UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE ARARAQUARA

MARIANA NOGUEIRA DE
FIGUEIREDO

“Efeito da inibicao da ativacio plaquetaria
durante o desenvolvimento da doenca
periodontal em ratos”

ARARAQUARA
2010




UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE ARARAQUARA

MARIANA NOGUEIRA DE
FIGUEIREDO

“Efeito da inibicao da ativacio plaquetaria
durante o desenvolvimento da doenca
periodontal em ratos”

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos
Graduagdo em Odontologia — Area de
Periodontia, da Faculdade de Odontologia
de Araraquara, Universidade Estadual
Paulista, para o titulo de mestre em
Odontologia.

Orientador: Prof. Dr. Luis Carlos
Spolidorio

ARARAQUARA

2010




Figueiredo, Mariana Nogueira de

Efeito da inibi¢do da ativacdo plaquetaria durante o
desenvolvimento da doenga periodontal em ratos / Mariana Nogueira
de Figueiredo.— Araraquara: [s.n.], 2010.

57 f. ;30 cm.

Dissertagdo (Mestrado) — Universidade Estadual Paulista,
Faculdade de Odontologia

Orientador : Prof. Dr. Luis Carlos Spolidorio

1. Plaquetas 2. Periodontite 3. Inibidores da agregacdo de
plaquetas 4. Inflamagao 1. Titulo

Ficha catalografica elaborada pela Bibliotecaria Marley C. Chiusoli Montagnoli, CRB-8/5646
Servigo Técnico de Biblioteca e Documentagdo da Faculdade de Odontologia de Araraquara / UNESP



MARIANA NOGUEIRA DE FIGUEIREDO

EFEITO DA INIBICAO DA ATIVACAO PLAQUETARIA DURANTE O
DESENVOLVIMENTO DA DOENCA PERIODONTAL EM RATOS

COMISSAO JULGADORA

DISSERTACAO PARA OBTENCAO DO GRAU DE MESTRE

Presidente e Orientador: Prof. Dr. Luis Carlos Spolidorio
2° Examinador: Prof. Dr. Joni Augusto Cirelli

3° Examinador: Prof*. Dr* Claudia Maria coelho Alves

Araraquara, 24 de marco de 2010



DADOS CURRICULARES

Mariana Figueiredo

NASCIMENTO 26 de Marco de 1982 — Sao Luis/ MA

FILIACAO Silvio Luiz de Figueiredo

Teresa Cristina Nogueira de Figueiredo

2000-2006 Graduagdo em Odontologia
Universidade Federal do Maranhdo — UFMA

2006-2008 Especializacdo em Implantodontia
APCD — Araraquara/SP

Pds-graduacdo em Periodontia — Nivel de Mestrado
2008-2010 Faculdade de Odontologia de Araraquara
Universidade Estadual Paulista - UNESP



Dedicatoria

Aos meus pais, Silvio e Cristina, pelo amor, dedicacdo e exemplo que me fazem,
cada dia mais, me espelhar em suas trajetorias. Ndo consigo imaginar como teriam sido
esses dois anos sem o apoio e a presenca de voc€s. Minha admiracdo e gratidao por

vocés sao inexplicaveis.

Aos meus irmdos, Vinicius e Victor (Lecio), pelo apoio e companheirismo de

sempre. Amo vocés. Agradego a Deus nosso convivio.

A minha avo, Ruth, querida, linda, maravilhosa. Pelo amor e carinho de sempre,
pelas conversas inspiradoras, por ser simplesmente ela, simplesmente avo, a melhor que

eu poderia ter.



Agradecimentos especiais

A Deus, por me mostrar, dia apds dia, que verdadeiramente todas as coisas
cooperam para o bem daqueles que O amam. Nao tenho duvidas da Sua mao durante
todos os momentos que aqui vivi, nas pessoas que me acolheram, nas oportunidades que
me foram dadas. E, muito mais do que nesta conquista, eu me glorio nas tribulagdes que

aqui passei. Pois estou certa de que elas operaram em mim a paciéncia e perseveranca.

Ao Prof Dr. Luis Carlos Spolidorio, pelo empenho dedicado a esta pesquisa e pela
compreensdo em meus momentos de auséncia. Sua maestria em exercer essa profissdo ¢
encantadora. Lembrangas guardadas no coragdo sdo inesqueciveis, e € nele que guardo

cada um de nossos momentos. Minha eterna admiragao e gratiddo.

A mestranda Leila Santana Coimbra, pela decisdo dificil de seguir com este
trabalho durante minha auséncia, trabalhando arduamente e brilhantemente, diga-se de
passagem. Muito obrigada e perddo por ndo ter podido partilhar desses momentos de

maneira mais intensa.

Ao Prof. Dr. Joni Augusto Cirelli, pela compreensdo e apoio durante minha

auséncia e pela competéncia com que coordenou este curso ao longo desses anos.

A amiga irm3, Alliny de Souza Bastos (Querida Clementina), ter te conhecido e
convivido contigo foi um dos meus melhores presentes aqui. Obrigada por tudo, sentirei

saudades.

A Regina Licia, pela ateng¢do, carinho e paciéncia em todos os momentos em que

sua ajuda foi requisitada.



Agradecimentos

A Faculdade de Odontologia de Araraquara, na pessoa de seu Diretor, Prof. Dr,

José Claudio Martins Segalla, e Vice-Diretora Andreia Affonso Barreto Montandon.
Aos docentes do curso de pos-graduacao, pelo exemplo e formagao.

Ao amigo, José Antdnio Zuanon, pela ajuda na preparacdo dos blocos e cortes

histoldgicos.

Aos colegas do curso de Pds-graduagdo, pelo convivio agradavel ao longo

desses anos.

A todos os funcionarios da Disciplina de Periodontia, pela cooperacdo e

convivéncia harmonica.



“A mente que se abre a uma nova idéia jamais
voltara ao seu tamanho original.”

Albert Einsten



Sumario

RESUIMO. ...t 10
ADSTIACL. .ttt sttt 11
L INTRODUGAO. ... 12
2 REVISAO DA LITERATURA . ...ccoettuiirierierieniieeieeiesiesies e sessseeseeseons 14
2.1 Ativagao plaquetaria e a doenga periodontal............cccceevieeiienieniieennnnnne 14
2.2 Doenga periodontal experimental............cccoeeevieriiieiiiieniieeeiie e 16
2.3 Antiagregantes plaqUeEtATios.........cooueeiuieriieiiienieeiie sttt 18
3PROPOSICAO. ...t 22
4 OBJETIVO GERAL.....coiiiieeeeeteeee ettt 22
5 OBJETIVOS ESPECIFICOS........oovriimiiieiiieiieseieee e 22
6 MATERIAL E METODOS..........oviiieieeieeeeeeeeeeeeeeeee oo 23
0.1 ANIMATS..cvviiiiiiiieeiteeete ettt sttt et sttt et sbe ettt enbeenne 23
6.2 Avaliagdo prévia dos efeitos da aspirina, ticlopidina e clopidogrel sobre a
quantidade de plaquetas € leucOcitos NO SANGUE..........cccvveerveeerreeerreeeiieenne, 23
6.3 Indugdo da doenga periodontal experimental.............cccoeeevveeriiiieriiieenneen, 24

6.4 Avaliagdo do efeito da aspirina, ticlopidina e clopidogrel sobre a evolucio da

doenga periodontal............cccveviieiiiiiiieiece e 25
6.5 Tratamento com aspirina, ticlopidina e clopidogrel.........c..ccceevverrrennennne. 25
6.6 Obtengdo das amostras e delineamento experimental............cccccccvveeenennnn. 26

6.7 Determinagao da concentra¢do de TNF-a, IL-6 € TXA2.......cccvvvevvveennenn. 27



6.8 ANAlise hiStOIOZICA.......eeevieriieiiieiieeieeiie et 27

6.9 ANAlISE EStAtISTICA. . .eueiiiiiiiieiieie e 29
T RESULTADOS. ...ttt sttt 30
7.1 Avliagdo do peso e aspectos gerais doS animais.........ceeeveereeeeveerneeeneene. 30

7.2 Avaliagdo da quantidade de plaquetas e leucdcitos circulantes no sangue de ratos

tratados com aspirina (30mg/Kg), ticlopidina (300mg/Kg) e clopidogrel

(25MEIKZ) .ottt 30
7.3 Analise da concentragdo de CItOCINGS.........cc.eeevveieiureeecieeeeieeeeieee et 32
7.4 Analise hiStOlOZICA......c.ueieiiieeiie ettt e e 34
7.4.1 Anélise descritiva das alteragdes histologicas..........ccceveeeeiiinieiiiennnne 34
7.4.2 Anélise quantitativa da reabSOrcao 0SS€a.........cccueeueerveesiienieeieeniieeieans 42
8 DISCUSSAD.....ceuieeirniireiseeisesiss ettt 44
9 CONCLUSAO. ...t 48

TO REFERENCIAS ..o e e s oo en e 49



Figueiredo MN. Efeito da inibi¢do da ativag@o plaquetaria durante o desenvolvimento
da doencga periodontal em ratos [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de

Odontologia da UNESP; 2010.

Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da administragdo da aspirina (AAS), do
clopidogrel (Clo) e da ticlopidina (Tic) sobre a evolug¢do da periodontite experimental
em ratos. Cinquenta ratos (Rattus norvegicus albinus, Holtzman) foram distribuidos
aleatoriamente em 5 grupos (n=10), sendo 1 controle ¢ 4 submetidos a periodontite
através da instalacdo de ligadura bilateral na regido de primeiro molar inferior. Os ratos
submetidos a periodontite experimental foram tratados com solu¢do de NaCl 0.9%,
AAS (30mg/kg), Clo (75 mg/kg) e Tic (300 mg/kg), com uma Unica dose e diariamente,
via gavagem. Apds 15 dias de tratamento, os animais foram sacrificados, as hemi-
mandibulas do lado direito removidas para analise histologica e as gengivas do lado
esquerdo para avaliacdo da expressdo de TNF-a, IL-6 ¢ TXA-2 por ELISA. O
tratamento com as drogas antiplaquetdrias induziu diminui¢do da expressdo dos
mediadores proinflamatérios analisados. Histologicamente, os animais tratados com
drogas antiplaquetdrias apresentaram gengiva com menor quantidade de células
inflamatérias e maior quantidade de feixes de fibras coldgenas suprajacentes ao 0sso
alveolar. Os valores das medidas morfométricas foram significativamente menores nos
animais tratados com derivados tienopiridinicos , enquanto os animais tratados com
AAS apresentaram  apenas uma tendéncia a menor reabsor¢do Ossea quando
comparados ao grupo NaCl 0,9%.Esses dados despertam o potencial anti-inflamatorio
das drogas antiplaquetdrias e confirmam o envolvimento plaquetirio no

desenvolvimento da doenga periodontal.

Palavras-chave: Plaquetas; periodontite; inibidores de agregacdo plaquetaria;

inflamacao.



Figueiredo MN. Effect of inhibition of platelet activation during the development of
periodontal disease in rats [Dissertagdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de

Odontologia da UNESP; 2010.

Abstract

The aim of this study was to evaluate the effect of administration of aspirin (AAS),
clopidogrel (Clo) and ticlopidine (Tic) on the evolution of experimental periodontitis in
rats. Fifty rats (Rattus norvegicus albinos, Holtzman) were randomly divided into 5
groups (n = 10), with 1 control and 4 subjected to periodontitis through the installation
of bilateral ligature in the region of first molar. The rats subjected to experimental
periodontitis were treated with NaCl 0.9%, AAS (30 mg / kg), Clo (75 mg / kg) and Tic
(300 mg / kg), with a single dose and daily by gavage. After 15 days of treatment, the
animals were killed, the right hemi-jaw removed for histological analysis and gingival
tissues on the left to evaluate the expression of TNF-a, IL-6 and TXA-2 by ELISA.
Treatment with antiplatelet drugs induced decrease in expression of proinflammatory
mediators analyzed. Histologically, the animals treated with antiplatelet drugs had
gingival tissues with fewer inflammatory cells and larger bundles of collagen fibers
overlying the alveolar bone. The wvalues of morphometric measurements were
significantly lower in animals treated with thienopyridine derivatives, while animals
treated with AAS showed only a trend to lower bone resorption when compared with
0.9% NaCl. These data awaken the potential anti-inflammatory drugs antiplatelet and

confirm the involvement of platelets in the development of periodontal disease

Keywords: Platelets; periodontitis; inhibitors of platelet aggregation; inflammation.



1. Introducao

Plaquetas contém potentes fatores estimuladores angiogénicos, incluindo
VEGF (fator de crescimento celular endotelial vascular)'®'* fator de crescimento

de células endoteliais derivados de plaquetas®®, EGF (fator de crescimento

1633 ¢ fator ativador derivado de plaquetas (PAF)"**!. Contém também

20,46

epidermal)
fatores anti-angiogénicos, como a endostatina A endostatina inibe a
proliferacdo e migragdo de células endoteliais, assim como induz apoptose
celular’™®. Além de produzir fatores estimuladores e inibidores angiogénicos, as
plaquetas ativadas podem estimular o fator de Hageman ou fator XII,
desencadeando o sistema das cininas e da coagulacdo, originando mediadores
quimicos que, por sua vez, participam ativamente no desenvolvimento do
processo inflamatério'>*’. Uma alteragdo no carater e funcdo de plaquetas ¢
manifestada em pacientes com doengas inflamatdrias e essas alteragdes tém sido
dissociadas do conhecido envolvimento das plaquetas com processos como
trombose e hemostasia. Sugere-se também que plaquetas agem como células
inflamatorias inatas em respostas imunes, como sentinelas respondendo a invasio
microbiana, orquestrando recrutamento leucocitario e migragdo através do tecido,
influenciando no processo de reparo em doencas cronicas. A ativagdo plaquetaria
e a formagdo do complexo leucdcito-plaqueta sdo diretamente influenciados por
citocinas e ocorre rapidamente mediante baixos niveis de ADP®’. Plaquetas
contétm ainda numerosas enzimas, como as metaloproteinases (MMPs) que
interferem na composi¢do e integridade da membrana celular e tecidual*73*,
Isso induz, além da liberagdo de fatores de crescimento relacionados ao reparo

tecidual, a diapedese de leucécitos™.

As diversas funcgdes do Fator tecidual (FT) sdo importantes na relagdo
entre inflamagdo e coagulacdo. Citocinas inflamatorias, oriundas de granulos
plaquetarios, induzem a expressdo de FT em leucdcitos e células endoteliais e
formam complexos entre FT e fatores de coagulacdo (FVIla ou Xa),cuja formagao
¢ fundamental para iniciar o processo de coagulacdo. Paralelamente a esses

efeitos, o FT também €& capaz de realizar transdu¢do de sinais inflamatdrios,
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mediando, assim, as reacdes desse tipo'’. Portanto, os mecanismos pelos quais as
plaquetas participam da inflamag¢do e reparacdo de uma maneira geral sd@o

diversos.

A presenca de bactérias periodontopatdgenas no sitio periodontal libera
determinadas endotoxinas que afetam a integridade endotelial e sdo capazes de
induzir a producdo de mediadores quimicos derivados de proteinas plasmaticas e
da coagulacdo sangiiinea e a0 mesmo tempo alterar a fun¢do plaquetéaria. Dentre
os periodontopatogenos, Streptococus sanguis e Porphyromonas gingivalis
liberam proteinas capazes de causar ativagdo plaquetaria’’. Acredita-se que na
presenga desses micro-organismos ha destruicdo de células endoteliais da mucosa,
com subsequente invasdo do tecido conjuntivo resultando em desenvolvimento da

inflamacdo periodontal e ativacdo plaquetaria®®.

