo da perda dos tecidos periodontais foi
realizada no dente que recebeu a ligadura.

Apenas a administragdo ipsilateral de indometacina ou celecoxibe diminuiu as
perdas de inser¢do periodontal e da crista 0ssea alveolar quando comparado com a
administracdo das mesmas drogas no lado contralateral (Grafico 13). De maneira
similar, o tratamento contralateral dos animais no inicio da DP ndo reduziu o
recrutamento leucocitario para o tecido gengival adjacente ao dente com a ligadura
(Gréfico 14). Isso confirma o efeito local tanto da indometacina quanto do celecoxibe,

pelo menos nas doses em que as drogas foram utilizadas neste experimento.
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Grafico 13: Comparagdo entre a administragdo ipsi e contralateral de
indometacina e celecoxibe nos indicadores da DP experimental. Indometacina (IND-
Cont, 100 pg sitio” dia®) ou celecoxibe (CX-Cont, 120 ug sitio" dia®) foi injetado
localmente na mucosa adjacente ao dente ndo ligado (segundo molar direito) do 3° ao 5°
dia apos a colocacdo do fio, ao passo que nenhum tratamento foi realizado no lado
ligado. Os animais foram sacrificados no 11° dia. Os animais controle (C) receberam
0,1 ml de salina no lado direito. O grupo ipsilateral recebeu indometacina (IND-Ipsi,
100 pg sitio™ dia™) ou celecoxibe (CX-lpsi, 120 ug sitio* dia™*) na mucosa adjacente ao
dente com a ligadura (segundo molar superior esquerdo). As diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05) estdo indicadas por * em relagdo ao grupo C, usando teste

ANOVA seguido do teste Student-Newman-Keuls (n=5 animais por grupo).
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Grafico 14: Comparagdo entre a administracdo ipsi e contralateral de
indometacina e celecoxibe na migragédo celular para a gengiva de ratos com DP
experimental. Indometacina (IND-Cont, 100 pg sitio™ dia™) ou celecoxibe (CX-Cont,
120 ug sitio™ dia™) foi injetado localmente na mucosa adjacente ao dente ndo ligado
(segundo molar direito) do 3° ao 5° dia apds a colocagdo do fio, ao passo que nenhum
tratamento foi realizado no lado ligado. Os animais foram sacrificados no 11° dia. Os
animais controle (C) receberam 0,1 ml de salina no lado direito. O grupo ipsilateral
recebeu indometacina (IND-1psi, 100 ug sitio™ dia™) ou celecoxibe (CX-lpsi, 120 pg sitio
' dia™) na mucosa adjacente ao dente com a ligadura (segundo molar superior esquerdo).
As diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) estdo indicadas por * em relacéo
ao grupo C, usando teste ANOVA seguido do teste Student-Newman-Keuls (n=5

animais por grupo).
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6 DISCUSSAO

6.1 Os antiinflamatdrios ndo esteroidais e a doenca periodontal

Nos dias atuais, a patogénese da doenca periodontal (DP) tem sido amplamente
relacionada & resposta do hospedeiro aos microrganismos periodontopatogénicos e ndo a
simples presenca desses no periodonto. Deste modo, as pesquisas que antes se voltavam
para o desenvolvimento de agentes capazes de reduzir o nimero de bactérias presentes
nos sitios com DP e para o tratamento convencional de raspagem e alisamento radicular,
hoje buscam a associacdo desses procedimentos com estratégias que diminuam a
resposta inflamatoria descontrolada no periodonto (Van Dyke & Serhan, 2003). Quando
um processo inflamatdrio cronico e destrutivo prepondera na etiologia de uma doenca, a
terapéutica baseada no uso de antiinflamatdrios néo esteroidais (AINES) se torna uma
das primeiras opg¢Oes de tratamento. Neste trabalho, de fato, confirmamos a eficécia de

tais compostos em um modelo experimental de DP em ratos.

