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Resumo



SILVA, TM. Respostas cardiovasculares e na ingestao de agua e NaCl hipertonico
em ratos com doenca periodontal tratados com agonista GABAa no nucleo
parabraquial lateral. 2012. [Dissertacao de Mestrado]. Programa de P6s-Graduacao
Multicéntrico em Ciéncias Fisioldgicas da Universidade Estadual Paulista (UNESP) e

Sociedade Brasileira de Fisiologia (SBFis), Aracatuba, 2012.

RESUMO

Injecoes no nucleo parabraquial lateral (NPBL) de muscimol, agonista de
receptores GABAa, promove aumento de pressao arterial e induz ingestao de NaCl
0.3 M e agua em ratos normovolémicos, saciados e depletados de sodio. A doenga
periodontal € uma condigao inflamatdria que promove a liberagao de citocinas pro-
inflamatdrias, tais como IL-6 e TNF-a e a destruigao das estruturas de suporte do
dente. As citocinas pro-inflamatérias podem modular a neurotransmissao
GABAérgica e ativar neuronios do NPBL.

Neste estudo, investigamos o efeito da ativacao GABAérgica no NPBL com
muscimol na ingestao de NaCl hipertonico e dgua e parametros cardiovasculares em
ratos normovolémicos, saciados e depletados pelo modelo FURO+CAP com doenga
periodontal. Foram utilizados ratos Wistar divididos em dois grupos: com doenga
periodontal induzida por ligadura (DP) e sem doenga periodontal (grupo controle).
Quinze (15) dias apds a indugao da doenca periodontal em ambos os grupos foram
implantadas canulas bilaterais no NPBL. Ratos saciados controles que receberam
injecOes bilaterais no NPBL de muscimol tiveram aumento na ingestao de NaCl 0.3 M
(15.8 £2.4 vs. salina: 0.2 + 0.1 ml/180 min) e agua (14.2 £ 1.2 vs. salina: 0.6 + 0.3 m1/180
min). Em ratos saciados com doenga periodontal houve aumento significativo da
ingestao de NaCl 0.3 M e agua, porém a ingestao de dgua em ratos com doencga
periodontal foi significamente menor (6.0 + 1.4 vs. controle: 14.2 + 1.2 ml/210 min).

Injecoes de muscimol no NPBL de ratos tratados com FURO+CAP (grupo controle),



promoveu aumento significativo na ingestao de NaCl 0.3 M (25.9 + 5.8 e vs. salina: 5.7
+ 1.0 ml/180 min) e dgua (19.9 + 1.2 vs. salina: 11.2 + 1.0 ml/180 min). Em ratos com
doenga periodontal e tratados com FURO+CAP, inje¢des de muscimol ndo promoveu
aumento significativo na ingestao de NaCl 0.3 M (10.9+ 2.92 vs. salina: 5.6 £ 1.3
ml/210 min) e dgua (13.4 £ 2.3 vs. salina: 8.2 £ 1.5 ml/210 min). Em ratos saciados e
tratados com FURO+CAP, a doenga periodontal sozinha ndo modificou a ingestdo de
sodio e 4gua. Em ratos saciados (grupo controle) foram observados aumento na PAM
(15 + 3.3 mmHg, vs. salina: 0.6 + 1.3 mmHg) e FC (36 + 6.8 bpm, vs. salina: 4.1 + 2.0
bpm), 3 horas apos injegoes no NPBL de muscimol e a doenga periodontal reduziu a
resposta pressora do muscimol (7.5 + 3.1 mmHg vs. controle: 15 + 3.3 mmHg/3 h). 28
dias apos indugao da doenga periodontal, os ratos apresentaram perda ossea alveolar
(1.29 = 0.04 mm vs. controle: 0.50 + 0.02 mm) e aumento nos niveis plasmaticos de IL-
6 (40.41 + 0.25 vs. controle: 38.87 + 0.23 pg/ml) e TNF-a (14.58 + 1.73 vs. controle: 3.39
+0.33 pg/ml).

Os resultados sugerem que a ativagao do sistema imunologico pela doenca
periodontal foi capaz de reduzir a resposta pressora e os efeitos dispsogénicos e
natriorexigénicos induzidos pela ativacdo GABAérgica com muscimol injetado no
NPBL em ratos saciados e tratados com FURO+CAP, provavelmente devido ao

aumento da concentragao plasmatica de IL-6 e TNF-a.

Palavras-chave: Receptores GABA; Doenca Periodontal; Muscimol; Apetite ao sodio;

Sede; Nucleo Parabraquial Lateral.



Abstract



SILVA, TM. Experimental periodontitis reduces water and sodium intake induced
by injection of muscimol into the lateral parabrachial nucleus. 2012. [Master
degree]. Multicentric Graduated Program in Physiological Sciences at Universidade
Estadual Paulista (UNESP) and Brazilian Society of Physiology (SBFis), Aracatuba,
2012.

ABSTRACT

GABAA receptor activation with muscimol in the lateral parabrachial nucleus
(LPBN) induces water and hypertonic sodium chloride (NaCl) intake in rats. The
purpose of this study was to investigate whether local inflammatory event, such as
periodontal disease, is able to alter the effects of injections of muscimol (GABAa
receptor agonist) into the LPBN on water and 0.3 M NaCl intake in fluid replete rats
and in rats treated with diuretic furosemide (FURO) combined with a low dose of the
angiotensin-converting enzyme inhibitor captopril (CAP) injected subcutaneously.