Diversas drogas antiplaquetédrias s@o utilizadas na clinica médica com a
finalidade de inibir as func¢des plaquetdrias e, assim, diminuir a incidéncia de
trombos. O medicamento mais comumente utilizado ainda é a aspirina (AAS),
embora possa também ser prescrito outros agentes orais, como ticlopidina,
clopidrogrel, ou dipiridamol, ou drogas antiplaquetdrias intravenosas, como
abciximab. Cada agente afeta as plaquetas de modo diferenciado, podendo
apresentar efeitos colaterais Unicos ou distintos. Contudo, todos tém efeito de
inativacao plaquetaria e causam reducdo em ambos os processos, de adesividade e

~ - ~ . 5 59,62,72
agregacdo plaquetaria, bem como reagdes de liberagdao ™'~

A associagdo entre plaquetas e progressao da doenga periodontal (DP) tem
sido pouco explorada e, consequentemente, os resultados ainda sdo escassos e

inconclusivos.



2. Revisido da Literatura
2.1 Ativacio plaquetaria e a Doenc¢a Periodontal

A doenga periodontal é uma doenca cronica que afeta as estruturas de
suporte ¢ de prote¢do dos dentes (Carranza et al.'*, 2007; Lindhe et al.*?, 2005°). E
uma das infec¢des mais comuns em humanos, afetando, em sua forma mais
severa, aproximadamente 10% da populagio (Pihltrom et al. ©', 2005). Tem como
agente etiologico primario o biofilme dental que atua por meio de mecanismos
diretos, causando destrui¢do tecidual pela liberagdo de enzimas liticas e produtos
citotéxicos; e indiretos, desencadeando as reagdes de defesa do hospedeiro que
podem resultar em destruicdo progressiva do periodonto (Page et al. °°, 1997).
Contudo, esses micro-organismos nio sdo capazes, por si s6, de desenvolver a
doenga periodontal, para isso € necessdria a interacdo destes com fatores de risco

do hospedeiro (Slots et al. ”', 2001).

O conceito atual de etiologia multifatorial das doengas periodontais inclui
o hospedeiro como componente fundamental. De fato, o conhecimento relativo a
etiologia, a patogénese e ao tratamento das periodontopatias avangou muito com
os estudos dos fatores relacionados ao hospedeiro, incluindo suas caracteristicas
genéticas e mecanismos da resposta imunoldgica. Sabe-se que o efeito prejudicial
mais importante pode ser da propria resposta imune do hospedeiro aos antigenos

representados pelos microrganismos.

A inflamacdo dos tecidos periodontais resulta em bolsas periodontais e
ulceracdo epitelial, aumentando, assim, a suscetibilidade a bacteremias
transitorias. Essa bacteremia normalmente induz produgdo cronica de mediadores
pré-inflamatoérios como interleucina (IL)-1B, IL-6, TXA2, proteina C reaitiva
(PCR) e fator de necrose tumoral (TNF)-a (D’aiuto et al. >, 2006; Kereiakes et
al.’’, 2003).

O aumento no numero de plaquetas e da ativagdo plaquetaria sdo

caracteristicas da inflamacdo sistémica e a periodontite também tem sido
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associada a um elevado niimero de plaquetas (Klinger, Jelkmann®, 2002; Wakai,

Kawamura®', 1999).

Linhagens de reconhecidos patogenos periodontais como Porphyromonas
gingivalis (P. gingivalis) e Streptococcus Sanguis induzem a ativagdo ¢ a
agregacdo plaquetaria in vitro e em estudos com animais (Herzberg®, 1998;
Lourbakos et al.*, 2001; Naito et al.’*, 2006). E vérias evidéncias apoiam o papel
das plaquetas como células inflamatérias. Essas células fornecem uma ampla
gama de fatores de crescimento e mediadores inflamatorios e, além de conter e
expressar esses mediadores apds sua ativagdo, as plaquetas podem também
induzir a expressdo de TNFa e quimiocinas em mondcitos e macrofagos (Aukrust

etal.?, 2001).

Estudos recentes sugerem que plaquetas podem modular a funcdo de
leucdcitos (por exemplo, células natural killer, granulédcitos e células T) e que,
além de induzir a resposta inflamatéria de leucdcitos e células endoteliais, podem
também responder aos mediadores inflamatorios produzidos por estas

células(Aukrust et al. >, 2001; Weyrich, Zimmerman®, 2004).

Esta claro que as plaquetas t€ém mecanismos de sinalizacdo celular que se
estendem muito além de seus papéis tradicionais de homeostase. Recentes
observagdes indicam que as plaquetas tém um papel fundamental na resposta
adaptativa durante desafio microbiano e antigénico, indo além de sua conhecida
capacidade de defesa aguda em lesdes teciduais, e sugerem que esses mecanismos
podem ser desregulados na doenca (Aukrust et al. °, 2001; Weyrich,
Zimmerman®, 2004). Contudo, estudos adicionais sdo necessarios para elucidar

as funcdes dessas células nas interagdes imunologicas.
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2.2 Doenca Periodontal Experimental

\

Devido a grande dificuldade de se estudar a doenca periodontal em
humanos, os experimentos para elucidacdo de sua patogénese tém sido realizados
em animais. E a periodontite, ao contrario de outras doengas infecciosas, que nio
existem em outras espécies além do homem, é bem difundida no meio animal

(Klausen®, 1991).

Os primatas sdo melhor modelo animal em fun¢do da sua semelhanga com
o homem. Contudo, em funcdo da maior dificuldade de manipulagdo e maior
custo, o rato ¢ o animal mais frequentemente utilizado em estudos de periodontite

experimental(Klausen®®, 1991).

O rato possui um incisivo e trés molares em cada quadrante. Os incisivos,
por serem dentes que estdo em continuo crescimento, ndo sdo indicados como
modelo de doenca periodontal. Em contrapartida, os molares possuem estrutura e
organizagdo periodontal muito semelhantes aos humanos, diferenciando-se apenas
por apresentar epitélio sulcular queratinizado. Apesar de esta estrutura tecidual
poder funcionar como barreira protetora, impedindo o inicio da resposta
inflamatoéria, estudos demonstraram que, quando inserido material no sulco
gengival de ratos, o mesmo penetrou no tecido conjuntivo via epitélio juncional
(Romanowski et al. 66, 1998; Takata et al. ", 1988). Assim, ndo ha motivos para
crer que a funcdo de barreira exercida pela gengiva seja diferente em ratos,

embora a extensdo da area afetada possa ser maior em humanos.

Os modelos experimentais de inducdo de doenga periodontal em ratos
mais utilizados sdo: a inje¢do de LPS bacteriano e indu¢do por ligadura. O
primeiro consiste na inje¢do de LPS na regido palatina entre o 1° e 2 ® molar do
animal, esse método ¢é bastante utilizado para indug@o de reabsorcdo Ossea

periodontal (Rogers et al. ®, 2007)

O modelo de indugdo da periodontite experimental por ligadura consiste
na colocacdo de um fio de nylon, de seda, ou algoddo ao redor da cervical de um

dente molar. Essa ligadura atua como irritante gengival resultando em
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achatamento e deslocamento da margem gengival, acimulo de biofilme
bacteriano, aumento da proliferacdo de infiltrado inflamatério no tecido
conjuntivo subjacente, migragcdo do epitélio juncional e reabsor¢do da crista dssea

alveolar (Johnson®, 1975).

O procedimento de coloca¢do da ligadura invariavelmente resulta em
injuria traumatica e, apenas como efeito secundario, age como fator receptivo de

placa bacteriana. Esse fato tem sido bastante questionado (Nyman et al. >, 1979).

Ao avaliar a indu¢do de doenca periodontal em primeiros molares
inferiores com ligaduras de seda em animais livres de germes, Rovin et
al.67(1966), verificaram que esses animais ndo apresentaram nenhuma evidéncia

1.%% em 1982, a fim de avaliar se a destrui¢io

de resposta inflamatéria. Sallay et a
periodontal decorrente da colocagdo de ligadura era decorrente de trauma
mecanico e ndo da presenca de bactérias, administraram antibidticos previamente
a colocagdo da ligadura e clorexidina uma vez ao dia para controle de
biofilme.Como resultado, observaram inibicdo da perda O&ssea alveolar,

demonstrando o carater infeccioso da periodontite experimental.