O presente estudo mostrou que existe um periodo critico de intervengdo
farmacoldgica por AINEs na DP experimental, o que se mostrou diferente do tratamento
da DP com opidides, como observado em trabalho anterior em nosso laboratorio
(Pacheco et al., 2007). A administracdo de celecoxibe e rofecoxibe, inibidores seletivos
da enzima COX-2, nos estagios iniciais da doenc¢a, impediu o desenvolvimento da DP,
i.e. reduziu as perdas de insercdo e G6ssea, bem como a migracéo celular para a gengiva
de ratos com DP. Além disso, mostramos que a efic&cia desses bloqueadores seletivos
de COX-2 foi comparével a indometacina, um AINE tradicional utilizado como droga

antiinflamatéria padréo (Vane, 1971).
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No entanto, quando administrados no periodo correspondente ao pico da DP (do
9° ao 11° dia), os mesmos farmacos ndo reverteram as perdas 6ssea e de insercdo ja
estabelecidas, limitando-se em diminuir o nimero de leucdcitos presentes no tecido
gengival. De acordo com Pacheco et al. (2007), o nono dia da DP ja é caracterizado por
perdas muito proximas das maximas observadas nesse modelo experimental. Sendo
assim, a terapia com antiinflamatorios nesse periodo ndo é capaz de paralisar o processo
inflamatorio a tempo de evitar a lesdo tecidual. E possivel inferir também que esses
farmacos ndo apresentam potencial de inducdo de neoformacéo dssea ou de reinsergao
de fibras significativo para a reconstitui¢cdo do tecido lesado, pelo menos neste modelo

experimental.

A administracdo do composto experimental SC236 do 3° ao 5° dia da inducéo da
DP reproduziu os efeitos da indometacina, do celecoxibe e do rofecoxibe, farmacos
utilizados em suas formulagcbes comerciais. Isso reforca o fato de que as respostas
observadas decorreram do principio ativo dessas drogas e ndo dos respectivos

excipientes.

Todos esses achados estdo de acordo com relatos de outros autores. Diversos
trabalhos atribuem a destruigdo dos tecidos periodontais observada na DP & acdo dos
metabolitos do acido araquiddnico, especialmente prostaglandina E,. De fato, alguns
estudos ja& demonstraram uma relacdo entre niveis aumentados de PGE, em sitios
gengivais e destruicdo periodontal (Paquette & Williams, 2000; Miyauchi et al., 2004).
Desde a identificacdo de duas isoformas de enzimas ciclooxigenases (COX-1 e COX-2),
a inibicdo de COX-2 tem sido relacionada & reducdo dos sinais e sintomas da
inflamacdo (Smith et al., 1996), e no caso da DP ndo parece ser diferente. Inimeras
publicacBes ja mostraram que o bloqueio seletivo de COX-2 pode ser uma boa

alternativa para limitar o desenvolvimento da DP. Antiinflamat6rios como o celecoxibe
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e a indometacina provaram ser eficazes em reduzir a destruicdo do osso alveolar, a
migracdo celular e o extravasamento de plasma na DP em outros estudos utilizando o
mesmo modelo experimental deste trabalho. Tal efeito é atribuido a habilidade dos
AINEs em diminuir os niveis de PGs pela inibicdo de COX-2 (Bezerra et al., 2000;
Lohinai et al., 2001; Holzhausen et al., 2002). No entanto, é importante salientar que a
DP é uma doenca cronica e o uso continuo e prolongado de AINEs na terapéutica de
qualquer doenca pode ser até mesmo fatal (FitzGerald & Patrono, 2001; Juni et al.,

2004; Mitchell & Warner, 2006).

6.2 Redugdo de prostaglandinas pelos AINEs versus mecanismos envolvidos na

patogénese da doenga periodontal

Apesar da eficicia terapéutica dos AINEs no tratamento da DP, tanto
experimental em animais quanto em humanos, € importante entender como a reducéo
dos mediadores inflamatérios derivados das COXs pode influenciar nos sinais dessa

doenga.

Algumas hipoteses sdo descritas para explicar os mecanismos por meio dos quais
a reducdo nos niveis de prostaglandinas como a PGE, impede a progressdo da DP.
Sabe-se, por exemplo, que as prostaglandinas podem influenciar a expressdo de enzimas
como as metaloproteinases de matriz e citocinas como RANKL e osteoprotegerina,
componentes importantes na perda de inser¢do periodontal e na perda 6ssea observadas

na DP (Liu et al., 2003; Sorsa et al., 2004).

As metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo um grupo de enzimas responsaveis
pela degradacdo da maioria das proteinas de matriz extracelular durante a organogénese,

crescimento e remodelamento tecidual normal. A expressdo e atividade das MMPs nos
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tecidos adultos é normalmente muito baixa, mas aumentam significativamente em
vérias condi¢Bes patoldgicas que podem levar a destruicdo tecidual indesejada, como as
doencas inflamatorias, crescimento de tumor e metastases (Sorsa et al., 2004). Uma vez
que bactérias periodontopatogénicas estdo sempre presentes na periodontite, seria 16gico
inferir que as colagenases na DP se originassem de fontes microbianas. Apesar disso,
extratos de tecido gengival, fluido crevicular gengival e outras amostras de tecidos
periodontais produzem um padrdo de clivagem de colageno tipo | caracteristico de
colagenases de mamiferos, ndo de bactérias. Em casos de estimulo apropriado, a
degradacdo de colageno é, em sua maior parte, induzida por MMPs de células do
hospedeiro, como fibroblastos gengivais e células inflamatérias (Cox et al., 2006; Sorsa

et al., 2004).

Na DP e em outras doencas inflamatérias, os mediadores derivados do &cido
araquidonico podem interferir na regulagdo da liberagdo e atividade das MMPs.
Ruwanpura et al. (2004) demonstraram que em fibroblastos gengivais humanos de
individuos saudéveis a interagdo de PGE, com receptores EP, e EP, para PGs diminuiu
a producdo de MMP-3 induzida por IL-1B. No entanto, em células de tecidos
periodontais doentes, o padrdo dessa producdo de MMP foi completamente alterado,
ocorrendo aumento expressivo via receptores EP1. O aumento da produgdo de MMPs
induzido por PGE, em cementoblastos, células que produzem o cemento — um
componente importante do periodonto — também ja foi descrito, podendo constituir um
mecanismo de destrui¢do do tecido conjuntivo de inser¢do periodontal em condigdes
inflamatorias (Oka et al., 2007). De maneira semelhante, uma correlagéo significativa
entre os niveis de PGE, MMP-8 no fluido crevicular e profundidade de bolsa
periodontal foi encontrada em pacientes fumantes e ndo-fumantes portadores de DP

refratiria. Os sitios que apresentaram altos niveis de PGE, mostraram niveis
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correspondentemente altos de MMP-8 (Stder, 1999). Deste modo, as alteragdes nos
niveis de PGs por inibidores seletivos de COX-2 poderiam modificar a expressdo e
atividade das MMPs, um dos principais mecanismos de destrui¢do dos tecidos moles

periodontais.

De maneira semelhante, a PGE, pode influenciar importantes mecanismos de
perda Gssea. Apesar de as bactérias periodontopatogénicas desencadearem a cascata de
respostas do hospedeiro, sdo as citocinas produzidas pelas células inflamatérias as
responsaveis por estimular a ostedlise na doenca periodontal. Os fatores locais
envolvidos na atividade de osteoclastos incluem, entre outros, a PGE,, IL-1a, IL-6 €
TNF-a. Varias evidéncias indicam que esses fatores afetam o remodelamento 6sseo e
tém um papel essencial na regulacdo tanto fisiolégica quanto patolégica do 0sso
(Birkedal-Hansen et al., 1993; Galbraith et al., 1997). E importante salientar, no
entanto, que apesar de as citocinas, por si sO, exercerem um papel na ativacdo dos
osteoclastos, nenhuma delas é capaz de induzir a formagao dessas células diretamente.
Por isso, de suma importancia foram os estudos que mostraram que mediadores como
IL-11, IL-6 e PGE; podem induzir a expressdo de um outro mediador conhecido como

RANKL (Tsukii et al., 1998).

O RANKL ou o ligante do receptor ativador de NF-»xB (Receptor Activator of NF-
/B Ligand, também conhecido como TRANCE - TNF-Related Activation-Induced
Cytokine — ou ODF — Osteoclast differentiation Factor) € um membro da superfamilia
de fatores de necrose tumoral expresso por osteoblastos, fibroblastos e células T e B
ativadas, que promove a sobrevivéncia de células dendriticas e que desencadeia a
diferenciagdo e ativagdo de osteoclastos, ativando a reabsor¢do Ossea (Fuller et al.,
1998). O RANKL exerce seus efeitos bioldgicos pela ligagdo a seu receptor, o receptor

ativador de NF-xB (RANK) em osteoclastos. A atividade biol6gica do RANKL é
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neutralizada pela ligagdo do falso ligante osteoprotegerina (OPG) que também é um
membro da superfamilia do receptor TNF. Camundongos deficientes para OPG exibem
uma diminui¢do na densidade Gssea total, caracterizada por porosidade ¢ssea trabecular
e cortical intensa, adelgagamento marcante dos 0ssos do esqueleto e uma alta incidéncia

de fraturas (Simonet et al., 1997).