Male Wistar rats were divided into two groups: with experimental ligature-
induced periodontal disease (PD) and those without PD (control conditions). Fifteen
days after application of the ligature, both groups had cannulas implanted bilaterally
into the LPBN, and were given simultaneous access to water and 0.3 M NaCl intake.

In fluid replete rats without PD, injections of muscimol (0.5 nmol/0.2 ul) into
the LPBN induced 0.3 M NaCl intake (15.8 + 2.4 vs. saline: 0.2 £ 0.05 ml/210 min),
water intake (14.2 £ 1.2 vs. saline: 0.6 + 0.3 ml/210 min) and pressor response (15 + 3.3
mmHg, vs. saline: 0.6 + 1.3 mmHg). In fluid replete rats (PD group), a decrease was
observed in water intake (6.0 + 1.4 ml/210 min), pressor response (7.5 + 3.1 mmHg),
but not in 0.3 M NaCl intake induced by muscimol. In rats with FURO + CAP-
treatment (control group), injections of muscimol into the LPBN increased 0.3 M
NaCl (25.9 + 5.8 vs. saline: 5.7 £ 1.0 ml/210 min) and water intake (19.9 + 1.2 vs. saline:

11.2 £ 1.0 ml/210 min). In rats with FURO + CAP-treatment (PD group), a decrease



was observed in 0.3 M NaCl intake (10.9 + 2.9 ml/210 min) and water intake (13.4 +
2.3 ml/210 min) after muscimol injection into the LPBN. IL-6 (40.41 + 0.25 vs. control:
38.87 + 0.23 pg/ml) and TNF-a (14.58 + 1.73 vs. control: 3.39 +0.33 pg/ml) plasmatic
concentrations and alveolar bone loss (1.29 + 0.04 mm vs. control: 0.50 + 0.02 mm),
was higher in PD rats in comparison with controls.

The present results suggest that activation of immunologic system by
experimental ligature-induced PD is able to reduce pressor response and the
dipsogenic and natriorexigenic effects induced by activation of GABAa receptors
with muscimol injected into the LPBN in fluid replete rats and FURO+CAP-treated
rats, probably due to the elevation of plasmatic concentration of proinflammatory

cytokines IL-6 and TNF-a.

Keywords: GABA receptors; periodontal disease; muscimol; sodium appetite; thirst;

lateral parabrachial nucleus
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1. INTRODUCAO

A agua é responsavel por cerca de 60% do peso corporal, dois tergos no
compartimento intracelular e um ter¢o no compartimento extracelular. A regulacao
do volume dos liquidos corporais e da osmolaridade plasmatica ocorre por uma
adequada ingestao e excrecaio de agua e sodio, sendo fundamental para a
sobrevivéncia das células (DE LUCA et al., 2005).

O sédio é constituinte do compartimento extracelular e o maior determinante
da osmolaridade e do volume do liquido extracelular, por isso sua quantia deve ser
mantida dentro de estreitos limites de variagdo para assegurar um funcionamento
ideal de intimeros processos fisioldgicos (FITZSIMONS, 1998).

A manutencao da quantidade e concentragao dos liquidos corporais é
controlada por diferentes mecanismos ativados em situagoes de alteragdes de volume
e osmolaridade dos liquidos corporais e a ativagao desses mecanismos permite
manter o equilibrio hidroeletrolitico do organismo. Em condi¢des de manutengao da
homeostase, receptores localizados em diversas partes do organismo ou hormonios
produzidos, sinalizam para algumas regides especificas do encéfalo, que quando
ativadas, desencadeiam respostas renais e/ou comportamento de busca por agua e
sodio (JOHNSON; EDWARDS, 1990; THUNHORST; JOHNSON, 1994).

Com a sintese da furosemida (FURO) em 1962 que promove diurese e
natriurese e consequentemente uma deplecao aguda de sddio e dgua, foi possivel a
elaboracao de estudos sobre os mecanismos de ingestao de agua e sodio. A técnica de
deplecao de sédio induzida pelo tratamento com Furosemide seguido por 24 horas
de dieta deficiente de sodio tem sido muito utilizada para pesquisas dos mecanismos
de sede e apetite ao sodio (EPSTEIN et al., 1970; DENTON, 1984; FITZSIMONS, 1998;
DE OLIVEIRA et al., 2007). Outra técnica utilizada para estudo dos mecanismos de

ingestao foi a associagao de furosemida com doses baixas de um inibidor da enzima
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conversora de angiotensina (captopril) que promove ingestao de sédio hipertdnico
(NaCl 0.3 M) devido a formagao de angiotensina II no SNC, sugerindo a importante
participagdo do sistema renina-angiotensina na ingestdao de 4agua e sddio
(THUNHORST; JOHNSON, 1994).

Entre as areas posteriores do SNC envolvidas na regulacao hidroeletrolitica, o
nucleo parabraquial lateral (NPBL) localizado na ponte, dorsal ao pedunculo
cerebelar superior tem recebido bastante atencao (OHMAN; JOHNSON, 1989;
MENANI et al., 1996; MENANI; JOHNSON, 1998; CALLERA et al., 2005; KIMURA
et al., 2008; DE GOBBI et al., 2009; ANDRADE-FRANZE et al., 2010; MENEZES et al,,
2011; ANDRADE et al, 2012). O NPBL recebe fibras provenientes de d&reas
posteriores do encéfalo envolvidas com o controle hidroeletrolitico, como a &rea
postrema e a porcao medial do ntcleo do trato solitdrio (NTS) (SHAPIRO; MISELLIS,
1985; HERBERT et al., 1990) e envia proje¢Oes para areas anteriores do cérebro como
o nucleo paraventricular do hipotdlamo (PVN) e o nucleo central da amigdala (CeA)
(CIRIELLO et al., 1984; JHAMANDAS et al., 1996).

