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RESUMO

A Periodontite € uma doenca infecto-inflamatéria associada a biofilme disbidtico e
promove a destruicdo do aparato de insergao dental. O processo inflamatério que ocorre durante a
periodontite se associa a repercussbes sistémicas e a demais doengas cronicas nao
transmissiveis, dentre elas as doencas cardiovasculares. A periodontite se associa a diminuigao
da producao de oxido nitrico e consequente disfungédo endotelial — a qual € o primeiro sinal de
doenga cardiovascular. A produgao de prostaciclina, um derivado do acido araquidénico com
propriedades vasodilatadoras e antitromboticas, esta associada ao aumento na expresséo
vascular da COX-2. Sugere-se que a indugcdo de COX-2 nas células endoteliais possa
contrabalancear a reducédo da producéo de 6xido nitrico. Desta maneira, a inibicdo da COX-2 na
presenca de periodontite pode apresentar riscos de complicagdes cardiovasculares. O objetivo
deste estudo foi avaliar o efeito de um inibidor seletivo da COX-2, o etoricoxibe, sobre o tecido
cardiaco de ratos com periodontite experimental. Foram realizados dois protocolos experimentais,
o0 primeiro protocolo teve como objetivo caracterizar o modelo de periodontite e comparar as
alteragdes locais, plasmaticas e o tecido cardiaco em diferentes tempos experimentais. No dia
zero, 18 ratos Wistar machos foram separados randomicamente em 03 grupos: ligadura 14 dias
(um fio de algodéo foi posicionado na cervical dos primeiros molares inferiores e segundos
molares superiores bilateralmente e mantidos durante 14 dias); ligadura 21 dias (ligaduras
mantidas por 21 dias) e grupo Sham (falso-operado; as ligaduras foram posicionadas e
imediatamente removidas). As eutanasias foram realizadas com 14 e 21 dias. No protocolo 2, 57
ratos Wistar machos foram submetidos ao procedimento de colocagao de ligadura para indugao de
periodontite ou falsa-cirurgia no dia zero. Quatorze dias apds o procedimento, os animais foram
randomicamente alocados em 04 grupos: Ligadura+etoricoxibe (receberam 10 mg/kg de
etoricoxibe v.o. durante 7 dias), ligadura+veiculo (receberam agua), sham+etoricoxibe (receberam
10 mg/kg de etoricoxibe v.0.) e sham+veiculo (receberam agua). Um quinto grupo denominado
Naive (ndo submetido a nenhum procedimento) foi utilizado como grupo controle. Nos dias
dezenove e vinte, os animais receberam uma injegao de isoprenalina para indugcéo de isquemia
cardiaca. Os animais foram eutanasiados com sobredose anestésica apdés 21 ou 27 dias da
colocacdo das ligaduras ou falsa cirurgia. Foram coletados os coragdes para analise histoldgica,
mandibulas e maxilas para caracterizagao da periodontite e sangue para as analises plasmaticas.
No protocolo 1, os grupos ligadura 14 e 21 dias apresentaram perda Ossea estatisticamente
significante comparados ao controle (p<0.05), mas nido houve diferenca entre si. A quantificagdo
de nitrito e nitrato (NOXx) foi reduzida no grupo 14 dias (p<0.05) e retornou a niveis semelhantes ao
controle apdés 21 dias (p>0.05). Os grupos 14 e 21 dias apresentaram aumento no infiltrado
inflamatério cardiaco comparados ao controle. A deposi¢édo de fibras colagenas foi maior no grupo
21 dias comparado ao grupo Sham (p<0.05). Os niveis de prostaciclina foram maiores no grupo
21 dias comparado ao grupo 14 dias (p<0.05). No protocolo 2, os grupos ligadura apresentaram
perda 6ssea alveolar comparados ao Sham (p<0.05), sem diferengas para os grupos etoricoxibe
ou veiculo. Os niveis de 6xido nitrico foram semelhantes entre os grupos. Na analise qualitativa do
infiltrado inflamatodrio no tecido cardiaco houve diferenga ente o grupo ligadura-etoricoxibe e sham-
veiculo somente apos 27 dias (p<0.05),. A deposicéo de fibras colagenas foi diferente entre os
grupos ligadura-etoricoxibe 21 e 27 dias apds a indugao da periodontite (p<0.05). Nao houve
diferenca entre os grupos nos niveis de prostaglandina. A andlise descritiva da deteccéo de
apoptose in situ no tecido cardiaco foi maior nos grupos que receberam etoricoxibe. Desta forma
sugere-se que a inibicdo da COX-2 em um modelo experimental de periodontite possa exacerbar
alteragdes no tecido cardiaco.

Palavras-chave: Periodontite; Doengas Cardiovasculares; Oxido Nitrico; Ciclooxigenase-2.



ABSTRACT

Periodontitis is an infectious-inflammatory disease associated with dysbiotic biofilm and
promotes the destruction of the dental insertion apparatus. The inflammatory process that occurs
during periodontitis is associated with systemic repercussions and other non-communicable
chronic diseases, including cardiovascular diseases. Periodontitis is associated with decreased
nitric oxide production and consequent endothelial dysfunction — which is the first sign of
cardiovascular disease. The production of prostacyclin, an arachidonic acid derivative with
vasodilator and antithrombotic properties, is associated with increased vascular COX-2 expression.
It is suggested that the induction of COX-2 in endothelial cells may counteract the reduction in nitric
oxide production. Thus, the inhibition of COX-2 in the presence of periodontitis may present risks of
cardiovascular complications. The aim of this study was to evaluate the effect of a selective COX-2
inhibitor, etoricoxib, on cardiac tissue in rats with experimental periodontitis. Two experimental
protocols were carried out, the first protocol aimed to characterize the periodontitis model and
compare local, plasmatic and cardiac tissue changes at different experimental times. On day zero,
18 male Wistar rats were randomly divided into 03 groups: ligation 14 days (a cotton thread was
positioned bilaterally on the cervical of the lower first molars and upper second molars and
maintained for 14 days); ligation 21 days (ligatures kept for 21 days) and Sham group (false-
operated; ligatures were positioned and immediately removed). Euthanasia was performed at 14 or
21 days. In protocol 2, 57 male Wistar rats were submitted to the procedure of placing a ligature to
induce periodontitis or sham surgery on day zero. Fourteen days after the procedure, the animals
were randomly allocated into 04 groups: Ligature+etoricoxib (received 10 mg/kg of etoricoxib p.o.
for 7 days), ligature+vehicle (received water), sham+etoricoxib (received 10 mg/kg of etoricoxib
p.o.) and sham+vehicle (received water). A fifth group called Naive (not submitted to any
procedure) was used as a control group. On days nineteen and twenty, the animals received an
injection of isoprenaline to induce cardiac ischemia. The animals were euthanized with anesthetic
overdose 21 or 27 days after placement of ligatures or sham surgery. Hearts were collected for
histological analysis, mandibles and maxillae for characterization of periodontitis and blood for
plasmatic analyses. In protocol 1, the ligation groups 14 and 21 days showed statistically significant
bone loss compared to the control (p<0.05), but there was no difference between them. The
quantification of nitrite and nitrate (NOx) was reduced in the 14 days group (p<0.05) and returned
to levels similar to the control after 21 days (p>0.05). Groups 14 and 21 days showed an increase
in the cardiac inflammatory infiltrate compared to the control, (p<0.05). Collagen fiber deposition
was significantlly higher in the 21 days group compared to Sham group (p<0.05). Prostacyclin
levels were higher in the 21 day group compared to 14 days group (p<0.05). In protocol 2, ligation
groups showed alveolar bone loss compared to Sham (p<0.05), with no differences for etoricoxib or
vehicle groups. Nitric oxide levels were similar between groups. In the qualitative analysis of the
inflammatory infiltrate in the cardiac tissue, there was a difference between the ligature-etoricoxib
and sham-vehicle groups only after 27 days (p<0.05), in the quantitative analysis to differentiate the
cell type present in the inflammatory infiltrate after 21 days, there was a statistically significant
difference only between the sham-vehicle and ligature-etoricoxib groups; after 27 days there was
difference between all groups (p<0.05). Collagen fiber deposition was significant different between
the ligature-etoricoxib groups 21 and 27 days after periodontitis induction (p<0.05). There was no
statistical difference between groups regarding prostaglandin levels. Descriptive analysis of
detection of in situ apoptosis in cardiac tissue was greater in groups receiving etoricoxib. Thus, it is
suggested that the inhibition of COX-2 in an experimental model of periodontitis may exacerbate
cardiac tissue alterations.

Keywords: Periodontitis; Heart Diseases; Oxidative Stress; Cyclooxygenase-2.



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 — CASCATA DO ACIDO ARAQUIDONICO NA INFLAMAGAO. ............. 33
FIGURA 2 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DOS EFEITOS
RELACIONADOS A INIBICAO DA COX-2. ..oovvieiiieieieieieeieneeieenen, 36
FIGURA 3 — ESQUEMA REPRESENTATIVO DO PROTOCOLO 1
EXPERIMENTAL. oo 38
FIGURA 4 — ESQUEMA REPRESENTATIVO DO PROTOCOLO 2
EXPERIMENTAL. ..o 39
FIGURA 5 — COLOCACAO DAS LIGADURAS NOS RATOS.. ......ccoeveieieieeeee, 41
FIGURA 6 — ADMINISTRACAO DA MEDICACAO OU PLACEBO POR MEIO DE
GAVAGEM ORAL.. ... 42

FIGURA 7 — FOTO DO CORAGAO FIXADO EM PARAFORMALDEIDO DE UM
ANIMAL SUBMETIDO A INDUGCAO DE ISQUEMIA CARDIACA......... 43
FIGURA 8 — DEMONSTRACAO DA UTILIZACAO DO PROGRAMA IMAGE J

PARA OBTENGAO FVC ...t 45
FIGURA 9 - MAXILARES PREPARADOS PARA AVALIACAO DA PERDA
OSSEA DO PROTOCOLO 1. 46

FIGURA 10-EFEITO DO ETORICOXIBE SOBRE O TECIDO CARDIACO
INFARTADOS COM DOSES SUBCUTANEAS DE ISOPRENALINA
EM ANIMAIS SUBMETIDOS AO PROCEDIMENTO DE LIGADURA
OU FALSA CIRURGIA. ... 58

FIGURA 11 — EFEITO DO ETORICOXIBE SOBRE O TECIDO CARDIACO
INFARTADOS COM DOSES SUBCUTANEAS DE ISOPRENALINA
EM ANIMAIS SUBMETIDOS AO PROCEDIMENTO DE LIGADURA
OU FALSA CIRURGIA.. ... 60

FIGURA 12 — DETECGCAO DE APOPTOSE IN SITU CARDIOTACS TM NO
TECIDO CARDIACO DE RATOS COM PERIODONTITE
EXPERIMENTAL E INDUGAO LESAO ISQUEMICA CARDIACA.. .... 62



LISTA DE QUADROS

QUADRO 1 - ESTUDOS QUE AVALIARAM ALTERACOES DO TECIDO
CARDIACO DE ANIMAIS COM PERIODONTITE INDUZIDA. .......... 25



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 — DADOS ANALISADOS POR ANOVA DE DUAS VIAS SEGUIDA
POR POS HOC BONFERRONIL.. ..ottt



AA
AAP
AINEs
APPROV
AR
ARRIVE
AVC
CEUA
CLASS
COX
COX-2
COXIBEs
DAB
DCNT
DCV
DNA
EFP
EMA
eNOS
EROS
FDA
FSG
FVC
FVC-T
HE
IAM
ICC
IL-1
IL-6
IL-8
iNOS
IR

LISTA DE ABREVIATURAS OU SIGLAS

- Acido araquidénico

- American Academy of Periodontology

- Anti-inflamatdrios nao esteroidais

- Adenomatous Polyp Prevention on Vioxx
- Arteriolar renal

- Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments
- Acidente vascular cerebral

- Comisséo de ética no uso animal

- Celecoxib Long-term Arthritis Safety Study
- Ciclooxigenase

- Ciclooxigenase-2

-Anti-inflamatorios nao esteroidais inibidores seletivos da COX-2
- Diamino benzidina

- Doencas crdnicas nao transmissiveis

- Doenga cardiovascular

- Deoxyribonucleic acid

- American Academy of Periodontology

- European Medicines Agency

- Oxido nitrico sintase endotelial

- Espécies reativas de oxigénio

- Food and Drug Administration

- Fluxo sanguineo glomerular

- Fragao do volume de colageno

- Fracao do volume de colageno total

- Hematoxilina e Eosina

- Infarto Agudo do Miocardio

- Insuficiéncia cardiaca

- Interleucina-1

- Interleucina-6

- Interleucina-8

- Oxido nitrico sintase induzida

- Insuficiéncia renal



Kg

LDL
L-NAME
LOX
LPS
ml
nNOS
NO
NOS
NOS-1
NOS-2
NOS-3
NOx
PAMPS
PBS
PCR
PG
PGD2
PGE2
PGF2a
PGG2
PGH2
PGHS-2
PGI2
RANK-L
RDC
SPAS
TH1
TNF
TXA2
UFPR
VIGOR
WHO

- Quilograma

- Lipoproteina de baixa densidade

- L-NG-Nitro arginine methyl ester

- Lipooxigenase

- Lipopolissacarideo

- Mililitro

- Oxido nitrico sintase neuronal

- Oxido nitrico

- Oxido nitrico sintase

- Oxido nitrico sintase 1

- Oxido nitrico sintase 2

- Oxido nitrico sintase 3

- Numero de oxidagao

- Padrées moleculares associados a patdogenos
- Phosphate-bufferid saline

- Proteina C-reativa

- Prostaglandina

- Prostaglandina D2

- Prostaglandina-E2

- Prostaglandina F2a

- Prostaglandina G2

- Prostaglandina H2

- Prostaglandina Endoperdxido Sintase-2
- Prostaciclina

- Receptor activator of nuclear factor-kappa beta ligand
- Resolugao da Diretoria Colegiada

- Secretaria De Atengao Primaria A Saude
- T helper 1

- Fator de necrose tumoral

- Tromboxano A2

- Universidade Federal do Parana

- Vioxx Gastrointestinal Outcomes Research

- World Health Organization



SUMARIO

L 0230 010 03X o J 17
2 OBUETIVOS .....ceeeeeeeeeeeerrrreresessrssssssssssssssss s s s sssssssnsssssnns s s s s s s e s e s sessnsnssssssssnnnsnnnnnnnns 20
2.1 OBUETIVO GERAL ..ottt e e e e e 20
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS .....oouiieieieieieieieie et 20
3 REVISAO DE LITERATURA ......ceieirtreeeses s s se e sse s s sssssssssssassnssnsensenns 21
3.1 DOENCA PERIODONTAL E DOENGCAS CARDIOVASCULARES. ..................... 21
3.2 OXIDO NITRICO ...t ate e 27
3.3 DOENCA PERIODONTAL E FUNCAO ENDOTELIAL ......ccvvieeeieeieieeeeeeeen 28
3.4 CICLOOXIGENASES.......co oo 30
3.5 INIBICAO SELETIVA DA COX2....occuiiueieeeeeeeee e 33
3.6 EFEITOS CARDIOVASCULARES DA INIBICAO SELETIVA DA COX-2............ 34
4 JUSTIFICATIVA ..ottt ettt s s s s s s s s s s s s s e s e e e e e e e e e e e e e s e annnnnnn e nnnnn 36
5 MATERIAL E METODOS .......cccitiiiiristessessessssssssssessssssssessessssssssssssssssssssssssssssens 37
B AMOSTRA .ottt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 37
5.2 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS ...ttt 37
5.3 INDUCAO DA PERIODONTITE EXPERIMENTAL .....cooovieiieieeeeee e 40
5.4 INDUCAO DE ISQUEMIA CARDIACA ......coo et 42
5.5 ADMINISTRACAO DA MEDICACAO .......ooieiiee et 42
5.6 COLETA DE AMOSTRAS ... ..t 43
5.7 ANALISE HISTOLOGICA........ooeeoee oot 43
5.8 AVALIACAO DA PERDA OSSEA: ANALISE MORFOMETRICA.........ccccevueen 45
5.9 DETECCAO DA APOPTOSE IN SITU ..ouviiiiiie e 46
5.10 ANALISE DA PRESENCA DE OXIDO NITRICO.......coooiiieeeeeeeeeeeeee e 48
5.11 DOSAGEM DE PROSTACICLINA ... .ottt 48
512 ANALISE ESTATISTICA ..ottt 49
6 RESULTADOS ......coooiiiiiiiiiiirirss s s smssss s s s e s s e e e s e e e e e e e e s e e e s e e nnn e e nnnn 50
6.1 RESULTADOS PROTOCOLO 1 ...ttt 50
6.1.1 Perda dssea alveolar média em um modelo experimental de periodontite ...... 50