Alguns trabalhos j& mostram que individuos com DP apresentam expressdo
aumentada de RANKL nos tecidos periodontais ou no fluido crevicular, refletindo um
aumento da relagio RANKL/OPG quando comparados a pacientes com periodonto
saudavel (Garlet et al., 2004). Liu et al. (2003) também mostraram aumento de mRNA
para RANKL na periodontite em estagio avancado. Em contraste, a expressdo de OPG

na DP mostrou-se diminuida tanto em seu estagio avancado como moderado.

Nesse contexto, destaca-se que os mediadores inflamatdrios derivados do &cido
araquiddnico, além de ativarem diretamente osteoclastos, também influenciam essa via
RANKL/OPG. Kojima et al. (2006) mostraram, por exemplo, que a produgéo de
RANKL por células de polpa dentaria humana é parcialmente dependente da producéo
de PGE,, sendo que um inibidor seletivo de COX-2 (NS-398), ao diminuir os niveis de
PGE,, reduziu também os niveis de RANKL. Consistente com esses achados s&o 0s
dados apresentados por Wani et al. (1999), que mostraram que a PGE, é capaz de
estimular a formacdo de osteoclastos em culturas de células esplénicas via RANKL,
apoiando a nocdo de um efeito direto das prostaglandinas nos precursores
hematopoiéeticos de osteoclastos. Isso pode explicar os efeitos benéficos da
administragdo de inibidores seletivos de COX-2 na diminui¢do da progressdo da DP,

como 0s observados no presente estudo.
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6.3 Outros efeitos benéficos da inibicho de COX-2 para a resolucdo da

inflamagéo periodontal

A importancia dos inibidores seletivos de COX-2 em impedir a destruigdo
periodontal ndo esté associada apenas a sua habilidade de diminuir a producéo de PGE,,
mas também de controlar a liberacdo de IL-6 estimulada por IL-1 em fibroblastos de
pacientes com periodontite avancada (Tripton et al., 2003). Além disso, a IL-6
demonstrou exercer um papel na modulagdo da cascata inflamat6ria na periodontite

cronica (Lin et al., 2005).

Estudos recentes mostraram um efeito benéfico adicional da nimesulida, um
inibidor relativamente seletivo de COX-2, na diminuicao dos niveis gengivais de PGF,,
mais que de PGE; (Vardar et al., 2003). Alguns trabalhos na literatura mostraram que a
inibicdo de PGF», por coxibes reduz a migragdo celular para sitios inflamados (Menezes
et al., 2005). Por outro lado, a PGF,, mostrou aumentar os niveis de IL-6 nos sitios
periodontais (Noguchi et al., 2001). Deste modo, os efeitos benéficos da inibicdo
seletiva de COX-2 na doenca periodontal ndo podem ser atribuidos somente aos baixos

niveis de prostaglandina E;, mas possivelmente também a inibicao de PGF,,.

Além disso, ao se inibirem as enzimas COXs e consequentemente seus produtos
metabdlicos com o uso dos AINEs, o é&cido araquidonico formado e livre torna-se
passivel de degradacéo por outras enzimas. Dentre elas estdo as 15-lipooxigenases que
convertem tal &cido graxo em lipoxinas (LXs). As LXs parecem exercer papel
importante na reducdo das respostas dos neutrofilos na inflamagdo (Van Dyke &
Serhan, 2003). Em um trabalho realizado por Pouliot et al. (2000), as LXs induziram
uma diminuicdo na expressdo do mRNA de COX-2. Elas também se mostraram
potentes inibidoras da migragdo de polimorfonucleares neutréfilos para o sitio da

infeccdo periodontal. Sabe-se que o elevado nimero de neutréfilos nos sitios com DP,
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como observado na gengiva de animais controle neste trabalho, e o excesso de atividade
e liberacdo de espécies reativas de oxigénio por essas celulas sdo grandes responséveis
pela destruicdo tecidual na inflamacédo periodontal (Van Dyke & Serhan, 2003). Os
neutrofilos podem promover lise direta de células gengivais, bem como apresentar
atividade deletéria indiretamente por meio da geracdo de superoxido, perdxido de

hidrogénio, mieloperoxidase e outros radicais livres de oxigénio (Chapple, 1997).