Assim, os eventos ocorridos na periodontite experimental induzida por
ligadura em ratos sdo os que mais se assemelham aos ocorridos na doenca
periodontal em humanos. A destrui¢do dos tecidos de suporte, em ratos e
humanos, ¢ resultado da resposta do hospedeiro frente a presenca de bactérias

periodontopatogenas.
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2.3 Antiagregantes Plaquetarios

Antiagregantes plaquetdrios constituem um grupo de farmacos diversos
que t€ém em comum a propriedade de inibir a formagdo de trombos, sem interferir
de maneira significativa nos demais segmentos da coagulacdo. Promovem
alteracdes nas fun¢des plaquetarias como inibicdo da adesividade e agregacdo, da
liberacdo ou secrecdo das plaquetas, reduzem os agregados plaquetarios
circulantes e inibem a formagdo do trombo, induzido predominantemente por

plaquetas (Couto®, 1998)

Os mecanismos de acdo desses agentes sdo variados podendo atuar: na via
do 4cido aracdonico; no aumento do amp ciclico plaquetério; na inibicdo do ADP
e da ligagdo do fibrinogénio com receptores de glicoproteinas; nos antagonistas
dos receptores de glicoproteinas e nos inibidores de antagonistas especificos

(Batlouni®, 1999).

Dos antiagregantes a aspirina (AAS) ¢ o mais empregado e,
consequentemente, o mais bem conhecido em sua classe. Ela induz um defeito de
longa duragdo nas plaquetas, clinicamente detectavel por prolongamento no
tempo de sangramento. Esse efeito estd primariamente, se ndo exclusivamente,
relacionado com a inativag@o permanente da prostaglandina sintetase que catalisa
0 primeiro passo na sintese de prostaglandinas: a convers@o do acido aracddnico

em prostaglandina H2 (PGH2) (Patrono™, 2001).

A PGH2 ¢ responsavel pela liberagdo do tromboxano A2 (TXA2), um
potente agregante plaquetdrio e vasoconstrictor. Este tem suas agdes
contrabalancadas pela liberagdo da prostaciclina (PGI2) das células endoteliais
vasculares, produzindo vasodilatacdo e inibindo a agregacdo plaquetdria. O TXA2
¢ por esséncia um derivado plaquetario, altamente sensivel a acdo do AAS,
liberado pelas plaquetas em resposta a uma variedade de estimulos e participa da
manutengdo das fungdes celulares regulando a interagdo entre as plaquetas € o
endotélio. O tempo de acdo da aspirina persiste por aproximadamente 10 dias, que

é o tempo de meia-vida das plaquetas (Patrono™, 2001).
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Estudos randomizados demonstram que baixas doses como, 75 mg, sdo
efetivas para reducdo de trombos e do risco de infarto agudo do miocardio (IAM)
e angina cronica em humanos (Sugidachi et al’73,2000; Taylor et al.76, 1999). Em
ratos, uma dose de 30mg/Kg de peso corporal/dia é suficiente para impedir a
formacdo de trombos (Ashida et al.z, 1979; Sasaki et al.’69, 1982; Sugidachi et
al'”® 2000; Taka et al”, 1999; Wallace””, 1999; Wallace et al.*, 1995).

A ticlopidina e o clopidogrel sdo derivados tienopiridinicos que agem
como inibidores seletivos da adenosina difosfato — ADP (indutor da agregacdo
plaquetéria), ndo tendo efeito direto no metabolismo do acido aracdénico (Patrono

et al®®, 2001; Sugidachi et al”*, 2000)(Figural).

FIGURA 1- Mecanismo de acdo da aspirina, ticlopidina e clopidogrel sobre as
plaquetas.

A ticlopidina tem efeito cumulativo, aumentando aproximadamente trés
vezes o nivel sérico de uma dose isolada de 250 mg, apds seu uso continuo por 2 a
3 semanas. Em ratos 300mg/ Kg de peso corporal /dia é a dose indicada para
inibicdo da agregacdo plaquetaria e formagdo de trombos (Ashida et al®, 1979;
Quin, Fitzgerald’63, 1999; Sasaki et al.®, 1996; Sugidachi et al’®, 2000; Taka et
al.”, 1999; Wallace™, 1999; Wallace et al.*’). Seu emprego tem sido
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recomendado para pacientes com AVC, isquemia cerebral transitoria (ICT),
sindrome coronariana aguda sem supra de ST, claudicag¢do intermitente e, ainda,
pacientes submetidos a “bypass™ aorto-coronario (Patrono et al.®’, 2001; Taylor et
al.’®, 1999). A presenga de significativos efeitos secundarios nio desejaveis,
como trombocitopenia, aplasia  medular, purpura, neutropenia ¢
hipercolesterolemia, e o custo elevado limita seu uso em menor escala (Patrono et

al.®, 2001).

O clopidogrel é rapidamente absorvido e metabolizado em um derivado do
acido carboxilico, que tem meia-vida de aproximadamente 8 horas. Seu
mecanismo de ac¢do é baseado na inibicdo da agregacdo plaquetéria induzida pelo
ADP. Essa inibicdo ¢ dose dependente e pode ser detectada 2 horas apos a
ingestdo de 400mg, mantendo-se estavel por 48 horas e tornando-se mais efetiva
com doses didrias de 50 mg. Apos a primeira semana de uso atinge-se 50 a 60%
de inibi¢do. A administracdo de 25mg/ Kg de peso corporal /dia em ratos é a
dosagem indicada para se obter o efeito antiagregante plaquetario (Ashida et al’,
1979; Quin, Fitzgerald’63, 1999; Sasaki et al.’69, 1996; Sugidachi et a1’73, 2000;
Taka et al.”*, 1999; Wallace™, 1999; Wallace et al.’go).

Assim como a aspirina, o clopidogrel pode causar um defeito permanente
em uma proteina plaquetaria, o qual desaparece ap6s 7 dias da retirada da droga®.
Os efeitos secundarios indesejaveis descritos sdo diarréia e rash cutaneo ¢ ainda a
ocorréncia de purpura trombocitopénica trombdtica, que ocorre nas primeiras 2

semanas do uso do medicamento (Bennett et al.”, 2001).

Somado ao conhecido efeito antitrombdtico dos agentes antiagregantes,
estudos em larga escala tém estabelecido o potencial anti-inflamatorio dessas
drogas. A aspirina, ao inibir a cicloxigenase (COX), diminui a produgdo de
TXA2, o qual induz o acumulo de plaquetas e diminui a ativagdo de NF-kB, uma
das proteinas celulares que, apds o processo de transducdo e traducdo, é ativada
iniciando a resposta inflamatéria (Chen et al.'’, 2006). Estudos indicam que a

administracdo de ticlopidina melhora significativamente o percentual de
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neutrdfilos apoptodticos, sugerindo ser esta droga um agente efetivo na melhora da
resolu¢do do processo inflamatério (Wang, Leigh83, 2005). O exato mecanismo
anti-inflamatorio do clopidogrel ainda ndo estd bem estabelecido. Sugere-se que a
inativacdo plaquetaria induzida por esse farmaco ative a liberacdo de variados
fatores que induzem a migracdo e multiplicacio de macrofagos. Contudo,
possivelmente outros mecanismos podem existir além desse (Chen et al.'”, 2006;

Kereiakes™®, 2003).



3. Proposicao

Plaquetas secretam importantes mediadores envolvidos no processo
inflamatorio periodontal. O presente trabalho aventa a hipdtese de que drogas
antiplaquetarias, ao inibir a ativa¢do dessas células, podem alterar o

desenvolvimento da periodontite experimental.
4. Objetivo Geral

Avaliar o efeito de drogas antiplaquetdrias (aspirina, ticlopidina e

clopidogrel) no desenvolvimento da doeng¢a periodontal experimental.

5. Objetivos especificos

- Avaliar o efeito da administracdo de aspirina, ticlopidina e clopidogrel

sobre a quantidade de plaquetas e leucocitos circulantes no sangue (WBC).

