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RESUMO

MENDES RT. Efeitos Cardiovasculares da Inibicdo da Ciclooxigenase-2
em um Modelo Experimental de Periodontite em Ratos. [Dissertacdo de
Mestrado em Clinica Integrada]. Ponta Grossa: Universidade Estadual de
Ponta Grossa, 2012.

A periodontite € uma doenca inflamatéria crbénica iniciada e perpetuada por
bactérias anaerdbicas gram-negativas que colonizam a area subgengival. Esta
doenca € caracterizada pela destruicdo do tecido periodontal de insercao,
reabsorcdo Ossea, infiltracdo de leucdcitos e formacdo de bolsa periodontal.
Estudos observacionais tém mostrado um significativo aumento do risco de
doencas cardiovasculares, principalmente aterosclerose e hipertensdo, entre
pessoas com periodontite. A literatura mostra também a presenca de disfuncao
endotelial nesses pacientes. Os dados sugerem que a inflamagéo sistémica
induzida pela microbiota presente na doenca periodontal e a diminuicdo na
biodisponibilidade do 6xido nitrico podem ser, pelo menos em parte, a causa da
disfuncdo endotelial, que por sua vez leva a doencas cardiovasculares. Um
aumento na expressao vascular da ciclooxigenase-2 (COX-2) tem sido
consistentemente demonstrado em patologias que apresentam disfuncéo
endotelial. A expressdo da COX-2 nesta condicdo parece ter um importante
papel protetor através da producdo de metabdlitos do acido araquidénico com
propriedades vasodilatadoras e antitrombéticas. Dessa maneira, a inibicao da
COX-2 pode apresentar aspectos cardiovasculares negativos. Assim, a
proposta deste trabalho foi avaliar o efeito da inibichio COX-2 sobre a
reatividade vascular e sobre o tecido cardiaco de animais com periodontite. No
dia 0, ratos Wistar foram subdivididos nos seguintes grupos: ligadura +
etoricoxibe (receberam ligaduras e foram medicados com etoricoxibe 10 mg/kg
v.0. por sete dias, a partir do dia 14), ligadura + veiculo (receberam agua
destilada), falso-operado + etoricoxibe (passaram pelo procedimento de falsa-
cirurgia, as ligaduras foram colocadas e imediatamente removidas) e falso-
operado + veiculo. Os animais foram preparados para afericdo dos dados e
sacrificados no dia 21. N&o foram observadas alteracbes na resposta
vasoconstritora, porém o grupo ligadura + etoricoxibe mostrou uma tendéncia
em ter a resposta vasodilatadora reduzida. Quando submetidos a isquemia
com isoprenalina, todos 0s grupos apresentaram alteracdes histologicas
cardiacas, especialmente os que receberam etoricoxibe. Sugere-se, pois, que a
inibicdo da COX-2 em um modelo experimental de periodontite exacerbe
alteracdes cardiovasculares.

Palavras-chave: Periodontite. Ciclooxigenase-2. Endotélio Vascular.



ABSTRACT

MENDES RT. Cardiovascular Effects of the Cyclooxygenase-2 Inhibition in
an Experimental Model of Periodontitis in Rats. [Dissertacdo de Mestrado
em Clinica Integrada]. Ponta Grossa: Universidade Estadual de Ponta Grossa,
2012.

Periodontal disease is an inflammatory chronic disorder caused by a small
group of gram-negatives bacteria witch colonizes the subgengival area. This
disease is characterized by the destruction of the periodontal tissues, including
bone resorption and loss of clinical attachment level. Observational studies
have shown an increase in the risk of cardiovascular diseases, specially
atherosclerosis and hypertension, among the subjects affected by the
periodontal disease. The literature also reports endothelial dysfunction among
these patients. Data suggest that the systemic inflammation due to the biofilm
present in periodontits and the reduction in the nitric oxide availability may be,
at least in part, the cause of endothelial dysfunction, which leads to
cardiovascular disorders. An increase in vascular COX-2 expression has been
demonstrated among diseases related to endothelial dysfunction. COX-2
expression seems to have an important protector function through the
production of arachidonic acid metabolites with vasodilator and antitrombotic
properties. Therefore, COX-2 inhibition may represent negative cardiovascular
implications. The purpose of this research was to evaluate the effect of COX-2
inhibition on the vascular reactivity and on the heart tissue of animals with
periodontitis. At day O, Wistar rats were subdivided into the following groups:
ligature + etoricoxib (the animals received ligatures and were treated with
etoricoxib 10 mg/kg p.o., for seven days, from the day 14), ligature + vehicle
(the animals were treated with distilled water), sham + etoricoxib (the animals
went through a sham procedure: the ligatures were positioned and immediately
removed) and sham + vehicle. The rats were prepared for the data collection
and sacrificed at day 21. Changes on the vasoconstrictor response were not
observed. However, the group ligature + etoricoxib showed a tendency to have
the vasodilator response reduced. All the groups showed histological cardiac
alterations, especially the groups that received etoricoxib, when submitted to
ischemia with isoprenaline. It is suggested, though, that COX-2 inhibition in an
experimental model of periodontal disease may increase cardiovascular
disorders.

Key-words: Periodontitis. Cyclooxygenase-2. Vascular Endothelium.
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1. INTRODUCAO

A doenca periodontal se inicia pela inflamacdo gengival,
conhecida como gengivite. Quando nao tratada, a gengivite pode progredir de
modo que a inflamacao afete os tecidos de suporte dental, ocasionando a
periodontite (Cochran® 2008). A doenca periodontal tem como principal fator
etiolégico o biofime dental (Hamp et al.? 1975), e consiste num processo
infeccioso caracterizado pela perda de insercdo induzida por patdégenos
periodontais presentes no sulco gengival (DeSanctics, Murphy® 2000),
ocorrendo formacao de bolsa periodontal, infiltracdo de leucécitos e reabsorcéo
O0ssea. Aléem de uma microbiota favoravel, inGmeras outras condicfes tém
papel fundamental na progressédo da doenca como a predisposi¢cdo genética, o
tabagismo e o autocontrole da placa bacteriana (Renvert, Persson® 2002). A
doenca periodontal manifesta-se na sua forma moderada entre 44% a 57% dos
adultos, sendo que 10% deles, em paises desenvolvidos, tém periodontite
avancada (Brown et al.” 1996).

Sugere-se que a inflamacéo decorrente da doenca periodontal
tenha repercussao sistémica no organismo. O conceito de infec¢ao focal foi
formalizado por Billings® (1912). Desde ent&o, surgiu o interesse a respeito da
contribuicdo da infecgdo bucal para desordens em tecidos e 6rgdos distantes.
O estudo da infeccao/inflamacao bucal como fator de risco para outras doencas
comecou em 1989, com um artigo finlandés a respeito da associacado de
doenca dental e perda dentaria com doenca cardiovascular (Mattila et al.’
1989). Hoje esta firmemente estabelecido que é verdadeira a associagdo entre
periodontite e doencas cardiacas; a lacuna a ser preenchida, no entanto, € qual
a relevancia bem como a natureza dessa associacdo (Demmer, Desvarieux®
2006).

Alguns estudos tém mostrado um significativo aumento do risco
de doencas cardiovasculares, principalmente aterosclerose e hipertenséo,
entre pessoas expostas a doenca periodontal. Mais recentemente alguns
trabalhos relatam a presenca de disfuncdo endotelial em pacientes com
periodontite. Os dados sugerem que a inflamacéo sistémica induzida pela
microbiota presente na doenca periodontal e a diminuicdo na biodisponibilidade

do o6xido nitrico podem ser, pelo menos em parte, a causa da disfuncéo
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endotelial, que por sua vez € fator predisponente para doencas

cardiovasculares.

Um aumento na expressdo vascular da ciclooxigenase-2 (COX-2) tem sido
consistentemente demonstrado em patologias que apresentam disfuncdo endotelial.
As ciclooxigenases (COX) séo enzimas altamente conservadas evolutivamente,
e existem em duas formas distintas, COX-1 e COX-2, sendo codificadas por
dois diferentes genes (Grosser et al.” 2002). Tanto a COX-1 como a COX-2
formam um endoperoxido de prostaglandina instavel, o PGH,, a partir do acido
araquidénico. A PGH;, é transformada por varias enzimas e também por
mecanismos nao-enzimaticos em tromboxano e nas séries de prostaglandinas
D, F e |, sendo estes compostos coletivamente conhecidos como prostandides.
A COX é, portanto, responsavel pelos dois primeiros passos na sintese de
prostandides, sendo as etapas posteriores dependentes de enzimas tecido-

especificas.

Embora a expressdo da COX-2 esteja geralmente relacionada
com a producéo de PGE;, uma prostaglandina que marcadamente contribui
para o desenvolvimento de um processo inflamatério, sua expressdo em
células endoteliais representa uma importante contribuicdo para producédo de
prostaciclina (PGl,), um derivado do acido araquidénico com propriedades
vasodilatadoras e antitromboticas. Desta forma, sugere-se que a indugédo da
COX-2 em células endoteliais possa contrabalancear a reducdo na producdo
de 6xido nitrico, um mediador importante no controle do tbnus vascular e da
agregacdo plaquetaria. Diante deste cenério, a inibichio da COX-2 pode
apresentar aspectos cardiovasculares deletérios.

Os inibidores seletivos para COX-2 como etoricoxibe, que
surgiram devido aos efeitos adversos gastrointestinais resultantes da inibicéo
nao seletiva da COX, tém sido utilizados com sucesso para o tratamento da dor
e inflamag&o em alguns pacientes com periodontite. Entretanto o efeito destes
farmacos sobre variaveis cardiovasculares tem sido negligenciado. Assim, a
proposta deste trabalho € avaliar o papel da COX-2 em vasos de animais com
periodontite induzida, bem como o impacto da sua inibicdo sobre o tecido

cardiaco e sobre o tdbnus vascular desses animais.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 DOENCA PERIODONTAL

A doenca periodontal é uma desordem infecciosa e inflamatoria,
que tem como principal fator etioldgico o biofilme dental (Hamp et al.? 1975).
Inicia-se como uma inflamac&o marginal dos tecidos periodontais denominada
gengivite. Quando néo tratada, pode evoluir e atingir os tecidos de suporte
dental, condi¢do que caracteriza a periodontite e acarreta na perda de insercao
clinica.

E iniciada e perpetuada por um pequeno grupo de bactérias
anaerobicas gram-negativas que colonizam a area subgengival (Page,
Kornman'® 1997). Esta doenca é caracterizada pela destruicdo do tecido
periodontal de insercao, reabsorcao 0ssea, infiltracdo de leucocitos e formacédo
de bolsa periodontal. A inflamacdo decorrente da periodontite afeta né&o
somente os tecidos bucais, mas tem repercussao sistémica no organismo
(Lamster et al.'* 2008). A doenca periodontal é comprovadamente associada a
desordens sistémicas, dentre elas infeccbes respiratorias, complicacdes
diabéticas, complicacdes no periodo gestacional e doencas cardiovasculares.
O estudo da infeccao/inflamacgao bucal como fator de risco para outras doencgas
comecou em 1989, com um artigo finlandés a respeito da associacado de
doenca dental e perda dentaria com doenca cardiovascular. Nesse estudo
caso-controle, realizado a fim de se buscar entender a relacdo entre a condicéo
de saude bucal e o infarto agudo do miocardio, apds controlar varidveis de
confusdo como género e idade 0s autores mostraram que 0S pacientes com
infarto agudo do miocardio apresentaram pior condicdo bucal (Mattila et al.’
1989).

2.2 RELACAO ENTRE DOENCA PERIODONTAL E DOENCAS
CARDIOVASCULARES

Esta firmemente estabelecido que é verdadeira a associacao
entre periodontite e doencas cardiacas; a lacuna a ser preenchida no entanto,

€ qual a relevancia bem como a natureza dessa associacdo. Assim, fica a



20

7

questdo se a doenca periodontal é um fator de risco para doenca
cardiovascular ou apenas contribui para o processo. E importante lembrar que
a doenca periodontal e as doencas cardiovasculares comungam de alguns
mesmos fatores de risco, como idade avancada, género masculino, tabagismo
e diabetes (Demmer, Desvarieux® 2006).

Um dos possiveis mecanismos pelo qual a periodontite se
relaciona a  complicagbes cardiovasculares seria  através  dos
periodontopatdégenos, dentre eles o Porphyromonas gingivalis conforme dados
da American Dental Hygiene Association (Lamster et al.'* 2008).
Porphyromonas gingivalis € um dos mais importantes periodontopatégenos e
estd associado a agregacao plaquetaria, aumento de moléculas de adesao
como ICAM-1 e VCAM-1, P-selectina, proliferacao de células do masculo liso e
decréscimo da funcdo vasomotora (Assinger et al.*? 2011). Esse aumento de
ICAM-1 e VCAM-1 se deve, em parte, ao LPS e outras citocinas inflamatorias.
Vale salientar que tanto moléculas de adeséo intercelular como moléculas de
adesdo de células vasculares estdo associadas a formacdo de ateromas
(Genco et al.*®* 2002). Em estudo observacional, do qual fizeram parte 6017
pacientes, a doenca periodontal se mostrou como fator de risco para
aterosclerose, com consideravel influéncia na patogenia da formacdo de
ateromas (Beck et al.** 2001). Em um estudo com animais, Porphyromonas
gingivalis foi associado a um aumento nos niveis de colesterol e a formagéo de
ateromas quando inoculados em ratos por via oral (Lalla et al.® 2003).
Convergindo com o trabalho de Maekawa et al.*® (2011), o qual mostrou que a
inoculacao oral de Porphyromonas gingivalis, em animais, foi associada a um
aumento no perfil lipidico bem como a um aumento das lesdes aterosclerdticas,
0 que é de grande importancia visto que a aterosclerose € a principal via de
doenca coronariana (Maekawa et al.}® 2011). Essa relacdo pode ser tanto
direta (pela translocacdo de microrganismos na corrente sanguinea) como
indireta, devido a produgdo de mediadores inflamatérios na bolsa periodontal
que conseqiientemente caem na circulacdo sanguinea (Behle, Papapanou®’
2006). A liberacdo de LPS na circulacdo periférica também pode ser o fator
causal, com consequente inflamacéo sistémica, ativacdo de células circulantes
inflamatérias e células endoteliais (Lalla et al.”® 2003). Além de aumentar a

expressao de moléculas de adeséo, o LPS ativa vias intracelulares que levam a
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producdo de citocinas pro-inflamatérias, como o TNF-a, que por sua vez
contribui para aterosclerose através da estimulagdo de adesdo leucocitaria e
recrutamento de células inflamatérias (Ohta et al.*® 2005).