Sendo assim, 0s AINEs, além de inibirem a migragéo de leucdcitos via reducéo de
mediadores derivados de COX (Menezes et al., 2005), podem deslocar a cascata de
metabolismo do &cido araquiddnico em favor da formacdo de mediadores que também
inibem esse processo. A geracdo de LXs é atualmente tida como um dos passos

fundamentais para a resolugéo da inflamacéo (VVan Dyke & Serhan, 2003).

6.4 O envolvimento de COX-1 na doenga periodontal experimental em ratos

A COX-1 é considerada uma isoenzima constitutivamente expressa na maioria
dos tecidos, que regula fungdes fisioldgicas como a citoprotecdo gastrica por meio da
sintese de prostaciclina e tromboxanas (FitzGerald & Patrono, 2001; Vane et al., 1998;
Mitchell & Warner, 2006). Apesar disso, a participacdo de COX-1 em processos
inflamatorios também ja foi descrita em alguns modelos animais de inflamag&o (Smith,

et al., 1998; Siqueira-Junior et al., 2003).

Em nossos experimentos, o inibidor seletivo de COX-1, SC560, reduziu os sinais
da DP observados no presente estudo, especificamente a perda de inser¢do periodontal e
a migracgdo celular para o sitio afetado. Tais efeitos foram similares aos mostrados pelos

inibidores seletivos de COX-2. Apesar disso, essa droga ndo afetou a perda dssea
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alveolar, sugerindo um perfil de atividade diferente para as isoformas COX-1 e COX-2

na DP experimental.

A administracdo sisttmica do piroxicam, um AINE tradicional que apresenta
duzentas e cinquenta vezes mais seletividade para COX-1 que para COX-2, apresentou
efeitos muito semelhantes ao do SC560 no presente trabalho. Houve uma reducéo
significativa do recrutamento leucocitario e uma tendéncia de diminuicdo da perda de
insercdo, mas que ndo foi estatisticamente significativa. 1sso pode ser compreendido
pelo maior efeito dessa droga sobre COX-1 ou pela dose administrada. Em doses
maiores que a utilizada neste estudo, o piroxicam apresentou atividade anti-
hiperalgésica e antiedematogénica em um modelo experimental de inflamagdo aguda
(Francischi et al., 2002). O aumento da dose pode ampliar o espectro de agdo dessa
droga sobre COX-2, o que poderia ser suficiente para se detectarem respostas
significativas em relacdo as perdas da DP experimental. No entanto, maiores doses nao

foram utilizadas neste trabalho.

Esses resultados fornecem claras evidéncias para um envolvimento de COX-1 no
desenvolvimento da DP. Consistente com tais achados estda um recente estudo que
mostrou que mais de 30% da PGE; gerada em tecidos sinoviais de pacientes com
osteoartrite ocorreu via COX-1 (Knorth et al., 2004). No entanto, também recentemente
foi mostrado que o composto experimental SC560 inibiu a sintese de PGE; por uma via
independente de COX-1 em experimentos in vitro, o que colocaria em divida sua

atividade sobre essa enzima nos modelos in vivo (Brenneis et al., 2006).

Nossos dados também mostraram um efeito positivo do inibidor seletivo de COX-
1 no modelo de DP experimental em ratos quando administrado localmente na mucosa

bucal. A administracdo local de SC560 reproduziu os efeitos da administragdo
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sistémica, i.e. reduziu a perda de inser¢do periodontal e a migragdo celular para o sitio

afetado.

Entretanto, a administragdo local do piroxicam apresentou um perfil de resposta
diferente da administracéo sistémica: reduziu as perdas de insercéo e 6ssea, bem como a
migracdo celular. E provavel que a dose de 100 pg sitio™ seja elevada o suficiente para
atuar eficazmente sobre COX-1 e -2 localizadas na gengiva. Enquanto para os outros
AINEs utilizados neste trabalho a relacdo de doses sistémica/local foi, em geral, de
trinta vezes, para o piroxicam essa reducgdo de dose foi de nove vezes, 0 que poderia

explicar a diferenca nos perfis entre as respostas sistémica e local.

