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RESUMO



Ramalho-Lucas PD. Inibicdo do receptor tipo-1 ativado por protease (PAR;) na
doenca e reparo periodontal. [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de

Odontologia de Araraquara — FOAr/ UNESP; 2012.

RESUMO

A sinalizagdo celular por PAR; tem mostrado influenciar uma ampla gama de
respostas patofisioldgicas, incluindo ativacdo plaquetéria, crescimento tumoral,
inflamacdo e metastases. Baseando-se nisto, o objetivo do presente estudo foi
avaliar o efeito do Parstatin, droga que tem acdo bioldgica oposta aquela
desencadeada pela ativacdo do PAR;, durante o processo de inducédo e reparo da
inflamacgdo. Foi utilizado um modelo de periodontite experimental em ratos
através da instalacdo de ligaduras de fio de algoddo nos segundos molares
superiores. Para isto, 72 ratos foram separados aleatoriamente em 9 grupos com 8
animais cada e receberam as ligaduras e injecdo de veiculo ou Parstatin nos
periodos de 7 e 14 dias para observar a acdo da inibicdo deste receptor nos
periodos de inducdo de inflamacdo e reparo. ApoOs estes periodos, os animais
foram sacrificados e tiveram as maxilas removidas, dissecadas e divididas ao meio
para avaliacdo histologica e radiografica a fim de caracterizar infiltrado de células

inflamatorias e perda 0ssea ao redor dos dentes.

Palavras-chave: Inflamacdo; Receptor PAR-1; Agentes Moduladores de

Angiogénese.



ABSTRACT



Ramalho-Lucas PD. Type 1 protease-activated receptor (PAR;) inhibition on
periodontal disease and repair. [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade

de Odontologia da UNESP; 2012.

ABSTRACT

PAR; cell signaling has been shown to be involved in several pathophysiological
responses including platelet activation, tumor growth, inflammation and
metastasis. Based on this, the aim of the present study was to evaluate the
influence of Parstatin, a drug that presents a biological effect opposed to that of
PAR; receptor activation, on inflammation induction and repair processes. Rats
were subjected to cotton ligature-induced periodontitis bilaterally on the second
upper molar teeth. Seventy-two rats were randomly assigned to 9 groups
(n=8/group) and received ligatures and injection of vehicle or Parstatin for 7 or 14
days for both inflammation and repair induction. After that, the animals were
sacrificed and their maxilla removed, dissected and divided in two for histologic
and radiographic evaluation to characterize inflammatory cell infiltrate and bone

loss around teeth.

Key words: Inflammation; Receptor, PAR-1; Angiogenesis Modulating Agents.
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PARs: localizagéo, ativacao e funcéo

Os receptores ativados por protease (PARS) pertencem a uma familia de
receptores acoplados & proteina G heterotrimérica (Adams et al'., 2011).
Conforme ilustrado nas Figuras 1A e 1B, proteases sdo responsaveis pela
protedlise do dominio extracelular terminal-N do PAR, resultando em um novo
terminal, o qual se liga em um sitio especifico no préprio receptor, desta forma,
ativando-o (Nieman et al.*®, 2008; Ossovskaya, Bunnet®’, 2004; Cocks et al.”,

2000; Coughlin®3, 2000; Coughlin*?, 1999).

FIGURA 1 - Mecanismos de ativacdo do receptor ativado por protease. A Figura
1A representa o receptor em uma forma “inativa”, esperando a clivagem de seu
dominio extracelular terminal-N em um sitio especifico (lado esquerdo, caixa
branca). Apos a clivagem enzimatica, o dominio extracelular terninal-N é exposto
e se liga a um local especifico no receptor, ativando-o (Figura 1B).

Até o presente momento, quatro membros da familia dos receptores PAR
foram identificados. PAR; PAR3ze PAR,séo ativados por trombina (Ossovskaya,
Bunnet®’, 2004; O'Brien et al.*®, 2001; Macfarlane et al.®, 2001; Coughlin®?,

2000; Coughlin'?, 1999). PAR, é ativado por tripsina, triptase produzida por
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mastocitos, proteinase tipo 3 do neutrofilo, fator VIla/fator Xa, proteinase tipo 1
da membrana, ou proteases produzidas pela bactéria Porphyromonas gingivalis
(Nieman®®, 2008; Chiu®, 2007). Peptideos sintéticos seletivos, com as mesmas
sequéncias do terminal-N, podem ativar os receptores através de ligacdo direta ao
corpo do receptor, sem a necessidade de protedlise (Cocks et al.*®, 2000) (Figura

2).

FIGURA 2 - Peptideos sintéticos podem também ativar o PAR ligando
diretamente ao receptor (caixa vermelha) sem necessidade de clivagem enzimatica
do mesmo.

Com excecdo do PARj; todos os demais receptores possuem Seus
peptideos agonistas seletivos. PAR;, PAR; e PAR, podem ser ativados ndo-
enzimaticamente por TFLLR-NH2, SLIGRL-NH2, e GYPGQV-NH2,
respectivamente (Ossovskaya, Bunnet®’, 2004). Além de poder ser ativado por
trombina, PAR; pode também ser ativado por proteina C reativa e
metaloproteinase de matriz tipo 1 (MMP-1) (Chen et al.?, 2008). Esta ativacéo
leva a producdo de fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e fator de
crescimento basico de fibroblastos (bFGF), que promovem a formacdo de novos

vasos sanguineos (propriedade angiogénica).
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Apesar de demonstrarem estruturas similares e mecanismos comuns de
ativacdo, os PARs possuem localizacéo tecidual e funcdes diferentes. PAR; pode
ser encontrado nas plaquetas, endotélio, epitélio, fibroblastos, midcitos, neurénios,
e astrocitos, e parece desempenhar um papel importante na deposicdo de matriz
vascular ap0s injurias. PAR3; e PAR, sdo encontrados nas plaquetas, endotélio,
midcitos, e astrocitos, e estdo envolvidos na formacdo de coagulos e na embolia
pulmonar. PAR; parece estar envolvido na migracdo de leucocitos, reacédo alérgica
das vias aéreas e inflamacéo de articulagdes, pele e rins (Ossovskaya, Bunnet®’,

2004).

A clivagem do PAR; gera um fragmento denominado Parstatin na
superficie celular. Este fragmento penetra na célula por um mecanismo ainda
desconhecido, possivelmente através de um transportador da membrana celular ou
por mediacdo lipidica. Uma vez no meio intra-celular o Parstatin inibe a
proliferacdo da célula e induz apoptose (Figura 3). Em um estudo in vitro recente
utilizando aortas de ratos demonstrou-se que o Parstatin tem a capacidade de
inibir a producdo de VEGF e bFGF, ou seja, uma acao oposta aquela do PAR;

ativado (Zania et al.*®, 2009).
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FIGURA 3 - Processamento do Parstatin pelo receptor ativado por protease
(PAR;). Proteases serinas ativam PAR; pela clivagem de um fragmento de 41
aminoacidos e induzindo a ativacdo de um ligante. O peptideo clivado, Parstatin,
localiza-se na superficie celular e € internalizado possivelmente através de um
transportador da membrana celular ou por mediacdo lipidica. O Parstatin
subsequentemente inibe a proliferacdo celular e induz apoptose (Retirado de
Duncan & Kalluri*®, 2009).

PAR;: inflamacéo e reparo

A ativacdo do PAR; pelas proteases, particularmente a trombina, um
produto da coagulacdo, dispara varias respostas que induzem a inflamacao. Elas
incluem a mobilizacdo de P-selectinas; producdo de quimiocinas e outras
citocinas; expressdao de moléculas de adesdo endotelial para integrinas dos
leucdcitos; inducdo da ciclo-oxigenase-2 (COX-2) e producgdo de prostaglandinas;
producédo de fator inibidor de plaquetas (PAF) e oxido nitrico (NO); e mudangas
no formato endotelial (Ramachandran, Hollenberg®, 2008; Holzhausen®, 2005;
Loubakos et al.?®, 2001; Coughlin et al.'*, 2000; Coughlin et al.?, 1999). Essas
respostas promovem o recrutamento de leucdcitos e muitas outras reacfes da
inflamacdo. Devido & coagulacdo e a inflamacdo poderem iniciar um circulo
vicioso de amplificacdo, a interferéncia com a coagulacdo € uma estratégia

terapéutica potencial para a doenca inflamatoria sistémica vista com infec¢bes
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bacterianas, inclusive as disseminadas (Ramachandran, Hollenberg®, 2008;
Coughlin et al.™®, 2000).