O NPBL tem um papel inibitério no controle da ingestao de 4gua e sdédio
(EDWARDS; JOHNSON, 1991; MENANI et al., 1996; MENANI; JOHNSON, 1998,
1998; ANDRADE et al., 2004; CALLERA et al., 2005, DE GOBBI et al., 2000, 2005).
Injecdio no NPBL de metisergida (antagonista serotonérgico) ou proglumide
(antagonista da colecistocinina) promoveu aumento na ingestao de agua e sodio
induzida pela angiotensina II intracerebroventricular, pelo tratamento combinado
furosemida (FURO) + captopril (CAP) (MENANI et al., 1996; DE GOBBI et al., 2001) e
pelo tratamento com FURO seguido de manutengao dos ratos com dieta deficiente
em sodio (MENANI et al., 1998). De Gobbi et al. (2001) sugere inclusive, uma
interpendéncia e cooperatividade entre serotonina (5-HT) e colecistocinina (CCK) no
NPBL no controle da ingestao de NaCl e agua.

Estudos recentes (DE CASTRO E SILVA et al., 2006; DE GOBBI et al., 2009; DE
OLIVEIRA et al., 2008; ANDRADE et al., 2004; CALLERA et al., 2005), mostraram



28

que no NPBL, além da 5-HT e CCK, hd outros neurotransmissores que participam do
controle da ingestdao de NaCl. O fator liberador de corticotrofina e o glutamato
ativam o mecanismo inibitério do NPBL, limitando a ingestao de sddio, enquanto a
ativacdo de receptores opioidérgicos, adrenérgicos a2z e GABAérgicos no NPBL
bloqueiam o mecanismo inibitério promovendo um aumento na ingestao de NaCl
em ratos saciados ou que receberam estimulos para a ingestao de NaCl.

O aminodcido inibitéorio GABA (4cido y—aminobutirico) € o mais importante
neurotransmissor inibitério nas por¢des gustatdrias e viscerais do NPBL (KOBASHI;
BRADLEY, 1998). Dois diferentes subtipos de receptores que o GABA pode ativar
sao: receptores ionotrdpicos GABAA que sao ativados pelo agonista muscimol e
bloqueados pelo antagonista bicuculina (AKAIKE et al, 1985) e receptores
metabotropicos GABAs que sao ativados pelo agonista baclofen (BOWERY, 1989).

Estudos anteriores (CALLERA et al., 2005, KIMURA et al., 2008; DE
OLIVEIRA et al, 2007, 2011), foram realizados com o objetivo de avaliar o
envolvimento dos mecanismos GABAérgicos no NPBL na ingestao de agua e NaCl
0.3 M em ratos. Estes estudos, mostraram que a ativagao no NPBL de receptores
GABAérgicos (GABAxr e GABAs) com muscimol e baclofen, respectivamente,
induziu ingestao de NaCl 0.3 M, além da agua, em ratos saciados e tratados com
FURO+CAP. Além disso, muscimol injetado no NPBL induziu ingestao de NaCl 0.3
M em ratos hiperosmoticos (tratados com sobrecarga intragastrica de NaCl 12%),
tratamento que induz hipernatremia, hiperosmolaridade e reduc¢do da renina
plasmatica, sem redugao da volemia (PEREIRA et al., 2002; KIMURA et al., 2008).

A doenga periodontal é uma doenga cronica de origem infecciosa, comum em
humanos, com uma prevaléncia variando entre 10% e 90% em adultos, dependendo
do critério diagnostico (ALBANDAR; RAMS, 2000; MANAU et al., 2008). Esta
doenga afeta tecidos periodontais como osso alveolar, ligamento periodontal,

cemento e gengiva e sua patogénese envolve respostas imunoldgicas que podem
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promover a perda Ossea alveolar por estimular o processo de osteoclastogénese
(WENNSTROM et al., 1978; BAKER, 2000; TAUBMAN et al., 2005; ALI et al., 2011).

Em ratos, diferentes modelos de inducdo da doenga periodontal tém sido
propostos (GRAVES et al., 2008). JHONSON (1975), utilizou o modelo de doenca
periodontal induzida por ligadura ao redor dos primeiros molares inferiores e
constatou deslocamento da margem gengival, acimulo de placa bacteriana, aumento
de infiltrado inflamatério no tecido subjacente e reabsorcao ¢ssea alveolar. O
acumulo de placa bacteriana na regidao subgengival causa danos ao periodonto por
ativar o sistema imunoldgico do hospedeiro, que promove liberagao de citocinas pré-
inflamatdrias, tais como fator de necrose tumoral alfa [TNF-a], interleucina [IL]-1{, -6
e -8 e proteina C-reativa dos tecidos periodontais inflamados que podem entrar na
circulagdo e desencadear uma resposta inflamatdria sistémica, modificando as
respostas endocrinas, autonOmicas e comportamentais coordenadas pelo SNC
(BERKENBOSCH et al., 1989; SAPER; BREDER, 1992; AMAR; HAN, 2003; GRAVES,
1999; SEYMOUR; GEMMELL, 2001).

