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RESUMO

A periodontite é definida como uma doenca inflamatéria dos tecidos de suporte dos dentes,
causada por microorganismos, caracterizada por infiltracdo de leucocitos, destruicao
progressiva dos ligamentos periodontais e osso alveolar. O esclarecimento do papel de
prostaglandinas na reabsor¢cao dssea periodontal tem contribuido para a utilizagdo mais
racional de farmacos inibidores das ciclooxigenases disponiveis no mercado. Nesse sentido,
torna-se necessario o estudo da seguranga, ndo obstante sua eficacia, destes agentes
antiinflamatérios n&o esteroidais, como celecoxib ou diclofenaco potassico. No presente
estudo, utilizou-se um modelo de periodontite induzida por corpo estranho em ratos descrito
na literatura, com o objetivo de avaliar a capacidade do celecoxib e do diclofenaco
potassico. Observou-se que a insergao cirurgica do fio de nailon no modelo estudado
induziu a perda Ossea alveolar de forma significante aos 11 dias. Celecoxib nas doses
diarias de 3, 9 e 27 mg/kg foi capaz de inibir a perda 6ssea alveolar de forma significante e
dose-dependente (64%, 53% e 75,4%, respectivamente). O resultado com diclofenaco nas
doses de 1 e 5 mg/kg também reduziu de forma significante, a perda 6ssea alveolar (41% e
54,5%, respectivamente). A andlise macroscopica dos estbmagos mostrou que celecoxib e
diclofenaco ndo promoveram lesbes gastricas de forma significante quando comparados aos
animais néo tratados. O uso de celecoxib ndo causou alteracdes, de forma significante, no
hemograma dos animais submetidos a periodontite. Com diclofenaco, verificou-se uma
leucocitose em decorréncia do aumento do numero de neutréfilos, com maior pico no
periodo compreendido entre o 7° e 11° dia apds o procedimento cirurgico. A n&o alteragao
do numero de plaquetas do sangue dos animais submetidos a periodontite, inclusive nos
animais que receberam celecoxib ou diclofenaco pode sugerir que as doses utilizadas foram
relativamente seguras sob o ponto de vista cardiovascular ou ainda, possivelmente, tais
alteragbes ndo foram vistas por ndo se tratar de um estudo prolongado. Tanto o celecoxib
como o diclofenaco nao foram capazes de reverter, de forma significante, a perda de massa
corporea. As maiores doses de diclofenaco (10 e 25 mg/kg) causaram redugéao significante
da taxa de sobrevida dos animais a partir do primeiro dia pds-operatério e atingindo 50%
dos animais no terceiro dia. Os resultados mostraram que a indugcdo da periodontite em
ratos no grupo controle e no grupo tratado com celecoxib, n&do alterou as fung¢des renais ou
hepaticas avaliadas (uréia e creatinina ou AST). Contudo, o uso de diclofenaco, tanto na
dose de 1 mg/kg como também na dose de 5 mg/kg determinou alteragbes em ambas as
fungdes consideradas, induzindo um aumento significativo nos niveis séricos de creatinina e
AST. O diclofenaco e o celecoxib apresentaram efeitos protetores semelhantes na perda
6ssea. O celecoxib, utilizado na periodontite induzida durante 11 dias, foi menos téxico que
o diclofenaco, uma vez que este causou maior mortalidade de forma dose-dependente, e
alteragdes ao nivel de leucograma e das fungdes renal e hepatica.

Palavras chaves: periodontite experimental, celecoxib, diclofenaco.



ABSTRACT

Periodontitis is an inflammatory disease of the tissue that supports the teeth. It is
caused by microorganisms and is characterized by leukocyte infiltration, progressive
destruction of the periodontal ligaments, and alveolar bone. The clear role of
prostaglandins on periodontal bone resorption has contributed to the rational use of
the cyclooxygenase inhibitors drugs available. In this sense, it becomes necessary to
bare safety and efficacy studies of the non-steroidal anti-inflammatory agents, such
as celecoxib and potassium diclofenac. For the present study, a foreign object
induced periodontitis model in rats was used, such as described on specific literature,
to evaluate the activity of celecoxib and potassium and diclofenac. A surgical
insertion of a nylon tread induced significant alveolar bone loss after 11 days.
Celecoxib, given daily at 3, 9 and 27 mg/kg, significantly reduced this loss in a dose-
dependent manner (64%, 53% and 75.4%, respectively). Diclofenac produced a
similar effect at 1 and 5 mg/kg, reducing the loss by 41% and 54.5%, respectively.
Macroscopic analyses of stomachs indicated that neither celecoxib nor diclofenac
promoted gastric lesions when compared with non-treated animals. Celecoxib-treated
rats did not show significant hemogram parameters alterations when subjected to
periodontitis. For diclofenac-treated animals, it was verified a leukocytosis due to the
augmentation of neutrophil count, which peaked between the 7" and the 11" day
post-surgery. Platelet number of periodontitis-subjected animals, including those that
received celecoxib or diclofenac treatment, was not altered, which may suggest that
the doses used are relatively safe from the cardiovascular point of view, or that this
alterations was not seen due to the short period of the study. Celecoxib and
diclofenac were not able to significantly reverse the loss of body mass. The higher
doses of diclofenac (10 and 25 mg/kg/day) significantly reduced the survival rate
since the first day after surgery, reaching 50% at day 3. The induction of periodontitis
in control and celecoxib-treated rats did not alter renal or hepatic function according
to the biochemical parameters evaluated (urea and creatinine or AST). However,
diclofenac, at 1 and 5 mg/kg/day, determined alterations in both kidney and liver
functions, with a significant increase of seric levels of creatinine and AST. Diclofenac
and celecoxib presented similar effects on bone loss prevention. Celecoxib, used for
11 days to induce periodontitis, was less toxic than diclofenac, which caused a dose-
dependent mortality and leukogram alterations along with disruption of renal and
hepatic functions.

Keywords: experimental periodontitis, celecoxib, diclofenac.
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1 INTRODUCAO

1.1 Periodonto e doenca periodontal

O periodonto (peri=em torno de, odontos=dente) existe com o propdsito
de suportar os dentes durante fungcdo e depende de estimulos que recebe para a
preservacado de suas estruturas. Consiste em tecidos de revestimento e suporte do
dente, dividindo-se em duas partes: periodonto de protecdo, que compreende a
gengiva, e o periodonto de insergdo, composto do ligamento periodontal, cemento e
osso alveolar (CARRANZA; BERNARD, 2004). O cemento, apesar de ser um tecido
dental, é considerado uma parte do periodonto, pois, junto com o 0sso, ele serve
como suporte para as fibras do ligamento periodontal (NEWMAN, 2004; MADEIRA;
R1ZZOLO, 2005).

Dentre os diversos tecidos, destaca-se o processo alveolar, definido como
a porcao da maxila e mandibula que constitui e suporta os alvéolos dentarios, a qual
é formada quando o dente faz erupgcdo para promover insercdo O0ssea para 0O
ligamento periodontal; quando o dente é perdido, desaparece gradualmente
(CARRANZA; BERNARD, 2004). E um tecido mineralizado inervado e vascularizado,
que esta continuamente sofrendo remodelagdo como resultado de sua adaptacao as
necessidades funcionais (HOLMSTRUP, 2001; MADEIRA; RIZZOLO, 2005).

Doenca periodontal € um termo comum que envolve diversas condi¢des
patolégicas que afetam as estruturas de suporte do dente. Estas condi¢cbes sao
caracterizadas por infiltragcdo de leucdcitos, destruicdo do ligamento periodontal,
reabsor¢do do osso alveolar e a migragao apical do epitélio juncional (KORNMAN,
1996; LASCALA, 1997). As formas comuns de doenga periodontal encontradas em
humanos sdao a gengivite e a periodontite. Ambas sao respostas inflamatorias
cronicas, induzidas por microorganismos da placa dental (bactérias anaerdbicas
gram-negativas), que colonizam a area subgengival afetando os tecidos de protecéo
e sustentacdo do periodonto (LIU et al.,, 1996; LASCALA, 1997; HAAKE et al.,
2004a; 2004b).

A gengivite associada a placa dental € a forma mais comum de doenca
gengival, sendo o resultado de uma interacdo entre os microorganismos encontrados
no biofiime dental da placa e os tecidos e células inflamatérias do hospedeiro

(NOVAK, 2004). A periodontite é definida como “uma doenca inflamatéria dos
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tecidos de suporte dos dentes, causada por microorganismos especificos ou grupos
de microorganismos especificos, resultando em uma destruicdo progressiva dos
ligamentos periodontais e osso alveolar, com formagdo de bolsas, retragbes
gengivais, ou ambas” (BECK; ARBES JR., 2004; NOVAK, 2004). A doenga progride
em ritmos diferentes (Figura 1), com episoddios de rapida destruicdo tecidual
alternados com periodos de remissao (LIU et al., 1996; HAAKE et al., 2004a).

A periodontite é considerada como sendo a principal doenga responsavel
pela perda de dentes em adultos (WILLIAMS, 1990). Sabe-se que o curso temporal
dessa patologia envolve, primariamente, a invasédo de toxinas de um grande numero
de microorganismos cultivaveis na placa bacteriana e a consequente resposta
imunoinflamatéria do hospedeiro (LAH et al., 1993; WAHL et al., 1993).

A saude periodontal pode ser considerada um estado de equilibrio na qual
a populagao bacteriana coexiste com o hospedeiro, € ndo ocorre dano irreparavel
tanto para as bactérias como para os tecidos do hospedeiro. A quebra desse
equilibrio causa alteragdes tanto no hospedeiro como no biofilme bacteriano, e tem
como resultado final a destruicdo do tecido conjuntivo do periodonto (HAAKE et al.,
2004b).

Avangos em ciéncia e tecnologia no ultimo século expandiram em muito
nosso conhecimento sobre a patogénese das doengas periodontais. Embora a
doenga periodontal seja uma doenga infecciosa, estressores ambientais, fisicos,
sociais e do hospedeiro podem afetar e modificar a expressdo da doenga (MEALEY;
KLOKKEVOLD, 2004). Individuos que tém diabetes ou fumam s&o mais suscetiveis
a destruicao periodontal quando comparados com individuos ndo fumantes e sem
diabetes (SAITO et al.,, 2003; HAAKE, 2004). Estudos gerados de analises
retrospectivas de banco de dados sobre pesquisas em humanos tém sugerido uma
relacdo entre a doencga periodontal e as doengas cardiovasculares (EBERSOLE;
CAPELLI, 2005).

A influéncia de fatores sistémicos do hospedeiro na doencga periodontal ha
tempo foi reconhecida (HAAKE, 2004; MEALEY; KLOKKEVOLD, 2004). Disturbios
sistémicos que afetam a funcdo de neutrdfilos, mondcitos/macréfagos e linfocitos
resultam em producdo ou atividades alteradas dos mediadores inflamatérios do
hospedeiro. Estas alteragdes podem manifestar-se clinicamente como um inicio
precoce da destruicdo periodontal ou como uma aceleracdo da destruicdo, em

comparagdo com O que ocorreria na auséncia de tais disturbios (MEALEY;



14

KLOKKEVOLD, 2004). Os fatores do hospedeiro podem agir localmente reduzindo a
resisténcia para a destruigao dos tecidos periodontais como um resultado do desafio
bacteriano; e o desafio bacteriano pode produzir respostas locais ou sistémicas que

contribuem para a doenca sistémica (HAAKE, 2004).

C - PERIODONTITE EM ESTAGIO D - PERIODONTITE EM ESTAGIO
INICIAL AVANCADO

Figura 1- llustracé@o do periodonto saudavel e das doencas periodontais.
Fonte: GENGIVITE (2008)
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1.2 Mecanismos de producgéo da periodontite

As manifestagdes clinicas da doenga periodontal resultam de uma
inter-relacdo complexa entre os agentes etioldgicos, nesse caso bactérias
especificas encontradas na placa, e os tecidos do hospedeiro (KORNMAN, 2001;
HAAKE, 2004; HOLZHAUSEN et al., 2005).

