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RESUMO

A Periodontite pode ser definida como uma doenga inflamatdria, crénica,
multifatorial associada ao biofilme disbidtico e caracterizada pela destruicdo do
aparato de insercdo dental. A microbiota e a resposta do hospedeiro presentes na
doenga periodontal induzem inflamacao sistémica e consequentemente uma redugao
na producao de oxido nitrico, o que gera disfungao endotelial que por sua vez esta
intimamente associada a doencgas cardiovasculares. O aumento na expressao
vascular da ciclooxigenase-2 (COX-2) é observado em patologias que apresentam
disfuncao endotelial e esta relacionada com a producgao de prostaciclina, um derivado
do acido araquiddnico com propriedades vasodilatadoras e antitromboticas. Sugere-
seque a inducdo da COX-2 em células endoteliais possa contrabalancear a redugao
na producdo de oOxido nitrico. Portanto, a inibicdo da COX-2 na presenga de
periodontite pode apresentar riscos de complicagdes cardiovasculares. Com isto, a
proposta deste trabalho é avaliar o efeito do tratamento com um inibidor seletivo da
COX-2, o etoricoxibe, sobre o tecido cardiaco em ratos com periodontite. No dia zero,
42 ratos Wistar (machos) foram submetidos ao procedimento de colocagao de ligadura
para indugdo da periodontite ou falsa cirurgia (a ligadura foi posicionada e
imediatamente removida). Quatorze dias apds o procedimento, os ratos foram
separados randomicamente em 4 grupos experimentais: ligadura+etoricoxibe,
ligadura+veiculo, sham+etoricoxibe e sham+veiculo. Esses animais receberam
tratamento com inibidor seletivo da COX-2 ou veiculo (agua destilada) durante sete
dias. Nos dias dezenove e vinte, os animais receberam uma injegao de isoprenalina
para indugao de isquemia cardiaca. Apos vinte e um dias da colocagao das ligaduras
ou falsa cirurgia, os animais foram eutanasiados com sobredose anestésica e os
coracbes foram retiradospara analises histolégica. A mandibula e a maxila foram
dissecadas para avaliagdo morfométrica da perda o6ssea alveolar. Todos 0s grupos
experimentais apresentaram alteragdes histoldgicas apos isquemia cardiaca induzida
pela isoprenalina, porém o grupo ligadura que recebeu etoricoxibe apresentou a maior
quantidade de infiltrado inflamatdrio e fibras colagénas. Sugere-se que a inibicdo da
COX-2 em um modelo experimental de periodontite pode exacerbar alteracdes

cardiovasculares.

Palavras-chaves:Periodontite; ciclooxigenase-2; doengas cardiovasculares



ABSTRACT

Periodontitis can be defined as an inflammatory, chronic, multifactorial disease
associated with dysbiotic biofilm and characterized by the destruction of the dental
attachment apparatus. The microbiota and the host response present in periodontal
disease induce systemic inflammation and consequently are duction in the production
of nitric oxide, which generates endothelial dysfunction which in turn is closely associ-
ated with cardiovascular diseases. The increase in vascular expression of cyclooxy-
genase-2 (COX-2) is observed in pathologies that present endothelial dysfunction and
is related to the production of prostacyclin, an arachidonic acidderivative with vasodi-
lating and antithrombotic properties. It is suggested that COX-2 induction in endothelial
cells may counter balance the reduction in nitric oxide production. Therefore, COX-2
inhibition in the presence of periodontitis may pose risks of cardiovascular complica-
tions. Thus, the purpose of this work is to evaluate the effect of treatment with a selec-
tive COX-2 inhibitor, etoricoxib, on cardiac tissue in rats with periodontitis. On day zero,
42male Wistar rats were submitted to the ligature placementprocedure for periodontitis
induction or sham surgery (the ligature was positioned and immediately removed).
Fourteen days after the procedure, the rats were randomly divided into 4 experimental
groups: ligation+etoricoxib, ligation+vehicle, sham+etoricoxib and sham+vehicle.
These animals received treatment with a selectiveCOX-2 inhibitor or vehicle (distilled
water) for seven days. On days nine teen and twenty, the animals received an injection
of isoprenaline to induce cardiac ischemia.Twenty-one days after the ligature place-
ment or sham surgery, the animals were euthanized with anesthetic overdose and the
hearts were removed for histologicalanalysis. The mandible and maxilla were dis-
sected for morphometric evaluation of alveolar bone loss. All experimental groups
showed histological changes after isoprenaline-induced cardiac ischemia, but the liga-
tion group that received etoricoxib had the highest amount of inflammatory infiltrate
and collagen fibers. It is suggestedthat COX-2 inhibition in an experimental model of

periodontitis may exacerbate cardiovascular changes.

Keywords:Periodontitis;cyclooxygenase-2;cardiovasculardiseases.
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1. INTRODUGAO

A Doenca Periodontal € uma doenga inflamatéria crénica associada ao acumulo
de biofilme patogénico supra e subgengival, capaz de promover disbiose microbiana
e,consequentemente, desencadear uma resposta inflamatéria crénica exacerbada e
quando nao tratada, pode levar a destruigdo dos tecidos de suporte dentario (Jepsen
et al. 2017). E uma doenca de impacto global, sendo considerada a 62 mais comum
no mundo (Kassembaum et al. 2014). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), no Brasil a prevaléncia da forma moderada da doenga em adultos é de 15,3%
e a forma mais grave de 5,8%.

O conceito de infeccao focal é utilizado para elucidar a capacidade de
disseminagdo de microorganismos patogénicos da cavidade oral, para varias
localizagbes do corpo, com influéncia na saude sistémica (Masthan,Anitha,Jacobina&
Babu 2016). Uma vez que as doencgas periodontais estdo entre as infecgbes cronicas
mais prevalentes no ser humano, o interesse cientifico sobre a patologia e seus efeitos
tem aumentado (Sanz,D’Ajuto,Deanfield& Fernandez-Aviles 2010).

Atualmente estudos suportam uma relagcdo causal entre doencga periodontal e
doencas cardiacas, como aterosclerose e hipertensdo, demonstrando o risco
aumentado de desenvolvimento de complicagdes cardiovasculares em pacientes com
problemas periodontais (Janket et al. 2003; Sfyroeras et al. 2012). Embora n&o sejam
claros os mecanismos pelos quais estas condigdes estejam associadas, acredita-se
que a inflamagao sistémica gerada pela microbiota presente na periodontite possa
contribuir para o desenvolvimento de disfungao endotelial (Ekuni etal.2009), que € um
fator predisponente para doencgas cardiovasculares.

Um aumento na expressao vascular de Ciclooxigenase-2 (COX-2) é observado
em patologias que apresentam disfuncdo endotelial (Foudi et al. 2009). As
ciclooxigenases sédo enzimas existentes em duas formas distintas, COX-1 e COX-2, e
sdo responsaveis pela sintese de prostandides, que sao importantes mediadores
inflamatorios, dentre estes destacam-se a prostaglandina E2 (PGE2) e a
prostaglandinaE1 (PGE1) considerados potentes vasodilatadores (William e Peck
1977). Além disso, aexpressdo de COX-2 em células endoteliais também representa
uma importante contribuicdo para producédo de prostaciclina, um derivado do acido

araquidénico com propriedades vasodilatadoras e antitrombdéticas (Foudi et al. 2009).
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Desta forma, sugere-se que a inducao da COX-2 em células endoteliais pode
contra balancear a reducdo na producdo de Oxido nitrico, que apresenta papel
importante na homeostase vascular. Se por um lado, a inibicdo da COX-2, bloqueia
o processo inflamatério, por outro pode apresentar aspectos cardiovasculares
deletérios.Os farmacos inibidores seletivos para COX-2, como o Etoricoxibe, sdo uma
opgao terapéutica para controle de dor e inflamagéo para pacientes submetidos a
procedimentos periodontais (Steffens et al.2010; Gerzson 2021). Entretanto o efeito
destes farmacos sobre variaveis cardiovasculares em pacientes com periodontite
temsido negligenciado. Assim, a proposta deste trabalho é compreender a relagao
dadoenca periodontal einibidores seletivos de COX-2 com o risco de desenvolvimento
de doencgas cardiovasculares, utilizando um modelo experimental de periodontite em

ratos.

