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INTRODUGAO

imunes, do efei 61 do por baixas d

de medicamentos imunosupressores, tais como a

Noprocessoi sejaele

dereparo ou tomando parte 1o mecanisino fisiopatolGeico
de natureza

eo
Neste contexto ¢ considerando que no mecanismo
fisiopatolégico duw doengas hd a acentuada participa

()d(mmgémc dentre os quais nas lesde
periapicais ¢ na doenca periodontal, destaca-se a
participagio dos produtos biologicamente ativos de sftese
e secregio celular liberados no tecido inflamado, tais como
0s fatores de crescimento, as enzimas lisossomais ¢ outras
citoguinas, responsiveis, em grande parte, pela destruiciio
tecidual, pelo controle dos processos de proliferagdo e de

do processo . pror saestudaroceito

(indometacina, tenoxicam), esterdide (dexametasona) ¢ de
uma droga citostdtica (metotrexato), na densidade de
volume relativa ocupada pelas fibras coldgenas, tecido
granulomatoso, regidio central de necrose e macréfagos,
em granulomas induzidos pela inoculagdo da pla

diferenciagiio celular, assim como pela dos
mecanismos de natureza imune presentes nessas lesdes.

Nos tiltimos anos, com os avangos obtidos na drea da
biologia molecular, identificou-se no foco inflamatério a
presenga de fosfolipideos, glicoprotefnas ¢ peptideos,
susceptiveis ao efeito dos f’drmacos antiinflamatérios,
também, presentes em doengas de natureza imune ¢
neopldsica, de maneira que a sua administragio deixou de
ser restrita ao tratamentoo das doengas inflamatérias, tendo
sido largamente empregadas na terapia da artrite
reumatéide, lupo eritematoso, febre reumitica, sindrome
de Reiter, espondilite anquilosante ¢ de alguns tipos de
neoplasias malignas® ™ 1% 1¢

Esses farmacos, outrossim, tém sido utilizados com
relativo sucesso na terapia periodontal. Nessa doenga, a
sua administragdo, conjuntamente com a remogio do
agente flogogeno inibe os evi entos inflamatérios dmlmlnux,

a das estruturas

perdidas

A propésito disso. estudos em humanos, em animais
de laboratério e “in vitro” 1ém demonstrado que os
antinflamatérios no estersides (NSAIDs), por meio de

do tempo de o, da

dental, analisando tais ef

20 grupo controle ¢ no decorrer do tempo, objetivando

relaivas aos dacstimulagio

s firmacos, a fim de que possam
das doengas

ober
flogégenae d
ser

MATERIAL E METODOS

Na realizagio do presente trabalho foram utilizados 80
ratos Rattus novergicus albinus procedentes do biotério
central da Faculdade de Odontologia de Bauru da
Universidade de Sao Paulo, com o peso médio de 130
gramas, mantidos até o momento do experimento sob
alimentagio balanceada e 4gua a vontade.

DAPLACA
DENTAL

A placa microbiana dental coletada de escolares na faixa
etdiria compreendia entre 7 ¢ 14 anos foi depositada cm
tubos de ensaio contendo solugio fisiolégica a 09% ¢
acondicionados em um recipiente de isopor com gelo
moido; endo sido, posteriormente, suspensa com o auxlio

o e icd
redu Lm%cnmuc o
insergio ¢ a reabsorgio ssea

quando admini com alguns
fatores de crescimento, por bloquearem, ao redor das
particulas de alguns dos materiais de implante, os

ngramento gengival, a perda de
i

de um B-1 (Taiyo Bussam Co.
LTD). Logo a seguir, foi centrifugada (Centrifuge
Interacional - USA) a4 °C por 10 minutos e a lm;dodo
sedimento em “freezer” na

-20°C. Desse precipitado, pesamos o equivalente de placa
necessirio a inoculagio de 10 mg por animal. O twbo de

negativos )da
da i 40 e da dif iagao das células

izagio,

placa foi i

perivasculares em osteoblastos ”, podem ser utilizados na
terapia periodontal regenerativa, objetivando inibir a perda
Gssea inicial provocada por aqueles materiais’.