6.1.2 Quantificagao de nitrito e nitrato (NOx) em um modelo experimental de
L= ToTo o] 1] (SRR 51
6.1.3 Analise histologica cardiaca dos ratos em um modelo experimental de

periodontite: descritiva e avaliagao qualitativa do infiltrado inflamatério ................... 51



6.1.4 Analise histologica cardiaca dos ratos em um modelo experimental de
periodontite: quantificagao de fibras colagenas...........ccccoooevviiiiiiiiiiiiiie e 52

6.1.5 Dosagem de prostaciclina dos ratos em um modelo experimental de

[02=T 4o To (0] o1 {1 (PP 53
6.2 RESULTADOS: PROTOCOLO 2 ...t 54
6.2.1 Curva de mortalidade ap6s a indugao de lesao de isquemia cardiaca. ............ 54

6.2.2 Perda 6ssea alveolar média em um modelo experimental de periodontite

COM INIDICAO A& COX=2 ...t e e e e e e e e e e e e eaaees 55
6.2.3 Quantificagéo de nitrito e nitrato (NOx) em um modelo experimental de
periodontite e inducdo de lesdo isquemia cardiaca............cccceeeeviieeiiiiieeiiee e, 56
6.2.4 Analise histologica cardiaca dos ratos submetidos a lesdo de isquemia
cardiaca em um modelo experimental de periodontite com inibicao de COX-2:
analise descritiva e avaliagao qualitativa do infiltrado inflamatoério ........................... 56
6.2.5 Analise histologica cardiaca dos ratos submetidos a lesdo de isquemia
cardiaca em um modelo experimental de periodontite com inibicdo de COX-2:
quantificagao de fibras COlAgENASs ...........coiiiiiiiiiii i 59
6.2.6 Deteccao de apoptose in situ no tecido cardiaco de ratos submetidos a

lesao de isquemia cardiaca em um modelo experimental de periodontite com

gT] o] {oz=To Mo [N @@ ) G PO PPSPORUPPPPIN 62

6.2.7 Dosagem de prostaciclina de ratos submetidos a lesdo de isquemia cardiaca

em um modelo experimental de periodontite com inibicdo de COX-2 ...................... 64
7 DISCUSSAOD.......ccuceerueereeeesseesesseesesse st sas et ss et e sese e ess s e sse et sse e sesan e senssnssnns 65
8 CONCLUSAO ........cccirieeereer e seesaesessaesseseesaesaessesssessessesssessesaeessessessssssesaessesssnnes 74
8 AGRADECIMENTOS.......cuuciiiiiiiiierrsessssssnnsssssssssssssee s s s e s s s ssnnsssssssssssssssssssennnnnnnes 74
= o T N od XU 75

ANEXO 1 — PARECER DE APROVAGAO DA COSSIMAO DE ETICA NO USO
DE ANIMALIS ... aan s 89



17

1 INTRODUGAO

O termo “doengas periodontais” refere-se ao conjunto de afecgdes que
acometem os tecidos de protecdo e sustentacdo dos elementos dentarios,
denominado periodonto (MELO; FRAZAO; JAMELLI et al., 2006). A doenca
periodontal inicia-se pela inflamacéo gengival, denominada gengivite. A gengivite é
resultado da resposta inflamatéria ao acumulo do biofilme dental e outros fatores
irritantes que podem favorecer esse processo. Quando estruturas de suporte dos
dentes s&@o envolvidas, tem-se a periodontite (CATTON et al., 2018; SCHATZLE et
al., 2003). A forma severa da periodontite é considerada a sexta condi¢éo cronica
que mais ocorre no mundo (TONETTI et al., 2015) e representa, assim, um problema
de saude publica (WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO), 2022).

A periodontite é definida como uma doenca inflamatéria cronica multifatorial
associada a biofilme disbidtico e caracterizada pela destruicdo progressiva do
aparato de insergcdo dental. Na auséncia de tratamento, pode ocorrer a perda
dentaria (CATTON et al., 2018). A prevaléncia da periodontite comega no fim da
adolescéncia, e tem seu pico ao redor dos 55 anos de idade. Homens e mulheres
sado igualmente afetados (WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO), 2022). A
periodontite € a principal causa de perda de elementos dentais na populagédo adulta.
(TONETTI et al., 2015). As caracteristicas comuns da periodontite incluem
inflamacédo gengival, perda de insergao clinica, evidéncia radiografica de perda
Ossea alveolar, sitios com profundidade de sondagem aumentada, mobilidade,
sangramento a sondagem e migracdo dentaria patolégica (KWON; LAMSTER;
LEVIN, 2021).

A etiologia da periodontite envolve fatores e indicadores de risco ja bem
explorados na literatura, como fatores ambientais e adquiridos, bem como a genética
(LIU, 2022). Além dos efeitos locais da periodontite, a doenga também se associa a
alteracdes sistémicas (JEFFCOAT et al., 2011). E bem estabelecida a relag&o entre
inflamagdo periodontal e demais condicdes sistémicas, como doencgas
cardiovasculares (PRIYAMVARA et al., 2020; SANZ et al., 2020), diabetes mellitus
(GENCO & BORGNAKKE,2013), doenga de Alzheimer (MA et al., 2022), doenca
renal cronica (DESCHAMPS-LENHARDT et al., 2018), entre outros. Adicionalmente,
a doenca periodontal faz parte do grupo das Doencas Cronicas Nao Transmissiveis

(DCNT) e compartilha com estas determinantes sociais e fatores de risco que sao



18

responsaveis por cerca de dois tergcos das mortes, como doencga cardiovascular,
diabetes, cancer e doengas respiratérias cronicas (TONETTI et al., 2017; EZZATI &
RIBOLI, 2012; KASSIER, 2016; KASSEBAUM et al., 2014).

As DCNT sao um grupo de condicbes relacionadas ao estilo de vida
moderno que podem ser explicadas pela analise das transicbes demograficas e
epidemioldgicas. Incluem doengas como diabetes, doengas respiratérias cronicas,
deméncia, doencas cardiovasculares, cancro, doengas musculoesqueléticas e
mentais, mas também doencas congénitas ou neuroldgicas, doengas geniturinarias,
sanguineas e metabdlicas, doencas da pele, dos 6rgaos sensoriais, do aparelho
digestorio bem como da cavidade oral (WOLF et al., 2021).

As doengas periodontais e algumas doengas sistémicas tém fatores
genéticos e/ou ambientais similares; portanto, individuos afetados imunologicamente
podem mostrar manifestagcdes de ambas as condicbes. Consequentemente, a perda
dos tecidos periodontais € uma manifestagdo comum de algumas doencgas
sistémicas, e pode significar um importante parametro no diagndéstico e nas
implicagdes terapéuticas; além disso, as terapias medicamentosas utilizadas nas
diferentes condicdes sistémicas podem ter impacto na evolugdo da doenca
periodontal (JEPSEN et al., 2018).

A periodontite gera uma inflamacao de baixo grau, o que pode influenciar no
desenvolvimento de demais comorbidades (HAJISHENGALLIS et al., 2021). Ha
evidéncias robustas de estudos epidemioldgicos para uma associagao positiva entre
periodontite e doenca cardiaca coronaria (CUNHA; COSTA; MELO CUNHA, 2016),
bem como pacientes com periodontite apresentam risco aumentado para
hipertensdo (AGUILERA et al, 2020).

Embora os mecanismos envolvidos nessas condigdes ainda ndo estejam
claros, sugere-se que a inflamacgao sistémica associada a microbiota presente na
doenga periodontal pode levar a reducdo da produgdo de Ooxido nitrico, um
importante agente vasodilatador e anti-agregante plaquetario produzido pelas
células endoteliais, o que expde os pacientes a um risco aumentado de
complicagbes cardiovasculares (EKUNI et al., 2009). Contrariamente a reducdo na
biodisponibilidade do éxido nitrico, patologias que apresentam um processo
inflamatdrio sistémico demonstram consistentemente um aumento na atividade
vascular da ciclooxigenase-2 (COX-2) (LEUTI et al., 2020). Uma enzima expressa

constitutivamente, porém de carater marcadamente inflamatério. Um dos principais
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subprodutos da COX-2 é a prostaciclina (PGI2), que &€ um potente agente
vasodilatador com a capacidade de aumentar a permeabilidade vascular (PARK;
PILLINGER; ABRAMSON, 2006). Desta maneira, tem sido proposto que a indugao
da COX-2 em células endoteliais possa compensar a diminuicdo na producédo de
oxido nitrico.

Desse modo, ao inibir seletivamente a COX-2, pode ocorrer uma reducao na
quantidade de prostaciclina produzida no endotélio, sem afetar a producao
plaguetaria de Tromboxano A2 (TxA2), o que pode aumentar a propensdo a
trombose devido ao desequilibrio dos prostanoides hemostaticos. (BATLOUNI, 2010;
BELUQUE, 2014). Tal desequilibrio ja foi bem documentado na literatura e
impulsionou a retirada do mercado de alguns inibidores seletivos da COX-2. A
comercializagao do rofecoxibe foi suspensa em 2004, seguida pelo valdecoxibe em
2005 devido a complicagdes cardiovasculares (FITZGERALD, 2004).

No Brasil, apenas o celecoxibe e o etoricoxibe estdo disponiveis
comercialmente, ambos com receita controlada (Ministério da Saude, Brasil. Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria. Resolugdo - RDC n° 79, de 4 de novembro de
2008), sendo contraindicada a prescri¢ao a pacientes com doengas cardiovasculares
(MENDES et al., 2012). No entanto, diante deste cenario questiona-se a seguranga
do uso de tais farmacos em pacientes que apresentam demais doencas
inflamatérias sistémicas, assim como a periodontite.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da inibicdo da

COX-2 em animais com periodontite que passaram por lesao de isquemia cardiaca.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Compreender a relacédo entre a doenca periodontal e inibidores seletivos de
COX-2 com o risco de desenvolvimento de doenca cardiovascular, em um modelo

experimental de periodontite em ratos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Caracterizar as alteracbes no tecido cardiaco em um modelo de
periodontite em ratos apos 14 e 21 dias;

. Avaliar o efeito da periodontite e da inibicao da COX-2 sobre o infiltrado
inflamatério com coloragcdo de Hematoxilina e Eosina em coragcdes de ratos
submetidos a isquemia cardiaca induzida por isoprenalina;

. Avaliar o efeito da periodontite e da inibigio da COX-2 sobre a
presenca de fibras colagenas com coloragédo de Tricrobmico de Mallory em coragdes
de ratos com periodontite submetidos a isquemia cardiaca, induzida por
isoprenalina;

. Avaliar o efeito da periodontite e da inibicio da COX-2 sobre a
deteccdo de apoptose in situ no tecido cardiaco de ratos com periodontite,
submetidos a isquemia cardiaca induzida por isoprenalina;

. Avaliar o efeito da periodontite e da inibicdo da COX-2 sobre a
prostaciclina no plasma de ratos com periodontite, submetidos a isquemia cardiaca
induzida por isoprenalina;

. Avaliar o efeito da periodontite e da inibicdo da COX-2 sobre a
presenca de 6xido nitrico (NO) no plasma de ratos com periodontite submetidos a
isquemia cardiaca induzida por isoprenalina;

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

analise morfométrica.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 DOENCA PERIODONTAL E DOENCAS CARDIOVASCULARES

A periodontite € uma doenca inflamatéria cronica associada ao biofilme
disbidtico acumulado nas regides supra e subgengival. A disbiose presente pode
desencadear uma resposta inflamatéria exacerbada e destrutiva (JEPSEN et al.,
2018; MEYLE & CHAPPLE, 2015). A presenca desse biofilme disbidtico é essencial
para a ocorréncia da periodontite. Entretanto, além da influéncia da microbiota
periodontal, outros estressantes ambientais, quimicos ou mecanicos podem
favorecer a inflamacgao da cavidade bucal, e podem também desempenhar um papel
no desenvolvimento da periodontite. Adicionalmente, o proprio estado de saude do
hospedeiro pode influenciar na exacerbacdo da resposta inflamatoria
(HAJISHENGALLIS, 2015).

Quando o individuo apresenta uma condicao saudavel, a resposta
imunolégica do hospedeiro esta equilibrada. Porém, se a presengca de
periodontopatégenos for aumentada, a resposta imunoldgica do hospedeiro — que
envolve a participacéo de diversos tipos celulares que produzem uma vasta gama de
mediadores quimicos e que atuam na modulagao local da resposta de defesa em
busca do controle da infeccdo — favorece um estado cronico de inflamagdo nos
tecidos periodontais e pode ocorrer reabsorcdo Ossea alveolar e perda dentaria
(BEDI, MAHENDRA & AMBALAVANAN, 2015; CARDOSO; REIS; MANZANARES-
CESPEDES, 2018).

Além dos efeitos locais, evidéncias mostram que a inflamacéao relacionada a
periodontite apresenta consequéncias sistémicas, entre elas, um risco aumentado a
doenca cardiovascular (DCV), incluindo a aterosclerose e infarto do miocardio
(HOLMLUND & LAMPA, 2017; LIMA et al., 2020; BATISTA et al., 2011). A DCV é
um termo genérico utilizado para definir condigdes patolégicas que envolvem o
sistema cardiovascular, incluindo o coragdo, os vasos sanguineos ou o pericardio.
As doencgas cardiovasculares sdo responsaveis pela morte de 17,9 milhdes de
pessoas por ano e correspondem a principal causa de morte no mundo (WORLD
HEALTH ORGANIZATION (WHO), 2023).

A aterosclerose faz parte do grupo das DCV e é um processo multifatorial e

complexo, sendo uma condicao inflamatdria vascular crénica associada a deposigcao
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de lipidios na parede de artérias (placa). Com o tempo, o acumulo e a progressao
das placas ateroscleréticas podem reduzir e/ou obstruir o lumen vascular, o que
pode ocasionar na trombose do respectivo vaso, levar a isquemia de 6rgéos e
tecidos associados, além de promover a formagdo de coagulos. Os principais
disturbios do coragcdo associados a aterosclerose incluem infarto do miocardio,
insuficiéncia cardiaca, arritmia, disturbios das valvulas cardiacas e cardiomiopatia
(FEBBRAIO; ROY; LEVIN, 2022).

As DCV possuem fatores de risco que podem ser modificaveis ou nao
modificaveis. Os fatores de riscos modificadveis demonstraram estar associados a
aterosclerose e incluem hiperlipidemia, tabagismo, etilismo, hiperglicemia,
obesidade, sedentarismo, ma alimentacdo e uso de contraceptivos orais; os nao
modificaveis incluem histéria familiar de DCV, idade, sexo e etnia (SMELTZER &
BARE, 2009).