2. OBJETIVOS GERAIS

Compreender a relagao da doenca periodontal e inibidores seletivos de COX-2
com o risco de desenvolvimento de doencgas cardiovasculares, utilizando um modelo

experimental de periodontite em ratos.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o infiltrado inflamatério com coloracdo de Hematoxilina e Eosina em
coracoes de ratos com periodontite submetidos a isquemia cardiaca, induzida por
isoprenalina, e a inibicdo daCOX-2.

- Avaliar didmetro dos cardiomiocitos dos coracdes de ratos com periodontite os
submetidos a isquemia cardiaca, induzida por isoprenalina, e ainibicdo da COX-
2.

- Avaliar presenca de fibras colagenas com coloragao de Tricrémico de Mallory em
coragdes de ratos com periodontite submetidos a isquemia cardiaca, induzida por
isoprenalina, e a inibicado da COX-2.

- Avaliar o efeito do Etoricoxibe sobre a perda Ossea alveolar decorrente da
periodontite em animais com periodontite induzida por ligadura, por meio da

analise morfométrica.
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4. REVISAO DE LITERATURA

4.1 DOENCA PERIODONTAL

A Doenga Periodontal (DP) € uma doencga inflamatéria cronica associada ao
acumulo de biofilme patogénico supra e subgengival, capaz de promover disbiose
microbiana e, consequentemente, desencadear uma resposta inflamatoria cronica
exacerbada (Jepsen et al. 2017). A doenga inicia-se com inflamagao dos tecidos de
protecao dental, condicdo chamada gengivite. Se nao tratada, a inflamacéo pode
evoluir e atingir os tecidos de suporte dentario, o que caracteriza a periodontite. E
marcada pela presenga de sangramento, edema e aumento do fluido crevicular,
resultantes da atividade inflamatdria, mediada por bactérias ou endotoxinas, e da
resposta imunoldgica do hospedeiro, induzida principalmente por neutrdfilos,
mondcitos/macrofagos e linfocitos T e B (Lira-Junior e Figueredo 2016).

A periodontite esta relacionada principalmente com microoganismos
anaerobicos gram-negativos que colonizam a area subgengival, esta placa bacteriana
subgengival abriga mais de 500 espécies Dbacterianas, sendo a
Porphyromonasgingivalis apresentada pelos estudos como o principal agente
etiolégico associado a periodontite crénica (Howetal.2015) . Adicionalmente ao
biofilme determinante da DP, diversos fatores aumentam a possibilidade do
desenvolvimento dessa doencga, destacando entre eles o género, idade, exposigao
ambiental, habitos pessoais, além também, dos fatores genéticos e sistémicos (Eke
et al. 2015).

Estudos tém demonstrado que a inflamagao decorrente da periodontite tem
repercussdes sistémicas € esta associada ao risco aumentado para as doencas
cardiovasculares, dentre elas aterosclerose, acidente cardiovascular cerebral (AVC) e
infarto agudo do miocardio (Holmlund et al. 2017; Lima et al- 2020; Batista et al. 2011).
Desta forma, foi observado que ha uma conexao entre a saude bucal e a saude

sistémica.

4.2 RELACAO DOENCA PERIODONTAL E DOENGAS CARDIOVASCULARES

Entre as doencas sistémicas mais associadas a doenca periodontal estao as
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doencas cardiovasculares (lonel et al. 2016). As doencgas cardiovasculares (DCVs)

tém papel indiscutivel na morbidade e mortalidade, tanto nos paises desenvolvidos

como nos em desenvolvimento. Em um estudo realizado pela Organizagao Mundial
de Saude em 2011, estimou-se que em 2030 aproximadamente 23,6 milhdes de
pessoas, provavelmente, morrerao de doencgas cardiovasculares
(Mendis,Puska,Norrving 2011). A correlagdo entre doengas cardiovasculares e as
doengas periodontais ja foi estabelecida. No entanto, é necessaria uma investigagcao
aprofundada para compreender melhor a associagdo entre doenga periodontal e
doencas cardiovasculares.

Um dos possiveis mecanismos pelo qual a periodontite se relaciona a
complicagbes cardiovasculares seria através dos periodontopatégenos, as
bactérias, P. gingivalis, Aggregatibacteractinomycetemcomitans (Aa) e a T. forsythia,
sdo consideradas como periodonto patdégenos classicos (Haffajee e Socransky 2005).
O aumento do numero dessas bactérias na cavidade oral provoca uma resposta
inflamatéria e uma intensa producdo de mediadores inflamatérios como as
interleucinas (IL-1 e IL-6), fibrinogénio, metaloproteinases de matriz (MMPs),
prostaglandina (PGE2), fator denecrose tumoral (TNF) e proteina C-reativa (PCR).
Segundo Hajishengallis 2015, os patégenos periodontais e os mediadores
inflamatorios podem entrar na corrente sanguinea e se disseminarem, exercendo um
impacto na inflamacéo sistémica. Adicionalmente, a ulceracdo epitelial nas bolsas
periodontais possibilita a translocacdo bacteriana para a circulagdo sistémica
(Figueredo et al. 2016).

O carater inflamatério cronico e as bactérias patogénicas do periodonto, sao
responsaveis pela ativacao de resposta imuno inflamatéria, o que pode favorecer a
formacgao e maturacao das placas de ateroma, e desencadeia instalagdo da doenca
cardiovascular (Kaschwich et al. 2019). Almeida et al em 2017, observaram a
presencade bactérias orais em lesdes aterosclerdticas em pacientes com periodontite
sugerindoque as bactérias, ou seus componentes antigénicos, induzem alteragdes no
endotélio associadas a aterosclerose.

As citocinas proé-inflamatorias produzidas localmente também podem entrar na
circulagao sanguinea e induzir uma resposta de fase aguda ao figado, promovendo a
aterogénese (Hajishengallis et al. 2015). Um dos fatores mais importantes para a

progressao da lesdo aterosclerdtica é a liberacdo de lipopolissacarideo (LPS) na
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corrente sanguinea, a presenga desta endotoxina na circulacdo desencadeia uma
cascata metabdlica, induzindo a producdo de PGE2, TNF-1, IL-1 que,
consequentemente, resulta na destabilizacdo das placas aterosclerdticas e
proliferagdo de células musculares lisas nas artérias (Kulinska-Michalska&Lewkowicz
2017). As metaloproteinases de matriz (MMPs) também sao liberadas na presencga de
LPS e estao associadas a ruptura das placas ateroscleréticas, tornando-se essenciais
para o desenvolvimento de doencgas cardiovasculares (Chistiakov et al, 2016).

Outros fatores também citados na literatura e que contribuem
significativamente para a ocorréncia de doengas cardiovasculares, s&o 0s niveis
elevados de fibrinogénio plasmatico e de proteina C reativa (Mehta et al. 2001). A
proteina C reativa é produzida pelos hepatdcitos como uma resposta do organismo
frente a inflamacdes ou infeccbes e atua promovendo a fagocitose de micro-
organismos e ceélulas em processo de apoptose através da ativagdo dos
mondcitos/macrofagos além de aumentar consideravelmente a sintese e secregéo
de IL-1, IL-6 e TNF. Além disso,vem sendo largamente abordada por representar
um marcador inflamatério muito utilizado por cardiologistas na avaliagdo do risco de
eventos ateroscleréticos (Lima et al. 2002; Hirschfieldet al. 2003). Em estudo
proposto por Arregoces e colaboradoresem 2014 , foram avaliados 401 individuos,
com idade entre 30 e 75 anos, para avaliara relacdo entre doencga periodontal e
pacientes com e sem infarto do miocardio e, verificaram que os niveis de PCR séao
aumentos em pacientes que possuem periodontopatias. Corroborando com esses
resultados, Chandy et al. (2017) e Bolla et al. (2017) também relataram em seus
trabalhos maiores concentragbes séricas de PCR nos pacientes com periodontite
quando comparados aos individuos com periodonto saudavel.