Na primeira fase da infeccdo periodontal, LPS e toxinas
bacterianas séo liberados e caem na corrente sanguinea, ocasionando uma
resposta inflamatéria aguda (Carranza et al.*® 2010). O sistema vascular tem
papel primordial nessa fase, através do recrutamento de leucdcitos e regulacao
do ténus e da permeabilidade vascular (Dauphinee, Karsan®® 2006). Durante o
processo inflamatorio, o infiltrado de neutrofilos gera a producédo de espécies
reativas de oxigénio. Tal estresse oxidativo se associa a diminuicdo na
disponibilidade de 6xido nitrico e ao desenvolvimento de hipertensao (Tsioufis
et al.?* 2011).

Genco et al.'® (2002) mostraram que a presenca de Tanerella
forsythia e Porphyromonas gingivalis aumenta a chance para infarto agudo do
miacardio em 2,99 e 2,52 vezes, respectivamente. Os autores mostram, ainda,
gque a associacdo entre doenca periodontal e doenca cardiovascular é
independente de outros fatores como idade, sexo, raca, pressao arterial, nivel
sérico de colesterol, diabetes, situacao financeira, estado civil, indice de massa
corpérea e etilismo (Genco et al.®* 2002). Tais dados corroboram com o estudo

de Desvarieux et al.??

(2005), no qual os autores mostram que individuos com
um maior numero de periodontopatégenos apresentam maior espessura da
camada interna intima da carétida, sendo a infeccao periodontal relacionada a
aterosclerose subclinica (Desvarieux et al.?? 2005). Porém, ha controvérsia.
Hujoel et al.?® (2000), em estudo coorte, ndo observaram associacdo
verdadeira entre doenca periodontal e doenca arterial coronariana (Hujoel et
al.?® 2000).

Em estudo observacional, do qual fizeram parte 1446 pacientes e
cujo objetivo foi avaliar a possivel associacdo entre pressao arterial diastolica
elevada e bolsas periodontais profundas, os autores concluem que bolsas
iguais ou mais profundas que 5 mm estdo significativamente associadas a
pressdo arterial elevada (Engstron et al.>* 2007). Tais dados convergem com o
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estudo de Tsioufis et a (2011), no qual os autores mostram que uma

profundidade de sondagem maior que 3 mm se associa a elevagcdo da pressao
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arterial diastdlica, bem como pacientes com periodontite apresentam maior
contagem de células brancas (Tsioufis et al.?* 2011).

Em estudo clinico, cujo objetivo foi analisar a associagéo entre a
destruicdo periodontal e doenca arterial coronariana, bem como a relacéo entre
infeccdo periodontal e sindrome coronariana aguda de 201 pacientes, ficou
evidente que uma maior destruicdo periodontal se associa a maior severidade
da doenca cardiaca coronariana, e a infeccao periodontal se associa a uma
maior precariedade do estado clinico cardiaco (Gotsman et al.®® 2007).
Engebretson et al.?® (2005) em estudo observacional, demonstraram que
doenca periodontal cronica avancada (determinada por meio da destruicdo
O0ssea horizontal verificada através de radiografia panoramica), associa-se
positivamente & aterosclerose (Engebretson et al.?*® 2005). A terapia
periodontal, por sua vez, associa-se a melhoria da inflamacéo sistémica bem

como da doenca cardiovascular subclinica (Demmer, Desvarieux ® 20086).
2.3 A DOENCA PERIODONTAL E A FUNCAO ENDOTELIAL

A presenca de inflamacédo sistémica pode afetar diretamente o
endotélio vascular (Tonetti et al.>” 2007). Embora n&o seja claro o mecanismo
pelo qual a doenga periodontal é relacionada com doencas cardiovasculares,
acredita-se que a inflamacé&o sistémica induzida pela microbiota presente na
doenca periodontal possa contribuir para o desenvolvimento de disfuncéo
endotelial (Ekuni et al.?® 2009). Os dados sugerem que essa inflamacao
sistémica e a consequente diminuicdo na biodisponibilidade do éxido nitrico
podem ser, pelo menos em parte, a causa da disfungcéo endotelial, que por sua
vez leva a doencgas cardiovasculares. Mais recentemente alguns trabalhos tém
mostrado a presenca de disfuncdo endotelial em pacientes com periodontite
(Higashi et al.?® 2008, Higashi et al.*® 2009), conforme mostra quadro 1. Esta
disfuncéo endotelial estaria na génese da relacdo entre doencga periodontal e
problemas cardiovasculares (Paquette et al.>! 2007). A periodontite se associa
a disfuncdo endotelial em individuos sem riscos cardiovasculares, bem como
em pacientes hipertensos. Tanto a periodontite como a disfungdo endotelial,

bY

independente ou concomitantemente, levam a aterosclerose, resultando em
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complica¢Bes cardiovasculares (Higashi et al.“” 2008), sendo estas ultimas uma

das maiores causas de morte no mundo (Dahlof** 2010).

Referéncia Objetivo n Achados clinicos
Amar et al.”® Avaliar a relagio da DP com 55 DP severa se associa a
2003 disfungcdo  endotelial e com disfuncdo endotelial e a altos
inflamacdao sistémica niveis de proteina C-reativa

Mercanoglu Avaliar a possivel relacdo entre DP e 54  Pacientes com DP apresentam
et al.** 2004 disfuncéo endotelial disfuncdo endotelial antes
mesmo de qualquer evidéncia
de aterosclerose
Seinost et Avaliar a presenca de disfuncio 61 DP severa gera disfuncdo
al.*® 2005 endotelial na DP endotelial
O tratamento da DP melhora a

funcdo endotelial

Blum et al.®® Determinar a associacdo entre DP e 13  Pacientes com DP
2007 disfuncdo endotelial; avaliar o apresentaram severa disfuncao
impacto da terapia periodontal sobre endotelial, que melhorou
a funcao endotelial significativamente apoés terapia

periodontal

Tonetti et al.”’ Avaliar a funcdo endotelial de 120 A terapia periodontal se

2007 pacientes com DP e sob terapia associa a melhora da funcéo
periodontal endotelial

Higashi et Avaliar a fungcdo endotelial de 116 A DP se associa a disfuncdo

al.” 2008 pacientes com DP e sem riscos endotelial em pacientes com ou
cardiovasculares, bem como de sem riscos cardiovasculares

pacientes com DP e hipertensos

Higashi et Avaliar a fungdo endotelial de 101 A DP aumenta a disfuncdo
al.** 2009 pacientes com DP e DAC endotelial de pacientes com
DAC

A terapia periodontal melhora a
funcdo endotelial de pacientes
com DAC

Quadro 1: Estudos que avaliaram a fungéo endotelial de pacientes com doenca periodontal.
Nota: DAC: Doenga Arterial Coronariana; DP: Doenga Periodontal

Considerando que as células endoteliais cobrem a &rvore
vascular de todos os 6rgdos e sdo as primeiras células a entrar em contato
com bactérias e produtos bacterianos disseminados na corrente sanguinea, é

facil compreender que estas células serdo facilmente afetadas por um processo
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infeccioso/inflamatério. E importante lembrar que as células endoteliais
superam em numeros todas as outras células em cada érgdo. Mais de 60
trilndes de células endoteliais formam o maior érgéo interconectado do corpo
humano, com uma massa de aproximadamente trés quilogramas e cobrindo
uma extensdo de quatro mil metros quadrados (para revisdo ver Aird®’ 2007).
Para manter a homeostasia o endotélio produz componentes da matriz
extracelular como colageno e uma grande variedade de mediadores quimicos
regulatoérios, como por exemplo, oxido nitrico, prostacilcina, endotelina 1 e
angiotensina Il (Quyyumi®® 1998). Em condicdes fisiolégicas ha um balanco
entre fatores relaxantes derivados do endotélio, como o 6xido nitrico e fatores
constritores derivados do endotélio como a endotelina 1. Na disfuncdo
endotelial a biodisponibilidade do 6xido nitrico € reduzida e este balanco é
alterado, predispondo a complicaces cardiovasculares (Tan et al.** 2002).
Desta forma, o endotélio, outrora considerado uma simples barreira com
permeabilidade seletiva entre o sangue e outras paredes vasculares, é agora
reconhecido como um érgdo homeostético crucial, fundamental para regulacao
do tdnus e da estrutura vascular (Versari et al.*’ 2009).

Como dito acima, em condicdes fisioldgicas as células endoteliais
produzem Oxido nitrico, que por sua vez se difunde para o tecido circundante,
exercendo uma atividade protetora cardiovascular através do relaxamento de
células de mauasculo liso, prevenindo a adesdo e migracdo de leucdcitos na
parede vascular, a proliferacao de células de musculo liso, agregacao e adesao
de plaquetas e a expresséo de moléculas de adesdo (Kawashima*' 2004, Khan
et al.** 1996), assim como mostra a figura 1. O éxido nitrico é produzido por
uma familia de enzimas chamadas de 6xido nitrico sintetases (NOS). Existem
pelo menos trés isoformas de Oxido nitrico sintetases. Cada isoforma é produto
de um gene distinto. A NOS-1, também chamada de neuronal € encontrada em
altos niveis em neurénios, bem como em tecidos ndo neuronais. A NOS-2 é
também conhecida como 6xido nitrico sintase induzida (iNOS). A NOS-3,
também chamada de oOxido nitrico sintase endotelial (eNOS), foi a enzima
originalmente encontrada como responsavel pela producdo do fator relaxante
derivado do endotélio (Furchgott, Zawadzki** 1980). Em algumas condicdes
patologicas, incluindo a presenca de fatores de risco cardiovasculares, o

endotélio sofre alteracdes funcionais e estruturais, perdendo sua atividade
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protetora e favorecendo o surgimento de complicagbes cardiovasculares. A
principal caracteristica desta situagdo € um prejuizo na biodisponibilidade do
oxido nitrico. Isto pode ser consequiéncia tanto de uma reducdo na producéo a
partir da NOS-3 como por um aumento na degradacdo do NO por espécies

reativas de oxigénio (Verma et al.** 2003).

Leucécito: glzqugt:: )
Reducéo da rolagem e adeséo educao aa agregacao

9 . = O Reducéo da adesao
Redugdgda liberago de citocinas *i Redugao da liberagao de mediadores

Célula endotelial
=
Q“Q

Musculo liso vascular:
Vasodiltagdo
Reducao da proliferacéo

L-Citrulina

L-Arginina
o >FAD, FMN, NADPH< -
2 HEME, THB4

Figura 1: Papel do 6xido nitrico (NO) sobre a homeostase vascular.

Nota: O 6xido nitrico (NO) é produzido na célula endotelial vascular a partir do aminoacido L-
arginina em um processo catalisado pela enzima 6xido nitrico sintetase (NOS). Além da
classica acdo vasodilatadora, o0 NO previne adesdo e migracdo de leucdcitos na parede
vascular, proliferacdo de células do musculo liso, agregacdo e adesdo de plaquetas e a
expressdo de moléculas de adeséo.

Diante do prejuizo na biodiponibilidade do o6xido nitrico o
endotélio pode implementar varios mecanismos fisiol6gicos na tentativa de
compensar a deficiéncia de Oxido nitrico. Neste sentido varios trabalhos
relatam o aumento da expressdo de COX-2 em situacbes de inflamacéo
sistémica com conseqiiente disfuncéo endotelial (Foudi et al.** 2009). Desta
forma, assim como acontece no diabetes e hipertensdo (Bulut et al.*® 2003,
Nacci et al.*’ 2009), a COX-2 pode ter um papel vascular protetor na
periodontite, contrabalanceando a disfuncéo endotelial através da producéo de

prostandides vasodilatadores.
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Inibidores de COX-2 como celecoxibe e etoricoxibe tém sido
utilizados com sucesso, preemptivamente ou ap0Os cirurgias periodontais, no
controle da dor e inflamacao de pacientes com periodontite (Pilatti et al.*® 2006,
Steffens et al.*® 2010). Adicionalmente, estudos pré-clinicos tém mostrado que
estes farmacos previnem a perda 6ssea em um modelo de periodontite
experimental (Holzhausen et al.® 2005, Azoubel et al.>* 2007). Entretanto os
efeitos cardiovasculares da utilizacdo destes farmacos na periodontite néo

foram ainda avaliados.