Apesar de ndo existirem muitos estudos relacionando diretamente o PAR;
com a doenca periodontal, que representa uma resposta imuno-inflamatoria, sabe-
se que a atividade angiogénica apresenta um papel fundamental no processo de
inflamacdo e reparo tecidual. A atividade plaquetaria promove a liberacdo de
fatores de crescimento como VEGF, bFGF e endostatina, que podem atuar tanto
acelerando como diminuindo o tempo do reparo tecidual (Coimbra et al.'°, 2010;
Guimaraes et al.?°, 2007; Carmeliet®, 2003; Papetti, Herman®, 2002; Conway et

al.'t, 2001).
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Funcao do PAR1 nas células

Hou et al.??

em 1998 avaliaram o papel dos receptores ativados por
protease (PARS) na expressdo de Interleucina-6 (IL-6) utilizando um modelo in
vitro com fibroblastos gengivais humanos (HGF). Os autores trataram estas
culturas celulares com trombina e um peptideo sintético (SFFLRN), que s&o
agonistas de PAR;, com LPS (lipopolisacarideo) e Sulfato de Polimixina B,
agonistas de PAR;. Realizaram a analise de imuno-fluorescéncia indireta e
Northern Blotting para avaliar a expressdo destes receptores e ensaio
imunossorvente ligado a enzima (ELISA) para ver a expressdo de IL-6 nestas
células. As células HGF expressaram PARj, porém ndo expressaram PAR,. A
ativacdo de PAR; por trombina estimulou a secrecdo de IL-6 pelos fibroblastos.
SFFLRN também estimulou a secre¢do de IL-6, porém em niveis mais baixos
comparados aos niveis da ativacdo por trombina. Os autores concluiram que a
ativacdo do PAR; tem um papel importante na doenca periodontal devido a
presenca de IL-6, uma citocina pré-inflamatdria.

Vergnolle et al.*® em 1999 avaliaram a acéo pré e anti-inflamatoria da
trombina e seus distintos papéis na ativacdo do PAR; utilizando um modelo de
inflamacdo em pata de rato. A inflamacdo foi induzida pela injecdo local de
substancias teste nas patas traseiras dos animais. As substancias teste utilizadas
foram trombina, outros dois peptideos ativadores seletivos de PAR;, Cit-NH, e

TF-NH, e o peptideo de controle FSLLRY-NH; (FS-NH;). As alteracdes nas
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caracteristicas estruturais de cada pata foram analisadas através de cortes
histoldgicos. A injecdo de trombina resultou no desenvolvimento de edema que
persistiu por mais de 6 horas. As injecdes contendo Cit-NH; e TF-NH, também
resultaram em edema significante. Nestes dois Ultimos casos, o edema foi
significantemente maior que o edema causado pela injecdo da substancia controle
e 0s cortes histolégicos mostraram uma desorganizagdo dos tecidos. Nos animais
que receberam uma co-administragéo de trombina e Cit-NH,, o edema foi menor
que o observado nos animais tratados apenas com Cit-NH, revelando um efeito
anti-inflamatorio da trombina. Com estes resultados os autores concluiram que a
trombina pode exercer efeitos pro e anti-inflamatérios no modelo de edema de
pata de rato.

Em 2001, Andrade-Gordon et al.? investigaram o efeito antitrombético do
peptideo mimético RWJ-58259, um potente antagonista de PAR;. Os modelos
experimentais utilizados neste estudo incluindo cultura celular de células do
musculo liso de aorta e plaquetas, modelo de trombose in vivo utilizando cobaias
e por final um modelo de reestenose em ratos. Para avaliar a agregacao
plaquetaria foi utilizado plasma rico em plaquetas (PRP) preparado através de
sangue humano, de cobaias e de ratos. A agregacdo plaquetéaria foi iniciada com a
aplicacdo de trombina e SFLLR-NH,. As culturas celulares foram tratadas com
trombina. Para avaliar a mobilizacéo de calcio nestas células foi realizado teste de
fluorescéncia e a expressdao de IL-6 foi avaliada por ELISA. O modelo de
trombose foi obtido pela canulacdo da artéria cardtida esquerda e da veia jugular
direita com um tubo de silicone promovendo um desvio extracorporeo e a

instalacdo de uma ligadura feita com fio de algoddo. A administracdo de RWJ-
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58259 foi feita 15 minutos apds a estabilizacdo do quadro cirdrgico. O modelo de
reestenose foi obtido com a colocacdo de um cateter baldo na cardtida dos ratos
que foi inflado e desinflado por 3 vezes. RWJ-58259 foi e administrado na
camada adventicia da carétida. Os resultados mostraram que a agregacdo
plaquetaria induzida por trombina foi inibida pelo acréscimo de RWJ-58259 nas
plaquetas humanas. Nas células da musculatura lisa da cardtida, RWJ-58259
inibiu a mobilizacdo de célcio e a liberacdo de IL-6 induzidas por trombina. No
modelo de trombose in vivo, a administragcdo de RWJ-58259 diminuiu o peso do
trombo quando comparado ao grupo controle. No modelo de reestenose, a
inibicdo da ativagdo do PAR; por trombina consequente da administragéo de
RWJ58-259 mostrou reduzir a injaria vascular. Os autores concluiram que RWJ-
58259 apresenta caracteristicas antitrombdticas e que a inibicdo do PAR; pode
apresentar potencial terapéutico em injarias vasculares.

Em 2001, Kawabata et al.”> mostraram que agonistas de PAR; e PAR;
modulam o trénsito gastrointestinal em camundongos. Os autores administraram
um marcador por via oral nos animais e os sacrificaram apds 20 minutos. O trato
gastrointestinal foi removido e o comprimento do intestino delgado percorrido
pelo marcador foi mensurado. As drogas administradas foram: peptideo agonista
de PAR; SLIGRL-NH;, peptideo de controle inativo de PAR, LSIGRL-NH,,
peptideos agonistas de PAR; SFLLR-NH; e TFLLR-NHy, e o peptideo de controle
inativo de PAR; FSLLR-NH,. Estes peptideos foram administrados em varias
doses por via intraperitoneal e apds 1 minuto foi administrado um inibidor de
peptidase (Amastatin) seguido pela administracdo do marcador gastrointestinal.

Os resultados mostraram que ao administrar o0 SLIGRL-NH; combinado com o
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Amastatin, o transito gastrointestinal foi facilitado; porém, quando administrado
apenas o0 SLIGRL-NH; ndo houve efeito significante. Por outro lado,
administracdo de FS-NH, combinado com o Amastatin, ndo surtiu nenhum efeito
no transito gastrointestinal. Ja a administracdo de SFLLR-NH, combinado com
Amastatin, causou um aumento significativo no transito gastrointestinal, embora
quando administrado sem o pré-tratamento com Amastatin, ndo houve efeito
significante. FS-NH, também ndo mostrou efeito significante no transito
gastrointestinal. Estes resultados mostram que os Receptores PAR; e PAR;
modulam o trénsito gastrointestinal in vivo e ressaltam a importancia do papel
destes receptores neste sistema.

Em 2001, Lourbakos et al.” avaliaram se a protease bacteriana RgPB pode
ativar PARs em células epiteliais gengivais humanas (KB) gerando como resposta
a secrecdo de citocinas por estas células em um modelo in vitro. Foram utilizadas
células de linhagem e tecido gengival humano para realizacdo do experimento, em
ambos os casos foi feito o tratamento com RgPB. Para analisar a expresséo ou néo
destes receptores, foram feitas analises de transcriptase reversa e reacdo em cadeia
de polimerase (RT-PCR) e imuno-histoquimica. As analises de RT-PCR
mostraram a expressdo de PAR1, PAR, e PAR;. A andlise imuno-histoquimica
mostrou uma forte expressao de PAR; e PAR;, uma expressdo mais leve de PAR;
e uma baixa ou inexistente expressédo de PAR,. PAR; e PAR; foram marcados na
camada epitelial, porém, PAR; tem sua marcacdo bem distribuida e apresenta um
declinio quando as células vao se aproximando da camada escamosa da gengiva
enquanto PAR; tem sua marcagdo mais concentrada forte em ambas as camadas.