Os niveis de fator de necrose tumoral a sérica (TNF-a) também sido descritos
como significantemente altos em pacientes com periodontite. E esta presente no
estagio inicial da aterosclerose e desempenha papel importante na expressao da
molécula de adeséo intercelular (ICAM), producao de IL-6, reducdo da producgao de
sintese de 6xido nitrico endotelial (Skoog et al. 2002).

Segundo Kebschull et al. (2010), um caminho potencial através do qual a
periodontite pode contribuir para a aterogénese é a inducédo de estresse oxidativo.
Respostas inflamatérias geram espécies oxigénio reativas e para o colesterol ser
absorvido por macréfagos e formar células de espuma € necessario a oxidagéo do

LDL por espécies reativas de oxigénio (ERO). Assim, além do envolvimento na
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formacdo de estrias gordurosas, a oxidagdo do LDL pode afetar o endotélio

vascular,tanto direta como indiretamente.

4.3 DOENCA PERIODONTAL E A FUNGCAO ENDOTELIAL

O endotélio € uma camada celular continua que separa o sangue da parede
vascular e é o principal regulador da homeostase vascular através da liberagao de
substancias com atividades pré e anticoagulantes, capazes de promover adesao
celular e coma ¢des vasoativas (Ganz et al. 2003).

Um dos principais alvos do acumulo de patdégenos periodontais e das citocinas
circulantes é o endotélio. Os periodontopatégenos causam destruicao do epitélio da
bolsa periodontal e causam liberacdo de endotoxinas e exotoxinas na corrente
sanguinea, gerando uma resposta inflamatéria que caracteriza um quadro de
disfungao endotelial (Hajishengallis et al. 2015) que pode contribuir para a ocorréncia
de aterosclerose, aumentando o risco de isquemia do miocardio e infarto.

Durante a infecgdo periodontal, ha um aumento de fibrinogénio, PCR e
mediadores inflamatdrios, como TNF-A, IL-1 e IL-6 (Ramirez et al. 2011). A presenca
dessas citocinas na circulagdo causa uma deficiéncia na producdo de Oxido Nitrico
(NO) que é a principal substancia vasodilatadora liberada pelo endotélio (Luscher et
al.1993), sugere-se que este € o mecanismo pelo qual a disfungdo endotelial pode
promover a aterosclerose. Em um estudo realizado por Machado et al. (2013) foi
observado que animais com periodontite apresentavam uma redugdo da
vasodilatagaoendotélio-dependente devido a biodisponibilidade diminuida de NO e/ou
outros mediadores de relaxamento derivado do endotélio.

O o6xido nitrico (NO) é produzido a partir do aminoacido L-arginina em um
processo catalisado pela enzima oxido-nitrico-sintase (NOS) (Ignarroetal-1987).
Existem trés isoformas de NOS descritas na literatura, a NOS-1 esta presente em
neurdnios e atua na regulagao central da pressao sanguinea, no relaxamento do
musculo liso e na vasodilatagdo via nervos periféricos. A NOS-2 ou 6xido nitrico
sintase induzida (INOS) esta presente na musculatura lisa e endotélio. A NOS-3 ou
oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) produz NO no endotélio em condi¢gbes basais
(Forstermann et al. 1994). O éxido nitrico (NO) possui agéo vasodilatadora, inibe a
adesao e a agregacao plaquetarias, limita o recrutamento vascular dos leucécitos e

inibe a producéao do fator tecidual (Yang et al. 2000) e diversos estudos atribuem seu
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papel protetor na aterosclerose, na doenca arterial coronariana e nas doengas
tromboembdlicas (Kingwell et al. 2000).

Assim, a disfuncdo endotelial, caracterizada por menor produgdo e/ou
biodisponibilidade de NO, é um dos fatores que contribuem para o aparecimento das
doencas cardiovasculares. Essa reducéo pode ser consequéncia da diminuicdo da
atividade da NOS-3 ou aumento da degradacao por espécies reativas de oxigénio.

Entretanto, alguns estudos demonstram que essa reducdo da
biodisponibilidadede NO, pode ser compensada parcialmente pela ativagao de vias
alternativas, incluindo a producao e liberacdo de prostaciclina derivada da via das
ciclooxigenases (COX) (Tang2009). Sendo assim, € observado um maior nivel de
expressao de COX-2 em situagdes de inflamagao sistémica com consequente
disfungao endotelial (Mortone Dongari-Bagtzoglou 2001), sugerindo o possivel papel
vascular protetor da COX-2 através de prostandides vasodilatadores como a
Prostaciclina (PGI2) (Lipsky2000).

Na Odontologia, inibidores seletivos de COX-2 como Etoricoxibe e Celecoxibe
tém sido utilizados com sucesso, para controle de dor e inflamagao em pacientes pré
ou pos cirurgias periodontais (Steffens et al. 2010). Além disso, estudos
demonstraramque o uso destes farmacos podem resultar em diminuicdo dos escores
de edema e eritema gengival, diminuicdo da taxa de perda éssea e diminuicdo da
perda de dentes. Azoubel et al- (2007) demonstraram que o emprego do etoricoxibe,
um modelo experimental de doencga periodontal, foi capaz de reduzir a inflamagéao e a
reabsorcao dssea alveolar. Entretanto, é necessaria cautela com relacao aos efeitos

cardiovasculares de sua utilizagéo.

4.4 CICLOOXIGENASES

O acido aracddnico (AA) apresenta papel regulador chave na fisiologia celular.
Consiste em um acido graxo de 20 carbonos, liberado a partir de fosfolipidios de
membrana através da enzima fosfolipase A2, a qual pode ser ativada por diversos
estimulos (quimico, inflamatério, traumatico, mitogénico). E convertido pela
prostaglandina (PG) G/H sintase citosélica, também denominada ciclooxigenase
(COX), nos compostos intermediarios Prostaglandina G2 (PGG2) e Prostaglandina H2

(PGH2). A enzima prostaglandina G/H sintase, apresenta dois sitios cataliticos: o
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sitio ciclooxigenase e o sitio peroxidase. O sitio ciclooxigenase converte o AA em
PGG2, que por sua vez € reduzida ao intermediario instavel, PGH2 pelo sitio
peroxidase. Finalmente,a PGH2 é transformada, com a ajuda de varias enzimas
teciduais especificas, em outras prostaglandinas ou tromboxanas que sédo importantes
mediadores inflamatdrios (Fitzgerald et al. 2001). A prostaglandina, em especial a
PGEZ2, é a que mais tem sido correlacionada com a severidade da doenga periodontal
devido ao importante papel que exerce no processo de reabsor¢cdo do osso alveolar
(Klein& Raisz 1970).

Fosfolipidios de Membrana
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Figura 1: Produgao de prostanoides (tromboxanos e prostaglandinas) a partir dometabolismo do acido

aracdoénico.lmagem adaptada de (Fitzgerald et al -2001)

As duas isoformas homdélogas da COX definitivamente conhecidas, referidas
como COX-1 e COX-2, apresentam padrbes de expresséo e atividades bioldgicas
distintas. A COX-1 é uma proteina expressa constitutivamente, responsavel pela
producao fisiolégica de prostaglandinas. A COX-2 esta associada aos processos
inflamatdrios, porém contribui positivamente nos processos homeostaticos do
organismo, como a fung¢do renal, cardiovascular e pulmonar e na organogénese
normal de fetos. Desta forma, a COX-1 foi dado o nome de constitutiva; a COX-2,

indutiva (Lopes et al. 2016). Recentemente foi proposta a existéncia de uma terceira
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isoforma desta familia enzimatica, denominada COX-3, a qual, ao contrario da COX-
1e COX-2 , nao produziria prostandides pré-inflamatérios, mas sim substancias
antiinflamatérias. Estando presente em maior quantidade no cortex cerebral e na
medula espinhal (Aoyama& Delméao 2021).