A inflamagdo é a caracteristica patolégica central, e a placa € o fator
etioldgico responsavel pela indugdo do processo inflamatério do hospedeiro. Em
hospedeiro saudavel, pequenas, mas variaveis quantidades de placa bacteriana sao
controladas pelos mecanismos de defesa do corpo sem destruicao final. Bactérias
mais especificas na placa estdo mais provavelmente associadas com a destruicao
periodontal. Cepas especificas de espécies patogénicas podem ser mais virulentas
do que outras cepas. O acumulo da placa resulta de higiene bucal ineficaz e é
complicado pela presenca de fatores locais, tais como calculo, restauragdes
desbordantes ou dentes apinhados e mal alinhados (HAAKE, 2004).

A interagdo dos microorganismos com o hospedeiro determina o curso e a
extensdo da doenca resultante. Microorganismos podem exercer efeitos patogénicos
diretamente, por causarem destrui¢cao periodontal, ou indiretamente, por estimularem
e modularem a resposta do hospedeiro. A resposta do hospedeiro € mediada pela
interagdo microbiana e caracteristicas inerentes ao hospedeiro, incluindo fatores
genéticos que variam entre os individuos (HAAKE et al., 2004 b). Em geral, esta
resposta funciona como capacidade protetora, prevenindo a infec¢gdo local de
progredir para uma infecgao sistémica com risco de vida. Entretanto, podem ocorrer
alteracbes locais e destruicdo dos tecidos do hospedeiro, caracterizando a doenca
periodontal, conforme foi definido anteriormente (HAAKE et al., 2004b).

A resposta do hospedeiro envolve a geragao de alguns mediadores
inflamatoérios como prostaglandinas (PGs), citocinas, fatores de crescimento,
elaboracdo de enzimas liticas, além do recrutamento de células inflamatérias e
ativagcdo de osteoclastos, que formam a base de destrui¢cao periodontal (WAHL et
al., 1993; ALEXANDER et al., 1996; ASSUMA et al.,, 1998). As citocinas e o0s
mediadores  pro-inflamatorios mostram-se  significativamente altos, com
inflamacé&o gengival durante a fase destrutiva da periodontite. Os achados clinicos
na periodontite tém enfatizado a natureza local da inflamacgao e destruicao tissular

dentro da cavidade oral. Uma consequéncia dessas reagdes localizadas de
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inflamacao gengival tem sido a identificacdo de altos niveis das proteinas de fase
aguda no liquido crevicular gengival (EBERSOLE; CAPELLI, 2005).

Dentre os mediadores inflamatérios tem sido dada uma maior
importancia as prostaglandinas, especialmente a PGE,; (OFFENBACHER,
HEASMAN; COLLINS, 1993; ALEXANDER et al., 1996). Embora os inibidores de
PGs sejam capazes de reduzir a perda d6ssea periodontal, os efeitos desses
mediadores sao insuficientes para explicar todas as alteracdes observadas nessa
doenga (ASSUMA et al., 1998). Mesmo havendo uma extensa literatura a esse
respeito, falta ainda uma resposta definitiva sobre o papel da inflamacédo na
periodontite. Isso, provavelmente, esta relacionado a pouca compreensio dos
mecanismos especificos, através dos quais o processo inflamatério pode mediar a
destruigdo tecidual (ROSSOMANDO; WHITE, 1993; ABDELLAOUI; CASTIONI;
GURNY, 2000). Entretanto, alguns estudos, os quais tém demonstrado a
possibilidade de se realizar um diagndstico correto para caracterizagao da doenca
periodontal, podem modificar nossas estratégias de diagnostico e, consequente,
abordagem terapéutica dessa doenga destrutiva (JEFFCOAT; REDDY, 1991;
PAQUETTE; WILLIAMS, 1994).

1.3 Metabolismo do acido araquiddnico e a resposta inflamatéria

Os metabolitos do acido araquidénico tém sido considerados os
importantes mediadores catabdlicos da periodontite desde que eles s&o potentes
estimuladores da reabsorgdo Ossea, presentes nos tecidos gengivais e estédo
elevados em individuos com esta doenga (PAQUETTE; WILLIAMS, 2000).

O acido araquiddnico (AA) é liberado a partir dos lipidios de membrana e
outros ésteres lipidicos através da ativacdo da fosfolipase A, produzindo os
prostandides. Uma vez liberado, o AA é substrato de duas importantes classes de
enzimas: as ciclooxigenases (COXs), responsaveis pela sintese de PGs (SAVAGE;
HENRY, 2004; POURZARANDIAN et al., 2005) e tromboxanos; e as lipoxigenases
formando os leucotrienos e as lipoxinas (FLOWER; PERRETTI, 2005).

Pelos mecanismos COX-dependentes, o AA € inicialmente convertido em
um composto intermediario denominado PGG; pelo sitio ciclooxigenase e em PGH;

pelo sitio peroxidase. Este ndo é inibido pelos antiinflamatorios nao-esteroidais
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(AINEs) (SIQUEIRA Jr.; DANTAS, 2000; BROOKS et al., 1999). Os produtos
gerados pela via COX dependem da célula envolvida. Por exemplo, nas plaquetas
essa via leva a sintese de tromboxano Ay; no endotélio vascular ocorre sintese de
prostaciclina (PGly); nos macrofagos resulta em sintese de PGE; enquanto que os
mastocitos sintetizam PGD, (FLOWER, 1978; OATES et al., 1988; VANE; CORIN,
2003).

Desde o inicio dos anos 90, foi observado que duas enzimas a COX 1 e
COX 2 sao responsaveis pela producdo de PGH,, o passo limitante na biossintese
de prostandides (CICCONETTI et al., 2004). Prostandides sdo mediadores lipidicos
ubiquos que coordenam uma ampla variedade de processos fisiolégicos e
patoldgicos via receptores de membrana em células alvo. Sob condigdes fisioldgicas,
prostandides tém um papel importante na citoprotecdo da mucosa gastrica,
homeostase e hemodinamica renal. A biossintese de prostandides é induzida em
diferentes condi¢gdes patoldgicas, incluindo inflamagdo crénica e céancer
(PATRIGNANI et al., 2004).

A expressao das duas isoenzimas COX é regulada diferentemente: o
gene de COX-1 tem o perfil de um gene “dona de casa”, enquanto o gene para a
COX-2 é um gene de resposta primaria com muitos sitios regulatérios (PATRIGNANI
et al., 2004).

A COX-1 é uma enzima constitucional de ampla ocorréncia (expressa na
maioria dos tecidos do corpo humano: musculatura lisa vascular, nas células do
estbmago, rins e plaquetas), em um nivel constante (OTTO; SMITH, 1995;
HERSCHMAN, 1996), que produz PGs envolvidas em fungdes citoprotetoras e
reguladoras da mucosa do trato gastrintestinal (TGI), agregagao plaquetaria e
regulagcao do fluxo sanguineo renal (EMERY et al., 1999), homeostase (KHAN et al.,
2002; SIMMONS; BOTTING; HLA, 2004), cicatrizacao e ovulagdo (CICCONETTI et
al., 2004). Prostaglandinas gastricas s&o derivadas quase que exclusivamente da
acéo da COX-1 (EMERY et al., 1999).

Por outro lado, a COX-2, porém, € uma enzima predominantemente
induzida por citocinas inflamatérias e fatores de crescimento em resposta a reacdes
inflamatorias e dano tecidual (como trauma cirurgico) (CICCONETTI et al., 2004), e
produzem PGs que mediam a dor e a inflamacdo (EMERY et al., 1999). Por
exemplo, COX-2 é induzida em fibroblastos gengivais por mediadores inflamatérios

tipo interleucina (IL)-1B, os quais induzem a producdo de PGE, exibindo um



18

potencial para reparacao tecidual (efeito significante sobre o metabolismo 6sseo) no
tratamento periodontal (POURZARANDIAN et al., 2005).

Sabe-se que as PGs estdo envolvidas no recrutamento de osteoclastos
estimulados por IL-1, podendo afetar as células progenitoras dos mesmos, além de
promover sua diferenciagao (TATAKIS, 1993). As PGs, que estdo presentes no
tecido esquelético em abundancia, também podem ser produzidas pelos
osteoblastos e pelas células hematopoiéticas adjacentes. O principal efeito das
prostaglandinas in vivo consiste em aumentar a renovagdo O&ssea, isto é, a
estimulacao da reabsorcao e formagao 6sseas. As PGs podem mediar os efeitos das
forcas mecanicas sobre 0s 0ssos e algumas das alteragées que ocorrem no 0SSO na
presenca de inflamacgao. Por fim, as PGs podem desempenhar um papel na perda
0ssea que ocorre na menopausa (FOEGH; RAMWELL, 2003).

Com excecgao do cérebro, érgaos reprodutivos, rins, ossos (CICCONETTI
et al., 2004) e na placenta durante o final da gestagcao (McMURRAY; HARDY, 2002),
a COX-2 é expressa em baixas quantidades na maioria dos tecidos normais
(mantendo-se num baixo nivel basal), mas é aumentada em células inflamatorias
ativadas, como macrofagos e sinoviocitos (EMERY et al., 1999). Ou seja, a atividade
da COX-2 estd normalmente ausente nas células, mas diante de estimulos como
mediadores inflamatérios tipo citocinas (IL-1, fator de necrose tumoral-TNF), fatores
de crescimento ou mitdégenos, sua expressao € aumentada em até 10 a 80 vezes
(NOVAES; MELO, 2000). Em modelos animais, COX-2 tem sido indutivelmente
expressa dentro de 2-4 horas apds o trauma, e dentro de 1-2 horas poés - cirurgia na
mucosa da cavidade oral, levando rapidamente a instalagdo da dor (CICCONETTI et
al., 2004).

O sitio de ligagao dos AINEs na COX-2 é 25% maior que na COX-1,
existindo um local secundario, um sitio catalitico que permite o bloqueio seletivo
desta enzima sem afetar a COX-1. Além do AA a COX-2 também pode agir no
metabolismo do acido linoléico e linolénico (KUMMER; COELHO, 2002).

Com base nessas informacdes foi entdo sugerido que COX-2 é o alvo
relevante para os efeitos dos AINEs, enquanto que a inibicdo de COX-1 por esses
farmacos causaria redugédo das prostaglandinas necessarias para a citoprotecédo da
mucosa gastrica, fluxo plasmatico renal e agregacéo plaquetaria, sendo responsavel

por ulceragao e hemorragia da mucosa gastrica, redugéao do fluxo sanguineo renal e
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alteragdes na coagulagao sanguinea, efeitos colaterais comuns com o uso crbnico
dos AINEs (KHAN et al., 2002).

Recentemente, foi demonstrada a existéncia de uma terceira isoforma das
COXs, derivada da COX-1 e que compartilha com esta, propriedades semelhantes
em termos de homeostasia. Tal isoenzima, denominada COX-3, parece estar
presente preferencialmente a nivel cerebral (CHANDRASEKHARAN et al., 2002).

Apesar dos beneficios potenciais dos AINEs na redugdo da perda ossea
alveolar, sabe-se que seu uso pode ser limitado aos efeitos adversos importantes,
tais como alteragdes gastrintestinais, lesbes renais, dentre outros. Desse modo,
parece ser interessante o estudo de seus efeitos sistémicos enquanto agentes

terapéuticos na periodontite experimental.

1.4 Periodontite experimental

Diferente de muitas doengas infecciosas humanas, a periodontite é
amplamente difundida dentro do reino animal. Varios animais susceptiveis tém sido
descritos, incluindo camundongos, ratos, hamsters, gatos, cachorros, raposas,
ovelhas, cavalos e primatas ndao humanos, dentre outros (KLAUSEN, 1991).

Os primatas podem ser considerados o melhor modelo por sua proxima
relagdo com o homem. No entanto, os grandes gastos relacionados nos estudos
com esses animais, excluem-nos de experimentos em larga escala (PAGE;
SCHROEDER, 1982). Em ratos, doencas periodontais, diabetes e doencas
cardiovasculares como pressdo alta ou infarto, podem ser experimentalmente
induzidas (KUHR et al., 2004). Dessa forma, o rato (Rattus norvegicus) é o animal
comumente utilizado na Periodontal Experimental (PE), sendo capaz de reproduzir
as principais alteragdes observadas na PE humana (PAGE; SCHROEDER, 1982).