A Expressdo de PAR; se assemelha a expressdo de PAR; em distribuicdo, porém
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com uma marcacdo mais fraca. Isto indica que ambos, PAR; e PAR; séo
fortemente expressos no epitélio gengival, embora seja esperado que PAR; seja o
receptor que tem o primeiro contato com as bactérias no epitélio oral. Os
resultados mostram que ambos, PAR; e PAR; estdo presentes na superficie das
células KB e podem ser ativados pela protease bacteriana RgPB. A clivagem
destes PARs e a consequente regulacédo na secrecéo de IL-6 podem contribuir para
a inflamacdo local relacionada a bolsa periodontal patolégica e a propagacédo da
condigdo cronica inflamatoria presente nas doencas periodontais.

Em 2003, Chin et al.” avaliaram a capacidade do PAR; em alterar a
permeabilidade epitelial, se este efeito é decorrente de apoptose de enterdcitos que
ocasiona 0 rompimento da juncdo entre as células do epitélio intestinal. Foi
utilizado um modelo in vitro com cultura de células SCBN (linhagem de células
epiteliais intestinais indiferenciadas) que foram tratadas com TFLLR-NH; e como
controle inativo de PAR; (RLLFT-NH,). Também foi realizado um estudo in vivo
com camundongos C57BI16 onde um cateter foi introduzido pelo anus dos animais
e foram feitas infusbes na regido de colon contendo TFLLR-NH; e RLLFT-NH,.
Para avaliar a apoptose das células, realizaram teste de fluorescéncia e ELISA e
para analisar a permeabilidade dos intestinos in vivo, foi realizado imuno-
histoquimica com marcadores para caspase-3. Os resultados mostraram que
agonistas de PAR; induziram a apoptose de enterocitos e esta apoptose levou ao
aumento da permeabilidade epitelial. No estudo in vivo, a imuno-histoquimica
mostrou um aumento nos niveis de caspase-3 nos animais tratados com TFLLR-

NH, confirmando o aumento da permeabilidade do epitélio sobre o efeito do
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agonista de PAR;. Os autores concluiram que a apoptose induzida por PAR; esta
associada com o aumento da permeabilidade no epitélio intestinal in vivo.

Em 2003, Derian et al.* investigaram o efeito do RWJ-58259 na formag&o
de trombo subsequente de injuria eletrolitica em primatas. Eletrodos foram
introduzidos nas car6tidas dos animais para que se conseguissem um modelo de
trombose carotidea eletrolitica. A droga e o veiculo foram administrados por via
endovenosa e apds a administracdo das drogas, aplicaram uma corrente elétrica
nos eletrodos para induzir a oclusdo trombotica da artéria. A oclusdo foi definida
pela diminuicdo do fluxo sanguineo na artéria. Amostras de sangue foram
coletadas durante e depois da injaria e foi preparado PRP para avaliacdo da
agregacdo plaquetaria in vitro. As plaquetas foram tratadas com RWJ-58259 5
minutos antes da estimulacdo com trombina. Para avaliacéo histologica das aortas
dissecadas foi realizada analise imuno-histoquimica com marcadores de fibrina. A
expressdo de PARs foi avaliada por RT-PCR e mostraram a expressdo de PAR; e
PAR, pelas plaquetas. Foi notada uma diminui¢do no grau de oclusdo das artérias
que receberam a injuria eletrolitica ap6s a administracdo de RWJ-58259. As
analises histologicas das aortas mostraram uma diminuicdo no numero de
plaguetas nos trombos dos animais tratados com RWJ-58259. Os autores
concluiram que o RWJ-58259 exerceu uma funcdo terapéutica no modelo de
trombose eletrolitica.

Chiu et al.®, 2007, mostraram que o alérgeno imuno-dominante Pen ¢ 13
induziu a liberacdo de citocinas pré-inflamatorias pelas células epiteliais das vias
aéreas (HAECSs) pela ativagio de PAR; e PAR;, através da via de sinalizacdo Ca’.

Foi utilizado um modelo in vitro onde as células HAECs da linhagem A549 foram
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tratadas inicialmente com Pen c¢ 13 em diferentes concentragdes, com SFLLR-
NH2, com SLIGKYV (agonista de PAR;) posteriormente e com antigenos de PAR;
e PAR,. A expressao de IL-8 foi avaliada por citometria de fluxo, ELISA e reacéo
em cadeia da polimerase (PCR). Os resultados mostraram que Pen ¢ 13 induziu a
secrecdo de IL-8 e aumentou a expressdo de PAR; e PAR; pelas HAECs. Nas
culturas tratadas com antigenos de PAR; e PAR;, a expressdo de IL-8 foi
significantemente reduzida. Os autores concluiram que PAR; e PAR; sdo
expressos nas superficies das HAECs. Sua ativacao esta relacionada com doencas
alérgicas comuns como asma e podem ser alvos terapéuticos em doencas
respiratorias.

Em 2008, Chen et al.® avaliaram a necessidade da ativacdo do PAR; para o
recrutamento de leucdcitos dependente de MCP-1 (proteina-1 quimiotatica de
mondcitos) in vivo utilizando um modelo de rejeigcdo de enxerto xendgeno através
de transplante de coracdo entre camundongo e rato. Antes de realizar os
transplantes, os animais receptores receberam administracdo endovenosa de
agonistas e antigenos de PAR;. Para avaliar a presenca de MCP-1 foi realizado
teste ELISA e para verificar a presenca de Leucdcitos nos tecidos rejeitados foi
feita cultura de células. A inibicdo de PAR; inibiu a producdo de MCP-1 nos
coracOes doados e a ativacdo de PAR; aumentou a producdo de MCP-1 nestes
enxertos mostrando que a producdo de MCP-1 nos orgao doados é dependente da
ativacdo de PAR;. Esta ativacdo também se mostrou necessaria para 0
recrutamento de leucdcitos dependente de MCP-1 avaliada pela presenca dos

mesmos nas culturas celulares feitas posteriormente. Os autores concluiram que o
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recrutamento de leucocitos pela ativacdo de PAR; é dependente da producao de

quimiocinas como MCP-1.

Rohani et al.*?, 2010, estudaram os diferenciais de sinalizacdo de PAR; e
PAR, mediados pela resposta imune inata na indugdo de CXCL3, CXCL5 e
CCL20 pelas vias de sinalizacdo ERK, p38 e PI3K/Akt. Para realizacdo do estudo
foi realizada cultura de queratindcitos gengivais humanos isolados (HOKSs). As
células receberam tratamento com trombina e tripsina para estimular a ativacdo de
PAR; e PAR; respectivamente. Foi feito RT-PCR para verificar a expressao de
CXCL3, CXCL5, CCL20 e GAPDH. Para mensurar a secre¢do de CXCL5 e
CCL20, e para avaliar a fosforilacdo de p28 e ERK1/2 foi feito teste de ELISA. A
expressao total e fosforilada de kinases nos grupos de células tratadas ou ndo foi
avaliada por Western-Blotting. Os resultados mostraram que a ativacdo de PARS
modularam a fosforilagéo de p38 e ERK1/2 nas células HOKs e os marcadores de
resposta imune inata induzida pela ativacdo de PAR; e PAR; foram regulados por
estas duas vias de sinalizagdo. A expressdo imune inata e a expressao de CXCL5
em resposta a ativacdo de PAR; e PAR; foi reforcada pela inibicdo de PI3K/AKkt.
A inibicdo de PI3K esta associada com o decréscimo na fosforilagdo de ERK1/2 e
aumento na fosforilagdo de p38. Os autores concluiram que as proteases
mediadoras da ativacdo de PAR; e PAR; sédo diferentemente sinalizadas pelas vias
de cascata das proteino-quinases ativadas por mitogenos (MAPK).