Os antiinflamatoérios néo esteroidais (AINES) sao acidos organicos fracos que
representam um grupo heterogéneo de compostos inibidores seletivos da
cicloxigenase (COX). A inibicdo da COX e, portanto, a prevencao da formagao de
prostaglandinas, tromboxanas e prostaciclinas (Salvi et al. 1997), explica as acbes
terapéuticas dos AINEs contra a febre, hiperalgesia e inflamacéo (Silva et al. 2019).
Os AINEs podem apresentar diferentes graus de seletividade em relagao as isoformas
COX-1 e COX-2. Em fungao disso, sao divididos em AINEs tradicionais(AINETSs), que
atuam sobre as duas isoformas enzimaticas, e AINEs seletivos para a COX-2,
chamados de Coxibes (Braghirolli 2018).

4.5 INIBIGAO SELETIVA DA COX-2

Conforme Oliveira et al. (2019), os principais efeitos indesejaveis dos AINEs
acontecem no aparelho gastrointestinal, as sintomatologias que sdo mais
frequentemente observadas sdo dores abdominais, queimacgao e diarreia. Esses
efeitos colaterais sdo ocasionados pela inibicdo da enzima COX-1 na mucosa
gastrointestinal e da decorrente inibicdo da produgdo de prostaciclina e
prostaglandinas no estdbmago. Em razdo desses efeitos prejudiciais e diante do
conhecimento sobre os perfis farmacoldgicos distintos entre as enzimas COX-1 e
COX-2, foram desenvolvidas, a partir da década de 90, drogas antiinflamatérias nao
esteroidais com a finalidade de bloquear preferencialmente a enzima COX-2,
denominadas coxibes, produzidas a partir de estimulos inflamatérios, sob condicdes
patologicas, minimizando os efeitos colaterais no organismo e conferindo maior
segurancga quando da utilizagao de AINES, principalmente no tratamento de doengas
inflamatdrias cronicas, quando a mesma é utilizada por periodos extensos (Emery
1996).

Os inibidores altamente seletivos da COX-2 foram inicialmente uma grande
promessa no mercado devido a diminuigdo dos efeitos adversos gastrointestinais. O
primeiro composto a ser aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para uso

nos EstadosUnidos foi o Celecoxibe, em dezembro de1998 e no ano seguinte também
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foi liberada a comercializagdo do Rofecoxib (Whelton 2001). E assim os COXIBES
ligeiramente ficaram conhecidos. Seguido pela sintese de uma segunda geragao de
inibidores seletivos que incluiam Valdecoxib, Etoricoxib, Parecoxib e Lumiracoxib
(Orlyvardeny,Scott, Solomon. 2008). Em 2001, o volume de vendas de Rofecoxib
atingiu US$2,5 bilhdes no mercado de 80 paises, gracas a vigorosa campanha de
marketing. Em 2004, diz-se que o volume mundial de vendas atingiu dez bilhdesde
dolares (Grosser et al. 20006).

No ano 2000, o estudo VIGOR (Vioxx Gastrointestinal Outcomes Research)
levanta as primeiras duvidas a respeito do risco cardiovasculares dos Coxibes, dado
o0 aumento de ocorréncia de eventos cardiacos graves nos pacientes do grupo do
RofecoxibVioxx®, comparativamente com os pacientes do medicados com Naproxeno
(Bombardieret al.2000). O risco CV relativa era de 1,1% no grupo de Rofecoxibcontra
0,5% no Naproxeno. Os eventos CV incluidos: Infarto Agudo do Miocardio(IAM),
angina instavel, morte cardiaca subita, eventos cerebrovasculares e vasculares
periféricos. No mesmo ano, o Celecoxib foi comparado pela pesquisa CLASS
(Celecoxib Longterm Arthritis Safety Study) com o Ibuprofeno e também o
Diclofenaco e foi observado um acréscimo nos casos de eventos cardiovasculares,
com um risco em 1,3% de pacientes com o Celecoxib contra 1,2% entre outros AINEs
(Batlouni 2017).

Em 2002, observando que os casos de problemas CV tinham aumentados
apo6sa comercializacdo do Celecoxib e Rofecoxib, os COXIBES foram submetidos a
uma nova investigacdo de seguranga mediada pela Agéncia Europeia do
Medicamento (EMA). No final de 2004, o Rofecoxib foi retirado de circulagdo de forma
voluntaria, a partir da interrupcdo da pesquisa APPROV (Adenomatous Polyp
Preventionon Vioxx), cujos dados mostraram sua associagao ao aumento do numero
de eventos trombdticos, podendo levar a AVC e Infarto agudo de miocardio (Hoefler
2004). No periodo entre sua liberagdo e a retirada do comércio (cinco anos), dois
milhdes de pacientes usaram Rofecoxib. Os investigadores da FDA estimaram ter
havido quase 28 mil infartos do miocardio e mortes subitas nos Estados Unidos, entre
1999 e 2003 (Horton 2004).
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Em julho de 2005, como resultado do procedimento de revisdo de seguranca
dos Coxibes realizado pela EMA, o Comité de Medicamentos de Uso Humano,
(CHMP, do inglés Committee for Medicinal Products for Human Use) concluiu que o
aumento do risco CV dos Coxibes é um efeito caracteristico desta classe, estando
associado com o tempo de duragao do tratamento e a dose administrada. Portanto a
grande maioria dos farmacos seletivos para COX-2 foram retirados do mercado
mostrando que a simples teoria inicial dos inibidores seletivos era muito mais
complexa do que se pensava. A tabela (tabela 1) resume as datas de surgimento e a

situacao atual dos Coxibes.

Inibidores seletivos da COX-2

Composto (nome comercial)  Ano de surgimento  Situacdo

Rofecoxibe' (Vioxx) 1999 Retirado em 2004
Celecoxibe' (Celebra) 1999 Disponivel no mercado
Valdecoxibe' (Bextra) 2001 Retirado em 2005

Parecoxibe' (Bextra IM/

IV- pré-droga valdecoxibe) 2001 Apenas uso hospitalar

Dose de 120 mg

Bl g 3 s
Etoricoxibe? (Arcoxia) 2002 retirada em 2008

Lumiracoxibe® (Prexige) 2005 Retirado em 2008
Tabela 1: Coxibes, sua data de aprovacao e retirada do mercado. Adaptado de Hinz et al., Patrignani
et al. Mendes et al.2012.

No Brasil apenas o Celecoxibe e o Etoricoxibe sdo comercializados, porém
comretencdo de receita e com clara indicagdo dos riscos cardiovasculares (Mendes
et al. 2012).

4.6 COMPLICACOES CARDIOVASCULARES RELATIVAS A INIBIGAO DAS
CICLOOXIGENASES

O uso cronico de Coxibes pode acarretar eventos cardiovasculares e
tromboemboliticos (Chahade,Giorgi,Skajubok.2008). Para manutencdo do fluxo
sanguineo normal e a apropriada resposta trombogénica a lesdo vascular é
necessario um adequado equilibrio entre a atividade do tromboxano A2 (TXAZ2)
produzido pela plaqueta e a agao da prostaciclina (PGI2) derivada da célula endotelial
(Figura2).
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Prostaciclina - -PG_I;g

Figura 2: Efeitos vasculares da prostaciclina (PGI2) e do Tromboxano A2 (TXA2).Adaptado de
Mitchell, Warner (2006).

A PGI2 é o prostandide que em maior quantidade ¢é produzido no endotélio,
inibe a agregacao plaquetaria, € um potente vasodilatador e previne a proliferagéo de
células do musculo liso vascular, € um produto derivado, principalmente, da COX-2 e
asua biossintese é aumentada em situagbes onde as plaquetas se encontram
ativadas, como na aterosclerose, em resposta a um aumento das interagbes entre as
plaquetase os vasos sanguineos (Fries e Grosser 2005). Por outro lado, o TXA2 é o
maior produto da COX-1 proveniente das plaquetas, sendo responsavel pela
agregacao plaquetaria, desempenha ainda um papel importante como vasoconstritor
e provoca proliferagdo vascular (FitzGerald 2004).