De fato, os ratos possuem vantagens ébvias, comparadas aos primatas,
como por exemplo, o fato de serem mais baratos, tanto para a aquisi¢cado, quanto
para sua manutencao, além de serem mais facilmente manuseaveis e de possuirem
caracteristicas periodontais muito semelhantes as do homem (KLAUSEN, 1991;
LIMA, 1999).

Quanto a anatomia e fisiologia do periodonto, os ratos sdo equipados com
um dente incisivo e trés molares em cada hemiarcada. Os incisivos sao desprovidos

de raizes, com crescimento continuo especializado e, portanto, indesejaveis para o
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estudo da PE. Em contraste, a estrutura e a organizacdo dos molares desses
animais, em termos de epitélios gengivais, sulcular oral e juncional, de fibras
colagenas periodontais, e de cementos celular e acelular, além do osso alveolar, séo
muito semelhantes aos humanos (PAGE; SCHROEDER, 1982).

Existem varias maneiras de se induzir a doenga periodontal em ratos,
como, por exemplo, introduzindo experimentalmente bactérias especificas ou seus
proprios produtos (BAB et al., 1979; IJUHIN, 1988). Outro modo de se induzir a PE
nestes animais € através da insergdo cirurgica de um fio, em torno do colo de um
dos dentes molares, obtendo-se assim, pecas anatdmicas de facil mensuragao da
perda Ossea alveolar e excelente reprodutividade dos estudos. Além disso,
parametros sistémicos podem ser avaliados durante o curso temporal da doenga
(LIMA, 1999).

Uma vez estabelecido um modelo animal de periodontite, farmacos
diversos tém sido utilizados e mecanismos tém sido sugeridos a cerca dessa
patologia. Entretanto, aspectos inerentes aos efeitos adversos de alguns farmacos
disponiveis, como AINEs, ndo estdo completamente avaliados. Assim, faz-se
necessario uma maior avaliagao dos seus efeitos quando utilizados para reduzir a

perda Ossea alveolar.

1.5 Abordagem farmacologica utilizada

A descoberta do Sir John Vane em 1972 que os AINEs inibem a sintese
de prostaglandinas (PGs) levou a apreciagédo do papel critico das PGs na defesa da
mucosa gastrica. Isso também atuou como um catalisador para as industrias
farmacéuticas tentarem desenvolver drogas antiinflamatérias que poupassem o TGI.
Uma estratégia utilizada por muitas industrias de grande porte sao os inibidores
seletivos de COX-2. Outra abordagem para reduzir a toxicidade ao TGl de drogas
antiinflamatdrias envolve o acoplamento de radicais doadores de 6xido nitrico (NO)
aos AINEs convencionais ou outras drogas antiinflamatérias (WALLACE; SOLDATO,
2003).

As prostaglandinas sao inibidas por AINEs convencionais por COX-1 e
COX-2, cada uma num nivel diferente. A inibicdo daquelas produzidas por COX-1
pode estar relacionada ao desenvolvimento do efeito adverso comum relacionado

aos AINEs (ulceracao no TGl superior e na fungao renal), enquanto que a inibigao
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de COX-2 resulta em analgesia (efeito terapéutico) (SAVAGE; HENRY, 2004).
Esses agentes demonstraram reduzir (até 50%) a incidéncia de danos graves ao
TG, quando comparados aos AINEs comuns. Entretanto, inibidores seletivos de
COX-2 ainda exibem significativa toxicidade renal, interferem com a cicatrizacéo
de Ulceras gastrintestinais e podem agir como pro-trombdéticos e hipertensivos
(WALLACE; SOLDATO, 2003).

Por sorte, o risco no uso da maioria dos AINEs em curto prazo é
minimo. Os efeitos colaterais mais sérios ocorrem apenas com o uso duradouro.
Existem, no entanto, trés classes de anti-hipertensivos que interagem com AINEs
inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA), B-bloqueadores e
diuréticos. A agao destes farmacos € auxiliada pelas PGs renais. Como o principal
efeito dos AINEs é a inibicdo das PGs, a eficacia destes agentes pode ser
diminuida. Tal efeito geralmente leva de 7-8 dias para ocorrer. Assim, o uso de
AINEs em pacientes hipertensivos deve ser limitado em 4-6 dias (SAVAGE;
HENRY, 2004). Além disso, a supressdo da funcdo renal pode aumentar a
concentragdo de digoxina, metotrexato e litio, todos eliminados pelos rins e
possuem baixos indices terapéuticos. AINEs, portanto, devem ser evitados em
pacientes tomando esses farmacos ou nos que possuem baixa fungao renal
(SAVAGE; HENRY, 2004).

Os AINEs possuem um efeito na mucosa gastrica e agregacgao
plaquetaria, especialmente quando tomados por muito tempo ou em pacientes
mais idosos. Quando tomados concomitantemente com anticoagulantes orais,
AINEs podem aumentar significativamente o potencial de sangramento. Isto é
valido, principalmente com aspirina. AINEs devem ser evitados em pacientes
tomando anticoagulantes orais (SAVAGE; HENRY, 2004).

A determinagédo de algum mediador em um dado evento biolégico tem
sido feita, principalmente, por abordagens imunolégicas, através da utilizacéo de
anticorpos especificos. Além disso, sao utilizados, extensivamente, métodos
bioquimicos e moleculares e abordagens farmacoldgicas, através de farmacos

inibidores da sintese e (ou) da atividade de seus mediadores farmacolégicos.

Atualmente dispomos de alguns farmacos com capacidade relativamente

seletiva para inibicdo de importantes mediadores, como o celecoxibe e o
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diclofenaco, ambos inibidores da sintese de prostaglandinas. Estes farmacos tém
contribuido sobremaneira para a caracterizacdo do perfil desses mediadores

quimicos envolvidos em diversas alteragdes fisiopatologicas (LIMA, 2004).

1.5.1 Celecoxibe

Grandes esforcos tém sido investidos no desenvolvimento de farmacos
antiinflamatorios ndo esteroidais seletivos para a ciclooxigenase tipo dois. Além
disso, tém sido requeridas as mesmas poténcias antiinflamatéria e analgésica dos
antiinflamatoérios convencionais, porém, com maior margem de seguranca,
especialmente, ao nivel do trato gastrintestinal (LIMA, 2004).

Estudos in vivo e ex vivo mostram que o celecoxibe tem afinidade muito
baixa pela COX-1, expressa constitutivamente, tratando-se, pois, de uma nova droga
antiinflamatdria ndo esteroidal que age como inibidor relativamente seletivo da COX-
2 (CLEMETT; GOA, 2000), mantendo as propriedades antiinflamatorias e
analgésicas e com poucos efeitos gastrintestinais em animais e voluntarios sadios
(EMERY et al., 1999).

Essa enzima é induzida em resposta a estimulos nocivos, o que
conduz a sintese e ao acumulo de prostandides inflamatoérios, em particular, as
prostaglandinas E; (PGEy). Isto, consequentemente, causa inflamagéo, edema e
dor (VANE; BAKHLE; BOTTING, 1998). Em doses terapéuticas, o celecoxibe néo
possui efeito sobre os prostandides sintetizados pela ativacdo da COX-1.
Portanto, n&o interferem nos processos fisiolégicos normais teciduais
relacionados a esta enzima, particularmente no estémago, intestinos, plaquetas e
rins (MASFERRER et al., 1994; SMITH et al., 1998).

O celecoxibe é extensivamente metabolizado em humanos através de
uma via simples oxidativa, o mesmo sendo observado em ratos (PAULSON et al.,
2000a, 2000b). Entretanto, a distribuicdo e a excre¢do dessa droga diferem entre
humanos e animais. O celecoxibe age como um agente antiinflamatério, analgésico
e antipirético por bloquear a producao de prostandides inflamatérios, via inibicdo da
COX-2, através da formacao tempo-dependente de um complexo enzima-inibidor
fortemente ligado. Essa ligacdo ndo é covalente, mas se dissocia muito lentamente
(CLEMETT; GOA, 2000).
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A sua absorgao é reduzida em 20-30% na presencga de alimento, e sua
meia vida-efetiva € cerca de onze horas. Liga-se altamente as proteinas e é
metabolizado pela CYP2C9. Por conseguinte, sua depuragédo diminui em cerca de
80% na presenga de comprometimento hepatico moderadamente grave (FURST;
MUNSTER, 2006).

Em 1998, o celecoxibe, devido aos seus efeitos analgésicos e
antiinflamatorios, foi aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) e European
Agency for the Evaluation of Medicinal Products (EMEA) para o tratamento de artrite
reumatdide, osteoartrite e para o alivio da dor aguda associada a cirurgia dentaria e
dismenorréia primaria (PAULSON et al., 2000b; CICCONETTI et al., 2004).

O celecoxibe é eficaz numa dose de 100-200 mg, duas vezes ao dia, para
o tratamento da artrite reumatdide e osteoartrite, e ndo parece haver nenhum
aumento de sua eficacia em doses diarias de até 1.200 mg. E tdo eficaz quanto
outros AINEs na artrite reumatdide e na osteoartrite; em estudos clinicos, tem
causado menos ulceras endoscépicas do que a maioria dos outros AINEs. Ainda
nao foi publicado nenhum estudo sobre a incidéncia relativa de ulceras pépticas
clinicamente importantes e sangramento com o uso regular da droga. Por ser uma
sulfonamida, houve temor quanto a um aumento da incidéncia de erupgdes cutaneas
apo6s a administragdo de celecoxibe. Todavia, esses temores até hoje n&o se
confirmaram na pratica clinica. O celecoxibe ndo afeta a agregagao plaquetaria. Em
certas ocasides, interage com a varfarina, conforme esperado por uma droga
metabolizada através da CYP2C9 (FURST; MUNSTER, 2006).

Estudos de larga escala de inibidores de COX-2, o CLASS e o SUCCESS,
ambos com o celecoxibe, examinaram a seguranga gastrintestinal em mais de 39 mil
pacientes com dor crénica (osteoartrite e artrite reumatdide) em diferentes
populagdes de pacientes com idade entre 18 e 95 anos (SCHEIMAN, 2002). O
resultado destes estudos mostrou que pacientes tomando celecoxibe tinham uma
taxa significativamente mais baixa de ulceras gastroduodenais que aqueles tomando
AINEs tradicionais (naproxeno, ibuprofeno ou diclofenaco) (CICCONETTI et al.,
2004). Corroborando esses resultados, outros autores demonstraram que existe uma
reducdo aparente de 50% na incidéncia de efeitos adversos no TGl associado as
coxibs (FITZGERALD; PATRONO, 2001).

De fato, os inibidores seletivos de COX-2 possuem uma seguranga renal

similar as AINEs tradicionais, uma vez que as duas isoformas de COX séao
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constitutivamente expressas nos rins. No cortex renal, a enzima COX-2 aumenta em
resposta a uma dieta rica em sal ou privagao de agua. Assim, uma alta inibigao de
COX-2 pode alterar o fluxo de sangue nos rins, formag¢ao de urina e o equilibrio de
sal e agua, levando a hipertensdo (HARRIS, 2002). Dados do Sistema de Eventos
Adversos do FDA indicam que a tolerancia renal de inibidores seletivos de COX-2
em pacientes com fungdes renais normais ou debilitadas sao similares aquelas
observadas com AINEs tradicionais, mesmo apdés uma terapia de curto prazo
(CICCONETTI et al.,, 2004). Pacientes com risco de danos renais severos com
inibidores seletivos de COX-2 sdo aqueles com disturbios renais pré-existentes,
paradas cardiacas, disfuncdes hepaticas, que se encontram tomando diuréticos e/ou
inibidores da ECA e os idosos (HARRIS, 2002).

