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Atrás do seu quinhão 

Vão aos magotes 
A dar com um pau 
Levando o terror 

Do parking ao living 
Do shopping center ao léu 
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Pro topo do arranha-céu 

Rato de rua 
Aborígene do lodo 

Fuça gelada 
Couraça de sabão 
Quase risonho 

Profanador de tumba 
Sobrevivente 

À chacina e à lei do cão 
Saqueador da metrópole 

Tenaz roedor 
De toda esperança 

Estuporador da ilusão 
Ó meu semelhante 

Filho de Deus, meu irmão 
Rato 

Rato que rói a roupa 
Que rói a rapa do rei do morro 

Que rói a roda do carro 
Que rói o carro, que rói o ferro 
Que rói o barro, rói o morro 

Rato que rói o rato 
Ra-rato, ra-rato 

Roto que ri do roto 
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Em sua rota de rato” 
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PMSF: Fluoreto de fenilmetilsulfonil 
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PRP: Plasma rico em plaquetas 

PSGL-1: Receptor de membrana de leucócitos 

ROI: Região de interesse 

SDS: Dodecil sulfato de sódio 

Tb.Dm: Diâmetro das trabéculas ósseas 

Tb.N: Número de trabéculas ósseas 

Tb.Sp: Separação das trabéculas ósseas 

Tb.Th: Espessura das trabéculas ósseas 

TF-COA: Distância teto da furca à crista óssea alveolar 

TGF: Fator de crescimento de transformação 

Tic: Ticlopidina 

TIMPs: Inibidores teciduais de metaloproteinases de matriz 

TNF-α: Fator de necrose tumoral α 

TXA2: Tromboxano A2 

TXB2: Tromboxano B2 

VEGF: Fator de crescimento vascular endotelial 

WBC: Contagem de leucócitos circulantes 

Zn+2: Íon de zinco 

Ib/V/IX: Complexo de glicoproteínas 

15R-HETE: Metabólito intermediário na produção de lipoxinas desencadeadas 

pela aspirina 
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15-epi-LXA4: Metabólito intermediário na produção de lipoxinas desencadeadas 

pela aspirina 

µCT: Microtomografia computadorizada 

µm: Micrômetros 

µL: Microlitro 
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COIMBRA LS. Influência de drogas antiplaquetárias na reparação da doença 

periodontal experimental em ratos [Dissertação de Mestrado]. Araraquara: 

Faculdade de Odontologia da UNESP; 2010. 

 

RESUMO 

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da administração da aspirina (Asp), 

do clopidogrel (Clo) e da ticlopidina (Tic) sobre o processo de reparação dos 

tecidos periodontais após indução experimental de periodontite em ratos. 

Primeiramente avaliou-se a ação destas drogas sobre a expressão das citocinas 

pró-inflamatórias: TNF-α, IL-6 e TXA2 no tecido gengival de 25 ratos 

subdivididos em 5 grupos (n=5), 15 dias após a instalação da ligadura ao redor do 

primeiro molar inferior. Para avaliação do reparo dos tecidos periodontais, setenta 

e dois ratos (Rattus norvegicus albinus, Holtzman) foram distribuídos 

aleatoriamente em 6 grupos (n=12), sendo 1 controle e 5 submetidos à 

periodontite através da instalação de ligadura bilateral na região de primeiro molar 

inferior. Após 15 dias, o grupo controle e um grupo com periodontite foram 

sacrificados. Para a indução do reparo dos tecidos periodontais, as ligaduras dos 

animais dos outros 4 grupos foram removidas e os ratos foram tratados com 

solução de NaCl 0.9%, Asp (30mg/kg), Clo (75 mg/kg) e Tic (300 mg/kg), 

diariamente, via gavagem. Após 15 dias de tratamento, os animais foram 

sacrificados, as hemi- mandíbulas do lado direito removidas para análise 

histológica e as do lado esquerdo para avaliação macroscópica, microtomografia 

computadorizada e análise da expressão, atividade específica e co-localização das 

metaloproteinases de matriz (MMPs) -2 e -9 através de zimograma e zimografia in 

situ. Após a retirada da ligadura, houve reparação do osso alveolar e reparação do 

tecido gengival representado pela recomposição da arquitetura tecidual do epitélio 

e do tecido conjuntivo. O tratamento com Asp comprometeu a reparação óssea 

alveolar na face mesial e acelerou na área de furca, ao passo que não influenciou 

na recomposição da arquitetura do tecido epitelial e conjuntivo. O tratamento com 

Tic comprometeu o reparo do osso alveolar na face mesial e área de furca, assim 
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como a reparação do tecido epitelial gengival. O Clo não influenciou na evolução 

da reparação tecidual. Os parâmetros estereométricos avaliados mostraram que a 

qualidade do tecido ósseo neoformado não sofreu alterações quando os ratos 

foram tratados com uma das drogas antiplaquetárias. No processo de reparo 

ocorreu diminuição da expressão das MMPs avaliadas, que não foi influenciada 

pelo tratamento com as drogas antiplaquetárias, assim como a co-localização 

manteve-se inalterada entre os grupos experimentais. Estes resultados sugerem 

que as drogas antiplaquetárias nas dosagens utilizadas abreviaram o processo 

inflamatório e aceleraram a reparação do tecido conjuntivo gengival. Entretanto, o 

tratamento com Tic induziu desorganização e desestruturação do epitélio 

gengival, assim como, semelhante à Asp retardou parte ou totalmente o reparo do 

tecido ósseo alveolar após indução de periodontite experimental, porém este 

retardo não provocou alterações na qualidade do tecido ósseo neoformado. 

Palavras-chave: Periodonto, plaquetas, inibidores da agregação de plaquetas. 
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COIMBRA LS. Influence of antiplatelet drugs in experimental periodontal 

healing in rats [Dissertação de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia 

da UNESP; 2010. 

 

ABSTRACT 

The aim of this study was to evaluate the effect of administration of aspirin (Asp), 

clopidogrel (Clo) and ticlopidine (Tic) in the process of periodontal tissue repair 

after induction of experimental periodontitis in rats. First, we evaluated the action 

of these drugs on the expression of pro-inflammatory cytokines: TNF-α, IL-6 and 

TXA2 in the gingival tissue of 25 rats randomly distributed in five equal groups 

(n=5), 15 days after ligature placement around lower first molars. For periodontal 

tissue evaluation, seventy-two rats (Rattus norvegicus albinus, Holtzman) were 

randomly distributed in 6 equal groups (n=12). One control and 5 submitted to a 

ligature-induced periodontitis model in the region of lower first molar bilaterally. 

After 15 days, the control group and a group with periodontitis were sacrificed. 

To induce periodontal tissue repair, ligatures from the other 4 groups were 

removed and the rats treated with NaCl 0.9%, Asp (30 mg/kg), Clo (75 mg/kg) 

and Tic (300 mg/kg) daily by gavage. After 15 days of treatment, animals were 

killed, the right mandibles were removed for histological analysis and the left side 

to macroscopic, microtomography evaluation and expression, activity and co-

localization of matrix metalloproteinases (MMPs) -2 and -9 by zymogram and in 

situ zymography. After removal of the ligature, there was repair of the alveolar 

bone and gingival tissue represented by the restoration of tissue architecture of the 

epithelium and connective tissue. Treatment with Asp undertook the repair of the 

mesial alveolar bone and accelerated the repair of furcation area, while not 

influenced the restoration of tissue architecture and epithelial tissue. Treatment 

with Tic undertook the repair of mesial alveolar bone and furcation the area, as 

well as the repair of gingival epithelial tissue. Clo did not influence the evolution 

of tissue repair. However, the stereometric parameters evaluated showed that the 

quality of newly formed bone tissue did not change when the animals were treated 
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with an antiplatelet drug. In the process of repair, the expression of MMPs was 

decreased, and was not affected by treatment with antiplatelet drugs, co-

localization remained unchanged between the experimental groups. These results 

suggest that antiplatelet drugs at the dosages used abbreviated the inflammatory 

process and accelerated the connective tissue repair. However, treatment with Tic 

induced disorganization and disintegration of gingival epithelial tissue and, as 

well as treatment with Asp delayed part or fully the repair of alveolar bone tissue 

after induction of experimental periodontitis, but this delay does not affected the 

quality of newly formed bone tissue. 

 

Keywords: Periodontium, platelets, platelet aggregation inhibitors. 
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1. Introdução 

  Regeneração compreende a reprodução ou reconstituição de uma parte 

perdida ou danificada, no qual a arquitetura e função são completamente 

restauradas. A regeneração dos tecidos periodontais visa à restauração da estrutura 

e função do periodonto, ou seja, da gengiva, osso alveolar, cemento radicular e 

ligamento peridontal. Por outro lado, o reparo implica na cicatrização tecidual sem 

a restauração do aparato de inserção dentário perdido, sendo associado à formação 

do epitélio juncional longo14,77. 

  Os eventos celulares e moleculares envolvidos no reparo e/ou regeneração 

dos tecidos periodontais são processos complexos que envolvem a participação de 

componentes celulares do periodonto integrados com sistemas de sinalização para 

o desenvolvimento de novas fibras de tecido conjuntivo e inserção no cemento e 

osso alveolar. Estes eventos são parcialmente mediados pela expressão de 

proteínas que estimulam a divisão e promovem a sobrevivência celular, os fatores 

de crescimento polipeptídicos20,22,76,77. Estas proteínas também são responsável 

pela regulação da angiogênese ou neovascularização, processo crítico na 

reparação tecidual17,30,47,52. 

As plaquetas possuem papel fundamental na hemostasia e também contêm 

diversos mediadores biológicos, como os fatores de crescimento polipeptídicos, 

necessários nos eventos celulares e para o processo de angiogênese, na reparação 

tecidual. Além disso, as plaquetas secretam metaloproteinases de matriz 

extracelular (MMPs) assim como os inibidores teciduais das MMPs, os TIMPs. 

MMPs são endopeptidases que utilizam os íons Zn2+ ou Ca2+ em seus sítios ativos 

e representam a maior classe de enzimas responsáveis pela degradação dos 

componentes da matriz extracelular. Existem diversas evidências demonstrando 

aumento dos níveis de MMP no tecido gengival e fluido gengival no 

desenvolvimento da doença periodontal e sua diminuição na reparação destes 

tecidos12,40,53,91. MMP-1 (colagenase), MMPs -2 e -9 (gelatinases), MMP -3 

(estromelisina) e TIMPs -1 e -4 foram detectadas em plaquetas29,83,103. 
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Há grande interesse na modulação da atividade plaquetária nas alterações 

vasculares, especialmente doenças cardiovasculares. Para isso, diversas drogas 

têm sido utilizadas como agente antiplaquetário sendo o ácido acetilsalicílico 

(aspirina) o mais utilizado, embora se possa também prescrever a ticlopidina, 

clopidogrel, ou dipiridamol ou drogas antiplaquetárias intravenosas, como 

abciximab ou eptifibatibe10,85. 

A aspirina inativa irreversivelmente a atividade da enzima ciclooxigenase-

1 (COX-1) e, consequentemente, a síntese de tromboxano A2 (TXA2), por difusão 

através da membrana das plaquetas. Por outro lado, a ticlopidina e o clopidogrel 

agem pela inativação irreversível dos receptores plaquetários P2Y12, expressos na membrana 

plaquetária e que tem como ligante a adenosina di-fosfato (ADP). Estas drogas substituem a 

aspirina nos casos de contra-indicação ou intolerância. A ticlopidina tem eficácia 

semelhante ao clopidogrel, porém uma maior freqüência de efeitos secundários 

não desejados como distúrbios gastrointestinais, neutropenia severa e 

granulocitopenia reversível e custo elevado, limitando sua indicação3,63,85. 

Atualmente, sabe-se que o uso crônico da aspirina pode levar ao 

desenvolvimento de distúrbios na integridade e função da mucosa gástrica, 

resultando no desenvolvimento de úlceras e em um aumento da quantidade de 

leucócitos circulantes39. Alguns pesquisadores tentaram elucidar, através de 

estudos experimentais em animais o efeito de outras drogas inibidoras da 

agregação de plaquetas sobre a mucosa gástrica e alguns trabalhos mostraram que 

a ticlopidina é capaz de retardar a reparação destes tecidos46, 54, 89. 

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a administração de aspirina, 

clopidogrel e ticlopidina na evolução do processo de reparo dos tecidos 

periodontais após indução de periodontite experimental em ratos. 
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2. Revisão da Literatura 

2.1. Periodontite e reparo dos tecidos periodontais 

Periodontite é uma doença infecto-inflamatória causada pelo biofilme 

bacteriano que se acumula na superfície do dente adjacente a gengiva. 

Caracteriza-se pela destruição progressiva do aparato de suporte do dente, 

gengiva, osso alveolar, ligamento periodontal e cemento radicular. Os produtos 

bacterianos liberados penetram nos tecidos ativando respostas imunológicas e 

inflamatórias do hospedeiro, como secreção de citocinas, mediadores eicosanóides 

e metaloproteinases de matriz, destruindo a matriz extracelular do periodonto. 

Além dos micro-organismos periodontopatógenos, fatores genéticos, ambientais e 

alterações na resposta do hospedeiro podem contribuir para o desenvolvimento 

desta doença. Enquanto o sucesso do tratamento da doença periodontal está 

baseado em uma higiene bucal adequada, seguido da remoção de placa bacteriana 

e cálculo dental para controle do processo inflamatório e interrupção da perda 

óssea progressiva, o completo reparo e/ou regeneração dos tecidos periodontais 

permanece como um desafio do tratamento periodontal (Chen19, 2009; Chen20, 

2010; Philstrom72, 2005; Raja77, 2009). 

O termo reparo refere-se à restauração da arquitetura tecidual e da função 

após uma lesão. Alguns tecidos são capazes de restituir os componentes lesados e 

essencialmente retornar ao seu estado normal, este processo é chamado de 

regeneração. Se os tecidos lesados são incapazes de uma restituição completa, ou 

se as estruturas de suporte do tecido estão danificadas gravemente, o processo de 

reparo ocorre por deposição de tecido conjuntivo (fibroso), um processo chamado 

de cicatrização, que resulta na formação de cicatriz (Bosshardt14, 2009). 