Passou-se a perceber a necessidade de investigar mais afundo a importancia
do equilibrio entre TXA2 e PGI2 apds estudos feitos como acido acetilsalicilico (AAS),
o qual inibe a COX-1 de forma irreversivel, por meio da acetilagdo do sitio ativo da
enzima. Portanto, reduz a sintese de TXA2 pela plaqueta em cerca de 95% com
minimo efeito na producéo de PGI2 pelas células endoteliais. Essa condigdo gera um
ambiente antitrombdtico. A utilizacdo diaria de baixas doses desse farmaco em
pacientes de risco reduz a ocorréncia de eventos tromboticos (Capone et al. 2010)

Nos anos 90, acreditava-se que as duas isoformas da COX, diferenciavam-se
principalmente em seus modelos de expressado celular, sendo a COX-1 expressa
constitutivamente, enquanto a C0X-2 induzida. Diante dessa teoria, acreditava-se que
a inibicado da COX-1 geraria efeitos gastrintestinais indesejados, e a inibicdo da COX-
2 responderia pelos efeitos terapéuticos (Mitchell 1993). Entretanto, logo ficou

evidente que a COX-2 nao era expressa somente durante a inflamagao, mas poderia
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estar presente em varios tecidos durante condig¢des fisioldgicas, inclusive em células
vasculares (Batlouni 2010). E sua inibicdo se tornou muito mais complexa que o
sugerido pela hipotese inicial.

O mecanismo de acéo dos coxibes se da através da diminuigado da produgao
endotelial de PGI2, enquanto mantém a producédo de TXA2 nas plaquetas inalterada,
0 que aumenta a ativacdo das plaquetas. Por um lado, a diminuicdo da sintese
vascularde PGI2 tem como consequéncia um efeito pro-tromboético, uma vez que a
mesma deixa de inibir a agregacao plaquetaria, e por outro a sintese de TxA2 pro-
trombdtico ndo € alterada. Este desequilibrio pode aumentar o risco de trombose e de

lesdes isquémicas (Antman et al.2007)

5- MATERIAIS E METODOS

5.1 AMOSTRA

Para o presente estudo foram utilizados ratos da linhagem Wistar (machos), de
3 a 4 meses de idade, peso médio de 400 gramas. Foram utilizados 42 animais
divididos em 4 grupos experimentais, provenientes do Biotério da Universidade
Federal do Parana. Os quais foram mantidos em ambiente com temperatura (22 +
2°C) e ciclo de claro/escuro (12/12h) controlados automaticamente e com livre acesso
a alimentagcdo e agua. Os protocolos de experimentacdo foram submetidos e
aprovados pelo Comiss&o de Etica no Uso de Animais da UFPR, segundo protocolo
23075.082142/2019-27(ANEXO1).

5.2 INDUCAO DA PERIODONTITE ATRAVES DE LIGADURAS

O procedimento de colocacao das ligaduras foi feito apés a anestesia e
sedacao utilizando Quetamina e Xilasina (75 e 15 mg/kg respectivamente), injetados
via intraperitoneal.

Apés a anestesia, os animais foram posicionados em uma mesa operatoria,
realizando a abertura bucal. Os dentes dos animais foram levemente luxados com
auxilio de uma sonda exploradora para criar espacgo para a colocacédo dos fios de

algodao (Tex 34 Glacé 50- Lipasa- Brasil) nos primeiros molares inferiores e segundos
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molares superiores bilateralmente (Figura3), ficando o n6 na regido mesial no inferior
elingual no superior (Galvao 2003, Salay 1982, Ate 2013, Struillou 2010). Este
procedimento atua como um irritante gengival que favorece o acumulo de biofilme
bacteriano,e consequentemente, uma resposta inflamatéria com destruicdo dos
tecidos periodontais.

Os animais falso-operados foram submetidos ao mesmo

procedimento,entretanto ndo foi feita a fixacdo da ligadura.

Figura 3:Colocacgao das Iiéaduras nos ratos. A:Fotoinicial. B:Dente sndo luxado com auxilio de uma

sonda exploradora para criar espacgo para colocacgéo da ligadura. C e D: colocacgéo do fio ao redor do

dente. E:Confecgdo do n6 da ligadura.F:Ligadura finalizada.Fonte:Autor

5.3- ADMINISTRAGAO DA MEDICAGAO

A medicagdo administrada foi o Etoricoxibe90mg (Arcoxia-MerckSharp&
Dohme). Foi feita uma solugdo utilizando o comprimido triturado (manualmente)
diluidoem agua destilada na concentragdao de 10 mg/kg (Holzhausen et al., 2005). A
solugdo foi administrada via oral, por meio de gavagem, diariamente do dia 14 até o

dia 20. Os grupos veiculo receberam agua destilada também através da gavagem.
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5.4-LESAO DE ISQUEMIA CARDIACA INDUZIDA POR ISOPRENALINA

As lesdes miocardicas foram induzidas nos animais através da administragao
de Isoprenalina (80 mg/kg, via subcutanea) por dois dias consecutivos, conforme
preconizado por Rona et al. 1959. A Isoprenalina € um potente agonista B-adrenérgico
empregado no tratamento de emergéncias alérgicas, bradicardia ventricular e
paradacardiaca. Este farmaco, em altas doses, produz lesbes semelhantes ao Infarto
de miocardio em humanos, devido seu efeito de aumento da frequéncia cardiaca e

demanda de oxigénio (Huang et al.2018).

5.5- PROTOCOLO EXPERIMENTAL

O estudo iniciou-se com 42 animais que no dia zero foram separados
randomicamente em 2 grupos, metade dos animais passou pelo procedimento de
colocagao da ligadura para indugdo da periodontite e a outra metade foi falso-
operada(as ligaduras foram colocadas e imediatamente removidas). Neste
procedimento foram perdidos 8 animais. Quatorze dias apds o procedimento os ratos
foram novamente separados randomicamente em 4 grupos (2 grupos de 9 animais e
2 grupos de 8 animais) e receberam o tratamento farmacolégico, via gavagem,

conformeindicado abaixo:

Ligadura+Etoricoxibe: 9 ratos receberam ligaduras e tratamento via oral
(Etoricoxibe10 mg/kg/dia, v.0.)

- Ligadura+Veiculo: 8 ratos receberam ligaduras e tratamento via oral com agua
destilada(1 mL/kg/dia, v.0.);

- Falso Operados+Etoricoxibe: 9 ratos foram falso-operados e receberam

tratamento via oral (Etoricoxibe10 mg/kg/dia, v.0.);

- Falso Operados+Veiculo: 8 ratos foram falso-operados e receberam

tratamento via oral com agua destilada agua destilada (1mL/kg/dia,v.0.);

Nos dias 19 e 20 todos os animais receberam uma injecdo subcutanea de
isoprenalina (80 mg/kg, s.c.) para indugéo do infarto agudo do miocardio. No dia 21,

osanimais foram eutanasiados com sobredose anéstesica -quetamina e xilazina-. Os
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coracOes retirados para analise histoldgica, as mandibulas e a maxilas dissecadas
para analise morfométrica da perda 6ssea alveolar induzida pela colocacdo das

ligaduras (Figura 4).

Indugéo da periodontite

por colocagao de ligaduras Tratamento via oral com
ou falsa cirurgia etoricoxibe ou veiculo
; I |
5 15 16 17 18 19 20
14 1 12
Injecéo de
isoprenalina
EUTANASIA

- Andlise histolégica do
ecido cardiaco;

- Analise da perda ¢ssea
alveolar.

Figura 4 :Representacéo cronoldgica do protocolo experimental do estudo.

5.6- AVALIACAO MORFOMETRICA DA PERDA OSSEA

Ao final do experimento, os animais foram eutanasiados com sobredose
anestésica (Quetamina e Xilasina). Mandibula e maxila foram retiradas para analise
daperda éssea alveolar induzida pela ligadura.

O método utilizado para mensurar o tecido 6sseo destruido durante o periodo
experimental foi através da determinacao da distancia da jungdo cemento-esmalte até
a cristadssea alveolar, conforme descrito por Klausen (1991).