Outro campo promissor aberto a pesquisa & o estudo,
no tratamento das doengas inflamatGrias cronicas, nas
ntuada

liquido por 10 minutos, findo os quais, foi
ndlcmnado SDS a 2% no dobro do peso, mergulhado em
4gua fervente e apés ter permanccido na temperatura
ambiente por 2 horas, foi centrifugado por 20 minutos a
3.000 rpm. Adicionamos 20 ml de TPF com pH= 7.5,
homogeneizamos e \uhmcmmm o tubo contendo a

quais haja a a dos

uspensi L a 40 por 20 minutos a



3.000 rpm. Esse procedimento foi repetido trés vezes, apés
s quais a placa foi tratada com 20 ml de TPE, 10 mg de
bonuclease ¢ 20 meg d i

por 12 horas na temperatura de 37 °C. A suspensio foi
centrifugada 30 minutos a 3.000 rpm, o sedimento lavado
3 vezes com TPF ¢ adicionado 20 ml de solugio SDS-
fenol, permanecendo na temperatura ambiente por 2 horas.
Posteriormente, foi novamente centrifugada 20 minutos a
3.000 rpm, em TFF e c gada por 20
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1(1967), 0 qual estabelece como requisito precipuo para
a andlise da densidade de volume ocupada por uma
estrutura em um tecido, que a espessura do corte
histolégico seja 1/10 da sua dimensio no tecido. Para o
céleulo da densidade de volume aplicamos a seguinte
férmula: Vvi = Pei/Pt x 100.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de
varianga de Friedmann (teste no paraméirico). Quando

minutos. Bssa tltima etapa foi repetida d vezes. A seguir,
aplaca foi 4lcool-étera 50%
30 minutos a 3.000 rpm, repetindo esse passo 3 vezes
Para finalizar, foi lavada com TPF e centrifugada a 3.000
rpm, tendo sido essa etapa repetida 3 vezes,

TESTE DA INDUCAO DOS GRANULOMAS

Os 80 animais foram divididos em S grupos de 16 ratos.
No grupo controle inoculamos, em uma bolsa de ar
localizadano d is, 10 mg de placa microbi
dental em 1 ml de 6leo de milho. Nos outros 4 grupos,
imediatamente, ap6s a inoculagéo do agente flogégeno,
administramos, por via oral, mediante intubagio gistrica
o tenoxicam (Tilatil - Laboratrio ROCHE), i

) constatar dife ignifi entre os
grupos.

No periodo experimental de 14 dias, em relagio as
fib l4; que somente a

contagem de 66 campos histopatolégicos; com o objetivo
de aumentar a poténcia do teste estatistico, empregamos
o teste paramétrico “F” ¢ o de Tukey para identificar
diferencas significativas entre os grupos

RESULTADOS

Na bela 1 sdo apresentados os dados
h|>lomurl(>munu1\ obtidos para a mulm da densidade
lde necrose,

fiby

(Indocid - Laboratério - PRODOME), dexametasona

Pela andlise cstatfstica dessa tabela, verificamos que

(Decadron - Laboratério - LEDERLE) ), resp
nas doses de 0,66 mg/kg, 3,32 mg/kg ¢ 0,133 mg/kg. O
metotrexato (Methotrexate - Laboratério LEDERLE) foi

os antiinflamatrios ndo estersides ( co
tenoxicam), comparativamente ao grupo controle, até 21
dias, aumentaram a densidade de volume ocupada pelas

administrado diariamente por via na dose
de 1,66 m/kg. Os animais foram sacrificados ap6s 7, 14,
21 e 28 dias ¢ os apés a

figenas, enguanto que aps esse perfodo agiram

inibindo-a. Jio

remogdo, foram fixados em formol a 10% por 24 horas,
incluidos em parafina, cortados com espessura de 6 pm ¢
submetidos ao processamento de rotina, para a coloragio
com hematoxilina e pelo tricromico de Mallory. Para a
aferigio da densidade de volume do tecido granulomatoso,
regiio central de necrose, macréfagos e fibras coldgenas,
utilizamos a objetiva de aumento de 40x, e ocular Zeiss
kpl 8x. contendo uma grade de integragio I da Zeiss com
10 linhas ¢ 100 pontos.