Regeneração dos tecidos periodontais compreende o retorno da estrutura e 

função do periodonto, ou seja, do osso alveolar, gengiva, ligamento periodontal 

funcional e cemento com fibras colágenas inseridas. Por outro lado, o reparo 

implica na cicatrização tecidual após cirurgia periodontal, resultando na ausência 

da restauração do aparato de inserção perdido do elemento dentário e está 
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associado à formação de epitélio juncional longo. Nova inserção de epitélio 

juncional a superfície do dente e de fibras do tecido conjuntivo a superfície 

radicular são eventos críticos para a regeneração dos tecidos periodontais 

(Bosshardt14, 2009; Chen20, 2009; Raja77, 2009). 

A reparação dos tecidos periodontais compreende processos complexos, 

que envolvem a participação de componentes celulares do periodonto integrados 

com sistemas de sinalização para o desenvolvimento de novas fibras de tecido 

conjuntivo e inserção no cemento e osso alveolar. Os principais eventos celulares 

são mitogênese, migração e metabolismo. As proteínas responsáveis por 

coordenar esses eventos são os fatores de crescimento polipeptídicos. Foi 

demonstrado que elas apresentam efeitos pleiotrópicos no reparo de feridas em 

todos os tecidos, incluindo o periodonto, ou seja, além de estimularem a 

proliferação celular, eles estimulam a migração, diferenciação, contratilidade e 

itensificam a síntese de proteínas especializadas. Fator de crescimento é um termo 

utilizado para definir proteínas que funcionam no organismo para promover 

mitogênese (proliferação), migração e atividade metabólica das células (Chen19, 

2010; Raja77, 2009). 

Sinais celulares ocorrem quando os fatores de crescimento se ligam aos 

seus receptores na superfície celular. O sinal é transferido através das membranas 

e amplificado através da fosforilação de segundos mensageiros, para modificação 

da expressão gênica. Todos os estágios do processo de regeneração/reparo 

tecidual são controlados por uma variedade de hormônios, citocinas e fatores de 

crescimento agindo localmente como reguladores das funções celulares básicas, 

usando mecanismos parácrinos, autócrinos e endócrinos. O mecanismo parácrino 

envolve uma célula que secreta uma molécula de sinalização, regulando a célula 

vizinha por difusão molecular. Esta via é importante para o recrutamento de 

células inflamatórias para o local da infecção e para a cicatrização da ferida. A via 

de sinalização autócrina compreende uma substância que age predominantemente 

(ou exclusivamente) na célula que a secreta. Esta via é importante na resposta 

imune (proliferação de linfócitos induzida por algumas citocinas) e na hiperplasia 
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epitelial compensatória (regeneração hepática). O mecanismo endócrino envolve 

uma substância reguladora, liberada na corrente sanguínea e que age em células 

alvo à distância. Como moduladores das atividades celulares na 

regeneração/reparo periodontal, os fatores de crescimento também afetam a 

função imune e a divisão, diferenciação, migração e expressão gênica de células 

do epitélio bucal, ligamento periodontal e osso alveolar (Chen20, 2009). 

Os principais fatores de crescimento associados à reparação da doença 

periodontal são: proteínas ósseas morfogenéticas (BMPs), fator de crescimento de 

transformação (TGF), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGFs), fator 

de crescimento vascular endotelial (VEGF), fator de crescimento semelhante à 

insulina (IGF), fator de crescimento epitelial (EGF) e fator de crescimento de 

fibroblastos (FGF) (Chen20, 2009; Cochran22, 1999; Raja77, 2009). 

 

2.2. Plaquetas X reparo tecidual 

Os fatores de crescimento derivam de vários tipos celulares. Dentre os 

associados com o reparo dos tecidos periodontais, as isoformas do PDGF (–αα, -

ββ e –αβ), TGF (-β1 e -β2), VEGF e EGF são estocados e liberados pelas 

plaquetas (Powell76, 2009). Dos fatores de crescimento originados das plaquetas, 

o VEGF é o mais potente estimulante do desenvolvimento da angiogênese, ou 

neovascularização (Maloney55, 1998; Miyazono59, 1989), enquanto a endostatina 

é um potente inibidor (Dhanabal24, 1999). A angiogênese é um processo crítico 

em alguns eventos fisiológicos assim como em alguns eventos patológicos, 

incluindo as reações inflamatórias como a doença periodontal e o reparo tecidual 

(Cetinkaya17, 2007; Ferrara30, 1997; Larrivee47, 2000). Portanto, além do seu 

papel fundamental na hemostasia, as plaquetas contêm diversos mediadores 

biológicos importantes para o processo de angiogênese, consequentemente para a 

inflamação e reparação. Alguns destes fatores de crescimento como o PDGF, 

TGF-β, IGF-I modulam a proliferação, diferenciação e atividade secretora de 

outros tipos celulares importantes no processo de reparação, e a aplicação local 

destas substâncias tem sido avaliada como adjunto na reparação tecidual por meio 
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da utilização de plasma rico em plaquetas (PRP) há mais de duas décadas 

(Carlson16, 2002; Powell76, 2009). Recentemente, nosso grupo de pesquisa 

observou retardo na reparação do osso alveolar associado à trombocitopenia em 

modelo de doença periodontal experimental em ratos. Verificamos também que 

tal fato poderia ser mediado em parte pela queda da concentração de VEGF e 

endostatina circulantes derivados de plaquetas (Spolidorio94, 2009). Estes dados 

evidenciam a relevância das plaquetas no processo de reparação/regeneração e tais 

funções têm sido dissociadas do conhecido envolvimento das plaquetas na 

trombose e hemostasia (Mattila56, 1993; Papapanagiotou69, 2009). 

A atração inicial das plaquetas ao sítio de injúria vascular é mediada por 

um receptor de membrana expresso exclusivamente por megacariócitos e 

plaquetas formando um complexo de glicoproteínas Ib/V/IX e também por 

glicoproteínas expressas em sua superfície reativas com colágeno (glicoproteína 

IV) e com a porção Fc de imunoglobulinas (glicoproteína Ia). A interação entre 

estes receptores na superfície das plaquetas e a matriz extracelular subendotelial 

(fator de Von Willebrand, fragmentos de colágeno e porção Fc de 

imunoglobulinas) leva à adesão inicial, e o processo de agregação e ativação 

depende de diversos fatores de origem autócrina e parácrina (ADP, trombina, 

adrenalina TXA2), incluindo padrões moleculares derivados de microorganismos 

(MAMPs), como o lipopolissacarídeo (LPS) (Bennett10, 2001). A ativação de 

plaquetas pela trombina é mediada, pelo menos em parte, pela clivagem dos 

receptores ativados por proteases PAR -1 e PAR-4.  

Além de fatores pró e anti-angiogênicos, plaquetas ativadas expressam 

uma variedade de moléculas de adesão e receptores de superfície com conhecido 

envolvimento na resposta imune, como P-selectina, ICAM-2, receptores “toll-

like”, receptores para quimiocinas. De modo geral, sob ativação as plaquetas 

secretam consideráveis quantidades de produtos tais como: quimiocinas, 

monoaminas, e citocinas, modulando a ativação e manutenção dos processos 

inflamatórios e de reparo (Papapanagiotou69, 2009). Portanto, após a ativação, elas 

agem como sentinelas, respondendo à invasão microbiana, orquestrando o 
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recrutamento leucocitário e sua migração através do tecido (Mattila56, 1993; 

Schomig85, 1996). 

Além de suas ações defensivas e reparadoras, as plaquetas parecem estar 

envolvidas na patogênese de diversas doenças inflamatórias, como infecções 

parasitárias e bacterianas, reação alérgica (especialmente asma e rinite), doença 

pulmonar obstrutiva, artrite reumatóide, inflamação intestinal e aterosclerose 

(Santos- Martínez85, 2008). As plaquetas também secretam variados tipos de 

metaloproteinases da matriz extracelular (MMPs) assim como os inibidores 

teciduais das MMPs, os TIMPs. 

 

2.3. Metaloproteinases de matriz 

As MMPs compreendem um grupo de 21 endopeptidases dependentes dos 

íons de zinco e cálcio, com capacidade para degradar componentes da matriz 

orgânica dos tecidos conjuntivos em pH fisiológico (Chau18, 2003; Hill41, 1994; 

Kerkela, Saarialho-Kere45, 2003; Silva90, 2001). Estas enzimas regulam eventos 

fisiológicos, como a reparação de feridas e eventos patológicos, como invasão 

tumoral e metástases, doença periodontal e artrite. São divididas em 6 grupos: 

colagenases intersticiais (MMP -1, -8, -13), gelatinases (MMP -2, -9), 

estromelisinas e estromelysin- like (MMP -3, -10, -11, -12), matrilisinas (MMP -7 

e -26), MMPs de membrana celular (MMP -14, -15, -16, -17, -24, -25) e outras 

MMPs (MMP-19, -20, -23, -28) (Birkedal-Hansen13, 1993; Kerkela, Saarialho-

Kere45, 2003; Vu, Werb107, 2000). A estrutura básica das MMPs inclui um 

peptídeo de sinalização, um pró-peptídeo, um domínio catalítico e um domínio 

hemopexin- like (Chau18, 2003; Seiki87, 2002). As gelatinases possuem um 

domínio adicional fibronectin-like em seu domínio catalítico (Chau18, 2003) o 

qual parece estar envolvido em sua união com a gelatina (Olson68, 2000; Ritty80, 

2003) (Figura-1). 
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FIGURA 1- Características estruturais das MMPs: S- peptídeo de sinal; Pro- pró-
peptídeo; Cat- domínio catalítico; Zn- sítio ativo de zinco; Hpx- domínio 
hemopexin; Fn- domínio fibronectin (Visse e Nagase104, 2003). 

 

A quebra do pró-peptídeo das MMPs expõe seu sítio catalítico, tornando a 

enzima ativa. Esta ativação pode ser proteolítica e/ou não proteolítica. Pode 

ocorrer ruptura total do pró-peptídeo ou ele pode apenas deslocar-se do sítio 

catalítico da enzima, deixando-a na forma ativa. Ativação proteolítica induz uma 

ativação parcial da MMP. A ativação total ocorre com a completa remoção do 

pró-peptídeo mediada por um processo intermolecular. A ativação química resulta 

em modificação no terminal cisteína, resultando em uma ativação parcial da MMP 

e quebra intra-molecular do pró-peptídeo (Chau18, 2003; Visse , Nagase104, 2003) 

(Figura-2). 
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FIGURA 2- Ativação proteolítica e/ou não proteolítica das MMPs. Pode ocorrer 
ruptura total do pró-peptídeo ou ele pode apenas deslocar-se do sítio catalítico da 
enzima, deixando-a na forma ativa (Visse, Nagase104, 2003). 

 

O pró-peptídeo da MMP-2 (gelatinase A, colagenase tipo IV) possui cerca 

de 72 KDa, enquanto sua forma ativa possui aproximadamente 67 KDa (Chau18, 

2003), sendo secretada por fibroblastos, células epiteliais, células endoteliais, 

condrócitos, osteoblastos e macrófagos (Birkedal-Hansen13, 1993; Kerkela, 

Saarialho-Kere45, 2003; Mirastschijski60, 2002; Pirila74, 2002). Esta enzima é 

capaz de degradar gelatina, colágenos tipo IV, V, VII e X, fibronectina, elastina e 

plasminogênio (Chau18, 2003; Kerkela, Saarialho-Kere45, 2003; Potier75, 2001). A 

principal forma de ativação da MMP-2 ocorre na superfície celular pelo complexo 

MT1-MMP\TIMP-2 (MMP de membrana celular tipo 1\ inibidor tecidual de 

MMP-2) com subseqüente quebra do pró-peptídeo da MMP-2 por outra molécula 

de MT1-MMP adjacente e livre de TIMP-2 (Chau18, 2003; Moalli62, 2002; 

Ratnikov78, 2002; Seiki87, 2002; Toth99, 2003) (Figura-3). 
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FIGURA 3- Modelo de ativação da pró-MMP2 pela MT1-MMP e TIMP-2 (MMP 
de membrana celular tipo 1\ inibidor tecidual de MMP-2) (Visse, Nagase104, 
2003). 

 

No entanto, outras MMPs também estão envolvidas na ativação 

extracelular de MMP -2, tais como MMP -1, -7 e -13 (Kerkela, Saarialho-Kere45, 

2003), além da presença do fator nuclear-κB (NF- κB) o qual ativa MMP -2 

através da interação com receptores de estrógeno (Potier75, 2001; Ritty, Herzog80, 

2003). Apesar de sua principal atividade enzimática ser a degradação de colágeno 

desnaturado (gelatina), MMP -2 possui importante papel na reparação tecidual por 

apresentar atividade de colagenase, clivando a tripla hélice de colágenos fibrilares 

de maneira similar à MMP -1 e -8 (Aimes, Quigley4, 1995; Lauer- Fields48, 2000; 

Lauer- Fields49, 2003), gerando ainda outros fragmentos menores além daqueles 

clássicos (Patterson70, 2001). Sugere-se que a MMP -2 degrade a molécula de 

colágeno tipo I primeiro pela quebra da tripla hélice em fragmentos 3\4 e 1\4 

dependente de seu domínio hemopexin-like e finalizando com a hidrólise destes 

produtos pelas repetições fibronectin-like (Patterson70, 2001). Desse modo, sua 

capacidade de degradar colágeno tipo I sugere importante participação em 

processos de remodelação da matriz orgânica. 

MMP -9 (gelatinase B, colagenase tipo IV) possui cerca de 92 KDa em sua 

forma latente e cerca de 86 KDa em sua forma ativa (Carlson, Roach16, 2002; 

Limb51, 2002). Esta enzima é secretada por fibroblastos, células epiteliais, 

neutrófilos, monócitos, macrófagos, células endoteliais e osteoclastos (Birkedal-
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Hansen13, 1993; Kerkela, Saarialho-Kere45, 2003; Mirastschijski61, 2002; Pirila74, 

2002; Soo93, 2000; Uusitalo101, 2000). MMP -9 degrada gelatina e colágenos tipo 

IV e V (Kerkela, Saarialho-Kere45, 2003; Potier75, 2001; Toth99, 2003). 