Os organismos respondem a processos inflamatorios através de uma série de
agoes coordenadas envolvendo o sistema imune, nervoso e enddcrino na tentativa de
restaurar o balanco homeostatico (BREIVIK et al., 2001). Estudos de Breivik et al.,
(2001), mostraram que a doenga periodontal induzida em ratos, promove ativagao do
eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal, com aumento dos niveis sanguineos de
corticosterona, sugerindo que as citocinas liberadas pelo processo inflamatodrio
informam ao SNC que modula a resposta imune através da liberagao de
neurotransmissores e hormonios.

Diferentes citocinas interagem com neurotransmissores no SNC (DESIMONI;
IMERI, 1998). Estudos eletrofisiolégicos, mostraram que IL-1p pode aumentar
(MILLER et al.,, 1991) ou inibir (PRINGLE et al., 1996) a fungao dos receptores
inibitorios GABAa. Além disso, aplicacao de IL-1f inibe a atividade de neurdnios da

area pré-optica e do hipotdlamo anterior aumentando a liberacdao pré-sinaptica de
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GABA (TABAREAN et al., 2006). Outros estudos, mostraram que a citocina IL-2 pode
interferir com a neurotransmissao GABAérgica, pois IL-2 injetada no hipotdlamo
medial inibe o comportamento defensivo de fuga através da interacdo com
receptores GABAa (BHATT et al.,, 2005). A administracao de IL-1f e IL-6 reduz a
frequéncia de correntes espontaneas pos-sindpticas inibitorias e correntes induzidas
por GABA em neurdnios da medula espinhal (KAWASAKI et al.,, 2008) e em
neuronios da amigdala (YU; SHINNICK-GALLAGHER, 1994).

O NPBL tem sido reconhecido como uma importante estrutura envolvida com
respostas viscerais, comportamentais e autondomicas geradas por estimulos
gustatorios, osmoticos e cardiovasculares (BLAIR et al, 2001, CHAMBERLIN;
SAPER, 1992; NORGREN, 1995, OHMAN et al, 1989). Evidéncias sugerem que
neurdnios do nucleo parabraquial, especialmente aqueles da porcao lateral, podem
também regular ou modular respostas centrais produzidas pela ativacdao do sistema
imune (BULLER; DAY, 2002; ERICSSON et al., 1994; TKACS; LI, 1999). Tem sido
sugerido na literatura que inje¢Oes sistémicas de citocinas podem ativar o NPBL e
que, além disso, o NPBL desempenha um papel critico na expressdao da proteina Fos
no nucleo central da amigdala (CeA), nucleo leito da estria terminal (BNST) e
neurdnios do bulbo ventro lateral (VLM) apds injecoes de IL-1 (ELMQUIST et al,,
1996; BULLER et al., 2004). De acordo com essas informagoes, podemos sugerir que a
inflamagao sistémica pode potencialmente modular diferentes fun¢cdes do NPBL.

Portanto, de acordo com estudos anteriores que mostram que inje¢des no
NPBL bilateral de muscimol modificam o comportamento de ingestao de agua, sodio
hipertonico e parametros cardiovasculares e que citocinas sao capazes de modular o
NPBL e também a neurotransmissao GABAérgica, este estudo investigou se o
processo inflamatorio induzido pela doenca periodontal experimental é capaz de
alterar o comportamento de ingestao de dgua e apetite ao sodio e os parametros

cardiovasculares apos inje¢oes no NPBL de muscimol.



Objetivos
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2. OBJETIVOS

1) Investigar os efeitos da doenga periodontal na ingestao de dgua e NaCl 0.3 M
induzida pela ativacao dos receptores GABA4 com inje¢Oes bilaterais de muscimol

no NPBL em ratos saciados e tratados com FURO+CAP.

2) Investigar os efeitos da doenga periodontal nas altera¢cdes cardiovasculares
(pressao arterial e frequéncia cardiaca) induzidas pela ativagdo dos receptores

GABAA com injecOes bilaterais de muscimol no NPBL em ratos saciados.



Materiais e Métodos
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Neste estudo foram utilizados ratos Wistar fornecidos pelo Biotério Central do
“Campus” da Faculdade de Odontologia da UNESP de Aragatuba. Os animais foram
mantidos em gaiolas individuais no laboratério sob condi¢des adequadas de
umidade (55+10%) e temperatura (22°C) e com ciclo claro-escuro de 12 horas
comecando as 7 horas da manha. Agua, NaCl 0.3 M e ragio granulada (Guabi)
ficaram disponiveis nas gaiolas. Este estudo foi aprovado em 18/02/2010 pelo Comité

de Etica na Experimentacido Animal (CEEA), de acordo com o protocolo 00516/2010.

3.2. Inducao da doenca periodontal

Foram utilizados ratos Wistar pesando aproximadamente 240/250 gramas. Os
animais receberam anestesia pela associacdio de Ketamina (80 mg/kg de peso
corporal) e Xilazina (7 mg/kg de peso corporal), aplicados via intraperitoneal e logo
apos foram posicionados em mesa cirtrgica apropriada para facilitar o acesso aos
primeiros molares inferiores.

A doenga periodontal (DP), foi induzida por meio da adaptagao de um fio de
seda numero 4-0 (Seda Silk Trancada Ethicon-Johnson & Johnson) ao redor dos

primeiros molares inferiores em nivel do sulco gengival.