Em 2010, Wee et al.* avaliaram o papel da expressdo de PAR; e PAR; na
resposta inflamatéria causada por helicobacter pylori (H. pylori). Foram
utilizados camundongos knockout para realizagdo do estudo e camundongos

comuns como controle. Os animais foram infectados por via intra-gastrica com
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uma suspensdo de H. pylori e os niveis de infeccdo foram avaliados pela
contagem de coldnias formadas no estdmago dissecado dos animais. Foi realizada
puncdo cardiaca no momento da eutanasia e a presenca de anticorpos de H. pylori
no soro foi avaliada por ELISA. Culturas primarias das células gastricas dos
animais foram feitas para andlise das citocinas presentes. A Expressao de PAR;
foi analisada por RT-PCR. Os resultados mostraram que 0s camundongos
knockout para PAR; apresentaram uma diminui¢cdo no numero de colonias de H.
pylori formadas. A infeccdo dos camundongos por esta bactéria levou a uma
elevacdo no nimero de anticorpos da mesma presentes no sangue dos animais. A
contaminacdo por H. pylori aumentou as expressdo de PAR; e diminui a
expressdao de PAR,. Os autores concluiram que PAR; age protegendo o
hospedeiro contra gastrite induzida pela bactéria H. pylori.

Em 2011, Falker et al."® mostraram que diferencas na regulacdo da
sinalizagcdo por PARs em plaquetas humanas se cruzam, e que a sinalizagdo por
PAR, elimina a diminuicdo na regulacdo de PAR;. Para este estudo, utilizaram
PRP, o trataram com SFLLRN e AYPGKF (peptideo ativador de PAR,) e
avaliaram a agregacdo plaquetaria com um aparelho que avalia a quantidade de
luz que passa por estas plaquetas (Chrono-Log Dual Channel lumi-aggregometer
[Model 560]). A expressao de PAR; na superficie das células foi avaliada através
de citometria de fluxo. Os resultados mostraram que as plaquetas tratadas com
SFLLR tiveram um acréscimo na sua taxa de agregacdo enquanto as plaquetas
tratadas com AYPGKF ndo sofreram efeito nesta taxa. Nas plaquetas cuja
sensibilizacdo por PAR; estava em queda e consequentemente a taxa de agregacao

estava diminuida, o tratamento com AYPGKF fez com que houvesse uma re-
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sensibilizacdo do PAR; restabelecendo a resposta de agregacao das plaquetas. Os
autores concluiram que apesar de serem sinalizacOes diferentes, a co-expresséo de
PAR; e PAR, sdo importantes no processo de agregacao plaquetaria uma vez que
a sinalizacdo por PAR, restabelece a sinalizacdo por PAR; responsavel pela
agregacdo das plaquetas, quando a mesma esta diminuindo.

Veiga et al.*, 2011, avaliaram a expressdo de PAR; nos quatro principais
tipos de leucemias, leucemia linfocitica crénica (CLL), leucemia linfoblastica
aguda (ALL), leucemia mieldide aguda (AML) e leucemia mieldide cronica
(CML). Para avaliar o padrdo de expressao de proteinas de PAR;, foram coletadas
61 amostras de sangue de pacientes com os diferentes tipos de leucemia. A
expressdo de PAR; foi analisada em linfocitos saudaveis (controle) e em linfcitos
de pacientes com as leucemias por citometria de fluxo. As analises mostraram que
linfdcitos de pacientes com CLL expressaram PAR1 em quantidades similares aos
linfocitos de pacientes saudaveis. Por outro lado, houve um acréscimo nha
expressao de PARL1 nos linfécitos de pacientes com ALL comparados aos de
pacientes com CLL e saudaveis. Nas amostras de CML, houve um aumento na
expressao de PAR1 quando comparadas com a amostra de pacientes saudaveis.
Nas amostras AML também houve um aumento significante na expressdo de
PAR; em comparacdo a amostra de controle. Os autores concluiram que a
expressdao de PAR; é significantemente elevada nos casos de leucemias mais
agressivas sugerindo um papel importante deste receptor nas malignidades

hematoldgicas agressivas.
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Acao do Parstatin nos processos de angiogénese e inflamacao

Em 2009, Zania et al.* avaliaram a inibicdo do processo de angiogénese
por um fragmento peptidico resultante da clivagem de PAR; por trombina
denominado Parstatin. Foram utilizados trés modelos de estudo, um in vitro
realizado com células epiteliais provenientes de veias umbilicais humanas
(HUVECSs) e dois modelos in vivo, um utilizando membrana corioalantdide
(CAM) de embrido de frango e outro utilizando artéria aorta de rato. Os trés
modelos experimentais receberam tratamento com fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF), fator de crescimento bésico de fibriblastos (bFGF), Parstatin
em diferentes concentragdes e veiculo no grupo de controle. Os resultados
mostraram que a aplicagéo de Parstatin na CAM de embrido de frango resultou
em inibic&o significante nos niveis de angiogénese e esta inibi¢do foi mais notavel
nos modelos tratados com VEGF e bFGF. No modelo de aorta de rato, Parstatin
inibiu a formacdo de micro-vasos nos modelos tratados com VEGF e bFGF em
certas doses. No modelo in vitro, as células HUVECs apresentaram uma
diminuicdo na taxa de crescimento e divisdo na presenca de Parstatin. Os autores
concluiram que Parstatin € um potente inibidor de angiogénese derivado da
trombina mostrando que a trombina pode exercer tanto fun¢des proé quanto anti-
angiogeénicas.

Em 2009, Strande et al.* avaliaram as propriedades cardioprotetoras de
Parstatin na injuria por isquemia e reperfusdo ap6s infarto em ratos. Para
conseguir o modelo de isquemia foi realizada toracotomia nos animais € uma

ligadura foi posta na artéria coronéria. Os cora¢Bes foram submetidos a 30
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minutos de isquemia seguidos de 120 minutos de reperfusdo. Parstatin foi
administrado 15 minutos antes da indugdo de isquemia ou 10 segundos apds a
reperfusdo. Uma area de infarto foi selecionada para as futuras avaliaces. Para
avaliar os efeitos cardioprotetores de Parstatin in vitro, os autores realizaram
perfusdo retrograda sobre constante pressdo (85mmHg) em coragdes excisados.
Os coragdes foram submetidos a 30 minutos de isquemia regional e 180 minutos
de reperfusdo. Os corac¢Ges do grupo A ndo receberam tratamento enquanto os do
grupo B foram tratados com Parstatin em diferentes concentragdes. Ao final do
experimento foram feitas analises de imunoblotting e protocolo de vaso dilatagdo
de micro vasos. Os resultados mostraram uma diferenga significantemente menor
na area de infarto nos grupos que receberam Parstatin tanto no estudo in vivo
como no in vitro. Os autores concluiram que Parstatin apresenta propriedades
cardioprotetoras durante a injdria nos processos de isquemia e reperfusdo e causa
vasodilatacdo em artérias de ratos isoladas.

Em 2010, Huang et al.” avaliaram o efeito de Parstatin em modelos de
neovascularizacdo e inflamacdo. Estes modelos obtidos através da aplicacdo de
laser na retina, através de retinopatia isquémica induzida por oxigénio ambos em
camundongos, e pela cauteriza¢do quimica da cornea em ratos. Apds 0S processos
de inducdo de neovascularizacdo, injecOes intra-vitreais contendo Parstatin ou
veiculo foram feitas. A formacé&o de novos micro-vasos e a presenca de infiltrado
inflamatorio foram avaliados histopatologicamente. Para avaliar a presenca de
leucdcitos na retina, injecbes de VEGF e de VEGF combinado com Parstatin
foram realizadas, e as analises quantitativas foram feitas por contagem de

leucdcitos aderidos nos vasos das retinas. Nos trés modelos estudados, 0s grupos
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que receberam Parstatin apresentaram diminui¢cdo na formacgdo de novos vasos.
No modelo de leucocitase induzida por VEGF, o grupo que recebeu Parstatin
mostrou uma diminui¢do no numero de leucécitos aderidos aos vasos. Os autores
concluiram que Parstatin suprimiu a neovascularizacao retinal, coroidal e cérnea e
reduziu o recrutamento de células inflamatérias nas lesdes oculares mostrando que
Parstatin pode apresentar caracteristicas terapéuticas nos casos de doengas
neovasculares e inflamatdrias oculares.

