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RESUMO



BRITO, V. G. B. Papel dos mastécitos sobre o metabolismo 6sseo local e
sistémico de ratos normotensos e hipertensos com doencga periodontal.
Dissertacao (Mestrado) - Faculdade de Odontologia, Universidade Estatual Paulista,
Aragatuba, 2018.

RESUMO

Introducéo: A doenca periodontal (DP) € uma desordem inflamatéria dos tecidos de
suporte dos dente, iniciada pelo acumulo de biofilme bacteriano, apresentando
consequéncias locais e sistémicas. A coexisténcia de doengas sistémicas, como a
hipertensdo, pode levar a uma inflamacdo exacerbada, maior reabsor¢cédo éssea e
dano sistémico pronunciado. Além disso, células imunes residentes tém importante
papel na progressao da DP, porém, a participacdo dos mastécitos (MC) ainda néo é
bem compreendida. Objetivos: Avaliar o papel dos MC sobre o metabolismo 6sseo
local (mandibula) e sistémico (fémur), em modelo animal normotenso (ratos Wistar) e
hipertenso (ratos SHR) com DP. Métodos: Ratos machos Wistar e SHR (10 semanas)
foram utilizados. A deplecao de MC foi conduzida pelo pré-tratamento com o composto
48/80 e a DP foi induzida por ligadura bilateral nos primeiros molares inferiores,
mantida por 15 dias. Foi realizada a identificacdo de MC no tecido gengival, por
coloracdo com Azul de Toluidina. A perda 6ssea alveolar e parametros de arquitetura
0ssea ha mandibula e fémur foram avaliados por microtomografia computadorizada,
a expressao génica de marcadores de formacéo, remodelamento e reabsorcdo na
mandibula e fémur foram avaliada por RT-PCR em tempo real, e a producédo de
citocinas nos tecidos de interesse foi avaliada por ELISA. Principais resultados:
Observamos significativa perda 6ssea induzida por DP, principalmente no SHR, em
comparacao ao Wistar, e a deplecdo de MC foi capaz de prevenir esta perda. A DP
levou a expressdo aumentada de Opn, Opg, Rankl e Rank, Trap, Ctsk, Vtn, Itga5 e
Itgb5, além de aumento na producéo de TNF-aq, IL-6, IL-10 e CXCL3 na mandibula, o
que foi reduzido em animais depletados de MC. No fémur, a DP ndo levou a alteracdes
da arquitetura 0ssea, mas foi capaz de aumentar a expresséo de Runx2, Opn, Opg,
Rankl, Rank, Trap, Mmp2, Mmp9, Vitn, Itga5 e Itgb5, o que também foi
significativamente reduzido pela deplecdo de MC. Conclusdes: Nossos dados
sugerem um importante papel dos MC nas consequéncias 6sseas locais (mandibula)
da DP, especialmente nos animais SHR, além dos efeitos sistémicos (fémur) onde os
MC possivelmente tém participacdo na modulacdo da expressdo de marcadores
0sseo, alterados pela DP, o que foi mediado por vias diferentes das observadas na
resposta local.

Palavras chave: Doencga periodontal; Mastdcitos; Hipertenséo; rato SHR.



ABSTRACT



BRITO, V. G. B. Mast cells role on local and systemic bone metabolism of
normotensive and hypertensive rats with periodontal disease. Dissertacao
(Mestrado) - Faculdade de Odontologia, Universidade Estatual Paulista, Aragatuba,
2018.

ABSTRACT

Introduction: Periodontal disease (PD) is an inflammatory disorder of the tissues
supporting the teeth, which start from the bacterial biofilm accumulation, and results in
local and systemic damage. The coexistence of systemic diseases, such as
hypertension, can lead to exacerbated inflammation, increased alveolar bone
resorption and increased systemic damage. In addition, resident immune cells have
an important role in PD progression, however the mast cells (MC) participation is still
not well understood. Aims: To evaluate the role of MC in the local (mandible) and
systemic (femur) bone metabolism in a normotensive (Wistar) and hypertensive (SHR)
rats with PD. Methods: Males Wistar and SHR rats (10-week old) were used. MC
depletion was conducted by compound 48/80 treatment and PD was induced by
bilateral ligature placed in the lower first molars, which was maintained for 15 days.
The identification of MC in the gingival tissue was done by Toluidine Blue staining,
alveolar bone loss and bone architecture parameters of mandible and femurs were
evaluated by micro-computed tomography, bone markers gene expression on the
mandible and femur were evaluated by real time RT-PCR, and the cytokines
production was evaluated by ELISA. Key results: We observed a more significant PD-
induced bone loss in SHR, compared to Wistar, and MC depletion was able to prevent
this loss. PD increased the expression of Opn, Opg/ Rankl/Rank, Trap, Ctsk, Vtn, Itga5
and Itgb5, as well as increased production of TNF-a, IL-6, IL-10 and CXCL3 in the
mandible, what was prevented by MC depleted animals. In the femur, PD did not
change bone architecture parameters, but was able to increase expression of Runx2,
Opn, Opg/Rankl/Rank, Trap, Mmp2, Mmp9, Vtn, Itga5 and Itgb5, which also was
significantly reduced by MC depletion. Conclusions: Our data suggest an important
role of MC in the local bone consequences (mandible) of PD, especially in SHR, as
well the systemic effects (femur), where MC may have a role in bone dynamics by
modulating the expression of bone markers, altered by PD, through different
mechanism from those observed in the local response.

Key worlds: Periodontal disease; Mast cells; Hypertension; SHR.
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1. INTRODUCAO

1.1. Doenca periodontal, aspectos gerais

A doenca periodontal € um termo que compreende diversas desordens
gue afetam o periodonto, ou seja, os tecidos circundantes e de suporte do dente
(Pihlstrom, Michalowicz et al. 2005, Kinane, Stathopoulou et al. 2017). O
periodonto exerce a funcdo primaria de ancorar os dentes no alvéolo dentario,
com uma organizagdo anatbmica e funcional complexa. Basicamente,
compreende quatro estruturas: a) Gengiva (Tecido conjuntivo mole que recobre
0 0sso alveolar e a raiz dos dentes até a por¢cdo cervical, na jungcdo cemento-
esmalte, podendo ser anatomicamente dividida em gengiva marginal, aderida e
interdental, tem func@o primaria de resistir a danos mecéanicos e ataque
microbioldgico, protegendo os tecidos internos) (Cho and Garant 2000); b)
Ligamento periodontal (Intimamente ligado ao tecido gengival e processo
alveolar, mediando a ancoragem dos dentes, além de importante papel na
manutencdo e adaptabilidade do periodonto) (Newman, Takei et al. 2006); c)
Cemento (Tecido conectivo mineralizado e néo vascularizado que cobre a
superficie radicular dos dentes, formando uma interface entre a dentina e o
ligamento periodontal, onde este se insere) (Cho and Garant 2000); e d) Osso
alveolar (Processo alveolar dos ossos da mandibula e maxila, na qual os dentes
estdo inseridos, abrigam as raizes dos dentes e recebem e distribuem as
pressbes oclusais, tratando-se de uma estrutura bastante ativa e grande
capacidade de remodelamento) (Cho and Garant 2000, Huja, Fernandez et al.

2006).
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Assim, tais condi¢cdes podem ter diversas etiologias e fatores de risco,
entretanto a forma mais comum e estudada é a doenca periodontal resultante do
biofiime bacteriano ou placa dentdria adjacente aos dentes, acumulada
diariamente, devido a higienizacédo incorreta (Pihlstrom, Michalowicz et al. 2005).

Ainda assim, outras naturezas etiologicas podem ser elencadas: a)
Desordens genéticas com manifestacdo periodontal, como sindrome de Haim-
Munk e Papillon-Lefévre (mutacdo no gene da catepsina K, leva a destruicao
periodontal prematura) (Rai, Thiagarajan et al. 2010), sindrome Chédiak-Higashi
(mutacdo no gene regulador de tréfico lisossomal, leva a disfuncéo fagocitica,
predispondo a infeccdes frequentes) (Bailleul-Forestier, Monod-Broca et al.
2008), sindrome Ehlers-Danlos tipo 4 e 8 (mutacdo em diversos genes que
compromete a estrutura do tecido conjuntivo e a resposta imunoldgica)
(Kapferer-Seebacher, Pepin et al. 2016), sindrome de Kindlers (desordem
dermatolégica com manifestacbes periodontais, causada por mutagdo no gene
da proteina kindlin-1) (Wiebe, Petricca et al. 2008), e sindrome de Cohen
(alteragdo no cromossomo 8, leva a atrasos no desenvolvimento neurogénico e
obesidade, sendo isto associado a prejuizos periodontais precoces (Alaluusua,
Kivitie-Kallio et al. 1997); b) Sindromes metabdlicas, como diabetes em
individuos com mau controle glicémico que aumentam significativamente o risco
para o desenvolvimento e progressao da doenca periodontal (Preshaw, Alba et
al. 2012); c) Osteoporose, sindrome osteometabdlica que leva a prejuizos
0sseos generalizados, e pode ser apontada como fator de risco para a doenca
periodontal (Wang and McCauley 2016); d) Habitos deletérios, como o
tabagismo e etilismo, que contribuem para o desenvolvimento e severidade da

doenca periodontal, por serem potencialmente agressivos aos tecidos
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periodontais (Tezal, Grossi et al. 2001, Bergstrom 2004); e) Deficiéncias
imunologicas, de origem genética ou adquirida, como na infeccdo por HIV, que
levam a uma resposta imune prejudicada, favorecendo a colonizagéo bacteriana
e a progressdo da doenca periodontal (Al-Hezaimi, Javed et al. 2012), e f) Outros
fatores, como nutricdo, trauma e neoplasias também podem ser associados a
condi¢Oes periodontais, mas com menor incidéncia (Newman, Takei et al. 2014).

Devido alta prevaléncia, a doenca periodontal € considera um problema
de saude publica bastante significativo, e segundo dados do Global Burden of
Diseases Study, a prevaléncia global da doenca em 2016 foi de 10.54%
(aproximadamente 750 milhdes de pessoas), e no Brasil, 11.9%
(aproximadamente 24 milhdes de pessoal), considerando ambos sexos e todas
as idades, sendo observada maior prevaléncia em individuos adultos a partir de
35 anos (16.5%) e acima de 45 anos (45%) (Richards 2014, DALYs and
Collaborators 2016). Como pontuado por Chapple (2014), trata-se de uma das
doencas inflamatérias cronicas mais comuns, especialmente na populagéo
socioeconomicamente desfavorecida, sem acesso a informacdes e atendimento
médico-odontolégico adequado, sendo a principal causa de perda dentéria,
favorecendo disfuncdes mastigatérias, comprometimento de fala e prejuizos na
qualidade de vida (Bonfim Mde, Mattos et al. 2013, Batchelor 2014).

A patogénese da doenca periodontal, de maneira geral, apresenta as fase
comuns da demais desordens inflamatoérias cronicas. Inicialmente, o acumulo de
biofilme dental gera uma resposta local, o que posteriormente se agrava levando
a um quadro de gengivite com sinais clinicos ja pronunciados, mas ainda
reversiveis, visto que nesta fase a remocao do biofilme dental, cessa o estimulo

inflamatorio levando a resolucéo espontanea (Hasan and Palmer 2014, Lindhe,
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Lang et al. 2015). Por outro lado, a permanéncia do biofilme dental leva a
cronificagdo do processo inflamatorio infecioso, e eventualmente, o agravo da
condicdo resulta na formacédo de bolsas periodontais, caracterizadas pelo
aprofundamento do sulco gengival, criando um compartimento colonizado por
microrganismos (Pihlstrom, Michalowicz et al. 2005, Newman, Takei et al. 2014)

Neste ponto, a doenca pode levar a consequéncias irreversiveis a saude
periodontal, principalmente pela progressdo mais acelerada, visto que a
higienizagdo oral convencional ndo é mais suficiente para eliminar o foco
infeccioso, exigindo atencdo odontolégica especializada (Plessas 2014,
Teughels, Dhondt et al. 2014). O tratamento adequado pode resolver a
contaminacao e inflamagao, assim como levar a regeneracao parcial dos tecidos
epiteliais e conjuntivos, incluindo o ésseo, entretanto a completa restauracéo das
estruturas periodontais ndo ocorre. Sem o tratamento, o avanco patologico
podera levar a perda do elemento dentario pela deterioracdo periodontal
progressiva, cuja inclusive pode dificultar ou comprometer uma reabilitacdo
protética posterior (Berglundh, Persson et al. 2002, Schou, Holmstrup et al. 2006,
Donos, Laurell et al. 2012).

Apesar do fator determinante para o desenvolvimento da doenca
periodontal ser o microbioldgico, a progressao da doenca também depende da
susceptibilidade do hospedeiro, configurando uma interagéo dinamica patégeno-
hospedeiro. A resposta frente ao desafio microbiolégico é essencialmente
protetora, porém a hiper-responsividade ou hiporresponsividade de vias imunes
especificas podem contribuir significativamente para a destruicao tecidual. Por
exemplo, a atividade de células imunes fagociticas € bastante importante na

contencdo do avanco microbiolégico, de modo que a subatividade ou a
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hiperatividade destas células podem causar prejuizos a saude periodontal
(Preshaw, Seymour et al. 2004). Ainda deve-se considerar o0 recrutamento
crbnico de células imunes, caracteristica da resposta inflamatoria periodontal,
devido a permanéncia do estimulo microbiano. Tanto as células do hospedeiro
quanto os microrganismo produzem enzimas proteoliticas que mediam a
desorganizacao e destruicdo dos tecidos periodontais (Scott and Krauss 2012).