Dados liberados recentemente a partir de ensaios clinicos com inibidores
de COX-2 (celecoxibe e valdecoxibe) mostraram que estes farmacos, assim como o
rofecoxib retirado do mercado em setembro de 2004 pela Merck Sharp & Dohme,
estdo relacionados com o aumento do risco de eventos cardiovasculares
(MITCHELL; EVANS, 1998), especialmente quando usados por um longo periodo de
tempo e em situagbes de maior risco (pos-cirurgico). Inibidores seletivos de COX-2
deprimem prostaciclina (PGly), um agente ateroprotetor (inibidor da agregacéao
plaquetaria), mas n&o tromboxanos (TXA;) derivados de COX-1, um mediador pro-
agregante e vasoconstritor. Tal desequilibrio, prostaciclina-tromboxano, pode
predispor pacientes a ataques cardiacos e acidente vascular cerebral (PATRIGNANI
et al., 2004; PINHO et al., 2004).

Sabe-se, ainda, que inibidores de COX-2 podem bloquear a
neovascularizagado e que a COX-2 pode induzir a angiogénese por estimular o fator
basal de crescimento de fibroblastos através da inducdo do fator de crescimento
epidérmico (EGF) em modelo em ratos (MAJIMA et al., 2000). Ha evidéncias de que
a super-expressdo de COX-2 em tumores estdo relacionadas com a inibigdo do
mecanismo de apoptose e que inibidores de COX-2 induzem a resposta apoptética.
Mais além, é sabido que PGE; pode ter propriedades imunossupressoras,
permitindo o escape do tumor aos mecanismos de vigilia do hospedeiro
(PRESCOTT, 2000). Estudos sugerem que os AINEs tradicionais e inibidores
seletivos de COX-2 sdo promissores no tratamento de alguns tipos de canceres
(THUN; HENLEY; PATRONO, 2002). Celecoxibe foi aprovado para o tratamento da
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polipose adenomatosa familiar pelo FDA baseando-se na sua superioridade ao
placebo em induzir a regressao do polipo (STEINBACH et al., 2000).

Em estudos de dor no pds-operatério dental, uma unica dose de
celecoxibe (200 mg) foi tdo eficaz na analgesia quanto aspirina (650 mg), mas foi
inferior ao ibuprofeno (400 mg) e naproxeno (550 mg), tendo sido calculado pelo
tempo de instalagéo do alivio da dor ao alivio maximo; e mesmo em dose de 400
mg, celecoxibe foi inferior ao naproxeno (550 mg) (DOYLE et al., 2002,
CICCONETTI et al., 2004).

Em estudos classicos da inflamacado, o celecoxibe reduziu o processo
inflamatorio nas doses de 10 e 50 mg/kg em modelo de edema de pata de ratos
induzido por zimosan. Contudo, nas doses de 100 e 200 mg/kg, o celecoxibe nao
apresentou tais efeitos, demonstrando, de fato, que o celecoxibe perde sua eficacia
antiinflamatdria em doses mais elevadas (NIEDERBERGER et al., 2001).

Corroborando esses achados, tem sido descrito que o celecoxibe, tanto
em concentragdes baixas como 1 e 10 uM, como em concentracdo mais alta de 50
uM, foi capaz de inibir significantemente a liberacao de PGE; induzida por IL-1p.
Entretanto, nesta concentragcdo mais elevada, o celecoxibe induziu um aumento
significativo da expressao de COX-2 (NIEDERBERGER et al., 2001).

Desse modo, o celecoxibe tem sido considerado uma importante
ferramenta para o tratamento de condi¢des inflamatérias diversas, onde a inibicdo da
isoenzima COX-2 seja de fundamental relevancia para o processo terapéutico
(LIMA, 2004).

1.5.2. Diclofenaco potassico

O diclofenaco é um derivado simples do acido fenilacético, que se
assemelha ao flurbiprofeno e meclofenamato. Trata-se de um potente inibidor
relativamente nao-seletivo da ciclooxigenase, que também diminui a
biodisponibilidade do acido araquidénico (FURST; MUNSTER, 2006), e,
consequentemente, a producdo de PGs implicadas na dor e na inflamagao
(BARDEN et al., 2004).

Similarmente a outros AINEs, possuem propriedades antiinflamatoérias,
analgésicas e antipiréticas farmacologicamente desejaveis, todas basicamente

resultantes da inibicdo da ciclooxigenase do acido araquidénico nas células
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inflamatdrias (COX-2) e da consequente redugdao na sintese de prostandides
(HERSH et al., 2004; RANG et al., 2004). Diclofenaco é aproximadamente 3 vezes
mais seletivo para bloquear COX-2 que COX-1 quando comparado com outros
AINEs convencionais; isto pode explicar seu efeito menos intenso na agregagéao
plaquetaria comparado a outros AINEs, que preferencialmente bloqueiam COX-1
(HERSH et al., 2004). Mais além, outros mecanismos de acao analgésica foram
descritos para diclofenaco, incluindo a inibicdo da COX no Sistema Nervoso Central
(SNC), ativagao de opiaceos enddgenos centrais, aumento de éxido nitrico central e
periférico e formagcao de GMP ciclico, e reducido das concentracdes de AA em certas
células inflamatérias (HERSH et al., 2004). O diclofenaco reduz a inflamagao e a dor
reumatica pela inibigdo das prostaglandinas, afeta a funcdo dos leucdcitos
polimorfonucleares reduzindo a quimiotaxia e a producdo de protease neutra bem
como a expressdo de L-selectina, E-selectina, ICAM-1 e moléculas de adesao
(VCAM-1) (MARTINEZ et al., 2005).

O farmaco é rapidamente absorvido apds administracao oral, porém a sua
biodisponibilidade sistémica é de apenas 30-70%, devido ao metabolismo de
primeira passagem, e possui meia-vida de 1-2 horas. A semelhanga do flurbiprofeno,
o diclofenaco acumula-se no liquido sinovial e, nesse compartimento, apresenta
meia-vida de 2-6 horas. O metabolismo a metabdlitos inativos é efetuado pelo
CYP3A4 e CYP2C9, de modo que a disfuncdo renal n&o influencia
significativamente a depuracgéo. A excregao biliar pode ser responsavel por até 30%
da depuragao total (FURST; MUNSTER, 2006).

Ocorrem efeitos adversos em cerca de 20% dos pacientes, incluindo
disturbio gastrintestinal, sangramento gastrintestinal oculto e ulceragdo gastrica,
embora o desenvolvimento de ulceracdo possa ser menos freqliente do que com
alguns outros AINEs (FURST; MUNSTER, 2006). Esses eventos gastrintestinais
adversos resultam principalmente da inibicdo da COX-1, uma vez que a acédo da
COX-1 é responsavel pelas sinteses das prostaglandinas que normalmente inibem a
secrecado de acido e que possuem agao protetora sobre a mucosa (RANG et al.,
2004). Uma preparagao associando o diclofenaco com misoprostol diminui a
ulceragao gastrintestinal superior, mas pode resultar em diarréia. Pode ocorrer
elevagdo dos niveis séricos das aminotransferases mais comumente com essa
droga do que com outros AINEs (FURST; MUNSTER, 2006).
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A administragdo de doses terapéuticas de AINEs a individuos sadios
representa pouca ameaca para a fungao renal; todavia, em pacientes suscetiveis,
esses farmacos provocam insuficiéncia renal aguda, que é reversivel com a
interrup¢ao da droga. Esse efeito deve-se a inibicdo da biossintese dos prostandides
(PGE, e PGIy) envolvidos na manutengdo da dindmica sanglinea renal e, mais
particularmente, na vasodilatacdo compensatdria mediada pela PGE; que ocorre em
resposta a acao da noradrenalina ou da angiotensina Il (RANG et al., 2004).

Estudos mostram que o diclofenaco potassico foi geralmente bem
tolerado em pacientes com cefaléia dispensando um alivio rapido da dor (de 60 a 90
minutos) e reduzindo a frequéncia dos sintomas relacionados (dores abdominais,
cansago, fatiga e nauseas) (McNEELY; GOA, 1999).

Existe, também, uma preparacédo oftalmica, que é recomendada para a
prevencdo da inflamagao oftalmica pds-operatoria. Na Europa, o diclofenaco
também esta disponivel na forma de preparacdo dermatolégica e para administragcéao
intramuscular (FURST; MUNSTER, 2006).

Tem sido descrito que o diclofenaco oral em doses uUnicas para tratamento
da dor pés-operatéria moderada a grave, nao causa diferengas significativas na
incidéncia de efeitos colaterais, quando comparado ao placebo, ou entre as
formulagdes sddicas ou potassicas. Isto pode ser observado em diferentes modelos

de dor, em ensaios clinicos variados (BARDEN et al., 2004).



28

2 JUSTIFICATIVA

As doengas periodontais, em suas varias formas, afligem a espécie
humana desde os primoérdios da Historia. Dados recentes indicam que as
periodontites podem ter um impacto significativo em condi¢des sistémicas, tais como
a ocorréncia de doengas cardiacas, infarto ou nascimento pré-termo de bebés com
baixo peso (HAAKE, 2004). Acrescentando-se o fato de que a periodontite crénica é
considerada como a principal doenga responsavel pela perda dos dentes em adultos
(WILLIAMS, 1990), o controle dessa doencga, além dos beneficios locais sobre o
periodonto, pode repercutir de forma sistémica para o individuo.

O esclarecimento do papel de prostaglandinas na reabsorgdo Ossea
alveolar tem contribuido para a utilizagdo mais racional de farmacos inibidores das
ciclooxigenases disponiveis no mercado. Nesse sentido, torna-se necessario o
estudo da segurancga, ndo obstante sua eficacia, destes agentes antiinflamatorios
nao esteroidais, como celecoxibe ou diclofenaco potassico.

A escolha de comparar o celecoxibe ao diclofenaco potassico decorreu
por ser este ultimo um AINE comumente prescrito na clinica odontolégica (EMERY
et al., 1999), cujo uso vem sendo substituido pelos inibidores de COX-2, como o
celecoxibe. Portanto, parece ser relevante o conhecimento destes achados para

aplicagao em estudos clinicos com pacientes portadores de doenca periodontal.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a perda Ossea e a segurancga de inibidores seletivos ou ndo das

ciclooxigenases, celecoxibe e diclofenaco potassico, respectivamente, na

periodontite induzida em ratos.

3.2 Especificos

Analisar a estrutura 6ssea alveolar por meio de estudo morfométrico.

Analisar os parametros sistémicos por meio de estudos hematoldgicos,

bioquimicos e da variacdo de massa corpoérea.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus novergicus) machos, com massa
corporea entre 180 e 220 gramas. Esses animais eram procedentes do Biotério
Central do Campus do Pici — Universidade Federal do Ceara (UFC), transferidos
para o Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia - UFC,
acondicionados em gaiolas apropriadas, em numero de 6 animais em cada uma
delas e mantidos em estantes ventiladas, com controle do ciclo circadiano a cada 12
horas. Todos receberam racdo comercial balanceada e agua a vontade, e
permaneceram nas mesmas condigdes ambientais durante os experimentos.

O protocolo utilizado foi aprovado pelo Comité de Etica de Pesquisa em

Animais da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara (Anexo A).
4.2 Aparelhos e instrumentos laboratoriais

Os aparelhos e instrumentos laboratoriais utilizados para a indugcéo da

periodontite em ratos estdo descritos a seguir:

Algodao e gaze;

Balancga analitica (METTLER TOLEDO AB 204-S);

Balanga para pesagem de animais (FILIZOLA BP6);

Base emborrachada para permanéncia do animal;

Bastbes de vidro;

Béqueres de 20, 50 e 100 mL (Ex.: Simax, Pirex, etc.);

Contador automatizado de células (Sysmex SE 9500, ano 2002);
Caneta marcadora permanente;

Espatulas de metal;

Etiquetas adesivas (tipo as de “preco” de mercadorias);

Fios de nailon para sutura 3.0 (Suture point®; 1 caixa de 24 envelopes);
Geladeira e freezer (-20° C);

Instrumental cirdrgico (porta-agulha meédio de Mayo, pingas curvas

microdente de rato, tesouras, agulhas, etc.) e outros instrumentos auxiliares;
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Laminas de vidro;

Luminaria de luz branca (fluorescente);

Luvas descartaveis;

Massa de modelar (material escolar);

Micropipetas automaticas 1000 uL e 200 pL (GILSON®);

Microscopio 6ptico binocular;

Micrétomo;

Placas de Petri (pequenas e grandes);

Ponteiras para 200 e 1000 pL;

Seringas de 1,5 e 10 mL e agulhas 29G e 25G (BENSON-DIKSON®);

Tubos capilares para determinagdo de micro-hematécrito (& interno de 1

mm e & externo de 1,5 mm);

Tubos de ensaio de vidro pequenos ou médios;
Tubos Eppendorf — 1,5 mL.