ANALISE ESTATISTICA

Nos 80 campos his 16gicos, por grupo

efeito contrdrio, pois diminuiu a densidade de
volume di\\ fibras coldgenas até 21 dias, aumentando-a
D Por sua vez, o diminuiu a
densidade de volume das fibras coldgenas aos 14 e 28
dias, aumentando-a no perfodo de 21 dias. (Tabela 1).
Os firmacos testados, durante todo o experimento,
reduziram a densidade de volume ocupada pelos
macréfagos no granuloma. Esse efeito foi mais acentuado
aos 21 dias. Quand
desses medicamentos, no decorrerdo tempo, constatamos
diferengas, pois a indometacina agiu mais acentuadamente
no peric entre 7 ¢ 21 dias, eng
0 efeito mais acentuado apresentado pelo tenoxicam (on
i 14 e 28 dias. Cabe, ainda,

experimental (1.280 campos no total), escolhidos por
casualizagdo sistemdtica e previamente analisados
descritivamente, contamos o nimero de pontos sobre as
estruturas estudadas (Pei) e sobre o total do granuloma
(P1), segundo 0 método de Chalkley (1943) apud AHERNE

\Z|ICI“(|T em relagio 2 densidade de volume dos

macréfagos, o acentuado efeito inibidor do metotrexato

aos 7 dias e o da dexametasona, aos 28 dias (Tabela 1).

agiio a0 tecido granulomatoso, verificamos que,
a eo
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TABELA 1- Avaliagdo

istomorfométrica da densidade de volume (Vi) ocupada pelo tecido granulomatoso, regido central de

necrose, fibras colagena e macréfagos por grupo  periodo experimental.

DENSIDADE DE VOLUME (Vvi) OCUPADA PELAS FIBRAS COLAGENAS NO GRANULOMA
7Dl 14 DIAS 1Dl

DIAS

GRUPOS
Wi(G) Wi(TG)  Wi(G) Wi(TG) Wi(G) Wi(TG) Wvi(G) Wi(TG)
CONTROLE 3,74 7,13 11,09 17,26 7,40 10,73 17,16 20,59
TENOXICAM* 3,58 513 1,75 2233 11,30 31,87 8,21 18,67
INDOMETACINA™ 3,54 7,23 12,23 13,11 11,84 20,59 10,46 17,43
DEXAMETASONA® 365 5,16 998 1876 541 1497 2200 31,16
METOTREXATO* 396 6,69 656 1144 1056 1760 1226 18,12
DENSIDADE DE VOLUME OCUPADO (Vvi) PELOS MACROFAGOS/ CELULAS SEMELHANTES NO
GRANULOMA
CONTROLE* 3,69 7,03 518 8,1 142 20,55 9,37 11,24
TENOXICAM* 341 4,88 4,39 8,4 42 11,93 7,56 16,95
INDOMETAGINA" 2,72 4,55 429 133 63 1198 817 1259
DEXAMETASONA® 2,90 4,10 504 85 535 1481 560 8,31
METOTREXATO* 192 325 407 73 432 721 78 1082
DENSIDADE DE VOLUME (Vvi) OCUPADA PELO TECIDO GRANULOMATOSO
GRUPOS Wi (%) Vi (%) Vi (%) Vi (%)
CONTROLE 52,45 64,25 69,90 83,36
TENOXICA® 69,95 52,60 35,47 44,00
INDOMETACINA® 49,08 34,18 57,53 64,94
DEXAMETASONA* 70,74 38,01 36,92 67,48
METOTREXATO* 59,22 57,91 59,98 67,64
DENSIDADE DE VOLUME (Vvi) DA REGIAO CENTRAL DE NECROSE
CONTROLE 47,55 37,35 30.01 15,20
TENOXICAM® 30,05 47,39 64,53 55,99
INDOEMTACINA® 50,62 65,82 42,47 35,06
DEXAMETASONA® 29,98 61,19 63,88 32,52
METOTREXATO" 40,78 42,09 40,02 32,36