Diferentemente da MMP -2, a MMP -9 quebra somente colágeno tipo I 

desnaturado (Aimes, Quigley4, 1995). Porém, esta enzima é de extrema 

importância para o recrutamento de osteoclastos na remodelação óssea, bem como 

na osteogênese de ossos longos (Vu, Werb107, 2000). 

Um grupo de proteínas endógenas, denominadas inibidores teciduais de 

metaloproteinases (TIMP -1, TIMP -2, TIMP -3 e TIMP -4) regula a atividade das 

MMPs. Os TIMPs ligam-se ao sítio ativo das MMPs, bloqueando o acesso ao 

substrato da matriz extracelular. Essas interações são não-seletivas, todas as 

MMPs podem ser inibidas por diferentes TIMPs. Um equilíbrio no balanço entre 

as MMPs e seus inibidores é essencial para a manutenção da integridade da matriz 

extracelular (Santos- Martínez83, 2008). Além da inibição das MMPs, os TIMPs 

possuem outras funções biológicas. Super- expressão dos TIMP -1, TIMP -2 e 

TIMP -3 reduzem o crescimento tumoral. TIMP -2 inibe o crescimento celular 

endotelial induzido pelo fator de crescimento de fibroblastos. TIMP-3 possui 

atividade pró-apoptótica, possivelmente pela estabilização do receptor celular do 

TNF-α. Por outro lado, TIMP -1 e TIMP -2 possuem atividade anti-apoptótica 

(Visse, Nagase104, 2003). 

As plaquetas contém uma grande quantidade de MMPs (MMP -1, MMP -

2, MMP -3, MMP -9, MT1 -MMP (MMP -14)), desintegrinas e metaloproteases 

(ADAM) e ADAMTS -13. Os inibidores endógenos de metaloproteinase TIMP -

1, TIMP -2 e TIMP -4 também foram encontrados nas plaquetas (Santos-

Martínez83, 2008; Villeneuve 103, 2009). 

Falcinelli et al29 (2007) avaliaram a liberação de MMP -2 pelas plaquetas 

in vivo em humanos, em um sítio localizado de injúria vascular e o efeito da 

aspirina na liberação localizada de MMP -2. Um aumento significante no nível de 

MMP -2 no plasma preparado da injúria vascular foi observado (20 ± 2.2%, n=5; 
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p<0.05 vs sangue venoso) através de Western-blotting e confirmado por Elisa e 

Zimograma. O tratamento com aspirina resultou em supressão completa do TXB2 

sérico, porém não afetou significativamente a expressão de MMP -2 total e de sua 

forma ativa na superfície das plaquetas do sítio de injúria vascular. 

Villeneuve et al103 (2009) analisaram a localização dos TIMPs 1-4 e 

compararam com a distribuição das MMPs nas plaquetas através de microscopia 

confocal de três cores em megacariócitos derivados de células CD34+. A 

distribuição do TIMP -2 foi localizada de uma forma mais periférica. Enquanto os 

TIMPs -1, -2 e -4 encontravam-se independente do fator de Von Willerbrand dos 

grânulos- α, ocorreu uma co-localização do TIMP -3 com o fator de Von 

Willerbrand. Através de Western-blotting confirmaram que os TIMPs podem ser 

secretados por plaquetas após ativação plaquetária e que as plaquetas armazenam 

MMP -1, MMP -2, MMP -9 e MMP -3 co-localizadas com o fator de Von 

Willerbrand e P-selectina dos grânulos-α. Wagsater et al108 (2009) analisaram o 

envolvimento do PDGF-C e PDGF-D na expressão de MMP -2 e -9 em células 

endoteliais in vitro. Apenas o PDGF-D afetou significativamente a expressão de 

MMP-2 mRNA, enquanto tanto o PDGF-C e PDGF-D aumentaram a expressão 

de MMP -9 mRNA em células endoteliais. 

MMP -2 é armazenada em sua forma latente no citoplasma das plaquetas, 

embora MMP -9 também tenha sido detectada nos grânulos-α por microscopia 

eletrônica tanto em plaquetas ativas e inativas. MMP -2 e MMP -9 são 

translocadas para a superfície das plaquetas durante a agregação, interagindo com 

proteínas e receptores da superfície celular. O processo de translocação e 

liberação das MMPs estão relacionados com a ativação plaquetária e são 

regulados por inibidores endógenos da agregação plaquetária, como o óxido 

nítrico (NO) e prostaciclina (PGI2). Estudos comprovaram que a agregação 

plaquetária pode ser mediada pela liberação de MMP -2 pelas plaquetas, enquanto 

a MMP -9 contrapõe o efeito pró-agregatório da MMP -2. Entretanto, os 

mecanismos de interação entre MMPs e plaquetas ainda estão sendo investigados. 

MMP -2 pode auxiliar na modificação dos receptores glicoprotéicos GPIIb/IIIa e 
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GPIb/V/IX. Por outro lado, o efeito antiagregatório da MMP -9 parece estar 

relacionado a alterações no transporte de fluídos na membrana das plaquetas, 

inibição da ativação de fosfolipase C, seguido da inibição da ativação de 

proteinaquinase C, inibição da mobilização intracelular de Ca+ e formação de 

TXA2. MMP -9 também está relacionada à trombopoiese. Embora o mecanismo 

de formação das plaquetas seja basicamente mediado pela trombopoietina, a 

MMP -9 têm sido relacionada com a migração de megacariócitos in vitro e 

liberação das plaquetas (Choi21, 2008; Santos-Martínez83, 2008; Villeneuve103, 

2009). 

2.4. Drogas antiplaquetárias 

Há grande interesse na modulação da atividade plaquetária nas alterações 

vasculares, especialmente cardiovasculares. Para isso, drogas antiplaquetárias que 

são comumente usadas para a prevenção da doença tromboembólica, tais como 

infarto do miocárdio, isquemia cerebral e insuficiência arterial periférica têm sido 

utilizadas. Apesar do esforço considerável para identificar mais potentes agentes 

inibidores de plaquetas, o ácido acetilsalicílico (aspirina) é o mais comumente 

utilizado, embora se possa também prescrever outros agentes orais, como 

ticlopidina, clopidogrel, ou dipiridamol, ou drogas antiplaquetárias intravenosas, 

como abciximab ou eptifibatibe (Bennett10, 2001; Schomig85, 1996). 

2.4.1. Aspirina 

A aspirina tem sido utilizada para prevenir trombose arterial tanto em 

pacientes saudáveis como em pacientes com angina pectoris estável. Estudos 

clínicos demonstram a eficácia da aspirina na prevenção secundária de trombose 

em pacientes com doença aterosclerótica estabelecida (Bennett10, 2001). Em 

situações de emergência, sua administração está recomendada para os pacientes 

que apresentarem infarto agudo do miocárdio, eventos cérebro-vasculares não-

hemorrágicos e eventos vasculares periféricos, a menos que exista alguma contra-

indicação como alergia ou sangramento (Brennan15, 2007). Os efeitos colaterais 

principais são intolerância do trato gastrointestinal superior, incluindo 
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sangramento e um pequeno aumento no número de acidente vascular cerebral 

hemorrágico. Existe uma relação dose-resposta para ambas as complicações, que 

podem ser minimizadas, mas não eliminadas, pela administração de doses de 

aspirina menos efetivas (Bennett10, 2001). 

A aspirina inativa irreversivelmente a atividade da enzima COX-1 e, 

consequentemente, a síntese de TXA2 (Figura 4), por difusão através da 

membrana das plaquetas. O efeito inibidor de COX-1 também ocorre nas células 

endoteliais, impedindo a conversão do ácido araquidônico em PGI2. Assim, o 

efeito antiplaquetário da aspirina representa um balanço entre a inibição do TXA2 

nas plaquetas e a síntese de PGI2 pelas células endoteliais (Brennan15, 2007). A 

aspirina também modifica a atividade enzimática da ciclooxigenase-2 (COX-2), 

induzindo a produção de lipoxinas (de efeito anti-inflamatório) e inibindo a 

produção de prostanóides (em geral pró-inflamatórios); além de possivelmente 

inibir a atividade de NF-kB, fator de transcrição envolvido na expressão de 

diversos genes inflamatórios (Steinhbl95, 2007). De acordo com Van Dyke102 

(2007) e Serhan et al88 (2008), a habilidade da aspirina em limitar o tráfico de 

leucócitos ao sítio da inflamação, ainda não foi totalmente estabelecida. Nesta 

situação, a aspirina produz mediadores lipídicos antiinflamatórios endógenos, 

denominados lipoxinas desencadeadas pela aspirina. Esta nova classe de 

mediadores lipídicos atenua a inflamação do hospedeiro e sua ação envolve uma 

interação célula-célula entre células vasculares endoteliais ou epiteliais e 

leucócitos. Pela acetilação da COX-2, a aspirina redireciona a atividade catalítica 

da COX-2 para produzir a forma intermediária, 15R-HETE. Este produto é então 

convertido em 15-epi-LXA4 pela 5-lipoxigenase e denominado 15-epi-LXA4 

desencadeado pela aspirina (ATL). O ATL possui ação semelhante à lipoxina, 

porém parece ter uma maior duração, potência e resistir a desidrogenação in vivo. 

No periodonto, os efeitos da aspirina em diferentes doses (80 e 325 

mg/dia) afetou significativamente o sangramento à sondagem, e foi notada uma 

tendência (não significativa) de redução dos níveis de PGE2 e aumento de lipoxina 

A4 no fluido gengival com a maior dose de aspirina (Brennan15, 2007). O aumento 
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da prevalência de sangramento à sondagem com baixas doses de aspirina foi 

verificado por outros estudos clínicos de curta duração (Royzman81, 2004; 

Schrodi86, 2002); porém é interessante notar que um estudo caso-controle 

demonstrou significativamente menor perda de inserção em indivíduos que faziam 

uso de aspirina diariamente há pelo menos dois anos (Drouganis26, 2001), 

sugerindo que baixas doses de aspirina podem modular a progressão da doença 

periodontal. A via sistêmica de administração da aspirina parece importante para 

este efeito, uma vez que a aplicação tópica de 0.3% de ácido acetilsalicílico 

tamponado por meio de irrigação subgengival associada ao tratamento não-

cirúrgico não proporcionou qualquer benefício clínico em comparação à irrigação 

com água (Flemmig31, 1996). In vitro, baixa dose de aspirina (81 mg) foi capaz de 

inibir a agregação plaquetária induzida por Porphyromonas gingivalis, porém 

afetou apenas parcialmente a atividade das plaquetas (Whitaker112, 2007), o que 

pode indicar que a aspirina não inibiu a atividade da via de sinalização 

cGMP/PKG, considerada importante para a indução de secreção plaquetária por 

LPS (Schomig85, 1996). 

2.4.2. Derivados tienopiridínicos 

O ADP estimula a ativação plaquetária através da acoplação aos receptores 

P2Y1 e P2Y12, expressos na membrana das plaquetas. Embora a ligação do ADP 

aos dois receptores seja necessária para a completa agregação plaquetária, P2Y12, 

é o receptor predominante envolvido na estimulação da ativação plaquetária. A 

ligação do ADP ao receptor P2Y12 estimula a ativação do receptor GP IIb/IIIa, 

resultando em um aumento da degranulação plaquetária e produção de 

tromboxano, assim como um prolongamento da agregação plaquetária. 

Ticlopidina e clopidogrel são drogas que inibem indiretamente a agregação de 

plaquetas, e agem pela ligação covalente e irreversível dos seus metabólitos ativos 

aos receptores plaquetários P2Y12, expressos na membrana plaquetária e que tem 

como ligante o ADP (Figura -4). Inibem a agregação plaquetária e retração do 

coágulo, prolongando o tempo de sangramento. Substituem a aspirina nos casos 

de contra-indicação ou intolerância. A ticlopidina tem igual eficácia, porém, maior 
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freqüência de efeitos colaterais e custo elevado, limitando sua indicação 

(Bennett10, 2001; Wallentin111, 2009). 

A ticlopidina, em sua forma original, não é ativa, mas no fígado é 

metabolizada em elementos ativos, cujos níveis de pico são atingidos em 2 horas. 

Os efeitos colaterais como distúrbios gastrointestinais (náuseas e diarréia) e 

“rash” cutâneo, podem ocorrer em até 20% dos pacientes, levando à 

descontinuidade da droga. Os mais temidos, porém raros, são neutropenia severa, 

púrpura trombocitopênica trombótica, trombocitopenia, granulocitopenia 

reversível e anemia aplástica, e em geral, acontecem nos primeiros meses de uso. 

Deve-se, portanto, realizar hemograma antes de dar início ao tratamento. Se a 

droga for mantida por mais de 2 semanas, repetir a avaliação a cada 2 semanas 

nos primeiros 3 meses (Moraes63, 2006). 

Quando comparado com outros derivados tienopiridínicos, pouco se 

estudou sobre a farmacodinâmica da ticlopidina. A inibição plaquetária é dose-

dependente, mas pouco se sabe sobre a relação entre a concentração plasmática 

dos metabólitos ativos e o nível de inibição da atividade das plaquetas. A inibição 

plaquetária máxima ocorre de 3-4 dias após a administração de dose única em 

pacientes saudáveis. O retorno da função plaquetária ocorre de 3-4 dias após 

interrupção de doses diárias de 250 mg e de 11-13 dias após doses diárias de 500 

mg. A associação da administração de ticlopidina e aspirina aumenta a inibição da 

atividade plaquetária acima do nível da atividade das drogas individualmente 

(Wallentin111, 2009).  

Ticlopidina tem sido utilizada na prevenção secundária de trombose em 

pacientes com doença vascular estabelecida e concomitante com a aspirina, para 

prevenir trombose e eventos vasculares em pacientes com stents coronarianos 

implantados. Sua eficácia tem sido demonstrada em um grande número de estudos 

clínicos, no qual indicam que o tratamento com a combinação de aspirina e 

ticlopidina por 4 semanas após a implantação de stents coronariano é geralmente 
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superior ao tratamento exclusivo com aspirina ou outros anticoagulantes orais 

(Albiero3, 1997; Schomig85, 1996). 