Assim, como a aterosclerose € uma doenca inflamatéria cronica, ela
apresenta contribuicdo subjacente nas DCV, o que conduziu pesquisas para
determinar se outras doencgas inflamatérias poderiam contribuir para as DCV
(FEBBRAIO; ROY; LEVIN, 2022). Muitas pesquisas evidenciaram uma associagao
positiva entre periodontite e DCV (MATTILA et al., 1995; BECK et al., 1996;
JOSHIPURA et al., 1996; MORRISON et al., 1999; WU et |., 2000, AGUILERA et al.,
2020). No entanto, é necessaria uma investigacdo aprofundada para compreender
melhor os mecanismos desta associacao.

Atualmente ha duas hipoteses principais que demonstram a ligagdo entre
periodontite e DCV. A primeira hipétese sugere que as bactérias periodontais (ou
seus subprodutos) provoquem uma disseminagdo hematogénica, e o aumento do
numero dessas bactérias na cavidade oral induza uma resposta inflamatoria com
uma intensa producao de mediadores inflamatérios como as interleucinas (IL-1 e IL-
6), fibrinogénio, metaloproteinases de matriz (MMPs), prostaglandina (PGE2), fator
de necrose tumoral (TNF) e proteina C-reativa (PCR), e isso provoque o
transbordamento desses mediadores inflamatoérios dos tecidos periodontais ou que
de alguma outra forma, promovam a formagao de placa e, consequentemente, DCV
(HAJISHENGALLIS et al., 2021). Sugere-se também que o epitélio ulcerado das
bolsas periodontais permita a passagem das bactérias e seus produtos.
(HAJISHENGALLIS et al., 2021). Em uma revisao sistematica com meta-analise

realizada por Joshi et al., (2021), com objetivo de determinar a prevaléncia de micro-



23

organismos periodontais em ateroma coronario e/ou amostras de coagulos
aspirados coletadas de pacientes com infarto do miocardio com doencga periodontal,
foi demonstrada a detecgao consistente de DNA bacteriano periodontal em ateroma
coronario, o que sugere sua disseminacgao sistémica a partir de sitios periodontais
(JOSHI et al., 2021).

Em revisdo sistematica a fim de melhor elucidar os mecanismos que
correlacionam patdgenos periodontais a aterosclerose, verificou-se que o0s
patdogenos periodontais tém o potencial de ser um fator contribuinte para a
aterosclerose, mesmo na auséncia de uma dieta rica em gordura ou alto estresse de
cisalhamento. Os estudos selecionados mostraram que as vias de inflamacao,
adesao celular, necrose e apoptose, tanto em células humanas quanto em modelos
animais, foram ativadas por varios patdgenos periodontais. Estas espécies foram:
P. gingivalis , T. forsythia , F. nucleatum , T. denticola , E. corrodens, S. anginosus e
S. sanguinis , ou seus fatores de viruléncia, lipopolissacarideo (LPS), vesiculas da
membrana externa e gingipains (MARROQUIN & GUAUQUE-OLARTE, 2023).

A segunda hipotese sugere que a inflamagao induzida pela periodontite
aumenta a inflamacgao sistémica e as espécies reativas de oxigénio derivadas da
doenca periodontal contribuam para o estresse oxidativo sistémico. Assim,
mediadores inflamatdrios, incluindo varias interleucinas, quimiocinas, citocinas,
imunoglobulinas e células inflamatérias (linfécitos, macrofagos, neutrdéfilos),
contribuem para uma resposta imune destrutiva em areas na parede do vaso, o que
contribui e exacerba a inflamagao cronica pré-existente. Como resultado, favorece o
desenvolvimento de aterosclerose e DCV (FEBBRAIO; ROY; LEVIN, 2022).

De acordo com o relatério de consenso do workshop EFP/AAP sobre
periodontite e doengas cardiovasculares, ha evidéncias de estudos epidemiologicos
de que pacientes com periodontite apresentam disfungdo endotelial significativa,
medida por dilatagdo mediada por fluxo, rigidez arterial (por exemplo, velocidade da
onda de pulso) e uma espessura significativamente maior da camada intima da
carotida e elevagao de escores de calcificagao arterial (SANZ et al., 2020). Ha ainda
estudos que demonstram niveis significativamente mais altos de proteina C-reativa
(PCR) em pacientes com doenga cardiovascular e periodontite em comparagdo com
qualquer uma das condig¢des isoladamente (DEMMER et al., 2013; KOPPOLU et al.,
2013; PATIL & DESAI, 2013). Interessantemente, a terapia periodontal foi associada
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a uma diminuicado significativa nos niveis de PCR, juntamente com melhorias nas
medigdes substitutas da saude cardiovascular (KOPPOLU et al., 2013).

A disseminagao de citocinas pro-inflamatdrias, entre elas IL-1, IL-6, TNFa e
outras quimiocinas do periodonto gera a producao de proteinas de fase aguda, PCR,
fibrinogénio e proteina amiloide A pelo figado. Durante a bacteremia crbnica, o
sistema imune adaptativo é ativado. Os anticorpos que sédo produzidos em resposta
a padroes moleculares associados a patdgenos (PAMPs) de patdégenos periodontais
podem desencadear uma reagao cruzada entre células endoteliais e lipoproteina de
baixa densidade (LDL) modificado para aumentar o movimento de lipidios nas
células dentro da parede do vaso. Alguns desses anticorpos e citocinas inflamatorias
podem promover a resposta Th1, ativando ainda mais os macrofagos dentro do
ateroma e propagando a aterogénese (NGUYEN et al., 2015).

Quando estimulados por patdgenos periodontais, os neutrofilos periféricos
de pacientes com periodontite liberam excesso de IL-13, IL-8, IL-6 e TNF-a. Por
outro lado, a terapia periodontal tem potencial para reduzir significativamente os
niveis séricos de IL-6, amiloide A sérica e alfa 1 antiquimotripsina, bem como de
reduzir parcialmente a hiperatividade das citocinas (LING; CHAPPLE; MATTHEWS,
2016).

Estudos pré-clinicos, principalmente com roedores, sao amplamente
utilizados na literatura para avaliacdo das complicacbes sistémicas associadas a
periodontite (KOSE et al.,, 2017; TOMOFUJI et al.,, 2011; HERRERA et al., 2011;
RIBEIRO et al., 2021). De acordo com Hajishengallis et al., (2021), assim como na
periodontite humana, a periodontite experimental causa aumento dos niveis séricos
de proteinas de fase aguda (como PCR e amiloide A sérica) e citocinas inflamatoérias
(por exemplo, IL-1B e IL-6). Portanto, € um modelo apropriado para estudar a
relacdo entre periodontite e comorbidades sistémicas (HAJISHENGALLIS et al.,
2021).

O QUADRO 1 abaixo exemplifica alguns trabalhos que avaliaram alteragdes

do tecido cardiaco em modelos animais de periodontite.



25

QUADRO 1 — Estudos que avaliaram alteragdes do tecido cardiaco de animais com periodontite

induzida.
REFERENCIA OBJETIVO MODELO MODELO DE ACHADOS
ANIMAL INDUGAO
PERIODONTAL
Kose et al., | Avaliar os efeitos | Ratos Ligadura nos | Aumento significativo nos
(2017) da periodontite primeiros niveis de proteina C-reativa e
sobre os niveis molares. interleucina-1b e nenhum
séricos de lipidios, aumento estatisticamente
niveis de significativo no nivel do fator
marcadores de necrose tumoral foi
inflamatérios e observado no grupo
tecidos do periodontite experimental em
musculo cardiaco comparagdo com O grupo
do ventriculo controle. Além disso, o
esquerdo de ratos colesterol total, colesterol de
lipoproteina de baixa
densidade e os niveis de
triglicerideos foram
significativamente maiores no
grupo periodontite
experimental. Achados
histoldgicos e imunoldgicos
mostraram que o numero de
fator nuclear kappa B-p65- e
b-miosina de cadeia pesada
positiva em cardiomidcitos
aumentou significativamente
nas amostras de tecido
ventricular esquerdo de ratos
com periodontite.
Tomofuji et | Investigar se a | Ratos Aplicagdo topica | A administracao de
al., (2011) geracgao de de LPS no sulco | lipopolissacarideo e
peroxido lipidico gengival de | proteases induziu inflamacao
na inflamacgéo ambos os 1° | periodontal, com aumento
periodontal molares dos niveis séricos e
poderia induzir superiores. gengivais de hexanoil-lisina.
lesdo tecidual no O nivel de 8-
figado, coracao, hidroxidesoxiguanosina
rim e cérebro aumentou 2,27, 2,01, 1,49 e
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usando um

modelo de rato

DNA
figado,

1,40

mitocondrial do

vezes no

coragdo, rim e cérebro de

ratos com inflamacéao
periodontal, respectivamente.
Os resultados revelam que a
producao excessiva de

peréxido lipidico apos a
inflamagédo periodontal esta
envolvida no dano oxidativo
do DNA do cérebro, coracgao,

figado e rim.

Herrera et al.,
(2011)

Avaliar as
consequéncias

renais e cardiacas
da periodontite
induzida por
ligadura em ratos
normotensos e
hipertensos com
deficiéncia de NO
(tratados com L-
NAME- N w -nitro
L-arginina  metil

éster)).

Ratos

Primeiro molar

inferior direito de

cada rato
recebeu uma
ligadura

Em ratos hipertensos com
deficiéncia de NO, a perda
6ssea alveolar induzida pela
periodontite diminuiu
significativamente. Além
disso, a elevacao da proteina

nitrotirosina (um marcador de

nitragao de
proteinascardiaca) induzida
por periodontite foi

completamente evitada pelo
tratamento com L-NAME. Por
outro lado, o tratamento com
L-NAME aumentou a
producdo da atividade da
mieloperoxidase tanto no
coragdo quanto nos rins de
ratos com periodontite.
Nenhuma alteracédo devido a
periodontite foi observada no
conteudo de substancias
reativas de tiobarbiturico

cardiaco ou renal.
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Ribeiro et al., | Avaliar o nivel | Ratos Ligadura bilateral | Os resultados demonstraram

(2021) hemodinamico, do 1° molar | que a doenga periodontal de
variabilidade da mandibular. curta duragdo reduziu a
frequéncia pressao arterial em ratos
cardiaca e espontaneamente
variabilidade da hipertensos, o que pode ser
pressdao  arterial devido aos maiores niveis de
associados a NO plasmatico. Embora a
inflamacéao doenga  periodontal néo
miocardica e afetasse nem a variabilidade
concentragoes da frequéncia cardiaca nem
plasmaticas de a variabilidade da pressao
oxido nitrico (NO) arterial, induziu inflamagéo
em ratos Wistar- do miocardio, que pode
Kyoto determinar a disfungéo
espontaneamente cardiovascular na doencga
hipertensos com periodontal de longa duragao.
doenga
periodontal.

FONTE: O autor (2023).

3.2 OXIDO NITRICO

O Oxido Nitrico (NO) é uma molécula inorganica simples, gasosa e possuli
baixo periodo de meia vida. Apresenta um elétron desemparelhado em sua ultima
camada, tornando-a uma molécula ibnica altamente reativa que se combina
facilmente com o oxigénio e com alguns metais de transicdo (CERQUEIRA &
YOSHIDA, 2002). Trata-se de uma molécula sinalizadora, ou seja, um mensageiro
intercelular de disseminagao rapida que pode facilmente passar de uma célula para
outra através da agua e das membranas (BROWN, 2007; PACHER; BECKMAN;
LIAUDET, 2007). E encontrado em todas as espécies de vertebrados e esta
relacionado a uma série de mecanismos reguladores como neurotransmissio e
vasodilatagdo (CINELLI; MILEY; SILVERMAN, et al., 2020; PACHER; BECKMAN;
LIAUDET, 2007). A principal origem de producdo de NO em células de mamiferos &
a via biosintética L-arginina/oxido nitrico, em que ocorre a agdo de um conjunto de
enzimas denominadas 6xido nitrico sintases (NOS) (KROL & KEPINSKA, 2020).
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Ha trés isoformas de NOS relatadas na literatura, a primeira sintese clonada,
a nNOS (NOS neuronal) ou NOS-1 esta presente no tecido nervoso e exerce fungao
na regulagao central da pressdo sanguinea, no relaxamento do musculo liso e na
vasodilatacao via nervos periféricos. O segundo clone de NOS, o NOS-2 ou 6éxido
nitrico sintase induzida (INOS) esta presente na musculatura lisa e endotelial, por
ser facilmente induzida por citocinas pro-inflamatorias e lipopolissacarideos
bacterianos (PACHER; BECKMAN; LIAUDET, 2007). O principal emprego do NO
produzido pela iINOS no metabolismo €& eliminar ou suprimir patégenos.
Contrariamente as demais isoformas, a iINOS ndo necessita da elevagdao da
concentragcédo de caélcio intracelular, sendo capaz de ser integralmente ativada em
niveis normais de calcio. A grande maioria das células nucleadas do organismo, em
particular os macréfagos, mondcitos, astrocitos e micréglias podem expressa-lo
(CINELLI; MILEY; SILVERMAN, et al., 2020). Ocasionalmente, a produgéao toxica de
NO pode ser iniciada pela presenca de L-arginina e a indugdo da enzima por IFN-y,
TNF-, IL-1 e especialmente LPS (GUZIK; KORBUT; ADAMEK-GUZIK, 2003). A fonte
primaria do NO descoberta, foi a ultima a ser clonada, e € denominada de NOS-3 ou
oxido nitrico sintase endotelial (eNOS). Produz NO no endotélio em condi¢des
basais (FORSTERMANN et al., 1994). Pode ser detectada no endotélio vascular e
também em células do mesangio do corpusculo renal (GUZIK; KORBUT; ADAMEK-
GUZIK, 2003).

Por sua acao vasodilatadora, o NO possui importante papel na manutengao
do tébnus vascular. A reducdo da biodisponibilidade de NO esta associada a
disfuncédo endotelial e consequente reducado da capacidade vasodilatadora do vaso
(EISERICH et al., 2002). Tal redugado e consequente disfungdo endotelial ja foi
demonstrada em estudo pré-clinicos com modelos de periodontite (BRITO et al.,
2013) bem como em estudos clinicos (JOSHIPURA et al., 2004; HIGASHI et al.,
2009).

3.3 DOENCA PERIODONTAL E FUNGCAO ENDOTELIAL

O endotélio é a camada de revestimento dos vasos sanguineos, um vasto
tecido celular que cobre toda a rede vascular, desde grandes veias e artérias até
vasos menores, arteriolas e capilares. O endotélio contribui para a homeostase

vascular e tem multiplas fungdes enddcrinas, autécrinas e paracrinas. Esta, portanto,
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envolvido na sintese de vasoconstritores e vasodilatadores (TEIXEIRA et al., 2014).
A homeostase vascular ocorre pela sintese e liberacdo de substancias como a
prostaciclina, endotelina, prostaglandina e oxido nitrico pelo endotélio. Essas
substancias agem no tdnus vasomotor e evitam a trombose, ndo permitindo a
aderéncia de leucocitos (ABOU-SALEH et al.,2015).

Na doenga periodontal, os periodontopatégenos, principalmente
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia e Aggregatibacter
actinomycetemcomitans ocasionam danos no epitélio da bolsa periodontal e
desencadeiam a liberagdo de endotoxinas e exotoxinas para a corrente sanguinea,
produzindo uma resposta inflamatéria que configura um quadro de disfungéo
endotelial (HAJISHENGALLIS et al., 2015). Estudos clinicos (JOSHIPURA et al.,
2004; HIGASHI et al., 2009) e pré-clinicos (BRITO et al., 2013; MENDES et al.,
2014) ja documentaram a presenca de disfuncao endotelial associada a periodontite,
com consequente diminuicdo na producédo de oxido nitrico (HIGASHI et al., 2009;
MENDES et al.,, 2014; FERLAZZO et al.,, 2021). Porém, parece haver certa
divergéncia na literatura. Em um modelo experimental de periodontite em ratos,
Wang e Huang (2019), com o objetivo de investigar a fungéo da via de sinalizagao
do NO na progress&o da doenga periodontal, verificaram aumento na expressao de
iINOS e NO (WANG & HUANG, 2019). Estudos clinicos também demonstraram que
pacientes com periodontite apresentaram o6xido nitrico estatisticamente significante
mais elevado no soro de que individuos do grupo controle (MENAKA et al., 2009;
REHER et al., 2007).