4.3 Medicamentos, reagentes, solucdes, liquidos e corantes

Os medicamentos, reagentes, solugdes, liquidos e corantes utilizados

Celecoxibe: capsulas de 100 mg - Celebra® (Searle, Séo Paulo, Brasil);

Diclofenaco potassico: ampola de 75 mg - Cataflam® (Novartis, S&o

Paulo, Brasil);

Acido nitrico 10% (Reagen®);

Alcool etilico 70% (Reagen®);

Hidrato de Cloral 10% (Reagen®);

Formaldeido 10% (Reagen®);

Soro fisioldgico 0,9% (NaCl 0,15M), frasco de 500 mL; preferéncia por

varios frascos de 10 ou 50 mL;

Sulfato de Sédio 5% (Reagen®);
Eter etilico;
Agua destilada;

Corante azul de metileno 1% (Sigma®).
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4.4 Protocolo experimental

4.4.1 Modelo de periodontite experimental

Foi utilizado o modelo de periodontite experimental (LIMA et al., 2000,
2004), o qual consiste em inserir, cirurgicamente, um fio de sutura de nailon 3.0, em
torno do segundo molar superior esquerdo de um rato anestesiado com hidrato de
cloral a 10% (300 mg/kg), via intraperitoneal (i.p.). Previamente a passagem do fio,
uma guia foi utilizada nos espacgos interproximais mesial e distal do dente citado.
Logo em seguida, o fio foi passado, de forma que o né cirurgico ficasse voltado para
a face vestibular da boca do rato. Os animais foram sacrificados no 11° dia,
referente ao dia de pico das lesdes (LIMA et al., 2000, 2004).

4.4.2 Grupos experimentais

A - Grupos controles

Esses grupos foram constituidos por 6 ratos cada, submetidos a
periodontite. Os animais receberam injecbes de solugdo salina a 0,9% (0,5 mL),
administrada por via subcutanea, uma hora antes da instalagao do fio e apds este,

diariamente por um periodo de onze dias, sendo entdo, sacrificados.

B - Grupos tratados com celecoxibe

Os animais foram subdivididos em 3 grupos de 6 ratos cada, os quais
receberam celecoxibe (Celebra®, Pfizer), nas doses de 3, 9 e 27 mglkg,
respectivamente, administradas por via subcutanea, 1 hora antes da instalacdo do

fio e apos este, diariamente, até 11° dia.

C - Grupos tratados com diclofenaco potassico

Os animais foram subdivididos em 4 grupos de 6 ratos cada, os quais

receberam diclofenaco potassico (Cataflam®, Novartis), nas doses de 1, 5, 10 e 25
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mg/kg, respectivamente, administradas por via subcutdanea, 1 hora antes da

instalagao do fio e apds este, diariamente, até 11° dia.

4.5 Parametros avaliados na periodontite experimental
4.5.1 Analise morfométrica da estrutura 6ssea alveolar

Para avaliar a perda d6ssea na periodontite experimental foi realizada
analise morfométrica. As hemiarcadas contralaterais, sem periodontite experimental,
foram utilizadas como controle.

No 11° dia apds o procedimento cirurgico, os animais foram sacrificados e
suas maxilas removidas e fixadas em formol a 10%, durante 24 horas. Passado este
periodo, as maxilas foram separadas em duas hemiarcadas, dissecadas e coradas
com azul de metileno a 1%, a fim de se obter um contraste do osso com os dentes,
0s quais se coram com menos intensidade. Para a quantificacdo da reabsorg¢ao
0ssea, as duas hemiarcadas foram acomodadas em laminas para posterior analise.
As hemiarcadas foram fotografadas ao microscopio optico (aumento de 4x) e as
areas de reabsorgcédo alveolar foram medidas, considerando a jungdo cemento-

esmalte e 0 0sso alveolar remanescente, e expressas em mm? (KUHR et al., 2004).
4.5.2 Analise dos parametros sistémicos

A — Estudo hematolégico

Para o estudo hematolégico amostras de sangue foram colhidas
imediatamente antes da cirurgia, 6 € 24 horas apos e nos 7° e 11° dias pos-
cirurgicos. Os animais foram anestesiados com hidrato de cloral a 10% (300 mg/kg;
i.p.) e o sangue foi colhido do plexo orbital com microcanulas para contagens de
leucécitos totais, neutrdfilos, linfocitos, mondcitos e plaquetas em contador
automatico SYSMEX®, modelo SE 9500, ano 2002 (Laboratério Louis Pasteur,

Fortaleza-Ce). Em seguida foi feita hemostasia com um chumaco de algodao.
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B — Analise da variacao de massa corporea

Todos os animais tiveram suas massas corporeas medidas antes da
cirurgia e, apds esta, diariamente, durante os 11 dias do periodo experimental. Os
valores encontrados foram expressos como a variagdo de massa corporea (g), em

relagdo a massa inicial.

C — Analise macroscopica dos estdmagos

No 11° dia do procedimento cirurgico, os animais foram anestesiados e
sacrificados, foram abertas as cavidades peritoneais e removidos os estdmagos, os
quais foram instilados com 5 ml de solugdo de formalina a 5% e espera de 10
minutos. Decorrido este tempo, os estdmagos foram abertos ao longo da grande
curvatura, lavados com solugdo salina e inspecionados para as atribuicbes de
escores de acordo com os critérios de Szabo et al., (Quadro abaixo), onde foram
consideradas perdas de pregas da mucosa, descoloragdo, edema, presenca de

hemorragia, numero de petéquias e intensidade de ulcerag¢des (SZABO et al., 1985):

Critérios de Szabo et al., (1985)

Perda de prega 1 ponto
Descoloragao de mucosa 1 ponto
Edema 1 ponto
Hemorragia 1 ponto
Numero de petéquias: até 10 2 pontos
Numero de petéquias: > 10 3 pontos

Ulceras (intensidade):

Ulceras ou erosao de até 1 mm (n x 2) pontos
Ulceras ou eros&o > 1 mm (n x 3) pontos
Ulceras perfuradas (n x 4) pontos

Obs.: n = numero de ulceras encontradas
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D — Dosagens bioquimicas

Amostras de sangue foram colhidas a partir do plexo orbital em tubos
Eppendorf imediatamente antes da colocagao do fio em torno dos segundos molares
superiores esquerdos dos ratos anestesiados e aos 11 dias. Tais amostras foram
utilizadas para as dosagens séricas de uréia e creatinina para a avaliagao da fungao

renal e de aspartato aminotransferase (AST) para avaliar a fungéo hepatica.

4.5.3 Analise estatistica

A maioria dos resultados, como peso, leucograma e analise morfométrica
macroscopica, foram expressas como MédiatEPM, acompanhada do numero de
observagbes (n). Para comparagdes entre os grupos foram utilizados: Analise de
Variancia (ANOVA) e teste de Bonferroni.

Na analise macroscopica da mucosa gastrica, os dados obtidos foram
expressos como Mediana e os testes estatisticos aplicados foram Analise de
Variancia (ANOVA) e teste de Bonferroni.

Na analise de sobrevida o teste aplicado foi o de Kaplan-Meier.

Em todas as situagdes, foi adotado o nivel de significancia P<0,05.



36

5 RESULTADOS

5.1 Tratamento com Celecoxibe (CLX)

51.1 Efeito do CLX sobre o tecido 6sseo alveolar dos ratos submetidos a

periodontite induzida por corpo estranho - Analise morfométrica

A figura 2 mostra o efeito do tratamento com celecoxibe nas doses de 3, 9
e 27 mg/kg e salina a 0,9%, administradas por via subcutdnea, 1 hora antes da
colocacao do fio de nailon em torno dos segundos molares superiores dos ratos e,
apos esta, diariamente até o 11° dia do procedimento cirurgico.

Observou-se que o celecoxibe foi capaz de inibir, de forma significante
(P<0,05) e dose-dependente, a perda Ossea alveolar, representando redugéo na

reabsorcdo 6ssea na face vestibular das maxilas em 64%, 53% e 75,4%,

respectivamente.
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Figura 2: Efeito do celecoxibe (CLX) na perda 6ssea alveolar na periodontite
experimental (PE) induzida por corpo estranho em ratos- Analise morfométrica.

CLX (3, 9 e 27 mg/kg; s.c.) e salina (0,9%; s.c.) foram injetados

diariamente e 1 hora antes da indugado da PE através da insergao cirurgica do fio de
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nailon em torno dos segundos molares superiores esquerdos dos ratos. Os animais
foram sacrificados apds 11 dias de procedimento cirurgico. As barras representam
médias tEPM de 6 ratos com PE. *P<0,05 indica diferencas estatisticas em relagao
ao grupo controle (salina) (ANOVA, Bonferroni).

Na figura 3, observa-se o aspecto macroscopico da hemiarcada superior
esquerda de um rato submetido a PE e sua hemiarcada contralateral, utilizada como

controle.

Figura 3: Aspecto macroscépico de periodontos de ratos normais (A), de
animais submetidos a periodontite experimental tratados com salina (B), com
CLX (C).

Os animais foram submetidos a indu¢cdo da PE introduzindo-se o fio de
nailon em torno do segundo molar; foram sacrificados no 11° dia apdés o

procedimento cirdrgico; suas maxilas removidas, fixadas em formol a 10%, coradas
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com azul de metileno a 1% e fotografadas. As areas de reabsorgdo 6ssea foram
medidas considerando a juncdo cemento-esmalte e 0 0sso alveolar remanescente.

A fotografia A mostra a hemiarcada contralateral, cujo periodonto
apresenta-se integro.

A fotografia B mostra a hemiarcada na qual o fio de nailon foi introduzido
em torno do segundo molar e cujo animal recebeu apenas solugdo salina. Nesta
fotografia nota-se que o corpo estranho foi capaz de induzir a PE, levando ao
aparecimento de reabsorcdo Ossea alveolar e perda de contato interproximal dos
dentes (sinais clinicos da doenga periodontal humana).

A fotografia C mostra o efeito do tratamento com CLX na dose de 27
mg/kg; s.c., administrada 1 hora antes da cirurgia e diariamente ap6s a mesma,
durante 11 dias. Observou-se que o CLX foi eficaz em reduzir a perda éssea em

75,4% de forma estatisticamente significante, em relagéo ao grupo salina (P<0,05).

5.1.2 Efeito do CLX sobre as alteragdes sistémicas dos ratos submetidos a

periodontite induzida por corpo estranho

A — Efeito do CLX sobre o leucograma

A figura 4 mostra que o tratamento com CLX, nas doses de 3, 9 e 27
mg/kg; s.c., apesar de discreta alteragdo no numero de neutrdéfilos, CLX n&o alterou
as contagens do numero de leucdcitos totais, de células mononucleares e de

plaquetas, de forma significativa, no sangue periférico dos animais.
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Figura 4: Efeito do Celecoxibe sobre o leucograma e plaquetas dos ratos submetidos a

periodontite experimental (PE).

CLX (3, 9 e 27 mg/kg; s.c.) e salina (0,9%; s.c.) foram injetados

diariamente e 1 hora antes da indugédo da PE através da insergao cirurgica do fio de

nailon em torno dos segundos molares superiores esquerdos dos ratos. O sangue foi

colhido do plexo orbital dos animais imediatamente antes da cirurgia, 6 e 24 horas

apos, e nos 7° e 11° dias pds- cirurgicos. No 11° os animais foram sacrificados. Os

pontos representam MédiastEPM do numero total de leucdécitos (A), neutrdfilos (B),

células mononucleares (C) e contagem de plaquetas (D). *P<0,05 indica diferengas

estatisticas dos animais que receberam apenas salina. (ANOVA, Bonferroni).
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B - Efeito do CLX sobre a variacdo de massa corpdrea

A figura 5 mostra que o tratamento com CLX, nas doses de 3, 9 e 27
mg/kg néo reverteu de forma significante (P<0,05) a perda de massa corporea
induzida pela periodontite experimental (PE), quando comparada a variagdo de
massa corpdrea de animais sem a PE, ou seja, normais. Porém, ndo ocasionou

nenhuma diferenga quando comparado ao grupo n&o tratado (salina).
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Figura 5: Efeito do CLX sobre a variacdo de massa corpérea de ratos
submetidos a periodontite experimental (PE) induzida por corpo estranho.