Ademais, células imunes residentes e recrutadas e células ndo imunes
produzem grande quantidade de mediadores inflamatérios de diferentes
naturezas, como eicosanoides, vasoativos, quimiocinas (quimiotaticos) e
citocinas (sinalizadores pleiotrépicos), que orquestram a transicdo de uma
resposta imune predominantemente inata, para uma resposta inata/adaptativas,
na fase cronica, com componentes de resposta celulares (principalmente Tnhl, no
inicio da fase cronica, e Th2 e Thl7, fases mais tardias) e humoral (células B).
Assim, a resposta imune inflamatéria torna-se cada vez mais robusta, menos
autolimitada e incapaz de reestabelecer a homeostasia periodontal (Cekici,
Kantarci et al. 2014).

Atualmente, nenhum fator do hospedeiro é especificamente identificado
como a razao da progressao patoldgica, mas é bem estabelecido que a resposta
inflamatoria, inicialmente protetora, quando cronicas, frente ao constante desafio
microbiolégico, € significativamente responsavel pelo dano periodontal

progressivo (Cekici, Kantarci et al. 2014, Kulkarni and Kinane 2014).
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1.2. Aspectos sistémicos da doencga periodontal

Atualmente, entende-se por “medicina periodontal” como o campo
dedicado ao estudo da saude periodontal associada a saude geral do individuo,
cujo objetivo € evidenciar possiveis correlacdes que apresentem mecanismos de
causalidade (Williams and Offenbacher 2000). Apesar da percepcao e interesse
da comunidade cientifica pela relacdo entre a salde oral e sistémica existir
desde o inicio do século XX (Hunter 1900, Hunter 1911, Newman 1996), apenas
trabalhos cientificos surgidos nas ultimas décadas apresentando maior rigor
cientificos associado a métodos mais modernos permitiram, de fato, estabelecer
relacdes de causalidade e propor mecanismos biologicos plausiveis para as
observagdes no ambito da medicina periodontal (Winning and Linden 2017).

Dessa forma, recentemente tem crescido o numero de trabalhos que
relacionam a doenca periodontal com condi¢cbes sistémicas, sendo alguns
capazes de estabelecer uma relacdo bidirecional (Kim and Amar 2006),
principalmente doencgas cardiovasculares arterioscleroticas (Yamazaki, Honda et
al. 2007, Tonetti, Van Dyke et al. 2013), sindromes metabdlicas, como diabetes
(Taylor 2001, Chapple, Genco et al. 2013), complicacdes gestacionais (Sanz,
Kornman et al. 2013), e osteoporose (Svedha, Mahendra et al. 2017). Além
disso, outras condi¢cdes também ja foram relacionadas a doenca periodontal,
como artrite reumatoide, obesidade, doencas respiratorias, disfungdes renais, e
cancer (Linden, Herzberg et al. 2013, Koziel, Mydel et al. 2014, Olsen 2015).

Mecanismos patologicos ja foram propostos para explicar tais relacoes,
sendo principalmente:

a) Mecanismo direto: A progressao da doenga com a formacgao de bolsas

periodontais eventualmente leva a ulceracdes do epitélio de revestimento e
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desorganizacdo do tecido conjuntivo adjacente, favorecendo o acesso de
patdbgenos, ou componentes e subprodutos microbioldgicos patogénicos, a
circulacdo sistémica; como j& evidenciado pela identificacdo de bactérias
periodontais em trombos no miocardio infartado (Ohki, Itabashi et al. 2012); e

b) Mecanismo indireto: Atualmente j& é bem estabelecido que a
inflamacéo trata-se de um denominador comum para diversas doencas
sistémicas crbnicas, como complicacbes cardiovasculares, diabetes e
obesidade, deste modo, a doenca periodontal trata-se de uma fonte cronica para
um processo inflamatério sistémico de baixa intensidade (low-grade systemic
inflammation), como ja evidenciado por trabalhos mostrando principalmente o
aumento dos niveis de proteina C reativa circulantes como um marcador
(Paraskevas, Huizinga et al. 2008).

Apesar de ainda serem necessario mais estudos no ambito
epidemioldgico, clinico e béasico, para melhor compreender as respostas
biolégicas, as evidéncias reunidas até 0 momento ja séo suficientes para que a
doenca periodontal seja vista ndo mais apenas como uma condi¢cdo oral, mas

como uma doenca de impacto sistémico.

1.3. A hipertenséao arterial e sua relacdo com a doenca periodontal

A hipertenséo arterial € uma doenca cronica caracteriza pela elevacéo da
pressao arterial, e basicamente, pode ser classificada como secundaria, quando
apresenta uma causa definida, sendo as mais comuns desordens hormonais e
disfuncdes renais, enquanto a hipertensao primaria, também chamada essencial

ou idiopatica, ndo apresenta causa inicial definida, mas € associada



42

principalmente a fatores genéticos (hereditariedade) e habitos de vida
(sedentarismo, dieta desregrada, estresse entre outros), correspondendo a
cerca de 90% dos diagnésticos de hipertensdo (Carretero and Oparil 2000,
Poulter, Prabhakaran et al. 2015). Estima-se por estudos sisteméticos que cerca
de 30% da populagdo mundial seja hipertensa, com maior prevalecia na
populagdo mais velha, e em paises emergentes (Mills, Bundy et al. 2016).
Epidemiologicamente, é bastante associada a niveis de mortalidade e
comorbidades, alarmando diversas entidades de saude publica (Whitworth and
World Health Organization 2003, Malachias, Souza et al. 2016).

Desse modo, é bem alta a probabilidade de coexisténcia da hipertenséo
a outras condicdes, sendo uma delas a doenca periodontal, neste caso,
principalmente por compartilharem varios fatores de risco, como revisado por
Lockhart, Bolger et al. (2012). Ambas condi¢fes intuitivamente ndo parecem ter
relacdo direta, entretanto evidéncias tém permitido estabelecer estas
associagdes, como por exemplo, o processo inflamatério sistémico cronico, que
vem sendo discutido como o principal mecanismo comum entre as duas
condi¢bes (Boos and Lip 2006, Harrison, Guzik et al. 2011, Caillon and Schiffrin
2016).

A relevancia do componente inflamatorio no estabelecimento da
hipertensédo arterial tem sido amplamente estudado nos ultimos anos, como
revisado por muitos autores (Savoia and Schiffrin 2006, Harrison, Guzik et al.
2011, Harrison, Marvar et al. 2012). Como sugerido por Caillon and Schiffrin
(2016), a hipertensao aparenta apresentar um “ciclo vicioso inflamatério”, onde
elementos patofisiologicos, como por exemplo o shear stress e alteracdes do

sistema renina-angiotensina, levam a processos inflamatorios que por sua vez
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agravam as condic¢do hipertensiva. Diversos trabalhos ja mostraram a relacdo da
doenca com a producdo aumentada de citocinas (Mirhafez, Mohebati et al.
2014), estresse oxidativo (Brock, Butterworth et al. 2004, Bullon, Cordero et al.
2011), e disfuncbes endoteliais (Higashi, Goto et al. 2009, Brito, DalBo et al.
2013).

Processos imunoldgicos tém se mostrado mais relevantes e chamado
mais atencao, ndo apenas na hipertensédo, mas em diversas doencas sistémicas.
Como revisado por Harrison, Guzik et al. (2011) pontua diversos mecanismos
imunoldgicos possivelmente relacionados a hipertensdo, alguns com potencial
terapéutico, permitindo assim entender melhor as relagbes da doencga
periodontal e a hipertens&o, assim como visar novos avangos terapéuticos.

Apesar de nao haver um consenso sobre relagdes de causalidade entre a
hipertensdo e a doenca periodontal, baseado nas diversas evidéncias
apresentadas, varias autores defendem esta hipétese (Leong, Ng et al. 2014,

Macedo Paizan and Vilela-Martin 2014).

1.4. Desordens de perda 0sseas e sua relacdo com a doenca periodontal e
hipertenséo arterial

Assim como 0s demais sistemas organicos, 0s 0Ss0S sao suscetiveis a
desordens homeostaticas e processo patologicos de diferentes naturezas que
podem levar a perda 0ssea progressiva, possivelmente resultando em dores,
limitacdo de movimentos, maior risco de fraturas, entre outros prejuizos para

qualidade de vida (Feng and McDonald 2011).
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A osteopenia e osteoporose estdo entre as desordens 6sseas de maior
prevaléncia, sendo caracterizadas pela reducdo da massa 6ssea e deterioracdo
da arquitetura tecidual, aumentando a fragilidade e o risco de fraturas (Nih
Consensus Development Panel on Osteoporosis Prevention and Therapy 2001).
O processo patogénico se estabelece a partir de déficits nos ciclos de
remodelamento 6sseo, onde a reabsor¢cdo é maior que o de formacgéo dssea,
havendo alteracdes na densidade mineral 6ssea e microarquitetura normal do
tecido.

Tratando-se de um disturbio osteometabdlico multifatorial, diferentes
variaveis afetam o estabelecimento patoldgico, entre os principais contribuintes
estdo a idade (Beausejour 2007, Kassem and Marie 2011), heranga genética (Li,
Chen et al. 2004), influéncia hormonal (Vanderschueren, Vandenput et al. 2004,
Weitzmann and Pacifici 2006), alteragbes nutricionais (Cashman 2007),
atividade fisica (Forwood and Burr 1993, Langsetmo, Hitchcock et al. 2012) e
alteracbes no microambiente 6sseo, como aumento de espécies reativas de
oxigénio e mediadores inflamatérios circulantes.

Nos ultimos anos muitos estudos tém demostrado 0S mecanismos
relacionados as desordens Osseas induzidas por mediadores inflamatérios
(Ginaldi, Di Benedetto et al. 2005, Mundy 2007), bem como a associacao entre
doencas inflamatorias sistémicas e perda 0ssea, incluindo a doenga periodontal
e hipertensao (Hardy and Cooper 2009, Barbato, Francioni et al. 2015).

A hipertensédo € um fator de risco para as desordens de perda d0ssea
(Rodan and Martin 2000, Woo, Kwok et al. 2009). Estudos epidemioldgicos e em
animais tém demonstrado que a alta pressdo sanguinea esta associada ao

metabolismo anormal de calcio, incluindo o aumento na excrecdo urinaria de
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calcio, niveis elevados de hormonio da paratireoide e uma tendéncia de niveis
reduzidos de calcio ionizado no soro (Cappuccio, Kalaitzidis et al. 2000). Esta
perda de célcio poderia levar ao aumento do movimento do ion a partir do 0sso
e assim, o aumento do risco para osteoporose. As estratégias usadas para o
manejo da osteoporose incluem moduladores seletivos de estrogenos, terapia
de reposicao hormonal, calcitonina e bisfosfonatos (Rodan and Martin 2000).
Embora estes protocolos terapéuticos estejam disponiveis e sejam amplamente
utilizados clinicamente, apresentam limitacdes terapéuticas, talvez em partes por
ndo apresentarem nenhum efeito sobre os componentes inflamatorios.

Um modelo experimental muito utilizado, que inclui desordens ésseas e
hipertensdo arterial sdo os SHR (Spontaneously Hypertensive Rats; Ratos
espontaneamente hipertensos). Desenvolvidos como um modelo genético de
hipertenséo arterial, sdo bastante similares em muitos aspectos a hipertenséo
arterial essencial humana (Okamoto and Aoki 1963, Yamori 1994). Estes animais
nascem normotensos com pressao arterial média de 110 mmHg e desenvolvem
espontaneamente aumento de pressao arterial a partir da 62 semana de vida,
podendo alcancar valores proximo a 200 mmHg aos 12 meses de idade, além
de apresentarem alteracdes 6sseas intrinsecas (Landim de Barros, Brito et al.
2016).

Diferentes estudos clinicos e experimentais tém mostrado que a
hipertenséo prejudica a qualidade e densidade de tecidos 6sseos (Afghani and
Johnson 2006, Afghani and Goran 2007). Entre eles, muitos tém mostrado que
ratos SHR apresentam altera¢cdes importantes no metabolismo 6sseo, como
aumento no turnover ésseo e reducdo na massa 0ssea cortical e trabecular

(Inoue, Moriya et al. 1995, Bastos, Brilhante et al. 2010, Manrique, Pereira et al.
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2012). Dessa forma, investigar os mecanismos envolvidos no metabolismo
O0ssea em ratos SHR com doenca periodontal poderd ser uma ferramenta
importante para entender as causas de uma maior perda éssea nestes animais,

0 gque pode levar a inovacgdes terapéuticas.

1.5. Mastocitos e suarelacdo com a hipertenséo e a doencga periodontal

Os mastacitos sao células residentes do tecido conjuntivo, originados de
células hematopoiéticas pluripotentes da medula Ossea. S&o células
relativamente grandes e morfologicamente variam de acordo com a sua
localizag&o, com aparéncia fusiforme, poligonal ou oval (Rao and Brown 2008).
Comumente encontrados nos tecidos subcutaneos e nas mucosas, proximos a
vasos sanguineos e nervos. Apresentam nucleos basofilos, levemente
excéntricos, com a presenca de um ou mais nucléolos. Caracterizados por
apresentar diferentes granulos metacromaticos, em grande quantidade no
citoplasma, ricos em mediadores quimicos, secretados pelo processo de
degranulacao (da Silva, Jamur et al. 2014).