LEGENDA: Wi (G)
granulomatoso;

agiram aumentando a sua densidade de volume. Contudo,
somente a dexametasona apresentou diferenga
estatisticamente significativa para o grupo controle
(p<0.05). Ap6s esse periodo experimental todos os.
fdrmacos inibiram a densidade de volume desse tecido,
tendo sido o metotrexato, o farmaco de menor poténcia.
Entre os NSAIDs, também, constatamos diferengas no
decorrer do tempo, pois a indometacina agiu mais
acentuadamente aos 14 dias, perdendo parte do efeito
logo a seguir, enquanto que o tenoxicam aumentou a
poténcia ap6s 14 dias (Tabela 1)

Dos firmacos testados, o metotrexato,
dexametasona ¢ o tenoxicam inibiram, aos 7 dias, a

a

= densidade de volume da estrutura no granuloma; Vi (TG) = densidade de volume da estrutura no tecido
* dose maxima didria dos farmacos: T = 20 mg; | = 100 mg, D = 4 mg, M =25 mg.

densidade de volume ocupada pela regido central de
necrose, nao obstante somente a dexametasona e o

terem diferenas estatisti
significativas (p<0.05). Nos demais perfodos, os firmacos
ram aumentando a densidade de volume dessa regido
(Tabela 1).

DISCUSSAO

Nos granulomas de alta renovagio celular, produzidos
por agentes biologicos de origem odontogénica ou niio,
além da participagio dos
imunolégicos e ndo imunolégicos, a proliferagio




fibroblistica ¢ a produgdo das fibras coldgenas constituem
aspectos caracterfsticos dessas lesdes.
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envolvidas com a ligagiio célula a célula ¢ com a
eslrululacno da matriz. Lxlmu,luldr na qual ocorre a
do< ity

“Tais processos sdo, em grande parte, pelos

duzind: igragao dos macté

que é o celular
dessas lesdes™ ¢, Eles sintetizam e secretam viios
produtos biologicamente ativos, tais como enzimas
lisossomais, fatores de crescimento e outras citoquinas

dmlan\u\u relacionadas com os mecanismos de

Quanto a sintese das fibras coligenas, sabe-se q\n. os
atuam como da
produzindo mediadores de natureza peptidica capazes de
timular os fibroblastos e as células endoteliais a
produgio do coldgeno. Tambérn, admitc-se que haja a

i imunes, no controle da

o0, migragdo ¢ de difc o celular, assim
«,mnn estimuladores da sintese de proteinas
e nio teciduais, da izagio e da

neecrose tecidual, necessirios ao inicio da formagio do
tecido granulomatoso 2 *& 112 115 % Em relagio &
densidade de volume dos macréfagos, verificamos que
no grupo controle ocorren o aumento, enquanto que nos
grupos foi aos 21
dias, a sua diminuigio (Tabela 1).

O mecanismo inibidor comum a todos os farmacos
pode ter sido a inibigao do metabolismo do 4cido
araquidénico ¢ dos fatores de crescimento e de
diferenciagio das células mielides progenitoras dos

agio dos

sntese das fibras coldgenas pelos fibroblastost 7 - .17

Portanto, o efeito estimulador da densidade de volume
das fibras coldgenas apresentado pelos NSAIDs
(ienoxicam ¢ indometacina), aos 21 dias, a despeito da
lensidade de volume d ida (Tabela
1), pode ter sido causado pelo estimulo a proliferagio dos
fibroblastos, decorrente da inibigdo da sintese das

prostaglandinas, que segundo (JOHNSON; PASTAN'
(1971), séo inibidoras da proliferagdo dessas células.