Mesmo assim, nossos achados estabelecem claramente um perfil diferente de

atividade para COX-1 e COX-2 nesse modelo experimental de doenga periodontal.

6.5 Perspectivas para o uso local de farmacos na terapéutica da DP

Apesar de inumeras evidéncias sugerirem o uso de antiinflamatérios na
terapéutica de doengas como a artrite reumatdide e mesmo a doenca periodontal, sabe-
se que um dos maiores entraves na terapia crdnica com AINEs tradicionais é a
toxicidade gastrintestinal. A irritagdo géstrica direta induzida por esses farmacos e as
Ulceras e sangramentos causados pela inibicio da COX-1 constitutiva sdo téo
desconfortveis ao paciente quanto a dor do processo inflamatdrio que o levou a usar a
droga (Whittle, 2003). Quando os coxibes surgiram na década de 90, muitos pensaram
estar solucionados os problemas induzidos pelos AINEs nédo seletivos. No entanto, o
risco aumentado de doengas cardiovasculares como trombose vascular e infarto do
miocérdio pela alteracdo no balanco PGIl, / TXA, desfez a idéia do AINE perfeito

(FitzGerald & Patrono, 2001; Juni et al., 2004; Mitchell & Warner, 2006). Deste modo,
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0 uso de AINEs em doencgas cronicas ainda constitui um problema e o uso desses

farmacos na rotina terapéutica da DP é pouco provavel.

Por isso, nossos dados que mostram o efeito local dos AINEs na DP experimental
sdo de grande relevancia. Tanto os coxibes quanto os AINEs tradicionais inibiram
significativamente as perdas Ossea e de insercdo, bem como o recrutamento de
leucdcitos, quando administrados na mucosa adjacente ao dente com DP do 3° ao 5° dia.

Essa reducdo atingiu magnitudes muito semelhantes as relativas & administracdo

sistémica dos mesmos farmacos, mesmo com uma notavel reducédo de dose.

O fato de a administracdo contralateral de celecoxibe ou de indometacina ndo
interferir significativamente nos sinais da DP garante que as doses utilizadas foram
pequenas o suficiente para exercerem efeitos primariamente locais. 1sso pode constituir
uma vantagem adicional no tratamento da DP, uma vez que a reducdo da dose
diminuiria os efeitos adversos sisttmicos amplamente associados aos coxibes e aos
AINEs tradicionais (FitzGerald & Patrono, 2001; Whittle, 2003; Jiini et al., 2004;

Mitchell & Warner, 2006).

O uso topico de antiinflamatorios na terapia da DP j& tem sido explorado na
literatura. Li et al. (1996) propuseram a utilizagdo de cremes contendo cetoprofeno 1%,
um AINE, no tratamento da DP induzida por ligadura em macacos rhesus. Os animais
foram tratados diariamente com o creme durante seis meses. Tais cremes reduziram
eficazmente os sinais da DP avaliados, especialmente a perda ¢ssea, se comparado com
0 grupo controle. Apesar disso, o curto periodo de permanéncia de uma formulagéo

como essa no sitio de aplicagdo pode constituir um entrave para sua utilizag&o.

Além de se observarem as caracteristicas organolépticas do produto, é necessario
lembrar que a cavidade oral ¢ a todo instante banhada pelo fluido salivar, tem a

influéncia de potentes musculos como a lingua, assim como constitui a porta de entrada
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de alimentos no trato gastrintestinal. Tudo isso influencia na construgdo de qualquer
formulacéo para a liberacéo de farmacos na cavidade oral. Tendo em vista esses fatores,
Perioli et al. (2004) desenvolveram dispositivos mucoadesivos para a administragdo
local de ibuprofeno. A nova formulagdo foi desenhada particularmente para terapias
antiinflamatérias e analgésicas da cavidade bucal. De acordo com os autores do
trabalho, tais dispositivos foram estudados in vitro e in vivo e apresentaram como
principal vantagem uma baixa dose de ibuprofeno, apenas suficiente para exercer efeitos
terapéuticos locais. A liberagdo total do fa&rmaco ocorreu dentro de cento e cinglienta
minutos, sendo observadas concentragdes salivares entre 70 e 210 ug sitio™. No entanto,
pardmetros descritos como satisfatorios pelos autores do trabalho devem ser
amplamente avaliados para um dispositivo mucoadesivo como 0 proposto, por exemplo
irritagdo da mucosa, tolerabilidade e conforto durante a permanéncia do aparato,

elasticidade, flexibilidade, volume e modo de liberacdo do farmaco pelo dispositivo.