2.4 CICLOOXIGENASES

O &cido araquidbnico é um &cido graxo essencial obtido a partir
da dieta ou indiretamente através da convers&o do &cido linoléico (Das>? 2006).
Este 4cido graxo € o precursor de uma larga familia de compostos bioativos
conhecidos como eicosanoides. Em razdo da poténcia biolégica destes
compostos, o acido araquidénico € mantido em niveis muito baixos na célula
através da sua esterificacdo com fosfolipidios de membrana. Desta forma a
disponibilidade de acido araquiddnico livre é descrita como a etapa limitante na
producdo de eicosandides (para revisdo ver Shimizu®®* 2009). O &cido
araquidénico é liberado da membrana plasmatica por agdo da enzima
fosfolipase A,, dando inicio a uma cascata metabdlica que tem inicio por acédo
da prostaglandina G/H sintase, comumente chamada ciclooxigenase (COX). As
ciclooxigenases (COX) sédo enzimas altamente conservadas evolutivamente, e
existem em duas formas distintas, COX-1 e COX-2, sendo codificadas por dois
diferentes genes (Grosser et al.? 2002). Tanto a COX-1 como a COX-2 formam
um endoperéxido de prostaglandina instavel, o PGH,, a partir do &cido
araquidénico. O PGH, é transformado por varias enzimas e também por
mecanismos nao-enzimaticos em tromboxano e nas séries de prostaglandinas
D, F e | (figura 2), sendo estes compostos coletivamente conhecidos como
prostandides. A COX é, portanto, responsavel pelos dois primeiros passos na
sintese de prostandides, sendo as etapas posteriores dependentes de enzimas

tecido-especificas.
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Figura 2: As vias da Ciclooxigenase (COX). Acido araquiddnico, as ciclooxigenases e seus
subprodutos.
Nota: Adaptado de Grosser et al.>* (2010).

Os prostanodides sdo importantes mediadores inflamatorios.
Destacam-se as prostaglandinas PGE; e a PGl,, por se apresentarem como
potentes agentes vasodilatadores além de potencializarem o aumento de
permeabilidade induzido por mediadores como bradicinina e histamina
(Williams, Peck® 1977). Além disso, por esta potencializacdo do efeito da
bradicinina e da histamina, estas PGs também estdo envolvidas na
hiperalgesia (Ferreira® 1972). Ainda, a PGE; que se encontra presente no
estbmago exerce importante papel protetor gastrico, uma vez que estimula a
producdo de muco pelas células caliciformes. Os prostandides exercem seus
efeitos através de receptores de superficie de membrana, acoplados a proteina
G — para revisdo ver Narumiya, FitzGerald®’ (2001) — ativando diferentes vias
de sinalizacao intracelular.

No inicio da década de 70, Flower e Vane®® (1972) demonstraram
que o paracetamol era capaz de inibir a atividade da COX no cérebro com
muito mais eficiéncia do que em outros tecidos. Este trabalho suportou a idéia

de que ha no cérebro uma variante da enzima COX, e que o paracetamol &€ um
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inibidor seletivo desta enzima. Esta enzima foi identificada em cortex cerebral
de cées e chamada de COX-3; trata-se, entretanto de um splice alternativo da
COX-1 (Chandrasekharan et al.>® 2002).

Os inibidores da COX, os antiinflamatérios nao esteroidais
(AINES), aliviam a dor, a febre e a inflamacao através da inibicdo da formagéo
de prostandides (Grosser et al.®® 2006), e sdo divididos em inibidores
tradicionais (inibem a COX-1 e a COX-2) e inibidores seletivos para COX-2.

2.5 INIBICAO SELETIVA DA CICLOOXIGENASE-2

As complicacbes gastrointestinais sdo reconhecidas como a
principal limitacdo do uso crbénico de antiinflamatérios ndo esteroidais. Estas
complicagcbes ocorrem principalmente em decorréncia da inibicdo de
prostandides produzidos pela COX-1 e que sdo responsaveis pela citoprotecéo
epitelial gastrica (Graham et al.®* 1993, Brzozowski et al.®? 2005). Desta forma,
a demonstracdo da existéncia de uma segunda enzima, que diferente da COX-
1 ndo parecia ser expressa constitutivamente nos tecidos, e cuja expressao era
induzida por mediadores inflamatdrios, gerou grande entusiasmo (Seibert et
al.®® 1995).

Diante dos novos fatos, foi sugerido que a COX-2 seria a
principal, se ndo a Unica fonte de producdo de prostaglandinas durante o
processo inflamatério (Seibert et al.®® 1995). Enquanto isso a COX-1, que é
constitutivamente expressa em diversos tecidos, foi considerada a principal
responsavel por fungbes homeostaticas e a Unica isoforma envolvida na
protecdo da mucosa gastroduodenal (Brzozowski et al.®? 2005). Isto levou a
hipétese de que a inibicAo seletiva da COX-2 apresentaria efeitos
antiinflamatorios, analgésicos e antipiréticos, sem a toxicidade gastrointestinal
dos antiinflamatoérios tradicionais. Esta hipdtese direcionou a busca e o
desenvolvimento de farmacos seletivos para COX-2 (FitzGerald, Patrono®
2001).

Em 1999, menos de uma década apds a descoberta da COX-2
(para uma revisdo sobre a histéria da descoberta da COX-2 ver Hawkey®®
2005), os primeiros inibidores seletivos da COX-2 (Coxibs), celecoxibe e

rofecoxibe, entraram no mercado. JA em 2001, o volume de vendas de
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rofecoxib atingiu US$ 2,5 bilhdes no mercado de 80 paises, gracas a vigorosa
campanha de marketing (Mitchell, Warner® 2006, Patrono, Baigert®’ 2009,
Grosser et al.”* 2010). Lumiracoxibe e etoricoxibe surgiram como a segunda

geracéo dos coxibs, conforme se observa no quadro 2 (Amer et al.®® 2010).

Composto Ano de Situacéo Meia-vida  T-max Indicacéo
(nome surgimento (h) (h)
comercial)
Rofecoxibe” 1999 Retirado em 17 2-3 Dor e artrite
(Vioxx) 2004
Celecoxibe® 1999 Disponivel no 12 2-4 Osteoartrite, artrite
(Celebrex) mercado reumatéide, dor
Valdecoxibe® 2001 Retirado em 8 2-3 Dor e artrite
(Bextra) 2005
Parecoxibe® 2001 Disponivel 1/3 - Impossibilidade de
(BextralMV- para uso medicacéo oral
pré-droga hospitalar

valdecoxibe)

Etoricoxibe® 2002 Dose de 120 22 1 Artrite reumatoide,
(Arcoxia) mg retirada dor aguda, gota
em 2008
Lumiracoxibe® 2005 Retirado em 4 2-3 Artrite, osteoartrite,
(Prexige) 2008 dismenorréia

Quadro 2: Inibidores seletivos da COX-2.
Nota: ‘farmacos de 12 geracéo; “farmacos de 22 geracéo.

Apesar do grande e rapido sucesso dos Coxibs, com alguns deles
ultrapassando bilhdo de ddlares em vendas por ano, logo se tornou aparente
qgue a inibicdo seletiva da COX-2 era muito mais complexa do que sugerido
pela simplista hipotese inicial.

A realizacdo de ensaios clinicos controlados, mostrou que os
I 60

Coxibs aumentam o risco de complicacfes cardiovasculares (Grosser et a
2006, Huber, Terezhalmy® 2006, Shi, Klotz’® 2008, Chan et al.”* 2009)
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afetando, por ano, aproximadamente de 1-2% de pacientes incluidos em
ensaios controlados e randomizados. Estes dados levaram a retirada do
rofecoxibe em 2004, seguido pelo valdecoxibe em 2005 (FitzGerald’? 2004).
Estima-se que o rofecoxibe tenha causado quase 28 mil infartos do miocardio e
mortes subitas nos Estados Unidos, entre 1999 e 2003 (Horton’® 2004). Alguns
estudos indicam ainda que juntos, o rofecoxibe e o celecoxibe tenham causado
mais de 26 mil mortes nos cincos primeiros anos de sua liberacdo no mercado
americano (Vaithianathan et al.”* 2009).

Desde a retirada do rofecoxibe do mercado pela Merck em 2004,
seguiu-se um caloroso debate na imprensa cientifica e popular sobre a
utilizacdo e seguranca dos Coxibs (Fitzgerald’®> 2004, Horton” 2004, Topol™
2004). Este caso trouxe a tona a deficiéncia que pode preceder a aprovacao de
um farmaco. A aprovacgdo dos trés primeiros Coxibs (celecoxibe, rofecoxibe e
valdecoxibe) foi baseada em estudos clinicos de curta duracdo e com apenas
algumas centenas de voluntarios (Simon et al.”® 1999, Lanza et al’’ 1999,
Langman et al.”® 1999, Sikes et al.” 2002). A possibilidade de riscos
cardiovasculares causada por estas drogas ja tinha sido antecipada antes
mesmo da aprovacdo dos primeiros representes da classe (McAdam et al.®
1999, Catella-Lawson et al.®* 1999). Além disso, o aumento de risco
cardiovascular com rofecoxibe ja foi visivel no estudo clinico inicial (Bombardier
et al.®? 2000), e ainda assim ocorreram estudos posteriores que expuseram 0s
pacientes a esse risco por tempo prolongado.

Atualmente no Brasil apenas o celecoxibe e o etoricoxibe sdo
comercializados, ambos com retengéo de receita médica e com clara indicacéo
dos riscos de complicacdes cardiovasculares (Resolugédo - RDC n° 79%%). O
Bextra (IMV) também € disponivel, porém seu uso se limita ao ambiente

hospitalar.

2.5.1 BASE BIOLOGICA PARA COMPLICACOES CARDIOVASCULARES
RELATIVAS AOS INIBIDORES DAS CICLOOXIGENASES

Como descrito inicialmente, os prostandides sao uma familia de
mediadores lipidicos bioativos produzidos pela COX a partir do &cido

araquidénico. A PGl,, um dos prostandides mais importantes no controle da
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7

homeostasia do sistema cardiovascular, € um potente vasodilatador e, além
disso, inibe a agregacao plaquetaria, a adesao de leucécitos e a proliferacédo de
células de musculo liso vascular.

Portanto, a PGI, apresenta um efeito protetor no processo
aterogénico. Os efeitos da PGI, contrastam com os efeitos do TXA, (figura 3),
que causa agregacdo plaquetaria, vasoconstricdo e proliferacdo vascular
(Huber, Terezhalmy®® 2006). Assim o balanco entre o TXA, produzido pelas
plaguetas e a PGI, produzida pelas células endoteliais € fundamental para
saude cardiovascular (Cheng et al.®* 2002, Smyth, FitzGerald®® 2002).

Aumento do risco cardiovascular

Prostaciclina - PGl, Tromboxano A, - TXA,

l l

Receptores IP Receptores TP
Antiagregante plaquetario Agregante plaquetario
Vasodilatador Vasoconstritor
Inibe a adesé&o de leucocitos Promove a adeséo de leucdcitos
Reduz o remodelamento vascular Aumenta o remodelamento vascular

Figura 3: Efeitos vasculares da Prostaciclina (PGl,) e do Tromboxano (TXA,).
Nota: A Prostaciclina e o Tromboxano tém efeitos opostos no sistema cardiovascular.
Adaptado de Mitchell, Warner®® (2006).

As primeiras evidéncias da importancia do equilibrio entre TXA; e
PGlI, surgiram de estudos com a aspirina. A aspirina inibe a COX-1 de forma
irreversivel, através da acetilacdo do sitio ativo da enzima. Diferente das
células endoteliais que podem sintetizar uma nova enzima COX-1 em poucas
horas, a plagueta é desprovida de ndcleo, sendo incapaz de repor as enzimas
inibidas. Desta forma a aspirina inibe permanentemente a metabolizacdo do
acido araquidonico pela COX-1 plaquetaria. E importante lembrar ainda que a
plagueta ndo apresenta COX-2. Desta forma, doses regulares de aspirina
causam uma inibicdo cumulativa e quase completa da COX-1 plaquetéaria
afetando pouco a COX endotelial. Dito de outra forma, a aspirina reduz a
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formacao de TXA, pela plagueta com minimo efeito na producéo de PGl, pelas
células endoteliais. Este deslocamento da producédo em favor da PGI, gera um
ambiente antitrombdético, ja& bem documentado. A utilizacdo diaria de baixas
doses de aspirina em pacientes de risco reduz a ocorréncia de eventos
tromboticos (Nyman et al.®® 1992).

De acordo com a hipétese inicial de que a COX-2 ndo esta
presente nos tecidos de forma constitutiva, sendo expressa somente durante o
desenvolvimento de uma resposta inflamatoria, € logico imaginar que em
individuos que ndo apresentem inflamag&o vascular os inibidores seletivos
desta enzima néo afetam o equilibrio entre TXA; e PGl..

Entretanto logo ficou evidente que a COX-2 ndo era expressa
somente durante a inflamacdo, mas podia estar presente em varios tecidos
durante condicdes fisiolégicas (Bishop-Bailey et al.®” 2006), inclusive em
células vasculares (Grosser et al.®® 2006). Estudos em voluntérios saudaveis
mostram que o0s inibidores seletivos da COX-2 reduzem a formacédo da
prostaciclina (PGl,) (McAdam et al.?° 1999, Catella-Lawson et al.®* 1999). Em
conjunto com outros estudos (Fries et al.®® 2006, Schwartz et al.?® 2007), estes
dados indicam que 60-70% da producdo da PGIl, em humanos saudaveis é
derivada da COX-2. Desta forma a COX-2 seria a isoforma da COX
predominante no endotélio vascular, e diretamente relacionada com a producdo
de prostaciclina na circulacdo normal. Esta visdo € diferente da hipétese inicial
em que a COX-2 seria expressa somente durante a inflamacéo. Corroborando
esta idéia alguns trabalhos tém mostrado que o estresse de cisalhamento
(shear stress), que é constantemente criado pela pressdo e movimento do
sangue dentro do lumen vascular, pode gerar a expressdo de COX-2 (Topper
et al.*® 1996, Inoue et al.”* 2002). Isto explicaria a auséncia de COX-2 em
células endoteliais em cultura (Mitchell et al.?> 1993), ja que estas células ndo
estao expostas a este estresse mecanico.