Quando ativada por um estimulo externo, a sintese de NO pela iINOS
decorre por um periodo longo de tempo nas células inflamatdrias do sistema
imunologico (WANG & HUANG, 2019). Os grandes indutores da sintese de NO e na
expressao de iINOS sao as citocinas e produtos bacterianos (MENAKA et al., 2009).
Apesar de sua capacidade de eliminar patégenos, um excesso desta molécula pode
causar citotoxicidade nos tecidos do individuo via estresse oxidativo e nitrosativo,
conduzindo a degradacao do tecido e lesées no DNA (ANDRUKHOV et al., 2013;
MENAKA et al., 2009). Adicionalmente, o impacto da elevagcao dos parametros do
estresse oxidativo e alteragdo da capacidade antioxidante na periodontite sao
evidenciadas no soro e na saliva (BALTACIOGLU et al., 2014).

O NO apresenta um papel protetor na doenga arterial coronariana e nas

doencas tromboembdlicas (KINGWELL et al., 2000). Desse modo, a disfungao
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endotelial que ocorre pela diminuicao da formacao e/ou biodisponibilidade de NO é
um dos fatores que podem colaborar para o desenvolvimento das DCVs (NEVES et
al., 2013). A reducédo da atividade da NOS-3 ou a degradacao espécies reativas de
oxigénio (EROs) podem ser uma das causas da reducao (YUGAR-TOLEDO et al.,
2015). A disfuncdo endotelial esta relacionada, ainda, a hipertensdo arterial,
diabetes mellitus, resisténcia insulinica e lesdes ateroscleréticas decorrentes da
vasodilatagdo deficiente (WAJCHENBERG, 2002).

A producao local exacerbada por iINOS tem um efeito inicialmente protetor,
porém tem como consequéncia danos teciduais ao hospedeiro. O NO e os
mediadores inflamatérios desencadeados na atividade inflamatdria sdo capazes de
migrar pelo tecido sanguineo para outros locais, como os 6rgaos, e influenciar no
desenvolvimento ou fisiopatologia de outras doencas (MENAKA et al., 2009; REHER
et al., 2007). Interessantemente, a diminuicdo da biodisponibilidade de NO ¢é capaz
de ser contrabalanceada parcialmente pela ativagao de vias alternativas que incluem
a producéo e liberagcao de prostaciclina derivada da via das ciclooxigenases (COX)
(TANG & VANHOUTTE, 2009). O NO pode ativar as ciclooxigenases, entre elas a
COX-2, assim como outras enzimas pro-inflamatérias, e também pode contribuir
para os danos aos tecidos periodontais (MENAKA et al., 2009).

Em processos inflamatérios sistémicos € observada uma expressao
aumentada da enzima COX-2 com consequente disfungdo endotelial, 0 que sugere
possivel aspecto protetor vascular da COX-2, por meio da producao de prostandides
vasodilatadores como a prostaciclina (PGI2) (MORTON & DONGARI-
BAGTZOGLOU, 2001; LIPSKY et al., 2000).

A inibicdo seletiva da COX-2 (com Etoricoxibe ou Celecoxibe) é capaz de
controlar e prevenir dor e inflamagdo em pacientes submetidos a cirurgia periodontal
(STEFFENS; SANTOS; PILATTI, 2011), bem como previne a perda Ossea
decorrente da periodontite em modelos experimentais (AZOUBEL et al., 2005;
MENDES et al., 2014). No entanto, questiona-se a seguranca do uso de inibidores

seletivos da COX-2 durante processos inflamatérios crénicos como a periodontite.

3.4 CICLOOXIGENASES

O acido araquidonico (AA) é um dos acidos graxos que compdem a

membrana celular. Este acido graxo deve estar livre da membrana celular para
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iniciar a cascata do AA. O processo de liberacdo do AA depende da acdo de
enzimas que sao capazes de liberar o AA da membrana para o citoplasma. A
principal enzima, a fosfolipase A2, é responsavel por liberar o AA da membrana
celular, que é a etapa geral na limitagdo do nivel de eicosandides (os eicosanoides
sdo mediadores lipidicos de grande importancia na fisiologia e em patologias
humanas) (LEHNINGER & NELSON, 2006).

O AA sofre oxidagao e é dividido em duas vias: a da ciclooxigenase (COX)
também denominada de prostaglandina (PG) G/H sintase citosdlica e a da
lipooxigenase (LOX). A cascata de acido araquiddnico, representa na FIGURA 1,
desempenha varias funcdes vitais por meio de seus produtos conhecidos como
eicosandides, que sdo hormoénios paracrinos e autdcrinos, na hemostasia,
termorregulacédo, hemorreologia e transmissao neural. Sua principal fungao esta em
sua agao na via pro-inflamatéria, como resultado da sintese de prostaglandinas
(SIQUEIRA & DANTAS, 2000).

As enzimas COX convertem o acido araquidénico em prostanoides. Estes
prostandides sao prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanos. O primeiro membro
desta cascata comeg¢a com a formagdo de PGG2 e depois PGH2. PGH2 é
convertido em varias isoformas de PG, como PGE2, PGD2, PGF2a, PGI2 ou TXA2
por meio de isomerases especificas de tecido. Em outra via, o acido araquidénico é
convertido em leucotrienos por trés formas de lipoxigenases. O prostandide mais
abundante no corpo humano € a PGE,. Dependendo do contexto, a PGE2 pode
exercer um papel homeostatico, pré-inflamatério ou anti-inflamatério (PARK;
PILLINGER; ABRAMSON, 2006). Na periodontite, o PGE2 juntamente com IL-1,
RANK-L, e TNF- a promovem a acao da atividade osteoclastica, o que contribui para
a perda 6ssea alveolar (HIENZ; PALIWAL; IVANOVSKI, 2019).

Nas células de mamiferos, a COX esta presente em diferentes formas: COX-
1 (ciclooxigenase-1), COX-2 (ciclooxigenase-2) e COX-3 (ciclooxigenase-3); tais
enzimas apresentam padrdes de expressao e atividades biolégicas distintos. A COX-
1 é a constitutiva, sendo relacionada as atividades fisiolégicas, apresenta grande
importancia na regulagdo de fungdes fisiologicas do organismo, tendo seu nivel
estavel independente da ocorréncia de processos inflamatoérios. A COX-2 apresenta
uma expressao basal constitutiva, porém € induzida por certos estimulos; assim,
também €& chamada de isoforma induzivel da enzima COX. Apresenta grande

importancia em processos inflamatérios, situacdes em que a COX-2 é super-
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expressa. A COX-3 esta ligada a sintese da lipoxina que possui efeito anti-
inflamatdrio e estd presente no sistema nervoso central, sua atividade enzimatica
ainda nao foi completamente elucidada (BRUNTON; LAZO; PARKER, 2007;
SANDOVAL, 2017).

Apesar de a COX-2 estar aumentada em processos inflamatdrios, esta
enzima nao tem somente papel na resposta inflamatéria, mas também participa na
fisiologia de muitos tecidos e 6rgaos, como por exemplo rins, pancreas, cérebro,
atividade dos osteoblastos e osteoclastos, regulacdo da funcdo endotelial e
plaguetaria (GALLI & PANZETTA, 2007). Logo, a inibicdo das ciclooxigenases
apresenta efeitos adversos ja bem documentados na literatura (MENDES et al.,
2012; FITZGERALD, 2004). Vale salientar que os anti-inflamatorios ndo esteroidais
(AINEs) séo os medicamentos mais prescritos em todo o mundo. Estima-se que 30
milhdes de pessoas por dia em todo o mundo realizem a utilizacdo de AINEs. Essas
drogas sé&o utilizadas por seus efeitos de analgesia, anti-inflamatério e antipirético
(SINGH et al., 1996; JONES, 2001; BATLOUNI, 2010).

A conversao do acido araquidénico em prostaglandinas € impedida pelos
AINES, pois inibem a atividade da enzima COX, sendo assim nao ocorre a
vasodilatacdo, consequentemente dor, febre e edema. Esta inibicdo pode ser de
forma nao especifica, cujo efeito de inibicdo € na COX-1 e na COX-2, ou seletiva,
quando a inibicdo tem maior afinidade pela COX-2 (BATLOUNI, 2010).
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FONTE: Imagem adaptada de Semeraro et al., (2015).

FIGURA 1 — Cascata do acido araquiddnico na inflamagao. AINEs: anti-inflamatérios ndo esterdides;
PGG2: Prostaglandina G2; PGH2: Prostaglandina H2; TXA2: Tromboxano A2; PGD2: Prostaglandina
D2; PGE2: Prostaglandina E2; PGI2: Prostaciclina.

3.5 INIBICAO SELETIVA DA COX-2

A partir da década de 90, foram desenvolvidos os inibidores seletivos néo
esteroidais, chamados COXIBEs, inibidores seletivos da COX-2 (EMERY, 1996).
Com a intuito de minimizar os efeitos colaterais deletérios do AINEs nao seletivos,
principalmente os gastrointestinais (BATLOUNI, 2010).

Os primeiros inibidores seletivos da COX-2, celecoxibe e rofecoxibe,
entraram no mercado cerca de uma década apds a descoberta do COX-2. Em
consequéncia a uma intensa campanha de marketing em 2001, as vendas do
rofecoxibe chegaram a US$ 2,5 bilhdes no mercado de 80 paises (MENDES et al.,
2012). Na sequéncia, uma segunda geragao de inibidores foi langada no mercado,
que incluiu Valdecoxib, Etoricoxibe, Parecoxib e Lumiracoxib (ORLYVARDENY;
SCOTT, SOLOMON, 2008).
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Apesar de sua popularidade, algum tempo apds foi verificado em estudos
que os COXIBs poderiam apresentar efeitos indesejaveis. Alguns dos primeiros
estudos foram Vioxx Gastrointestinal Outcomes Research (VIGOR) (BOMBARDIER
et al., 2000), que comparou rofecoxib com naproxeno, e o estudo Celecoxib Long-
term Arthritis Safety Study (CLASS) (SILVERSTEIN et al., 2000), que comparou
celecoxib com ibuprofeno e diclofenaco. Tais estudos levantaram as primeiras
duvidas a respeito dos riscos cardiovasculares dos anti-inflamatérios nao esterdides
inibidores seletivos da ciclo-oxigenase-2 (COXIBEs). O estudo VIGOR
(BOMBARDIER et al., 2000) mostrou uma ligacdo entre os AINEs especificos para
PGHS-2 e o risco de DCV. Os eventos cardiovasculares incluidos foram: Infarto
Agudo do Miocardio (IAM), angina instavel, morte cardiaca subita, eventos
cerebrovasculares e vasculares periféricos. Acredite-se que o rofecoxibe seja
responsavel por quase 28 mil infartos do miocardio e mortes subitas nos Estados
Unidos entre 1999 e 2003 (MENDES et al., 2012; BATLOUNI, 2010). Rofecoxib foi
voluntariamente retirado do mercado no final de 2004 devido a interrup¢ao do estudo
Adenomatous Polyp Prevention on Vioxx (APPROV), cujos resultados mostraram
sua ligagcdo com um aumento de eventos trombadticos que poderiam resultar em
acidente vascular cerebral e IAM (VAITHIANATHAN et al., 2009).

Os resultados de uma revisdo de seguranca da utilizagdo de COXIBEs,
publicada pela European Medicines Agency — EMA, concluiram que o aumento do
risco cardiovascular dos COXIBEs é uma particularidade desta classe, estando
relacionado, porém, a dose e tempo de utilizagcdo, devendo o prescritor atentar-se a
isso assim como a fatores de risco individuas do paciente (EMA, 2006).

No Brasil, apenas Celecoxibe e Etoricoxibe estdo disponiveis
comercialmente, ambos com receita controlada e com clara indicagdo dos riscos
cardiovasculares (MENDES et al., 2012).

3.6 EFEITOS CARDIOVASCULARES DA INIBICAO SELETIVA DA COX-2

Inicialmente desenvolvida para reduzir os efeitos gastrointestinais
indesejaveis dos AINEs nao seletivos, a inibicao seletiva da COX-2 pode causar
uma variedade de efeitos adversos, tanto no sistema cardiovascular como no renal
(FIGURA 2), entre outros de menor significado clinico (BATLOUNI, 2010). Os

inibidores seletivos da COX-2 tém o potencial de causar vasoconstricdo em artérias,
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uma vez que uma importante acdo da COX-2 é a vasodilatagao; logo, a inibicao
desta enzima representa risco para pacientes com problemas cardiovasculares
(BATLOUNI, 2010).

Os inibidores de COX-2 podem afetar o equilibrio entre TXA2 e PGI2, o que
resulta em aumento de eventos hemorragicos e cardiovasculares por diminuir a
producao de PG vascular. Ha diferencas entre os COXIBESs e o risco cardiovascular.
Os riscos nao se relacionam apenas a eventos tromboticos, mas também a retencao
de sddio e agua, aumento da pressao arterial e desenvolvimento de insuficiéncia
cardiaca como resultado de alteragées na formacdo de PGs que modificam as
trocas de sédio e agua nos rins no nivel tubular (CHAHADE; GIORGI; SZAJUBOK,
2008).

Sugere-se que a presenga da COX-2 constitutivamente expressa nos rins ou
no endotélio vascular sistémico seja atribuida ao efeito cardioprotetor da COX-2.
Visando a comunicacgao interorgénica, € bem conhecido que a resposta de um 6rgéo
as mudancgas circundantes pode influenciar ou regular o funcionamento de outros
orgaos. Desta forma, uma ligagao rim-coragao foi proposta. A inibicao renal de COX-
2 com AINEs pode aumentar a dimetilarginina assimétrica, um inibidor endégeno da
eNOS, que ao bloquear a eNOS minimiza o efeito protetor do NO e, assim, aumenta
a pressao arterial, aterosclerose e  trombose (BINDU; MAZUMDER;
BANDYOPADHYAY, 2020). A inibicdo de COX-2 também pode levar ao acumulo de
AA que, por sua vez, aumenta a disfuncdo mitocondrial cardiaca (BINDU;
MAZUMDER; BANDYOPADHYAY, 2020). A correlagao positiva entre o aumento dos
incidentes de DCV e o aumento do poder inibitéorio do COX-2 ja foi bem
documentada (GARCIA-RODRIGUEZ; TACCONELLI; PATRIGNANI, 2008).

Tendo em vista os estudos ja realizados, em animais, clinicos e
observacionais, foi proposto que propensao a trombose, pelo desequilibrio pro-
trombatico/antitrombdtico na superficie endotelial, além da perda do efeito protetor
da regulagdo superior da COX-2 na isquemia miocardica e no infarto do miocardio
sejam as consequéncias mais importantes da inibicdo seletiva da COX-2
(BATLOUNI, 2010).
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FIGURA 2 — Representagcdo esquematica dos efeitos dos AINEs em diferentes 6rgéos-alvo. As setas
para cima indicam regulagao/elevacao; as setas para baixo indicam diminuigdo/deplegdo. PG-
prostaglandina. TX- Tromboxano, MOS)- estresse oxidativo mitocondrial, AYm- despolarizagéo do
potencial transmembrana mitocondrial.

Estudos in vitro mostram que cardiomiocitos tratados com AINEs
apresentam alteragdes no padrao de expressao génica nas principais vias celulares,
como apoptaotica, transducéo de sinal e transcrigdo (OH et al., 2018). Alguns autores
atribuiram os efeitos de alguns AINEs téxicos a um aumento na suscetibilidade das
membranas dos cardiomiécitos ao dano oxidativo ou ao aumento de metabdlitos
toxicos do acido araquidénico (MASON et al., 2006; LIU et al., 2010).