- Avaliar o efeito de drogas antiplaquetdrias (aspirina, ticlopidina e
clopidogrel), durante o desenvolvimento da doenca periodontal experimental,

sobre:
v’ citocinas inflamatdrias (TNF-a, IL-6 ¢ TXA2)
v’ células inflamatorias e fibras coldgenas

v processo de reabsor¢do Ossea



6. Material e método
6.1 Animais

O protocolo experimental foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica
de Experimenta¢do Animal da Faculdade de Odontologia de Araraquara- UNESP
(Proc. CEEA n°10/2008) e realizado de acordo com as normas do Colégio

Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

Foram utilizados ratos (Rattus norvergicus albinos, Holtzman), machos,
com peso médio de 250-300 gramas provenientes do Biotério Central da UNESP,
Campus de Araraquara. Os animais foram aleatoriamente separados em 5 grupos
de igual nimero e mantidos em gaiolas plasticas em um ambiente com
temperatura (21£1°C), umidade (65-75%) e ciclos de luz (12h claro-12h escuro)

controlados, e alimentados com agua e ragdo ad libitum.

6.2 Avaliacdo prévia dos efeitos da aspirina, ticlopidina e clopidogrel

sobre a quantidade de plaquetas e leucocitos no sangue

Para avaliagdo da agdo da aspirina, ticlopidina e clopidogrel sobre a
quantidade de plaquetas e leucocitos no sangue foram utilizados 20 ratos
distribuidos aleatoriamente em 4 grupos de 5 ratos cada. Trés grupos foram,
respectivamente, tratados com aspirina (30 mg/kg;Sigma), ticlopidina (300
mg/kg;Sigma) e clopidogrel (25mg/Kg). via gavagem, diariamente, dose Unica,
por 15 dias. Um grupo serviu como controle e foram tratados diariamente com
solugdo salina (NaCl 0,9%), como os mesmos procedimentos utilizados nos

grupos anteriores.

Apds o periodo experimental de 15 dias os animais foram sacrificados por
aprofundamento da anestesia geral através de inje¢do intra-peritoneal de 0,08
ml/100g de peso corporal de ketamina (Francotar®, Virbac, Sdo Paulo, Brazil) e

0,04 ml/100g de peso corporal de Cloridrato de Xylazina (Virbaxil®, Virbac), e 3



24

mL de sangue foram coletados através de puncdo cardiaca com auxilio de um
tubo a vacuo com anticoagulante k3EDTA (Vacuette Greiner ®). A contagem de
plaquetas e de leucocitos foi realizada em um contador eletronico T.890

(Coulter®) em até 2 horas apds a coleta.

6.3 Inducio da doenca periodontal experimental

Quarenta ratos foram submetidos a anestesia através de injecdo intra-
peritoneal de 0,08 ml/100g de peso corporal de ketamina (Francotar®, Virbac,
Sdo Paulo, Brazil) e 0,04ml/100g de peso corporal de cloridrato de Xylazina
(Virbaxil®, Virbac).

Apos anestesia geral um fio de algoddo n°30 estéril foi entdo colocado
subgengivalmente em volta do primeiro molar inferior direito e esquerdo de cada
rato para indugdo de periodontite experimental (Figuras 2). Esta ligadura atuou
como irritante gengival, favorecendo o acumulo de placa bacteriana®. O periodo
de permanéncia da ligadura foi de 15 dias. Esse periodo foi representativo para

instalacdo da doenga.

FIGURA 2 -(a) posicionamento do animal em mesa apropriada para colocagdo
da ligadura. (b) Colocagdo da ligadura com auxilio de uma pinga.
(c) Ligadura posicionada no primeiro molar inferior.



25

6.4 Avaliacdo do efeito da aspirina, ticlopidina e clopidogrel sobre a

evolucio da doenca periodontal

Para a avaliagdo da inibi¢ao da ativacdo plaquetaria induzida pela aspirina,
ticlopidina e clopidogrel sobre a evolugdo da doenca periodontal inflamatdria,
foram utilizados 50 ratos separados aleatoriamente em 5 grupos de 10 animais

cada (tabela 1).

Tabela 1 - Distribuicdo dos grupos de ratos submetidos ou ndo a periodontite e
aos tratamentos com aspirina, ticlopidina ou clopidogrel por um
periodo de 15 dias

Grupos (n=10) Procedimento

1 Controle

2 Indugao da Periodontite

3 Indugao da Periodontite e tratado com

Aspirina

4 Inducdo da Periodontite e tratado com
Ticlopidina

5 Indugdo da Periodontite e tratado com
Clopidogrel

6.5 Tratamento com aspirina, ticlopidina e clopidogrel

A partir do 1° dia da instala¢do da ligadura, os animais dos grupos 3, 4 ¢ 5
foram tratados diariamente com as drogas, nos mesmos padrdes citados no item
6.2. Os ratos dos grupos 1 e 2 foram tratados diariamente com solu¢do Salina
(NaCl 0,9%), também nos mesmos padrdes citados no item 6.2. Apds o periodo

experimental estabelecido para a indu¢do da doenga periodontal, os animais foram
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sacrificados por aprofundamento da anestesia e, em sequéncia, realizada a

obteng¢ado das amostras.

6.6 Obtencio das amostras e delineamento experimental

As hemimandibulas do lado esquerdo dos animais sacrificados foram
fixadas em formol tamponado (pH 7,2) 10% durante aproximadamente 48 horas.
Em seguida as hemimandibulas foram imersas em solug¢do descalcificadora
constituida de solucdo de EDTA (0,5M, pH 7.8) a temperatura ambiente e trocada
trés vezes por semana por um periodo de trés meses. Apds a descalcificagdo, as
hemimandibulas foram lavadas em 4gua corrente por 24 horas, seguindo-se do
processo de desidratacdo que consistiu em banhos sucessiveis, com duragdo de
uma hora cada, de alcool 70, 90 e absoluto, sendo que com este ultimo foram
realizados seis banhos. Em sequéncia, realizou-se o processo de diafaniza¢cdo no
qual as pecas passaram por banhos sucessiveis, também de uma hora cada, de
alcool/xilol (em partes iguais) e de xilol puro, neste Gltimo dois banhos foram
realizados. Para remover o excesso de xilol, envolveram-se os “cacetes” com
papel absorvente e em seguida as pegas foram imersas em banho de parafina

liquida a 60°C por uma hora.

Entdo, quando as pecas estavam livres de qualquer residuo de xilol, foram
submetidas a um segundo banho de parafina liquida pura a 60°C e mantidas
imersas nesta em uma estufa a vacuo por duas horas. Apods esse periodo foram
confeccionados os blocos e cortes de Spum foram entdo obtidos com auxilio de um
microtomo rotativo (Spencer 820®, American Optical) através de cortes seriados

no sentido vestibulo-lingual (em plano frontal).

Os tecidos mucogengivais circundantes aos molares inferiores direito
foram removidos e a partir dessas amostras determinou-se, através de testes

imunoenzimaticos, a concentra¢do de TNF-a, IL-6 e TXAZ2.
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6.7 Determinacio da concentracio de TNF-a, IL-6 e TXA2

A dosagem de proteinas totais nos homogenatos foi realizada de acordo
com o método de Bradford '' (Kit comercial Bio Rad, EUA), utilizando-se como
padrdo uma curva de albumina diluida em 4dgua destilada com concentracdes
compreendidas entre 2,5 e 50 ug/ml (em duplicata). As amostras foram
devidamente diluidas em agua destilada e para cada uL de padrdo ou amostra,
foram adicionados 50 uL do reagente Comassie Blu. Apods incubagdo de 5 min a

temperatura ambiente, as leituras de absorbancia foram realizadas a 595 nm.

6.8 Analise Histologica

As laminas foram analisadas para observagdo dos seguintes parametros:
intensidade de celularidade (processo inflamatério) e quantidade e distribuicao de
fibras coldgenas. Esta andlise foi realizada, por avaliador calibrado e cego, em
pelo menos 4 cortes de cada um dos espécimes correspondentes a cada grupo
experimental. Para comparagdes entre os grupos duas avaliacdes quantitativas dos
cortes analisados foram feitas, uma quantificando a celularidade e outra
quantificando fibras coladgenas. Essas avaliagdes foram feitas através de dois

€SCores:
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- Escore 1: Avaliacdo da quantidade de células inflamatérias. Composto
por valores de 0 a 3, onde o aumento no valor do escore representa também um

aumento na celularidade.