Mas apesar das evidéncias citadas acima, indicando que a COX-
2 possa ser uma enzima expressa constitutivamente nas células endoteliais,
estes achados ndo s&do uniformes. Inumeros estudos utilizando
imunohistoquimica tém mostrado que vasos de pessoas saudaveis expressam
COX-1, com minima evidéncia de COX-2 constitutivamente expressa (Baker et
al.”® 1999, Schénbeck et al.** 1999, Stemme et al.*® 2000).
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Se por um lado ndo ha evidéncias consistentes da expressdo
constitutiva da COX-2 em vasos saudaveis, em lesdes ateroscleréticas parece
nao haver davida de que ha uma inducdo na expressdo de COX-2.
Interessantemente, a excrecdo urinaria de metabdlitos da PGIl, aumenta em
pacientes com sindrome coronéaria aguda (FitzGerald et al.”® 1984) ou logo
ap6s uma intervencéo vascular (Roy et al.’” 1985), o que pode ser interpretado
como um mecanismo de defesa vascular para prevenir eventos trombaoticos.
Corroborando esta idéia, seguidos trabalhos mostraram a expressao de COX-2
em lesdes aterosclerdticas (Schonbeck et al.®® 1999, Belton et al.*® 2000,
Stemme et al.®® 2000). As plaquetas ndo expressam COX-2, entdo como
previsto, os inibidores de COX-2 ndo inibem a producdo de TXA, pelas
plaguetas. A conclusdo a partir destas observacdes € que a inibicdo da
producdo de PGI, a partir da COX-2 pode gerar um desequilibrio na relagédo
entre TXA; e PGI,, aumentado desta forma a probabilidade de um evento

trombatico (figura 4).

INFLAMAGAO T \
Célula

COX-2 (o) & . £ndotelial

Figura 4: Balanco entre mediadores pré-aterogénicos e anti-aterogénicos.

Nota: Em um estado normal a producéo de PGI, é predominantemente dependente de COX-1.
Entretanto em uma situagdo de leséo vascular, a expressdo de COX-2 é induzida nas células
endoteliais passando a contribuir para a produgédo de PGI, (Painel A), opondo-se aos efeitos
aterogénicos do TXA, produzido pela COX-1 das plaquetas. A utilizagdo de antiinflamatorios
seletivos para COX-2 (Coxibs) pode reduzir a producéo de PGI, gerando um desbalanco entre
TXA; e PGI, (Painel B).



3 PROPOSICAO

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Os inibidores seletivos de COX-2 como etoricoxibe, tém sido
utilizados com sucesso para o tratamento da dor e inflamagdo em alguns
pacientes com periodontite. Entretanto, o efeito destes farmacos sobre
variaveis cardiovasculares tem sido negligenciado.

Espera-se com este projeto obter uma compreensdo das
implicagbes cardiovasculares relativas ao tratamento com inibidores seletivos
da COX-2 em um modelo experimental de periodontite; e desta maneira,
compreender a relacdo entre doenca periodontal, inibicdo seletiva da COX-2 e
disfungcdo endotelial. Os dados obtidos poder&o fornecer evidéncias iniciais,
bem como orientar estudos futuros para que se obtenha clareza em relagéo a

seguranca da utilizacéo destes farmacos no tratamento da periodontite.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

% Avaliar o efeito da inibicdo seletiva da COX-2, através do

L)

etoricoxibe, sobre a reatividade vascular de animais com
periodontite induzida por ligadura, através de dois agentes
vasoconstritores (fenilefrina e angiotensina Il) e de dois agentes

vasodilatadores (acetilcolina e nitroprussiato de sédio);

*

% Analisar o efeito da periodontite e da inibicdo seletiva da COX-2,
através do etoricoxibe, sobre o aumento de frequiéncia cardiaca
induzida pela isoprenalina;

% Investigar a alteracdo provocada pela periodontite e pela inibicdo
seletiva da COX-2, com o etoricoxibe, na presséao arterial média e
na frequéncia cardiaca dos animais;

% Verificar o efeito da periodontite e do uso do etoricoxibe sobre a

producédo de éxido nitrico;

>

o
25

Analisar histologicamente o impacto da peridontite e do uso do

etoricoxibe sobre o tecido cardiaco de ratos infartados (figura 5).
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Célula endotelial saudavel

Circulagao  Inflamagao NO PGI,

sistémica
RO
Mediadores

inflamatérios Célula endotelial inflamada

Doenga Periodontal > [z} ao e

» Formacao de biofiime e U M

* Inflamacéo

* Perda 6ssea

Reducédo da inflamagéo e da perda ¢ssea:

-Holzhausen et al., 2005. H

-Azoubel et al., 2007. Impacto sobre o ténus vascular na periodontite:
-N&o estabelecido

Inibicao COX-2

Figura 5: Representacdo esquematica da idéia e objetivos centrais do trabalho - Efeito da
inflamacéo sistémica decorrente da periodontite sobre a célula endotelial.

Nota: A inflamacao sistémica induzida pela microbiota presente na doenca periodontal contribui
para o desenvolvimento de disfuncdo endotelial com consequiente reducdo na producdo de
oxido nitrico (NO). Entretanto a inflamagéo sistémica pode também levar ao aumento da
producdo de COX-2 na célula endotelial. A COX-2 pode apresentar um importante papel nesta
situacdo, contrabalanceando a reducdo na produgdo de NO através da producdo de
prostaciclina (PGIl,), que também tem importante papel na vasodilatacdo e inibicdo da
agregacdo plaquetaria. Diante desta visdo ha questionamentos sobre os efeitos
cardiovasculares de inibidores seletivos da COX-2 na periodontite.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 CARACTERISTICA DA AMOSTRA

Para este trabalho foram utilizados ratos Wistar adultos, de 2 a 3
meses de idade, com a média de massa corporea inicial de 250 g. Trabalhou-
se com oito ratos por grupo e os animais foram fornecidos pelo biotério central
da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG). Os mesmos foram
mantidos, durante todo o periodo do experimento, em ambiente com
temperatura de 22 £ 2 °C e ciclo de claro/escuro (12/12h) controlados
automaticamente, bem como tiveram livre acesso a agua e comida. Os
procedimentos foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da
UEPG (Anexo A) e os animais foram manipulados conforme recomendacgdes da
SBCAL (Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio).

4.2 INDUCAO DA PERIODONTITE ATRAVES DE LIGADURAS

Para o procedimento de colocacéo das ligaduras, os ratos foram
anestesiados e sedados com uma combinacdo de 25 uL de quetamina (75
mg/Kg) e 25 uL de xilazina (15 mg/Kg), injetados via intraperitoneal. Os animais
foram posicionados em um aparato de Doku, a fim de que permanecessem
com a boca aberta para a colocacéo das ligaduras. Para as ligaduras, usou-se
fio de algodao (Tex 34 Glacé 50 — Lipasa — Brasil). Os dentes dos animais
foram levemente luxados com o auxilio de uma sonda exploradora, para criar
um espaco para a colocacéo das ligaduras. As ligaduras foram colocadas nos
primeiros molares inferiores e segundos molares superiores, bilateralmente
(figura 6), atentando-se para que as ligaduras ficassem posicionadas dentro do
sulco gengival, com o n6é na face mesial dos molares inferiores e na face
palatina dos molares superiores (Llavaneras et al.*®® 2001, Achong et al.'®
2003, Galvdo et al.!®® 2003, Buduneli et al.’®®* 2004). As ligaduras foram
colocadas bilateralmente a fim de se evitar qualquer possivel distarbio no
padrdo mastigatério do animal (Dumitrescu et al.'®* 2004). Os animais do grupo
falso-operado foram submetidos aos mesmos procedimentos, porém o nd nao

foi realizado e a ligadura foi imediatamente removida.
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Figura 6: Colocacdo das ligaduras nos ratos. A: dente sendo luxado com o auxilio de sonda
exploradora a fim de se criar espago para colocacéo da ligadura. B: colocacdo da ligadura
finalizada.

4.3 ADMINISTRACAO DA MEDICACAO

A medicacao administrada foi o etoricoxibe 90 mg (Arcoxia® -
Merck Sharp & Dohme). O comprimido foi triturado manualmente com o auxilio
de um pistilo e um pote dappen, e diluido em agua destilada na concentracéo
de 10 mg/kg. A solucdo preparada foi administrada via oral, por meio de
gavagem, diariamente a partir do dia 14 do experimento até o dia 20. Os

grupos veiculo receberam agua destilada também através de gavagem.

4.4 AVALIACAO DOS PARAMETROS VASCULARES

Os animais foram anestesiados e sedados com uma combinacgao
de 25 pl de quetamina (75 mg/Kg) e 25 pl de xilazina (15 mg/Kg), injetados via
intramuscular. Uma vez anestesiados, os animais foram posicionados em
decubito dorsal sobre uma mesa cirdrgica aquecida (temperatura entre 35 e
36° C). A veia femoral foi localizada e entéo foi feita a insercdo de uma agulha
acoplada a uma cénula de polietileno (PE 50) e seringa. Esse acesso venoso
serviu para administracdo dos compostos que foram utilizados nos estudos. Na
sequéncia, a artéria carotida esquerda foi localizada e, de forma cuidadosa e
rapida, separada do nervo vago e tecidos adjacentes. Foi realizada entdo, a
insercdo de um catéter de polietileno (Angiocath®, numero 19), devidamente
heparinizado, o qual foi firmemente amarrado na artéria e conectado a um
transdutor de pressédo acoplado ao PowerLab 8/30 (AD Instruments Pty Ltd.,

Castle Hill, Australia). Os valores de pressdo arterial média, sistolica e
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diastolica (em mmHg) e da frequéncia cardiaca (em batimentos por minuto,
bpm) foram registrados em um computador por um software de integracdo
(ChartPro7®). Ap6s um periodo de 30 minutos de estabilizacdo, a reatividade
vascular para fenilefrina, angiotensina II, isoprenalina, acetilcolina e
nitroprussiato de sodio foi avaliada através da injecdo (subsequente) de trés
doses crescentes de cada um destes compostos (3, 10 e 30 nmol/kg para
fenilefrina; 3, 10 e 30 pmol/kg para angiotensina Il; 0,1, 0,3 1,0 nmol/kg para
isoprenalina; 3, 10 e 30 nmol/kg para acetilcolina e nitroprussiato de sddio). Ao
final do experimento os animais foram sacrificados por sobredose anestésica —

guetamina e xilazina.

Sistema de

aquisicao de T1
dados

Computador

Transdutor de
pressdo

Placa aguecida a
37°C

Administragao
i.v. dos agentes
vasoativos

Figura 7: Representacéo do preparo animal para avaliacdo dos parametros cardiovasculares e
administracéo dos agentes vasoativos.

Nota: Acesso na carétida esquerda e conexdo ao transdutor de presséo; acesso a veia femoral
para administracao de fenilefrina, angiotensina I, isoprenalina, acetilcolina e nitroprussiato de
sadio.
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As figuras que seguem representam 0s registros tipicos apés
administracao de fenilefrina e angiotensina Il (figura 8), isoprenalina (figura 9),
acetilcolina (figura 10) e nitroprussiato de sodio (figura 11).
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Figura 8: Registro tipico das alteracbes na pressdo arterial média e freqiiéncia cardiaca
induzidas pela fenilefrina e pela angiotensia Il.

Nota: Administragdo das trés doses crescentes de fenilefrina (3, 10 e 30 nmol/kg) e
angiotensina Il (3, 10 e 30 pmol/kg).
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Figura 9: Registro tipico das alteragBes na presséo arterial e na freqiiéncia cardiaca induzidas
pela isoprenalina.
Nota: Administracdo das trés doses crescentes de isoprenalina (0,1, 0,3 1,0 nmol/kg).
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Figura 10: Registro tipico das alteragbes na pressdo arterial média e freqiiéncia cardiaca
induzidas pela acetilcolina.
Nota: Administracdo das trés doses crescentes de acetilcolina (3, 10 e 30 nmol/kg).
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Figura 11: Registro tipico das alteragbes na pressdo arterial média e frequéncia cardiaca
induzidas pelo nitroprussiato de sédio.
Nota: Administracao das trés doses crescentes de nitroprussiato de sodio (3, 10 e 30 nmol/kg).
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4.5 QUANTIFICACAO DE NITRITO E NITRATO (NOXx)

O oxido nitrico (NO) é um potente vasodilatador de veias e
artérias que se encontra reduzido durante a periodontite (Higashi et al.?® 2008);
€ um mediador primordial para o relaxamento do endotélio e manutencdo do
ténus vascular. O uso de antiinflamatérios, como o etoricoxibe (Behal et al.*®
2009), pode estar associado a um aumento na producédo de 6xido nitrico em
animais (Lv et al.1%° 2007).

A metodologia utilizada para a quantificacdo dos valores de NOx
ja foi descrita detalhadamente (Granger et al.*°” 1990). Basicamente, o plasma
foi diluido 1:1 com agua bidestilada e desproteinizado pela adicdo de sulfato de
zinco (2%). Para a conversdo do nitrato para nitrito, as amostras foram
incubadas a 37° C durante 2 horas, em presenca da nitrato redutase expressa
em Escherichia coli cultivada em anaerobiose. Apds o periodo de incubacéo,
as amostras foram centrifugadas para a remogao da bactéria, sendo 100 pl do
sobrenadante misturados com o mesmo volume de reagente de Griess (1% de
sulfanilamida em 10% de acido fosforico/0,1%de alfa-naftil-etilenodiamina em
agua bidestilada) em placas de 96 pocos para leitura a 540 nm num leitor de
placas (leitor de ELISA). Curvas padrao de nitrito e nitrato (0 a 150 pM) foram
realizadas simultaneamente. Como nestas condi¢cdes a conversdo de nitrato
para nitrito foi sempre maior que 90%, n&o foi realizada nenhuma corre¢ao dos
resultados. Finalmente, por meio de regressao linear, os valores foram

expressos como pM de NOXx (nitrato e nitrito).