1.*3, 2010, avaliaram a eficacia de Parstatin em oferecer

Routhu et a
protecdo contra isquemia do miocardio e injdria por reperfusdo em ratos. O
modelo de infarto utilizado foi 0 mesmo descrito por Strande et al.** em 2009.
Parstatin foi injetado em diferentes concentragdes por via endovenosa por um
cateter instalado na artéria carotida esquerda dos animais. Uma area de risco a
infarto foi determinada. Os grupos tratados com Parstatin apresentaram uma
menor area de risco a infarto que os ratos sem tratamento ou que receberam

apenas veiculo. Os autores concluiram que Parstatin é um efetivo agente de

protecdo durante isquemia e reperfusdo do miocardio em ratos.
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O objetivo geral deste estudo foi verificar a importancia do receptor PAR;
no desenvolvimento e reparo do processo inflamatdrio nos tecidos periodontais.

Objetivos especificos:

e Avaliar o efeito da inibicdo do PAR; sobre a destruicdo 6ssea alveolar
produzida pela inducédo de periodontite experimental;

e Avaliar a intensidade do processo inflamatorio provocado nos tecidos
periodontais na presenca e auséncia de droga inibidora de PARy;

e Avaliar a influéncia da inibicdo do PAR; sobre o reparo dos tecidos

periodontais.
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Animais
Foram utilizados 72 ratos (Rattus norvegicus albinus, Holtzman), machos,
com idade aproximada de 8 semanas e com peso médio de 250g provenientes do
Biotério Central da UNESP, Campus de Araraquara. Os animais em grupos de 5,
foram acomodados em gaiolas de polipropileno e mantidos em temperatura
controlada (22-25°C), com ciclos de claro e escuro (12/12 horas), alimentados
com ragdo granulada (Labina/Purina) e agua ad libitum no biotério da Faculdade
de Odontologia de Araraquara — UNESP. Todos os procedimentos foram
realizados de acordo com o Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA) e o comité de Etica em Experimentacio Animal (CEEA), processo n°
20/2011, da Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP (Anexo 1).
A amostra foi aleatoriamente distribuida em 9 grupos experimentais sendo que
4 grupos foram submetidos ao estudo da agdo do Parstatin sobre a indugéo de
doenca periodontal experimental, 4 grupos foram utilizados para o estudo da acao
do Parstatin sobre a reparacdo da doenca peridontal experimental e 1 grupo
controle que ndo recebeu qualquer manipulacdo incluindo tratamento com

Parstatin ou inducdo da doenca periodontal (DP).
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Avaliacdo do Parstatin sobre a indugdo da doenca periodontal experimental

Neste estudo foi utilizado um modelo de indugéo de doenca periodontal
por meio da colocacdo de ligadura ao redor dos segundos molares superiores,
bilateralmente.

Para a colocacdo da ligadura, os animais foram submetidos a anestesia geral
(0,08 mL de Ketamina e 0,04 mL de cloridrato de Xilasina por 100g de peso
corporal). Apés anestesia, 0os animais foram posicionados em mesa operatoria
apropriada para permitir uma manutengdo adequada de abertura bucal dos ratos,
facilitando o acesso aos dentes da regido posterior da maxila. Com o auxilio de
instrumental adequado, um fio de algoddo n° 30 foi posicionado na regido de
sulco gengival ao redor dos segundos molares superiores dos lados direito e
esquerdo. Neste modelo de inducdo de doenca periodontal a ligadura atua como
irritante gengival e a0 mesmo tempo favorece o acimulo de bactérias (Bezerra et
al.%, 2000; Johnson®*, 1975). As ligaduras foram checadas quando os ratos foram
sacrificados.

Apbs a colocacdo da ligadura, cada rato recebeu uma injecdo contendo 5ul de
Phosphate Buffer Saline (PBS), solucdo utilizada como veiculo, ou 3ug de
Parstatin diluido em 5uL de PBS perfazendo-se volume total de 0,6pg/uL por
injecdo (Huang®, 2010). Essas injecdes foram realizadas na mucosa palatina na
regido mesial dos segundos molares superiores. Os animais dos grupos 2 e 4
receberam uma injecdo contendo, respectivamente, veiculo e Parstatin
imediatamente apds a instalacdo das ligaduras, uma segunda injecdo 7 dias apos a

indugdo da doenca periodontal e foram sacrificados 24 horas ap6s a ultima
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injecdo. Os animais dos grupos 3 e 5 receberam uma injecdo contendo,
respectivamente, veiculo e Parstatin imediatamente ap0s a instalacdo das
ligaduras, uma segunda injecdo apds 7 dias da instalacdo das ligaduras e uma
terceira injecdo apds 14 dias da instalacdo das ligaduras (Figura 4). Os animais

foram sacrificados 24 horas apds a ultima injecéo.

FIGURA 4 - Esquema mostrando o delineamento experimental durante a inducéo
da doenca periodontal e tratamento com PBS e Parstatin.
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Avaliacdo do Parstatin sobre 0 processo de reparo apoés a inducéo da doenca

periodontal experimental

Para avaliacdo da acdo do Parstatin sobre o processo de reparo dos tecidos
periodontais as ligaduras foram removidas no intuito de retirar o irritante gengival
e a0 mesmo tempo ndo favorecer o acimulo de bactérias. Nesse sentido, quatro
grupos de ratos (grupos 6 a 9) foram submetidos a inducéo da doenca periodontal
experimental e no 7' dia as ligaduras foram retiradas para que se iniciasse o
processo de reparo destes tecidos. Os animais dos grupos 6 e 8 receberam uma
injecdo contendo, respectivamente, veiculo e Parstatin imediatamente apds a
instalacdo das ligaduras e uma segunda injecdo no momento de retirada das
ligaduras apds 7 dias sendo sacrificados 24 horas ap6s a Ultima injecdo para
avaliacdo do reparo dos tecidos periodontais neste periodo. Os animais dos grupos
7 e 9 receberam uma injecdo contendo, respectivamente, veiculo e Parstatin
imediatamente apés a instalacdo das ligaduras, uma segunda inje¢cdo no momento
da retirada das ligaduras apds 7 dias e uma terceira injecdo passados mais 7 dias
sendo sacrificados apés 24 horas para avaliagdo do reparo dos tecidos
periodontais neste periodo. A concentracdo e volume das solugdes injetadas foram

as mesmas citadas anteriormente (Figura 5).
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FIGURA 5 - Esquema mostrando o delineamento experimental durante o
processo de reparo dos tecidos periodontais ap6s o tratamento com PBS e
Parstatin.

Coleta de Material e Analises

Apbs os periodos experimentais estabelecidos os animais foram
sacrificados por overdose de anestésico. Posteriormente ao sacrificio as maxilas
dos animais foram removidas e separadas em duas hemi-arcadas através de
incisdo na regido da sutura palatina, totalizando 16 pecas por grupo. As
hemimaxilas do lado direito foram utilizadas para processamento histolégico e as
do lado esquerdo foram utilizadas para obtencdo de material para a analise de

microtomografia computadorizada (UCT).
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Andlise Histol6gica Descritiva

As heimaxilas do lado direito, destinadas a analise histoldgica, foram
fixadas em formol 10% por 48h. Um agente descalcificante rapido contendo
EDTA, tartarato de sodio e potassio, acido cloridrico e agua deionizada foi
utilizado para uma descalcificacdo em 10 horas e, em seguida, as pecas foram
incluidas em parafina. Cortes seriados de 5um de espessura foram obtidos no
plano transversal, montados em laminas e corados com hematoxilina e eosina
(H/E). Estes cortes foram utilizados para andlise descritiva feita por um

examinador calibrado.