Os mastocitos desempenham um papel fundamental na resposta
inflamatoria, no reparo tecidual e na defesa do organismo, envolvidos na
resposta imune inata e adquirida, produzindo mediadores que atuam na resposta
celular tipo Thl e Th2. Quando entram em contato com produtos bacterianos,
sdo imediatamente ativadas, liberando grande quantidade mediadores pro-
inflamatorios, como histamina, leucotrienos, fator ativador de plaquetas, fator de
necrose tumoral, interleucinas e quimiocinas. Em relacdo ao reparo tecidual,

atuam induzindo a producdo de metaloproteinases de matriz, além disso, séo
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capazes de fagocitar, processar e fazer apresentacdo de antigenos (Walsh 2003,
Krystel-Whittemore, Dileepan et al. 2015).

Ademais, os mastoécitos tém mostrado uma relagéo direta com doencgas
cardiacas hipertensivas (Shiota, Rysa et al. 2003, Zhang and Shi 2012),
corroborando com as evidéncias apresentadas anteriormente a respeito de
processos imunolégicos mais pronunciados relacionados a hipertenséo.
Também deve ser pontuado que além do sistema renina-angiotensina
tradicional, j& extensivamente estudado, tém surgido evidéncias de sistemas
renina-angiotensina locais, em diversos tecidos, incluindo o periodonto, com
funcbes fisiopatoldégicas ndo cardiovasculares, como inflamacdo e reparo
tecidual (Paul, Poyan Mehr et al. 2006, Santos, Morandini et al. 2015). Sendo os
mastdcitos a Unica fonte de renina extra-renal até entdo conhecida (Silver, Reid
et al. 2004), possivelmente sdo capazes de modular esses sistemas, e por
consequéncias as respostas teciduais frente a desordens.

Na doenca periodontal, a destruicéo do periodonto pode estar relacionada
com as populacdes de mastocitos residentes e migrantes durante a resposta
imunoldgica inflamatéria. Carranza and Cabrini (1955) foram os primeiros a
pesquisarem a presenca de mastocitos na doenca periodontal em humanos,
observando-os em grande numero nos tecidos periodontais inflamados. Desde
entdo, muitos trabalhos relataram o aumento significativo de mastocitos em
pacientes com gengivite e periodontite cronica, reforcando a hipotese de que
estas células podem promover a destruicdo tecidual (Frame and Nixon 1968,
Barnett 1974, Naesse, Schreurs et al. 2003, Batista, Rodini et al. 2005). Assim,

supde-se que 0s mastocitos possam ter um importante papel na resposta
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inflamatoria periodontal, no entanto, os mecanismos pelos quais estas células
contribuir para o prejuizo 6sseo sédo pouco conhecidos.

Embora exista um vasto conhecimento cientifico a respeito da patogénese
da doenca periodontal e seus efeitos sistémicos, o presente trabalho visa
investigar o papel dos mastécitos sobre o metabolismo 6sseo local e sistémico

de ratos normotensos e hipertensos com doenca periodontal.



PROPOSICAO
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2. PROPOSICAO

A grande prevaléncia da hipertensdo e da doenca periodontal, além da
possivel coexisténcia destas patologias, devido fatores de riscos comuns, fazem
desta situacdo um relevante problema de saude publica. Assim, cada vez mais
estudos séo direcionados para a melhor compreensdo dos mecanismos
patogénicos e descoberta de novos alvos terapéuticos, no objetivo de ampliar as
alternativas de tratamentos, bem como otimizar as terapias ja estabelecidas,
para assim melhorar a qualidade de vida dos individuos acometidos.

A participagdo dos mastdcitos na doenca periodontal ainda é pouco
compreendida, e quando associada a hipertensdo, podem haver possiveis
diferencas na resposta destas células, provavelmente marcada por uma
resposta inflamatéria exacerbada, favorecendo a destruicdo periodontal, bem
como os efeitos sistémicos da doenca. Os animis SHR apresentam alteracdes
genéticas que resultam no estabelecimento da hipertensdo arterial, além de
apresentarem alteracbes no metabolismo 0sseo e na resposta imune,
caracterizando um modelo interessante para os objetivos deste trabalho.

Considerando as informacdes acima expostas, justificamos as
investigacdes propostas no presente trabalho, que analisara o papel dos
mastocitos sobre o metabolismo 6sseo local (mandibula) e sistémicos (fémur)
em modelo animal normotenso e hipertenso com doenga periodontal

experimentalmente induzida, sob a hipétese de que estas células tenham

importante papel na severidade e consequéncias sistémicas da doenca.



OBJETIVOS
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar o papel dos mastocitos sobre o metabolismo ésseo local e
sistémico de animais Wistar (normotenso) e SHR (espontaneamente hipertenso)

com doenca periodontal.

3.2 Objetivos especificos

Para responder a proposicdo e cumprir nosso objetivo geral, foram
propostas as seguintes estratégias:

a) Prévia deplecdo de mastocitos com agente farmacolodgico (composto
48/80);

b) Estabelecer a doenca periodontal por 15 dias no modelo animal
proposto, por ligadura bilateral nos primeiros molares inferiores;

c) ldentificar a presenca de mastocitos no tecido gengival, no modelo
proposto;

d) Avaliar a consequéncias na arquitetura éssea local (osso alveolar) e
sistétmica (fémur) da doenca periodontal no modelo proposto, por
microtomografia computadorizada;

e) Avaliar qualitativamente o tecido 6sseo na mandibula e fémur no
modelo proposto, pela expressao génica de formacéo 6ssea (Runx2, Osterix, -
catenina, osteoprotegerina, proteina morfogenética 0ssea-2, fosfatase alcalina
especifica do o0sso; osteocalcina, osteopontina e sialoproteina 0Ossea),
reabsorcdo/remodelamento 6sseo (fosfatase acida resistente ao tartarato, Rank,
Rankl, catepsina K, metaloproteinases da matriz 2 e 9, vitronectina, integrinas e

molécula co-assessoria OSCAR);



53

f) Avaliar a expressdo e producdo de mediadores inflamatorios na
mandibula e fémur, no modelo proposto, pelo ensaio de RT-PCR em tempo real

e ELISA, respectivamente.



MATERIAL E METODOS
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais e aspectos éticos

Foram utilizados ratos machos (Rattus novergicus), sendo 40 animais da
linhagem Wistar e 40 animais da linhagem SHR (Spontaneouly Hypertensive
Rats), adultos (10 semanas), oriundos do Biotério do Departamento de Ciéncias
Béasicas, da Faculdade de Odontologia de Aracatuba, Unesp. Os animais Wistar
e SHR foram mantidos em salas separadas, com umidade e temperatura
controlada (22 + 1°C), ciclo claro/escuro (12/12 horas), 3-4 animais por caixa
plastica forradas com maravalha, consumindo o mesmo tipo de ra¢éo (Labina,
Nestlé, Brasil) e agua potavel ad libitum. Foram tomadas todas as medidas
necessarias para utilizar o menor ndmero possivel de animais e evitar seu
sofrimento. Os protocolos experimentais foram aprovados pela Comissao Local
de Etica para Experimentacdo Animal (Protocolo CEUA/FOA n° 00686-2016),

cujo certificado encontra-se no Anexo |.

4.2. Tratamento com o composto 48/80

Para avaliar o papel dos mastocitos no modelo experimental proposto os
animais foram previamente depletados de mastocitos, a partir do tratamento com
o composto 48/80 (Sigma-Aldrich; St. Louis, Missouri, USA) (c48/80; agente
farmacoldgico indutor da degranulacdo de mastocitos). O ¢48/80 foi administrado
via intraperitoneal, por 4 dias de 12/12 horas, em doses crescentes (1° e 2° dia:
0,6 mg/kg, 3° dia:1,2 mg/kg; e 4° dia: 2,4 mg/kg), para que no 5° dia fosse
realizada a inducdo da doenca periodontal. Para comprovar a deplecao

sistémica dos mastocitos, foi coletado o lavado peritoneal, e laminas foram



56

confeccionadas por citocentrifugacdo e coloradas com Azul de Toluidina, para

identificacdo das células. Imagens representativas sdo mostradas na Figura 1.

Figura 1 - Fotomicrografia de citocentrifugagcdo do lavado peritoneal corado com
Azul de Toluidina. Mastécitos observados colorados em roxo intenso. As imagens sao
representativas dos grupos.
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4.3. Inducéo da doenca periodontal

O procedimento para inducdo da doencga periodontal foi baseado na
adaptacao de modelo ja caracterizado e aceito na literatura cientifica, e em nosso
grupo de trabalho (Bonato, do-Amaral et al. 2012). Os animais foram
anestesiados pela administracao intraperitoneal da associacao de hidrocloreto
de quetamina 80 mg/Kg (Cetamim, Syntec; Hortolandia, Sdo Paulo, Brasil) e
hidrocloreto de xilazina 10 mg/Kg (Calmium, Agener Unido; Embu-Guacu, S&o
Paulo, Brasil). Apos ndo apresentarem mais reflexos de dor, os animais foram
posicionados em mesa odontolégica adaptada para roedores, em decubito
ventral tendo a boca mantida aberta por retratores apoiados nos dentes incisivos.
O procedimento seguiu com a insergao bilateral de ligadura submarginal de fio
de seda (USP 4-0; Diametro 0,15 mm) nos primeiros molares inferiores, com
amarracdo mesial (Figura 2). Apés um periodo de 15 dias, os animais foram
submetidos a eutanasia, por overdose de anestésico inalatério (Halotano;
Tanohalo®, Cristalia, Itapina, SP, Brasil), para coleta das amostras (gengivas,
hemi-mandibulas e fémures). Foram utilizados apenas o0s animais que

apresentaram a ligadura bilateral, devidamente inserida.

Figura 2 - Fotos realizadas durante a inducdo da doenca periodontal. (A)
Posicionamento do animal na mesa de procedimento, (B) Posicao dos retratores; (C)
Insercéo do fio de seda, e (D) Amarracao da ligadura.
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4.4. Marcacao de mastocitos no tecido gengival

As gengivas foram fixadas por 24 horas em solucao de formaldeido 10%
tamponado (pH 7.4) e posteriormente lavadas em agua correte por 24 horas. O
tecido foi entdo desidratado em concentracdes crescentes de &lcool etilico,
diafanizados em xilol, infiltrado e emblocado em parafina. As pecas foram entéo
usadas para microtomia, e as laminas foram confeccionadas com cortes de 3 ym
de espessura. As laminas foram entédo coradas por solucdo aquosa de Azul de

Toluidina 1%, para a identificagdo de mastécitos no tecido gengival.

4.5. Micro tomografia computadorizada (microCT)

Analises tridimensionais por microCT na regido do primeiro molar das
hemi-mandibulas direitas e porcao distal dos fémures direitos foram realizadas
utilizando um sistema SkyScan 1272 (Bruker microCT; Kontich, Belgium). Os
espécimes foram posicionados verticalmente no tomégrafo e as imagens foram
adquiridas (70kVp; 142uA,; filtro de aluminio 0.5 mm; voxel isotrépico de 9 um;
tempo de exposicado de 1100 ms; rotacdo de 180°, etapa de rotacdo 0.5°). As
imagens foram reconstruidas com o software NRecon (v1.6, Bruker microCT),
alinhadas tridimensionalmente com o software DataViewer (v1.5.1.2, Bruker
microCT), analisadas com o software CT Analyser (v1.13, Bruker microCT), e
posteriormente as imagens tridimensionais representativas de cada grupo foram

feitas com o software CTvox (v3.0, Bruker microCT).

4.5.1. Analise do osso alveolar
Uma regido de interesse (ROI) foi padronizada a partir de pontos

anatdbmicos determinados (Limite superior: teto da furca; Limite inferior: 100
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fatias a partir do teto (900 um); Limite distal: raiz proximal do 2° molar; Limite
proximal: raiz proximal do 1° molar; e Limites vestibular e lingual: limites do osso
alveolar). Um volume de interesse (VOI) foi delimitado automaticamente,
utilizando o software de analise, considerando as bordas do osso alveolar na
regido de interesse. Os espac¢os ocupados pelo dente (cora e raizes) foram
desconsiderados na andlise. Foi considerado a porcentagem de osso (BV/TV),
namero (Th.N), espessura (Th.Th) e separacao (Tb.Sp) de trabéculas (Bouxsein,

Boyd et al. 2010).