4.6 AVALIACAO DA REABSORCAO OSSEA PERIODONTAL

Apoés sacrificio dos animais através de sobredose anestésica —
guetamina e xilazina — a mandibula (primeiro molar) e maxila (segundo molar)
foram retiradas para andlise da perda 6ssea induzida pela ligadura e, portanto
caracterizacao da periodontite.

Exame morfométrico: apos a retirada do tecido gengival da regido
das hemi-mandibulas e maxilas, a parte 6ssea subjacente foi submetida a
procedimento de fervura em agua por 30 minutos, com posterior imersao das

amostras em peroxido de hidrogénio (H2O2) 10v ou 3% por 12 horas. Depois
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das amostras estarem bem secas, estas foram imersas e imediatamente
removidas de solugdo de azul de metileno (1 g/100 mL), para delinear a linha
da juncdo cemento-esmalte. O método utilizado para quantificar a perda 0ssea

periodontal foi adaptado de Bjornsson et al.'®

(2003). As amostras foram
fotografadas em Céamera Digital Sony Cybershot DSC 707, 5.0, Sony Brasil
Ltda, salvas em um computador e as medidas — das regides linguais e
vestibulares das mandibulas e das maxilas — foram entre a jungcdo cemento-
esmalte e a crista de 6ssea alveolar. As imagens foram analisadas pelo
programa Image-Pro Plus® Version 4.5.0.29 (Media Cybernetics, Silver Spring,
MD, USA).

Foram consideradas cinco medidas lineares para cada face dos
dentes inferiores e trés medidas lineares para cada face dos dentes superiores,

conforme figura 12.

Figura 12: Maxilares preparados para mensuracao da perda 6ssea.
Nota: Mandibula (A) e maxila (B) com suas respectivas marcacgdes lineares a fim de se
mensurar a perda 6ssea alveolar média (em mm) dos animais.

4.7 AVALIACAO HISTOLOGICA DO CORAGCAO POS-INFARTO

Com o intuito de se estudar o processo inflamatério no musculo
cardiaco, lesbes miocardicas foram induzidas nos animais através da
administracdo de isoprenalina (80 mg/kg, s.c.) por dois dias consecutivos, de
acordo com o modelo previamente estabelecido por Rona et al.}*® (1959). A
diferenca entre a demanda e a oferta de oxigénio promove uma lesédo
miocéardica isquémica com caracteristicas semelhantes ao infarto do miocardio
(Rona et al.*®® 1959).



43

Os ratos receberam ligaduras ou passaram pela falsa-cirurgia,
bem como foram medicados com etoricoxibe ou veiculo. Nos dias 20 e 21
receberam doses subcutaneas de isoprenalina (80 mg/kg, s.c.) para inducao do
infarto. No dia 22, os ratos foram anestesiados e sedados com uma
combinacéo de 25 uL de quetamina (75 mg/Kg) e 25 ul de xilazina (15 mg/Kg),
injetados via intraperitoneal, e entdo foram sacrificados através de
exsanguinacdo. Sequencialmente, tiveram seus coracdes removidos e 0s
mesmos foram irrigados com solucdo fisiolégica a fim de se remover o
remanescente sanguineo ainda presente e evitar a perfusdo cardiaca para
melhor preservacao do tecido a ser analisado.

Amostras dos coracdes foram fixadas em solugdo ALFAC (85%
de etanol 80%, 10% de formol 40% e 5% de acido acético glacial). Foi
realizado um corte longitudinal com lamina de bisturi na regido de ventriculo
esquerdo, e as amostras foram desidratadas e emblocadas em parafina. Os
blocos foram seccionados em cortes de 5 um e esticados em laminas. Os
cortes foram hidratados em xilol, seguido por seqiiéncia decrescente de etanol,
finalizando com coloracdo em hematoxilina e eosina. Para analisar alteracbes
presentes no tecido cardiaco, as laminas foram avaliadas em microscépio
optico e receberam escores (1, 2 e 3) quanto a presenca do infiltrado
inflamatério. Sendo 1 — pouco presente, 2 — moderadamente presente e 3 —

muito presente.

4.8 COMPOSTOS E REAGENTES UTILIZADOS

As seguintes substancias foram utilizadas neste estudo:

% Acido acético glacial e alcool etilico absoluto (comprados da
Rivax, Ponta Grossa, PR, Brasil);

« Angiotensina I, fenilefrina, acetilcolina, nitroprussiato de sodio e
isoprenalina (todos comprados da Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO, EUA);

% Quetamina (Parke-Davis, Sao Paulo, SP, Brasil);

+«+ Etoricoxibe (Arcoxia® - Merck Sharp & Dohme);
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« Hematoxilina, eosina, azul de metileno e xilol (Vetec, Rio de
Janiero, RJ, Brasil);

+ Heparina sodica (doada pela Cristalia Produtos Farmacéuticos,
Séo Paulo, SP);

% Xilazina (Ronpum™, Bayer; S&o Paulo, SP, Brasil).

Os sais e reagentes utilizados para preparo de solucbes foram
dissolvidos em &gua destilada. Os estoques de angiotensina Il foram
preparados em HCI (0,01 N). Todos os compostos foram diluidos para uso em
PBS estéril.

4.9 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

No dia 0, os ratos utlizados para o experimento foram
randomizados. Metade dos animais recebeu ligaduras para inducdo da
periodontite, e a outra metade foi submetida a falsa-cirurgia (as ligaduras foram
colocadas e imediatamente removidas). No dia 14, quando se iniciou o
tratamento farmacolégico e cuja duracdo foi de sete dias, houve nova

randomizacao, e os animais foram divididos nos cinco seguintes grupos:

X/
o

Naive: grupo n&o submetido a nenhum procedimento;

7/
X4

L)

Ligadura + etoricoxibe: os ratos receberam ligaduras e foram

tratados com etoricoxibe;

% Ligadura + veiculo: os ratos receberam ligaduras e foram tratados
com agua destilada;

% Falso-operado + etoicoxibe: os ratos foram submetidos a falsa-
cirurgia e tratados com etoricoxibe;

% Falso-operado + veiculo: os ratos foram submetidos a falsa-

cirurgia e tratados com agua destilada.
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Ao vigésimo primeiro dia, os animais foram preparados para
andlise dos parametros cardiovasculares (resposta a agentes vasoconstritores,
pressdo arterial média e frequiéncia cardiaca). Foi realizada coleta de sangue
para posterior quantificacdo de Oxido nitrico, e entdo os animais foram
sacrificados. ApoOs sacrificio através de sobredose anestésica — quetamina e
xilazina — tiveram suas mandibulas e maxilas removidas para mensuragdo da
perda O0ssea alveolar (figura 13).

Indugdo da periodontite
por colocagdo de ligaduras ou

falsa cirurgia Tratamento por via oral com
l etoricoxibe ou veiculo
Y l l i l’ l l
I | | 1 1 1 1 |
| e b e A L |
15 16 17 18 19 20
0 14 21
Dias l
Analises:

Pressao arterial

Frequéncia cardiaca

Resposta a agentes vasoativos
Dosagem de Oxido Nitrico
Histologia cardiaca

Perda dssea

Figura 13: Representagdo cronolégica do experimento.
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A fim de se verificar a efichcia da técnica de ligaduras como
modelo experimental de periodontite, bem como a absorcédo e efetividade do
etoricoxibe na dose utilizada, foi realizado um experimento com tratamento
precoce de etoricoxibe. As ligaduras foram colocadas no dia O e o tratamento
com etoricoxibe ou veiculo se iniciou no dia 1. O tratamento ocorreu
diariamente, por 6 dias, também na dose de 10 mg/kg, e ao sétimo dia os
animais foram sacrificados e tiveram suas maxilas e mandibulas removidas

para mensuracao da perda 0ssea alveolar (figura 14).

Inducéo da periodontite
por colocacéo de ligaduras ou

falsa cirurgia Tratamento por via oral com
etoricoxibe ou veiculo
Loy 2
|, | | | | | | 1
I ] ) ] ] j I
1 2 3 4 5 6
0 7
Dias l

Analise:
Perda Ossea

Figura 14: Representacgéo cronolégica do experimento com inibicdo precoce da COX-2.
Nota: Para caracterizacdo da periodontite e da absor¢éo e efetividade do etoricoxibe.

A fim de se analisar possiveis altera¢cdes no tecido cardiaco dos
animais, foi realizado um experimento semelhante ao ilustrado na figura 13,
porém com o diferencial de que os animais receberam doses subcutaneas de
isoprenalina, na concentracdo de 80 mg/kg, nos dias 19 e 20; sendo

sacrificados para coleta do coragao no dia 21 (figura 15).
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Indugdo da periodontite
por colocacdo de ligaduras ou

falsa cirurgia Tratamento por via oral com
l etoricoxibe ou veiculo

y l l l l l l

| | | | | |

| P [
15 16 17 18 19 20

Dias

Dose subcutanea
de isoprenalina

Anailise:
Remogdo do coragdo para
analise histologica

Figura 15: Representagdo cronoldgica do experimento para analise histologica cardiaca.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados sé@o apresentados como média = S.EM. A
significancia estatistica entre os grupos foi avaliada por analise de variancia de
duas vias (ANOVA de duas vias) seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni. O
nivel de significancia aceito para os testes foi de P<0,05. Todos os testes foram
realizados utilizando o software estatistico GraphPad Prism versdo 5.01, San
Diego, California, EUA.



5 RESULTADOS

5.1 PERDA OSSEA ALVEOLAR MEDIA EM UM MODELO EXPERIMENTAL
DE PERIODONTITE COM INIBICAO PRECOCE DA COX-2 -
CARACTERIZACAO DO EFEITO DO ETORICOXIBE

A fim de confirmar o efeito do etoricoxibe sobre a perda 6ssea
decorrente da periodontite, realizou-se um experimento que seguiu 0 protocolo
representado pela figura 14. Como pode ser verificado na figura 16, ha uma
perda Ossea significativa no sétimo dia apdés a colocacdo das ligaduras,

caracterizando a periodontite ja neste periodo.

* 3 veiculo
I @8 ctoricoxibe

o
(o2}
1

Perda 6ssea alveolar
média (mm)
o o
N N
1 1

0.0

falso-olperado Iiga:jura

Figura 16: Representacdo da perda 0ssea alveolar média em um modelo de periodontite com
inibicdo precoce da COX-2.

Nota: Efeito do tratamento precoce com etoricoxibe sobre perda 6ssea alveolar média (mm) do
segundo molar superior direito em animais submetidos ao procedimento de ligadura ou falsa-
cirurgia. Os animais foram tratados com etoricoxibe (10 mg/kg, v.0.) ou veiculo (agua, 100
pL/100 g, v.0.) a partir do segundo dia apds a colocacao das ligaduras ou da falsa-cirurgia.
Apbs sete dias de tratamento, os animais foram sacrificados e tiveram suas maxilas removidas
para mensuracdo da perda dssea alveolar. As barras representam a média e a linhas acima da
barra o erro padrdo da média de 6 animais. A andlise estatistica foi realizada por ANOVA de
duas vias via seguida pelo post hoc de Bonferroni. (* p<0,05, em relagdo aos demais grupos)
Obs.: O mesmo se aplica aos demais dentes que receberam ligaduras ou passaram pela falsa-
cirurgia — primeiro molar inferior direito e segundos molares superiores (direito e esquerdo).
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5.2 PERDA OSSEA ALVEOLAR MEE)IA EM UM MODELO EXPERIMENTAL
DE PERIODONTITE COM INIBICAO TARDIA DA COX-2

Uma vez caracterizada a eficacia do etoricoxibe no modelo de
periodontite induzida por ligadura, passamos a avaliar o efeito deste farmaco
sobre parametros cardiovasculares em momentos mais tardios da periodontite.
Para isso, a partir do décimo quarto dia de experimento, 0s animais receberam
etoricoxibe (10 mg/kg, v.0.) por sete dias. No vigésimo primeiro dia, tiveram
suas mandibulas e maxilas removidas para quantificacdo da perda éssea
alveolar nos diferentes grupos. Nota-se que o tratamento com etoricoxibe,
quando iniciado apo0s 14 dias da colocagdo das ligaduras, néo interfere na
perda 6ssea alveolar média dos animais. Nao ha diferenca entre a perda 6ssea
observada nos ratos com ligaduras que receberam etoricoxibe para com

agueles que receberam veiculo (figura 17).

1.5- ,
_ [ veiculo
S .
5 * . @l etoricoxibe
a>.» — T
= E 1.04
S s L
n .C
33
o
[}
o

0.0 T T

falso-operado ligadura

Figura 17: Representacdo da perda 0ssea alveolar média.

Nota: Efeito do etoricoxibe sobre perda 6ssea alveolar média (mm) do primeiro molar inferior
esquerdo em animais submetidos ao procedimento de ligadura ou falsa-cirurgia. Os animais
foram tratados com etoricoxibe (10 mg/kg, v.0.) ou veiculo (dgua, 100 uL/100 g, v.0.) a partir do
décimo quarto dia apos a colocagdo das ligaduras ou da falsa-cirurgia. Apds sete dias de
tratamento os animais foram preparados para avaliacdo dos pardmetros cardiovasculares;
apos sacrificio, tiveram suas mandibulas removidas para mensuracao da perda éssea alveolar.
As barras representam a média e a linhas acima da barra o erro padrdo da média de 8 animais.
A andlise estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias via seguida pelo post hoc de
Bonferroni. (*p<0,05, em relacdo aos grupos falso-operados)

Obs.: O mesmo se aplica aos demais dentes que receberam ligaduras ou passaram pela falsa-
cirurgia — primeiro molar inferior direito e segundos molares superiores (direito e esquerdo).
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5.3 QUANTIFICACAO DE NITRITO E NITRATO (NOx) EM UM MODELO
EXPERIMENTAL DE PERIODONTITE COM INIBICAO TARDIA DA COX-2

Como mostra a figura 18, os animais do grupo ligadura
apresentaram consideravel reducdo de NOx. O etoricoxibe aumentou a
guantificacdo de NOx tanto no grupo ligadura como no grupo falso-operado.
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Figura 18: Efeito do etoricoxibe sobre a concentracdo plasmatica de NOx (umol/L) em animais
submetidos ao procedimento de ligadura ou falsa-cirurgia.