3.3. Avaliacao da ingestao de agua e NaCl 0.3 M

Para investigar se a doenga periodontal sozinha, modifica ou nao a ingestao de
agua e NaCl 0.3 M, foram feitas medidas de ingestao de agua e NaCl 0.3 M (ml)
durante o periodo de 24 horas em ratos com 3 dias (pesando entre 240/250 g) e 16

dias (pesando entre 290/310 g) apos a inducdo da doenga periodontal. Esses



35

resultados foram comparados com os valores de ingestao em 24 horas, de agua e

NaCl 0.3 M em ratos controles (sem a doenga periodontal).

3.4. Implante de canulas de aco inoxidavel no NPBL

Dezesseis (16) dias apos a inducdo da doenga periodontal, os ratos foram
anestesiados com Ketamina (80 mg/kg i.p) e xilazina (7 mg/kg i.p.) e adaptados a um
aparelho estereotaxico (Kopf, USA). Com o auxilio de duas barras auriculares a
cabeca do animal foi colocada em posicao fixa. Apds a assepsia da pele da cabega
com solucdo de dalcool iodado, foi feita uma incisao longitudinal e o tecido
subcutaneo foi removido, expondo as linhas lambda e bregma que foram utilizadas
como referéncia para nivelar a cabe¢a do rato no mesmo nivel horizontal. Utilizando-
se a linha bregma e a linha mediana, foram determinados os pontos de introdugao
das canulas de ago inoxidavel, segundo as coordenadas obtidas do atlas histoldgico
de Paxinos e Watson (1997): 9,2 mm caudal ao bregma; 2,2, lateral a linha média e 3,9
mm abaixo da duramater. Nestes pontos foi feita uma trepanac¢ao do osso do cranio
com uma broca odontologica esférica acoplada a um motor de baixa rotacdo, abrindo
um orificio de aproximadamente 1,5 mm de diametro. Canulas de ago inoxidavel (12
mm) confeccionadas a partir de agulhas hipodérmicas (25x0,6 mm) foram
posicionadas bilateralmente 2 mm acima do NPBL. Essas canulas foram fixadas ao
cranio do rato com resina acrilica de uso odontoldgico e ancoradas por pequenos
parafusos de ago inox, previamente introduzidos no osso. Apds a completa fixagao
das canulas, a torre do estereotaxico foi removida e para impedir a obstrucdo da
canula guia até a realizagao dos experimentos, foi introduzido na mesma mandris (12
mm) também de ago inoxiddvel. Terminada a cirurgia cerebral, os ratos foram
devolvidos em suas gaiolas individuais com ragao, dgua e NaCl 0.3 M por um

periodo de pelo menos 4 dias antes do inicio dos experimentos.
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3.5. Injecao das drogas no NPBL

As drogas foram dissolvidas em NaCl 0.15 M e injetadas no NPBL bilateral de
ratos, usando-se uma seringa Hamilton de 10 pl, conectada por meio de um tubo de
polietileno PE-10 a uma agulha injetora (30 gauge de diametro) que foi introduzida
no NPBL através da canula guia previamente fixada no mesmo. A canula injetora foi

2 mm mais longa do que a canula guia. O volume da injecao foi de 0.2 ul (em cada

lado), no NPBL.

3.6. Drogas utilizadas

Hidrobrometo de muscimol (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA), agonista
de receptores GABA4, administrado no NPBL na dose de 0.5 nmol/0.2 pl.
O diurético, furosemida (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA), foi dissolvido em
salina e administrado por via subcutanea (sc) na dose de 10 mg/kg. O inibidor da
enzima conversora da angiotensina, captopril (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO,
USA), foi dissolvido em NaCl 0.15 M e administrado por via subcutanea (sc) na dose

de 5 mg/kg.

3.7. Deplecao aguda de so6dio e agua (modelo FURO + CAP)

Deplecao aguda de sédio e dgua foi induzida por inje¢des subcutaneas (s.c) de
furosemida (FURO, 10 mg/kg de peso corporal) associado com captopril (CAP, 5
mg/kg de peso corporal), como descrito previamente em estudos anteriores
(MENANI et al., 1996; DE GOBBI et al., 2001; CALLERA et al., 2005). Os ratos foram
removidos das gaiolas para a injegdo de FURO+CAP e em seguida, retornaram as
suas respectivas gaiolas na auséncia da agua, NaCl 0.3 M e racao. Uma hora mais

tarde, as buretas contendo agua e NaCl 0.3 M foram colocadas nas gaiolas e a
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ingestao foi medida de forma cumulativa em intervalos de 30 minutos durante 210

minutos de experimento. Os experimentos tiveram o intervalo de 48 horas.

3.8. Canulagao da artéria femoral

Um dia antes dos registros da pressao arterial média (PAM) e frequéncia
cardiaca (FC), foi realizada a canulacao da artéria femoral. As canulas utilizadas
foram confeccionadas previamente com um tubo de polietileno PE-10 de 4 cm,
soldado a outro tubo de polietileno PE-50 (17 cm). As canulas foram preenchidas com
solucao fisioldgica e obstruidas na extremidade livre do PE-50 com pinos de metal.
Sob anestesia com ketamina + xilazina, a canula arterial foi introduzida na aorta
abdominal, através da artéria femoral. Uma vez implantada, a canula arterial foi
exteriorizada na regido escapular dorsal do rato, onde foi fixada com linha de sutura

e utilizada para o registro da PAM e FC.