4.5.2. Analise do porc¢éo distal do fémur

Duas regides de interesse (ROI) foram padronizadas, para 0 0SSO
trabecular (Limite superior: 150 fatias abaixo da placa de crescimento; Limite
inferior: 100 fatias a partir do limite superior (900 um)), e para 0 0sso cortical
(Limite superior: auséncia de osso trabecular; Limite inferior: 100 fatias abaixo
do limite superior (900 um)). Os volumes de interesse (VOI) foram delimitado
automaticamente, utilizando o software de andlise, para o o0sso trabecular
(Limites da borda interna do cortex medular) e cortical (limites dos osso cortical).
Na porcao trabecular foi analisado a porcentagem de osso (Th.BV/TV), SMI
(Tb.SMI), nimero de trabécula (Tb.N), espessura de trabécula (Th.Th) e
separacao de trabécula (Th.Sp), e na porcéo cortical foi avaliado a espessura da
cortical (Co.Th) e porcentagem de porosidade cortical (Co.Po) (Bouxsein, Boyd

et al. 2010).
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4.6. Dosagem de citocinas (TNF-a, IL-6 e IL-10) e quimiocinas (CXCL3/CINC-

2 e CCL20/MIP-3a) na mandibula e fémur

4.6.1. Extracao das amostras

Foi utilizada a por¢cdo da mandibula referente aos dentes molares (corpo
da mandibula) e a por¢ao distal do fémur. O tecido foi macerado em nitrogénio
liguido e posteriormente homogeneizado com tampao de lise (Tris 100 mM, NaCl
150 mM, Tween 20 1%, deoxicolato de sbédio 0.5% e coquetel inibidor de
proteases cOmplete™/Sigma, pH 7.4), na proporcdo de +100 pg de tecido/800
pL de tampdo em um homogeneizador de tecidos (Omni TH, Omni International;
Tulsa, Oklahoma, EUA). As amostras foram ent&o centrifugadas (16000 RCF, 20
minutos, 4 °C), o sobrenadante coletado e o conteddo de proteinas totais foi

determinado pelo método de Lowry (Lowry, Rosebrough et al. 1951).

4.6.2. Ensaio ELISA sandwich (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

Para quantificacdo das citocinas Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a),
Interleucina-6 (IL-6), Interleucina-10 (IL-10), e quimiocinas CXCL3/CINC-2 e
CCL20/MIP-3aq, foi utilizada a técnica ELISA sandwich, brevemente descrita a
sequir.

Primeiramente, microplacas (96 pocos) foram incubadas com os
respectivos anticorpos de captura diluidos em PBS (NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM,
KHPO4 2 mM, e Na2HPO4 8 mM) (16 horas, 4°C) (R&D systems, Minneapolis,
Minnesota, EUA). As placas foram lavadas com solu¢do de lavagem (PBS,
Tween 20 1%) e bloqueadas com solucdo de albumina sérica bovina 1% (ASB

1% em PBS) (1 hora, temperatura ambiente). Em seguida, as placas foram
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novamente lavadas, e foram incubadas as respectivas curvas padroes (4000-
31.25 pg/mL, diluigdo seriada de 2x em ASB 1%) e as amostras (3 horas,
temperatura ambiente). As placas foram novamente lavadas e incubadas com
0S respectivos anticorpos biotinilados (1 hora, temperatura ambiente).
Posteriormente as placas foram lavadas e incubadas com avidina conjugada a
peroxidase (ExtrAvidin®-Peroxidase, Sigma) (30 minutos, temperatura
ambiente, no escuro). As placas foram entdo lavadas e incubadas com o
substrato cromogénico (solugdo de TMB, 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina) (30
minutos, temperatura ambiente, no escuro). Ao final, a reacdo de cor foi
interrompida com acido sulfarico 1 N, as absorbéncias foram determinadas em
450 nm, as concentracbes dos alvos nas amostras foram determinados em
relacdo a curva padrdo e depois normalizados pelo respectivo contetdo de

proteinas totais. Os anticorpos utilizados encontram-se listados na Tabela 1.

Tabela 1. Relagc&o dos anticorpos utilizados (R&D systems)

Alvo Anticorpo de captura Proteinarecombinante  Anticorpo biotinilado
TNF-a  MAB510 510-RT BAF510
IL-10 MAB519 522-RL BAF519
IL-6 MAB506 506-RL BAF506
CXCL3 MAB516 516-CA BAF516

CCL20 MAB540 540-RM BAF540
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4.7. Anélise da expressao génica de marcadores 0sseos

3.7.1. Coleta das amostras

A coleta das amostras destinadas a referida analise foi realizada com
técnica asséptica, em campo e material cirdrgico limpo com o reagente de
descontaminagdo RNAse Away™ (Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific;
Carlsbad, CA, USA) e tubos com especificacdo PCR clean (livre de
DNase/RNase). As amostras de hemi-mandibula foram cortadas nas regides de
interesse (regido do molares, corpo da mandibula, £100 mg de tecido) e os
tecidos moles adjacentes foram removidos. Os fémures cortados e a porcao
distal foi utilizada, sendo a medula lavada com agua tratada com pirocarbonato
de dietila (Agua-DEPC). Os tecidos foram imediatamente congelados em

nitrogénio e armazenados a -80 °C, até a realizacdo das seguintes etapas.

4.7.2. Extracao e quantificacdo do RNA total

A extragdo de RNA total foi realizada com reagente Trizol LS
(Invitrogen™), com protocolo adaptado a partir do recomendado pelo fabricante.
As amostras de tecido (corpo da mandibula e fémur distal) foram pulverizadas
com gral e pistilo, em nitrogénio liquido, posteriormente foi adicionado ao p6 3
mL do reagente Trizol LS, para homogeneizacdo com o tecido. O homogenato
foi transferido para um tubo de 2 mL e centrifugado para clarificacdo da amostra
de particulas de osso ndo homogeneizadas (14000 RCF, 20 minutos; 4 °C). O
volume de 1 mL do sobrenadante foi transferido para um tubo limpo, ao qual foi
adicionado 300 pL de cloroférmio, seguido de vigorosa homogeneizacdo em

agitador vortex (2800 rpm; 20 segundos) e incubados por 10 minutos a
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temperatura ambiente. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas (13000
RCF; 15 minutos; 4 °C) e a fases aquosa foi coletada (400 puL) em um tubos
limpos. Aos tubos, foi adicionado mais 1 mL de Trizol LS e 300 pL de cloroférmio.
Os tubos foram vigorosamente agitados e incubados em temperatura ambiente
por 5 minutos. As amostras foram centrifugadas (13000 RCF; 15 minutos; 4 °C)
e a fase aquosa foi novamente coletada (400 pL) em um tubos limpos.

Para precipitacdo do RNA foi adicionados 500 uL isopropanol, e as
amostras foram mantidas a -20 °C por 2 horas. Os tubos foram entéo
centrifugados (13000 RCF; 15 minutos; 4°C), o pellet foi lavado em etanol 75%
e novamente centrifugado (10000 RCF;10 minutos; 4°C), o sobrenadante foi
descartado e o residual de solugcéo foi evaporado com o tubo invertido. O
precipitado foi diluido em 30 pL de &gua-DEPC e as amostras foram
armazenadas a -80 °C, até os procedimentos seguintes.

A quantificacdo do RNA total foi realizada por fluorometria com o Quant-
iT™ RiboGreen™ RNA Assay Kit (Invitrogen™) em equipamento Nanodrop 4000
(Thermo Fisher Scientific), seguindo as recomendacdes do fabricante. Além
disso, a pureza das amostras foi avaliada por espectrofotometria com leituras
nos comprimentos de onda de 260 nm (para acidos nucleicos), 280 nm (para
proteinas) e 230 nm (para fenol), considerando as razdes 260/280 (satisfatoria
entre 1.8 - 2.0) e 260/230 (satisfatorio entre 2.0 — 2.2). Posteriormente, com 0
propésito de eliminar possivel contaminacdo por DNA gendémico, anteriormente
a transcricdo reversa, as amostras foram tratadas com kit DNAse | (Sigma-

Aldrich), seguindo as recomendacdes do fabricante.
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4.7.3 Sintese do DNA complementar e reagcdo em cadeia da polimerase em
tempo real

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado a partir de 2 ug de RNA total,
por reacdo de transcricdo reversa, utilizando o High Capacity Kit RNA-to-cDNA
(Applied Biosystems™, Themo Fisher Scientific), sequindo as recomendacées
do fabricante. A quantificagdo comparativa da expressao dos diferentes alvos foi
realizada por reacfes em cadeia de polimerase em tempo real (QRT-PCR)
aparelho StepOne™ Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientifics). Para
as reacoes, foi utilizado o sistema TagMan (TagMan™ Gene Expression Assays,
Applied Biosystems™), com sonda conjugada a fluoréforo FAM® e extintor MGB
(FAM fluorophore reporter / non fluorescente quencher MGB), seguindo as

instrugOes do fabricante, para os alvos descritos na Tabela 2.
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Tabela 2 - Relacdo dos ensaios TagMan™ utilizados

Fatores de transcricao

Runx2 Runt-related transcription factor 2 Rn01512298 m1
Osx/Sp7  Osterix/Sp7 transcription factor Rn02769744 sl
Catnb B-catenin/cadherin associated protein beta 1 Rn00584431 g1

Marcadores de formacéo 6ssea

Alp Bone alkaline phosphatase Rn01516028 m1
Collal Collagen type | alpha 1 Rn01463848 m1l
Opn/Sppl Osteopontina / secreted phosphoprotein 1 Rn00681031 m1l

Ocn/Bglap Osteocalcin / bone gamma-carboxyglutamate protein Rn00566386_g1
Bsp/lbsp  Bone sialoprotein / integrin-binding sialoprotein Rn00561414 m1l
Bmp2 Bone morphogenetic protein 2 Rn00567818 m1l

Marcadores de reabsorcdo / Remodelamento 6sseo

Opg Tumor necrosis factor receptor superfamily member 11b Rn00563499 m1l
Rankl Tumor necrosis factor ligand superfamily member 11 Rn00589289 m1
Rank Tumor necrosis factor receptor superfamily member 11a Rn04340164 m1l
Trap/Acp5 Acid phosphatase 5, tartrate resistant Rn00569608 m1
Mmp2 Matrix metalloproteinase 2 Rn01538170_m1
Mmp9 Matrix metalloproteinase 9 Rn00579162_m1
Ctsk Cathepsin K Rn00580723 m1l
Oscar Osteoclast associated immunoglobulin-like receptor Rn01530958 m1l
Vin Vitronectin Rn01466920_g1
Itgav Integrin, alpha V Rn01485633_m1l
Itgh5 Integrin, beta 5 Rn01439348 m1l
Citocinas

l11b Interleukin 1 beta Rn00580432_m1
Tnfa Tumor necrosis factor alpha Rn99999017_m1
116 Interleukin 6 Rn01410330_m1

Gene constitutivo (Housekeeping gene)

Actb Beta actin Rn00667869 m1
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Para eleicdo da diluicho do cDNA melhor eficiéncia de reacao, foram
realizadas diluicoes seriadas de um pool de cDNA das amostras (1:2, 1:4; 1:8;
1:16, e 1:32). Os ensaios foram entdo conduzidos as amostras nas diluicbes de
1:8 ou 1:4 com reagentes Tagman® Gene Expression Master Mix (Applied
Biosystems™) e ensaio inventoriado, seguindo as etapas de reagdo como
determinado pelo fabricante (Passo 1: 2 minutos a 50 °C; Passo 2: 10 minutos a
95 °C; e Passo 3: 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C e 1 minutos e 60 °C). Uma
reacdo negativa (dgua) foi feita para cada um dos ensaios, como controle

negativo.

4.7.4 Analise dos dados de expressao génica

Os niveis de expressao dos genes alvo foi determinada por método de Ct
comparativo, com a equacido Quantificacdo Relativa (RQ) = 222¢t (Livak and
Schmittgen 2001). De maneira breve, para o célculo do RQ de cada amostra, foi
utilizado o valor de Ct (cycle threshold ou ciclo limiar) do gene alvo e constitutivo
(Actb). O valor do Ct do gene alvo foi subtraido do valor do Ct do gene
constitutivo, resultando no valor de ACt; que por sua vez foi subtraido do valor
do ACt do calibrador (grupo referéncia, Wistar Controle), para resultar no valor
de AACt. Este valor foi utilizado na formula do RQ, onde o niumero 2 representa
a somatoria da eficiéncia do gene alvo e do constitutivo (Livak and Schmittgen

2001).
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4.8. Anédlise estatistica

A normalidade e a homocedasticidade dos dados foram avaliados pelos
testes de Shapiro-Wilk, e a partir destes resultados, foi aplicado teste
paramétrico, analise de variancia de um fator (one-way ANOVA), seguido de
teste post hoc de Sidak, incluindo as comparac6es Controle vs DP, DP vs
48/80+DP, e Wistar vs SHR nas mesmas condi¢gdes experimentais.

Os gréaficos representam os dados como a média e o erro padréo da média
(SEM, standard error of the mean) Os niveis de significancia séo indicados pelo
valor ajustado de p, como * (p<0.05), ** (p<0.01), *** (p<0.001), e **** (p<0.0001).
As analises foram realizadas no software estatistico Graph Pad Prism v7.0

(GraphPad Software Inc.; San Diego, Califérnia, USA).
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5. RESULTADOS

5.1. Mastécitos sdo mais frequentes na gengiva de animais com doenca

periodontal

Inicialmente, identificamos a presenca de mastocitos no tecido gengival,
pela coloragédo com Azul de Toluidina. Nos grupos Wistar e SHR controle (WC e
SC) foram observados raros mastocitos, entretanto, nos grupos com doenca
periodontal (WDP e SPD), a frequéncia destas células foi maior, como é possivel
visualizar na Figura 3-1 B,b e Figura 3-2 E,e (mastécitos apontados pelas setas).
Em contrapartida, como esperado, nos grupos depletados de mastdcitos, pelo
tratados prévio com composto 48/80, estas células foram muito menos

numerosas.
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Figura 3-1. Fotomicrografia do tecido gengival, corado com Azul de Toluidina. (A,a) Wistar
controle, (B,b) Wistar com doenca periodontal, e (C,c) Wistar com doenca periodontal
previamente depletado de mastécitos. A figura mostra imagens representativas (n=4), com
tratamento de contraste. Setas prestas identificam os mastécitos, corados em roxo.
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Figura 3-2. Fotomicrografia do tecido gengival, corado com Azul de Toluidina. (D,d) SHR
controle, (E,e) SHR com doenca periodontal, e (F,f) SHR com doenca periodontal previamente
depletado de mastdcitos. A figura mostra imagens representativas (n=4), com tratamento de
contraste. Setas prestas identificam os mastocitos, corados em roxo.
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5.2. A deplecdo de mastdcitos previne a perda 6ssea alveolar induzida pela

doenca periodontal, principalmente em SHR

Primeiramente, analisamos a perda 6ssea alveolar e 0os parametros de
arquitetura Ossea por micro tomografia computadorizada (microCT) em
mandibulas de Wistar e SHR com 15 dias de doenca periodontal, depletados ou
ndo de mastdcitos.