Nota: Os animais foram tratados com etoricoxibe (10 mg/kg, v.0.) ou veiculo (dgua, 100 pL/100
g, v.0.) a partir do décimo quarto dia apés a colocagéo das ligaduras ou da falsa-cirurgia. Apds
sete dias de tratamento os animais tiveram seu sangue coletado para posterior obtencdo do
plasma e quantificacao de nitrito e nitrato. As barras representam a média e a linhas acima da
barra o erro padrdo da média de 8 animais. A andlise estatistica foi realizada por ANOVA de
duas vias seguida pelo post hoc de Bonferroni. (* p<0,05, em relacdo ao respectivo grupo
veiculo, # p<0,05, em relacdo ao grupo falso-operado veiculo)

5.4 HEMOGRAMA EM UM MODELO EXPERIMENTAL DE PERIODONTITE
COM INIBICAO TARDIA DA COX-2

Através da coleta sanguinea, além da quantificacdo de NOXx

também foi realizada a dosagem dos componentes sanguineos.

Tabela 1: Quantificacdo dos componentes sanguineos dos respectivos grupos experimentais

COMPONENTES Falso-operado + Falso-operado + Ligadura + Ligadura +

SANGUINEOS veiculo etoricoxibe veiculo etoricoxibe
Leucécitos (K/uL) 6,8+1,8 51+1,8 55+5,5 57+15
Plaquetas (K/uL) 416,8 + 75,1 4250+196,9 3785+157,1 564,0+118,0
Eritrécitos (K/uL) 59+1,1 6,5+1,3 6,6 £0,9 6,1+£0,7
Granulécitos (%) 43,3+ 21,2 44,0 + 15,7 46,3 + 10,5 33,5+134
Hemoglobina (g/dL) 14,2 +2,3 15,1 +1,5 15,2 +0,8 14,1+0,3

Nota: os dados representam a média + desvio padréo dos respectivos valores de 8 animais.
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5.5 PARAMETROS CARDIOVASCULARES EM UM MODELO
EXPERIMENTAL DE PERIODONTITE COM INIBICAO TARDIA DA COX-2

Em seguida avaliamos o efeito da inibicdo seletiva da COX-2 em
animais com periodontite sobre a resposta vasodilatadora a dois diferentes
agentes, acetilcolina e nitroprussiato de soédio, e sobre a resposta
vasoconstritora também a dois diferentes agentes, fenilefrina e angiotensina .

Estatisticamente, a resposta a acetilcolina se manteve inalterada,
porém foi observada uma tendéncia do grupo ligadura que recebeu etoricoxibe

em apresentar menor vasodilatacao (figura 19).
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Figura 19: Efeito do etoricoxibe sobre a queda de pressédo arterial média (mmHg) induzida pela
acetilcolina em animais submetidos ao procedimento de ligadura ou falsa-cirurgia.

Nota: Os animais foram tratados com etoricoxibe (10 mg/kg, v.0.) ou veiculo (agua, 100 pL/100
g, v.0.) a partir do décimo quarto dia apés a colocacgédo das ligaduras ou da falsa-cirurgia. Apds
sete dias de tratamento os animais foram preparados para registro da presséo arterial. Doses
crescentes de acetilcolina foram injetadas (i.v.) e a variagdo na pressao arterial média foi
registrada. As barras representam a média e a linhas acima da barra o erro padrdo da média
de 8 animais. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias via seguida pelo post
hoc de Bonferroni. (p>0,05)

Na sequéncia, foi avaliada a resposta vasodilatadora dos animais
a nitroprussiato de sédio (figura 20). Ndo foram observadas alteracdes com

significancia estatistica dentre os grupos.
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nitroprussiato de sodio (nmol/KQg)
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Figura 20: Efeito do etoricoxibe sobre a queda de pressédo arterial média (mmHg) induzida pelo
nitroprussiato de soédio em animais submetidos ao procedimento de ligadura ou falsa-cirurgia.
Nota: Os animais foram tratados com etoricoxibe (10 mg/kg, v.0.) ou veiculo (dgua, 100 puL/100
g, v.0.) a partir do décimo quarto dia apés a colocagédo das ligaduras ou da falsa-cirurgia. Apds
sete dias de tratamento os animais foram preparados para registro da pressdo arterial. Doses
crescentes de nitroprussiato de sédio foram injetadas (i.v.) e a variagdo na pressao arterial
média foi registrada. As barras representam a média e a linhas acima da barra o erro padrao
da média de 8 animais. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias seguida
pelo post hoc de Bonferroni. (p>0,05)

Conforme se observa nas figuras 21 e 22, ndo houve alteracéo na
resposta pressorica tanto para fenilefrina como para angiotensina Il em

nenhum dos grupos avaliados.

501
0D 3 falso-operado + veiculo
® E 40- E3 falso-operado + etoricoxibe
%] . .
o £ B B3 ligadura + veiculo
o @ ligadura + etoricoxibe
o
[T
zﬁg o
g8 =
3 S i
> -

30
Fenilefrina (nmol/kg)

Figura 21: Efeito do etoricoxibe sobre o aumento de pressdo arterial média (mmHg) induzido
pela fenilefrina em animais submetidos ao procedimento de ligadura ou falsa-cirurgia.

Nota: Os animais foram tratados com etoricoxibe (10 mg/kg, v.0.) ou veiculo (agua, 100 pL/100
g, v.0.) a partir do décimo quarto dia apés a colocagédo das ligaduras ou da falsa-cirurgia. Apds
sete dias de tratamento os animais foram preparados para registro da presséo arterial. Doses
crescentes de fenilefrina foram injetadas (i.v.) e a variagdo na presséo arterial média foi
registrada. As barras representam a média e a linhas acima da barra o erro padrdo da média
de 8 animais. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias via seguida pelo post
hoc de Bonferroni. (p>0,05)
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Figura 22: Efeito do etoricoxibe sobre o aumento de pressédo arterial média (mmHg) induzido
pela angiotensina Il em animais submetidos ao procedimento de ligadura ou falsa-cirurgia.
Nota: Os animais foram tratados com etoricoxibe (10 mg/kg, v.0.) ou veiculo (dgua, 100 puL/100
g, v.0.) a partir do décimo quarto dia apos a colocacgédo das ligaduras ou da falsa-cirurgia. Apds
sete dias de tratamento os animais foram preparados para registro da pressdo arterial. Doses
crescentes de angiotensina Il foram injetadas (i.v.) e a variacdo na pressao arterial média foi
registrada. As barras representam a média e a linhas acima da barra o erro padrdo da média
de 8 animais. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias via seguida pelo post
hoc de Bonferroni. (p>0,05)

Concordando com a auséncia de alteracdo na resposta a agentes
vasoconstritores, ndo foram observadas diferencas na pressao arterial média
entre os grupos estudados (figura 23).
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Figura 23: Efeito do etoricoxibe sobre a pressao arterial média (mmHg) em animais submetidos
ao procedimento de ligadura ou falsa-cirurgia.

Nota: Os animais foram tratados com etoricoxibe (10 mg/kg, v.0.) ou veiculo (agua, 100 pL/100
g, v.0.) a partir do décimo quarto dia apés a colocacéo das ligaduras ou da falsa-cirurgia. Apds
sete dias de tratamento os animais foram preparados para registro da presséo arterial média.
As barras representam a média e a linhas acima da barra o erro padrdo da média de 8 animais.
A andlise estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias via seguida pelo post hoc de
Bonferroni. (p>0,05)
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Por outro lado, o etoricoxibe reduziu a frequiéncia cardiaca basal
dos animais com periodontite, entretanto, sem alterar a freqiiéncia cardiaca do

grupo falso-operado (figura 24).
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Figura 24: Efeito do etoricoxibe sobre a freqiiéncia cardiaca (bpm) em animais submetidos ao
procedimento de ligadura ou falsa-cirurgia.

Nota: Os animais foram tratados com etoricoxibe (10 mg/kg, v.0.) ou veiculo (agua, 100 uL/100
g, v.0.) a partir do décimo quarto dia apés a colocagédo das ligaduras ou da falsa-cirurgia. Apds
sete dias de tratamento os animais foram preparados para registro da frequiéncia cardiaca. As
barras representam a média e a linhas acima da barra o erro padrdo da média de 8 animais. A
analise estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias via seguida pelo post hoc de
Bonferroni. (*p<0,05, em relacdo aos demais grupos)

5.6 AVALIACAO DA FUNCIONALIDADE CARDIACA: RESPOSTA A
ISOPRENALINA - EM UM MODELO EXPERIMENTAL DE
PERIODONTITE COM INIBICAO TARDIA DA COX-2

Diante da reducédo de freqiéncia cardiaca gerada pelo etoricoxibe
em animais com periodontite (figura 24), a proxima etapa foi avaliar a
funcionalidade cardiaca, através do aumento de freqtiéncia cardiaca induzido
pela isoprenalina.

Como pode ser observado na figura 25, ndo houve alteracéo no
aumento de frequéncia cardiaca induzido pela isoprenalina em nenhum dos
grupos avaliados.

Avaliamos também a queda de pressao arterial induzida pela
isoprenalina. Como pode ser observado na figura 26, os animais com ligadura
quer receberam etoricoxibe apresentaram uma menor reducdo da presséo

arterial mediada pela isoprenalina (Figura 26).
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Figura 25: Efeito do etoricoxibe sobre o aumento de freqiiéncia cardiaca induzido pela
isoprenalina em animais submetidos ao procedimento de ligadura ou falsa-cirurgia.

Nota: Os animais foram tratados com etoricoxibe (10 mg/kg, v.0.) ou veiculo (dgua, 100 uL/100
g, v.0.) a partir do décimo quarto dia apés a colocagédo das ligaduras ou da falsa-cirurgia. Apds
sete dias de tratamento os animais foram preparados para registro da pressdo arterial. Doses
crescentes de isoprenalina foram injetadas (i.v.) e a variacdo na frequéncia cardiaca foi
registrada. As barras representam a média e a linhas acima da barra o erro padrdo da média
de 8 animais. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias via seguida pelo post
hoc de Bonferroni. (p>0,05)
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Figura 26: Efeito do etoricoxibe sobre a queda de presséo arterial induzida pela isoprenalina
em animais submetidos ao procedimento de ligadura ou falsa-cirurgia.

Nota: Os animais foram tratados com etoricoxibe (10 mg/kg, v.0.) ou veiculo (dgua, 100 uL/100
g, v.0.) a partir do décimo quarto dia apés a colocagéo das ligaduras ou da falsa-cirurgia. Apés
sete dias de tratamento os animais foram preparados para registro da pressdo arterial. Doses
crescentes de isoprenalina foram injetadas (i.v.) e a variagdo na pressao arterial média foi
registrada. As barras representam a média e a linhas acima da barra o erro padrdo da média
de 8 animais. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias via seguida pelo post
hoc de Bonferroni. (* representa significancia estatistica, p<0,05, para com os demais grupos)
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5.7 HISTOLOGIA CARDIACA DOS RATOS INFARTADOS EM UM MODELO
EXPERIMENTAL DE PERIODONTITE COM INIBICAO TARDIA DA COX-2

A fim de se analisar histologicamente a possivel relacdo entre a
periodontite, a inibicdo seletiva da COX-2 e o infarto agudo do miocardio, os
ratos receberam doses subcutaneas de isoprenalina (80 mg/kg/s.c.) nos dias
19 e 20 do experimento, conforme ilustra a figura 15. No dia 21, os ratos foram
sacrificados por exsanguinagcdo e tiveram seus coragdes removidos para
analise histologica. Foram realizados cortes longitudinais do ventriculo
esquerdo.

A figura que segue (figura 27) mostra os cortes histologicos
realizados.

A imagem A representa o tecido cardiaco de um animal naive, ou
seja, ndo submetido a nenhum procedimento e, portanto com auséncia de
infiltrado inflamatoério e/ou edema intercelular.

Nas demais imagens (B, C, D e E), observa-se a presenca de
infiltrado inflamatério — predominantemente células mononucleares, leucécitos

— bem como de edema intercelular; para onde apontam as setas.

As alteracdes sdo mais evidentes nos grupos falso-operado +

etoricoxibe (C) e ligadura + etoricoxibe (E).
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Ligadura + veiculo Ligadura + etoricoxibe

Figura 27: Efeito do etoricoxibe sobre o tecido cardiaco em resposta a doses subcutaneas de
isoprenalina de animais submetidos ao procedimento de ligadura ou falsa-cirurgia.

Nota: Representacdo histolégica cardiaca da regido de ventriculo esquerdo dos animais
infartados. Os animais foram tratados por sete dias com etoricoxibe (10 mg/kg, v.0.) ou veiculo
(dgua, 100 pL/100 g, v.0.) a partir do décimo quarto dia ap6s a colocacao das ligaduras ou da
falsa-cirurgia. Nos dias seis e sete do tratamento, os animais receberam doses subcuténeas
(uma vez ao dia) de isoprenalina 80 mg/kg. Apds sete dias de tratamento os animais foram
exsanguinados e tiveram seus coragdes removidos para analise histolégica. As setas apontam
para a maior concentragdo de infiltrado inflamatdrio (predominantemente leucdcitos) mais
evidente nos grupos falso-operado + etoricoxibe (C) e ligadura + etoricoxibe (E).