A principal vantagem do clopidogrel em relação à ticlopidina é a maior 

tolerabilidade gastrointestinal e menor risco de neutropenia, apresentando eficácia 

semelhante na redução da trombose, porém seu preço elevado desencoraja o uso 

(Moraes63, 2006). 

O clopidogrel em sua forma original não é ativo e somente após ser 

metabolizado no fígado inicia sua atividade. Os níveis de pico são atingidos em 1 

hora após administração (Moraes63, 2006). Uma inibição plaquetária significativa 

ocorre de 1-2hs após administração de dose única de clopidogrel. Um nível 

máximo (30% de inibição plaquetária) é atingido com 4-5hs após administração 

de 300mg e é mantido por no mínimo 24hs. Este nível de inibição plaquetária é 

geralmente mantido até a interrupção do tratamento. A inibição da atividade 

plaquetária atinge os níveis anteriores ao tratamento, uma semana após a 

conclusão do tratamento. Muitos estudos, utilizando uma variedade de 

metodologias para análise da função plaquetária têm demonstrado que uma fraca 

resposta ao clopidogrel ocorre em 15-40% dos indivíduos. Pacientes com uma 

fraca resposta ao clopidogrel apresentam resposta similar para a duração do 

tratamento (Wallentin111, 2009). 

Sua utilização está indicada para a redução de eventos atero-trombóticos, 

em pacientes com história recente de acidente vascular-cerebral isquêmico, infarto 

agudo do miocárdio, ou com doença vascular periférica estabelecida (Bennett10, 

2001). 

Evidências comprovam que o clopidogrel reduz a expressão dos níveis 

séricos de marcadores inflamatórios (CD40L, proteína C-reativa e complexo 

leucócito-plaquetas) em pacientes com doença vascular isquêmica (Antonino7, 

2009; Muhlestein64, 2010; Steinhbl95, 2007). Através de um domínio lisina-

arginina-glutamato, o CD40L adere-se ao receptor GP IIb/IIIa, promovendo 

interação plaqueta-plaqueta e estabilidade do trombo. Desta forma, esta interação 



44 

 

age como um mediador da inflamação vascular, correlacionando os processos 

inflamatórios, aterosclerose e aterotrombose (Anand6, 2003). Como o clopidogrel 

não apresenta ação antiinflamatória conhecida, sugere-se que este benefício esteja 

relacionado a um efeito antiinflamatório indireto correlacionado a sua atividade 

antiplaquetária já estabelecida. 

Diener et al25 (2004) pesquisaram se associação da aspirina com o 

clopidogrel teria maiores benefícios que o tratamento com clopidogrel na 

prevenção de eventos vasculares com elevado risco de sangramento. Em um 

estudo randomizado, duplo-cego, comparou a administração de 75 mg/kg de 

aspirina em 7599 pacientes que já faziam tratamento prévio com 75 mg/kg de 

clopidogrel. A duração do tratamento e acompanhamento dos pacientes foi de 18 

meses. A associação de aspirina e clopidogrel em pacientes de alto risco com 

história recente de infarto isquêmico não promoveu uma diferença estatística na 

redução de eventos vasculares, entretanto, o risco de sangramento aumentou 

significantemente com a adição da aspirina.  

Ma et al.59 (2001) avaliaram o efeito de drogas antiplaquetárias na 

cicatrização de úlcera gástrica em ratos. Mesmo a aspirina e a ticlopidina tendo 

inibido a ativação plaquetária, apenas a ticlopidina foi capaz de retardar a 

cicatrização, a angiogênese, a proliferação de células endoteliais e induzir 

apoptose celular, através da modulação dos níveis séricos de VEGF e endostatina 

e sua liberação pelas plaquetas. Sibilia et al.89 (2007) estudaram o efeito do 

tratamento agudo e crônico com ticlopidina na integridade da mucosa gástrica em 

ratos controle e submetidos a úlcera gástrica experimental. A ticlopidina não 

afetou a integridade da mucosa gástrica após o tratamento agudo ou crônico, 

porém quando administrada após o estabelecimento da úlcera gástrica, produziu 

um atraso um atraso na cicatrização da mucosa gástrica. Perini et al.71 (2005) 

mostraram que o tratamento com ticlopidina aumenta os níveis plaquetários e 

séricos de endostatina e diminui a liberação de VEGF.  
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Apoptose, ou morte celular programada, é um processo irreversível, ativo 

e seletivo de deleção celular fisiológica que apresenta como característica 

bioquímica principal a fragmentação da cromatina. Uma grande variedade de 

sinais extrínsecos pode estar associados a este processo, incluindo a citotoxicidade 

de algumas drogas, particularmente antiinflamatórios não-esteroidais. Foi 

demonstrado que o clopidogrel induz apoptose de células microvasculares 

endoteliais in vitro (Mauro57, 2004). Outro estudo, também demonstrou que a 

ticlopidina inibe o crescimento celular endotelial e provoca alterações em sua 

morfologia (Piovella73, 1984). 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4- Mecanismo de ação da Asp, Clo e Tic sobre as plaquetas. 
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3.1. Hipótese 

Os mediadores biológicos secretados pelas plaquetas têm importante papel 

no processo de reparo após a remoção da agressão microbiana. O presente 

trabalho aventa a hipótese de que drogas inibidoras da ativação de plaquetas 

podem alterar o processo de reparo do periodonto após indução de periodontite 

experimental. 

 

3.2. Objetivo geral 

Avaliar se a administração das drogas antiplaquetárias, Asp, Clo e Tic, 

podem alterar o processo de reparo após a remoção da agressão ao tecido 

periodontal. 

 

3.3. Objetivos específicos 

3.3.1. Avaliar o efeito da administração de Asp, Clo e Tic sobre a quantidade 

de plaquetas e leucócitos circulantes no sangue (WBC) 

3.3.2. Avaliar o efeito da administração da Asp, Clo e Tic sobre a expressão 

de citocinas pró-inflamatórias durante a progressão da doença periodontal 

experimental 

 A avaliação da expressão de interleucina- 6 (IL-6), TNF-α e TXA2 foi 

realizada através de ensaio imunoenzimático ELISA. 

3.3.3. Avaliar o efeito da administração de Asp, Clo e Tic sobre o processo de 

reparo da doença periodontal experimental 

A avaliação da reparação da periodontite experimental foi realizada através de: 

- Análise dos parâmetros clínicos dos animais utilizados. 

-Avaliação histológica descritiva em cortes corados com Hematoxilina e Eosina 

(H&E), Tricrômico de Masson e Picrossirius Red. 

U 
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- Análise da expressão, atividade específica e co-localização de MMP -2 e -9 

através de zimografia in situ e zimograma. 

- Avaliação da distância da junção cemento-esmalte à crista óssea alveolar (JCE-

COA) e do teto da furca à crista óssea alveolar (TF-COA). 

- Avaliação da área e do volume do defeito ósseo formado no osso alveolar na 

região de primeiro molar inferior. 

- Estereometria do tecido ósseo alveolar através de microtomografia 

computadorizada (µCT). 
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4. Material e Método 

4.1. Animais 

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comitê de Ética de 

Experimentação Animal da Faculdade de Odontologia de Araraquara (Proc. 

CEEA n˚ 08/2008- ANEXO-1) e realizado de acordo com as normas do Colégio 

Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA). 

Foram utilizados ratos (Rattus norvergicus albinus, Holtzman), machos, 

com peso médio de 250-300 gramas provenientes do Biotério Central da UNESP, 

Campus de Araraquara. Os animais foram aleatoriamente separados em grupos de 

igual número e mantidos em gaiolas de polipropileno em um ambiente com 

temperatura controlada (21±1oC), umidade (65-75%) e ciclos de luz (12h claro-

12h escuro) e alimentados com água e ração ad libitum. 

4.2. Avaliação da ação da Asp, Clo e Tic sobre a quantidade de plaquetas e 

leucócitos no sangue 

Foram utilizados 20 ratos distribuídos aleatoriamente em 4 grupos de 5 

animais cada, os quais foram tratados com Asp (30 mg/kg; Sigma- Aldrich; 

EUA), Clo (75 mg/kg; Sanofi-Aventis; EUA) e Tic (300 mg/kg; Sigma- Aldrich; 

EUA). Os ratos do grupo controle foram tratados com solução de NaCl 0.9%. 

Estas drogas foram administradas intragastricamente (gavagem) e diariamente, 

por 15 dias, em dosagens com capacidade de inibir agregação plaquetária e a 

formação de trombo em ratos8,54,84,97,109-110. 

Após o período experimental os animais foram submetidos à anestesia 

geral através de injeção intra-peritoneal de 0,08 ml/100g de peso corporal de 

ketamina (Francotar®, Virbac, São Paulo, Brasil) e 0,04 ml/100g de peso corporal 

de Cloridrato de Xilazina (Virbaxil®, Virbac, Brasil). Após a anestesia geral, 3 ml 

de sangue foram coletados através de punção cardíaca com auxílio de um tubo a 

vácuo (VACUETTE ®, Greiner) com anticoagulante k3EDTA e os animais 

sacrificados. A contagem de plaquetas e leucócitos foi realizada em um contador 

U 
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eletrônico T.890 (COULTER ®) em até 2 horas após a coleta, a fim de evitar a 

eventual ou possível agregação plaquetária. 

4.3. Avaliação da ação da Asp, Clo e Tic sobre a expressão de citocinas pró-

inflamatórias durante a progressão da doença periodontal experimental 

 Com o objetivo de avaliar a ação das drogas antiplaquetárias sobre alguns 

parâmetros inflamatórios da doença periodontal, 25 ratos foram distribuídos 

aleatoriamente em 5 grupos de 5 animais cada. Um grupo controle e quatro 

submetidos à indução de periodontite experimental, os quais foram tratados com 

solução de NaCl 0.9%, Asp (30 mg/kg; Sigma-Aldrich; EUA), Clo (75 mg/kg; 

Sanofi-Aventis; EUA) e Tic (300 mg/kg; Sigma-Aldrich; EUA). Estas drogas 

foram administradas intragastricamente (gavagem) e diariamente, por 15 dias, 

uma vez ao dia.  

4.3.1. Indução da doença periodontal experimental 

Inicialmente os animais foram submetidos à anestesia geral através de 

injeção intra-peritoneal de 0,08 ml/100g de peso corporal de ketamina 

(Francotar®, Virbac, São Paulo, Brasil) e 0,04 ml/100g de peso corporal de 

Cloridrato de Xilazina (Virbaxil®, Virbac, Brasil). Após anestesia geral, os 

animais foram posicionados em mesa operatória apropriada (Figura 5), para 

permitir uma manutenção adequada de abertura bucal dos ratos, facilitando o 

acesso aos dentes da região posterior da mandíbula. Com o auxílio de 

instrumental adequado, um fio de algodão estéril n°30 foi posicionado na região 

de sulco gengival ao redor dos primeiros molares inferiores dos lados direito e 

esquerdo (Figura 6 A e B). Esta ligadura atuou como irritante gengival na indução 

da resposta inflamatória, favorecendo o acúmulo de placa bacteriana e assim, 

representando de forma apropriada a situação clínica da doença periodontal em 

humanos11,38,42-43,64-65,82. 
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FIGURA 5- Posicionamento dos animais em mesa operatória apropriada, para 
permitir uma manutenção adequada de abertura bucal dos ratos, facilitando o 
acesso aos dentes da região posterior da mandíbula. 

A B  

FIGURA 6 (A e B)- Com o auxílio de instrumental adequado, um fio de algodão 
estéril n°30 foi posicionado ao redor do primeiro molar inferior dos lados direito e 
esquerdo para indução da doença periodontal experimental. 

 

Após o período experimental, os animais foram sacrificados por 

aprofundamento anestésico e o tecido gengival ao redor do primeiro molar das 

hemi- mandíbulas direita e esquerda foram coletados para determinação da 

expressão de TNF-α, IL-6 e TXA2 através de ensaio imunoenzimático de ELISA.  

 

4.3.2. Determinação da expressão de TNF-α, IL-6 e TXA2 

 A dosagem de proteínas totais nos homogenatos foi realizada de acordo 

com o método de Bradford (BioRad, EUA), utilizando-se como padrão uma curva 

de albumina diluída em água destilada com concentrações compreendidas entre 

2,5 e 50 ug/ml (em duplicata). As amostras foram devidamente diluídas em água 

destilada e para cada µl de padrão ou amostra, foram adicionados 50 µl do 
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reagente Comassie Blue. pós incubação de 5 minutos, a temperatura ambiente, as 

leituras de absorbância foram realizadas a 595 nm. A determinação das 

concentrações das citocinas pró-inflamatórias foi realizada seguindo 

rigorosamente as recomendações fornecidas pelo fabricante dos Kits (Biosource). 

 

4.4. Avaliação da ação da Asp, Clo e Tic sobre o processo de reparo dos 

tecidos periodontais após a indução de periodontite experimental 

Para avaliação da ação da Asp, Clo e Tic sobre o processo de reparo dos 

tecidos periodontais foram utilizados 72 animais distribuídos em 6 grupos de 12 

ratos cada (1 grupo controle e 5 grupos submetidos à indução da doença 

periodontal). 

Grupo 1 (controle) – Os ratos deste grupo não foram submetidos à indução da 

doença periodontal experimental ou indução do reparo dos tecidos periodontais e 

foram tratados diariamente com solução salina (NaCl 0.9%), via gavagem, por um 

período de 15 dias. 

Grupo 2 – Os ratos foram submetidos à indução da doença periodontal 

experimental por um período de 15 dias e tratados diariamente com solução salina 

(NaCl 0.9%) por gavagem. 

Grupos 3, 4, 5 e 6 – Os animais destes grupos foram submetidos à indução da 

doença periodontal experimental por um período de 15 dias. No 16o dia as 

ligaduras foram removidas para permitir o reparo dos tecidos periodontais. 