Os grupos WC e SC apresentaram parametros similares de porcentagem
e arquitetura 6ssea (%BV/TV, Th.N, Tb.Th e Th.Sp). Por outro lado, os grupos
Wistar e SHR com doenca periodontal (WPD e SPD) apresentaram perda 6ssea
significativa, observada pela menor porcentagem de volume ésseo, em relacao
aos respectivos controles (p<0.05 e p<0.001, respectivamente), o que foi mais
significativo nos animais SHR (p<0.01). No entanto, a DP n&o alterou
significativamente o nimero, espessura e espacamento trabecular (Th.N, Tb.Th
e Th.Sp) (Figura 4B, C e D).

De maneira interessante, deplecao prévia de mastdcitos reduziu a perda
0ssea alveolar induzida pela DP nos animais Wistar (5%, p=0.550) e, mais
significativamente em SHR (10%, p<0.01), enquanto a arquitetura trabecular n&o

foi significativamente alterada.
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Figura 4 - Anélise de microCT do osso alveolar de animais Wistar e SHR com
doenca periodontal, previamente depletados de mastdcitos. (A) Porcentagem
0ssea, (B) Numero de trabéculas, (C) Espessura de trabéculas, (D) Separacdo de
trabéculas. Graficos representam a média + erro padrdo da média (n=5). Diferencas
estatisticas expressas por * (p<0.05), ** (p<0.01), ***(p<0.001) e **** (p<0.0001).
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Figura 5 - Reconstrucéao tridimensional da mandibula (regido do primeiro molar)
de Wistar e SHR com doenca periodontal, previamente depletados de mastocitos.
Imagens representativas dos grupos (A) WC, (B) WDP, (C) W48/80, (D) SC, (E) SDP, e
(F) sS48/80.
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5.3. Adeplecdo de mastoécitos reduz a expresséo de citocinas induzida pela

doenca periodontal em SHR

Ademais, avaliamos também a expressao génica das citocinas IL1b, Tnfa
e IL6, em mandibula, nas condicbes experimentais propostas.

Em reacao aos grupos controle, ndo houveram diferengas constitutivas na
expressdo das citocinas analisadas, entretendo nos grupos com DP, foram
observadas diferencas significativas. O grupo WPD apresentou maior expressao
de Tnfa (p<0.05) e IL6 (p<0.05), comparada a WC. Nos animais SHR, o grupo
SDP apresentou maior expressdo de todos as citocinas analisadas IL1b
(p<0.001), Tnfa (p<0.01), e IL6 (p<0.01), em relacdo a SC, além de maior
expressao de IL1b (p<0.05) e IL6 (p<0.05), comparado a WDP.

A deplecdo de mastécitos nos grupo W48/80 néo levou a alteracbes
significativas, mas nos grupo S48/80 houve reducéo significativa da expresséo

de IL1b (p<0.05) e IL6 (p<0.05), em relagdo a SPD.
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Figura 6 - Expresséo génica das citocinas (A) IL1b, (B) Tnfa e (C) IL6 em mandibula
de Wistar e SHR com doenca periodontal, previamente depletados de mastocitos.
Gréficos representam a média + erro padrdo da média (n=6). Diferencas estatisticas
expressas por * (p<0.05), ** (p<0.01), ***(p<0.001) e **** (p<0.0001).
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5.4. A deplecdo de mastécitos reduz a producdo de mediadores

inflamatorios na mandibula, principalmente SHR

No intuido de corroborar com os dados de expressdo génica,
quantificamos a produgao das citocinas TNF-a, IL-6, IL-10, e quimiocinas
CXCL3/CINC-2 e CCL20/MIP-3a, em mandibula, nas condi¢cdes experimentais
propostas. Em relacédo as diferencas constitutivas entre os grupos controle, SC
apresentou maior producao de IL-6 (p<0.01), CXCL3 (p<0.05) e CCL20 (p<0.01),
em relagcdo a WC.

A doenga periodontal levou a maior producdo de todos os alvos
analisados em ambas linhagem, em relacdo aos respectivos controles, exceto
pela quimiocinas CCL20, sendo os aumentos de TNF-q, IL-6 e CXCL3 maiores
no grupo SDP, comparado a WPD. A deplecdo de mastdcitos levou a menor
producéo de IL-6 (p<0.05), e CXCL3 (p<0.01) no grupo W48/80, em relagéo ao
WDP, ja no grupo S48/80 houve reducgdo da producdo TNF-a (p<0.001), IL-6
(p<0.05), e CXCL3 (p<0.001). A producgéo de IL-10 e CCL20 n&o foi alterada pela

deplecdo de mastécitos.
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Figura 7 - Producéo das citocinas (A) TNF-a, (B) IL-6, (C) IL-10 e das quimiocinas
(D) CXCL3/CINC-2 e (E) CCL20/MIP-3 a em mandibula de Wistar e SHR com doenca
periodontal, previamente depletados de mastocitos. Graficos representam a média
+ erro padrdo da média (n=6). Diferencas estatisticas expressas por * (p<0.05), **
(p<0.01), ***(p<0.001) e **** (p<0.0001).
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5.5. Deplecdo de mastécitos reduz a expressdo de Runx2 e Catnb em

mandibulas de SHR com doencga periodontal

Com objetivo de avaliar o papel local dos mastdcitos nas expressédo
génica de marcadores de formacdo Ossea, primeiramente analisamos trés
importantes fatores de transcricdo, Runx2, Osx e Catnb, em mandibula, no
modelo experimental proposto. Em relag&o as diferengas constitutivas entre as
linhagens Wistar e SHR, SC apresentou menor expressao de Runx2 (p<0.01),
engquanto a expressao de Osx e Catnb foram similares.

O grupo WDP néo apresentou alteragcdes significativas na expresséao dos
fatores de transcricdo analisados, comparado a WC, entretanto, a deplecao
prévia de mastocitos reduziu a expressado Catnb (p<0.05), comparado a WPD.

No grupo SPD houve um aumento significativo da expressao de Catnb
(p<0.05), comparado a WC, e a deplegéo prévia de mastécitos levou a reducéo

significativa de Runx2 (p<0.05) e Catnb (p<0.0001), comparado a SPD.
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Figura 8 - Expresséo génica dos fatores de transcricdo (A) Runx2, (B) Osx e (C)
Catnb em mandibula de Wistar e SHR com doenca periodontal, previamente
depletados de mastdcitos. Gréficos representam a média + erro padrdo da média

(n=6). Diferencas estatisticas expressas por * (p<0.05), ** (p<0.01), ***(p<0.001) e ****
(p<0.0001).
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5.6. Deplecdo de mastocitos previne o aumento da expressdo de Opn

induzida por doenca periodontal em mandibula

Posteriormente, avaliamos a expressao génica de Alp, Collal, Opn, Ocn,
Bsp, e Bmp2, em mandibula, no modelo experimental proposto. O grupo SC
apresentou expressao reduzida de Opn e Bmp2 (p<0.05 e p<0.01,
respectivamente), comparados ao grupo WC, enquanto a expressao dos demais
alvos avaliados mostrou-se semelhante.

A doencga periodontal nos animais Wistar levou a redugao da expresséo
de Alp (p<0.0001) e aumento de Opn (p<0.05), enquanto a deplecao prévia de
mastoécitos foi capaz de reduzir a expressdo de Opn (p<0.01), comparado ao
grupo WPD.

Nos animais SHR, a doenca periodontal causou reducéo da expressao de
Alp (p<0.001) e aumento de Opn (p<0.01), similar ao grupo WPD. A deplecéo
prévia de mastocitos também preveniu o aumento de Opg (p<0.05), e além disso,

levou a reducado da expressédo de Collal (p<0.05) e Bmp2 (p<0.05).
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Figura 9 - Expressdo génica dos marcadores de formacdo 6ssea (A) Alp, (B)
Collal, (C) Opn, (D) Ocn, (E) Bsp, e (F) Bmp2 em mandibula de Wistar e SHR com
doenca periodontal, previamente depletados de mastécitos. Graficos representam
a média £ erro padrdo da média (n=6). Diferencas estatisticas expressas por * (p<0.05),
** (p<0.01), ***(p<0.001) e **** (p<0.0001).
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5.7. Deplecdo de mastocitos previne as alteragcdes no eixo Opg/Rankl/Rank

induzidas por doencga periodontal na mandibula de Wistar e SHR

Avaliamos também a expressdo dos componentes do eixo
Opg/Rankl/Rank. Nosso resultados evidenciaram que a expressao de Opg no
grupo SC foi constitutivamente menor (p<0.001), comparado a WC, enquanto a
expressdo de Rankl e Rank foi similar.

No grupo WDP houve reducao da expressao de Opg (p<0.01), e aumento
de Rankl (p<0.0001) e Rank (p<0.05), comparado a WC, e a deplecéo prévia de
mastocitos reduziu a expressdo de Opg (p<0.05), Rankl (p<0.001) e Rank
(p<0.01), comparado a WPD.

No grupo SDP houve aumentou da expressdo de todos os alvos Opg
(p<0.0001), Rankl (p<0.0001) e Rank (p<0.01), comparado a SC, e a deplecao
de mastécitos preveniu estas alteracdes, visto que foram observadas reducdes
da expressdo de Opg (p<0.0001), Rank (p<0.0001) e Rank (p<0.0001),

comparado a SPD.
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Figura 10 - Expressao génica de marcadores de remodelagcao 6ssea (A) Opg, (B)
Rankl e (C) Rank em mandibula de Wistar e SHR com doenga periodontal,
previamente depletados de mastocitos. Gréficos representam a média + erro padrao
da média (n=6). Diferencas estatisticas expressas por * (p<0.05), ** (p<0.01),
***(p<0.001) e **** (p<0.0001).
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5.8. Deplecéo prévia de mastocitos previne as alteracfes em marcadores
de reabsorcdo Ossea em mandibula de Wistar e SHR com doenca

periodontal

Nosso proximo passo foi avaliar os marcadores de reabsorcdo Ossea
Trap, Mmp2, Mmp9, Ctsk, Oscar, Vtn, Itga5, e Itgh5, buscando compreender os
mecanismos envolvidos na resposta observada. O grupo SC apresentou
constitutivamente maior expressao de Trap (p<0.0001), Mmp9 (p<0.01), Mmp2
(p<0.0001), e Oscar (p<0.01), comparado a WC.

Em relagéo ao grupo WDP, houve um aumento significativo da expresséo
de todos os marcadores avaliados, exceto por Vin, e a deplecdo prévia de
mastocitos foi capaz de reduzir a expressao de Trap, Mmp2, Itga5 e Itgb5, e Vtn,
comparado a WPD.

No grupo SDP, houve aumento significativo da expressao de todos os
marcados avaliados, exceto por Mmp2, e a deplecédo prévia de mastocitos foi
capaz diminuir esta resposta para Trap, Ctsk, Vtn, Itga5, e Itgh5. A expresséao de
Mmp2 manteve-se sem alteracdes, semelhante a SC, e a expressdo de Oscar

manteve-se aumentada, similar a SDP.
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Figura 11 - Expresséao génica dos marcadores de reabsorcdo 6ssea (A) Trap, (B)
Mmp2, (C) Mmp?9, (D) Ctsk, (E) Oscar, (F) Vtn, (G) Itga5, e (H) Itgh5 em mandibula
de Wistar e SHR com doenca periodontal, previamente depletados de mastocitos.
Gréficos representam a média + erro padrdo da média (n=6). Diferencas estatisticas
expressas por * (p<0.05), ** (p<0.01), ***(p<0.001) e **** (p<0.0001).
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5.9. Doenca periodontal ndo altera a arquitetura éssea do fémur de Wistar

e SHR

Posteriormente, no intuito de avaliar os efeitos da doenca periodontal e da
deplecéo prévia de mastdcitos sobre o metabolismo 6sseo sistémico, avaliamos
a arquitetura 6ssea na porcao proximal do fémur, no modelo experimental
proposto. Nossos resultados nédo evidenciaram diferencas significativas entre os
grupos WC e SC, exceto pela porosidade cortical, que foi aumentada nos
animais SHR (p<0.05).