3.9. Registro da pressao arterial (mmHg) e frequéncia cardiaca (bpm)

Os registros da PAM e FC foram feitos em ratos saciados e ndo anestesiados
no dia seguinte ao da canulacdo da artéria femoral. A canula arterial foi conectada a
um transdutor de pressao (Stathan Gould P23 Db), o qual foi acoplado a um pré-
amplificador (modelo ETH-200 Bridge Bio Amplifier, CB Sciences, Dover, NH, USA)
que foi conectado a um sistema de aquisigao de dados por computador (modelo

PowerLab 16SP, ADInstruments, Colorado Springs, CO, USA).

3.10. Determinacao dos niveis plasmaticos de IL-6 e TNF a

Terminados os experimentos, os ratos foram anestesiados com Pentobarbital

sodico (80 mg/kg Cristdlia, Brazil), e submetidos a abertura da regido tordcica para
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exposicao da aorta abdominal. O sangue arterial foi coletado e imediatamente
centrifugado por 15 minutos a 3.000 rpm e 4°C. O plasma foi armazenado a -70° C
para dosagem das citocinas IL-6 e TNF a pelo método Enzyme Linked Immuno Sorbent
Assay (ELISA). Foram utilizados kits para IL-6 e TNF-a (IL-6 — BD Biosciences, San
Diego USA; TNF a — Invitrogen, Camarillo, California, USA). O limite de deteccao de
IL-6 foi <0.7 pg/ml e TNF o <4 pg/ml.

3.11. Histologia cerebral

Apos a coleta de sangue para dosagem de citocinas, os ratos receberam uma
injecdo no NPBL bilateral do corante Azul de Evans 2% (volume de 0.2 ul) para
determinar o local especifico das inje¢des. A seguir, o coragao foi exposto para
perfusao cerebral com salina tamponada (30 ml) seguida de perfusao com solugao de
formalina 10% (30 ml). Para facilitar a perfusao cerebral, a artéria aorta descendente
foi bloqueada com pinga hemostatica e a cava superior seccionada. A seguir, os
cérebros foram retirados e fixados em formalina 10% por alguns dias. Cortes
transversais (60 um de espessura) foram feitos nos pontos de injecao com auxilio de
um micrétomo de congelamento (Leica). Os cortes histologicos, montados em
lamina, foram analisados a fresco para se localizar os pontos das injecdes. Somente os
ratos que apresentaram marca¢des no NPBL bilateral foram considerados na analise

estatistica dos resultados.

3.12. Analise radiografica

Apos a perfusao dos animais, as mandibulas foram removidas e fixadas em
solugdao de formalina a 10% e posteriormente foram radiografadas utilizando o
aparelho de raios-X GE-100 (General Eletric, Milwaukee, EUA) operando com fatores

energéticos de 60 kVp e 10 mA.
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Os espécimes foram posicionados sobre a placa dptica de maneira que as faces
proximais dos molares ficaram paralelas ao feixe central de radiagao. O tempo de
exposi¢ao foi de 10 impulsos (ou 0.166 segundos) a uma distancia foco-filme de
quarenta (40) centimetros.

As placas sensibilizadas pela radiagao foram removidas do involucro e lidas
no scanner a laser do Digora (Soredex, Orion Corporation, Helsinki, Finland), que
projeta as imagens diretamente para a tela do computador para serem manipuladas
no software Digora for Windows 1.51 (COLOMBO et al., 2011). Apds a obtengado e a
selecdo das imagens, foi utilizado a ferramenta distancia e angulo de mensuragao do
programa. Este recurso possibilitou quantificar as perdas Osseas através da medida
da distancia da jun¢ao cemento-esmalte a crista dssea alveolar na mesial de primeiros
molares inferiores de ambos os lados pelo tracado de uma linha e o programa fornece
a distancia automaticamente, sendo essas medidas registradas em milimetros.
Somente os animais que apresentaram reabsorc¢ao Ossea alveolar foram considerados

na analise estatistica, pois a reabsorcao ossea foi o parametro de instalacao da DP.

3.13. Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + Erro Padrao da Média
(E.P.M.). Os efeitos promovidos pelas inje¢des de muscimol no NPBL na ingestao
cumulativa de dgua e NaCl 0.3 M e nos parametros cardiovasculares foram avaliados
pela andlise de variancia duas vias (ANOVA) seguido pelo teste de Newman-Keuls.

As radiografias dos ratos controles e com DP foram analisadas 3 vezes, sendo
as mesmas realizadas por um examinador treinado. O teste “t Student” foi
empregado para identificar a significancia estatistica entre as medi¢des. Os niveis
plasmaticos de IL-6 e TNF- a também foram avaliados pelo teste “t Student”. As
diferencas estatisticas foram aceitas como significativas para p<0.05. Para analise dos

dados foi utilizado o software SigmaStat for Windows, versao 2.03.
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3.14. Protocolos experimentais

3.14.1. Efeito de injecOes bilaterais de muscimol no NPBL na ingestao de agua e

NaCl 0.3 M em ratos saciados controle e com doenca periodontal.

salina ou muscimol (NPBL)

-20 dias -10 0 30 60 90 120 150 180 210 min
I I I I I I I I I I I

) Medida da ingestao cumulativa de agua e NaCl 0.3 M (ml)

Inducao
da Doenca

Periodontal

A doenga periodontal foi induzida 20 dias antes do inicio dos experimentos.
Injecdes bilaterais de salina ou muscimol (0.5 nmol/0.2 ul) no NPBL de ratos saciados
foram feitas 10 minutos antes do inicio das medidas de ingestao cumulativa a cada 30

minutos durante 210 minutos.