Durante todo o período de reparação, os grupos de animais foram tratados via 

gavagem, diariamente, uma vez ao dia, com: Solução Salina (NaCl 0.9%), Asp 

(30 mg/kg; Sigma-Aldrich; EUA), Clo (75 mg/kg; Sanofi-Aventis; EUA) ou Tic 

(300 mg/kg; Sigma-Aldrich; EUA) respectivamente, perfazendo-se um período 

experimental de 30 dias (Figura 7). 
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FIGURA 7- Esquema mostrando o delineamento experimental desde a indução 
até a fase de reparação, nos ratos tratados com Asp, Clo e Tic.  

 

4.5. Obtenção das amostras e delineamento experimental 

- Avaliação histológica 

No momento do sacrifício dos animais, as hemi- mandíbulas do lado 

direito de 6 animais por grupo foram removidas para análise histológica. As peças 

foram fixadas em formol tamponado a 10% durante 24h, e então desmineralizadas 

em solução de EDTA (0.5M, pH 7.8) a temperatura ambiente durante 2-3 meses 

(com troca da solução 3x/semana), para posterior inclusão em parafina. Cortes 

seriados de 5 µm de espessura foram obtidos na direção vestíbulo-lingual, 

montados em lâminas de vidro e corados com Hematoxilina & Eosina (H&E), 

Tricrômico de Masson e Picrossirius Red para análise descritiva do processo de 

doença periodontal e reparação dos tecidos periodontais. 
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- Análise da expressão e atividade das Metaloproteinases de matriz (MMP’s) 

2 e 9 

- ZIMOGRAFIA IN SITU 

Para ilustração da localização específica das gelatinases (MMP -2 e -9) 

diretamente no tecido, as amostras do tecido gengival em torno do primeiro molar 

da hemi- mandíbula esquerda de 5 animais por grupo foram removidas e 

congeladas em posição vertical em OCT (Tissue-Tek Optimal cutting 

temperature) (Figura 8 A, B e C). 

A B C

 

FIGURA 8- Congelamento das amostras do tecido gengival de 5 animais por 
grupo em OCT (Tissue-Tek Optimal cutting temperature) (A). O tecido gengival é 
inserido em posição vertical no OCT (B) e levado a banho-maria em um becker 
com acetona dentro de um recipiente com nitrogênio líquido (C). 

O material foi acondicionado em freezer à -80°C, até ser transferido para a 

câmara de um micrótomo criostato à -20°C, para a realização de cortes 

transversais de 6 µm de espessura em lâminas silanizadas. 

Inicialmente as lâminas foram acomodadas em câmara úmida. Para cada 

corte analisado foram utilizados: 2 uL de Dq Gelatin (1mg\ml) (EnzChek 

Gelatinase\Collagenase; Assay Kit, E12055; Invitrogen Molecular Probes)- 18 uL 

de Tris HCl (50mM)+ CaCl2 (10mM). Foram aplicados 20 µL da solução em cada 

corte à temperatura ambiente e isolados da luz durante 1 hora, sendo os cortes em 

seguida lavados 3 vezes com PBS e fixados com paraformaldeído a 4% 

tamponado (PFA) durante 10 min. Após 3 lavagens com PBS, as secções foram 
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então encubadas com anticorpo primário específico para MMP 2 e 9 na diluição 

de 1:1000 em PBS por uma hora e em seguida lavadas 3 vezes com PBS e 

encubadas por uma hora com o anticorpo secundário (RODAMINA; Sigma- 

Aldrich; EUA) na diluição de 1:200 em PBS. A análise das lâminas foi realizada 

em microscopia de fluorescência (Leica Imaging Systems Ltda.) e as imagens 

capturadas no aumento de 10X. A atividade proteolítica no tecido gengival foi 

detectada na fluorescência verde, o que indica quebra do substrato. Para co-

localização da expressão das metaloproteinases 2 e 9, foi utilizada a fluorescência 

vermelha. Fenantrolina 1 mM, PMSF 1 mM e Fenantrolina+PMSF foram 

utilizados para confirmar a atividade das metaloproteinases no tecido gengival. 

 

- ZIMOGRAMA 

Esta técnica foi realizada para o estudo da atividade das MMP’s -2 e -9 

secretadas durante o processo de reparo dos tecidos periodontais. 

O tecido gengival removido em torno do primeiro molar esquerdo de 7 

animais por grupo foi pesado, colocado em um tubo único de polipropileno, com 

um tampão de extração de proteína (0,438g NaCl 0,15M + 0,0735g CaCl2 + 25ųl 

Brij 0,1% + 250 ųl NEM, PMSF e fenantrolina + 50ml TrisHCl pH 7,4) na 

proporção de 0,08g de gengiva para 500 ųl de tampão Brij. Essas amostras foram 

incubadas por 16 horas a 4 ْC e posteriormente centrifugadas a 1000 rpm por 15 

minutos a - 4 ْC. O sobrenadante, contendo as proteínas secretadas, foi coletado e 

estocado a -80 ْC. 

Os zimogramas foram realizados conforme descrito por Silva et al 200190. 

Cerca de 30ug de proteína total foi homogeneizado em tampão de amostra não-

redutor (2%) contendo 4% de SDS, 125 mM de Tris- HCl pH 6,8, 20% de glicerol 

e 0,01% azul de bromofenol. As proteínas foram separadas eletroforeticamente 

em gel de SDS- PAGE a 7%, copolimerizado com 375 ųl de gelatina (Sigma) 

como substrato, em tampão contendo 0,125 M de Tris Base, 72g de glicina e 5g 

de SDS. Após a eletroforese, os géis foram lavados, sob agitação suave a 24 ْC, 
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em 2 banhos de 30 minutos cada em solução aquosa de Triton-X100 a 2% (Gibco 

Life Technologies BRL, EUA) para remoção do SDS e retorno da conformação 

natural das MMP’s. Em seguida, os géis foram incubados em tampão de ativação 

contendo 50 mM de Tris- HCl pH 7,4 e 5 mM de CaCl2 em estufa a 37 ْC por 18 

horas. A atividade gelatinolítica foi detectada após coloração com Comassie Blue 

G- 250 0,05% (BioRad) e remoção do excesso de corante com solução aquosa de 

metanol 25% e ácido acético 7%. 

Os géis foram digitalizados em scanner (GS 700) e a densitometria óptica 

das bandas foi realizada pelo software (Image J), sendo as bandas claras a 

representação do local de degradação do substrato gelatina pelas MMP’s. 

 

- Microtomografia computadorizada (µCT)  

No momento do sacrifício dos animais as hemi- mandíbulas do lado 

esquerdo de 5 animais por grupo foram removidas para análise por 

microtomografia computadorizada. Essas peças foram fixadas e mantidas em 

formol tamponado a 10% até o momento da análise, que foi realizada pela 

varredura de feixe de raios-X em um sistema de microtomografia 

computadorizada (Skyscan, Aartselaar, Bélgica, 2003). Cada 28 scan (varredura) 

foi reconstruído em uma matriz de 18x18x18 µm e as imagens tridimensionais 

foram geradas para cada amostra. Estas imagens foram rotacionadas em uma 

orientação-padrão e foi estabelecido um limite de contraste para distinguir tecidos 

mineralizados de não-mineralizados utilizando os softwares CTan\CTvol 

(Skyscan, Aartselaar, Bélgica, 2003). A região de interesse (ROI) foi determinada 

medindo-se a área a partir de uma altura de 3 mm apicalmente a partir da junção 

cemento-esmalte em torno da coroa do primeiro molar inferior para determinação 

da fração deste volume ocupada por tecido ósseo e com o auxílio dos programas 

CTan e CTvol as seguintes análises foram realizadas: percentual de volume do 

defeito ósseo, densidade de superfície óssea (BS/TV), média da área do defeito 

ósseo, espessura (Tb.Th), separação (Tb.Sp), número (Tb.N) e diâmetro das 
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trabéculas ósseas (Tb.Dm). As amostras foram processadas e analisadas no 

Laboratório da Embrapa Instrumentação Agropecuária em São Carlos- São Paulo. 

As imagens radiográficas obtidas pela varredura de feixe de raios-X foram 

utilizadas para mensurações das medidas lineares (em mm) da JCE-COA e TF-

COA dos primeiros molares inferiores do lado esquerdo (Figura-9). As medidas 

lineares foram realizadas com auxílio do software UTHSCSA ImageTool versão 

3.0. 

 
FIGURA 9- Imagem radiográfica utilizada para mensuração das medidas lineares 
(em mm) da JCE-COA e TF-COA. 
 

4.6. Análise Estatística 

A comparação das variáveis quantitativas da análise foi realizada com a 

análise de variância de um critério (ANOVA one way) e pós-teste de Tukey. O 

nível de significância adotado em todas as análises foi de 5%. Todos os cálculos 

foram realizados utilizando-se o software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad 

Software, Inc. San Diego- USA). 
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5. Resultado 

5.1. Avaliação do peso e aspectos gerais dos animais 

 Durante o período de indução da doença e do reparo dos tecidos 

periodontais, os animais não apresentaram alterações clínicas visíveis. A pelagem 

manteve-se com aspecto de normalidade e não foram encontradas lesões na pele e 

na mucosa bucal. Os ratos foram pesados semanalmente e apresentaram ganho de 

peso dentro dos padrões de normalidade, excetuando-se os ratos tratados com Tic, 

que tiveram menor ganho de peso, apesar de não haver significância estatística 

(Figura 10 A e B). 
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FIGURA 10A- Variação do peso corporal (g) dos ratos controle e submetidos à 
periodontite após 15 dias da instalação da ligadura. Não houve variação 
significativa entre os pesos dos animais envolvidos. Valores expressos em média 
± desvio padrão. 
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10B) 

 

FIGURA 10B- Variação do peso corporal (g) dos ratos no primeiro dia e 15 dias 
após a retirada da ligadura. Os animais foram tratados com solução de NaCl 0.9%, 
Asp (30 mg/kg), Clo (75 mg/kg) e Tic (300 mg/kg). Os ratos tratados com Tic 
tiveram tendência de menor ganho de peso (p>0.05) em relação aos demais 
grupos. Valores expressos em média ± desvio padrão. 
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5.2. Avaliação da quantidade de plaquetas e leucócitos circulantes no sangue 

de ratos tratados com Asp, Clo e Tic 

 Após 15 dias de tratamento com drogas antiplaquetárias não foram 

observadas alterações no número de plaquetas circulantes no sangue dos animais 

(Figura 11). Os ratos tratados com 30 mg/kg de Asp apresentaram aumento 

significativo no número de leucócitos circulantes (p<0.05) (Figura 12). 

 

FIGURA 11- Quantidade de plaquetas circulantes dos ratos tratados com solução 
de NaCl 0.9%, Asp (30 mg/kg), Clo (75 mg/kg) e Tic (300 mg/kg), via gavagem, 
durante 15 dias. Não houve alterações no número de plaquetas após os respectivos 
tratamentos. Valores expressos em média ± desvio padrão (p>0.05). 

 

FIGURA 12- Quantidade de leucócitos circulantes dos ratos tratados com solução 
de NaCl 0.9%, Asp (30 mg/kg), Clo (75 mg/kg) e Tic (300 mg/kg), via gavagem, 
durante 15 dias. Verificar que houve significante aumento do número de 
leucócitos em relação aos demais tratamentos. Valores expressos em média ± 
desvio padrão (* p<0.05 vs NaCl; ** p<0.001 vs Clo e Tic). 
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5.3. Análise da expressão das citocinas pró-inflamatórias: TNF-α, IL-6 e 

TXA2 no tecido gengival da região de primeiro molar inferior, após indução 

de periodontite experimental. 

 

 Os animais submetidos à indução da doença periodontal experimental 

apresentaram significativo aumento na expressão das citocinas pró-inflamatórias: 

TNF-α (p<0.0001), IL-6 (p<0.001) e TXA2 (p<0.001) quando comparado ao 

grupo controle. O tratamento com as drogas antiplaquetárias durante o 

desenvolvimento de periodontite experimental induziu significante diminuição na 

expressão de TNF-α (p<0.0001) e IL-6 (p<0.001). A expressão de TXA2 diminuiu 

significativamente (p<0.0001) quando os animais foram tratados com Asp e Tic, 

porém não foi alterada pelo tratamento com Clo (Figuras 13, 14 e 15). 

 

FIGURA 13– Expressão de TNF-α em picograma por miligrama de proteína 
(pg/mg prot.). Verificar aumento da expressão na periodontite e redução 
significativa quando os animais foram tratados com Asp, Clo e Tic (*p<0.0001 vs 
P+NaCl). Valores expressos em média ± desvio padrão. 

 

P+NaCl 
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FIGURA 14– Expressão de IL-6 em picograma por miligrama de proteína (pg/mg 
prot.). Verificar aumento da expressão na periodontite e diminuição significativa 
quando os animais foram tratados com Asp, Clo e Tic. (*p<0.001 vs P+NaCl). 
Valores expressos em média ± desvio padrão. 

 

 

FIGURA 15– Expressão de TXA2 em picograma por miligrama de proteína 
(pg/mg prot.). Verificar um aumento da expressão na periodontite e diminuição 
significativa quando os animais foram tratados com Asp e Tic. (#p<0.0001 e 
*p<0.001 vs P+NaCl). Valores expressos em média ± desvio padrão. 
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5.4. Análise Histológica 

5.4.1. Controle 

 Os cortes histológicos do primeiro molar inferior direito dos ratos do 

grupo Cont apresentavam gengiva da face vestibular com sua porção bucal 

recoberta por epitélio pavimentoso estratificado paraceratinizado. A porção 

sulcular encontrava-se recoberta por epitélio pavimentoso estratificado não 

ceratinizado. Sua espessura apresentava número menor de células epiteliais 

quando comparado ao epitélio bucal. Em continuidade ao epitélio sulcular, 

observava-se o epitélio juncional, caracterizado por se apresentar com células 

epiteliais frouxamente arranjadas. O córion gengival subjacente ao epitélio 

caracterizava-se pela presença de tecido conjuntivo fibroso composto por densos 

feixes de fibras colágenas entremeado por células fusiformes sugerindo serem 

fibroblastos. Foi comum observar, mais precisamente próximo ao epitélio 

juncional, esparsas células mononucleares redondas sugerindo células 

inflamatórias. Havia presença de figuras vasculares de diversos calibres. Em 

continuidade ao tecido gengival observava-se o osso alveolar composto por 

inúmeros osteócitos. 