Em relacdo a doenca periodontal, ndo observamos alteracbes nos
parametros analisados, em relacdo aos grupos controle, entretanto o grupo SDP
apresentou menor porcentagem o6ssea trabecular (Th.BV/TV), quando
comparado ao grupo WDP (p<0.05). Da mesma forma, a deplecéo prévia de
mastocitos ndo alterou o perfil de resposta de maneira significativa, entretanto,
0 grupo S48/80 apresentou maior porcentagem de porosidade cortical, em

relacdo ao grupo W48/80 (p<0.05).
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Figura 12 - Anélise de microCT do fémur distal de Wistar e SHR com doenca
periodontal, previamente depletados de mastécitos. (A) Porcentagem oéssea
trabecular, (B) SMI trabecular, (C) Numero de trabéculas, (D) Espessura de trabéculas,
(E) Separagéo de trabéculas, (F) Espessura cortical, e (G) Porcentagem de porosidade
cortical Gréficos representam a média + erro padrdo da média (n=5). Diferencas
estatisticas expressas por * (p<0.05), ** (p<0.01), ***(p<0.001) e **** (p<0.0001).
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Figura 13 - Reconstrucao tridimensional do fémur (regido distal) de Wistar e SHR
com doenca periodontal, previamente depletados de mastécitos. Imagens
representativas dos grupos (A) WC, (B) WDP, (C) wW48/80, (D) SC, (E) SDP, e (F)
S48/80.
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5.10. Expressao e producéo de citocinas no fémur

N&o foi possivel a quantificacdo dos mediadores inflamatérios (TNF-a, IL-
6, IL-10, CXCL3, e CCL20) pelo ensaio de ELISA, bem como a quantificacao
relativa da expressao de Tnfa, 116 e 1110, visto que os analitos nas amostras

encontrava-se abaixo dos limites de deteccao dos ensaios propostos.
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5.11. Deplecéo de mastocitos reduziu a expressao de fatores de transcri¢éo

no fémur de animais com doenca periodontal

Apesar de ndo termos observado diferencas na arquitetura 6ssea do
fémur, no modelo experimental proposto, decidimos avaliar a expressao génica
de marcadores 0sseos, no intuito de evidenciar possiveis alteracdes induzidas
pela doenca periodontal, bem como o efeito da deplecdo dos mastacitos.

Portanto, primeiramente avaliamos a expressao dos fatores de transcricéo
Runx2, Osx e Ctnb. Nao foram observadas diferencas constitutivas significativas
entre WC e SC, entretanto, a doenca periodontal, no grupo WDP, observou-se
aumento da expressao de Runx2 (p <0,001), em relacdo a WC, e a deplecéo
prévia de mastocitos foi capaz de reduzir esta resposta (p<0.05).

Por outro lado, no grupo SDP, ndo foram observadas diferencas
significativas, como observado em WDP, porém a deplecéo prévia de mastocitos
foi capaz de reduziu a expressao de Runx2 (p<0.001), Osx (p<0.0001) e Catnb

(p <0.0001), de maneira mais significativa que o observado em W48/80.
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Figura 14 - Expresséo génica dos fatores de transcricdo (A) Runx2, (B) Osx e (C)
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estatisticas expressas por * (p<0.05), ** (p<0.01), ***(p<0.001) e **** (p<0.0001).
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5.12. O aumento da expressdo de marcadores de formacgé&o 6sseano fémur,

induzido pela doencga periodontal, tem participagcdo dos mastécitos

Na sequéncia, avaliamos a expressdo dos marcadores de formacao
0ssea no fémur no modelo proposto. Em relagdo as diferencas constitutivas entre
Wistar e SHR, o grupo SC apresentou menor expressao de Alp (p<0.05) e
Collal (p <0.001), em relacdo a WC.

Em relacdo aos efeitos da doenca periodontal, no grupo WDP
observamos maior expressdo de Collal (p<0.01), Opn (p<0.0001), Ocn
(p<0.001) e Bsp (p<0,01), em relacdo a WC, e a deplecdo prévia de mastocitos
foi capaz de reduzir significativamente a expressdo de Opn (p<0.001), em
relacdo a WDP.

No grupo SDP, observamos apenas aumenta da expressdao de Opn
(p<0.05), entretanto a deplecdo prévia de mastdcitos levou reducdo da
expressdo de Alp (p <0.0001) e Opn (p<0,0001), de maneira mais significativa

gue o observado no grupo W48/80.
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5.13. O aumento da expresséao de Opg/Rankl/Rank no fémur, induzido pela

doenca periodontal, tem participacdo dos mastocitos

No passo seguinte, avaliamos a expressdao génica do eixo
Opg/Rankl/Rank em fémur no modelo experimental proposto. Wistar e SHR néo
apresentaram diferencas constitutivas. Em Wistar, a doenca periodontal levou a
expressdo aumentada de Opg (p<0,01), Rankl (p<0,05) e Rank (p<0,05), e a
deplecdo de mastdcitos reduziu significativamente todos os alvos. No SHR, a
doenca periodontal aumentou a expressdo de Rankl (p<0.01), enquanto a
deplecdo de mastdcitos foi capaz de diminuir a expressdo de Opg (p<0.001),

Rankl (p<0.001) e Rank (p<0,05).
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5.14. O aumento da expressdo dos marcadores de reabsor¢cdo 0ssea,

induzido pela doencga periodontal, tem participacdo dos mastocitos

Finalmente, avaliamos a expressao de marcadores de reabsorcdo 0ssea
em fémur, no modelo experimental proposto. Em relacdo as diferencas
constitutivas entre Wistar e SHR, o grupo SC apresentou maior expressao de
Mmp9 (p<0.05) e Vin (p <0.0001), em relacédo a WC.

Em relagdo a doenca periodontal nos animais Wistar, o grupo WDP
apresentou maior expressao de Trap (p<0.01), Mmp2 (p<0.001), Mmp9 (p<0.01),
Ctsk (p<0.05), Itga5 (p<0.0001) e Itgb5 (p<0.001), em relacdo a WC, e a
deplecdo prévia de mastécitos reduziu a expressdo de Vin (p<0.05), Itga5
(p<0.0001) e Itgh5 (p <0.0001), em relacdo a WPD.

No grupo SDP houve aumento de Trap (p<0.001), Mmp9 (p<0.01), Oscar
(p<0.05) e Itgb5 (p<0.05), em relacdo a SC, enquanto a deplecédo prévia de
mastocitos foi capaz de reduzir significativamente a expresséao de Trap (p<0.01),
Mmp2 (p<0.0001), Mmp9 (p<0.01), Vitn (p<0.0001), ltga5 (p<0.001) e Itgh5

(p<0.0001), um perfil diferente ao do observado no grupos W48/80.
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Figura 17 - Expresséo génica dos marcadores de reabsorgcéo 6ssea (A) Trap, (B)
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6. DISCUSSAO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da deplecao de
mastocitos, sobre o metabolismo ésseo local, na mandibula, e sistémico, no
fémur, de animais normotensos (Wistar) e espontaneamente hipertensos (SHR),
submetidos a doenca periodontal. Nossos resultados sugerem um importante
papel dos mastdcitos na destruicdo Ossea alveolar de ratos com doenca
periodontal, especialmente no modelo hipertenso, evidenciado principalmente
pela modulacdo da expressao génica de marcadores da osteoclastogénese na
mandibula e fémur, e a producédo de mediadores inflamatérios na mandibula.

Primeiramente, avaliamos a presenca de mastécitos no tecido gengival
dos grupos experimentais, observando maior frequéncia destas células nos
grupos com doenca periodontal. Corroborando com nossos resultados, trabalhos
j& haviam associado um aumento do numero mastdcitos no tecido gengival com
a severidade da doenca periodontal em humanos, reforcando a ideia de uma
importante participacdo células no processo patoldgico. No entanto, a natureza
desta participacdo ainda ndo é totalmente compreendida (Batista, Rodini et al.
2005, Huang, Lu et al. 2013, Marjanovic, Andjelkovic et al. 2016). Além disso,
trabalhos ja sugeriram que os animais SHR apresentam uma resposta mais
pronunciada destas células, como Shen, Xia et al. (2015) na bexiga, e Shiota,
Rysa et al. (2003) no tecido cardiaco, ambos os trabalhos mostrando um namero
aumentado de mastocitos no tecido, possivelmente associado a inflamagéo e
fibrose mais pronunciada, em relacdo a controles normotensos.

A partir disso, pontuamos a importancia do presente trabalho, para melhor

compreender o papel destas células na doenca periodontal e em animais SHR,
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e para tanto optamos pela metodologia de deplecédo sistémica destas células a
partir do tratamento prévio com o c48/80. Observamos que o0s grupos depletados
apresentaram um numero reduzido de mastocitos no tecido gengival,
comparados aos grupos com doenga periodontal, validando nosso modelo
experimental, ja utlizado em outros trabalhos, em diferentes modelos
patologicos (Ribeiro, Souza-Filho et al. 1997, Oliveira, Costa et al. 2002,
Carvalho, Benjamim et al. 2005, Yillar and Kucukhuseyin 2008).

Posteriormente, avaliamos as consequéncias da doenca periodontal no
0sso alveolar, pela microtomografia computadorizada (microCT). Observamos
uma significativa perda 0ssea alveolar, o que foi mais expressivo nos animais
SHR. Além disso, possivelmente o aumento da producdo das citocinas, tais
como TNF-a e IL-6, e das quimiocinas CXCL3 e CCL20, sugerem um processo
inflamatdrio mais exacerbado, com aumento do recrutamento de células
inflamatdrias, como ja mostrado por Bonato, do-Amaral et al. (2012), estando
também estas citocinas relacionadas a processos de perda 6ssea (Graves, Li et
al. 2011).

Além disso, observamos uma menor expressao constitutiva de Runx2,
Opn, Bmp2 e Opg, e aumento constitutivo na expressao de Trap, Mmp9, Mmp2
e Oscar, na mandibula do grupo SC, comparado ao WC, dados que corroboram
com a maior susceptibilidade a perda 6ssea no animais SHR, como ja sugerido
por outros autores (Leite, Redins et al. 2005, Bonato, do-Amaral et al. 2012).

Em relacdo a participacdo dos mastocitos, nossos resultados mostraram
uma resposta bastante interessante, ao observamos pela microCT que o0s
grupos depletados de mastocitos tiveram menor perda 6ssea alveolar,

especialmente nos animais SHR, assim como houve menor expressao e
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producdo de mediadores inflamatérios Tnfa, 116 e Illb na mandibula.
Corroborando com nossos resultados, Malcolm, Millington et al. (2016) observou
menor perda 6ssea alveolar e menor expressdo de Tnfa, 116 e ll1b no tecido
gengival de camundongos deficiente de mastocitos (C57BL/6 c-Kit knockout)
com doenca periodontal induzida por Porphyromonas gingivalis, e tal evidencia
reforca a hipétese de um efeito deletério destas células, visto que sua deple¢éo
levou a protecédo do periodonto, assim como observamos em nossos dados.

O TNF-a tem importante papel na doenca periodontal, e embora muitas
células o produzam em resposta ao estimulo bacteriano, os mastécitos possuem
granulos da citocina pré-formada (Gordon and Galli 1990) e apresentam-se em
namero aumentado no periodonto inflamado. Além disso, sabe-se que na
doenca periodontal. Ainda, estudos mostram que administracdo de TNF-a na
periodontite exacerba o recrutamento de células inflamatérias e induz a
reabsorcdo Ossea alveolar (Gaspersic, Stiblar-Martincic et al. 2003). Dessa
forma, em nosso modelo experimental o TNF-a também pode apresentar um
importante efeito na inducéo da reabsor¢cdo 0ssea, principalmente nos animais
SDP, que possuem mais producéo desta citocina.

Junto ao TNF-a, os mastocitos também produz e tém estocado nos
granulos IL-183 e IL-6 (Steinsvoll, Helgeland et al. 2004) e trabalhos ja mostraram
seu aumento na doenca periodontal (Chen, Chang et al. 1997, Noh, Jung et al.
2013), assim como mostrado em nossos resultados. Ambas citocinas tém
importante participacdo na perda 0ssea alveolar e regulacdo do metabolismo
0sseo. IL-1B ja foi associada a ativagao direta da sinalizagdo de RANK, assim
como é capaz de induzir a expressao de Rankl (Kim, Jin et al. 2009, Lee, Fujikado

et al. 2010, Izawa, Ishihara et al. 2014).
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O papel da IL-6 entretanto, ainda € bastante discutido, visto ter
participacdo fisioldgica em processos reabsortivos, assim como de formacao
ossea (Franchimont, Wertz et al. 2005). Ja em condicfes de alto turnover 6sseo,
como em processos inflamatorios, associada a outras citocinas como TNF-a e
IL-18, seus efeitos sobre a atividade dos osteoclastos aparentam ser mais
pronunciados (Kwan Tat, Padrines et al. 2004, Liu, Kirschenbaum et al. 2006).
Além disso, Desai, Jung et al. (2016) mostrou que a IL-6 aumenta a proliferacao
e reatividade de mastocitos humanos CD34+ in vitro (isolados do sangue
periférico). Desta forma, sugerimos ser um dos possiveis mecanismos
observados nas diferencas observadas, visto que o grupo SDP apresentou maior
expressdo e producdo de IL-6 na mandibula, o que pode ser associado a
quantidade aumentada de mastécitos no tecido gengival, assim como maior
perda 6ssea alveolar.

Por outro lado, a IL-10 é uma das principais citocinas anti-inflamatérios, e
apresenta importante papel protetor na perda éssea alveolar induzida pela
doenca periodontal (Al-Rasheed, Scheerens et al. 2004, Sasaki, Okamatsu et al.
2004). Nossos resultados evidenciaram maior producao de IL-10 nos grupos
WDP e SDP, o que sugere um mecanismo protetor compensatorio (Zhang, Chen
et al. 2014). Entretanto, ndo observamos diferencas entre as linhagens, assim
como, néao foi alterada pela deplecéo de mastdcitos, sugerindo que esta citocina,
aparentemente, nas condicbes experimentais propostas, ndo esteja envolvida
com as respostas observadas no presente trabalho.