FIGURA 3 — Figura representativa do escore utilizado para andlise da
celularidade apos periodo experimental.

- Escore 2: Avaliagdo da quantidade de fibras colagenas. Composto por
valores de 0 a 3, onde o aumento no valor do escore representa maior quantidade
de fibras colagenas

FIGURA 4 - Figura representativa escore utilizado para quantificacdo de
fibras coldgenas apos periodo experimental. Fibras
colagenas representadas em azul.
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A determinagdo da reabsor¢do Ossea (altura) foi quantificada através da
distancia linear (um) da juncdo cemento-esmalte (JCE) a crista ossea alveolar
(COA) nas raizes mesio-vestibulares (Figura 2). Esta analise foi realizada em pelo
menos 9 cortes para cada um dos espécimes por um unico avaliador calibrado e
cego, ¢ as medidas determinadas através de softwere (UTHSCSA Image Tool for
Windows, version 3.00) em fotos obtidas por microscopia 6tica (Olympus BX51,

Japan) acoplado a camera digital (Olympus Camedia 5060, Japan).

FIGURA 5 — Imagem histoldgica utilizada para mensura¢do das medidas lineares
(um) da JCE-COA.

6.9 Analisa Estatistica

Testou-se previamente a reprodutibilidade intra-examinador (coeficiente
de correlagdo intraclasse- alfa de Cronbach). A comparacdo das variaveis
quantitativas da andlise foi realizada com a analise de variancia de dois critérios
(ANOVA two way) e pos-teste de Bonferroni. Testou-se a distribui¢do dos dados
com o Teste de Shapiro Wilks, a equivaléncia das variancias foi conduzida com o
Teste de Levene. Em todas as analises foi adotado um nivel de significancia de
5%. A realizacdo de todos os célculos se deu pelo uso dos softwares SPSS®
(Statistical Package for the Social Sciences) version 11.5.1 for Windows (SPSS
Inc. Chicago Illinois- USA) e Instat version 3.0 for Windows (GraphPad
Software, Inc. San Diego- USA).



7. Resultados

7.1 Avaliacio do peso e aspectos gerais dos animais

Durante o periodo experimental, os animais ndo apresentaram alteragdes
comportamentais. A pelagem manteve-se com aspecto de normalidade e ndo
foram encontradas lesdes na mucosa bucal. Os animais foram pesados
regularmente e apresentaram ganho de peso dentro dos padrdes de normalidade
(Figura 6). No 12° dia de experimento houve perda de um animal do grupo

ticlopidina.
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FIGURA 6 - Variacdo do peso corporal(g) entre o inicio do experimento
(dia 0) e apds 15 dias de indugdo de doenga periodontal
experimental. Nao houve variagdo significativa entre os
pesos corporais dos animais envolvidos. Valores expressos
em média = desvio padrio.

7.2 Avaliacdo da quantidade de plaquetas e leucocitos circulantes no
sangue de ratos tratados com aspirina (30 mg\kg), ticlopidina (300

mg\kg) e clopidogrel (75 mg\kg)

Apds 15 dias de tratamento com drogas antiagregantes ndo foram
observadas alteracdes no nimero de plaquetas circulantes no sangue dos animais
(Figura 7). Os ratos tratados com 30 mg\kg de aspirina apresentaram aumento

significativo no numero de leucdcitos circulantes (p<0,05) (Figura 8). Esses dados
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sugerem a auséncia de aplasia medular induzida pelas drogas, visto que os

hemogramas dos animais ndo apresentaram sinais de pancitopenia.
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FIGURA 7 - Quantidade de plaquetas circulantes de ratos apos 15 dias de
tratamento com NaCl 0,9%, aspirina (30 mg\kg), ticlopidina
(300 mg\kg) e clopidogrel (75 mg\kg) Valores expressos em
média £ desvio padrido (p>0,05).
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Quantidade de leucécitos circulantes apds 15 dias de
tratamento com NaCl 0,9%, aspirina (30 mg\kg),
ticlopidina (300 mg\kg) e clopidogrel (75 mg\kg). Valores
expressos em média + desvio padrdo (* p<0,05 vs salina;
** p<0,01 vs clopidogrel e ticlopidina).
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7.3 Analise da concentraciio de citocinas

O grupo DP apresentou valores de TNF- a significativamente maiores
(p<0,001) em relagdo aos demais grupos. Os grupos tratados com drogas
antiagregantes apresentaram valores menores quando comparados a DP
(p<0,001). Quando comparados ao controle, esses grupos também apresentaram
menor expressdo de TNF- a, porém sem significancia estatistica. As diferengas

estatisticas entre os grupos estdo apresentados na Figura 9.
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FIGURA 9 — Expressio de TNF- o apos periodo experimental. (a)
p<0,001 vs controle — ANOVA. (b) p<0,001 vs DP —
ANOVA. Notar menor quantidade de citocinas nos grupos
tratados com drogas antiagregantes. Valores expressos em
média £ desvio padrio.

Semelhante ao TNF- a, a IL-6 mostrou-se mais expressa no grupo DP,
apresentando valores significativamente maiores (p<0,01) em relacdo aos demais
grupos. Os grupos tratados com drogas antiagregantes apresentaram valores
menores quando com parados a DP (p<0,01). Quando comparados ao controle,
esses grupos também apresentaram menor expressio de IL-6, porém sem
significAncia estatistica. As diferencas estatisticas entre os grupos estdo

apresentados na Figura 10.
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FIGURA 10 — Expressdo de IL-6 apds periodo experimental. (a) p<0,01 vs
controle — ANOVA. (b) p<0,01 vs DP — ANOVA. Notar
menor quantidade de citocinas nos grupos tratados com

drogas antiagregantes. Valores expressos em média =+
desvio padrio.

O grupo DP apresentou valores de TXA2 significativamente maiores em
relagdo aos grupos controle (p<0,01), AAS e ticlopidina (p<0,001). O grupo
tratado com clopidogrel, apesar de apresentar menor quantidade de TXAZ2,
quando comparado a DP ndo apresentou valores estatisticamente significantes.
Quando comparados ao controle, os grupos AAS e ticlopidina apresentaram
menor expressio de TXA2, porém também sem significancia estatistica As

diferengas estatisticas entre os grupos estdo apresentados na Figura 11.
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FIGURA 11 — Expressdo de TXA2 apods periodo experimental. (a) p<0,01
vs controle — ANOVA. (b) p<0,001 vs DP — ANOVA.
Valores expressos em média = desvio padrio.
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7.4 Analise histologica
7.4.1 Analise descritivas das alteracgdes histologicas

O periodonto do primeiro molar inferior dos animais que ndo foram
submetidos a ligadura (Grupo Controle) apresentou gengiva vestibular formada
por epitélio pavimentoso estratificado queratinizado, com exce¢do da porgdo que
participava da juncdo dentogengival. Entre as células do epitélio juncional, havia
pequeno numero de neutrofilos e o corion gengival subjacente apresentava
infiltrado inflamatério, com neutréfilos como leucécitos predominantes. O

ligamento periodontal e o septo 6sseo estavam integros.

O tecido epitelial da face vestibular dos animais submetidos a ligadura
apresentaram-se com reabsorcdo dos feixes de fibras coldgenas e apresentaram
intenso infiltrado de células inflamatdrias. Na por¢do mais superior, observou-se
polimorfonucleares e, na mais inferior, mononucleares e figuras vasculares. O
tecido Osseo estava reabsorvido com exposi¢do radicular sobre o epitélio (Figura
12). Alguns animais apresentaram severa reabsorcdo resultando em avulsdo dental

(Figura 13).



FIGURA 12 -  Fotomicrografia
ilustrando caracteristicas histopatoldgicas
dos tecidos periodontais, 15 dias apds
colocagdo de ligadura, mostrando intensa
reabsorcdo  Ossea com  exposicdo
radicular sobre o epitélio no grupo DP
(Aumento de 4X, H&E).
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FIGURA 13-  Fotomicrografia
ilustrando avulsdo dental resultante
da servera reabsor¢do dssea no grupo
DP (Aumento 4x, H&E).