Microtomografia computadorizada — uCT

Apbs o sacrificio dos animais, as hemimaxilas do lado esquerdo foram
removidas, fixadas em formol a 10% durante 48 horas e em seguida transferidas
para uma solucdo de alcool 70% e armazenadas em temperatura ambiente. As
amostras foram escaneadas através de um sistema de microtomografia
computadorizada (Skyscan 1174, Aartselaar, Belgium).

Foram utilizados os seguintes parametros da UCT: o tamanho da imagem
em pixel foi de 2000 x 1336; a espessura dos cortes foi de 12um; a magnificacéo
da imagem foi de 10x; a voltagem do tubo de raios-X foi de 50kV e o feixe foi de
495uA e a corrente elétrica foi ajustada para 0.1mA. As reconstrucoes
tridimensionais das imagens foram feitas utilizando o software de reconstrucéo

(NRecon 1.6.1.5 — SkyScan N. V. Belgium).
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Depois de serem reconstruidas as imagens foram reorientadas em trés
planos, frontal, coronal e transaxial em um software especifico (Data Viewer
1.43.1 - SkyScan, Belgium) para possibilitar um alinhamento uniforme da
posicOes anatdmicas mesial-distal, vestibular-palatina e medial e lateral resultando
em uma padronizacdo das imagens que serdo utilizadas para a analise volumétrica

posteriormente (Figura 6).

FIGURA 6 — Imagem do software Dataviewer mostrando os trés posicionamentos
necessarios para a padronizacdo das imagens a serem analisadas
volumétricamente.

Para mensuragdo volumétrica das imagens, foi utilizada a uma

modificacdo da metodologia proposta por Park et al.*

, (2007). Estas mensuracdes
foram feitas através de um software especifico (CT Analyser 1.10.1.0 - SkyScan,

Belgium), seguindo a selecdo de uma regido de interesse (ROl — region of
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interest) tridimensional que foi padronizado e utilizado em todas as imagens. O
examinador utilizou marcagfes morfométricas durante a confeccdo do ROI para
se guiar e manter um padréo.

A delimitacdo do ROI utilizada para possibilitar uma analise da regido
proximal e de furca do segundo molar superior foi, no sentido mesio-distal, a
partir da raiz mesial do terceiro molar, até a raiz distal do primeiro molar, e no
sentido cervico-apical, englobando todo o teto da furca do segundo molar superior
até 500um apical a esta estrutura. A escolha desta regido de interesse se deu pelo
local onde foram instaladas as ligaduras e aplicadas as injecdes. O contorno em
2D do ROI foi desenhado em intervalos regulares, a cada 12 planos, a fim de
diminuir o efeito da variabilidade do contorno das raizes, em seguida, um ROl em
3D foi criado utilizando o software (CT Analyser 1.10.1.0 - SkyScan, Belgium)
baseando-se na resultante do contorno 2D. A partir disto, os pardmetros de fracdo
do volume dsseo foram determinados e as andlises foram realizadas por um

examinador cego e calibrado (Figura 7).
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FIGURA 7 — Imagem do software CTAnalyser mostrando o ROI na posicdo
padronizada para todas as imagens analisadas.

Andlise Estatistica

As comparacdes inter-grupos foram realizadas para as variaveis numéricas
utilizando-se analise de variancia de um critério (ANOVA), com pds-teste de
tukey, ou o teste t de student para comparacGes em pares. Quando néo houve
homogeneidade de variancias ou distribuicdo normal, utilizou-se o teste ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis, com pds-teste de Dunn, ou Mann-Whitney (pares).
Os dados foram expressos em média * erro padrdo da média (EPM). Todos 0s
testes foram realizados utilizando-se software (Bioestat 5.0, Manuel Ayres,

Belém, PA, Brasil) e o nivel de significancia adotado foi p=0,05.
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Andlise Histol6gica Descritiva

Controle

Os cortes transversais do segundo molar superior direito dos ratos do
grupo controle apresentavam tecido gengival da face vestibular com sua porcao
bucal recoberta por epitélio pavimentoso estratificado paraceratinizado. A porgéo
sulcular encontrava-se recoberta por epitélio pavimentoso estratificado néo
ceratinizado. Sua espessura apresentava nimero menor de células epiteliais
quando comparado ao epitélio bucal. Em continuidade ao epitélio sulcular,
observava-se 0 epitélio juncional, caracterizado por se apresentar com células
epiteliais frouxamente arranjadas. O cdrion gengival subjacente ao epitélio
caracterizava-se pela presenca de tecido conjuntivo fibroso composto por densos
feixes de fibras colagenas entremeado por fibroblastos fusiformes ou estrelados.
Foi comum observar, mais precisamente proximo ao epitélio juncional, esparsas
células mononucleares e de forma mais distribuida presenca de figuras vasculares.
Em continuidade ao tecido gengival observava-se o0sso alveolar envolvendo
inUmeros ostedcitos que se apresentavam com formato lenticular ou circular
ocupando espacos naturalmente achatados denominados de lacunas, que por sua
vez estavam envolvidas por matriz ostedide (ndo calcificada). Proximo a sua
superficie observava-se células redondas e globosas caracterizando
morfologicamente osteoblastos. Era possivel observar em algumas areas células

com variados numero de nucleos similares aos osteoclastos. Entre o tecido 6sseo e
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0 cemento que recobria a superficie dentaria havia o ligamento periodontal que
apresentava figuras vasculares, feixes de fibras coladgenas dispostas dentro da
normalidade e inumeras células fusiformes com caracteristicas de fibroblastos

(Figuras 8/Ae 8/B).

FIGURA 8 — Corte histologico de um animal do grupo Controle. A) Aumento de
10X; B) Aumento de 20X.
Doenca Periodontal

Os cortes transversais do segundo molar superior direito dos ratos
submetidos a inducdo da doenca periodontal por ligadura e tratados com PBS
apresentava gengiva da face vestibular com tecido epitelial desorganizado,
desestruturado ou ausente, portanto ndo sendo possivel diferenciar as porcoes
bucal, sulcular e juncional principalmente no periodo de 14 dias (Figuras 9/C,
9/D, 9/E e 9/F). O corion gengival caracterizava-se por tecido conjuntivo

desorganizado, compondo-se por feixes de fibras coladgenas entremeadas por
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escassos fibroblastos fusiformes ou estrelados e figuras vasculares. Apés 7 dias da
colocacdo da ligadura foi possivel observar proximo a superficie, presenca de
intenso infiltrado inflamatério composto principalmente por células
polimorfonucleares e figuras vasculares (Figuras 9/C e 9/D). Apesar da menor

quantidade, os neutréfilos estavam presentes até o 14° dia (Figuras 9/E e 9/F).
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FIGURA 9 - Imagem dos cortes histologicos mostrando as diferencas
estruturais nos grupos de inducdo de doenca periodontal experimental e
tratamento com PBS. A) Grupo 1 (Controle) no aumento de 10X; B) Grupo 1
no aumento de 20X; C) Grupo 2 (ligadura+PBS 7 dias) no aumento de 10X; D)
Grupo 2 no aumento de 20X; E) Grupo 3 (ligadura+PBS 14 dias) no aumento
de 10X; F) Grupo 3 no aumento de 20X.
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Tanto no 7° quanto no 14° dias ap6s a colocacio da ligadura e tratamento
com Parstatin, era possivel observar que subjacente a area superficial havia
mudanca na composi¢do do infiltrado inflamatério, isto é, havia presenca de
polimorfonucleares e mononucleares ocupando a mesma regido, compondo um
infiltrado inflamatério misto. Entretanto, a maioria das células dessa regido era
mononuclear. Observava-se abundéncia de figuras vasculares dilatadas (Figuras
10/C, 10/D, 10/E e 10/F).

Em continuidade ao tecido gengival observava-se o 0sso alveolar com
extensas &reas de reabsorcao vertical e horizontal principalmente no periodo de 14
dias, isto é, proximo a superficie do tecido 0sseo observava-se reentrancias
ovoides algumas vezes ocupadas por osteoclastos. (Figuras 10/E e 10/F).