Em relagdo a CXCL3, Wright, Chapple et al. (2011), observaram que
neutréfilos estimulados com Fusobacterium nucleatum expressaram CXCL3

demonstrando que na periodontite ocorre producéo desta quimiocina, conforme
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observamos em nosso modelo experimental. Nao ha na literatura nenhum
modelo de inflamac&o em animais deficientes de mastoécitos que demonstre que
a producdo de CXCL3 é dependente de mastécitos, no entanto, é sabido que
estes produzem CXCL3 (Kato, Chustz et al. 2009, Feuser, Thon et al. 2012).
Outra quimiocina também encontrada em nosso estudos, foi a CCL20, também
€ produzida durante a doenca periodontal (Hosokawa, Hosokawa et al. 2005,
Panezai, Ghaffar et al. 2017) e por mastdcitos (Feuser, Thon et al. 2012), no
entanto, em nosso modelo experimental ndo observamos que sua producéo foi
dependente de mastdcitos, apesar de estar em quantidades elevadas em
animais normotensos e principalmente em hipertensos participando, dessa
forma, possivelmente do processo inflamatorio.

O metabolismo 6sseo, principal foco deste trabalho, € regulado por fatores
de transcricao, que respondem a estimulos do microambiente tecidual e regulam
a expressdo de diversas proteinas que mediam diretamente a formacédo e
remodelamento do tecido (Shahi, Peymani et al. 2017). Assim, no intuito de
melhor compreender a participacdo dos mastécitos no modelo experimental
proposto, avaliamos a expressdao dos principais marcadores de formacao,
remodelamento e reabsorcdo 0ssea.

Nossos resultados evidenciaram uma resposta interessante da Catnb, na
doenca periodontal, que teve sua expressdo aumentada apenas em animais
SHR, e foi reduzida nos grupos previamente depletados de mastocitos, em
Wistar e SHR. Apesar da Catnb ser essencial na diferenciacdo osteogénica de
células precursoras (Gaur, Lengner et al. 2005), Liu, Shi et al. (2011) mostrou
em culturas de células-tronco do ligamento periodontal obtidas de tecido

inflamado apresentavam uma resposta alterada de Catnb, onde sua expresséao
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elevada inibiu a via Wnt ndo candnica, resultando em uma reposta de
proliferacdo, mas ndo de diferenciacdo 0ssea. Tais evidéncias sugerem que a
reposta observada no presente trabalho pode ser relacionada ao processo
inflamatoério consequente da doenca periodontal, principalmente nos animais
SHR, que apresentam uma inflamacédo exacerbada e cuja participacdo dos
mastocitos foi bastante significativa, visto que sua deplecéo, protegeu o tecido
0sseo das consequéncias da doenca periodontal.

Ao avaliarmos a expressédo génica dos marcadores de formacado dssea na
mandibula de animais com doenca periodontal, observamos algumas
semelhancas e diferencas entre WDP e SDP. Ambos 0s grupos apresentaram
reducdo similar da expressdo de Alp, enzima com importante papel na
mineralizacado de matriz, sendo um dos principais marcadores da atividade de
formacdo Ossea (Orimo 2010). Alguns trabalhos apontam a atividade de
fosfatase alcalina no fluido crevicular como importante marcador de progressao
da doenca periodontal, com correlacéo clinica positiva aos indices de placa,
aprofundamento do sulco gengival e de sangramento (Ishikawa and Cimasoni
1970, Malhotra, Grover et al. 2010). Grande parte dos trabalhos disponiveis na
literatura avaliam este marcador em saliva e/ou fluido crevicular, e considerando
que esta enzima €& produzida por diferentes células, e tais determinacdes
bioquimicas n&do sdo especificas para as diferentes isoformas, a atividade
enzimatica detectada em tais matrizes biolégica poderiam ser a soma da
atividade enzimatica derivada de polimorfonucleares, microrganismos,
osteoblastos e fibroblastos, e em pequena proporc¢éo, derivada do soro, como
discutido por Chapple, Matthews et al. (1993). Trabalhos que avaliaram a

atividade e/ou expresséao de Alp no 0sso alveolar em modelos como reparo apos



106

exodontia ou movimento dentério ortodontico evidenciam que tal marcador
mostra-se mais pronunciado em periodos tardios, caracterizados por
recuperacdo e formacao 6ssea (Keeling, King et al. 1993, Rodrigues, Fabris et
al. 2016). Desta forma, sugerimos que o resultado obtido para a expressao
génica deste marcador no osso alveolar reflete a perda 6ssea alveolar e a
permanéncia do estimulo deletério (ligadura/infec¢cdo associada), que né&o
permite um processo natural de reversao ou reparo tecidual.

Collal e Opn séo duas proteina da matriz 6ssea bastante importantes
para a integridade éssea, e apresentam funcées integradas. Enquanto o Collal
€ um do principais componentes do arcabouco organico para a deposi¢cado
mineral, a Opn media a adesdo dos osteoblastos maduros, bem como a
migracdo de seus precursores, além de engatilhar mecanismos para a
osteogénese (Sodek, Ganss et al. 2000, Nudelman, Pieterse et al. 2010). A
degradacdo de colageno, nos tecidos moles e 6sseo, é um evento caracteristico
da doenca periodontal, entretanto ndo observamos alteracdes nos niveis de
expressdo deste marcador nos grupos WDP e SDP. Autores ja reportaram o
aumento da expressao de colageno como resposta compensatoria frente a
degradacéo da matriz, entretanto a permanéncia da doenca eventualmente leva
a reducao dessa expressdo. Sugerimos entdo que o resultado observado pode
ser devido ao periodo de analise proposto (15 dia).

A expressédo de Opn, mostrou-se elevada na doenca periodontal, em
ambos grupos WDP e SDP. Opn tem sido considerada um importante marcador
de remodelamento 0sseo, pois além de ser produzida por osteoblastos em
diferenciacdo ou mesmo maduros, também € produzida por osteoclastos e esta

associada a eventos de reabsorcdo O0ssea (Oh, Oh et al. 2014). Trabalhos ja
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associaram o0 aumento desta proteina na saliva, fluido crevicular e soro com a
progressdo da doenca periodontal em humanos (Sharma and Pradeep 2006,
Hans and Mali 2012), sugerindo que tal marcador também esta fortemente
relacionado a progressao e severidade da doenca periodontal, corroborando
com os resultados obtidos no presente trabalho.

A deplecdo de mastocitos levou a reducdo da expressdo de Opn, que
além das funcdes dsseas tem relevante participacdo em respostas inflamatorias,
mediando o recrutamento, adesao e ativagado de leucdcitos (Lund, Giachelli et al.
2009). Além disso, a Opn tem sido considerada como um importante marcador
da atividade dos mastacitos, visto que estas células produzem Opn, sendo sua
participagcdo na resposta dos mastocitos bastante significativa (Nagasaka,
Matsue et al. 2008). Desta forma, nossos dados apontam um importante
marcador, significativamente modulado pelos mastécitos, sugerindo um possivel
mecanismo pelo qual estas células podem contribuir para a exacerbagcdo do
processo inflamatério e reabsorgcao 6ssea em nosso modelo.

O eixo Opg/Rankl/Rank regula o modelamento e remodelamento 4sseo,
em condicBes normais e patologicas. Opg tem funcdo protetora contra a
reabsorgcdo excessiva, impedindo a ligacdo Rankl/Rank, que por sua vez,
engatilha a formacéao de osteoclastos, sua ativacéo e desenvolvimento, assim, 0
equilibrio deste eixo € crucial para a manutencao da estrutura, massa e forca
0ssea (Boyce and Xing 2008). Ao avaliar a expressao de Opg e Rankl na gengiva
e fluido crevicular de individuos com doenca periodontal, autores ja relacionaram
a reducéo da relacdo Opg/Rankl com o processo inflamatorio e severidade da
perda 6ssea (Liu, Xu et al. 2003). Nossos resultados demostram que na doenca

periodontal houve aumento significativo de Rankl e Rank, principalmente em
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SDP, comparado a WDP. A maior producéao de TNF-a e IL-6, e maior expresséo
de II1b no grupo SDP, sugere maior quantidade Rankl, cuja producdo pode ser
modulada por tais citocinas (Mori, Miyamoto et al. 2011), e consequentemente
maior perda 6ssea. Junto a este dado experimental, observamos ainda que a
expressdo de Opg no grupo WDP mostrou-se menor, enquanto ocorreu um
aumento no grupo SDP, comparados aos seus respectivos controles, o que ja
foi observado em trabalhos prévios de nosso grupo (Do-Amaral CCF, 2012,
Dissertacao de mestrado). A diferenca na expressao de Opg entre WDP e SDP
aparenta ser um importante mecanismo a ser investigado, visto que este
aumento observado no grupo SDP pode tratar-se de um mecanismo
compensatoério frente ao intenso processo inflamatério e perda Ossea
exacerbada, observada neste modelo.

De maneira bastante interessante, a deplecdo prévia de mastdcitos foi
capaz de reduzir a expressao dos componentes deste eixo, sugerindo importante
papel dessas células na reabsorcao 0ssea, o0 que pode ser explicado em partes
pela menor produ¢cdo de mediadores inflamatérios e quimioatraentes na
mandibula, relacionados especialmente ao estimulo osteoclastogénico e
expressao de Rank e Rankl (Lesclous, Guez et al. 2001, Kroner, Kovtun et al.
2017). Além disso, os mastdcitos produzem Rankl, e autores demonstraram que
estas células tém papel importante na calcificacdo da placa aterosclerdtica,
sugerindo que sua degranulacao e a liberacéo de Rankl, juntamente a proteases
e ativadores de colagenase, contribui para a ruptura da placa (Saarinen,
Kalkkinen et al. 1994, Ali, Lax et al. 2006). Dessa forma, sugerimos que 0 mesmo

fendbmeno esteja ocorrendo no periodonto, onde observamos a presenca de
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mastocitos estrategicamente localizados, e sua deplecdo diminui a expressao de
Rankl e previne a perda 0ssea alveolar mais severa.

Trap € um marcador da atividade e maturacao de osteoclastos, e uma das
principais enzimas na degradac¢ao da matriz mineralizada (Boyle, Simonet et al.
2003). Como esperado e ja reportado por outros autores, nossos resultados
evidenciaram um aumento da expresséo de Trap na mandibula dos grupos com
doenca periodontal (Rogers, Li et al. 2007), e a deplecao de mastoécitos reduziu
significativamente esta expressao, em Wistar e SHR. Biosse-Duplan, Baroukh et
al. (2009) mostraram que o estimulo com histamina na mandibula induziu o
recrutamento e diferenciacdo de osteoclastos TRAP-positivos em ratos, e 0
tratamento com antagonistas de receptor H1 e H2 inibiu esta resposta.
Observou-se também a expressao dos receptores H1 e H2 na diferenciacéo in
vitro de osteoclastos. Visto que os mastocitos sdo grandes reservatérios de
histamina, podemos sugerir que este seja um dos possiveis mecanismos
envolvidos na perda éssea e aumento da expressdo de Trap nos animais com
DP, principalmente no grupo SDP, em nosso trabalho.

O processo da destruicdo dos tecidos periodontais, incluindo o 0sso
alveolar € bastante complexo e envolve diversos mecanismos. Proteases de
matriz extracelular tém papel importante na remodelacdo e manutencédo do 0sso
saudavel, mas seu desequilibrio leva degradacdo excessiva da matriz organica
e desarranjo da arquitetura tecidual (Saftig, Hunziker et al. 2000, Ortega,
Behonick et al. 2003). Em nosso trabalho, avaliamos a expressdo das
metaloproteinases de matriz Mmp2 e Mmp9, bem como da Ctsk, uma cisteina
protease, e nossos resultados mostraram diferencas interessantes nos perfis de

expressao e na participacdo dos mastocitos entre os animais Wistar e SHR. A
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doenca periodontal levou a aumento da expressdo de Mmp9 e Ctsk em ambos
0s modelos, sendo maior nos animais SDP, quando comparado ao WDP. Dados
da literatura também ja mostraram que a doenca periodontal € capaz de
aumentar a expressao de Mmp9 e Ctsk (Ramamurthy, Rifkin et al. 2002, Hao,
Chen et al. 2015). Por outro lado, a expressdo de Mmp2 aumentou nos animais
WDP, mas nao apresentou nos animais SDP. Estes resultados foram
observados por nosso grupo (dados nao publicados) e por outros autores, que
demonstraram a expressao aumentada de Mmp2 em animais Wistar com doenca
periodontal (Araujo, Souza et al. 2013, de Araujo Junior, Souza et al. 2013).

Dados da literatura ja associaram a participacdo de mastocitos na
producédo e ativacdo de proteases de matriz, diretamente através das enzimas
triptase e quimase, ou indiretamente através da producdo de mediadores
inflamatérios (Tchougounova, Lundequist et al. 2005). Em nossos resultados
observamos que a expressdao de Mmp2 em animais WDP foi dependente de
mastdcitos, mas ndo em animais SDP.