Os procedimentos de preparo das pecas e de analise morfométrica foram
realizados no Laboratério de Patologia daUniversidade Federal do Parana. Para
remocao do tecido mole das hemi-mandibulas e maxilas, as amostras foram
submetidas a fervura por 30 minutos e, posteriormente, imersas em Perdxido de
Hidrogénio 3% por 12 horas. Logo apods, as pecas foram secas e imersas e
imediatamente removidas da solu¢ao de azul de metileno (1g/100ml) para uma melhor
visualizagao da jungdo amelocementaria.

A analise morfométrica conduzida no presente estudo foi realizada por meio da

avaliacao de fotografias digitais das hemi-mandibulas e maxilas (faces vestibulares e
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linguais/palatinas). As amostras foram fotografadas com uma cémera fotografica
(SLRCANON EOS 7D Mark Il /| LENTE EF 100 mm f/2.8L Macro) acoplada em um
tripé. Para a coleta de dados foram consideradas cinco medidas lineares para cada
face dos dentes inferiores e trés medidas lineares para cada face dos dentes
superiores (Figura 5). As medidas em pixels foram convertidas em milimetros,
utilizando como escala as marcas da régua endodéntica presente nas imagens,
através do programa Image J (Imagedv.1.30 Waine Rasbans, National Institute of
Health, EUA).

Um examinador, calibrado e cego aos grupos experimentais, calculou as
medidas das distancias lineares da jungdo cemento-esmalte a crista 6ssea alveolar
através programa Image J utilizando as 5 medidas lineares para cada face dos
primeiros molares inferiores e 3 medidas lineares para os segundos molares
superiores. Os dados obtidos durante o periodo de calibracdo foram transferidos
parao programa Microsoft Office Excel™ 2019 e analisados nos programas SPSS®
(versao 16, SPSS, Chicago, Ill). As medidas foram replicadas de forma aleatéria apds
um periodo minimo de 2 semanas, pelo mesmo examinador cego. O erro do método
foi avaliado pelo Coeficiente de Correlagao Intraclasse (CCl), o erro sistematico intra-
examinar no presente estudo demonstrou excelente concordancia (CCI=0,97).

A mesma metodologia utilizada para a calibracao, foi utilizada para a coleta
dedados oficiais, a média das medidas lineares dos dentes avaliados foi utilizada para

expressar a perda 6ssea alveolar.
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FIGURA 5: Mandibula e Maxila, respectivamente, com suas respectivas medidas lineares para

mensurar a perda 6ssea alveolar média(mm).

5.7- ANALISE HISTOLOGICA DO TECIDO CARDIACO

Nos dias 19 e 20, apds passarem pelo procedimento de ligadura ou falsa
cirurgia, os ratos receberam uma injegcédo subcutanea de Isoprenalina (80mg/kg), para
inducéo do infarto agudo do miocardio. No dia 21, os animais foram eutanasiados e
os coragbes retirados para analise histolégica, os mesmos foram irrigados com

solucao fisioldgica afim de remover remanescentes sanguineos (Figura 6).

f{Hi}ml'imlllnlluu|||||‘m|

1 2 3

FIGURA 6: Foto do coracéo fixado em Formo 10%.

As amostras dos coragbes foram fixadas em Formol 10%. Foi realizado um
corte longitudinal com Iamina de bisturi na regido de ventriculo esquerdo, as pegas
foram para o processamento histotécnico onde passaram pelas fases de desidratagao
(1 hora em alcool 70%, 1 hora em alcool 80%, 1 hora em alcool 90% e 2 banhos de 1
hora em alcool 100%), diafaniza¢ao (3 banhos de 1 hora em xilol) e parafinizagao (2
banhos de 1 hora em parafina). Apdés serem emblocadas em parafina, foram
seccionados em cortes de 5uym e esticados em laminas. Previamente a coloragao,
os cortes foram hidratados em xilol, seguido por sequéncia descrente de etanol,
finalizando com coloragdo em Hematoxilina e Eosina eTricrébmio de Mallory.

Para analisar alteracbes presentes no tecido cardiaco, as laminas foram
avaliadas em microscépio oOptico (ZEISS) 20X e receberam escores (0, 1,2 e 3)
quanto a presenca do infiltrado inflamatorio. Sendo 0-ausente, 1- pouco presente, 2-

moderadamente presente e 3- muito presente, seguindo o modelo de Mendes et
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al(2012). Determinou-se a média dos escores das areas em que havia infiltrado
inflamatério previamente identificadas por um Patologista.

Além disto, também foi avaliado o didametro dos cardiomidécitos, utilizando
microscoépio de 40x (ZEISS), foram selecionadas randomicamente 10 regides de cada
lamina e a medida de 10 células em cada campo. A area de cada célula foi medida
com Image J, e entdo a média do diametro foi calculada (FIGURA 7) (Wu et al. 2017).
Os dados obtidos foram organizados na forma de grafico para realizagao da analise

descritiva.

Figura 7: Diametro dos cardiomidcitos utilizando o programa VS VIEWER.

Além da coloragdo com hematoxilina e eosina, as laminas foram coradas com

Tricrbmico de Mallory para a analise quantitativa de colageno. As laminas foram
analisadas em aumento microscopico de 20x (ZEISS), foram selecionadas 6 regides
sem vasos e 6 regides com vasos. A fracdo de volume do colageno foi calculada
pelarazdo percentual da area do tecido miocardico corado positivamente para as
fibrascolagenas (quantidade absoluta de colageno) e a area total do tecido miocardico
em cada regiao ventricular examinada (Wu et al. 2021). Os dados obtidos foram
organizados na forma de grafico para realizagdo da analise descritiva.
Um examinador,calibrado e cego aos grupos experimentais, analisou as laminas para
determinagao do escore inflamatério, didmetro dos cardiomiécitos e quantificagao de
fibras colagénas, no periodo de 24 horas, 48 horas e 1 semana. Os dados obtidos no
periodo de calibragdo foram transferidos para o programa Microsoft Office Excel™
2019 e analisados nos programas SPSS® (versédo 16, SPSS, Chicago,lll).

Todas as analises histopatoldgicas foram feitas com auxilio de um patologista

com experiéncia em tecido cardiaco de ratos.
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5.8- COMPPONENTES E REAGENTES UTILIZADOS

As seguintes substanciasforam utilizadas no presente estudo:

- Etoricoxibe (Arcoxia-MerckSharp & Dohme);

- Hematoxilina, Eosina, Azul de metileno, Tricrémico de Mallory.
- Xilol (Vetec, Duque de Caxias, RJ,Brasil)

- Xilazina (Ronpum,Bayer;SaoPaulo,SP,Brasil);

- Quetamina (Dopalen,Ceva;Paulinia,SP,Brasil);

- Isoprenalina (Sigma Chemical Co.,St.Louis,MO,EUA).

- Formol

6- RESULTADOS

Durante a fase experimental da indugao da lesdo isquemia cardiaca induzida
por Isoprenalina ocorreu a perda de alguns animais. Sendo a quantidade final de
animais em cada grupo: 4 animais ligadura + etoricoxibe, 1 animal ligadura + veiculo,
4 animais falso-operados + etoricoxibe e 1 animal falso-operado + veiculo. Visto isso,

os resultados foram analisados de forma descritiva.

6.1- PERDA OSSEA ALVEOLAR MEDIA EM UM MODELO EXPERIMENTAL DE
PERIODONTITE COM INIBICAO DE COX-2

No vigésimo primeiro dia foram eutanasiados e tiveram suas mandibulas e
maxilas removidas para quantificagdo da perda éssea alveolar nos diferentes grupos.
N&o houve diferenga estatistica entre os grupos ligadura. Comparando apenasos
grupos falso-operados, o grupo que recebeu o tratamento via oral com etoricoxibe

demonstrou perda éssea alveolar média maior (Grafico1).
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Grafico 1: Representacgéao grafica da perda 6ssea alveolar média (mm) em um modelo experimental
de periodontite com inibicdo de COX-2. Nao houve diferenca estatitica entre os grupos ligadura.
Entre os grupos falso-operados, o grupo que recebeu o tratamento via oral com etoricoxib e

demonstrou perda 6ssea alveolar média maior.