 O tecido ósseo apresentava mineralização dentro da normalidade e 

próximo à sua superfície observavam-se células redondas e globosas com 

características de osteoblastos. Era possível observar esparsos osteoclastos. Entre 

o tecido ósseo e o cemento que recobria a superfície dentária havia o ligamento 

periodontal que apresentava figuras vasculares de diversos calibres, fibras 

colágenas dispostas dentro da normalidade e inúmeras células fusiformes 

(fibroblastos) (Figura 16 A, B, C e D). 
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FIGURA 16- Corte histológico da região de primeiro molar inferior direito dos 
animais do grupo Cont. (A) H&E. Aumento 40X. (B) Tricrômico de Masson. 
Aumento 100X. (C) H&E. Aumento 100x. (D) Picrossirius Red. Aumento 100X. 
É possível observar gengiva vestibular e lingual, dente, ligamento periodontal e 
osso alveolar dentro dos aspectos de normalidade. 
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5.4.2. Doença Periodontal 

 

 Os cortes histológicos do primeiro molar inferior direito dos ratos 

submetidos à indução da doença periodontal apresentavam gengiva da face 

vestibular com tecido epitelial desorganizado e desestruturado, não sendo possível 

diferenciar às porções bucal, sulcular e juncional (Figura 17A). O córion gengival 

subjacente ao epitélio caracterizava-se por tecido conjuntivo desorganizado, 

composto por feixes de fibras colágenas entremeados por escassas células 

fusiformes ou estreladas (fibroblastos), intenso infiltrado inflamatório composto 

por células polimorfo e mononucleares e abundância de figuras vasculares de 

calibres variados (Figura 17B). 

 Em continuidade ao tecido gengival observava-se o osso alveolar 

composto por inúmeros osteócitos e extensas áreas de reabsorção vertical e 

horizontal. Próximo a superfície do tecido ósseo observava-se células redondas 

com característica de osteoblastos. Presença de grande quantidade de osteoclastos 

próximo às áreas de reabsorção (Figura 17C). 

 Entre o tecido ósseo e o cemento que recobria o dente havia o ligamento 

periodontal que apresentava figuras vasculares de diversos calibres, fibras 

colágenas e inúmeras células fusiformes (fibroblastos) (Figura 17 D, E e F). 
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FIGURA 17- Fotomicrografia da região de primeiro molar inferior direito dos 
animais submetidos à indução da doença periodontal por um período de 15 dias. 
(A) H&E. Aumento 40X. (B) Tricrômico de Masson. Aumento 100X. Verificar a 
desestruturação gengival, presença de intenso infiltrado inflamatório e reabsorção 
óssea vertical e horizontal. (C) H&E. Aumento 200X. Verificar a presença de 
células multinucleadas de reabsorção óssea (osteoclastos). (D) Tricrômico de 
Masson. Aumento 100X. Observar figuras vasculares de diversos calibres. (E) 
H&E. (F) Picrossirius Red. Aumento 100X. Observar desorganização das fibras 
de colágeno. 
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5.4.3. Reparação 

 

 Após 15 dias de remoção da ligadura, observava-se reparação das porções 

epiteliais bucal, sulcular e juncional da gengiva. As características morfológicas 

apresentavam-se semelhantes às observadas no grupo controle. As imagens 

sugeriam ausência de adesão do epitélio juncional à superfície do elemento 

dentário. O córion gengival apresentava-se fibroso e era possível observar a 

persistência de células inflamatórias mononucleares entremeadas com grande 

quantidade de células fusiformes e presença de pequenas figuras vasculares. 

 Era possível observar reparação óssea tanto vertical quanto horizontal, 

caracterizada por apresentar grande quantidade de osteoblastos de morfologia 

característica, adjacente a áreas de mineralização em continuidade a linha de 

reversão. Porém, o osso alveolar não havia retornado às configurações observadas 

no grupo controle. Havia plena reparação de parte do ligamento periodontal e 

retorno da inserção das fibras colágenas entre o osso e o cemento radicular 

(Figura 18 A, B, C, D, E e F). 
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FIGURA 18- Fotomicrografia da região de primeiro molar inferior direito dos 
animais após a remoção da ligadura e conseqüente indução da reparação dos 
tecidos periodontais por um período de 15 dias. (A) H&E. (B) Tricrômico de 
Masson. Aumento 40X. (C) H&E. (D) Tricrômico de Masson. Aumento 100X. 
(E) H&E. (F) Picrossirius Red. Aumento 100X. Verificar reparação do tecido 
gengival, reparo ósseo vertical e horizontal e organização das fibras de colágeno. 
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 Durante o período de reparação, os animais submetidos ao tratamento com 

Asp e Clo apresentavam características morfológicas do epitélio semelhantes às 

do Cont. Os cortes histológicos sugeriam ausência de adesão do epitélio juncional 

à superfície do esmalte. Os ratos submetidos ao tratamento com Tic apresentavam 

ausência de reparação das porções epiteliais bucal, sulcular e juncional. O tecido 

epitelial apresentava-se desorganizado e desestruturado. As imagens sugeriam 

ausência de adesão de células do tecido epitelial. Em todos os grupos de 

tratamento, o córion gengival apresentava-se reparado e caracterizado por um 

aumento da quantidade de feixes de fibras colágenas. Era possível observar uma 

diminuição do infiltrado de células inflamatórias mononucleares entremeadas com 

grande quantidade de células fusiformes nos animais tratados com Asp, porém no 

grupo submetido ao tratamento com Clo e Tic, observava-se a persistência de 

discreto infiltrado inflamatório, caracterizado por células inflamatórias 

mononucleares. Em todos os grupos de tratamento observava-se presença de 

figuras vasculares de calibre variado. Presença de reparação óssea vertical e 

horizontal, com o tecido ósseo caracterizado por apresentar grande quantidade de 

osteoblastos adjacente à matriz óssea neoformada, composta por uma matriz óssea 

adjacente a linhas de reversão bem definidas. Porém, em todos os grupos, o osso 

alveolar não retornou às configurações observadas no grupo da reparação tratado 

com solução de NaCl 0.9%. Havia pleno reparo do ligamento periodontal, com 

retorno da inserção das fibras entre o osso e o cemento (Figuras 19 A, B, C, D, E 

e F; 20 A, B, C, D, E e F e 21 A, B, C, D, E, F e G). 
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FIGURA 19- Fotomicrografia da região de primeiro molar inferior direito dos 
animais após a remoção da ligadura, indução do reparo dos tecidos periodontais e 
tratamento com Asp por um período de 15 dias. (A) H&E. (B) Tricrômico de 
Masson. Aumento 40X. (C) H&E. (D) Tricrômico de Masson. Aumento 100X. 
(E) H&E. (F) Picrossirius Red. Aumento de 100X. Verificar características 
morfológicas do epitélio semelhantes às do grupo Cont, diminuição do infiltrado 
inflamatório, reparo do tecido ósseo e organização das fibras de colágeno.  
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FIGURA 20- Fotomicrografia da região de primeiro molar inferior direito dos 
animais após a remoção da ligadura, indução do reparo dos tecidos periodontais e 
tratamento com Clo por um período de 15 dias. (A) H&E. (B) Tricrômico de 
Masson. Aumento 40X. (C) H&E. (D) Tricrômico de Masson. Aumento 100X. 
(E) H&E. (F) Picrossirius Red. Aumento de 100X. Verificar reparo do tecido 
epitelial e ósseo, porém, sem retorno às configurações observadas no grupo Cont, 
persistência de discreto infiltrado inflamatório e organização das fibras de 
colágeno.  
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FIGURA 21- Fotomicrografia da região de primeiro molar inferior direito dos 
animais após a remoção da ligadura, indução do reparo dos tecidos periodontais e 
tratamento com Tic por um período de 15 dias. (A) H&E. (B) Tricrômico de 
Masson. Aumento 40X. (C) H&E. (D) Tricrômico de Masson. Aumento 100X. 
(E) H&E. Aumento 100X. (F) Tricrômico de Masson. Aumento 400X. (G) 
Picrossirius Red. Aumento de 100X. Verificar ausência de reparo das porções 
epiteliais bucal, sulcular e juncional, persistência de infiltrado inflamatório, 
organização das fibras de colágeno e reparo ósseo vertical e horizontal, porém 
sem retornar às configurações observadas no grupo submetido ao tratamento com 
solução de NaCl 0.9%. 
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5.5. Análise da expressão e atividade específica das metaloproteinases de 

matriz -2 e -9 

 Para mensuração dos níveis de MMP -2 e -9 nos tecidos gengivais foram 

realizados géis de eletroforese copolimerizados com gelatina. A figura 22A 

representa um gel de zimograma com os pesos moleculares das bandas de MMP -

2. Observa-se que não houve alterações nos níveis de expressão das isoformas de 

MMP -2 de 75 e 72 KDa entre os grupos experimentais (p>0.05) (Figura 22 B e 

C). Os ratos submetidos à indução da doença periodontal apresentaram maior 

expressão de MMP -2 ativa (64 KDa) em relação aos outros grupos analisados 

(p<0.05). Na reparação da doença periodontal ocorreu uma diminuição desta 

expressão que não foi alterada pelo tratamento com as drogas antiplaquetárias 

(Figura 22D). Atividade gelatinolítica in situ foi realizada para co-localização da 

atividade de MMP -2 no tecido gengival dos animais e observa-se que esta se 

apresenta localizada no tecido conjuntivo (Figura 23). 
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FIGURA 22- (A) Gel de poliacrilamida a 7% copolimerizado com 1,6 mg/ml de 
gelatina para mensuração dos níveis de atividade gelatinolítica de MMP -2 (75, 72 
e 64 KDa). (B, C e D) Níveis de MMP -2 (75, 72, 64 KDa, respectivamente). 
Verificar maior expressão de MMP-2 ativa (64 KDa) nos animais submetidos à 
indução da doença periodontal experimental. (* p<0,05 vs Cont, Clo e 
Tic).Valores expressos em média ± desvio padrão. 
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FIGURA 23- Atividade gelatinolítica, atividade específica de MMP -2 e co-
localização da atividade de MMP -2 total nos respectivos grupos de animais com 
a utilização da técnica de zimografia in situ (EP=epitélio; C= conjuntivo) 
(Aumento 100X). 
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 A figura 24A representa um gel de zimograma com o peso molecular da 

banda pró-ativa de MMP -9 (85 KDa). Os ratos submetidos à indução da doença 

periodontal apresentaram uma maior expressão de MMP -9 (85 KDa) em relação 

ao grupo controle. No reparo dos tecidos periodontais ocorreu uma diminuição 

desta expressão que não foi alterada pelo tratamento com as drogas 

antiplaquetárias (Figura 24B). Atividade gelatinolítica in situ foi realizada para 

co-localização da atividade de MMP -9 no tecido gengival dos animais e observa-

se que esta se apresenta localizada com predominância no tecido conjuntivo 

(Figura 25). 

85 KDa

A)

B)  

 

FIGURA 24- (A) Gel de poliacrilamida a 7% copolimerizado com 1,6 mg/ml de 
gelatina para mensuração dos níveis de atividade gelatinolítica de MMP -9 (85 
KDa). (B) Os ratos submetidos à indução da doença periodontal apresentaram 
uma maior expressão de MMP -9 (85 KDa) em relação ao grupo controle. Na 
reparação da doença periodontal ocorreu uma diminuição desta expressão que não 
foi significativamente alterada pelo tratamento com as drogas antiplaquetárias: 
Asp (30 mg\kg), Clo (75 mg\kg) e Tic (300 mg\kg). 
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FIGURA 25- Atividade gelatinolítica, atividade específica de MMP -9 e co-
localização da atividade de MMP -9 total nos respectivos grupos de animais com 
a utilização da técnica de zimografia in situ (EP= epitélio; C= conjuntivo) 
(Aumento 100X). 
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5.6. Análise da distância da JCE-COA da porção mesial do osso alveolar e do 

TF-COA da região de primeiro molar inferior, após indução de periodontite 

e 15 dias após a retirada da ligadura para indução do reparo dos tecidos 

periodontais 

5.6.1. Região mesial 

 Após 15 dias da instalação da ligadura, houve significante aumento 

(p<0.0001) da distância JCE-COA quando comparado ao grupo controle 

correspondente. Após a retirada da ligadura (reparo) houve significativa 

diminuição da distância JCE-COA (p<0.05) quando comparado ao grupo 

submetido à indução da doença periodontal. Entretanto, independentemente dos 

tratamentos, estes valores permaneceram estatisticamente maiores quando 

comparados aos valores do grupo controle (p<0.0001). As distâncias JCE-COA 

dos ratos submetidos ao tratamento com Asp e Tic foram estatisticamente maiores 

(p<0.05 e p<0.001, respectivamente) quando comparados ao grupo submetido ao 

reparo e tratados com solução de NaCl 0.9%. Verificou-se que o tratamento com 

Clo não influenciou na reparação do tecido ósseo na porção mesial da crista do 

osso alveolar. Neste caso, a distância JCE-COA foi semelhante ao grupo 

submetido ao tratamento com solução de NaCl 0.9% (Figura 26A, 27 e 28). 

5.6.2. Região de furca 

 As características macroscópicas na região de furca, após 15 dias da 

instalação da ligadura, foram semelhantes às observadas na região mesial. Houve 

aumento significativo (p<0.0001) da distância TF-COA. Após a retirada da 

ligadura (reparo), houve significativa diminuição da distância TF-COA dos 

grupos submetidos aos tratamentos com solução de NaCl 0.9% (p<0.0001), Asp 

(p<0.0001) e Clo (p<0.05) quando comparados ao grupo submetido à indução da 

doença periodontal experimental. Entretanto, independentemente dos tratamentos, 

estes valores permaneceram estatisticamente maiores quando comparados aos 

valores do grupo controle (p<0.0001). À distância TF-COA dos ratos tratados 

com Tic foi estatisticamente maior (p<0.05) quando comparado aos grupos 
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submetidos ao tratamento com solução de NaCl 0.9% e Asp (Figura 26B, 27 e 

28). 