3.14.2. Efeitos de inje¢des bilaterais de muscimol no NPBL na ingestiao de agua e

NaCl 0.3 M em ratos depletados de sodio controle e com doenca periodontal.
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salina ou muscimol (NPBL)

l
-20 dias - 60 -10 0 30 60 90 120 150 180 210 min
I 1 I I I | I I I I I I
T T Medida da ingestao cumulativa
Inducido furosemida de agua e NaCl 0.3 M (ml)

da Doenca +

Periodontal captopril s.c

A doenga periodontal foi induzida 20 dias antes do inicio dos experimentos.
Os ratos foram removidos das gaiolas para as inje¢des subcutaneas de furosemida (10
mg/kg) e captopril (5 mg/kg) e retornaram as suas respectivas gaiolas na auséncia da
agua, NaCl 0.3 M e racao. Uma hora mais tarde, as buretas contendo agua e NaCl 0.3
M foram colocadas nas gaiolas e a ingestao foi medida de forma cumulativa em
intervalos de 30 minutos durante 210 minutos de experimento. Os ratos depletados
receberam inje¢des no NPBL bilateral de muscimol (0.5 nmol/0.2 ul) ou salina e 10
minutos apos as inje¢des no NPBL, as buretas foram colocadas nas gaiolas e as

medidas de ingestao foram realizadas.

3.14.3. Efeitos cardiovasculares de inje¢Oes bilaterais de muscimol no NPBL em

ratos saciados controles e com doenca periodontal.

salina ou muscimol (NPBL)

i
-20 dias -20 0 30 60 90 120 150 180 min
I 1 I I I I I I I I
) Registro da PAM (mmHg) e da FC (bpm)
Inducao
da Doenca

Periodontal
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A doenca periodontal foi induzida 20 dias antes do inicio da medida da
PAM e FC em animais saciados normotensos e nao anestesiados. Os ratos foram
colocados em caixas individuais na auséncia de ragdo, agua e NaCl 0.3 M e
adaptados ao sistema Powerlab para os registros de PAM e FC. Ap6s um periodo de
adaptacao do animal ao local de registro (+ 20 min), os animais receberam injegdes no
NPBL de salina 0,9% (0.2 pl) ou muscimol (0.5 nmol/0.2 ul) e os registros de PAM e

FC foram feitos a cada 30 minutos por 180 minutos.



Resultados
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4. RESULTADOS

4.1. Histologia do NPBL

A Figura 1 é uma fotomicrografia de uma sec¢ao coronal do tronco encefdlico
de um rato representativo dos grupos estudados, mostrando o local das inje¢des do

corante Azul de Evans 2% no NPBL bilateral.

LPBN LPBN

Figura 1. Fotomicrografia de um corte coronal do encéfalo de um rato representativo

dos grupos testados, mostrando os sitios de injecao no NPBL (indicado pelas setas).
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4.2. Analise Radiografica

O sistema digital radiografico direto — Digora, foi utilizado para quantificar a
perda Ossea alveolar nas mandibulas de ratos com doenga periodontal. Este sistema
de analise foi utilizado devido a possibilidade de obtermos a imagem radiografica e
transferi-la direto ao computador sem a necessidade de revelagio quimica e
escaneamento da radiografia.

A radiografia da mandibula de um rato representativo dos grupos controle e
com doenga periodontal que tiveram histologia positiva para inje¢oes bilaterais no
NPBL estao apresentadas na figura 2 e 3, respectivamente.

A figura 4 representa os valores da medida da distancia da jun¢ao cemento
esmalte (JCE) a crista Ossea alveolar na mesial de ratos controles e com doenga
periodontal. Os ratos com doenga periodontal apresentaram um aumento na
distancia da JCE a crista 6ssea (1.29 + 0.04 vs. controle: 0.5 £ 0.02 mm), caracterizando
perda Ossea alveolar que € parametro indicativo de estabelecimento da doenca

periodontal.



Figura 2. Radiografia de mandibula de rato controle.

Figura 3. Radiografia de mandibula de rato com doenga periodontal.

46
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Figura 4. Medida (mm) da distancia da JCE a crista 0ssea alveolar de ratos controles e
ratos com 28 dias de ligadura. O grafico A representa a média dos valores da
distancia, o grafico B representa os valores individuais da distancia. Os resultados
foram expressos pela média + EPM, n = ntiimero de ratos, * diferente do grupo

controle.
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4.3. Ingestao de agua e NaCl 0.3 M de ratos controles e com doenca periodontal

A Figura 5 representa os valores de ingestao de dgua e NaCl 0.3 M (ml/24 h)
de ratos controles e ratos com 3 dias de inducdo da doenga periodontal, pesando
entre 240/250 g. A doenga periodontal sozinha ndo modifica a ingestao de agua (24.3
+ 0.2 vs. controle: 26.4 + 0.3 ml/24 h) e NaCl 0.3 M (0.8 + 0.3 vs. controle: 0.7 £ 0.2
ml/24 h).