Os animais tratados com AAS, ticlopidina e clopidogrel, apesar de

apresentarem caracteristicas osseas e celulares de inflamagéo, apresentaram como

diferencial um maior nimero de fibras coldgenas distribuidas de forma mais

organizada quando comparadas a doenga periodontal. Observou-se processo

inflamatério principalmente na regido superior da lesdo seguido por um estroma

mais fibroso e organizado quando comparado ao grupo DP (Figuras 14, 15, 16, 17

e 18). Esses dados sugerem um abreviamento do processo inflamatério. Nesta

analise, os derivados tienopiridinicos mostraram maior poténcia anti-inflamatoria

em relacgdo a aspirina.
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FIGURA 14- (A) Fotomicrografia ilustrando as caracteristicas de normalidade do
periodonto do primeiro molar inferior ndo submetido a
indugdo de DP (Aumento 4X, H&E). (B) Aumento de 10X da
regido vestibular da figura A, mostrando 4rea dento-gengival
saudavel (H&E). (C) Aumento de 10X da regido vestibular da

- figura A, mostrando fibras colagenas distribuidas de forma
organizada () (Tricromio de Masson).
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FIGURA 15— (A) Fotomicrografia ilustrando as caracteristicas histopatoldgicas
do periodonto do primeiro molar inferior, 15 dias apds indugao de
DP, mostrando epitélio retraido, desorganizado e celularizado
(Aumento 4X, H&E). (B) Aumento de 10X da regido vestibular
da figura A, mostrando intemso infiltrado inflamatdrio e figuras
vasculares () (H&E). (C) Aumento de 10X da regido vestibular
da figura A evidemciando escassez de fibras coladgenas
distribuidas de forma desorganizada ( ).
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FIGURA 16 - (A) Fotomicrografia ilustrando as caracteristicas histopatoldgicas
do periodonto do primeiro molar inferior, 15 dias apds indugao de
DP e administragdo de AAS, mostrando epitélio retraido,
desorganizado e celularizado (Aumento 4X, H&E). (B) Aumento
de 10X da regido vestibular da figura A, mostrando intenso
infiltrado inflamatorio e figuras vasculares (H&E). (C) Aumento
de 10X da regido vestibular da figura A evidemciando estroma
fibroso mais organizado quando comparado ao grupo DP ( )
(Tricomio de Masson).
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FIGURA 17- (A) Fotomicrografia ilustrando as caracteristicas histopatoldgicas do
periodonto do primeiro molar inferior, 15 dias ap6s inducdo de DP
¢ administragdo de ticlopidina, mostrando epitélio retraido,
desorganizado e celularizado (Aumento 4X, H&E). (B) Aumento
de 10X da regido vestibular da figura A, mostrando intenso
infiltrado inflamatorio e figuras vasculares (H&E). (C) Aumento de
10X da regido vestibular da figura A, evidenciando estroma fibroso
mais»organizado ¢ com maior quantidade de fibras quando
comparado ao grupo DP e AAS () (Tricromio de Masson).
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FIGURA 18 — (A) Fotomicrografia ilustrando as caracteristicas histopatologicas
do periodonto do primeiro molar inferior, 15 dias apds indugdo de
DP e administracdo de clopidogrel, mostrando epitélio retraido,
desorganizado e celularizado (Aumento 4X, H&E). (B) Aumento
de 10X da regido vestibular da figura A, mostrando intenso
infiltrado inflamatoério e figuras vasculares (H&E). (C) Aumento
de 10X da regido vestibular da figura A, evidenciando estroma
fibroso mais organizado e com maiordjuantidade de fibras quando
comparado ao grupo DP e aos demais grupos tratados com drogas
() (Ttricromio de Masson).
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Para cada grupo experimental (controle, DP, AAS, ticlopidina e
clopidogrel) foram obtidas as médias dos escores (descritos anteriormente) das
alteragdes patologicas encontradas na face vestibular envolvendo epitélio e
conjuntivo dos primeiros molares inferiores envolvidos. Os resultados
encontrados estdo dispostos nas Figuras 19 e 20. O grupo controle apresentou
pequena quantidade de células inflamatérias distribuidas de forma espagada pelo
tecido. Nos grupos submetidos a indu¢@o de doenca periodontal verificou-se um
aumento significativo da celularidade na regido da lesdo. Os animais dos grupos
tratados com drogas antiagregante apresentaram menor numero de células
inflamatérias e maior quantidade de fibras colagenas quando comparados aos do

grupo controle.

Em andlise comparativa dentre os grupos tratados com drogas
antiagregantes, os animais do grupo clopidogrel apresentaram menor niimero de
células inflamatorias e maior quantidade de fibras colagenas, seguindo-se dos

grupos ticlopidina e AAS.

Celularidade
3 —_ =

A “e e .

Score

Controle DP AAS  Ticlopidine Clopidogrel
Grupos

FIGURA 19 — Distribuicao de células inflamatdrias no tecido suprajacente
a crista dssea alveolar. Notar menor quantidade de células
nos grupos tratados com tienopirididicos. Valores
expressos em média + desvio padrao.
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FIGURA 20 — Quantidade e distribui¢do de fibras colagnas no tecido

suprajacente a crista Ossea alveolar. Notar maior
quantidade de fibras nos grupos tratados com
tienopirididicos. Valores expressos em média + desvio
padrio.

7.4.2 Analise quantitativa da reabsorc¢io 0ssea

As distancias lineares (em micrometros) da JCE a crista ¢ssea alveolar
(representativas da reabsor¢do Ossea), observadas nas raizes mesio vestibulares
dos molares inferiores de cada grupo experimental, foram determinadas e
avaliadas em ambas as faces, vestibular e lingual. Na face vestibular observou-se
menor reabsorcdo Ossea nos grupos tratados com drogas antiagregantes quando
comparados ao grupo DP, porém somente os grupos tienopiridinicos mostraram-
se estatisticamente significantes. Na face lingual ndo foram observadas diferencas
significativas. A média e o desvio padrio de cada grupo experimental, bem como

as diferengas estatisticas entre os mesmos estdo apresentados nas Figuras 21 e 22.
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I Controle
. DFP

® Ticlopidina
Clopidogrel

FIGURA 21- Reabsor¢do dssea vestibular representada pela distancia
linear (um) da JCE a crista Ossea alveolar na face
vestibular do osso alveolar. (a) p<0,001 vs controle -
ANOVA. (b) p<0,01 vs DP — teste t. Notar menor
quantidade de reabsor¢do dssea nos grupos tratados com
tienopiridinicos (ticlopidina e clopidogrel) sugerindo
efeito antiinflamatorio dessas drogas no desenvolvimento
da DP. Valores expressos em média + desvio padrao.

L1 Conlrole
. OF

O AAS

A Ticlopidina

ez Clopidogrel

FIGURA 22- Reabsorc¢do 6¢ssea lingual representada pela distancia linear
(mp) da JCE a crista 6ssea alveolar na face lingual do osso
alveolar. Valores expressos em média + desvio padrao.



8. Discussiao

As reacdes inflamatorias e imunoldgicas ao biofilme dental representam
caracteristicas predominantes da gengivite e periodontite. A reagdo inflamatéria ¢
visivel, microscépica e clinicamente, no periodonto afetado e corresponde a
reacdo do hospedeiro a microbiota do biofilme e seus produtos, podendo ser

. . [ 129.30,53
induzida em ratos de forma reproduzivel™ """,

De fato, o modelo experimental de indug¢do da doenca periodontal em
ratos utilizado neste trabalho ¢ bem estabelecido e aceito na literatura pertinente, e
modelos experimentais semelhantes ja foram utilizados em variadas espécies® "
Neste modelo, a ligadura age tanto como desencadeador da formag¢ao do biofilme
dental quanto como trauma mecédnico na drea dento-gengival, provocando
achatamento e deslocamento dos tecidos, e reduzindo a integridade tecidual,
permitindo intensa interacdo hospedeiro/biofilme dental. A iniciagdo da doenca
periodontal por bactérias ¢ bem documentada e o resultado final, que envolve
destruicdo do osso alveolar e de outros tecidos conjuntivos, ¢ prontamente
observado’>*. Entretanto, verificou-se que a periodontite foi mais exacerbada na
por¢do mesiovestibular e area de furca do dente envolvido. Esse fato pode ser

explicado pela a¢do mecanica de limpeza da lingua do animal, resultando em

menor quantidade de biofilme na face lingual.