Outro aspecto importante a ser considerado € o papel
que os produtm resultantes do metabolismo do dcido

ouentdo, a nasintese

das moléculas de adesiio efou dos seus receptores,

emrelagio imune

faproliferacio o da G0 das célul

focalizados na superficie de- ou na matriz
reduzindo, i i

Resultado, ainda, a ser discutido € o acentuado efeito
inibidor apresentado pelo metotrexato aos 7 dias. Tal
resultado nos leva a supor que esse efeito tenha sido
causado pela citotoxicidade para as células mielgides
progenitoras dos monécitos/macréfagos ou, talvez, pela
diminuigo da produgao de poliaminas estimuladoras da

com a sintese do coldger

Neste particular, é possivel que os NSAIDs por
inibirem a producdo das prostaglandinas, via diminuicio
da concentragio do AMPe, induzam 2 proliferagio das
células T, ativando as células B a produgio de linfocinas
capazes tanto de estimular como de inibir a produgio de
interleucina 1, de maneira que a concentragio de:
citocina no foco inflamatério aumenta lentamente,

a r(putrescina e
o da atividade das enzimas ornitina ¢ S-

da diminui¢

adensidade de volume das fibras coldgenas

a0s 21 dias. Além do que, o tenoxicam por inibir secregiio

causada pela di i
ionina

das pode reduzir a digestao colagenolitica®

da produgio de metionina ¢ de
promovida pelo firmaco,
Contrariamente, o discreto efeito inibidor da densidade

Em sabe-se que a inibe
a produgdo da interleucina 1 sem bloguear a sintese ¢
seeregio do TGF-B, de maneira que o aumento da sua

do volume dos macréfagos causado pela

aos 14 dias, pode ter como explicagio o estimulo da

no a0s 28 dias, pode ter
oefeito d

atividade da ornitina s esse
efeito, pelo menos, em parte, explica o aumento da
densidade de volume do tecido granulomatoso induzido
por esse farmaco aos 7 dias (Tabela 1).

Por sua vez, o acentuado efeito apresentado pela
dexametasona aos 28 dias, superior ao dos demais
fdrmacos testados, possivelmente, decorre da inibigdo das
proteoglicanas mediadoras da proliferagio e da
diferenciagio das células micldides progenitoras em
mondcitos, bem como da inibigio das proteoglicanas

, secretadas no tecido gmnu]omnmo ouentio,
que a administragio didria desse firmaco, apés 21 dias,
induza um estado de resisténcia nos fibroblastos, capaz
de estimular a sintese das fibras coldgenas (Tabela 1).
Por outro lado, o cfeito inibidor das fibras coligenas,
apresentado pelos NSAIDs, aos 28 dias, pode ter sido
causado pelo aumento da concentragiio de interleucina |
no tecido decorrente da i¢do da
producio de PGs pelas células endoteliais ¢ macrofagos,
que tiveram a sua densidade de volume diminuida pelos




farmacos. Além do que, a indometacina também pmle

parede dos vasos, lesando-os em conseqiiéncia da

agir inibindo a produgdo da fi eaatividad
enzimas necessdrias  sintese das protcoglicana
diminuindo a produgio do coligeno e aumentando a
digesto colagenolitica'™

Outro resultado que merece uma anglise mais acurada,
foi o efeito inibidor mais acentuado da densidade de volume
das ibras coligenas apresentado pelo tenoxica wos 28
dias, comp
Possivelmente, esse efeito tenha sido causado pelo
mecanismo redutor do oxigénio livre presente no local da
inflamagio, inibindo a reagio enzimética de hidroxilagio
da prolina e da lisina pela enzima pré-coldgeno-prolina

ativagio d Comissohd
da fibrina e o estimulo a proliferago fibrobldstica ¢ a
produgio das fibras coldgenas.

Em relagio 4 densidade de volume dessa regido
verificamos que no grupo controle, com o passar do tempo,
ela foi gradualmente sendo substituida pelo tecido
granulomatoso, que teve a densidade de volume ocupada
pelas fibras coldgenas aumentada no decorrer do tempo.