Entre o tecido 6sseo e o cemento que recobria o dente havia o ligamento
periodontal que apresentava figuras vasculares de diversos calibres, fibras

colagenas e inimeras células fusiformes (fibroblastos).



FIGURA 10 - Cortes histologicos mostrando as diferencas estruturais entre 0s
grupos que receberam ligadura e tratamento com Parstatin. A) Grupo 1
(controle) no aumento de 10X; B) Grupo 1 no aumento de 20X; C) Grupo 4
(ligadura + Parstatin 7 dias) no aumento de 10X; D) Grupo 4 no aumento de
20X; E) Grupo 5 (ligadura + Parstatin 14 dias) no aumento de 10X; F) Grupo
5 no aumento de 20X.
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Durante o periodo de reparacédo, os animais submetidos ao tratamento com
PBS apresentavam caracteristicas morfoldgicas do epitélio semelhantes as do
controle. O corion gengival apresentava-se reparado, caracterizado por um
aumento da quantidade de fibras colagenas (Figuras 11/C, 11/D, 11/E e 11/F). No
grupo de animais submetidos ao tratamento com Parstatin, observava-se a
persisténcia de discreto infiltrado inflamatério, caracterizado por células
inflamatorias mononucleares. Nesses grupos observou-se abundantes figuras
vasculares de grande calibre, sugerindo vasodilatacdo; Apds 14 dias houve parcial
reparagdo Ossea vertical e horizontal, com o tecido dsseo caracterizado por
apresentar grande quantidade de ostedcitos em meio a uma matriz de organizagdo
definida. Porém, em ambos o0s grupos, o o0sso alveolar ndo retornou as
configuracdes observadas no grupo da reparacdo tratado com solucdo de PBS.
Havia pleno reparo do ligamento periodontal, com retorno da insercdo das fibras
entre 0 0sso e o0 cemento (Figuras 12/C, 12/D, 12/E e 12/F).

Nos animais submetidos ao tratamento com Parstatin durante o periodo de
reparo, observava-se auséncia de reparacdo das por¢des epiteliais bucal, sulcular e
juncional. O tecido epitelial apresentava-se desorganizado e desestruturado. As
imagens sugeriam auséncia de adesdo de células do tecido epitelial. O cérion
gengival apresentava-se fibroso e era possivel observar a persisténcia de células
inflamatdrias mononucleares entremeadas com grande quantidade de células
fusiformes. Pequenas figuras vasculares eram observadas em abundancia,
caracterizando intensa angiogénese. Era possivel observar reparacdo Ossea
vertical e horizontal, caracterizada por apresentar grande quantidade de oste6citos

em meio a uma matriz de organizacdo definida e inimeras figuras vasculares.
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Porém, o osso alveolar ndo retornou as configuragdes observadas no grupo de
controle. Houve pleno reparo do ligamento periodontal, onde se observava retorno
da insercao das fibras entre 0 0sso e o cemento (Figuras 12/A, 12/B, 12/C, 12/D,

12/E e 12/F).
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FIGURA 11 - Imagens dos cortes histologicos mostrando as diferencas
estruturais nos grupos de reparo da doenca periodontal experimental e
tratamento com PBS. A) Grupo 1 (controle) no aumento de 10X; B) Grupo 1 no
aumento de 20X; C) Grupo 6 (Reparo+PBS 24h) no aumento de 10X; D)
Grupo 6 no aumento de 20X; E) Grupo 7 (Reparo+PBS 7 dias) no aumento de
10X; F) Grupo 7 no aumento de 20X.



FIGURA 12 - Imagens dos cortes histologicos mostrando as diferencas
estruturais nos grupos de reparo da doenca periodontal experimental e
tratamento com Parstatin. A) Grupo 1 (controle) no aumento de 10X; B) Grupo
1 no aumento de 20X; C) Grupo 6 (Reparo+Parstatin 24h) no aumento de 10X;
D) Grupo 6 no aumento de 20X; E) Grupo 7 (Reparo+Parstatin 7 dias) no
aumento de 10X; F) Grupo 7 no aumento de 20X.
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Microtomografia Computadorizada - uCT

Os resultados mostraram que houve diferenca significativa nas areas dos
defeitos Gsseos ente 0s grupos 1 e 2, e entre os grupos 1 e 4. No entanto, ndo
houve diferenca significativa entre os grupos 2 e 4 (ANOVA; p>0,05). O Gréfico
1 representa a média (+ EPM) da area do defeito sseo em mm?® nas maxilas dos
animais do grupo de controle (grupo 1), animais que receberam a ligadura e

tratamento com PBS (grupo 2) ou Parstatin (grupo 4) no periodo de 7 dias.

® Ligadura+ Parstatin (7
dias)

GRAFICO 1 - Média (+EPM) das areas dos defeitos 6sseos gerados nos animais
dos grupos 2 e 4 no periodo de 7 dias.*
*Letras diferentes representam diferenca estatisticamente significante

Nos grupos que receberam ligadura e tratamento com PBS (grupo 3) ou

Parstatin (grupo 5) no periodo de 14 dias, houve diferenca significativa apenas
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entre os grupos 1 e 3, no entanto, entre os grupos 1 e 5 e entre os grupos 3 e 5 ndo
houve diferenca significativa (Kuskall-Wallis, p>0,05). O Gréafico 2 mostra a
média (+EPM) da area do defeito 6sseo em mm® nas maxilas dos animais dos

grupos 1, 3 e 5.

12
10
ME 8 m Controle
=
3
2 6 m Ligadura+ PBS (14 dias)
-
2
3 m Ligadura+ Parstatin (14
g 4 - dias)

GRAFICO 2 - Média (+EPM) das areas dos defeitos 6sseos gerados nos animais
dos grupos 3 e 5 no periodo de 14 dias. *
*Letras diferentes representam diferenca estatisticamente significante.

Nos grupos de reparo, no periodo de 24 horas, houve diferenca
significativa entre as areas dos defeitos dsseos dos grupos 1 e 6 (Teste t de
student; p<0,05) e dos grupos 1 e 8 (ANOVA; p<0,05). O Grafico 3 mostra a

média (+EPM) das 4reas dos defeitos 6sseos em mm® dos grupos 1, 3 (Reparo +

PBS 24h) e 5 (Reparo + Parstatin 24h).
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12

[us]

10

m Controle
B Reparo + PBS 24h

W Reparo + Parstatin 24h

Defeito 6sseo mm?3

GRAFICO 3 - Média (+EPM) das areas dos defeitos 6sseos gerados nos animais
dos grupos 6 e 8 no periodo de reparo em 24h.*
*Letras diferentes representam diferenca estatisticamente significante.

Nos grupos de reparo no periodo de 7 dias, ndo houve diferenca
significativa entre as areas de defeito 0sseo entre nenhum dos grupos (ANOVA;
p>0,05). O Gréafico 4 mostra a média (xEPM) das areas dos defeitos dsseos em
mm? das maxilas dos animais dos grupos 1, 7 (Reparo + PBS 7 dias) e 9 (Reparo

+ Parstatin 7 dias).
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H Controle
EReparo + PBS 7 dias

Reparo + Parstatin 7 dias

Defeito 6sseo mm3

GRAFICO 4 - Média (+EPM) das areas dos defeitos 6sseos gerados nos animais
dos grupos 7 e 9 no periodo de reparo em 7 dias.

A Figura 11 mostra um esquema representativo da reconstrugdo dos
modelos tomograficos tridimensionais dos grupos de inducdo da periodontite

experimental.

FIGURA 11 — Modelos 3D dos grupos de inducdo da periodontite experimental:
A) Grupo 1; B) Grupo 2; C) Grupo 3; D) Grupo 4; E) Grupo 5.
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A Figura 12 mostra um esquema representativo da reconstrucdo dos
modelos tomograficos tridimensionais dos grupos de reparo da periodontite

experimental.