6.2- HISTOLOGIA CARDIACA DOS RATOS SUBMETIDOS A LESAO DE ISQUEMIA
CARDIACA EM UM MODELO EXPERIMENTAL DE PERIODONTITE COM INIBICAO
DE COX-2: AVALIACAO DE INFILTRADO INFLAMATORIO

Os animais foram eutanasiados no dia 21 do experimento e tiveram seus
coragdes removidos para analise histologica. As laminas foram scaneadas pelo
sistema Zeiss/MetaSystem e avaliadas no sistema computadorizado de imagens
(VSVIEWER) 20x recebendo escores (0,1,2 e 3) quanto a presenga do infiltrado
inflamatorio. Sendo 0-ausente,1-pouco presente,2- moderadamente presente e 3-
muito presente, seguindo o modelo de Mendes et al(2012). A figura a seguir (Figura
8) mostra os cortes histolégicos realizados.

A imagem A representa o tecido cardioco de um animal naive, ou seja, que nao
passou por nenhum procedimento. Sendo assim, nota-se a auséncia de infiltrado
inflamatorio, recebendo o score 0.

Nas demais imagens (B, C, D e E), obverva-se a presencga de infiltrado
inflamatorio em diferentes concentragdes, onde aponta a seta.

As alteragcbes sdo mais evidentes nos grupos Ligadura + Etoricoxibe e Falso-

operados + Etoricoxibe.
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Falso operado + Etoricoxibe Falso operado +Veiculo

FIGURA 8: Efeito do etoricoxibe sobre o tecido cardiaco infartados com doses subcutaneas de
Isoprenalina em animais submetidos ao procedimento de ligadura ou falsa cirurgia. As imagens
representam a histolégia cardiaca da regido do ventriculo esquerdo em coloragdo hematoxilina e
eosina.As setas apontam para a maior concentragdo de infiltrado inflamatério, sendo observado um

maior escore inflamatério nos grupos ligadura+ etoricoxibe (B) e falso operados + etoricoxibe (D).

6.2.1- Histdlogia cardiaca dos ratos submetidos a lesdo de isquemia cardiaca em
um modelo experimental de periodontite com inibicdo de COX-2: avaliagdo de

infiltrado inflamatorio: quantificagdo de fibras colagenas.
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Com o objetivo de avaliar a presenga de fibras colagenas no tecido cardiaco
dos animais infartados, foram confeccionadas laminas com coloragao Tricrébmico
de Mallory (FIGURA 8).

Nas imagens (A,B,C e D), obverva-se a presenga de fibras colagenas em
diferentes concentragcdes onde aponta a seta.

O grupo Ligadura + Etoricoxibe apresenta a maior quantidade de fibras
colagenas (FIGURA 8)

Falso operado+Etoricoxibe

FIGURA 9: Efeito do etoricoxibe sobre o tecido cardiaco infartados com doses subcutadneas de

Isoprenalina em animais submetidos ao procedimento de ligadura ou falsa cirurgia. As imagens
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representam a histologia cardiaca da regido do ventriculo esquerdo corado com Tricrdmio de
Mallory, o qual apresenta as fibras colagenas de maneira diferenciada facilitando a distingédo do

tecido conjuntivo.

No grupo ligadura+etoricoxibe (A) € possivel observar fibras colagenas em

maior quantidade quando comparado aos demais grupos (B,C e D) (Grafico 2).
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Grafico 2: Percentual de fibras colagenas presentes nos cortes histolégicos do ventriculo esquerdo
dos animais. Observou-se que o maior percentual de fibras colagenas esta presente no grupo

ligadura+etoricoxibe (16,80%).

6.2.2- Diametro dos Cardiomiocitos

O diametro dos cardiomidcitos também foi analisado nos cortes histologicos
do ventriculo esquerdo dos animais. Os cortes foram avaliados no sistema
computadorizado de imagens (ZEISS) 40x, foram selecionadas 10 sec¢des de cada
especime randomicamente selecionados, 10 células de cada campo e entdo a
média do didmetro foi calculada.

O grupo ligadura+etoricoxibe apresentou o maior valor médio de diametro

dos cardiomidcitos (12,33um) (Grafico 4).
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Grafico 3: Representacdo média do didmetro dos cardiomiocitos (um) através da analise dos cortes
histolégicos do ventriculo esquerdo dos animais. Observa-se que o grupo ligadura+etoricoxibe

apresenta o maior didmetro das células (média de12,33um).

7- DISCUSSAO

A doenca periodontal € uma desordem imunoinflamatéria associada a biofilmes
disbidticos e caracterizada pela destruicdo dos tecidos de suporte dentario como
resultado da resposta imunoldgica exacerbada do hospedeiro ao desafio bacteriano
(Tonetti et al. 2018). E considerada um problema de saude publica, sua forma severa
acomete cerca de 11% da populacdo mundial, com pico de prevaléncia por volta
dos 40 anos de idade (Kassebaum et al. 2014). Segundo Hajishengallis em 2015, a
cavidade oral dispde de patdégenos periodontais e mediadores inflamatdrios, que
podem entrar na corrente sanguinea e se disseminarem, exercendo um impacto na
inflamacao sistémica e, nesse contexto, a periodontite tem sido apontada como
um possivel fator de risco das doengas cardiovasculares, principalmente
aterosclerose e hipertensao.

A inflamacao sistémica gerada pelos patdgenos periodontais aumenta a
expressao de moléculas de adesao, estimula a sintese de citocinas pré-inflamatérias
e a produgao de espécies reativas de oxigénio, resultando na disfungdo endotelial, a
qual esta associado ao aumento da expressao de COX-2 (Tsioufis et al. 2011). Além
do papel da COX-2 na inflamagao, esta isoenzima pode ter um papel protetor na
doenga periodontal, através da produgdo de vasodilatadores (Foundi et al. 2009).
Sendo assim, a sua inibicao, com uso de COXIBES, apresenta efeitos adversos no
sistema cardiovascular (Batlouni 2010). O objetivo deste estudo € compreender a

relacdo da doenca periodontal e inibidores seletivos de COX-2 com o risco de
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desenvolvimento de doencgas cardiovasculares, utlizando um modelo experimental de
periodontite em ratos.

Estudos utilizando modelos animais sao fundamentais para a compreensao da
doencaperiodontal. Diferente de muitas doencgas infecciosas humanas, a periodontite
éamplamente difundida no reino animal. Na literatura varios animais susceptiveis sao
descritos, incluindo ratos, camundongos, hamsters, gatos, cachorros, raposas,
cavalos, ovelhas e primatas .Pela semelhanca do homem com os primatas estes
sdo os melhores modelos para estudo. Contudo, o rato € o animal mais
frequentemente utilizado em estudos de periodontite experimental, pois, comparado
aos primatas, apresentam menor custo para sua manutencdo, sdo de facil
manipulacdo e apresentam caracteristicas do periodonto- bem como da patogénese
da doenga periodontal e da microbiota periodonto patogénica - semelhantes ao
homem(Klausen1991; Swerts 2014). Entre as espécies mais utilizadas destacam-se
Wistar e Spraque-Dawley (Struillou et al.2010).

A inducdo de periodontite em ratos pode ser obtida de algumas maneiras,
como,por exemplo, a inoculagdo oral de periodontopatdogenos, incluindo
A.actinomycetemcomitans, Tannerellaforsythia e Porphyromonasingivalis (Garlet et
al.2006), através da manipulagao dietética (Sallay et al. 1982; Klausen 1991) ou por
meio da ligadura ao redor da regido cervical do molar (Kim et al. 2012). A periodontite
induzida por ligadura, € uma metodologia confirmada pela literatura (Fernandes et
al.,2007; Semenoff et al. 2006), na qual € introduzido um fio de algodao, seda ou nylon
na area cervical dos molares maxilares ou mandibulares de ratos para induzir grande
acumulo de placa levando a alteragdes no tecido periodontal similares as observadas
em periodontites humanas (Klausen et al.1991).

Trabalhos prévios tém mostrado que para o desenvolvimento de alteragdes
sistémicas decorrentes da doencga € necessario pelo menos a colocacdode trés
ligaduras (Ma et al. 2011). Sendo assim, na presente pesquisa optou-se pelo
modelo de inducao de doencga periodontal através de quatro ligaduras de fio algodao
em ratos Wistar.