4 JUSTIFICATIVA

Diante do exposto, é bem estabelecida a contraindicagao da inibicao seletiva
da COX-2 em pacientes com histérico ou com risco aumentado para complicagcdes
cardiovasculares. No entanto, o uso desses farmacos em pacientes com demais
doencgas inflamatdrias sistémicas — que nao cardiovasculares — ainda necessita de
mais investigacao.

Assim, propde-se com este estudo verificar se animais com periodontite que
receberam inibidor seletivo da COX-2 apresentam maior dano ao tecido cardiaco

quando submetidos a lesao de isquemia cardiaca. Os dados obtidos podem fornecer
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melhores evidéncias quanto a seguranca do uso desses farmacos em pacientes com

doencas inflamatoérias cronicas bem como podem orientar estudos futuros.

5 MATERIAL E METODOS

5.1 AMOSTRA

Foram utilizados 75 ratos Wistar machos de 2 meses de idade, com peso
meédio de 250 g, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal do Parana.
Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura (22 + 2° C) e ciclo de
claro/escuro (12/12h) controlados automaticamente. Os animais tiveram livre acesso
a alimentacao e agua. Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comissao de
Etica no Uso de Animais do Setor de Ciéncias Biolégicas da UFPR. (CEUA,
Processo 23075.082142/2019-27, Aprovagcdo n° 1329- ANEXO 1) Todos os
procedimentos seguiram as diretrizes do The Animal Research: Reporting in Vivo
Experiments (ARRIVE). Os animais foram aleatoriamente divididos em dois

protocolos experimentais: Protocolo 1 e Protocolo 2, que estdo descritos a seguir.

5.2 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

O estudo foi dividido em dois protocolos.
O protocolo 1 teve a finalidade de caracterizar o modelo de periodontite e
comparar as alteracbdes locais, sorolégicas e no tecido cardiaco em diferentes

tempos experimentais, como mostra a FIGURA 3 abaixo:
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FIGURA 3 — Esquema representativo do protocolo 1 experimental.

Foram utilizados 18 animais divididos randomicamente em dois grupos:
controle (sham/falso-operado; n=5); periodontite experimental 14 dias (n=7);
periodontite experimental 21 dias (n=6). Todos os animais foram submetidos ao
procedimento de colocagdo da ligadura ou falso-operados (as ligaduras foram
removidas imediatamente apds sua colocagao). Quatorze e 21 dias apos o
procedimento, os ratos foram eutanasiados e os coragdes foram removidos para
analises histolégica e imunohistoquimica. A mandibula e maxila foram removidas
para caracterizagdo da periodontite (analise morfométrica).

Uma vez estabelecidos os tempos experimentais para alteragdes no tecido

cardiaco decorrentes da periodontite, delineou-se o protocolo 2, descrito a seguir.
Foram utilizados 57 animais divididos randomicamente em cinco grupos:
a) Grupo Naive (ndo submetidos a nenhum procedimento; n=4);

b) Grupo sham/falso-operado + veiculo (os animais passaram pela falsa
cirurgia — ligaduras posicionadas e imediatamente removidas, e

receberam agua destilada, 1 mL/kg/dia, v.o; n=11);

¢) Grupo sham/falso-operado + etoricoxibe (os animais receberam ligaduras
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nos primeiros molares inferiores e segundos molares superiores e foram

tratados com etoricoxibe, 10 mg/kg/dia, v.o; n=15);

d) Grupo ligadura + veiculo (os animais receberam ligadura e foram tratados
com agua, 1 mL/kg/dia, v.o, n=13) ;
e) Grupo ligadura + etoricoxibe (os animais receberam ligadura e foram

tratados com etoricoxibe, 10 mg/kg/dia, v.o , n=14)

Apods os procedimentos, os animais foram randomicamente separados em

dois grupos para eutanasia nos dias 21 ou 27, conforme FIGURA 4 abaixo:
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FIGURA 4: Esquema representativo do protocolo 2 experimental.

Todos os animais foram submetidos ao procedimento de colocagcdo da
ligadura ou falso-operados (as ligaduras foram removidas imediatamente apds sua
colocacédo). Nos dias 19 e 20 todos animais receberam isoprenalina (25 mg/kg, s.c.)
para indugao de lesdo de isquemia cardiaca, com excec¢ao do grupo Naive. Nos dias
21 ou 27 os animais foram eutanasiados com sobredose anestésica. Sangue foi

coletado para anadlise de biomarcadores. Os coragdes foram retirados para analise
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histologica e imunohistoquimica. A mandibula e a maxila foram dissecadas para

analise da perda Ossea alveolar induzida pela periodontite.

5.3 INDUCAO DA PERIODONTITE EXPERIMENTAL

A inducao da periodontite foi feita apds a anestesia com 20 ui quetamina 75
mg/kg e 20 ui xilasina 15 mg/kg por via intraperitoneal. Apds anestesiados, 0s
animais foram posicionados no aparato de Doku.

O material utilizado para a ligadura foi fio de algodao (Fio 10 Pipa Tex 85
131 jardas). Os dentes foram levemente luxados com auxilio de uma sonda
exploradora a fim de criar espago para as ligaduras. Os primeiros molares inferiores
e segundos molares superiores direito e esquerdo foram ligados, conforme a
FIGURA 5, tomando cuidado para que o fio penetrasse no sulco gengival, portanto
em intima proximidade aos tecidos gengivais, ficando o né na regido mesial no
inferior e lingual no superior (JAGADISH et al., 2014; ABE & HAJISHENGALLIS,
2013). Os animais falso-operados foram submetidos ao mesmo procedimento,

entretanto as ligaduras foram removidas apds sua colocacgao.
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FONTE: O autor (2023).

FIGURA 5 — Colocagao das ligaduras nos ratos. A e F: Fotos iniciais, A: 1°molar direiro inferior e F 2°
molar superior esquerdo; B e G :Dentes sendo luxados com auxilio de uma sonda exploradora para
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criar espacgo para colocagao da ligadura. C e H: aspecto dental apds a luxagao dental; D: colocacao
do fio ao redor do dente; | e E: Ligaduras finalizadas.

5.4 INDUGCAO DE ISQUEMIA CARDIACA

As lesdes miocardicas foram induzidas nos animais por meio da
administragcdo de isoproterenol (25 mg/kg, s.c.) por dois dias consecutivos, de
acordo com o modelo previamente estabelecido por Rona et al., (1959). Nessa faixa
de dose, o isoproterenol promove uma queda sustentada na pressao arterial média
concomitante com um aumento na frequéncia cardiaca. A diferenga entre a
demanda e a oferta de oxigénio promove uma lesdo miocardica isquémica com

caracteristicas semelhantes ao infarto do miocardio.

5.5 ADMINISTRAGAO DA MEDICACAO

Foi administrado etoricoxibe 90 mg (Arcoxia®). O comprimido foi pesado, triturado
manualmente e diluido em agua na concentragdo de 10 mg/kg. A medicacgao foi
administrada por meio de gavagem oral (FIGURA 6), diariamente do décimo quarto
ao vigésimo primeiro dia do protocolo experimental. Os animais do grupo veiculo

receberam agua destilada por meio de gavagem oral.

FONTE: O autor (2023).

FIGURA 6 — Administracdo da medicagéo ou placebo por meio de gavagem oral.



43

5.6 COLETA DE AMOSTRAS

Os animais foram eutanasiados com sobredose anestésica de quetamina 75
mg/kg e xilazina 15 mg/kg por via intraperitoneal. Amostras de sangue foram
coletadas (in vivo) através de pungéo venosa, foram centrifugadas com 1500 g por
10 minutos em centrifuga refrigerada. Imediatamente apds a centrifugagdo, com
auxilio de uma micropipeta, o plasma foi coletado e armazenado em freezer -80°C.
Os coragdes foram coletados e fixadas em solugao paraformaldeido. As mandibulas

e maxilas foram dissecadas e congeladas e posteriormente processadas.

5.7 ANALISE HISTOLOGICA
Os coragodes foram fixados em solugao de paraformaldeido. Posteriormente
foi realizado um corte longitudinal com lamina de bisturi na regido de ventriculo

esquerdo, e as amostras foram desidratadas e emblocadas em parafina. (FIGURA 7)

FONTE: O autor (2023).

FIGURA 7 — Foto do coragao fixado em paraformaldeido de um animal submetido a indugao de

isquemia cardiaca

Os blocos foram seccionados em cortes de 5 um e esticados em laminas.
Os cortes hidratados em xilol, seguiram por sequéncia decrescente de alcool,
finalizando com coloragcdo em Hematoxilina e Eosina (HE) e Tricrémio de Mallory.
Para analisar alteragdes presentes no tecido cardiaco, as laminas foram avaliadas

por um mesmo pesquisador previamente treinado e calibrado.



44

Para analise do Infiltrado inflamatdrio, as laminas foram coradas com HE e
analisadas de formas descritiva e qualitativa. Para analise qualitativa os cortes foram
avaliados ao microscopio Optico, em aumento de x 20 e as laminas receberam
escores quanto a presenca do infiltrado inflamatério. Recebendo escores (0,1,2, 3 e
4) quanto a presenca do infiltrado inflamatoério. Sendo 0- ausente, 1- pouco presente,
2- moderadamente presente, 3-muito presente, 4 - excessivamente presente,
semelhante a metodologia de Mendes, (2012). Na analise descritiva as laminas
foram digitalizadas por meio de Scanner de laminas Zeiss/MetaSystems,
disponibilizado pelo Centro de Tecnologias Avangadas de Fluorescéncia da
Universidade Federal do Parana e analisadas de forma gradativa, com conjunto para
aumentos de x 10, x 20 e x 40. Para cada animal, foram analisadas
aproximadamente trés laminas histologicas através do programa de obtencado das
imagens VSViewer versdo 2.1.102 da MetaSystems®. Foram avaliados
descritivamente em diferentes eventos microscopicos, tais como:

e Caracteristicas do Infiltrado inflamatdrio;
e Presenca lesdo celular (edema, cariolise, fragmentagdo dos cardiomidcitos,
necrose, posi¢ao nuclear);

e Presenca de fibroblastos.

A coloragdo Tricobmico de Mallory foi utilizada para verificar a presenca de
fibras colagenas, as laminas foram digitalizadas por meio de Scanner de laminas
Zeiss/MetaSystems, disponibilizado pelo Centro de Tecnologias Avangadas de

Fluorescéncia da Universidade Federal do Parana. Foi utilizado o programa Image J

para calcular a fragcdo do volume de colageno (FVC) realizada sob magnificagéo
200x (FIGURA 8). Cada lamina teve 6 regides sem vasos coronarios e 6 com vasos
analisadas. FVC foi calculado como a porcentagem de fibras colagenas. FVC-T foi
definido como a porcentagem total de colageno, conforme descrito em Wu et al.,
(2021).
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FONTE: O autor (2023).

FIGURA 8 — Demonstragéo da utilizagdo do programa Image J para obtengédo FVC.

Todas as analises histopatolégicas foram feitas com auxilio de um

patologista com experiente.

5.8 AVALIACAO DA PERDA OSSEA: ANALISE MORFOMETRICA

As mandibulas e maxilas dissecadas e coletadas foram submetidas a fervura
em agua por 30 minutos, na sequéncia foram imersas em peroxido de hidrogénio
10v ou 3% por 12 horas. Apds as amostras estarem bem secas, elas foram imersas
e imediatamente removidas de solu¢cdo de azul de metileno (1 g/100 mL), para
evidenciar a jungcdo cemento-esmalte. As amostras foram fotografadas de forma
padrao em uma Camera profissional (SLRCANON EOS 7D Mark Il / LENTE EF 100
mm f/2.8L Macro) e armazenadas. As imagens foram analisadas no programa
Image-J pelo mesmo examinador previamente treinado e calibrado. Foram
consideradas cinco medidas lineares para cada face dos dentes inferiores e trés
medidas lineares (mm) para cada face dos dentes superiores, representadas na
FIGURA 9.
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FONTE: O autor (2023).

FIGURA 9 — Maxilares preparados para avaliagao da perda éssea do protocolo 1. Mandibula e maxila

dos animais do grupo Sham respectivamente (A e B). Mandibula e maxila dos animais do grupo

ligadura respectivamente (C e D).

5.9 DETECCAO DA APOPTOSE IN SITU

O Kit de Detecgdo de Apoptose In Situ CardioTACS™ (4827-30-K) R&D
Systems®, Inc foi usado para detectar células apoptéticas dos animais do protocolo
2. Conforme descrito anteriormente, os coragbes foram fixados em paraformaldeido.
Foram utilizadas laminas silanizadas com carga positiva (ImunoSlide -
EasyPathlDiagnosticos®), os cortes foram seccionados em 3 ym. Foram utilizados 2
cortes em cada lamina. Realizada a desparafinizagdo e rehidratagdo com Xilol e
alcool graduais, respectivamente. Os cortes foram entdo lavados em 1x PBS por
duas vezes, cada lavagem de 5 minutos, em seguida foram colocadas 1XPBS
novamente por 10 minutos em temperatura ambiente. Os cortes foram entéo

cobertos com 50 pl de Proteinase K Solution e incubados por 19 minutos em
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temperatura ambiente, seguidos de lavagem por 2 vezes em agua destilada, 2
minutos cada lavagem. As sec¢des foram entdo imersas em Quenching Solution por
5 minutos a temperatura ambiente, seguidas de lavagem por dois tempos de
lavagem de 1 minuto a temperatura ambiente em agua destilada, a fim de remover a
solucao anterior. As secbes foram entdo imersas em 1X TdT Labeling Buffer por 5
minutos. As sec¢des foram entdo cobertas com 50 ul de Labeling Reaction Mix e
incubadas a 370 C em camara umida por uma hora. As secdes foram entdo imersas
em 1X TdT Stop Buffer por 5 minutos em temperatura ambiente para interromper a
reacao de rotulagem. Os cortes foram entao lavados 2 vezes em agua destilada por
5 minutos cada a temperatura ambiente. As secdes foram entdo cobertas com 50 pl
de solucao de Strep-HRP e incubadas em temperatura ambiente por 10 minutos. Os
cortes foram entdo lavados por 3 vezes em agua destilada por 5 minutos cada
lavagem. As sec¢des foram entdo cobertas com 50 ul de TACS TM Blue Label por 5
minutos. Foram novamente lavados em agua destilada em varias trocas por 2
minutos. Os cortes foram entdo imersos por 5 minutos em Nuclear Fast Red seguido
de lavagem em agua destilada mergulhada sequencialmente por 10 vezes. Os
cortes foram entdo secos ao ar e desidratados com imersdo dez vezes em etanol
95% e clareados com duas trocas de xilol e montados com um meio de montagem e
deixadas planas durante a noite para permitir que o0 meio de montagem endureca.
Para células apoptoticas marcadas pelo procedimento de tunel in situ cardioTACS,
as células foram consideradas positivas quando havia um padrdao de coloragao
nuclear. As laminas foram analisadas de forma qualitativa por meio de microscépio
Optico e receberam escores (0, 1, 2, 3 e 4) em relagdo a presenca de células
apoptoticas. Sendo 0- ausente, 1- pouco presente, 2-moderadamente presente, 3-
muito presente, 4- excessivamente presente. Posteriormente as laminas foram
digitalizadas por meio de Scanner de laminas Zeiss/MetaSystems, disponibilizado
pelo Centro de Tecnologias Avancadas de Fluorescéncia da Universidade Federal
do Parana para analise quantitativa. Nesta analise, 5 campos de alta poténcia (HPF)
foram selecionados aleatoriamente em ampliagao de 400x, através do programa de
obtencdo das imagens VSViewer versao 2.1.102 da MetaSystems®. O programa
Image J foi utilizado para analise quantitativa, com auxilio fungdo grade, o numero
de nucleos cardiacos positivos para TUNEL foi contado através da ferramenta
contador de células, em cinco areas de 1300ym? selecionados aleatoriamente para

cada animal, sendo selecionados aleatoriamente dois animais por grupo, os valores
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foram calculados e expressos em média de células por campo, semelhante a
metodologia utilizada por Niu et al., (2006) e Al-Salam et al., (2020).