FIGURA 12 — Modelos 3D dos grupos de reparo da periodontite experimental:
A) Grupo 1; B) Grupo 6; C) Grupo 7; D) Grupo 8; E) Grupo 9.
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Angiogénese ou neovascularizacdo € o processo pelo qual as células
endoteliais secretam proteases que degradam a matriz extracelular, depois migram
nos espacos perivasculares, proliferam e se alinham para formar novos vasos. E
um processo critico em alguns eventos fisioldgicos assim como em alguns eventos
patolégicos incluindo as reacdes inflamatérias (Carmeliet’, 2003; Papetti,
Herman®, 2002; Conway et al.'*, 2001), cancer (Grandis, Argiris*®, 2009) e em
processos de reparo tecidual (Kobayashi, Lin?®, 2009). O aumento do nimero de
vasos sanguineos € uma das caracteristicas classicas da reacdo inflamatoria
fundamental para o aporte de células do sistema imune ao local da agressao. No
processo de reparacdo, a angiogénese € fundamental por trazer nutrientes e
mediadores bioldgicos para a modulacéo da atividade das células da &rea afetada,
além de levar células mesenquimais que podem se diferenciar em diversos tipos
celulares necessarios ao reparo e regeneracao dos tecidos afetados. Como o papel
da angiogénese pode ser circunstancialmente interpretado como “desejavel ou
incentivado”, para que 0s novos meios de transporte do sangue possam colaborar
na restauracdo da saude (por ex., doencas neuro- degenerativas, no
estabelecimento da resposta imune as infeccbes e na reparacdo de lesdes
isquémicas do miocéardio, fraturas nos 0ssos) ou “indesejada” (por ex., no
crescimento e invasdo de tumores, obesidade, aterosclerose), diferentes
abordagens terapéuticas estimulatdrias ou inibitérias tém sido avaliadas. Existem
diversos fatores pré-angiogénicos, como o fator de crescimento bésico de

fibroblasto (bFGF), fator de crescimento endotelial (EGF), fator de crescimento
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de células endoteliais derivados de plaquetas (PDEGF), fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF) e fator de crescimento celular endotelial vascular
(VEGF) (Bao et al.%, 2009; Von Hundelshausen et al.*’, 2001; Maloney et al.*,
1998; Miyazono, Heldin®, 1989; Linder et al.?, 1979). Igualmente, fatores
antiangiogénicos estdo tendo relevancia biologica e terapéutica como fatores
importantes nos processo patolégicos e fisiolégicos (Folkman'’, 2007). Inibidores
endogenos da angiogénese incluem fatores de crescimento, citocinas, e
metabolitos, assim como fragmentos de peptideos que sdo derivados de tecido de
remodelacéo (Ribatti*', 2009). Os mecanismos que regulam a angiogénese s&o
extremamente complexos visto que ha expansdo de eclética classe de moléculas
gue agem como inibidores compreendendo ndo unicamente produtos decorrentes
da expressdo via genoma mas, em muitos casos, sdo derivados do proprio tecido
como por exemplo fragmentos do tecido derivados da membrana basal como
colageno e proteoglicanos (Maeshima et al.**, 2000). Dada diversidade de
moléculas que possuem atividade antiangiogénica, talvez ndo seja surpresa que
uma proteina de superficie dé origem a um novo membro da classe de fragmentos
de peptideos anti-angiogénico. Parstatin € um novo membro dessa classe (Zania et
al.*®, 2009). Uma variedade de proteases tem a habilidade de liberar Parstatin,
incluindo trombina, proteina C reativa e MMP1. Portanto, a clivagem da porcao
N-terminal do PAR; por trombina gera um fragmento denominado Parstatin que
pode penetrar na célula possivelmente através de um transportador ou por
mediacdo lipidica inibindo a proliferacdo celular e causando apoptose (Duncan,
Kalluri,®® 2009). Estudos mostraram que Parstatin, apresenta propriedades

cardioprotetoras e € capaz de inibir a producdo de VFGF e bFGF, ou seja, agindo
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possivelmente como um inibidor do PAR; (Strande et al.**, 2009; Zania et al.*,
2009; Huang et al.?®, 2010; Routhu et al.**, 2010). A partir dessas informagdes
justifica-se o desenvolvimento do presente trabalho cujo objetivo foi avaliar o
efeito do Parstatin, sobre a evolugédo e reparo da periodontite experimental em
ratos.

No presente estudo, observou-se que 0s animais que receberam tratamento
com Parstatin durante o processo de inducdo da doenca periodontal experimental
apresentaram um menor numero de células inflamatérias quando comparados aos
animais que receberam tratamento com PBS, possivelmente pela inibi¢cdo na
producdo de VEGF, fundamental para o recrutamento leucocitério. Este efeito foi
citado anteriormente por Huang et al.”®, 2010. J& nos grupos de reparo, 0 grupo
que recebeu tratamento com Parstatin, tanto no periodo de 24 horas como no
periodo de 7 dias, o infiltrado inflamatorio pareceu persistir mais que nos grupos
tratados com PBS. Estes resultados sugerem que o Parstatin atenua o processo
inflamatdrio, porém, durante o processo de reparo esta droga ndo apresentou
caracteristicas benéficas.

Um achado interessante € a presenca de vasos mais calibrosos, porém em
menor nlmero, Nos grupos que receberam tratamento com Parstatin quando
comparados aos grupos de controle, tanto durante o processo de inducdo quanto
no processo de reparo da inflamacdo dos tecidos. Este efeito do Parstatin nos
vasos foi citado anteriormente por Strande et al.*, 2009 e por Routhu et al.*®,
2010. Estes resultados mostram que Parstatin atuou como protetor durante o

processo de inducdo da inflamacdo, porém, nos grupos de reparo, Parstatin
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mostrou piorar o quadro e manter o infiltrado inflamatorio local. Para uma melhor
analise destes resultados, analises de imuno-histoquimica seriam necessarias.

Quando analisamos o0s grupos de inducdo da doenca periodontal
experimental por pCT, observamos que ndo houve diferenca significativa em
muitos dos grupos estudados, porém, assim como nos resultados das analises
histoldgicas, o Parstatin atuou protegendo os tecidos durante o processo de
inducdo da inflamacgéo e no processo de reparo atuou retardando o mesmo. N&o
existem trabalhos que relacionam Parstatin com alteragdes nos tecidos 0sseos.

Séo necessarios mais estudos mostrando os efeitos de Parstatin nos tecidos
6sseos para um melhor entendimento da acdo desta droga nestes tecidos uma vez
que sé existem estudos relacionando Parstatin com angiogénese e cardioprotecéo.
Anélises moleculares e testes mais sensiveis sdo necessarios para um melhor
entendimento dos efeitos e mecanismos biolégicos de Parstatin nos tecidos

periodontais.
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CONCLUSAO

Apesar das limitagdes do presente estudo, concluiu-se que o Parstatin
apresenta uma leve acdo protetora durante a inducdo do processo inflamatorio,
demonstrada por sua capacidade de diminuir a quantidade de células inflamatorias
no local, Porém, durante o reparo, Parstatin acaba por retardar este processo.
Além disso, o efeito do Parstatin sobre o tecido 6sseo periodontal demonstrou-se

fraco.
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ANEXO 1

RHLEL IR Tl & YL LI LIRS St

A Comissiio de Etica no Uso de Animal - CEUA desta Faculdads reunida em
07/02/2012, apés a avaliagio do projeto de sua responsabilidade intitulado
“Avaliagio da inibigio do PAR-1 por parstatin sobre o evolugdo & repare da
periodontite experimental em ratos” (Proc. CEUA n” 2072011) AUTORIZA a
realizagio da pesquiss, ficondo a apresentaglo do RELATORID FIMAL para
ABRIL/2012 (esia data foi caleulada em funco daguilo gue consta inicialmente no
formularia).

Esta aprovagio contém a seguinte recomendagiio feita por um dos Relatores
¢ aprovada pela CEUA, que devera ser cumprida por Vossa Senhoria: “0
pesquisador entregou uma earta com o4 esclarecimentos NeCessarios, no entanto,
sugiro a0 CEUA que solicite wo pesquisador que adicione as mformaghes que

FATE A | PRI § A



Autorizo a reproducéo deste trabalho.

(Direitos de publicagéo reservado ao autor)

Araraquara, 20 de margo de 2012

PABLO DALLARI RAMALHO LUCAS
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