Esta bem estabelecido que o desenvolvimento da doenga periodontal se
caracteriza pela presenca de complexa rede de citocinas, as quais podem ter
efeitos autdcrinos ou pardcrinos, podendo modular sua propria expressdo ou a
expressdo de outras citocinas’’. Durante a patogénese da doenca periodontal
inflamatéria ocorre ativagdo plaquetaria que, por sua vez, pode amplificar a
inflamag¢do. Uma variedade de potentes fatores de crescimento e citocinas sdo
estocados nas plaquetas e liberados durante sua ativacdo. Plaquetas sdo parte
integrante de uma intrincada rede de células e produtos celulares que participam
ativamente do desenvolvimento do processo inflamatdério. Entretanto, sua

importincia na inflamagdo ndo estd somente ligada a producdo de fatores
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inflamatérios, mas também a acdo reguladora no processo de recrutamento de

. .. 5784
leucdcitos™ ™.

O presente estudo investigou se a inibicdo da ativacdo plaquetaria por
drogas pode alterar o desenvolvimento da doencga periodontal, visto que estudos
recentes indicaram um aumento na ativagdo plaquetdria em pacientes com

periodontite quando comparados a controles saudaveis’.

Drogas antiagregantes plaquetarias sdo responsaveis por inativar fungdes
plaquetarias, tais como adesividade, agregacdo e reacdo de liberacdo, evitando
assim a formag¢do do trombo, sobretudo em doencas cardiovasculares. Diversos
farmacos sdo utilizados com este fim, com diferentes mecanismos de a¢do*?*.
Para induzir inativagdo plaquetaria, neste trabalho, foram utilizadas trés drogas
antiagregantes: aspirina (AAS) e duas outras drogas derivadas da tienopirinina,
ticlopidina e clopidogrel. Essas drogas sdo utilizadas em larga escala e inibem a
ativacdo plaquetéria por diferentes mecanismos de acdo. As dosagens utilizadas
nesse experimento sdo bem estabelecidas na literatura e confirmou-se, em nossas
analises, ndo haver trombocitopenia (diminui¢do no numero de plaquetas) nem

leucopenia (diminui¢cdo no numero de leucdcitos) com essas dosagens (Figuras 7

e 8).

Nossos resultados mostraram que os animais tratados com drogas
antiagregantes apresentaram niveis de IL-6, TNF-a ¢ TXA2 menores quando
comparados aos animais do grupo DP. E bem estabelecido que essas citocinas sdo
importantes no desenvolvimento da doenca periodontal’®*'*!. N6s podemos
aventar a hipotese de que a inativacdo de plaquetas por drogas impede a liberagao
de fatores ativadores derivados de plaquetas (PAF), responsaveis por estimular
monocitos, macrofagos e células endoteliais a secretar IL-1, IL-6 e TNF-o 25364,
Assim, sabendo-se que essas citocinas estdo envolvidas na resposta imune Th1°,
esse evento provoca alteracdes na resposta humoral celular conforme observado

no quadro histolégico. E importante salientar que as plaquetas, diferindo-se de

demais células reservatorias de citocinas, além de conter esses mediadores,
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também estimulam macrdéfagos que t€ém capacidade de aumentar a sintese de

oo . 28,78
algumas citocinas em até 10.000 vezes™"".

Entre os tienopiridinicos apenas o grupo tratado com ticlopidina
apresentou reducdo de TXA2 estatisticamente significante, embora tratamento
com clopidogrel também tenha apresentado tendéncia em diminuir a concentracio
de TXA2, quando comparados ao grupo DP. Esse resultado pode estar
relacionado ao mecanismo de ac¢do dessas drogas. A ticlopididina e o clopidogrel
sdo inibidores seletivos da adenosina difosfato (ADP) e bloqueadores parciais dos
receptores de glicoproteina IIb/Illa, ndo tendo efeito direto no metabolismo do

2 .
20062, Assim,

acido aracdbnico e, consequentemente, na produgdo de TXA
diferentemente do AAS, que inibe irreversivelmente a cicloxigenase 1 (COXI1)
impedindo a formagio de PGE-H2 e, portanto, de TXA2°% o efeito supressor de
TXA2 dessas drogas ocorre indiretamente por mecanismos ainda ndo
esclarecidos, visto que sdo drogas relativamente novas quando comparadas ao

AAS.

Os grupos experimentais submetidos a ligadura apresentaram
caracteristicas histopatoldgicas compativeis com doenca periodontal, porém, os
grupos tratados com tienopiridinicos apresentaram sinais de inflamac¢do de forma
mais ténue quando comparados ao grupo DP, o que pode ser explicado pela
diminui¢@o dos mediadores inflamatorios verificados (TNF-a, IL-6 ¢ TXA2). Fato
importante observado em nosso estudo foi a conservagdo de uma matriz
extracelular rica em fibras colagenas nos grupos tratados com drogas
antiagregantes. De fato, nesses grupos, diferentemente do grupo DP, observou-se
maior numero de fibras, distribuidas de forma mais organizada. Isso se deve ao
fato de que, com a inativagdo plaquetaria, obtivemos uma diminui¢do nos niveis

19,26,64 ,
2% E além

de interleucinas, citocinas que estimulam a produ¢@o de colagenase
disso, a inativagdo de plaquetas também resulta em diminui¢do de neutrofilos (via
PAF), que contém em seu interior granulos lisossomias onde estdo presentes
enzimas (elastase, colagenase e catepsina G) que, quando liberadas, causam

destruicdo tecidual®.
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Esses dados sugerem uma abreviagdo do processo inflamatério
indicando o potencial anti-inflamatério das drogas utilizadas. Baseado neste
parametro, das trés drogas avaliadas o clopidogrel foi a que mostrou maior agdo

anti-inflamatoria, seguido da ticlopidina e AAS.

Na avaliagdo da quantidade de reabsorcdo dssea, embora todos os
grupos tratados com antiagregantes tenham apresentados menores valores de
reabsor¢do, apenas nos derivados tienopiridinicos essa redugdo foi significativa.
Isso se deve ao fato de que para que ocorra reabsor¢do Ossea na periodontite €
necessario que precursores dos osteoclastos sejam recrutados para a area do 0sso
perialveolar L7 Esse recrutamento ¢ feito por citocinas, dentre elas IL-1, IL-6,
IL-3 e TNF-o’***® diminuidas pelas drogas estudadas. Somado a isso, a
presenca de TNF-a, além de estimular osteoclastogénese, inibe a formagado
6ssea’’. Assim, o efeito supressor da reabsor¢io dssea das drogas antiagregantes,
sobretudo dos derivados tienopiridinicos, pode estar associado ao fato de que a
inativacao plaquetaria bloqueia a liberacdo de PAF, fator ativador responsavel por
estimular macrofagos a produzirem IL-6 e TNF-a em larga escala, citocinas

. £ 26,64
importantes no processo de recrutamento osteoclastico ="

Como demonstrado anteriormente, estudos sobre a associacdo entre
plaquetas e progressdo da doenca periodontal ainda sdo muito recentes e
inconclusivos. Contudo, as evidéncias indicam a forte relagdo entre ativacido
plaquetaria e periodontite. Dessa forma, acreditamos que frente aos resultados
obtidos, a inativacdo plaquetaria poderd vir exercer uma importante opcdo como

terapia anti-inflamatoria coadjuvante.



9. Conclusao

Com base nos resultados deste trabalho, conclui-se que:

1) A admistragdo de antiagregantes interferiu no processo inflamatorio

periodontal reduzindo a expressdo de TNF- a, IL-6 e TXA2.

2) A terapia antiagregante, sobretudo com tienopiridinicos, abreviou o

processo inflamatorio e, consequentemente, a doenga periodontal experimental.
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