5.10 ANALISE DA PRESENCA DE OXIDO NiTRICO

A metodologia utilizada para a quantificagdo dos valores de NOx ja foi
descrita detalhadamente (GRANGER et al., 1990). Basicamente, para a conversao
do nitrato para nitrito, as amostras foram incubadas a 37°C durante 2 horas, em
presenca do nitrato redutase expressa em Escherichia coli cultivada em
anaerobiose. Apés o periodo de incubagao, as amostras passaram por centrifugagéao
para a remogado da bactéria, sendo 100 yL do sobrenadante misturados com o
mesmo volume de reagente de Griess (1% de sulfanilamida em 10% de &cido
fosforico/0,1% de alfa-naftil-etilenodiamina em agua bidestilada) em placas de 96
pocos. Finalmente, por meio de regressao linear, os valores foram expressos como
MM de NOx (nitrato e nitrito). As absorbancias das amostras foram determinadas a
540 nm. Curvas-padrao de nitrato e nitrito (nas concentragdes de 0 a 150 uM) foram
realizadas simultaneamente com as amostras. Por meio de regressao linear, os
valores foram expressos em pM de nitrito/nitrato (NOx). Valores negativos foram

considerados como zero.

5.11 DOSAGEM DE PROSTACICLINA

O plasma coletado e armazenado em freezer -80°C foi utilizado para
determinagdo da quantidade de prostaciclina produzida, as amostras foram
avaliadas em duplicata, por um Kit ELISA 6- keto Prostaglandina F 1a (Cayman
Chemical, ref: 515211) seguindo as instrugdes do fabricante. A prostaciclina -
prostaglandina 12 (PGI2) - é formada a partir do acido araquidénico principalmente
pelo endotélio vascular e cortex renal. E um potente vasodilatador e inibidor da
agregacao plaquetaria. O PGI2 é hidratado ndao enzimaticamente em 6-ceto PGF1a
(t1/ 2 = 2-3 minutos) e depois convertido rapidamente no principal metabdlito, 2,3-
dinor-6-ceto PGF1a (t1/2 = 30 minutos). Foram selecionadas de forma aleatdria 5 a
8 amostras dos animais do protocolo 1 e protocolo 2. Resumidamente, os padrées
ou as amostras foram incubados com o anticorpo marcador, os pogos foram entao

lavados para remover todos os reagentes nao ligados e em seguida foi adicionado o
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reagente de Ellman. O comprimento de onda de leitura da placa utilizado foi entre

405 e 420 nm. A producéo de prostaciclina foi expressa em ng/L de proteina.

5.12 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software estatistico
GraphPad Prism versao 8. Os valores estdo expressos como média £ SD.

Os dados foram testados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk.
Dados paramétricos foram analisados por ANOVA de uma ou duas vias seguida por
pos teste de Tukey ou Bonferroni, conforme indicado nas legendas. Dados né&o
paramétricos foram analisados por teste de Kruskall-Wallis, seguido por comparagao
multipla de Dunn.

Um valor de p menor ou igual a 0,05 foi considerado significante.
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6 RESULTADOS

6.1 RESULTADOS PROTOCOLO 1

6.1.1 Perda dssea alveolar média em um modelo experimental de periodontite

Os animais do protocolo 1 foram eutanasiados de acordo com seu tempo
experimental (14 ou 21 dias). Este protocolo teve o objetivo caracterizar a
periodontite em diferentes tempos experimentais. O GRAFICO 1 apresenta a perda
Ossea alveolar média avaliada através da analise morfométrica. Houve diferenga
estatisticamente significante entre os grupos Sham e os grupos ligadura,
caracterizando periodontite. Nao houve diferenga estatisticamente significante ente

os grupos ligadura 14 e 21 dias.
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FONTE: O autor (2023).

GRAFICO 1: Analise morfométrica da perda 6ssea alveolar. Imagem representativa da distancia da
jungdo cemento esmalte a crista 6ssea alveolar (mm) do segundo molar superior direito dos animais.
Os dados estédo expressos em média £ SD e foram analisados por ANOVA de uma via seguida por

pos teste de Bonferroni. *p<0,05
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6.1.2 Quantificagéo de nitrito e nitrato (NOx) em um modelo experimental de

periodontite

Nos animais do Protocolo 1, observa-se que houve reducdo na
biodisponibilidade de NOx aos 14 dias. Esta reducao foi restaurada aos 21 dias
(GRAFICO 2).
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FONTE: O autor (2023).

GRAFICO 2: Dados expressos em média + DP dos valores de NOx (umol/L.) do protocolo 1 de 6 a 9
animais do grupo controle (naive ou sham), ligadura 14 dias (ligaduras posicionadas e eutanasia no
dia 14) e ligadura 21 dias (ligaduras posicionadas e eutanasia no dia 21). Dados apresentaram
distribuicdo normal (teste Shapiro-Wilk) e foram analisados por ANOVA de uma via seguido por

comparagao multipla de Tukey. * p<0.05 entre os grupos

6.1.3 Analise histologica cardiaca dos ratos em um modelo experimental de

periodontite: descritiva e avaliagao qualitativa do infiltrado inflamatério

Para analisar as alteracbes no tecido cardiaco de ratos com periodontite
experimental em diferentes tempos experimentais, os grupos foram eutanasiados
nos dias 14° e 21° do experimento e seus coragcdes foram removidos para analise
histolégica descritiva e qualitativa. Os animais dos grupos sham (protocolo 1) e naive
na analise microscopica dos tecidos miocardicos exibiram estrutura e morfologia
normais, com auséncia de células inflamatérias e de lesdo celular. Nos animais do
protocolo 1, com periodontite experimental eutanasiados ao 14° ou 21°, dia foi

observado aumento na presenca de fibroblastos comparado ao grupo controle, bem
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como presenga de células inflamatérias dispersas e proximas aos vasos
sanguineos, sendo estas células observadas apenas mononucleares. Na analise
qualitativa os cortes foram avaliados ao microscopio 6ptico em aumento de 20x e
receberam escores (0,1,2, 3 e 4) quanto a presenca do infiltrado inflamatério. Sendo
0- ausente,1-pouco presente, 2- moderadamente 3- presente e 4-excessivamente
presente. O GRAFICO 3 mostra os os escores dos animais submetidos a eutanasia
ao 14° ou 21° dia. Houve diferenca estatisticamente significante entre o grupo

controle e ligadura 14 e 21 dias.
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FONTE: O autor (2023).

GRAFICO 3: Analise do infiltrado inflamatério em escores do ventriculo esquerdo de animais do
grupo controle ou ligadura (14 ou 21 dias). Dados expressos em média + SE e analisados por

Kruskall-Wallis com pos teste de Dunn. *p=0.0006 entre os grupos; # p=0.0009 entre os grupos.

6.1.4 Analise histologica cardiaca dos ratos em um modelo experimental de

periodontite: quantificagdo de fibras colagenas

Para analisar a presenca de fibras colagenas no tecido cardiaco de ratos
com periodontite experimental em diferentes tempos experimentais, foram
confeccionadas ladminas com coloragdo Tricrémico de Mallory. Houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos controle e ligadura 21 dias (GRAFICO
4).
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GRAFICO 5: Andlise de fibras colagenas em porcentagem do ventriculo esquerdo de animais do
grupo controle ou ligadura (14 ou 21 dias). Dados expressos em média + SE e analisados por

Kruskall-Wallis com poés teste de Dunn. *p=0.02 entre os grupos.

6.1.5 Dosagem de prostaciclina dos ratos em um modelo experimental de

periodontite

Na analise dos valores da dosagem de prostaciclina dos animais do
protocolo 1, podemos observar no GRAFICO que houve diferenca estatistica entre

os grupos ligadura 14 e 21 dias.
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FONTE: O autor (2023).
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GRAFICO 6: Dados expressos em média + DP dos valores de Prostaciclina (ng//L) de 5 a 8 animais
do grupo controle (naive ou sham), ligadura 14 dias (ligaduras posicionadas e eutanasia no dia 14) e
ligadura 21 dias (ligaduras posicionadas e eutanasia no dia 21). Dados com distribuicdo normal
analiados por ANOVA de uma via seguido por pos teste de Tukey.. *p=0.01.

6.2 RESULTADOS: PROTOCOLO 2

6.2.1 Curva de mortalidade ap6s a indugao de lesao de isquemia cardiaca

Durante a fase experimental da inducdo de lesdo de isquemia cardiaca
induzida por isoprenalina ocorreu a morte de alguns animais. No GRAFICO 7,
podemos observar os dados referentes a mortalidade com a porcentagem de
sobrevivéncia dos animais submetidos a lesdo de isquemia cardiaca de acordo com
o grupo. A mortalidade foi semelhante ente os grupos e nao houve diferenca

estatisticamente significante.
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FONTE: O autor (2023).

GRAFICO 7- Curva de mortalidade com a porcentagem de sobrevivéncia apés lesdo de isquemia
cardiaca dos grupos sham + veiculo, sham + etoricoxibe, ligadura + veiculo e ligadura + etoricoxibe
(n=16 a 18 por grupo). A colocacao das ligaduras ou falsa-cirurgia foram realizadas no dia 0. Do dia
14 ao 21 os animais foram tratados com veiculo ou etoricoxibe. Nos dias 19 e 20 os animais
passaram por modelo de lesao isquémica cardiaca. Os animais foram eutanasiados nos dias 21 ou

27. Foi utilizado o teste Logrank para comparagéo, p=0.3543.
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6.2.2 Perda 0ssea alveolar média em um modelo experimental de periodontite com
inibicao de COX-2

No vigésimo primeiro ou no vigésimo sétimo dia os animais foram
eutanasiados e tiveram suas mandibulas e maxilas removidas para quantificacdo da
perda Ossea alveolar nos diferentes grupos. Nao houve diferenca estatistica entre os
grupos ligadura que receberam ou veiculo (GRAFICO 8 E TABELA 1).

TABELA 1 — Dados analisados por ANOVA de duas vias seguida por pos hoc Bonferroni. Foi utilizado
o software GraphPad Prism vers&o 8. # Diferenga estatistica entre os grupos. Um valor de p<0.05 foi
considerado significativo.

Variavel Tratamento Sham (n=6) Ligadura F-valor p-valor

(n=8)
Distancia JCE a | Veiculo 0.471%0.098 1.293+0.3874 Periodontite- | 33.58 <0.0001
crista ossea | etoricoxibe | 0.501£0.113 1.093+0.390% tratamento 0.4828 | 0.4944

alveolar

Interagao 0.8943 0.3546
FONTE: O autor (2023).
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GRAFICO 8: Analise morfométrica da perda dssea alveolar em animais do protocolo 2. Imagem
representativa da distancia da jungdo cemento esmalte a crista dssea alveolar (mm) do segundo
molar superior esquerdo dos animais. Todos os dentes com ligadura apresentaram o mesmo padrao
de perda éssea alveolar. Os dados estdo expressos em média * SD e foram analisados por ANOVA

de duas vias seguida por pods teste de Bonferroni. *p<0,05
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6.2.3 Quantificagéo de nitrito e nitrato (NOx) em um modelo experimental de

periodontite e indugao de lesdo isquemia cardiaca

No GRAFICO 9, estdo expressos os dados de animais eutanasiados no 27°
dia de experimento, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os

grupos.
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FONTE: O autor (2023).
GRAFICO 9: Dados expressos em média + DP dos valores de NOx (umol/L) do protocolo 2. De 5 a 8
animais dos grupos sham + veiculo, sham+etoricoxibe, ligadura + veiculo e ligadura + etoricoxibe. A
colocacgéo das ligaduras ou falsa-cirurgia foram realizadas no dia 0. Do dia 14 ao 21 os animais foram
tratados com veiculo ou etoricoxibe. Nos dias 19 e 20 os animais passaram por modelo de lesao
isquémica cardiaca. A eutanasia foi realizada no dia 27. Dados foram analisados por Kruskall-Wallis.
p>0.05

6.2.4 Analise histolégica cardiaca dos ratos submetidos a lesdo de isquemia
cardiaca em um modelo experimental de periodontite com inibicdo de COX-2:

analise descritiva e avaliagao qualitativa do infiltrado inflamatério

Para analisar histologicamente os efeitos da inibicdo da COX-2 em ratos
com periodontite e lesdo de isquemia cardiaca. Os animais foram eutanasiados
randomicamente nos dias 21° ou 27° dia do experimento e seus coragdes foram
removidos para analise histologica descritiva e qualitativa. Nos animais do protocolo
2, ao qual todos foram submetidos a injecdo de isoprenalina por dois dias

consecutivos, todos os grupos apresentaram a presenga de células inflamatérias
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com hegemonia para células mononucleares, predominantemente linfocitos, uma
quantidade inferior de células polimorfonucleares foi obervada, o infiltrado
inflamatério foi gradativamente aumentado respectivamente nos grupos
sham+veiculo, sham+etoricoxibe; ligadura+veiculo e ligadura+etoricoxibe ao 27° dia
de eutanasia. Foram observadas lesbes multifocais, nucleos situados
perifericamente, pequenos e profundamente corados (picnoticos), enquanto outros
estavam situados centralmente e circundados por halos, bem como fragmentagéo de
cardiomiocitos, edema celular, cariolise, espacgo intertiscial aumentado, capilares
sanguineos dilatados e congestionados no grupo ligadura + etoricoxibe eutanasiado
no 27° dia comparado aos demais, neste grupo pode-se observar Infiltrado/fibrose
de células inflamatérias do miocardio superior aos demais. Na analise qualitativa os
cortes foram avaliados ao microscopio Optico, em aumento de 20x, e receberam
escores (0,1, 2, 3 e 4) quanto a presenga do infiltrado inflamatério. Sendo O-
ausente,1-pouco presente, 2- moderadamente 3- presente e 4-excessivamente
presente. A FIGURA 10 mostra os cortes histoldégicos realizados de animais
submetidos a eutanasia ao 21° (B.2; C.2; D.2 e E.2) ou ao 27° dia (B.1; C.1; D.1 e
E.1) Estatisticamente houve diferenga significante entre os grupos sham-veiculo e
ligadura-etoricoxibe eutanasiados no 27° dia (GRAFICO 10).



IS
\
Y.
3

=

E.1- Grupo Ligadura+etorixoxibe- 27° dia

E.1- Grupo Ligadura+etorixoxibe- 21° dia

FONTE: O autor (2023).
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FIGURA 10: As imagens representam a regidao do ventriculo esquerdo em coloragdo de hematoxilina
e eosina para analise do infiltrado inflamatério grupos naive, sham + veiculo, sham+etoricoxibe,
ligadura + veiculo e ligadura + etoricoxibe. A colocagdo das ligaduras ou falsa-cirurgia foram
realizadas no dia 0. Do dia 14 ao 21 os animais foram tratados com veiculo ou etoricoxibe. Nos dias
19 e 20 os animais passaram por modelo de lesdo isquémica cardiaca. Os animais foram

eutanasiados nos dias 21 ou 27.
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GRAFICO 10: Analise do infiltrado inflamatdrio em escores do ventriculo esquerdo dos grupos sham
+ veiculo, sham+etoricoxibe, ligadura + veiculo e ligadura + etoricoxibe. A colocagéo das ligaduras ou
falsa-cirurgia foram realizadas no dia 0. Do dia 14 ao 21 os animais foram tratados com veiculo ou
etoricoxibe. Nos dias 19 e 20 os animais passaram por modelo de lesdo isquémica cardiaca. Os
animais foram eutanasiados nos dias 21 ou 27. Dados expressos em média = SE e anallisados por

Kruskall-Wallis com pés teste de Dunn. *p=0.02 entre os grupos.