A PE, induzida pela insercdo de fio de nailon em torno dos segundos
molares dos ratos, causou perda de massa corpdrea, a qual nao foi revertida de
forma significante pelo uso do CLX (3, 9 e 27 mg/kg; s.c.). As massas corpoéreas dos
animais foram medidas imediatamente antes da cirurgia e, apds esta, diariamente,
durante 11 dias. Os pontos representam MédiatEPM da variacdo de massa
corpérea (g), calculada através das diferengas das massas dos animais em relagao
a massa inicial. *P <0,05 representa diferencas estatisticas entre os animais com PE
tratados com CLX ou salina em relagdo aos animais normais. O numero de animais

em cada grupo foi, no minimo, seis (ANOVA, Bonferroni).
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C — Efeito do CLX sobre a analise macroscopica dos estbmagos

A tabela 1 mostra que o tratamento com CLX, nas doses de 3, 9 e 27 mg/kg n&o
promoveu lesdes gastricas de forma significante (P<0,05). Os dados representam a
mediana e a variagao dos escores analisados de acordo com os critérios de Szabo
et al. (1985).

Tabela 1 - Efeito do CLX sobre a analise macroscopica dos estdbmagos de ratos
submetidos a periodontite experimental (PE) induzida por corpo estranho. O

numero de animais em cada grupo foi, no minimo, seis (ANOVA, Bonferroni).

Grupo Salina CLX3mg/kg | CLX9mg/kg | CLX 27 mg/kg

Escores 1(0-2) 2 (0-3) 2 (0-4) 2 (0-4)

CLX (3, 9 e 27 mg/kg; s.c.) e salina (0,9%; s.c.) foram injetados
diariamente e 1 hora antes da indugédo da PE através da insergao cirurgica do fio de
nailon em torno dos segundos molares superiores esquerdos dos ratos. No 11° dia
do procedimento cirdrgico, os animais foram anestesiados e sacrificados, os
estdmagos foram abertos ao longo da grande curvatura, lavados com solugéo salina
e inspecionados para as atribuicdes de escores de acordo com os critérios de Szabo
et al., onde foram consideradas perdas de pregas da mucosa, descoloragao, edema,
presenca de hemorragia, numero de petéquias e intensidade de ulceragbes (SZABO
et al., 1985). *P<0,05 representa diferengas estatisticas entre os animais com PE

tratados com CLX ou salina em relacdo aos animais normais.

D — Efeito do CLX sobre as dosagens bioquimicas

O tratamento com CLX, nas doses de 3, 9 e 27 mg/kg, ndo causou
alteracgdes significativas nas fungbes renal ou hepaticas determinadas pelas
dosagens séricas de wuréia e creatinina ou pela atividade da aspartato

aminotransferase (AST), respectivamente (figura 6).
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Figura 6 - Efeito do CLX sobre as dosagens séricas de Uréia (A), Creatinina (B) e
na atividade plasmatica da Aspartato aminotransferase-AST (C) dos ratos
submetidos a periodontite experimental (PE).

CLX (3, 9 e 27 mg/kg; s.c.) e salina (0,9%; s.c.) foram injetados 1 h antes
da indugdo da PE e diariamente durante 11 dias. O sangue foi colhido do plexo
orbital dos animais imediatamente antes da cirurgia (0d) e no 11° dia pds-cirargico

(11d). O numero de animais utilizados foi seis. (ANOVA, Bonferroni).
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5.2 Tratamento com Diclofenaco Potassico (DCF)

5.2.1 Efeito do DCF sobre o tecido 6sseo alveolar dos ratos submetidos a

periodontite induzida por corpo estranho - Analise morfométrica

A figura 7 mostra o efeito do tratamento com diclofenaco potassico nas
doses de 1 e 5 mg/kg e salina a 0,9%, administradas por via subcuténea, 1 hora
antes da colocacédo do fio de nailon em torno dos segundos molares superiores dos

ratos e, apos esta, diariamente até o 11° dia do procedimento cirurgico.
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Figura 7: Efeito do diclofenaco potassico (DCF) na perda 6ssea alveolar na
periodontite experimental (PE) induzida por corpo estranho em ratos. As barras
representam MédiastEPM de, 6 ratos com PE. *P<0,05 indica diferencas
estatisticas dos animais que receberam apenas salina (ANOVA, Bonferroni).

Observou-se que o diclofenaco potassico foi capaz de inibir, de forma
significante (P<0,05) e dose-dependente, a perda Ossea alveolar, representando
reducdo na reabsorcdo 6ssea na face vestibular das maxilas em 41% e 54,5%,
respectivamente.

Na figura 8 observa-se 0 aspecto macroscoépico das hemiarcadas de ratos
submetido a PE.

A fotografia A mostra a hemiarcada contralateral, utilizada como controle,
cujo periodonto apresenta-se integro.

A fotografia B mostra a hemiarcada na qual o fio de nailon foi introduzido
em torno do segundo molar e cujo animal recebeu apenas solugédo salina. Nesta

fotografia nota-se que o corpo estranho foi capaz de induzir a PE, levando ao



44

aparecimento de reabsor¢cdo Ossea alveolar e perda de contato interproximal dos
dentes (sinais clinicos da doenca periodontal humana).

A fotografia C mostra o efeito do tratamento com DCF na dose de 5
mg/kg; s.c., administrada 1 hora antes da cirurgia e diariamente ap6s a mesma,
durante 11 dias. Observou-se que o DCF foi eficaz em reduzir a perda 6ssea em

54,5% de forma estatisticamente significante, em relagdo ao grupo salina (P<0,05).

DCF 5 mg/kg

Figura 8 - Aspecto macroscopico de periodontos de ratos normais (A), de
animais submetidos a periodontite experimental tratados com salina (B), com
DCF (C).

Os animais foram submetidos a indugao da PE introduzindo-se o fio de
nailon em torno do segundo molar; foram sacrificados no 11° dia apés o
procedimento cirurgico; suas maxilas removidas, fixadas em formol a 10%, coradas
com azul de metileno a 1% e fotografadas. As areas de reabsorgdo éssea foram

medidas considerando a jungdo cemento-esmalte e o 0sso alveolar remanescente.
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5.2.2 Efeito do DCF sobre as alteragdes sistémicas dos ratos submetidos a

periodontite induzida por corpo estranho

A — Efeito do DCF sobre o leucograma

A figura 9 mostra que o tratamento com DCF, nas doses de 1 e 5 mg/kg;
s.c., causou alteragdes significativas na contagem do numero total de leucdcitos, a
custa de neutréfilos, com pico maior entre o 7° e 11° dia apdés o procedimento
cirargico. Quanto ao numero de plaquetas, ndo ocorreram alteragdes significativas
no sangue periférico dos animais.
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Figura 9 - Efeito do DCF sobre o leucograma e plaquetas dos ratos submetidos a periodontite
experimental (PE).
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DCF (1 e 5 mg/kg; s.c.) e salina (0,9%; s.c.) foram injetados diariamente e
1 hora antes da indugao da PE através da insercao cirurgica do fio de nailon em
torno dos segundos molares superiores esquerdos dos ratos. O sangue foi colhido
do plexo orbital dos animais imediatamente antes da cirurgia, 6 € 24 horas apds, e
nos 7° e 11° dias pos- cirurgicos. No 11° os animais foram sacrificados. Os pontos
representam MédiastEPM do numero total de leucécitos (A), neutréfilos (B), células
mononucleares (C) e contagem de plaquetas (D). *P<0,05 indica diferencas
estatisticas dos animais que receberam apenas salina. O numero de animais
utilizados foi seis (ANOVA, Bonferroni).

B — Efeito do DCF sobre a variacdo de massa corporea

A figura 10 mostra que o tratamento com DCF além de n&o reverter a
perda de massa corpérea induzida pela PE, quando comparada a variacdo de
massa corpérea de animais normais, € na dose de 1 mg/kg levou a perda
significante de peso a partir do 7° dia. Entretanto, animais que receberam DCF nas
maiores doses, de 10 e 25 mg/kg durante o periodo experimental iniciaram obito a
partir do primeiro dia, com 20% de mortalidade dos animais em ambos 0s grupos e

chegando a 100% de ébito no 11°, na dose de 25 mg/kg (Figura 11).
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Figura 10 - Efeito do DCF sobre a variacdo de massa corpoOrea de ratos
submetidos a periodontite experimental (PE) induzida por corpo estranho.
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A PE, induzida pela inser¢ao de fio de nailon em torno dos segundos

molares dos ratos, causou perda de massa corpoérea, a qual foi acentuada de forma

significante pelo uso do DCF (1 e 5 mg/kg; s.c.) a partir do 7° dia. As massas

corpoéreas dos animais foram medidas imediatamente antes da cirurgia e, apds esta,

diariamente, durante 11 dias. Os pontos representam MédiatEPM da variacdo de

massa corporea (g), calculada através das diferencas das massas dos animais em

relagdo a massa inicial. *P<0,05 representa diferencas estatisticas entre os animais

com PE tratados com DCF ou salina em relagdo aos animais normais. O numero de

animais em cada grupo foi, no minimo, seis (ANOVA, Bonferroni).

Sobrevida (%)
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—2— DCF 1 mg/kg
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Figura 11 - Sobrevida dos animais tratados com diclofenaco (DCF) na
periodontite experimental induzida por corpo estranho.

Os animais foram submetidos a periodontite induzida por corpo estranho e

tratados s.c. com DCF (1, 5, 10 ou 25 mg/kg) durante 11 dias. Foi observado o

numero de animais mortos durante o periodo experimental. Todas as mortalidades

encontradas foram consideradas significativas (*P<0,05) quando comparadas as dos

grupos controles Normal ou Salina (Kaplan-Meier).
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C — Efeito do DCF sobre a analise macroscopica dos estbmagos

A tabela 2 mostra que o tratamento com DCF, nas doses de 1 e 5 mg/kg
ndo promoveu lesdes gastricas de forma significante (P<0,05). Os dados
representam mediana e variagdo do numero e tamanho de Uulceras gastricas,

analisadas de acordo com os critérios de Szabo et al. (1985).

Tabela 2 - Efeito do DCF sobre a analise macroscoépica dos estbmagos de ratos
submetidos a periodontite experimental (PE) induzida por corpo estranho. O

numero de animais em cada grupo foi, no minimo, seis (ANOVA, Bonferroni).

Grupo Salina DCF 1 mg/kg DCF 5 mg/kg

Escores 1(0-1) 3(3-5)* 3(1-5)*

DCF (1 e 5 mg/kg; s.c.) e salina (0,9%; s.c.) foram injetados diariamente e
1 hora antes da indugéo da PE através da inserc&o cirurgica do fio de nailon em torno
dos segundos molares superiores esquerdos dos ratos. No 11° dia do procedimento
cirargico, os animais foram anestesiados e sacrificados, os estbmagos foram abertos
ao longo da grande curvatura, lavados com solugéo salina e inspecionados para as
atribuigcbes de escores de acordo com os critérios de Szabo et al. (1985), onde foram
consideradas perdas de pregas da mucosa, descoloracdo, edema, presenga de
hemorragia, numero de petéquias e intensidade de ulcerag¢des. *P<0,05 representa
diferencas estatisticas entre os animais com PE tratados com DCF ou salina em

relagdo aos animais normais.