Sendo assim, novas perspectivas sdo colocadas para o tratamento de doencgas
inflamatdrias crénicas como a DP. A administracdo local de farmacos como os AINEs,
além de reduzir os efeitos adversos associados a tais drogas pela diminuicdo da dose,

pode constituir uma terapia coadjuvante a tradicional no tratamento dos sinais da DP.
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7 CONCLUSOES

Em concluséo, o presente trabalho mostrou que:

* O periodo critico para a intervencéo farmacolégica com antiinflamatérios ndo
esteroidais na doenca periodontal experimental em ratos corresponde ao periodo inicial
da doenga, uma vez que a administracdo dessas drogas quando a DP ja se estabeleceu

ndo reverte o quadro de perdas 0ssea e de inser¢do observado.

X As isoformas COX-1 e COX-2 estdo envolvidas no desenvolvimento da
doenca periodontal em ratos, apesar de que o papel da isoforma COX-2 é predominante

nos sinais da DP, o que esté de acordo com dados ja existentes na literatura.

* A administragéo local de inibidores seletivos de COX-1 ou COX-2 atinge um
perfil de atividade similar ao da administracéo sistémica, uma caracteristica importante
quando se levam em consideracdo os efeitos adversos atribuidos as drogas
antiinflamatérias ndo esteroidais. Portanto, a partir dos dados obtidos no presente
trabalho, sugere-se o desenvolvimento de novas formulagdes contendo inibidores
seletivos de COX-2 para liberagdo local visando a reducéo dos sinais e sintomas da
doenca periodontal e minimizando os problemas associados & administracdo sistémica

desses co mpostos.
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8 ABSTRACT

Periodontal disease (PD) is an inflammatory condition of tooth supporting tissues,
derived from sub-gingival accumulation of Gram-negative anaerobic bacteria. It is
characterized by the progressive destruction of periodontal tissues, which include
periodontal ligament and alveolar bone. Host response to the pathogenic
microorganisms is one of the main causes of PD development and progression.
Inflammatory mediators such as arachidonic acid metabolites have been implicated in
PD development, especially those derived from the cyclooxygenase pathway. The
purpose of the present study was to investigate the role of systemic and local
administration of cyclo-oxygenases (COX-1 and COX-2) inhibitors in a model of PD in
rats. A ligature was placed around the second molar of rats. Drugs were administered
both from the 3™ to the 5" or from the 9" to the 11" day of PD induction and animals
were killed by the 11" day. Losses of fiber attachment and of alveolar bone were
measured morphometrically in histologically prepared sections. Infiltration of cells into
gingival tissue surrounding the ligated tooth was also determined. Our results showed
that there is a critical period for pharmacological intervention using anti-inflammatory
drugs in experimental PD. Systemic and local administration of non-selective
(indomethacin, piroxicam) and selective COX-2 (celecoxib, rofecoxib, SC236)
inhibitors, from the 3" to the 5% day, resulted in significant reduction of the losses of
fiber attachment and alveolar bone as well as decreased leukocyte number in gingival
tissue. Nevertheless the same drugs were not able to reduce the signs of PD when they
were administered from the 9™ to the 11" day after PD induction. Preventive selective
inhibition of COX-1, using the experimental compound SC560, was as effective as
COX-2 inhibition in reducing local fiber attachment loss and cell migration, but it did
not prevent alveolar bone loss. Our results provide evidence for a differential
participation of COX-1 and COX-2 in early stages of PD in rats. Furthermore, local
administration of selective COX inhibitors reduced the signs of PD to the same extent
as systemic treatment. Therapeutic approaches incorporating locally delivered anti-

inflammatory drugs could be of benefit for patients suffering from PD.
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