6.2.5 Analise histologica cardiaca dos ratos submetidos a lesdo de isquemia
cardiaca em um modelo experimental de periodontite com inibigao de COX-2:

quantificagao de fibras colagenas

Com o objetivo de avaliar a presenca de fibras colagenas no tecido cardiaco
dos animais infartados, foram confeccionadas laminas com coloracédo Tricrémico de
Mallory dos animais do protocolo 2 eutanasiados 21° e 27° dia de experimento

(FIGURA 11). Na imagem A observamos o grupo controle, e nas imagens B.1, C.1,
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D.1 e E.1 os animais eutanasiados ao 27° dia, e ao 21° dia (B.2 , C.2, D.2 e E.2),
observa-se a presenca de concentragdes fibras colagenas. Estatisticamente houve
diferenca significativa entre os grupos ligadura + etoricoxibe eutanasiados no 21 °
dia e 27°. (GRAFICO 13).

A- Grupo controle

W e ¥
D.1- Grupo Ligadura+veiculo-21° dia

D.1- Grupo Ligadura+veiculo-27° dia
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E.2- Grupo Ligadura+etorixoxibe- 21° dia

E.1- Grupo Ligadura+etorixoxibe- 27° dia

FONTE: O autor (2023).

FIGURA 11: As imagens representam a regido do ventriculo esquerdo em coloragéo de Tricrdmico de
Mallory para andlise fibras colagenas entre os grupos naive, sham + veiculo, sham+etoricoxibe,
ligadura + veiculo e ligadura + etoricoxibe. A colocagdo das ligaduras ou falsa-cirurgia foram
realizadas no dia 0. Do dia 14 ao 21 os animais foram tratados com veiculo ou etoricoxibe. Nos dias
19 e 20 os animais passaram por modelo de lesdo isquémica cardiaca. Os animais foram
eutanasiados nos dias 21 ou 27. Grupo controle (A), 27 (B.1, C.2, D.2 e E.2) e 21 dias (B.1, C.1, D.1
e E.1)
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FONTE: O autor (2023).

GRAFICO 13: Analise fibras colagenas em porcentagem do ventriculo esquerdo dos grupos sham +
veiculo, sham+etoricoxibe, ligadura + veiculo e ligadura + etoricoxibe. A colocagao das ligaduras ou
falsa-cirurgia foram realizadas no dia 0. Do dia 14 ao 21 os animais foram tratados com veiculo ou
etoricoxibe. Nos dias 19 e 20 os animais passaram por modelo de lesdo isquémica cardiaca. Os
animais foram eutanasiados nos dias 21 ou 27. Dados expressos em média + SE e anallisados por

Kruskall-Wallis com pds teste de Dunn.
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6.2.6 Deteccao de apoptose in situ no tecido cardiaco de ratos submetidos a leséo
de isquemia cardiaca em um modelo experimental de periodontite com
inibicdo de COX-2

Os animais do protocolo 2, eutanasiados no 21° ou 27° dia de experimento,
foram submetidos a andlise de células apoptoticas. As laminas (FIGURA 12)
receberam escores (0,1,2, 3 e 4) quanto a presenga de células apoptéticas. Sendo
0- ausente, 1-pouco, 2- moderadamente 3- presente e 4- muito presente (GRAFICO
14).
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FIGURA 12: Detecgdo de apoptose In Situ CardioTACS ™ no tecido cardiaco de ratos com
periodontite experimental e indugéo lesdo isquemica cardiaca, imagem A animal do grupo controle e

imagem B, C e D animais dos grupos ligadura+ etoricoxibe.
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GRAFICO 14: Analise de células apoptéticas em escores do ventriculo esquerdo dos grupos sham +
veiculo, sham+etoricoxibe, ligadura + veiculo e ligadura + etoricoxibe. A colocag¢ao das ligaduras ou
falsa-cirurgia foram realizadas no dia 0. Do dia 14 ao 21 os animais foram tratados com veiculo ou
etoricoxibe. Nos dias 19 e 20 os animais passaram por modelo de lesdo isquémica cardiaca. Os
animais foram eutanasiados nos dias 21 ou 27. n= 1 ou 2 animais por grupo. Realizada apenas

analise descritiva.

Na andlise quantitativa para células positivas ao ensaio (GRAFICO 15),
observa-se que nos grupos ligadura + etoricoxibe a presenga de células apoptéticas
foi maior. Foram utilizados de um a dois animais por grupo, logo, os resultados foram

analisados de forma descritiva.
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GRAFICO 15: Média + DP do nimero de células apoptéticas por campo do ventriculo esquerdo dos

grupos sham + veiculo, sham + etoricoxibe, ligadura + veiculo e ligadura + etoricoxibe. A colocagao
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das ligaduras ou falsa-cirurgia foram realizadas no dia 0. Do dia 14 ao 21 os animais foram tratados
com veiculo ou etoricoxibe. Nos dias 19 e 20 os animais passaram por modelo de lesdo isquémica
cardiaca. Os animais foram eutanasiados nos dias 21 ou 27. n= 2 animais por grupo. Realizada

apenas analise descritiva.

6.2.7 Dosagem de prostaciclina de ratos submetidos a lesdo de isquemia cardiaca

em um modelo experimental de periodontite com inibicao de COX-2

Os valores de prostaciclina presente no plasma dos animais do protocolo 2

podem ser observados no GRAFICO 16. Ndo houve diferenga estatistica entre os

grupos.
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GRAFICO 16: Dados expressos em média + DP dos valores de Prostaciclina (ng/L) de 5 a 8 animais
dos grupos sham + veiculo, sham+etoricoxibe, ligadura + veiculo e ligadura + etoricoxibe. A
colocagéo das ligaduras ou falsa-cirurgia foram realizadas no dia 0. Do dia 14 ao 21 os animais foram
tratados com veiculo ou etoricoxibe. Nos dias 19 e 20 os animais passaram por modelo de leséo
isquémica cardiaca. Os animais foram eutanasiados nos dias 21 ou 27. Dados anallisados por

Kruskall-Wallis. Sem diferenca estatestica entre os grupos.
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7 DISCUSSAO

Um levantamento epidemiolégico em escala nacional, realizado em 2010
pelo Mininistério da Saude, denominado Projeto SB Brasil (saude bucal) evidenciou
que o percentual de individuos com doenga periodontal foi de 37% para a idade de
12 anos, 49,1% para a faixa de 15 a 19 anos, 82,2% para os adultos de 35 a 44
anos e 98,2% nos idosos de 65 a 74 anos. O novo Projeto de SB Brasil, pactuado
para 2020, tinha como previsédo de inicio 2021, mas teve a execugao estendida em
decorréncia da emergéncia sanitaria do coronavirus (SECRETARIA DE ATENCAO
PRIMARIA A SAUDE (SAPS), 2023).

Diversos estudos com metodologias variadas (MENDONCA et al. 2018,
2019; LIMA et al., 2020; BATISTA et al., 2011) demostram que individuos com
periodontite tém maior risco de doenca cardiovascular do que aqueles sem a
doenca, ou ainda com formas mais brandas da doenca (AKHI et al., 2019). A
periodontite € considerada pela Sociedade Brasileira de Cardiologia como um
indicador para o estado de saude cardiovascular (SIMAO et al., 2013). Estudos
experimentais, clinicos e translacionais exploram os mecanismos contidos na
associacao ente DP e DCVs. As principais vias incluem a disbiose
do microbiota oral, vias inflamatérias, padrbées moleculares associados a patégenos
e padrboes moleculares associados a danos, receptores de reconhecimento de
padrées, via entero-salivar do nitrato-nitrito-oxido nitrico, disfungdo endotelial e
modificagdes epigenéticas. Tendo em vista essas vias de ligagcdes diretas e
indiretas, alguns estudos propdéem a DP como um fator de risco modificavel néo
tradicional emergente para DCVs (CARRIZALES-SEPULVEDA et al., 2018 ;DEL
PINTO et al., 2020; PRIYAMVARA et al., 2020; ALTAMURA et al., 2023).

Decorrente da periodontite, € gerada uma inflamacao sistémica de baixo
grau pela producao e transbordamento para a corrente sanguinea de mediadores
inflamatérios, ha aumento na expressdao de moléculas e producdo de espécies
reativas de oxigénio, que afetam a funcao endotelial. Especificamente, o TNF-a e a
IL-6 s&o citados como responsaveis pela redugdao da producdo de NO e,
consequentemente, pela disfungcdo endotelial, que esta relacionada ao aumento da
expressao de COX-2 (GURAYV, 2014; TSIOUFIS et al., 2011). Apesar de a isoforma
da COX-2 ser marcadamente inflamatéria, sua inibicao se relaciona positivamente a
desordens cardiacas (MENDES, 2012).
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Modelos animais sao amplamente utilizados para investigacédo da doenca
periodontal na literatura, sendo relatado o uso de diversas espécies. Um dos animais
mais utilizados na literatura em estudos de periodontite experimental é o rato, pois
apresenta baixo custo para manutencdo, sua manipulagcdo é facil e apresenta
caracteristicas do periodonto, bem como da patogénese da doencga periodontal e da
microbiota semelhantes ao homem, além de a doencga progredir para uma destruigao
crbnica em poucas semanas, 0 que otimiza as pesquisas. Entre as espécies mais
utilizadas destacam-se Wistar e Spraque-Dawley (STRUILLOU et al., 2010). E
considerado um modelo valido e adequado para estudar a relagao entre periodontite
e comorbidades sistémicas (HAJISHENGALLIS et al., 2021).

A escolha de indugcdo de doenga periodontal neste estudo foi a ligadura.
Além da ligadura, outras formas de indugdo da periodontite experimental sao
relatadas, com destaque para a introdugdo de microorganismos patogénicos por
meio de gavagem e por meio de injegdes de bactérias inativadas ou LPS bacteriano,
(DE MOLON, 2012) Estes métodos de fato sdo muito utilizados para estabelecer
doencga periodontal em modelos animais, entretanto esses métodos levam mais
tempo — em torno de quatro a seis semanas — para produzir perda Ossea
significativa quando comparado ao uso da ligadura, além de terem um custo mais
elevado (LIN et al., 2021).

A maioria dos estudos utiliza uma ou duas ligaduras para avaliar os efeitos
locais da periodontite (KOSE et al., 2017; RIBEIRO et al., 2021; KOCAMAN et al.,
2021). Pesquisas anteriores tém mostrado que para o desenvolvimento de
alteracdes sistémicas é necessario o uso de no minimo trés ligaduras (MA et al.,
2011). A fim de proporcionar uma inflamacdo de maior magnitude para avaliagéo
das alteracbes sistémicas, neste estudo utilizamos quatro ligaduras de fio de
algodao em ratos Wistar. Metodologia que esta de acordo com estudos prévios
(BRITO et al., 2013; OLCHANEHSKI et al., 2018).

Os estudos de MENDES et a., 2012, MORO et al., 2019, HOLZHAUSEN et
al., 2002 mostram que quando iniciado precocemente, o uso do inibidor seletivo da
COX-2 previne a perda 6ssea decorrente da periodontite em modelos experimentais.
Semelhante resultado foi encontrado no estudo de Azoubel et al., (2005), em que a
inibicdo da COX-2 foi iniciada 5 dias apds a instalagdo das ligaduras. No presente
estudo, o inibidor seletivo da COX-2 utilizado, etoricoxibe, ndo apresentou efeito

protetor para a perda éssea alveolar, pois 0 seu uso foi iniciado no décimo quarto dia
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de inducao da doenga, quando o processo inflamatério ja estava estabelecido. Estes
resultados também foram encontrados no estudo de Mendes et al., (2014). Essa
auséncia de efeito sobre a perda éssea alveolar era esperada considerando o tempo
de inicio de tratamento. Ademais, neste trabalho o objetivo foi avaliar o efeito
sistémico da inibicado da COX-2.

Em uma revisdo sistematica com meta-analise realizada em 2023, por
ISIORDIA-ESPINOZA et al.,, com o objetivo de avaliar a eficacia analgésica dos
inibidores da COX-2 versus outras drogas na cirurgia periodontal, os autores
concluiram que os agentes inibitérios seletivos da COX-2 produzem melhor alivio da
dor em comparagao com o placebo ou outras drogas (AINEs- n&o seletivos da COX-
2 e (licocorticosteroides) apds a cirurgia periodontal. Apesar de sua extensa
utilidade terapéutica relatada na literatura, a seguranca do uso dos inibidores
seletivos da COX-2 durante processos inflamatorios crénicos — assim como a
periodontite — ainda nao esta estabelecida. Sabe-se que os COXIBES podem elevar
o risco de complicacbes cardiovasculares, o que contraindica o uso dessas
medicagdes a esses pacientes especificos. Porém, o uso durante demais processos
inflamatdrios crénicos requer investigagao.

Ao longo dos anos houve uma intensa busca cientifica a respeito da
seguranga e associagao de risco ao sistema cardiovascular pelo uso dos inibidores
seletivos da COX-2. Como no estudo do VIGOR que mostrou que o uso prolongado
de rofecoxib esta associado ao dobro do risco de ataque cardiaco ou acidente
vascular cerebral comparado ao placebo (BOMBARDIER et al.,, 2000).
Adicionalmente, evidéncias cientificas demostraram que as complicagdes no sistema
cardiovascular inerentes ao uso de COXIBES s&o relacionadas ao uso continuo
(SALVO et al., 2014; FITZGERALD, 2004). Em 2016 o fabricante de capsulas de
celecoxibe, Pfizer, financiou dois estudos: Macdonald et al., (2017) e Nissen et al.,
(2016). No estudo de Nissen et al.,, (2016) realizado para o FDA, foram
selecionados participantes que necessitavam do uso de AINEs para osteoartrite ou
artrite reumatoide e apresentavam maior risco cardiovascular, o estudo foi
denominado Prospective Randomized Evaluation of Celecoxib Integrated Safety
versus Ibuprofen or Naproxen (PRECISION) e em um segundo estudo realizado por
Macdonald et al., (2017), denominado: Randomized trial of switching from prescribed
non-selective non-steroidal anti-inflammatory drugs to prescribed celecoxib: the

Standard care vs. Celecoxib Outcome Trial (SCOT) para a European Medicines
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Agency (EMA) comparando a seguranga cardiovascular de mudar para celecoxibe
versus continuar a terapia com anti-inflamatérios nao esteréides nao seletivos
convencionais em um ambiente europeu, no qual os autores relatamque eventos
cardiovasculares adversos foram infrequentes e semelhantes com celecoxib e
AINEs, sem vantagem de uma estratégia de troca de AINEs prescritos por celecoxib
prescritos (MACDONALD et al., 2017). No estudo realizado em 2016, concluiram
que, em relagdo aos riscos cardiovasculares, ndo existe diferenca significativa entre
esses trés AINEs (NISSEN et al., 2016). Varios outros estudos também relacionaram
o risco de DCV com AINEs (FITZGERALD, 2004). A meta-analise forneceu
evidéncias de que o risco de eventos CV é ligeiramente elevado em muitos AINEs
(TRELLE et al., 2011), mas o estudo PRECISION mostrou que esses riscos nao
diferem significativamente entre o celecoxibe e outros AINEs comumente usados
(AILANI et al., 2023). Segundo Bindu et al., (2020), apesar de esses ensaios
clinicos randomizados fornecerem evidéncias 'padrao-ouro', suas interpretacdes sao
questionadas na comunidade cientifica. Em 2017, FITZGERALD apontou uma série
de questbes relacionadas a interpretacdo do estudo PRECISION (FITZGERALD,
2017). Bindu et al, (2020) mencionam que independente das nuances da
interpretacédo de diferentes estudos, ndo ha duvida sobre a ligagdo entre o uso de
AINEs e a saude cardiovascular comprometida.