6 DISCUSSAO

Existem condicdes de natureza bioldgica, comportamental ou
ambiental que podem influenciar no estabelecimento e na progressdo da
doenca periodontal, os chamados fatores de risco (Clarke & Hirsch*'® 1995;
Albandar'** 2002). Atualmente, os fatores de risco aceitos e comprovados em
estudos epidemioldgicos e longitudinais séo: o tabagismo, o diabetes mellitus e
a associacdo de alguns tipos de microorganismos (Albandar'** 2002). Doencas
cardiovasculares ainda ndo correspondem a fator de risco classico, porém é
indiscutivel sua inter-relacdo com a periodontite e varios estudos reportam a
verossimilhanca de tal associacdo (Demmer, Desvarieux® 2006, Lamster et al.**
2008; Assinger et al.'? 2011).

Durante processos inflamatorios, como por exemplo, a doenca
periodontal, h4 um aumento na expressdo de COX-2 (Noguchi et al.**? 2007).
Este aumento se associa ao desenvolvimento de disfuncdo endotelial, que por
sua vez é a precursora de aterosclerose e cardiopatias. Apesar de ser uma
enzima marcadamente de carater inflamatério, sua inibicdo se relaciona
positivamente a desordens cardiacas. O objetivo deste estudo foi associar
esses dois fatores relacionados a complicacbes cardiovasculares — doenca
periodontal e inibicdo seletiva da COX-2 — em um modelo experimental de

periodontite em ratos.

Modelos animais tém sido importantes na compressdao da
fisiopatologia da periodontite. Estudos com modelos experimentais de
periodontite em ratos mostraram que a inibicho da COX-2 previne a perda
6ssea alveolar induzida pelas ligaduras (Azoubel et al.>* 2007, Holzhausen et
al.'** 2002, Holzhausen et al.>® 2005). Estes modelos podem contribuir também
para compreensao da relacdo entre periodontite e alteracbes sistémicas.

Recentemente, por exemplo, Herrera et al***

(2011) mostraram a influéncia da
periodontite sobre alteracbes cardiorrenais (Herrera et al.'** 2011). Desta
forma, a pesquisa a fim de se avaliar a resposta do hospedeiro utilizando-se
modelos animais € criticamente importante na analise da doenca bem como

para o desenvolvimento de novas terapias.
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Ao contrario do que ocorre em humanos, em que a doenca
periodontal — na maioria dos casos — leva anos para atingir proporgdes maiores
de inflamacéo, em modelos animais a doenca periodontal progride para uma
destruicéio cronica dos tecidos em poucas semanas (Oz, Puleo'™ 2011). Por
um lado, isto consiste numa grande vantagem, por otimizar as pesquisas.
Porém, ndo se devem descartar as diferencas existentes entre o0 modelo
experimental e a doenga em humanos, assim como a resisténcia natural do
rato, sob condi¢cdes normais, para com o desenvolvimento da periodontite —
devendo o pesquisador estar ciente disso (Struillou et al**® 2010).

Dentre os animais utilizados como modelos de doenca
periodontal tem-se primatas ndo humanos, cdes, porcos miniaturas, furdes,
cavalos, coelhos e roedores, cada um com suas vantagens e desvantagens
(Oz, Puleo'™ 2011). Primatas ndo humanos sdo o0s que mais se
assemelhariam a condicdo humana, porém o custo elevado de uma pesquisa
com animais deste porte dificulta 0 seu uso na pesquisa basica e em estudos
terapéuticos. Em contrapartida os roedores, que apesar de nao reproduzirem
todos os aspectos da doenca periodontal humana, sdo mais baratos e mais
facilmente manuseaveis (Oz, Puleo™® 2011). O rato é o roedor mais utilizado
no estudo da patogenia da doenca periodontal; dentre as espécies mais
comumente utilizadas destacam-se Wistar e Spraque-Dawley (Struillou et al**
2010). O modelo de inducao de doenca periodontal em ratos € uma alternativa
véalida e promissora (Struillou et al.'*® 2010), e consiste no método mais
utilizado para compreenséo do inicio e progresséo da doenca (Kimura et al.**
2000). No entanto se deve ter em mente a continua deposicdo Ossea nas
raizes dentais, que pode corresponder a possivel viés (Struillou et al.''® 2010).

Alternativas para a inducdo da periodontite nos animais sao a
colocacdo de ligaduras e/ou a inoculacdo de periodontopatogenos (Oz,
Puleo™® 2011). Dentre os periodontopatégenos que podem ser inoculados,
tem-se Porphyromonas gingivalis, Agreggatibacter actynomycetencomitans,
Fusobacterium nucleatum, Capnocytophaga, Eikenella corrodens, Actinomyces
viscosus e Streptococus sobrinus (Klausen et al.'*” 1991). Como alternativa a
inoculacdo de periodontopatdgenos, destacam-se as ligaduras. As ligaduras
séo colocadas ao redor dos dentes do animal, a nivel cervical e possivelmente

na regido subgengival; objetivam o acumulo de biofilme na regido com
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consequente desenvolvimento de periodontite. As ligaduras podem ser de
seda, elastico, nylon ou algodéo. Ha trabalhos, ainda, que relatam a inducao de
doenca periodontal com ligaduras contaminadas com Porphyromonas gingivalis
(Kimura et al.**® 2000).

No presente trabalho optou-se pelo modelo de inducdo de doenca
com ligaduras de algoddo em ratos Wistar. Consiste num modelo valido, ja
consagrado na literatura (Holzhausen et al.**® 2002, Holzhausen et al.*>® 2005),
e que comprovadamente induz uma inflamacdo que se assemelha a
periodontite humana. Ligaduras de algoddo séo preferiveis aos demais
materiais tendo em vista sua maior retentividade de biofilme quando
comparado a fios de seda, nylon ou elastico, e desta maneira caracteriza
melhor a doenca periodontal. Porém, vale salientar que estes ultimos materiais

sao melhores do que o algod&o no quesito resisténcia.

A maioria dos trabalhos com modelos de indugéo de peridontite
através de ligaduras reporta a utilizacdo de uma (Azoubel et al.>* 2007,
Holzhausen et al.**® 2002, Holzhausen et al.*® 2005) ou duas (Souza et al.**
2011) ligaduras, visto que a finalidade desses estudos foi avaliar os efeitos
locais da periodontite sobre a perda dssea alveolar. Todavia, para o presente
estudo optou-se pela colocacdo de quatro ligaduras porque o objetivo foi
analisar alteracdes sistémicas decorrentes da doenca. Em estudos prévios de
nosso laboratério, ndo foram observadas alteracbes sistémicas com uma
ligadura; portanto se optou pela colocagdo das mesmas em quatro molares de

modo a proporcionar uma inflamagéo de maior magnitude.

Estudos pré-clinicos mostram que a inibicdo da COX-2 previne a
perda 6ssea alveolar tanto com celecoxibe (Holzhausen et al.*** 2002) como
com etoricoxibe (Holzhausen et al.>® 2005; Azoubel et al.** 2007). O presente
estudo confirma esses dados. No protocolo experimental 1, demonstrou-se que
o etoricoxibe preveniu a perda Ossea alveolar induzida pela colocacao das
ligaduras (p<0,05). O gque permite concluir que o etoricoxibe administrado por
via oral foi efetivamente absorvido e exerceu atividade antiinflamatoria. Neste
mesmo lote de experimentos, avaliou-se a resposta vascular dos animais a
Fenilefrina e Angiotensina Il (dados ndo mostrados), porém nao foram

observadas diferencas estatisticas dentre os grupos. No estudo de Holzhausen
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et al.>® (2005), os autores comprovam a adequada absorcdo do etoricoxibe
através da quantificacdo sérica do farmaco por meio de HPLC (Cromatografia
liquida de alta performance) (Holzhausen et al.>® 2005).

Ainda, vale salientar que estudos clinicos relatam beneficios da
inibicdo da COX-2, com o etoricoxibe, associada a terapia periodontal (Azoubel
et al.'*® 2008). Neste estudo, 0s autores associam a terapia basica periodontal
a administracdo de etoricoxibe, e mostram que essa associagdo promove uma
reducdo nos niveis de PGE;; o que se pode relacionar a discreto beneficio a
condicdo Ossea periodontal. No entanto, parametros cardiovasculares do uso
de inibidores seletivos da COX-2 durante processos inflamatérios, assim como

a periodontite, ainda nao foram avaliados.

Desde a introducdo dos inibidores seletivos para ciclooxigenase-
2, hd uma continua discussao a respeito de sua seguranca e efeitos adversos
cardiovasculares (Funk, FitzGerald'*! 2007). Ensaios clinicos controlados com
placebo tém mostrado que coxibs podem causar complicacdes
cardiovasculares (infarto do miocardio, acidente vascular cerebral, insuficiéncia
cardiaca e trombose venosa) principalmente com o uso crbnico desses
farmacos, afetando aproximadamente de 1% a 2% dos pacientes por ano
(FitzGerald’ 2004). Estes dados levaram & retirada do rofecoxib e valdecoxib
do mercado. Atualmente no Brasil apenas o celecoxibe e o etoricoxibe sao
comercializados, ambos com retencao de receita médica e com clara indicacao

dos riscos de complica¢des cardiovasculares (Resolucdo - RDC n° 79%).

A fim de se estudar a inibicdo seletiva da COX-2, podem-se fazer
uso de compostos quimicos de uso exclusivo laboratorial, como SC 236: 4-[5-
(4-chlorophenyl)-1-(trifluoromethyl)-1H-pyrazol-1-yl]-benzenesulfonamide
(Balzary, Cocks'*® 2006, Queiroz-Junior et al.'*® 2009), que apresenta alta
especificidade e seletividade para a COX-2. Todavia, como se buscou
aproximar o presente trabalho, na medida do possivel, da pratica clinica, optou-
se por um inibidor que estivesse disponivel para uso clinico. Nesta categoria,
como mencionado anteriormente, enquadram-se apenas 0 celecoxib e o
etoricoxibe (Resolucdo - RDC n° 79%%). Optou-se por este ultimo devido & sua

seletividade para a COX-2 ultrapassar em mais de 10 vezes a seletividade do
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celecoxibe (Martina et al.*?* 2005). Ainda, uma vez que os efeitos deletérios
dos coxibs sdo mais associados ao uso cronico desses medicamentos (Trelle
et al.'® 2011), o etoricoxibe foi administrado por sete dias — administracdo

cronica considerando-se o metabolismo de roedores.

A partir de sete dias da colocacdo das ligaduras ja se observa
significativa perda Ossea, porém esta se torna mais marcante a partir do
décimo quarto dia. Além disso, alguns estudos (Queiroz-Junior et al.*?® 2009) e
assim como dados preliminares do nosso laboratério (Fernandes et al.'?®
2011), mostram que alteracfes sistémicas decorrentes da periodontite animal
tém um pico de ocorréncia em torno da segunda semana de inducdo da
doenca. Portanto, como o0 objetivo deste estudo foi avaliar alteragdes
sistémicas decorrentes da interacdo destes dois fatores (periodontite e inibicéo
da COX-2), o etoricoxibe comecou a ser administrado apenas no dia 14 apés a
colocacdo das ligaduras. Todas as analises foram realizadas no vigésimo

primeiro dia de experimento.

Corroborando com os trabalhos que mostram efeitos crénicos da
periodontite experimental a partir do décimo quarto dia, a coleta de sangue
realizada no ultimo dia experimental (dia 21) — a fim de se quantificar 6xido
nitrico nestes animais — mostra que o grupo periodontite que recebeu veiculo
apresentou concentracdo dos metabdlitos do Oxido nitrico (NOX)
estatisticamente menor do que o grupo falso-operado que recebeu veiculo
(p<0,05). O NO se associa a eventos inflamatorios, bem como a perda 6ssea
decorrente da periodontite (Leitdo et al.'?’ 2005). Um aumento de NO
geralmente caracteriza um processo inflamatério crénico, visto que durante a
inflamacdo ha aumento na expressdo de INOS, que produz maiores
guantidades de NO. Por outro lado, a reducdo de NO caracteriza uma
disfuncéo endotelial que por sua vez, pode ser desencadeada pela resposta
inflamatéria. Tal reposta inflamatéria pode ndo ter magnitude suficiente a ponto
de induzir a expressdo de INOS, porém pode ser suficiente para gerar
disfuncdo endotelial e, deste modo, reduzir a producdo de NO pela eNOS.
Portanto, uma reducdo dos niveis de Oxido nitrico pode ser consequéncia de
um processo inflamatério cronico e insidioso (Verma et al.** 2003).
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Interessantemente, 0s grupos que receberam etoricoxibe
(ligadura ou falso-operado) apresentaram consideravel aumento dos niveis de
NOx (p<0,05). Ha trabalhos que mostram aumento de NOx associado ao uso
de etoricoxibe (Behal et al.*®® 2009) e nimesulida, o que pode diminuir o
estresse oxidativo, reduzindo desta forma a reagcdo do NO com espécies
reativas de oxigénio e aumentado a biodisponibilidade do NO (Lv et al.'®
2007). No entanto, devem-se considerar as limitagcbes da metodologia
empregada. Assim como nos estudos de Behal et al.'® (2009), Lv et al.'®
(2007), o presente trabalho adotou a quantificagcdo de NO através do método
de Griess, metodologia indireta, uma vez que quantifica a concentracado de
metabolitos de NO — nitrito e nitrato, 0 que pode consistir num possivel viés.
Como complementacdo a esta metodologia, seria interessante avaliar o nivel
de expressédo das proteinas eNOS e iINOS nos vasos dos animais dos grupos

experimentais.