Nos grupos de animais medicados, verificamos que,
a0s 7 dias, somente a dexametasona e o tenoxicam inibiram
4 regido central de necrose. Contudo, posteriormente, foi
uuhldlddo o aumento dessa regido. Tais resultados,

a inibigio da
micldides dos

se. Em ancia com esse poss , tenham como
citamos o fato da que, das células pr
estimula a produgdo do radical 6 0 apresentar

neutrsfilos e dos macréfagos, bem

diferenca significativa (p>0.05) para o metorexato, em
%o 2 inibigdo dessas fibras (Tabela 1),

A diminuigio (28 dias) da densidade de volume das
fibras coldgenas induzida pelo metotrexato, confirma a

dos ios de natureza

imune envolvidos na sintese do coldgeno, uma vez que o
efeito citotéxico para linfécitos inibe a produgio de
linfoci i da dos
macréfagos e células endoteliais, reduzindo,
consegiientemente, a produgio das fibras coldgenas™ 2

Quanto ao tecido granulomatoso, verificamos que os
farmac reduzindo a d de volume desse

rela

dessas células,

como a redugdo dos fatores quimiotixico
diminuindo o trinsito celular pela regido central do
granuloma ¢ a remogdo dos produtos resultantes da
necrose tecidual, possibilitando o seu acimulo nessa
regido.

CONCLUSAO

Dentre as vérias conclusoes pertinentes, as mais
significativas foram que:
- Em doencas inflamatérias cronicas nas quais haja a

tecido, ap6s 7 dias (Tabela 1). Tal efeito pode, pelo menos
em parte, ser explicado pela inibido da densidade de

participagio dos produtos derivados do
metabolismo do dcido arquidénico ¢ de outras citocinas
liberadas pelos macrofagos, o emprego de

volume dos macréfagos, das fibras cold e da
vascularizagdo, induzida pelos farmacos.
Por outro lado, aos 7 dias, o mcmnexs\lc, a

érios nio , particularmente, o

por periodo

sua poténcia

e dos efeitos colaterais menos

acentuados, pode substituir com vantagem a dexametasona

otenoxicam ensidadede  a da
volume do tecido granulomatoso. De mente a
diferenca parao  ca

grupo controle (p<0.05). E provével que esse efeito tenha

- No tratamento dos processos inflamatérios cronicos
nos quais hm a acentuada participagio do mecanismo
1

sido causado pela potencializagio, até 7 dias, dos fatores
angiogénicas pelo TGE-B, nio pela
dexametasona.

A reagiio necrdtica causada pelo agente flogégeno

assume fundamental importancia na fase inicial da
formagio do tecido granulomatoso, pois é fonte geradora

por sua propriedade
|munoduladom, inibigiio da densidade de volume dos
macréfagos e da regido central de necrose, jd aos 7 dias,
assim como pela acentuada diminuigio da densidade de
volume das fibras coligenas, proporcionada apés csse

ativadores das r

dos antigen

linfocinas

dotipo imediato e tardio, capazes d
estimuladoras da migragdo dos macréfagos e linfocitos,
bem como da sua ativagao em nivel do foco inflamatério
cronico. Tais antig também form:

circulantes imunocomplexos capazes de se ﬁxarsm a

period & o firmaco mais indicado.
-0 o por sua propriedade antiproliferativa
das células dos

macréfagos e razodvel efem) inibidor da densidade de
volume do tecido granulomatoso ¢ da regido central de
necrose, considerando a sua toxicidade, deve ser



somente como auxiliar no

empregada em baixa dose e
inflamatéri
- Os famacos antiinflamatérios, quando administrados
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por um periodo de 7 dias, tais como o ea
dexametasona, respectivamente, por reduzir a tensio do
oxigénio ¢ por potencializar os fatores angiogénicos,
aumentam a neovascularizagio, sem inibir a sntese do
coliigeno, podem ser empregados na terapia regencrativa.
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