O desequilibrio entre TXA2 e PGI2 é uma possivel explicacdo para as
injurias cardiovasculares (BINDU et al., 2020.) Uma correlagdo positiva entre o
aumento da poténcia inibitéria do PGHS-2 com o aumento dos incidentes de DCVs
foi relatado por Garcia-Rodriguez et al., (2008). Contrariamente aos estudos que
utilizaram pacientes com uso continuo de COXIBEs, estudos propuseram duvidas
sobre o risco de eventos coronarianos com doses baixas por curto prazo, o que € o
caso do uso sobre prescricdo médica para controle da dor aguda ou febre (MOORE
et al., 2020). No Brasil, apenas o celecoxibe e o etoricoxibe sdao comercializados,
ambos com retencéo de receita médica (RESOLUCAO RDC79).

Nesta pesquisa optou-se pela utilizagado do farmaco Etoricoxibe, pois quando
comparado ao Celecoxibe apresenta seletividade pela COX-2 muito superior
(SAXENA et al.,, 2005). Uma possibilidade para inibicdo seletiva da COX-2 é a
utilizacdo de compostos quimicos exclusivos para uso laboratorial, estes apresentam
altas taxas de seletividade e especificidade (QUEIROZ-JUNIOR et al., 2009) porém

optou-se pelo uso de um medicamento disponivel ao uso clinico, desta forma
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aproximando-se da pratica clinica diaria profissional. A administracdo da medicagcao
foi iniciada ao décimo quarto dia, periodo em que de acordo com o Protocolo 1, os
animais ja apresentaram uma perda éssea alveolar bem estabelecida com diferenga
entre os grupos sham e ligadura (p<0,05). Nota-se também que nao houve diferenca
na perda ossea alveolar entre os animais eutanasiados aos 14 ou 21 dias, o que
mostra que aos 14 dias os animais parecem entrar em uma fase crbnica da
inflamacéo. O que converge com dados ja mostrados na literatura, com a presencga
de alteragdes sistémicas (GRAVES et al., 2012).

Para avaliar o papel da COX-2 na fisiopatologia das alteracdes
cardiovasculares induzidas pela periodontite, utilizou-se um modelo de inducéo de
infarto com elevadas doses subcutaneas de isoprenalina para posterior analise
histolégica do tecido cardiaco, este modelo foi reportado anteriormente em outros
trabalhos (FILHO et al., 2011; ASAIKUMAR et al., 2019). Ha& outros modelos animais
de IAM que necessitam de uma cirurgia invasiva. Um método muito utilizado para
induzir o IAM é a obstrugcdo da artéria coronaria. Para isso ha a necessidade de
exposicao do coragdo por meio de toracotomia, abertura do saco pericardico e a
oclusdo da artéria coronaria com sutura (JOHNS; OLSON, 1954; CAMILLERI et al.,
1981). Ainda que seja um modelo frequentemente utilizado, a cirurgia de torax
aberto em roedores pequenos ocasiona uma alta taxa mortalidade no perioperatorio,
devido aos riscos anestésicos, do processo cicatricial das feridas cirurgicas e das
reacdes inflamatorias. Além de requerer habilidade cirurgica e ainda pode resultar
em infartos de tamanhos variaveis (VAN DEN BOS et al., 2005).

Em nosso estudo, a indugdo da lesao isquémica cardiaca foi realizada por
meio da administragédo de isoprenalina (25 mg/kg, s.c) por dois dias consecutivos. A
dose utilizada foi determinada através de testes realizados previamente por nosso
grupo de pesquisa. Em relacdo a taxa de mortalidade apds a indugao de leséo
isquémica cardiaca, em nosso estudo foi em média de 25%. No estudo de Acikel et
al em (2005) foi de 33,33% e no estudo de FILHO et al., (2011) a mortalidade foi de
25%. Nao houve diferenca na taxa de sobrevivéncia entre nossos grupos
experimentais (p=0.3543). A inducdo da periodontite e/ou inibicado da COX-2
pareceram nao interferir na taxa de mortalidade imediata apds lesao isquémica.

A avaliagdo das alteragdes histolégicas no tecido cardiaco caracterizadas
pelo infiltrado inflamatdrio foram realizadas de forma descritiva e qualitativamente

através dos escores. Na analise qualitativa do infiltrado inflamatério do protocolo 1,
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houve diferenga estatisticamente significante entre o grupo controle e ligadura 14 e
21 dias. (p<0,05). Esses dados juntamente com os achados histopatolégicos
mostram que apenas a indugao da periodontite € suficiente para gerar alteragbes no
tecido cardiaco dos animais.

No estudo Yu et al., (2009), em um modelo animal, utilizando caes com
periodontite induzida por quatro ligaduras, a analise histolégica do tecido cardiaco,
demostrou que a presenca de infiltrado inflamatério foi estatisticamente significativa
em atrios do grupo periodontite (p<0,05), porém apesar da elevacado do infiltrado
inflamatdrio nos ventriculos, a analise nao foi estatistica significante. Ja no estudo de
Kose et al., (2017), em que a indugdo da periodontite ocorreu por meio de duas
ligaduras durante 35 dias, houve maior infiltragcdo de células inflamatorias,
degeneracdo de miodcitos e alteracbes endoteliais capilares nos animais com
periodontite (p<0,05). Komacan et al., (2021), em um modelo animal com a
colocagao de somente uma ligadura por 30 dias, demonstrou diferenga estatistica na
prevaléncia de cardiomiocitos, graus de desorganizacao, deformidade, hialinizacao,
vacuolizagao intracitoplasmatica e picnose nuclear no grupo periodontite comparado
ao controle (p<0,05).

A fim de avaliar a interagdo entre periodontite, doengas cardiovasculares e
inibicdo seletiva da COX-2, foi realizado o protocolo 2 como previamente descrito.
Na andlise descritiva pode-se observar uma maior fragmentagdo de cardiomidcitos,
edema celular, cariolise, espacgo intersticial aumentado, capilares sanguineos
dilatados e congestionados, infiltrado/fibrose de células inflamatérias do miocardio
no grupo ligadura + etoricoxibe eutanasiado no 27° dia comparado aos demais,
assim como na anadlise qualitativa, estatisticamente houve diferenga significante
entre os grupos sham-veiculo e ligadura-etoricoxibe eutanasiados no 27° dia
(p<0,05). Tanto na analise qualitativa quanto os achados na analise descritiva, o
infiltrado inflamatério mais significativo foi nos grupos que tinham a associagao de
periodontite e a administragcdo da medicacéao inibitéria da COX-2. Logo, a inibigao
seletiva da COX-2 parece exacerbar alteragbes cardiacas induzidas por isoprenalina
em modelos de periodontite.

Em relacdo a analise de porcentagem de fibras colagenas do ventriculo
esquerdo, os animais do protocolo 1 apresentaram diferenca estatisticamente
significante entre o grupo controle e ligadura 21 dias. p<0,05). Resultado similar foi

encontrado no estudo Kose et al., 2017, em que houve significante acumulo de
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colageno no grupo de animais com periodontite em comparagao ao grupo controle
apos 35 dias (p<0,05). No protocolo 2 ndo houve diferengca nos grupos eutanasiados
ao 21° dia, bem como entre os grupos eutanasiados ao 27° dia. Segundo
Frangogiannis, em 1996, apds o terceiro dia de infarto ocorre o acumulo de colageno
tipos | e lll e somente torna-se bem organizado apds 14 dias, isso explica a menor
quantidade de fibras colagenas observada neste estudo, visto que os animais foram
eutanasiados apos 24 horas ou 7 dias da lesédo isquémica, periodo bastante inferior
quando comparamos ao estudo como de Ramom, em 2011, em que as analises
foram realizadas sessenta dias pds indugao de infarto. A cicatrizacdo do miocardio
pos-infarto é dividida em diferentes estagios: necrose, inflamacéo e fibrose,
proliferagdo e remodelamento. E a longo prazo, maturagdgo (DOBACZEWSKI,
GONZALEZ-QUESADA; FRANGOGIANNIS, 2010). O processo de cicatrizagao do
miocardio € vital para assegurar a integridade do coracao e € chamado de fibrose de
reparagao (TANAKA et al., 2016). Uma resposta fibrética exacerbada pode originar
disfuncao sistdlica e diastdlica, maior suscetibilidade a arritmias devido a alteracao
da sinalizagdo intercelular, levando ao comprometimento da fungcdo cardiaca
(FRANCIS STUART et al.,, 2016). A redugdo da contratilidade geral do lado
esquerdo do ventriculo pode ser afetada por um aumento persistente na quantidade
de colageno tipos | e lll , isso gera alteragbes na organizagcao estrutural do
endomisio e perimisio e violacdo das propriedades eletromecanicas do coragao
(SHEVCHENKO; PLOTNITSKY; ULBASHEV, 2023).

No protocolo 1 houve redugédo na biodisponibilidade de NOx aos 14 dias.
Esta redugdo foi restaurada aos 21 dias (p<0,05). O NO esta relacionado a
processos inflamatérios e sua reducdo caracteriza uma disfuncdo endotelial. Neste
estudo, ao 21° dia houve restabelecimento dos niveis iniciais de NO. No estudo de
Ribeiro et al., (2021), os autores induziram a periodontite experimental por meio de
02 ligaduras durante 14 dias, o NO foi quantificado pelo método de
quimiluminescéncia no plasma, e foi observado aumento significativo dos niveis
plasmaticos de NO nos animais do periodontite experimental comparado ao controle.
Niveis altos de NO aumentam o dano de proteinas e lipidios celulares, levando a
progressdo da doencga periodontal. A doenca periodontal também tem sido
associada a disfuncdo endotelial transitoria (RIBEIRO et al., 2021). Estudos clinicos
tém demostrado que pacientes com periodontite apresentaram aumento da
concentragao plasmatica de NO (nitrato e nitrito) (MENAKA, et al., 2009).
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No protocolo 2 a quantificagao de nitrito e nitrato (NOXx) foi realizada apenas
nos animais eutanasiados ao 27° dia, porém nao houve diferenca estatisticamente
significante entre os grupos (p>0.05). No estudo de Behal et al., (2009) e Lv et al.,
(2007) exibiram um aumento na biodisponibilidade de NO. A elevagao do NO indica
um processo inflamatorio crénico, por meio do aumento da expressdao da INOS,
produzindo assim propor¢gdes maiores de NO. Em contrapartida, a diminuicdo do NO
caracteriza uma disfuncao endotelial, esta por sua vez pode ser desencadeada por
uma resposta inflamatéria. Sabe-se que a atividade biolégica do NO reduzida,
ocasionada pela redugado na sintese e o aumento da degradagao pelo estresse
oxidativo, tem sido identificada como o mecanismo de maior impacto no processo
multifatorial na disfuncdo endotelial e na participacdo das principais disfuncdes
cardiovasculares (DIAS et al., 2011). A diminuicdo na biodisponibilidade do NO e a
disfuncao endotelial determinam, no ambiente vascular, o desencadeamento de
eventos como alteragdes no tonus, disfungdes trombdticas, proliferagdo e migragéo
de células musculares lisas (CML), e adesdo de leucécitos (MADAMANCHI,
VENDROV, RUNGE , 2005). Por sua vez a resposta inflamatéria gerada pode nao
ser suficiente para induzir uma expressao de iINOS, mas pode ser suficiente para
causar disfungcdo endotelial e, portanto, diminuir a producdo de NO pela eNOS.
Estudos tém relacionado o aumento da inflamagdo com a diminuicdo da
disponibilidade de NO, promovendo evidéncias de que inflamagcdo ou infeccao
cronica podem causar disfun¢ao endotelial (TEIXARA et al., 2014).

Estudos tem demostrado que a inibicado de PGHS pode levar ao acumulo de
AA que pode aumentar a disfungdo mitocondrial cardiaca (BINDU et al., 2020) Em
analises de microarray de cardiomidcitos tratados com diclofenaco e celecoxibe, a
expressdo dos genes associados a sinalizagcdo de calcio e potassio foram
significativamente afetados pelos AINEs, juntamente com o envolvimento das
principais vias de sinalizagao, incluindo a apoptose. (OH et al., 2018) No presente
estudo, um Kit de Deteccdo de Apoptose In Situ CardioTACS™ (4827-30-K) foi
usado para detectar células apoptéticas no tecido cardiaco. Foram realizadas
analises qualitativa e quantitativa, de forma descritiva Ambas analises mostraram
maior presencga de células apoptéticas nos grupos ligadura + etoricoxibe, o que
reforca a sugestdo de que a associagado da periodontite experimental e a inibigdo

seletiva da COX-2 pode ser potencialmente deletéria e levar a apoptose celular.
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Em relacdo aos resultados dos valores médios de prostaciclina, no protocolo
1 houve diferengca estatisticamente significante entre os grupos 14 e 21 dias
(p=0.01). No protocolo 2, esperava-se diferenga entre os grupos uma vez que na
Inibicdo seletiva da COX-2, pode ocorrer uma reducdo na quantidade de
prostaciclina (PGI2) produzida no endotélio (MUSCARA et al. (2000). No entanto,
nao houve diferengca entre os grupos experimentais do protocolo 2 nos valores
meédios de prostaciclina. As espécies reativas do oxigénio (EROs) sdo geradas em
grande quantidade durante o estresse oxidativo, em altas concentragcdes podem
danificar organelas celulares, acidos nucleicos, lipideos e proteinas (VALCO et al.
2007). As enzimas antioxidantes sdo primeira linha de defesa contra as espécies
ativas de oxigénio (BELLO-KLEIN et., 2001) porém estudos indicam que sua
atividade enzimatica € reduzida em tecidos submetidos a situagdes isquémicas
(KHAPER, SINGAL, 2001; HILL, SINGAL, 1997) e o aumento na concentragcéo
EROs pode inibir a atividade enzimatica (MIYAMOTO et al., 2006). Estudos
demostraram as EROs reduziriam a produgcao do vasodilatador prostaciclina,
danificando o endotélio e diminuindo a capacidade das células de converter o acido
araquidénico em prostaciclina (KANU et al., 2011).

O presente estudo sugere que a inibicao seletiva da COX-2, em ratos com
periodontite, pode exacerbar alteragdes cardiovasculares, como maior quantidade
de infiltrado inflamatério e fibras colagenas. A realizagdo de mais estudos é
necessaria, para melhor entendimento da relagdo da doenca periodontal e inibidores
seletivos de COX2 com o risco de desenvolvimento de doengas cardiovasculares,
bem como verificar a seguranga do uso desses farmacos durante processos

inflamatorios sistémicos.
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8 CONCLUSAO

- Os resultados obtidos neste estudo sugerem que a inibigao seletiva da COX-2
durante um processo inflamatério crénico, como a periodontite, pode
exacerbar alteragdes nos tecidos cardiovasculares;

- O etoricoxibe nao preveniu a perda oOssea alveolar em um modelo de
periodontite experimental quando iniciado ao 14° de induc&o da doenca;.

- O grupo Ligadura+etorioxibe eutanasiado ao 27° dia de experimento
apresentou a maior quantidade de fibras colagenas no tecido cardiaco apds
isquemia cardiaca induzida por isoprenalina;

- Os grupos Ligaduratetorioxibe eutanasiados ao 21° ou ao 27° dia de
experimento apresentaram um maior infiltrado inflamatério no tecido cardiaco
apos isquemia cardiaca induzida por isoprenalina;

- O numero de células apoptdticas foi maior nos grupos Ligadura+etorioxibe
eutanasiados ao 21° ou ao 27° dia de experimento apds isquemia cardiaca
induzida por isoprenalina;

- Nao houve diferenca na quantificacdo de NOx dos animais do protocolo 2, o
que sugere que as alteragdes observadas nao tenham itereferéncia da via do

oxido nitrico.
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