 

FIGURA 26- (A) Distância (mm) da JCE-COA. Houve significativo aumento nos 
ratos submetidos à periodontite e significativa diminuição quando submetidos ao 
reparo tecidual. Verificar que o tratamento com Asp e Tic influenciou no reparo 
do tecido ósseo alveolar. (*p<0.0001 vs Cont; # p<0.05 vs Perio; § p<0.001 e ¥ 
p<0.05 vs R+NaCl). (B) Distância (mm) do TF-COA. Verificar que a distância foi 
maior nos animais tratados com Tic durante o reparo dos tecidos periodontais. 
(*p<0.0001 vs Cont; #p<0.0001 vs Perio; £ p<0.05 vs Perio; § p<0.05 vs R+NaCl 
e ¥ p<0.05 vs Asp). Valores expressos em média ± desvio padrão. 
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FIGURA 27- Imagem macroscópica da hemi- mandíbula esquerda dos animais, 
destacando a distância da JCE-COA e mostrando a área de furca do primeiro molar 
inferior dos ratos submetidos à indução da doença periodontal e 15 dias após a retirada da 
ligadura para indução do reparo dos tecidos periodontais. Verificar que os tratamentos 
com Asp e Tic influenciaram a reparação óssea nessas áreas. Aumentos de 10X e 40X. 
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FIGURA 28- Microtomografia computadorizada (µCT) da hemi- mandíbula 
esquerda dos animais, destacando os valores da distância da JCE-COA e a área de 
furca do primeiro molar inferior dos ratos controle, submetidos à periodontite e 
reparação, associados ou não aos tratamentos com drogas antiplaquetárias. 
Verificar que os tratamentos com Asp e Tic influenciaram a reparação óssea 
nessas áreas. 
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5.7. Volume e área do defeito ósseo no osso alveolar da região de primeiro 

molar inferior 

 
 
 Para certificarmos os valores obtidos nas mensurações lineares, 

verificamos através de microtomografia computadorizada, o volume e a área do 

defeito ósseo na região de primeiro molar inferior da hemi- mandíbula esquerda 

dos animais após a indução de periodontite e reparo dos tecidos periodontais. 

Quando comparado ao grupo controle correspondente, o volume do defeito ósseo 

foi significativamente maior nos animais submetidos à indução da doença 

periodontal experimental. Após a remoção da ligadura, o volume diminuiu 

significativamente (p<0.0001) quando comparado ao grupo submetido à 

periodontite, entretanto, esses valores permaneceram estatisticamente maiores 

quando comparados ao grupo controle. O volume do defeito ósseo dos ratos 

submetidos ao tratamento com Tic foi estatisticamente maior quando comparado 

aos grupos tratados com solução de NaCl 0.9% (p<0.0001), Asp (p<0.001) e Clo 

(p<0.001) (Figura 29A e 31). 

 Quando comparado ao grupo controle correspondente, a média da área do 

defeito ósseo foi significativamente maior nos animais submetidos à periodontite. 

Após a remoção da ligadura (reparo), a área do defeito ósseo diminuiu 

significativamente (p<0.0001) quando comparado ao grupo submetido à doença 

periodontal experimental, entretanto, estes valores permaneceram estatisticamente 

maiores quando comparados ao grupo controle. A área do defeito ósseo dos ratos 

submetidos ao tratamento com Tic foi estatisticamente maior quando comparado 

aos grupos tratados com solução de NaCl 0.9% (p<0.0001), Asp (p<0.05) e Clo 

(p<0.001) (Figura 29B e 31). 
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FIGURA 29- (A) Volume do defeito ósseo (* p<0.0001 vs Perio; ¥ p<0.0001 e # 
p<0.001 vs Tic). Verificar um aumento do volume do defeito ósseo quando os 
animais foram tratados com Tic. (B) Média da área do defeito ósseo (* p<0.0001 
vs Perio; # p<0.0001, ¥ p<0.001 e § p<0.05 vs Tic). Verificar um aumento da área 
do defeito ósseo quando os animais foram tratados com Tic. Valores expressos 
em média ± desvio padrão. 
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5.8. Estereometria do osso alveolar da região de primeiro molar inferior 

 

 A densidade de superfície óssea (BS/TV) diminuiu significativamente 

(p<0.05) após a remoção da ligadura para permitir a reparação dos tecidos 

periodontais quando comparado ao grupo submetido à indução da doença 

periodontal experimental, e não sofreu influência significativa do tratamento com 

as drogas antiplaquetárias (Figura 30A e 31). 

 Quando comparado ao grupo controle correspondente, a espessura das 

trabéculas (Tb.Th) do tecido ósseo dos animais submetidos à indução da doença 

periodontal experimental não apresentou alterações significativas. Após a 

remoção da ligadura, apenas o grupo submetido ao tratamento com Clo 

apresentou um aumento significante (p<0.05) da espessura das trabéculas (Figura 

30B e 31). 

 Os animais submetidos ao tratamento com Asp durante o reparo dos 

tecidos periodontais apresentaram uma diminuição significativa (p<0.05) da 

separação das trabéculas (Tb.Sp) quando comparados ao grupo controle e 

submetidos à indução da doença periodontal experimental. Entretanto, durante a 

reparação da doença periodontal, a Tb.Sp não foi alterada pela administração das 

drogas antiplaquetárias (Figura 30C e 31). 

 O número de trabéculas (Tb.N) não apresentou variação significativa 

quando os animais foram submetidos a indução da doença periodontal 

experimental e após a remoção da ligadura, durante o reparo dos tecidos 

periodontais e tratamento com as drogas antiplaquetárias (Figura 30D e 31). 

 Quando comparado ao grupo controle correspondente, o diâmetro das 

trabéculas (Tb.Dm) não apresentou variação significativa nos animais submetidos 

à indução da doença periodontal experimental. Após a remoção da ligadura para 

indução do processo de reparo dos tecidos periodontais, ocorreu um aumento 

significativo (p<0.001 e p<0.05) do diâmetro das trabéculas quando comparado 
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aos animais submetidos à periodontite e não foi alterado pelo tratamento com as 

drogas antiplaquetárias (Figuras 30E e 31). 

 

FIGURA 30- (A) Densidade de superfície óssea (BS/TV). Verificar que o 
tratamento com as drogas antiplaquetárias não influenciou no resultado (*p<0.05 
vs Perio). (B) Espessura das trabéculas (Tb.Th). Verificar que os valores foram 
maiores quando os animais foram tratados com Clo (* p<0.05 vs Perio). (C) 
Separação das trabéculas (Tb.Sp) Verificar que os valores foram menores quando 
os animais foram tratados com Asp (* p<0.05 vs Cont e Perio). (D) Número de 
trabéculas (Tb.N). Verificar que não ocorreu variação significativa entre os 
grupos experimentais. (E) Diâmetro das trabéculas (Tb.Dm). Verificar aumento 
significativo durante o reparo dos tecidos periodontais, que não foi alterado pelo 
tratamento com drogas antiplaquetárias (** p<0.001 e * p<0.05 vs Perio). Valores 
expressos em média ± desvio padrão. 
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FIGURA 31- Cortes tomográficos da hemi- mandíbula esquerda dos animais do 
grupo controle (A), submetidos à indução da doença periodontal experimental 
(B), grupos de animais submetidos à indução da doença periodontal, remoção da 
ligadura para permitir o reparo dos tecidos periodontais e tratados com solução 
salina (NaCl 0.9%), Asp (30 mg/kg), Clo (75 mg/kg) e Tic (300 mg/kg) (C, D, E 
e F, respectivamente). Observar que os animais submetidos ao tratamento com 
Tic apresentaram um atraso no reparo do osso alveolar. 
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6. Discussão 
 

A reparação dos tecidos que compõem o periodonto está associada à 

proliferação de vários tipos celulares, incluindo células epiteliais, fibroblastos, 

osteoblastos, osteoclastos, células endoteliais, assim como a interação entre as 

células e entre as células e a matriz extracelular, visando à nova formação do 

aparato de inserção periodontal. De modo geral, a proliferação celular é induzida 

por mediadores químicos, tais como os fatores de crescimento, os hormônios e as 

citocinas20 os quais derivam de vários tipos celulares, dentre eles as plaquetas. A 

plaqueta é fonte importante de fatores de crescimento77, de mediadores da 

inflamação, assim como secretam variados tipos de MMPs e TIMPS103. Portanto, 

além de desempenharem papel crítico na hemostasia, as plaquetas participam das 

ações defensivas e reparadoras do organismo e parecem estar envolvidas na 

patogênese de diversas doenças inflamatórias, como infecções parasitárias e 

bacterianas, reação alérgica (especialmente asma e rinite), doença pulmonar 

obstrutiva, artrite reumatóide, inflamação intestinal, trombose, várias doenças 

cardiovasculares e periodontite85. 

Diversas drogas são utilizadas como agentes inibidores de plaquetas, na 

tentativa de modular algumas doenças, especialmente cardiovasculares, como 

infarto do miocárdio, isquemia cerebral, e insuficiência arterial periférica. Alguns 

trabalhos relatam que além da sua importante ação antitrombótica tanto a Asp 

quanto os derivados tienopiridínicos apresentam comportamento 

antiinflamatório7,64,88,95,102, podendo inibir as ações defensivas do organismo e 

consequentemente o processo de reparação tecidual. Portanto, a inibição da 

atividade das plaquetas por drogas hipoteticamente pode alterar tanto a patogênese 

da periodontite e consequente reparo dos tecidos periodontais através do bloqueio 

da secreção de mediadores químicos que de modo geral são importantes na 

modulação do processo inflamatório e de reparo tecidual. Considerando o fato das 

plaquetas serem importantes células no desenvolvimento do processo inflamatório 

assim como no processo de reparo de modo geral, o objetivo deste trabalho foi 
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avaliar o efeito de drogas inibidoras da ativação de plaquetas no processo de 

reparo do periodonto após indução de periodontite experimental. No estágio atual 

do nosso conhecimento não existem trabalhos avaliando os efeitos de drogas 

antiplaquetárias sobre o processo de reparo dos tecidos periodontais após a 

indução de periodontite experimental. 

No presente trabalho, inicialmente avaliamos a quantidade de plaquetas e 

leucócitos circulantes no sangue dos animais submetidos ao tratamento com as 

respectivas drogas. Confirmamos os achados de trabalhos desenvolvidos 

anteriormente39 que relatam que as dosagens das drogas utilizadas no presente 

trabalho não induziram alterações no número de plaquetas circulantes quando 

comparados aos ratos controle. Portanto, as doses de antiplaquetários utilizada no 

presente trabalho não induziram trombocitopenia, o que certamente poderia 

comprometer os resultados obtidos. Também não observamos leucopenia, ou 

qualquer alteração hematológica que pudesse indicar aplasia medular. Sabe-se que 

um dos efeitos secundários não desejáveis do tratamento com Tic é a aplasia 

medular, que de modo geral induz uma acentuada diminuição na população de 

células sanguíneas periféricas e medulares27,100. Entretanto, verificamos que o 

tratamento com Asp induziu um aumento significante no número de leucócitos 

circulantes em relação aos demais grupos. Apesar de ser muito discutido, tal fato 

pode ser decorrente do desenvolvimento de distúrbios na integridade e função da 

mucosa gástrica que esta droga pode ocasionar quando administrada de forma 

contínua, resultando no desenvolvimento de úlceras e consequentemente um 

aumento na quantidade de leucócitos circulantes39. Não fizemos avaliações 

histológicas no estômago dos animais tratados com Asp para verificar ou 

comprovar tal hipótese. Entretanto, é bem estabelecido através da agregometria 

que as dosagens utilizadas no presente trabalho são eficazes na agregação 

plaquetária8,54,84,96-97,109-110. 

Durante todo o período de tratamento com as drogas antiplaquetárias a 

pelagem de todos os animais manteve-se com aspecto de normalidade e não foram 

encontradas, alterações de cor na pele e mucosa bucal que pudesse indicar 
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alterações hematológicas. De acordo com Bennett et al.9,10 (1999 e 2001) o 

tratamento com drogas antiplaquetárias provoca efeitos secundários indesejáveis 

em humanos. Casos de púrpura trombocitopênica trombótica foram relacionados 

ao tratamento com os derivados tienopiridínicos, assim como o “rash” cutâneo e 

granulocitopenia reversível. Verificamos que alguns animais submetidos ao 

tratamento com Tic apresentaram sangramento nasal espontâneo, controlado por 

manobras hemostáticas locais, através de compressão com gaze estéril, entretanto, 

tais observações não foram documentadas na literatura pertinente. 

Tanto observações macroscópicas quanto microscópicas confirmaram 

prévios trabalhos os quais relatam que a presença de ligadura por 15 dias é 

suficiente para estabelecer quadro clínico compatível com periodontite 

experimental11,38,42-43,65,82,94. Após 15 dias da remoção da ligadura observamos 

reparação de parte do osso alveolar, recomposição da arquitetura do tecido 

epitelial e conjuntivo, recompondo totalmente o tecido gengival. Os resultados do 

presente trabalho confirmaram os achados de Spolidorio et al.94 (2009) que 

mostraram que 15 dias após a remoção da ligadura, ocorreu reparação periodontal 

espontânea, caracterizada por uma diminuição da atividade de mieloperoxidase, 

diminuição da JCE-COA, aumento do percentual de volume ósseo (BV/TV) e 

reparação do tecido gengival, associada a um aumento significante do número de 

vasos sanguíneos. Estes dados comprovam a eficácia do modelo experimental 

utilizado neste trabalho para o estabelecimento, progressão e reparação da doença 

periodontal em ratos. 