D — Efeito do DCF sobre as dosagens bioguimicas

A figura 12 mostra que o tratamento com DCF nas doses de 1 e 5 mg/kg;
S.C. ndo causou alteragdes nas dosagens séricas de uréia, entretanto, causou
alteragdes significantes nas dosagens séricas de creatinina e na atividade da
aspartato aminotransferase-AST, quando comparadas com seus respectivos valores

basais (0d; *P<0,05) ou aos valores do grupo controle (Normal; *P<0,05).
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Figura 12 - Efeito do DCF sobre as dosagens séricas de Uréia (A), Creatinina (B) e na atividade
plasmatica da Aspartato aminotransferase-AST (C) dos ratos submetidos a periodontite
experimental (PE).

DCF (1 e 5 mg/kg; s.c.) e salina (0,9%; s.c.) foram injetados 1 h antes da
indugdo da PE e diariamente durante 11 dias. O sangue foi colhido do plexo orbital
dos animais imediatamente antes da cirurgia (0d) e no 11° dia pés-cirurgico (11d). O

numero de animais utilizados foi seis. (ANOVA, Bonferroni).
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6 DISCUSSAO

A periodontite € uma doenga inflamatoria crénica iniciada e perpetuada
por um pequeno grupo de bactérias Gram-negativas, predominantemente
anaerobias, que colonizam a area subgengival (HOLZHAUSEN et al., 2005). Em
individuos susceptiveis ao desenvolvimento da periodontite, as bactérias se
propagam no sulco gengival e subsequentemente determinam a formacgédo de
bolsas, permitindo o facil acesso das bactérias aos vasos sanguineos. A incidéncia e
magnitude desses casos de bacteremia sao proporcionais ao grau de infecgédo e
inflamacao presentes (RUTKAUSKAS, 2005).

Um dos mecanismos pelos quais as bactérias periodontopatogénicas
iniciam a doenca é ativando o sistema de defesa do hospedeiro, que, na tentativa de
controlar a doenca, causa a destruicdo de estruturas periodontais. Uma das
maneiras de controlar essa destruicdo seria modular a resposta inflamatéria. Os
mediadores quimicos da inflamac&o, como as PGE;, estdo intimamente ligados as
reabsorgoes O0sseas e a perda de tecido (PINHO et al., 2004). Dados na literatura
mostram que os osteoclastos, células mais diretamente relacionadas a reabsorcao
o0ssea, podem ser diretamente ativados por prostaglandina, principalmente as da
série E (BEZERRA et al., 2000). Sob influéncia de citocinas, os osteoblastos liberam
PGE,, a qual, por agdo paracrina, pode ativar os osteoclastos (ASSUMA et al.,
1998).

Offenbacher e colaboradores demonstraram associagao da progressao da
doenga com a produgdo de prostandides (prostaglandinas, tromboxano,
prostaciclina), que sédo produtos do metabolismo do acido araquidénico
(OFFENBACHER; HEASMAN; COLLINS, 1993). Outros estudos mostraram um
aumento significativo nos niveis de PGE; no fluido gengival, bem como na expressao
da isoforma COX-2 durante a periodontite experimental em relagdo ao grupo sem
doencga, confirmando que quanto mais alto o nivel de prostaglandinas no fluido maior
€ a atividade da doenga (LOHINAI et al., 2001; PINHO et al., 2004). Sendo assim, o
bloqueio da liberacdo dessas enzimas pode controlar a perda 6ssea (PINHO et al.,
2004). Desse modo, a utilizacdo de antiinflamatorios no tratamento das doengas
periodontais esta relacionada principalmente com o controle das PGE;, produtos da
metabolizagcdo do acido araquidbnico pelas enzimas ciclooxigenases (PAQUETTE;
WILLIAMS, 2000; PINHO et al., 2004).
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No presente estudo, utilizou-se um modelo de periodontite induzida por
corpo estranho em ratos descrito na literatura, com o intuito de avaliar a
capacidade do celecoxibe, um inibidor seletivo da COX-2, e do diclofenaco
potassico, um AINE convencional, em alterar a perda 6ssea alveolar inflamatoria
e as alteragdes sistémicas nesses animais. Observamos que a insergéo cirurgica
do fio de nailon em torno dos segundos molares superiores esquerdos dos ratos
induziu a perda éssea alveolar de forma significante aos 11 dias. Esses achados
estdo de acordo com os encontrados por outros autores (LIMA et al., 2000, 2004),
0s quais mostraram intensa perda 6ssea alveolar a partir do 3° dia e pico de
lesdes entre o 7° e 11° dia experimental. Semelhantemente a esses autores, o
animal escolhido foi o rato, visto que essa espécie tem-se mostrado adequada
para o estudo da periodontite experimental (CRAWFORD; TAUBMAN; SMITH,
1978; SALLAY et al.,, 1982 SAMEJIMA et al.,, 1990). Apesar do aparente
consenso de que a periodontite pode ser induzida em qualquer regiao molar
(KLAUSEN, 1991), as indugdes dessas les6es foram realizadas em maxilas, as
quais sao mais susceptiveis as alteragcdes periodontais que as mandibulas, cuja
constituicdo 6ssea € mais compacta (LINDHE; KARRING, 1992).

Nesse estudo, o celecoxibe nas doses diarias de 3, 9 e 27 mg/kg foi
capaz de inibir a perda 6ssea alveolar de forma significante e dose-dependente.
Com a menor dose, a redugdao da perda Ossea alveolar foi de 64% quando
comparada aos animais nao tratados (Salina). Esse resultado nos pareceu
interessante, uma vez que obtivemos um efeito terapéutico satisfatério, mesmo em
dose baixa.

Considerando relatos na literatura da importante capacidade do
celecoxibe apresentar perda de sua atividade antiinflamatéria quando utilizado em
dosagens elevadas em tratamentos de algumas condigbes sistémicas
(NIEDERBERGER et al., 2001), fomos verificar se era este o caso observado com a
dose intermediaria (9 mg/kg) utilizada nesse estudo, visto que os animais
apresentaram um aspecto interessante de prevencado de perda dssea, mas nao
superior ao grupo anterior. Assim, avaliamos a administragdo do celecoxibe em uma
dosagem maior (27 mg/kg). Tal dosagem estaria de acordo com protocolos utilizados
por outros autores, os quais relatam atividade antiinflamatéria do celecoxibe quando

utilizado até 30 mg/kg por uma semana em ratos com mucosite intestinal induzida
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por antineoplasico (LIMA, 2004). Verificamos que o uso de 27 mg/kg de celecoxibe
durante 11 dias demonstrou excelente resultado, reduzindo a perda déssea alveolar
em 75,4%, quando comparada aos animais nao tratados. Dessa forma, justificamos
que a dose intermediaria ndo correspondeu em percentual proporcionalmente ao
aumento das doses, possivelmente devido ao baixo numero de animais utilizados.
Isso, contudo, ndo deve comprometer os dados obtidos, pois os mesmos, em
conjunto, demonstram claramente a atividade protetora desse antiinflamatério.

O resultado com diclofenaco nas doses de 1 e 5 mg/kg também reduziu
de forma significante, a perda 6ssea alveolar. Isso ja era esperado, visto que o
mecanismo de acao desse farmaco, o qual ja foi vastamente abordado por diversos
autores, esta relacionado com a inibicdo da biossintese de prostaglandinas
(PATRIGNANI et al., 2004), um dos fatores responsaveis pela reabsorgéo alveolar.

Esses achados estdo de acordo com dados encontrados na literatura, no
qual, alguns autores utilizaram meloxicam (um inibidor preferencial da COX-2) e
indometacina (um classico e potente AINE n&o-seletivo) durante sete dias em
modelo animal semelhante e observaram que ambos antiinflamatérios foram
eficazes em reduzir os parametros inflamatorios e a perda o6ssea alveolar
(BEZERRA et al., 2000). Nossos dados sugerem, portanto, que a menor perda
por celecoxibe, como também, por diclofenaco.

Tem sido relatado que o uso de AINEs convencionais esta associado a
alteragbes na integridade da mucosa gastrica. Alguns desses exercem maior ou
menor irritacdo direta na mucosa gastrica (WALLACE; SOLDATO, 2003). Tem sido
atribuido a inibicdo de COX-2 como a responsavel pelos efeitos terapéuticos dos
AINEs, enquanto que a inibicdo de COX-1 resultaria nos efeitos colaterais,
particularmente aqueles no TGIl. De fato, COX-1 é a isoforma mais expressa nas
plaguetas e mucosa gastrica de humanos saudaveis (PATRIGNANI et al., 2004), e
assim, os AINEs seletivos para a COX-2 poderiam ser a primeira escolha, pois
apresentam os mesmos efeitos antiinflamatérios comparados aos AINEs nao-
seletivos, especialmente por ndo agredirem a mucosa gastrica (BEZERRA et al.,
2000). Considerando a importancia desses aspectos, realizamos a analise
macroscopica dos estdmagos dos ratos submetidos a periodontite experimental.
Nessa analise verificou-se que o celecoxibe ndo promoveu lesées gastricas de forma

significante. E, de forma interessante, o mesmo ocorreu com o diclofenaco, visto que
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foram detectadas perda de pregas e algumas petéquias, as quais nao foram
estatisticamente relevantes. Isso poderia ser inesperado, dado aos relatos de que a
toxicidade na mucosa do TGl levando a ulceragdes, sangramentos, perfuragbes e
obstrucdes sédo decorrentes da inibicdo da atividade de COX-1 nas plaquetas, que
aumenta a tendéncia de sangramento e, na mucosa gastrica, onde os prostandides
sdo importantes na protecéo, de erosao e ulceragado, dessa mucosa (PATRIGNANI
et al., 2004) conforme dito anteriormente.

Em um estudo comparando o celecoxibe com o diclofenaco no
tratamento crénico da artrite reumatdide, foram observadas mais Ulceras
gastrintestinais detectadas por endoscopia em pacientes que receberam
diclofenaco do que naqueles que receberam celecoxibe. O mesmo se confirmou
quando analisados em separado pelo local da ulceragao, portanto, mais ulceras
e/ou erosdes nas mucosas foram detectadas no estdmago dos pacientes tratados
com diclofenaco que nos locais correspondentes daqueles tratados com
celecoxibe. Eventos adversos no TGl e dores abdominais foram
significativamente mais baixas no grupo do celecoxibe que no grupo do
diclofenaco. Por fim, a taxa de retirada dos pacientes do estudo por causa de um
evento adverso foi significativamente mais precoce para diclofenaco que para
celecoxibe. Apos o estudo, os resultados sugeriram que uma inibigdo seletiva da
COX-2 ja é suficiente para atingir eficacia antiinflamatéria e analgésica plena em
pacientes com artrite reumatdide, uma vez que a eficacia do celecoxibe e
diclofenaco foi praticamente a mesma; e que a taxa de ulceragdes com celecoxibe
€ mais baixa que em tratamentos com AINEs convencionais, ou seja, a tolerancia
gastrintestinal € melhor com celecoxibe que com diclofenaco (EMERY et al.,
1999).

Retomando nossos resultados, a semelhanga entre celecoxibe e
diclofenaco em n&o causar alteragbes importantes nas mucosas gastricas dos
ratos submetidos a periodontite experimental, quando comparados aos animais
nao tratados, possivelmente se deveu as dosagens néo elevadas da segunda,
uma vez que nenhum grupo apresentou lesdes tipicas de gastrite. Assim, isso
pode ser extremamente importante, pois podemos estar diante de farmacos cujas
atividades antiinflamatorias podem ser observadas com uso de doses

relativamente baixas, e assim, sem causar alteragdes sistémicas significantes.
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Nesse contexto, para corroborar tais impressdes, pareceu-nos
interessante avaliar outros aspectos sistémicos que podem estar envolvidos quando
do uso sistémico prolongado tanto dos AINEs convencionais, como os seletivos para
a COX-2 e que, muitas vezes, passam despercebidos clinicamente. Informacdes
adicionais sugerem que a infecgao periodontal desencadeia uma resposta de fase
discretamente aguda, que modifica a quimica sanglinea. As respostas de fase
aguda representam uma resposta inicial e altamente complexa do organismo a
diversas agressdes, tais como infec¢gdes bacterianas, virdticas ou parasitarias,
traumatismo mecéanico ou térmico, necrose isquémica e multiplicagdo maligna
(EBERSOLE; CAPELLI, 2005).