Diferentemente, a expressdo de Mmp9 nao foi modulada pela deplecéo
de mastdcitos, e a expressao de Ctsk foi alterada apenas em animas S48/80,
mas ndo em W48/80. Estes resultados sugerem que existem mecanismos
diferentes entre os animais Wistar e SHR, assim como a participa¢ao diferencial
dos mastdécitos entre estes animais, em partes devido a presenca de diferentes
mediadores inflamatérios no local da leséo e, consequentemente, ocasionando
uma menor destruicdo alveolar nos grupos depletados de mastocitos, visto que
a inibicao destas proteases reduz o processo inflamatério e a destruicao alveolar,
corroborando com a hipotese de um papel deletério destas células na doenca

periodontal (Beltran, CT., Chen, Gao et al. 2016).
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Oscar (Osteoclast-associated immunoglobulin-like receptor) é um
receptor tipo 1gG e recentemente tem sido discutido como importante mediador
osteoimunologico, com func¢ao co-estimulatdria na diferenciacdo de osteoclastos
pela ativacao do fator de transcricdo NFAT (Nemeth, Schoppet et al. 2011), e ja
foi associado a diferentes condigbes de perda 6ssea, como por exemplo, na
deficiéncia de estrogeno em mulheres menopausadas (Kim, Koh et al. 2005), e
artrite reumatoide (Andersson, Lundberg et al. 2007, Herman, Muller et al. 2008).
Neste presente trabalho, avaliamos pela primeira vez sua expressdao em
mandibula de animais com doenca periodontal, onde observamos um aumento
bastante expressivo, especialmente em SDP, comparado a WDP, suportando a
hipotese de que a exacerbacdo da perda 6ssea em animais hipertensos pode
ser pelo menos em parte devido a elevada expressdo desta molécula.
Entretanto, a deplecao de mastdcitos ndo levou a alteracBes nesta resposta
sugerindo que a expressao de Oscar ndo € modulada por estas células. Este
dado pode ser um importante mecanismo a ser investigado, visto que existe uma
marcada diferenca entre os animais Wistar e SHR, apesar de aparentemente
nado ser modulada pelos mastocitos.

A expressao de vitronectina (Vtn) e das subunidades de integrina aV e 5
(ItgaV e Itgb5), receptores de Vtn, também foram avaliados no modelo proposto.
Estas proteinas medeiam adesao, migracao e sinalizacao celular em diferentes
células (Larjava, Koivisto et al. 2014). Nossos resultados mostraram aumento de
expressao deste alvos no grupo SDP, enquanto no grupo WDP houve apenas
aumento de Itga5 e Itgbh5, e a deple¢do de mastdcitos foi capaz de reduzir suas
expressdes em ambas os animais, sugerindo ser modulado por mastocitos.

Lakkakorpi, Horton et al. (1991) evidenciou um importante papel da Vin na
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regulacdo dos osteoclastos, que apesar de nao estar presente na zona de
adesdo da matriz 0ssea, € expressa em todo restante da membrana, com
possivel papel na permanéncia e migracdo dos osteoclastos. Nao ha na literatura
estudos funcionais da Vtn na perda 0ssea alveolar, mas Steffensen, Duong et al.
(1992) ja caracterizou sua presenca em tecidos periodontais (gengiva marginal,
ligamento periodontal, enddsteo e peridsteo), 0 que nos permite sugerir, uma
possivel participacdo da Vitn na doenca periodontal, sendo uma das
responsaveis pela diferenca de resposta entre os animais Wistar e SHR, além
de ser modulada pelos mastécitos.

As integrinas, por sua vez, constituem uma familia de proteina
heterodiméricas (subunidade a e B), que medeiam a adesao de células a matriz
extracelular, e em alguns casos interacdo célula-célula (Barczyk, Carracedo et
al. 2010). Trabalhos j4 demostraram o papel de diferentes moléculas de adeséo
em tecidos periodontais, como Ghannad, Nica et al. (2008) que demonstrou
papel protetor da integrina a5p6, ativada por TGF-B1, no epitélio gengival, e
Barczyk, Olsen et al. (2009) que evidenciou o papel da integrina a11p1 no
remodelamento de matriz colagena em células do ligamento periodontal in vitro.

N&o diretamente no 0sso alveolar, objetivo deste trabalho, mas em outros
modelos, as integrinas tém se mostrado importantes na fisiologia 6ssea, como
descrito por El Azreq, Arseneault et al. (2015), em relagcéo ao receptor de IL-7 e
a integrina a2B1 na atividade de osteoclastos in vitro e perda 6ssea in vivo,
induzida por resposta inflamatoria do tipo Th17. Outras referéncias da literatura
também discutem sua participacédo no remodelamento de matriz extracelular em
outros tecidos, como Slany, Haudek-Prinz et al. (2014) que evidenciou a possivel

participacédo da integrina a5B85 em células fibroblastdides da medula 6ssea de
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pacientes com mieloma multiplo. Trabalhos com abordagem mecanicista
relacionando as subunidade das integrinas avaliadas no presente estudo (ltga5
e Itgb5) ainda sdo escassos, de modo que a exata fun¢céo dessas proteinas ainda
nao é totalmente conhecida, em parte pela auséncia de modelos knockouts,
como citado por Larjava, Koivisto et al. (2014) visto a letalidade/incompatibilidade
com desenvolvimento de alguns modelos, e entre os disponiveis, poucos
mostraram fendtipos periodontais, entretanto as evidencias supracitadas
sugerem sua participacdo na patologia periodontal, especificamente na
destruicdo 6ssea alveolar.

Além das consequéncias locais de doenca periodontal, também
estudamos os efeitos sistémicos, nas condi¢cdes propostas. Anbinder, Moraes et
al. (2016) ja mostrou claramente que a doenga periodontal afeta o0 metabolismo
0sseo sistémico, em camundongos fémeas, onde a doenca periodontal sozinha
nao foi capaz de afetar o fémur, mas exacerbou significativamente a perda éssea
sistémica induzida pela ovariectomia, porém os mecanismos relacionados nao
foram completamente elucidados. De maneira similar, nossos resultados
demonstraram que a doencga periodontal, nos animais Wistar e SHR néo levou a
alteracdes significativas na arquitetura trabecular e cortical do fémur, entretanto,
observamos alteracdes no perfil de expressédo génica de diversos marcadores
0sseos. Embora existam evidéncias de efeitos sistémicos da doencga periodontal,
até o momento, nenhum estudo prévio examinou o perfil de expresséao de genes
relacionados ao metabolismo 6sseo no fémur de animais SHR com doenga
periodontal, nem a influéncia dos mastocitos, pontuando a importancia deste

trabalho.
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Nossos resultados mostraram uma resposta muito interessante sobre os
efeitos da doenca periodontal no fémur, sugerindo um aumento na atividade
0ssea, enquanto a deplecédo de mastdcitos levou ao resultado oposto. No grupo
WDP, observamos um aumento da expressao de Runx2 no fémur, enquanto no
grupo SDP nao houve diferenca, assim como em relacdo a expressao de Osx e
Catnb, que néo sofreram alteracdo em nenhum animal. Conforme descrito
anteriormente, o fator de transcricdo 6ésseo que media a ativacdo dos
osteoblastos na mandibula, local onde ocorre o processo inflamatério, € a Catnb,
e diferentemente no fémur, longe do local da lesdo, Runx2 é o fator envolvido,
mostrando mecanismos de ativacao diferente a nivel sistémico. Como avaliamos
a expressao 15 dias apds a doenca periodontal, a Catnb estad elevada na
mandibula de SDP, possivelmente por que os osteoblastos jA se encontram
maduros, diferentemente da maturacao sistémica. Além disso, algumas vias de
sinalizacdo intracelulares podem inibir negativamente Runx2 (Vimalraj,
Arumugam et al. 2015), como observado na mandibula, no entanto, s&o
necessario estudos mais aprofundados para identificar tais vias em nosso
modelo, mas sabemos que este mecanismo no fémur é modulado pela presenca
dos mastocitos.

Com relagédo aos marcadores da formacéo 0ssea, observamos também
uma diferenca entre a mandibula e o fémur. Enquanto na resposta local
(mandibula) apenas Opn estava elevada, a nivel sistémico observamos que o
fémur no grupo WDP teve maior expresséo de Collal, Opn, Ocn, Bsp e Bmp2.
Por outro lado, o fémur no grupo SDP expressou apenas Opn, mais uma vez
demonstrando a diferenca no mecanismo envolvido na resposta local e

sistémica, principalmente em relagédo ao SDP. A Opn tem sido identificada como
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uma citocina chave envolvida na inflamacdo e reparo tecidual, visto que é
produzida por uma grande variedade de células imune e ndo imune modulando
diferentes fungoes.

Como observado anteriormente em nosso laboratorio, animais SDP
apresentam uma producdo aumentada de Opn na mandibula, possivelmente por
conta de uma inflamatdria mais acentuada (Bonato, do-Amaral et al. 2012). No
fémur, também podemos observar que este aumento, e em ambos 0s casos, foi
modulado pela presenca de mastécitos. Na realidade, o processo inflamatério
induzido pela doencga periodontal aumentou consideravelmente os marcadores
de formacdo d6ssea no fémur de animais WDP, possivelmente pela propria
diferenga em relacé@o ao nivel de inflamag&o ser menor em animais normotensos
do que em animais hipertensos.

Os marcadores de reabsor¢cdo 6ssea também seguiram este padrédo de
resposta, no fémur com alguns alvos se comportando de modo diferente da
mandibula. Observamos que Trap, Mmp2, Mmp9 e Vtn, mantiveram 0 mesmo
padrdo de resposta no fémur apéds a doenca periodontal induzida na mandibula,
em animais normotensos e hipertensos. No entanto, Ctsk e Itga5 aumentaram
no fémur de WDP e Oscar aumentou no fémur de SDP. Esses resultados
sugerem que a via de estimulacdo sistémica da reabsorcdo éssea entre o0s
animais é diferente. Confirmando nossa hipétese, observamos que no fémur
foram altamente expressos Opg e Rankl e em menor expressao Rank, sugerindo
que a inflamacao local causa uma reabsorcdo 6ssea menor a nivel sistémico.
Futuros estudos devem ser realizados para identificarmos os mecanismos
envolvido. No entanto, podemos sugerir que possivelmente, a resposta

observada em animais com doenca periodontal poderia ser um mecanismo
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compensatorio, levando a um aumento do turnover 0sseo desencadeado por
uma inflamacéo sistémica de baixa intensidade, visto que a deteccdo de
mediadores inflamatérios no fémur ndo foi possivel, pela baixa quantidade dos
mesmos (Moutsopoulos and Madianos 2006). Ainda assim, a participagdo dos
mastocitos nesta modulagdo parece ser bastante significativa ha expressao dos
marcadores 0sseos, pois sua deplecdo diminuiu a expressdo dos marcadores
0Sseos.

Como propusemos, outras doengas inflamatdrias cronicas estdo
associadas a perda éssea sistémica e, em alguns estudos, parece ser mediada
por alteragcbes da dindmica da remodelagdo Ossea, entretanto os efeitos
sistémicos levariam mais tempo para apresentar alteracées na arquitetura éssea
(Goldring 2003, Moschen, Kaser et al. 2005). Devido a caracteristica de baixo
grau da inflamacé&o induzida pela doenca periodontal, isto levaria a uma leve
reabsorcdo 6ssea que deve resultar, secundariamente, em uma estimulacdo da
formacao déssea devido ao acoplamento normal da dindmica de remodelacao
(acoplamento osteclasto-osteoblasto). A persisténcia do estado inflamatorio e/ou
a associacdo com uma desordem éssea, eventualmente, culminariam com uma
perda Ossea sistémica significativa, resultante de desequilibrios
permanentes/duradouros e formacdo Ossea relativamente inadequada em
relacdo a taxa de reabsorcao (Hardy and Cooper 2009).

A deficiéncia de mastocitos tem sido associada a estados de baixa
remodelacdo, enquanto seu excesso esta associado a perda 0ssea acelerada
(Silberstein, Melnick et al. 1991, Chiappetta and Gruber 2006). Este pressuposto
torna-se evidente no nosso estudo, onde observamos que a doenca periodontal

aumento a expressdao dos componentes do eixo Opg/Rankl/Rank no fémur,
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enquanto a deplecdo de mastocitos foi capaz de reduzi-la, sendo mais
significativo no SHR. Esta resposta poderia sugerir um estado de remodelagéo
menos dindmico no fémures do grupo S48/80. Outras analises sao necessarias
para entender melhor esses efeitos e confirmar nossa hipétese, mas nossos
resultados certamente demonstram um papel importante dos mastécitos na
dindmica 6ssea, em partes, modulando a expressdo génica de diferentes
marcadores.

Tomados com em conjunto, nossos resultados trazem evidéncias de
alteracdes na formacdo e remodelacdo 6ssea de animais SHR com doenca
periodontal e a participacdo dos mastocitos, que apresentando um papel
expressivo no microambiente 6sseo. Além disso, mostramos no modelo
proposto, as consequéncias 0sseas sistémicas (fémur), sugerindo um importante

papel destas células na modulacdo da dindmica Ossea.
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Figura 19 - Esquema do papel dos mastécitos no metabolismo 6sseo local
(mandibula) de animais SHR com doenca periodontal
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7. CONCLUSAO

A partir de nossos resultados, mostramos pela primeira vez que
mastocitos modulam alteragdes no metabolismo ésseo local e sistémico
induzidas pela doenca periodontal, em animais normotensos e principalmente
em hipertensos, sendo a modulacdo sistémica mediada por mecanismos

diferentes da resposta local.
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Figura 22 - Esquema das conclusdes do trabalho
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