As evidéncias da literatura demonstram que o uso de farmacos inibidores
seletivos de COX-2, como, celecoxibe e etoricoxibe, resultam na diminuigao da perda
Ossea alveolar. Holzhausen e colabores (2002) realizaram um estudo com DP
induzida em ratos, previamente tratados com celecoxibe, e observaram melhora nos

parametros relacionados a doencga periodontal, incluindo uma reducao na perda éssea
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alveolar. No presente estudo,o etoricoxibe nao apresentou efeito protetor para aperda
Ossea alveolar porque o seu uso foi iniciado no dia 14, quando o processo
inflamatorioja estava estabelecido.

Apesar da sua eficacia, o uso destes farmacos (inibidores seletivos deCOX-2)
esta associado ao risco complicagbes cardiovasculares. Com a inibicdo da enzima
COX-2, ocorre um desequilibrio entre alguns eicosanoides (TXA2 e PGI2), podendo
assim explicar o aumento de casos cardiovasculares e trombaéticos procedentes da
administragdo prolongada e continua (Beirdo 2016). Por esse fato, em 2004, o
Rofecoxib foi retirado do mercado. Acredita-se que no periodo entre sualiberagcao e a
retirada do comércio (cinco anos), dois milhdes de pacientes usaram Rofecoxib. Os
investigadores da FDA estimaram ter havido quase 28 mil infartos do miocardio e
mortes subitas nos Estados Unidos (Horton 2004). No Brasil, apenas o celecoxibee o
etoricoxibe sdo comercialiados, ambos com retencao de receita médica(Resolu¢ao
RDC79).

Com o objetivo de avaliar alteragdes sistémicas relacionadas a periodontite e
a inibicdo da COX-2, o presente estudo optou pelo uso do farmaco Etoricoxibe, por
possuir seletividade 106 vezes maior pela COX-2, quando comparadaao celecoxibe
(Saxena 2005). Sua adminstracdo iniciou-se a partir do décimo quarto dia da
instalagao das ligaduras, periodo no qual ja é observado significativa perda éssea
alveolar e alteragdes sistémicas (Graves et al. 2012) e foi realizada durante sete dias
consecutivos, sendo considerado como uso crénico para o metabolismo dos roedores.
Para avaliar o papel da COX-2 na fisiopatologia das alteragées cardiovasculares
induzidas pela periodontite, utilizou-se um modelo de indug&o de infarto com elevadas
doses subcutaneas de isoprenalina para posterior analise histélogica do tecido
cardiaco, assim como modelo reportado em outros trabalhos (Filho et al.2011;
Asaikumar et al.2019; Zhou et al.2015).

Um modelo amplamente usado para indugdo de infarto agudo de miocardio
(IAM) em ratos € o modelo de ligadura coronariana (Guarita-Souza 2004).Porém,
trata-se de um modelo experimental mais complexo, sendo necessario acesso
cirurgico e suporte ventilatério.Uma alternativa a este modelo € a administragao
subcutdnea de Isoprenalina (Prince et al.2011), método que apresenta boa
especificidade, reprodutibilidadee possui baixo custo. A Isoprenalina é uma
catecolamina sintética, agonista 3-adrenérgico que em altas doses administradas uma

ou duas vezes a cada 24 horas (ou em doses reduzidas, administradas por periodo
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prolongado) provoca um severo estresse no miocardio, resultando em apoptose
(Song et al. 2011) e necrose do miocardio. Sua administragao € feita via subcutanea
(sc.) ou intraperitoneal (ip.). Esta droga provoca desequilibrio entre a demanda
energética do miocardio e o fluxo coronariano ao miocardio. A hipoxia do miocardio
resulta, entdo, na necrose cardiaca, com lesbes semelhantes ao infarto miocardico
(Senthil et al. 2007).

No presente trabalho, a inducédo do IAM foi realizada através da administragao
subcutanea de Isoprenalina (80mg/kg) por dois dias consecutivos. Em relagao a taxa
de mortalidade do experimento, Acikel et al em 2005 relataram mortalidade de 33,33%
em ratos submetidos a administragcao de isoprenalina, napresente pesquisa este valor
foi de 70,5%. Tal fato pode estar relacionado com a idade (média de 3-4 meses) e o
peso (média de 400 gramas) dos animais utilizados. Em outros estudos, como por
exemplo o de Filho et al. (2011) em que a taxa de mortalidade & menor (25%), foram
usados ratos mais novos e de menor peso. Curiosamente, a maior taxa de mortalidade
foi a dos animais que receberam tratamento via oral com agua destilada,
apresentando taxa de mortalidade 87,50%. Ja os grupos que receberam o tratamento
via oral com etoricoxibe 55,55%.

Os quatro grupo experimentais apresentaram alteracdes histologicas no tecido
cardiaco, caracterizadas por presenca de infiltrado inflamatorio de células
mononucleares (linfocitos) e polimorfonucleares (neutrofilos e macréfagos). Sendo, o
infiltrado mais significativo nos grupos que receberam etoricoxibe, tanto em animais
dogrupo ligadura como os falsos operados. Este resultado, pode sugerir, que a
inibicdoda COX-2 pode exacerbar alteragdes cardiacas induzidas por isoprenalina em
modelos de periodontite.

O didmetro dos cardiomiécitos das amostras de tecido cardiaco também foi
avaliado, o aumento do trabalho imposto ao miocardio, causado pela injecédo de
isoprenalina causa deplecdo das reservas de energia das ceélulas musculares
cardiacas, 0 que ocasiona complexas mudangas bioquimicas e estruturais que levam
as alteragbes na permeabilidade da membrana, gerando hipertrofia das células
cardiacas (Handforth 1962; Rona 1985). Foi possivel observar um maior valor médio
do didmetro dos cardiomidcitos no grupo ligadura + etoricoxibe, sugerindo que este
grupo teve os maiores danos cardiovasculares, além disto, durante as analises das
laminas coradas com Tricrémico de Mallory, este mesmo grupo apresentou maior

concentracao de fibras colagenas.
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Segundo Frangogiannis (1978) a necrose do miocardio torna-se evidente
apos 24 horas do infarto. Inicialmente, € acompanhada por infiltragdo neutrofilica e,
posteriormente, por infiltrado linfocitico e monocitico. No terceiro dia o acumulo de
colageno | e lll também ocorre na regido periférica do infarto e torna-se bem
organizado ap6s 14 dias. No presente estudo os animais foram eutaniasados vinte e
quatro horas apos a segunda dose de Isoprenalina, o que explica a menor
quantidadede fibras colagenas observada no tecido cardiaco, quando comparado a
estudos como de Ramon em 2011, no qual as analises foram realizadas sessenta dias
pos inducao de infarto.

O presente estudo sugere que a inibicdo seletiva da COX-2, em ratos com
periodontite, pode exacerbar alteragcdes cardiovasculares, como maior quantidade de
infiltrado inflamatério e fibras colagenas. Devido ao numero reduzido da amostra, os
resultados sao preliminares, sendo necessario a realizagdo de mais estudos utilizando
um numero maior de animais e comparando diferentes tempos experimentais, para
melhor entendimento da relagdo da doenca periodontal e inibidores seletivos de COX-

2 com o risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares.

8- CONCLUSOES

- O grupo Ligadura+etoricoxibe apresentou o maior escore de infiltrado inflamatorio
presente no tecido cardiaco submetido a isquemia cardiaca induzida por

isoprenalina.

- O grupo Ligadura+etorioxibe apresentou a maior quantidade de fibras colagenas

no tecido cardiaco submetido a isquemia cardiaca induzida por isoprenalina.

- O grupo Ligadura + etoricoxibe apresentou o maior valor médio de didmetro dos

cardiomiocitos.

- Nao houve diferenca entre os grupos em relagéo a perda 6ssea alveolar média.

Com base nos resultados do presente estudo podemos sugerir que o uso de
inibidores seletivos de COX-2, na presenca de periododontite, pode exacerbar

alteracbes cardiovasculares.
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