Avaliamos, ent&o, o leucograma dos animais submetidos a periodontite
induzida por corpo estranho, bem como, do grupo de animais tratados com
celecoxibe ou diclofenaco. No grupo controle (Salina), verificou-se que os
numeros de leucécitos comegaram a aumentar a partir da 62 hora, atingindo um
pico na 242 hora. Tem sido demonstrado em modelo de periodontite em ratos que
alteragdes tanto no numero de leucdcitos totais como na contagem diferencial dos
leucédcitos do sangue periférico desses animais podem ser observadas
(SAMEJIMA et al., 1990). Outros estudos demonstraram um pico de leucocitose
na 62 hora, a custa do aumento no numero de neutrofilos, seguida por uma
tendéncia ao retorno dos niveis normais na 242 hora. Em nosso estudo, no 7° dia
observou-se uma tendéncia a normalidade, mantendo-se constante até o 11° dia.
Esses achados foram diferentes aos relatados por outros autores, os quais
mostraram que no periodo compreendido entre o 7° e o 11° dia, observou-se nova
leucocitose com predominio de mononucleares (SALLAY et al., 1982; LIMA,
1999).

O uso do celecoxibe nesse estudo nado causou alteragbes, de forma
significante, no hemograma dos animais submetidos a periodontite. Mesmo
apresentando uma discreta alteracdo no numero de neutréfilos, esta nao foi
suficiente para alterar a contagem do numero de leucdcitos totais. Quanto ao
efeito do tratamento dos animais com diclofenaco, verificou-se uma leucocitose
em decorréncia do aumento do numero de neutrdéfilos, com maior pico no periodo
compreendido entre o 7° e 11° dia apds o procedimento cirurgico. De acordo com

a literatura, o diclofenaco além de reduzir a inflamagao e a dor reumatica pela
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inibicdo das prostaglandinas, afeta, também, a funcdo dos leucdcitos
polimorfonucleares reduzindo a quimiotaxia e a produgao de protease neutra bem
como a expressdo de L-selectina, E-selectina, ICAM-1 e moléculas de adeséao
VCAM-1 (MARTINEZ et al., 2005).

Um achado interessante em nosso trabalho correspondeu a n&o alteracao
do numero de plaquetas do sangue dos animais submetidos a periodontite, inclusive
nos animais que receberam celecoxibe ou diclofenaco. Esse aspecto pode sugerir
que as doses utilizadas foram relativamente seguras sob o ponto de vista
cardiovascular ou ainda, possivelmente, tais alteragdes nao foram vistas por néo se
tratar de um estudo em longo prazo. Demos especial atengdo a esse aspecto, uma
vez que pesquisas recentes tém estabelecido que a infecgdo periodontal seja um
provavel fator de risco para a moléstia cardiovascular (MITCHELL; EVANS, 1998;
EBERSOLE; CAPELLI, 2005), incluindo aterosclerose, infarto do miocardio,
apoplexia e, também, contribui para o desenlace adverso da gravidez, do diabetes e
de outras enfermidades (WILLIAMS; OFFENBACHER, 2005). Sabe-se, contudo, que
muitas das alteragdes cardiovasculares estdo relacionadas as alteracdes
plaquetarias induzidas por AINEs. Enquanto que AINEs convencionais determinam
inibicdo da formagao de TXA, e, por conseguinte, reduz a agregagao plaquetaria
excessiva, os AINEs seletivos da COX-2 n&o promovem tais inibigdes, restringindo-
se apenas a reducdo dos niveis de prostaciclinas. Assim, o0s riscos de
tromboembolismo podem aumentar (CICCONETTI et al., 2004).

Adicionalmente, outro aspecto avaliado foi a variagdo de massa corporea.
Na periodontite experimental induzida por corpo estranho em ratos observou-se
perda significante de massa corporea a partir dos primeiros dias apds a cirurgia,
possivelmente decorrente do trauma cirurgico e prosseguindo até o final do periodo
experimental, sem, contudo, alcangarem o nivel de massa corporea dos animais
normais, ou seja, dos ratos ndo submetidos a indugédo da periodontite. Essa perda
de massa corpérea induzida pela periodontite experimental esta de acordo com
outros autores, os quais observaram intensa perda de massa corporal a partir do
segundo dia cirurgico, sem, também, alcangarem o nivel de massa corporea dos
animais normais nos dias subsequentes (LIMA et al., 2000).

Em nosso estudo, tanto o celecoxibe como o diclofenaco ndo foram

capazes de reverter de forma significante a perda de massa corporea. Isso parece
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ser devido as possiveis dosagens, as quais foram aqui consideradas relativamente
baixas e, por isso, ndo analgésicas o suficiente, uma vez que estudos clinicos
demonstraram que inibidores seletivos da COX-2 tém eficacia analgésica similar
aquela dos AINEs tradicionais no tratamento da dor aguda no pdés-operatoério oral
(CICCONETTI et al., 2004) ou no tratamento crénico da artrite reumatéide (EMERY
et al., 1999). Em contrapartida, observou-se que as maiores doses de diclofenaco
(10 e 25 mg/kg) causaram reducéo significante da taxa de sobrevida dos animais a
partir do primeiro dia pds-operatorio e atingindo 50% dos animais no terceiro dia.
Esse achado deve ser relevante, visto que até o presente momento apenas
consideramos como doses efetivas aquelas que nao levaram os animais a 6bito, nao
obstante sua relevante reducao de perda 6ssea alveolar. Dessa forma, pareceu-nos
interessante avaliarmos as funcdes renais e hepaticas dos animais, onde os AINEs
tém sido responsabilizados por causar importantes alteragdes quando de seu uso
cronico.

Existe uma evidéncia inequivoca de que ambas as isoformas COX-1 e
COX-2 estao presentes nos rins em suas formas constitutivas e induzidas (BRATER,
2002). As prostaglandinas influem na excregcéo de sal e agua alterando o fluxo
sanguineo renal e atuando diretamente sobre os tubulos renais (CHENG; HARRIS,
2004). Dentre as varias prostaglandinas, sabe-se que as mais importantes s&o as
PGE; e PGI; na manutengcdo da homeostasia renal (BRATER, 2002). Corroborando
esses aspectos, em um estudo utilizando caes, as PGE, e PGl, foram infundidas
diretamente na luz das artérias renais e observou-se que houve um aumento
significativo do fluxo sanguineo local e consequente diurese, com pequena alteragéo
na taxa de filtracdo glomerular. Contrabalangando seus efeitos, o TXA; age
reduzindo o fluxo sangulineo renal e a taxa de filtragcdo glomerular, e participa da
retroalimentacgao tubuloglomerular (SMYTH; BURKE; FITZGERALD, 2006).

Nossos resultados mostraram que a indugao da periodontite em ratos néo
causou alteragcdes nas funcdes renais ou hepaticas avaliadas, aqui, através das
dosagens séricas de suas respectivas enzimas, uréia e creatinina ou AST.
Observou-se, também, que a administragcdo de celecoxibe nao alterou os niveis
séricos dessas enzimas. Contudo, o uso de diclofenaco, tanto na dose de 1 mg/kg
como também na dose de 5 mg/kg determinou alteragcbes em ambas as fungdes
consideradas. O diclofenaco induziu um aumento significativo nos niveis séricos de

creatinina, sem alteracdo dos niveis de uréia. Embora os niveis séricos de uréia nao
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tiverem sido alterados, sabe-se que testes utilizando esta enzima como um
marcador da funcdo renal nao pode ser considerado sensivel o suficiente para se
estabelecer diagndstico de alteragéo renal, enquanto o teste da creatinina mostra-se
mais sensivel nesse aspecto (MORGAN; CARVER; PAYNE, 1977). A uma primeira
vista, consideramos que a inibicado das COXs pode ser o fator determinante dessas
diferengas, uma vez que a inibigao seletiva da COX-2 definida pela administragao de
celecoxibe causou menos danos aos rins ou figado quando comparada ao
diclofenaco, onde a inibicdo ndo especifica das COXs seria responsavel pelas
alteracbes enzimaticas encontradas aqui. De fato, a associagdo da produgdo de
prostandides com a injuria glomerular tem sido apreciada por mais de 20 anos.
Varios estudos recentes tém caracterizado caminhos que estdo associados com a
hidrolise de fosfolipidios e o metabolismo do acido araquidénico livre em
prostandides. A liberacdo do acido araquidénico a partir dos fosfolipidios de
membranas plasmaticas por fosfolipase A, geralmente é o passo limitante na sintese
de prostandides. O acido araquidénico livre € metabolizado pelas ciclooxigenases,
seguido da sintese de prostaglandinas e tromboxano (CYBULSKY, 2007).

O desenvolvimento dos novos inibidores seletivos para COX-2 tais como
celecoxibe e rofecoxib, foi baseado na hipétese de que a eficacia terapéutica desses
agentes se devia a inibicdo seletiva dessa enzima (BRATER, 2002). Em muitos
tecidos, a COX-1 é expressa constitutivamente, enquanto a COX-2 é induzida em
estados de doencgas, mas em certas células do rim, a COX-2 também é expressa
constitutivamente. Desse modo, a visdo que apenas a COX-1 produz prostandides
necessarios para as fungdes fisiolégicas normais, enquanto que a COX-2 seria
responsavel pela produgdo de prostandides com papel patolégico nédo é
necessariamente aplicada a fisiologia do rim, pois os efeitos de prostandides sao
mediados por uma via de receptores especificos e muitos destes tém sido
encontrados em células renais (CYBULSKY, 2007). Assim, poderiamos ainda
considerar que as alteragdes enzimaticas induzidas pelo diclofenaco poderiam ser
decorrentes de suas dosagens, relativamente excessivas nesse estudo. Avaliando
esse aspecto, estudos conduzidos em voluntarios saudaveis e utilizando tanto
celecoxibe como naproxeno, um inibidor ndo seletivo das COXs, mostram que
ambos foram capazes de causar reducdes transientes na natriurese apds primeiro
dia de administragdo desses agentes, seguido por retorno aos niveis basais no dia

seguinte até 14 dias de avaliagdo, possivelmente por um processo natural de
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adaptacao fisiolégica. A importancia desses dados € que se deve inferir que as
mesmas precaugoes devem ser tomadas para ambas as medicagdes concernentes
aos riscos de alteragbes renais (BRATER, 2002). Dessa forma, a alteracdo da
funcao renal induzida por diclofenaco poderia ter se dado por outro mecanismo que
nao uma lesdo direta por reducao de prostaglandinas renais, mas sim, por outro
aspecto de grande importancia, a de sua capacidade de alterar a fungao hepatica,
que, em ultima estancia, estaria comprometendo a funcio renal pela persisténcia de
metabdlitos hidroxilados de diclofenaco. A esse respeito, diclofenaco, sulindac e
outros, tém sido encontrados mais comumente associados a hepatoxicidade
(O’'CONNOR; DARGAN; JONES, 2003). Vale salientar que esses achados estao,
sobretudo, associados ao maior uso desses agentes na pratica clinica, o que
favorece maior correlacdo dos efeitos adversos e o seu uso correspondente
(BOELSTERLI, 2003), pois os novos inibidores seletivos de COX-2, como
celecoxibe, rofecoxib ou nimesulida, também tem sido associados com
hepatoxicidade quando de seus usos prolongados, mas com um adendo importante:
o celecoxibe, em particular, tem sido relatado apresentar menos potencial para
hepatoxicidade (MADDREY et al., 2000; O’'CONNOR; DARGAN; JONES, 2003).
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7 CONCLUSAO

O  diclofenaco e o celecoxibe apresentaram efeitos protetores
semelhantes na perda dssea, induzida pela periodontite experimental em ratos.

O celecoxibe, utilizado na periodontite induzida durante 11 dias, foi menos
téxico que o diclofenaco, uma vez que este causou maior mortalidade de forma
dose-dependente, e alteragbes ao nivel de leucograma e das fungbes renal e
hepatica determinadas pelos niveis séricos de creatinina e de atividade da aspartato

aminotransferase (AST), respectivamente.
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