Através da coleta sanguinea, além da quantificacdo de NOXx
também foi realizado hemograma dos animais. Porém, ndo foram observadas
alteracdes significativas com relacgdo a nenhum componente sanguineo
(leucécitos, plaquetas, eritrécitos, hemoglobina e granuldcitos) (p>0,05). Com
relagdo a perda Ossea alveolar média induzida pelas ligaduras, neste lote
experimental ndo houve alteracdes dentre os grupos ligadura que receberam
veiculo ou etoricoxibe (P>0,05), havendo diferenca apenas entre ligadura (que
recebeu veiculo ou etoricoxibe) e falso-operado (que recebeu veiculo ou
etoricoxibe); os grupos ligadura apresentaram significativa perda éssea alveolar
média (p<0,05) ao passo que o0s grupos falso-operados demonstraram
normalidade na altura da crista 6ssea alveolar, o que caracteriza um estado de
saude periodontal. Esse resultado foi perfeitamente esperado, uma vez que a
partir do décimo quarto dia, periodo em que se iniciou a administracdo de

etoricoxibe, o processo inflamatério ja estava instalado.

Em estudo in vitro, verificou-se que a inibicdo da COX-2 atravées
do etoricoxibe na presenca de inflamacdo, aumentou significativamente a
resposta vasoconstritora & noradrenalina (Foudi et al.*> 2009). O objetivo inicial
do presente trabalho foi verificar se a administragcdo do etoricoxibe, num

modelo de periodontite em animais, teria efeito semelhante. Ao contrario do
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esperado, ao vigésimo primeiro dia a resposta vasoconstritora desses animais
— tanto para fenilefrina como para angiotensina Il — ndo apresentou diferencas
com significancia estatistica dentre os grupos (p>0,05). Também né&o foi
observada alteracdo na pressao arterial média (p>0,05). Tais dados diferem do
inicialmente esperado bem como dos dados obtidos no estudo de Foudi et al.*
(2009). Uma das explicacdes seria a dificuldade em se extrapolar os dados de
um estudo in vitro. No referido estudo, levou-se em consideracdo unicamente a
resposta local do vaso, extinguindo-se as variaveis sistémicas que interferem
na vasoconstricdo do animal. Além disso, deve-se considerar a possibilidade
de a periodontite ndo gerar alteracdo sistémica suficiente para promover tal
alteracdo. Neste aspecto, é importante lembrar que no trabalho Foudi et al.*
(2009) o tecido foi incubado diretamente com IL-18 e LPS, que
consequentemente induzem a expressdo de COX-2 e assim, simula um
processo inflamatério. Desta maneira, os resultados obtidos refletem o efeito
direto desses dois componentes, bem como da COX-2, sobre o tecido,

excluindo-se demais variaveis.

Em contrapartida, o grupo ligadura que recebeu etoricoxibe
mostrou reducgdo na frequéncia cardiaca (p<0,05) quando comparado com 0s
demais, dado que sugere que apesar de ndo se terem observado alteragdes na
resposta vasoconstritora, como se esperava com a idéia inicial do trabalho,
foram observadas alteracdes na funcdo cardiaca. Dessa maneira, o trabalho
seguiu para uma segunda etapa, que foi estudar com mais detalhes a
funcionalidade cardiaca dos animais de cada grupo experimental.

Para tanto, avaliou-se a resposta dos grupos experimentais a
isoprenalina, que é uma droga que promove um aumento na freqiéncia
cardiaca seguido por uma queda na pressdao arterial. Desse modo,
sobrecarrega o musculo cardiaco e consiste num modelo valido para se avaliar
a funcdo do coragdo. A isoprenalina, assim como o0s demais agentes
vasoativos, foi administrada em 3 doses crescentes. Nao houve alteracdes
estatisticamente significantes quanto as variacdes na frequéncia cardiaca
dentre os grupos. Porém, com relacdo a queda na presséao arterial média, mais
uma vez o grupo ligadura que recebeu etoricoxibe apresentou alteracao

(p<0,05), caracterizada por uma menor queda na pressao arterial, 0 que sugere
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gue parte da vasodilatacdo induzida pela isoprenalina seja mediada pela COX-

2 durante processos inflamatérios.

A isoprenalina é agonista B-adrenérgico ndo seletivo, e desta
maneira promove vasodilatacdo (Pourageaund et al.'*® 2005). Dentre os
receptores [, distinguem-se 3: Bi, B> € Bs. S4o mediadores da resposta
cardiovascular a noradrenalina liberada de terminais nervosos
simpatomiméticos e a adrenalina circulante. Sdo estimulados ou inibidos por
varios compostos usados no tratamento de importantes doencas como
hipertensédo, arritmias cardiacas e doenca cardiaca isquémica. Todos o0s
receptores 3 atuam por estimulo da proteina G, levando a ativacao da adenilil
ciclase e acumulo do segundo mensageiro AMP ciclico. Esta perfeitamente
estabelecida a existéncia de receptores 3 adrenérgicos na célula endotelial, o
que contribui para a regulacdo do ténus vasomotor (Guimardes, Moura*®® 2001)
e alguns estudos sugerem que o endotélio tenha papel facilitador no
relaxamento induzido por agonistas B-adrenérgicos (Graves, Poston™*° 1993).
O componente de relaxamento da isoprenalina parece envolver duas vias: uma
dependente do endotélio e outra independente do endotélio. O componente
dependente do endotélio € devido a ativagdo dos receptores B-adrenérgicos.
Adrenoceptores vasculares sdo afetados por inUmeras doencas, as vezes
como consequéncia de alteracdo dos vasos, ou entao por eles participarem na

génese da doenca, sendo sua causa primaria (Guimaraes, Moura*?® 2001).

Diante da evidéncia de disfuncdo endotelial gerada pelo resultado
dos experimentos com a isoprenalina, avaliou-se de forma mais adequada a
funcdo endotelial através da resposta vasodilatadora a acetilcolina e ao
nitroprussiato de sédio. Escolheram-se dois diferentes vasodilatadores devido
aos distintos mecanismos de acdo de ambos. A acetilcolina exerce sua funcéo
por meio de receptor acoplado a membrana da célula endotelial. Desta
maneira, estimula a propria célula edotelial a produzir NO, que atua sobre a
célula do musculo liso e promove vasodilatacdo. O nitroprussiato de sédio, por
sua vez, promove vasodilatacdo independentemente do endotélio, uma vez que

nao necessita de receptores e assim, age como um doador de NO.
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Apesar de nao haver diferencas com significancia estatistica
quanto a resposta aos agentes vasodilatadores, pode-se sugerir que a inibigdo
da COX-2 durante a periodontite prejudique de alguma maneira 0 bom
funcionamento do endotélio, denotando uma disfuncdo endotelial no dia 21 do
protocolo experimental. Essa disfuncdo pode ser caracterizada pela tendéncia
de o grupo ligadura que recebeu etoricoxibe em apresentar menor
vasodilatacdo em resposta a acetilcolina (p>0,05) — que estimula a producéo
de NO pela célula endotelial. Dado que converge com as alteracdes

observadas em resposta a isoprenalina.

Embora os experimentos anteriores nédo tenham mostrado
diferengas entre os grupos com relacdo ao aumento na frequéncia cardiaca
induzido pela isoprenalina, ndo se pode descartar a participacdo da COX-2 em
alteracdes cardiacas durante a periodontite. Portanto, a préxima etapa do
trabalho foi avaliar possiveis alteracdes cardiacas a nivel histolégico, uma vez
que se detectou que a funcao cardiaca parecia estar alterada e, desta maneira,
haver dano tecidual. Assim, utilizou-se um modelo de inducdo de infarto com
elevadas doses subcutaneas de isoprenalina para posterior analise do tecido
cardiaco, assim como reportado por demais trabalhos com modelos
experimentais de infarto (Ribeiro et al.**! 2009, Patel et al.*** 2010, Rona et
al.'®° 1959).

Com o intuito de induzir infarto do miocardio em animais, podem-
se usar dois modelos: cirargico ou farmacolégico. O primeiro consiste na
colocagdo de ligaduras na artéria coronaria. E pouco custoso e bem
estabelecido para esta finalidade (Hou et al.*®*®* 2011), porém possui o0
inconveniente de requerer um acesso cirurgico para sua execucdo. Alternativa
a este modelo cirdrgico € a administracdo subcutanea de altas doses de
isoprenalina (Rona et al, 1959'%®, Tanwar et al.™®** 2010). Este método
farmacoldgico com a isoprenalina tem a vantagem de ser menos invasivo por
dispensar a cirurgia para colocacdo das ligaduras na artéria coronaria. Pode
ser empregado através da colocacdo subcutanea de dispositivo de liberacéo
lenta de isoprenalina (Heather et al.*®> 2009) ou por injecdes subcutaneas da
droga (Rona et al, 1959'%°, Tanwar et al.*** 2010).
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A isoprenalina é agonista (1 e (2 adrenérgico e tem
cronotropismo agudo positivo e inotropismo (Kitagawa et al.}*® 2004). Esta
droga promove uma significativa queda na pressao arterial coincidente com um
sustentado aumento na frequéncia cardiaca. Com essa diferenca entre
demanda e oferta de oxigénio no musculo cardiaco, essas doses de
isoprenalina sdo capazes de promover uma lesdo com caracteristicas
semelhantes ao infarto miocardico sem, no entanto, promover lesdes
necroticas em outros orgaos. O infarto obtido, desta maneira, ocorre por
necrose do musculo cardiaco. No presente trabalho a opcédo foi pelo modelo
farmacoldgico por este dispensar a cirurgia necessaria para a colocacao de
|'133

ligaduras na artéria coronaria, como previamente descrito por Hou et a
(2011).

Foram observadas alteracdes histolégicas nos quatro grupos
experimentais, caracterizadas por edema intercelular e infiltrado inflamatério
rico em células mononucleares. Porém, o infiltrado inflamatorio foi mais
pronunciado nos grupos que receberam etoricoxibe, tanto em animais do grupo
ligadura como do grupo falso-operado. Tal fato sugere que a inibicdo cronica
da COX-2 possa exacerbar alteracdes cardiacas induzidas pela isoprenalina

em modelos animais.

Embora o mecanismo que relaciona doenca periodontal e risco
cardiovascular ndo esteja totalmente estabelecido (Demmer, Desvarieux®
2006), varios trabalhos tém suportado a idéia de que a inflamacao sistémica
nos pacientes com periodontite seja o elo entre estas patologias (Lalla et al.'®
2003, Lamster et al.™* 2008, Ekuni et al.?® 2009). A inflamacéo sistémica gera
alteracdes vasculares, principalmente nas células endoteliais. Suportando esta
idéia, foi demonstrado que a dilatacdo dependente de endotélio da artéria
braquial est4 diminuida em pacientes com doenca periodontal severa (Amar et
al.>®* 2003, Mercanoglu et al.®** 2004). A reducdo na reatividade vascular
dependente de endotélio caracteriza o quadro de disfuncdo endotelial,
atualmente considerado a primeira etapa para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares como hipertenséo e aterosclerose (Sitia et al.**’ 2010). Como

descrito acima, a enzima COX-2 tem a sua expressdao aumentada durante o
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processo inflamatério podendo desta forma, participar da inflamacéo da célula

endotelial.

O presente trabalho sugere que a inibicdo seletiva da COX-2
durante um processo inflamatorio crénico, assim como a doenga periodontal,
pode comprometer a funcionalidade do endotélio e exacerbar alteracdes

cardiovasculares.



7 CONSIDERACOES FINAIS

X/
°e

O etoricoxibe previne a perda 6ssea alveolar induzida por ligaduras
em modelo experimental de periodontite em ratos;

A quantificacdo de NOx é reduzida no grupo periodontite que
recebeu veiculo quando comparada com seu respectivo falso-
operado; e igualmente aumentada nos grupos que receberam
etoricoxibe (ligadura ou falso-operado);

A administragdo de etoricoxibe em animais com periodontite n&o
altera a vasoconstricdo decorrente da administracédo de fenilefrina ou
angiotensina ll;

A administracdo de etoricoxibe em animais com periodontite n&o
altera a pressao arterial média dos animais, porém promove uma
queda na frequéncia cardiaca, o que sugere o envolvimento da COX-
2 na funcao cardiaca de animais com periodontite;

Apesar da reducdo na frequéncia cardiaca basal dos animais com
periodontite e tratados com etoricoxibe, 0 aumento da frequéncia
cardiaca induzido pela isoprenalina foi semelhante em todos os
grupos experimentais;

A gueda na pressdao arterial em resposta a isoprenalina é alterada no
grupo ligadura que recebeu etoricoxibe; caracterizada por uma
menor queda na pressao arterial, quando comparado com os demais.
Este dado sugere envolvimento da COX-2 na vasodilatacdo induzida
pela isoprenalina durante processos inflamatorios;

A vasodilatacdo induzida pelo nitroprussiato de sodio ndo mostrou
alteracdo dentre os grupos experimentais. Porém ha uma tendéncia
do grupo ligadura que recebeu etoricoxibe em apresentar menor
vasodilatacdo em resposta a acetilcolina;

Quando submetidos a isquemia induzida por altas doses de
isoprenalina, todos 0s grupos apresentaram alteracdes histologicas
caracterizadas por edema intercelular e infiltrado inflamatério rico em
células mononucleares, porém estas sdo mais evidentes nos grupos

gue receberam etoricoxibe.
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Figura 28: Representacdo esquematica das consideragfes finais do trabalho — Efeitos da
inflamacé&o sistémica decorrente da periodontite sobre o sistema cardiovascular.

Nota: A inflamacao sistémica decorrente da doenca periodontal tem efeitos deletérios diretos
sobre a célula endotelial bem como sobre o sistema cardiovascular. A inibicdo da COX-2
durante a periodontite ndo acarreta em prejuizos na resposta vasoconstritora, porém é
observada discreta reducdo na vasodilatacdo bem como reducdo na freqiiéncia cardiaca.
Histologicamente, ha maiores alteragdes frente a uma isquemia.
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