Os resultados microscópicos do presente trabalho mostraram que o 

processo de reparo do tecido conjuntivo gengival dos animais tratados com as 

drogas antiplaquetárias, ocorreu dentro da normalidade quando comparado ao 

grupo controle tratado somente com solução de NaCl 0.9%. Alguns autores54,67,89 

relatam retardo no processo de reparo verificado 3 dias após a indução de úlceras 

gástricas em ratos tratados com a mesma dosagem de Tic utilizada no presente 

trabalho. Associaram o retardo da úlcera com a diminuição da liberação de VEGF 

e aumento dos níveis séricos de endostatina. Sugeriram ainda que o tratamento 
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com Tic influenciasse negativamente a proliferação de células endoteliais 

comprometendo a angiogênese e ao mesmo tempo induzindo a apoptose destas 

células. Apesar da importância dos inúmeros fatores de crescimento liberados 

pelas plaquetas no processo de reparo dos tecidos periodontais, recentemente 

verificamos que a queda da quantidade de VEGF e o aumento da quantidade de 

endostatina circulantes realmente comprometem o reparo gengival 15 dias após a 

retirada da ligadura em ratos trombocitopênicos94. No presente trabalho nós não 

avaliamos a expressão de VEGF e endostatina, uma vez que não observamos 

alterações microscópicas na evolução do reparo no tecido conjuntivo, conforme 

observado no trabalho utilizando ratos trombocitopênicos recentemente 

publicado94. Entretanto, observamos que o epitélio gengival dos animais tratados 

com Tic estava parcialmente reparado e se mostrava desorganizado quando 

comparado aos demais grupos. Diante deste fato é passível aventar eventual falha 

na produção ou expressão de desmossomos ou outra proteína de ligação 

intraepitelial ou até mesmo falha na diferenciação celular em conseqüência da 

queda de produção de fatores de crescimento relacionados diretamente com a 

proliferação de células do epitélio gengival como o PDGF. PDGF é um 

importante fator de crescimento relacionado com a reparação de células epiteliais 

especialmente células do epitélio gengival. Sabe-se que células do epitélio 

gengival são fontes da proteína PDGF e também apresentam receptores para estes 

fatores23. Apesar de várias células mesenquimais produzirem PDGF, sabe-se que 

uma das principais fontes são as plaquetas ativadas77. Sugere-se que o PDGF seja 

o principal fator de crescimento inibido pela Tic. Neste caso, a Tic pode estar 

agindo não somente na inibição da liberação de PDGF pelas plaquetas, mas 

também inibindo sua produção e adesão nas células epiteliais. Entretanto, a 

liberação de outros fatores de crescimento também poderia estar comprometida. 

De acordo com Raja et al.77 (2009), as plaquetas liberam FGF, TGF e EGF, 

fatores de crescimento que estimulam a reparação e multiplicação de células 

epiteliais. A inativação das plaquetas por drogas poderia comprometer parte ou 

totalmente o reparo epitelial, fato este que poderia estar corroborando com os 

achados do presente trabalho. Por outro lado verificamos que o tratamento com 
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Asp e Clo não influenciaram na reparação do epitélio gengival. Trabalho 

desenvolvido por Smith et al.92 (2007) corroboram com os nossos resultados 

quando mostraram que o tratamento com Asp e Clo, não induziram a diminuição 

da liberação de fatores de crescimento pelas plaquetas, e portanto não interferiu no 

processo de reparo de feridas cirúrgicas em humanos.  

Entretanto, ainda perdura a questão: Por que os ratos com acentuada queda 

de plaquetas (ratos trombocitopênicos) apresentaram retardo no processo de 

reparação gengival94 e a inativação das plaquetas por drogas não modificaram a 

dinâmica deste processo no tecido conjuntivo? O potencial antiinflamatório das 

drogas antiplaquetárias ora preconizado remete a possibilidade destas drogas 

abreviarem a cronologia das ações defensivas antecipando e facilitando o início do 

processo de reparação dos tecidos gengivais. Embora o mecanismo de ação da 

Asp sobre a inflamação esteja bem documentado, os mecanismos pelos quais os 

derivados tienopiridínicos exercem seu efeito antiinflamatório não são totalmente 

conhecidos. Sugere-se que ativação das plaquetas pelo ADP, por exemplo, está 

associada com a translocação de CD-62 (p-seletina) a partir da membrana dos 

grânulos-alfa para a sua superfície50. Uma vez exposto na membrana das 

plaquetas ativadas, o CD-62 permite a interação destas células com PSGL-1 que 

são expressos nos leucócitos, deste modo desencadeando a resposta 

inflamatória28,32. A expressão de CD-62 na superfície das plaquetas é considerada 

um indicador de degranulação e secreção plaquetária35,58,66. Desta forma, sugere-

se que uma vez interrompida a ativação plaquetária por drogas, ocorra inibição do 

desencadeamento da inflamação. De fato, nossos resultados sugerem que durante 

o desenvolvimento da doença periodontal, tanto a Asp quanto os derivados 

tienopiridínicos abreviaram o processo inflamatório gengival, fato observado 

através da microscopia, assim como pela acentuada queda da expressão das 

citocinas pró-inflamatórias TNF-α, IL-6 e TXA2. Al- Bahrani et al.5 (2007) e Gao 

et al.34 (2009) além de observarem queda da expressão de TNF-α, IL-6 também 

observaram queda de IL-8 circulantes em pacientes com desordens 

cardiovasculares e submetidos ao tratamento com Asp e derivados 
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tienopiridínicos. Estas citocinas estão envolvidas na resposta imune via Th144,98, e 

neste caso é possível que a inativação das plaquetas pelas drogas antiplaquetárias 

promova alterações na resposta humoral e celular gengival. A ação 

antiinflamatória dos tienopiridínicos também foi constatada nos trabalhos 

desenvolvidos por Steinhbl95 (2007), Antonino et al.7 (2009), Muhlestein64 (2010) 

que mostraram redução na expressão dos níveis séricos de marcadores 

inflamatórios (CD40L, proteína C-reativa e complexo leucócito-plaqueta) em 

humanos. Além de bloquear a liberação de alguns mediadores pró-inflamatórios, 

estas drogas podem inibir a expressão de receptores imunes da membrana celular, 

comprometendo a diapedese de células inflamatórias, assim como a quimiotaxia 

dos leucócitos105.  

Há fortes indícios que o efeito inibitório destas drogas sobre o TXA2 e 

PGI2 nas plaquetas levam a inibição da liberação e ativação das MMPs -2 e -9 o 

que consequentemente minimiza a degradação das fibras de colágeno da matriz 

extracelular gengival e auxilia no processo de reparo tecidual21,83,103. Nossos 

resultados não comprovaram estes achados, pois não foram observadas quaisquer 

alterações na expressão destas MMPs, o que pode ser explicado, em parte, porque 

a análise foi feita em tecido gengival total e não exclusivamente em plaquetas, 

sendo que outras células tais como fibroblastos, células epiteliais, endoteliais, 

condrócitos, osteoblastos, macrófagos, monócitos, neutrófilos e osteoclastos 

expressam MMPs13,45,60,74,93,101. 

Portanto, podemos sugerir que as drogas antiplaquetárias utilizadas 

abreviaram seletivamente o processo inflamatório antecipando o processo de 

reparo tecidual. A provável seletividade exercida pela Asp assim como pelos 

tienopiridínicos sobre o processo inflamatório envolvendo plaquetas e leucócitos 

poderiam interferir em uma determinada parte de todas as cascatas de mediadores 

químicos ora conhecidos. Neste caso seria um diferencial quando, por exemplo, 

comparamos com o caso onde há depleção total de plaquetas e consequentemente 

depleção total de todos os seus produtos o que poderia interferir negativamente no 
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processo de reparo gengival conforme observado em outros protocolos de 

pesquisa94. 

Surpreendentemente, no presente trabalho as avaliações morfométricas 

feitas a partir das medidas lineares e da microtomografia computadorizada (µct) 

mostraram retardo parcial ou total no reparo do tecido ósseo alveolar dos animais 

tratados com Asp e Tic, respectivamente. O mesmo não aconteceu com os ratos 

tratados com Clo. Portanto, verificamos que os tienopiridínicos tiveram 

comportamentos opostos sobre o reparo ósseo alveolar após a indução de doença 

periodontal experimental. Era de se esperar que com a abreviação do processo 

inflamatório induzido pelas drogas antiplaquetárias, tal como observado no tecido 

conjuntivo gengival, não houvesse prejuízo na reparação do osso alveolar, o que 

não foi observado quando os animais foram tratados com Asp e Tic. Está bem 

estabelecido que o Clo não compromete a fase de reparação óssea por não 

influenciar na liberação de fatores de crescimento92. É bem estabelecido que tanto 

o PDGF quanto o VEGF seja exemplos de mediadores produzidos por plaquetas 

que agem de forma coordenada na regulação da remodelação óssea atraindo 

células endoteliais e osteoclastos, e estimulando diferenciação de osteoblastos36,79. 

Neste caso, seria plausível sugerir que a inativação das plaquetas por drogas 

especificamente Asp e Tic além de interferir no processo inflamatório 

interrompesse a produção de fatores de crescimento entre eles o PDGF e VEGF 

comprometendo direta ou indiretamente a função de osteoblastos e osteoclastos e 

interferindo no processo de reparo e remodelação do osso alveolar após indução 

da periodontite experimental.  

Por outro lado, sugere-se que os derivados tienopiridínicos (Clo e Tic), 

mas não a Asp bloqueia especificamente a via de sinalização do receptor de 

ativação de protease (PAR-1)106. Sabe-se que em ratos, PAR-1 é expresso em 

osteoblastos, mas não em osteoclastos1,2. Desta forma, poderíamos hipotetizar que 

estas drogas estivessem agindo sobre o reparo ósseo, inibindo a ação de 

osteoblastos, o que estaria explicando parcialmente os nossos resultados, uma vez 

que observamos que o Clo não influenciou no processo de reparo do tecido ósseo. 
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Por outro lado, o tratamento com Asp comprometeu o reparo do tecido 

ósseo alveolar na porção mesial, e induziu neoformação óssea na área de furca. 

Este atraso na porção mesial do osso alveolar pode ser atribuído à limitação do 

reparo ósseo nesta região, explicada pelo fator traumático intensificado na porção 

mesial, assim como pelo maior acúmulo de placa nesta região, o que explicaria 

parcialmente os nossos resultados de reparação tecidual na porção mesial do osso 

alveolar. Por outro lado, observamos na região de furca uma neoformação óssea 

semelhante ao grupo controle correspondente. Este resultado pode ser explicado 

pelo efeito direto da aspirina no metabolismo do tecido ósseo através da inibição 

da atividade da enzima COX-2, e consequente inibição da formação de 

osteoclastos e síntese de PGE2. O bloqueio destes mecanismos inibe a ativação da 

cascata da osteoclastogênese através da sua ligação aos receptores EP2 e EP4. 

Entretanto, o TXA2 liberado pelas plaquetas é instável e logo transformado em 

TXB2, que não apresenta efeitos na formação de osteoclastos37. Porém, ainda 

perdura uma dúvida, será que o fator traumático e o maior acúmulo de placa 

bacteriana na porção mesial não poderia ter influenciado nos resultados dos outros 

tratamentos? 

Para complementar os resultados obtidos na análise do tecido ósseo 

alveolar, avaliamos a qualidade do tecido ósseo neoformado na reparação dos 

tecidos periodontais. Com a análise dos parâmetros estereométricos representados 

pela: densidade de superfície óssea (BS/TV), espessura (Tb.Th), separação 

(Tb.Sp), número (Tb.N) e diâmetro (Tb.Dm) das trabéculas ósseas mostramos um 

grau de mineralização compatível com neoformação óssea no reparo dos tecidos 

periodontais, em um período de 15 dias e que o tratamento com as drogas 

antiplaquetárias durante o reparo dos tecidos periodontais não influenciou na 

qualidade do tecido ósseo quando neorformado. Tais achados corroboraram com a 

análise histológica. Os resultados do presente estudo vão de encontro aos achados 

de Gallego et al.33 (2010) e Zhang et al.113 (2010) que mostraram que o volume e 

densidade de tecido ósseo aumentam gradativamente até a oitava semana, 

sugerindo a ocorrência de mineralização. A ausência de diferenças estatísticas nos 



105 

 

grupos submetidos ao tratamento com drogas antiplaquetárias sugere que estas 

interferem apenas na quantidade de osso presente, mantendo as características 

estruturais deste tecido inalteradas. 

Em resumo, concluímos que as drogas antiplaquetárias utilizadas no 

presente trabalho abreviaram o processo inflamatório. O tratamento com Asp 

comprometeu o reparo ósseo alveolar na face mesial e acelerou na área de furca, 

ao passo que não influenciou na recomposição da arquitetura tecidual do epitélio e 

conjuntivo. Os derivados tienopiridínicos influenciaram de maneiras opostas o 

reparo tecidual. Enquanto que o tratamento com Tic comprometeu o reparo ósseo 

alveolar na face mesial e área de furca, e reparo do epitélio gengival, o Clo não 

influenciou na evolução da reparação tecidual. Porém, os parâmetros 

estereométricos avaliados, comprovaram que a qualidade do tecido ósseo 

neoformado não sofreu alterações com o tratamento com as drogas 

antiplaquetárias. Desta forma, futuros estudos serão necessários para a avaliação 

do efeito de drogas antiplaquetárias sobre a reparação dos tecidos periodontais, 

possivelmente tentando elucidar as vias de regulação dos fatores de crescimento 

sobre o complexo processo de reparo tecidual.



106 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CONCLUSÃO 

[Di
git
e 



107 

 

7. Conclusão 

 

 Com base nos resultados deste trabalho, conclui-se que: 

 

1. A Asp, Clo e Tic nas dosagens utilizadas abreviaram o processo inflamatório 

2. O tratamento com Tic retardou o processo de reparo do tecido epitelial 

gengival. 

3. O tratamento com as drogas antiplaquetárias não influenciou no reparo do 

tecido conjuntivo gengival. 

4. Os tratamentos com a Asp e Tic retardaram parte ou totalmente o reparo do 

tecido ósseo alveolar após indução de periodontite experimental. 

5. O Clo não influenciou na reparação do tecido ósseo alveolar. 

6. Os parâmetros estereométricos avaliados mostraram que a qualidade do tecido 

ósseo neoformado não sofreu alterações quando os ratos foram tratados com uma 

das drogas antiplaquetárias. 

7. A periodontite induziu aumento da expressão e atividade das MMPs -2 e -9. No 

processo de reparação ocorreu diminuição da expressão que não foi influenciada 

pelo tratamento com as drogas antiplaquetárias. 
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