A Figura 6 representa os valores de ingestao de dgua e NaCl 0.3 M (ml/24 h)
de ratos controles e ratos com 16 dias de inducdo da doenga periodontal, pesando
entre 290/310 g. A doenga periodontal também nao modificou a ingestdao de dgua
(41.6 £ 1.9 vs. controle: 38.8 + 1.4 ml/24 h) e NaCl 0.3 M (0.9 £ 0.2 vs. controle: 0.8 £ 0.1
ml/24 h)
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Figura 5. Ingestao de agua e NaCl 0.3 M (ml/24 h) de ratos controles e com doenga
periodontal com peso entre 240/250g. Os resultados foram expressos pela média +

EPM, n = numero de ratos.
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Figura 6. Ingestao de agua e NaCl 0.3 M (ml/24 h) de ratos controles e com doenga
periodontal com peso entre 290/310g. Os resultados foram expressos pela média +

EPM, n = numero de ratos.
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4.4. Efeito de injecOes bilaterais de muscimol no NPBL na ingestao de NaCl1 0.3 M e

agua em ratos saciados.

A figura 7 mostra que inje¢des de muscimol (0.5 nmol/0.2 ul, n=8) no NPBL de
ratos saciados controles induziu aumento significativo da ingestao de NaCl 0.3 M
(15.8+ 2.4 vs. salina: 0.2 £ 0.05 ml/210 min) e dgua (14.2 £ 1.2 vs. salina: 0.6 + 0.3
ml/210 min). Em ratos com doenca periodontal, injecdes no NPBL de muscimol (0.5
nmol/0.2 ul, n=8) também promoveu aumento significativo da ingestao de NaCl 0.3
M (15.1+ 4.9 e vs. salina: 0.1 + 0.05 m1/210 min) e 4gua (6.0 = 1.4 vs. salina: 0.5 + 0.4
ml/210 min). No entanto, a ingestao de 4gua em ratos com doenga periodontal foi
significamente menor comparado com o grupo controle (6.0 + 1.4 vs. controle: 14.2 +
1.2 ml/210 min). Em relagao a ingestao de NaCl 0.3 M, nao houve diferenca entre
ratos saciados com doenga periodontal quando comparado com ratos controle (15.1+
4.9 vs. controle: 15.8+ 2.4 ml/210 min). A doenga periodontal sozinha nao alterou a
ingestao de agua (0.5 £ 0.4 vs. salina controle: 0.6 + 0.3 ml/210 min) e NaCl 0.3 M (0.1

+ 0.05 vs. salina controle: 0.2 £+ 0.05 ml/210 min).
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Figura 7. Ingestao cumulativa de NaCl 0.3 M e 4gua em ratos saciados controle (CN)
e com doenga periodontal (DP) que receberam inje¢des de muscimol (0.5 nmol/0.2 ul)
ou salina no NPBL. Os resultados foram expressos pela média + EPM, n = nimero de

ratos.
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4.5. Efeito de injecOes bilaterais de muscimol no NPBL na ingestao de NaCl1 0.3 M e

agua em ratos tratados com FURO+CAP.

A figura 8, mostra os resultados da ingestao de NaCl 0.3 M e 4gua induzida
por inje¢des no NPBL do muscimol (0.5 nmol/0.2 pl, n=8) em ratos controles e com
doenga periodontal apds a deplecao aguda de agua e sédio promovido pela
administragao simultanea do diurético furosemida (10 mg/kg s.c) e baixas doses do
inibidor da enzima conversora de angiotensina captopril (5 mg/kg s.c).

Injecoes de muscimol no NPBL de ratos controle tratados com FURO+CAP
promoveu aumento significativo na ingestao de NaCl 0.3 M (25.9 + 5.8 e vs. salina: 5.7
£ 1.0 ml/210 min) e dgua (19.9 + 1.2 vs. salina: 11.2 + 1.0 ml/210 min). Em ratos com
doenga periodontal, inje¢des bilaterais de muscimol ndo promoveu diferenca na
ingestao de NaCl 0.3 M (10.9 £ 2.9 vs. salina: 5.6 = 1.3 ml/210 min) e dgua (13.4 £2.3
vs. salina: 8.2 £ 1.5 ml/210 min). Inje¢des no NPBL de muscimol em ratos com doenga
periodontal promoveu diminuigao significativa da ingestao de NaCl 0.3 M (10.9+ 2.92
vs. controle: 25.9 + 5,87 ml/210 min) e dgua (13.4 £ 2.3 vs. controle: 19.9 + 1.2 m1/210
min). A doenga periodontal sozinha nao alterou a ingestao de agua (8.2 + 1.5 vs.
salina controle: 11.2 + 1.0 m1/210 min) e NaCl 0.3 M (5.6 + 1.3 vs. salina controle: 5.7 +
1.0 ml/210 min).
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Figura 8. Ingestdo cumulativa de NaCl 0.3 M e dgua em ratos controle (CN) e com
doenga periodontal (DP) tratados com FURO+CAP que receberam injegoes bilaterais
de muscimol (0.5 nmol/0.2 ul) e salina no NPBL. Os resultados foram expressos pela

meédia + EPM, n = nimero de ratos.
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4.6. Efeito de injecOes bilaterais de muscimol no NPBL na pressao arterial média e

frequéncia cardiaca.

A figura 9, mostra os resultados de inje¢des no NPBL de muscimol (0.5
nmol/0.2 pl, n=5) na pressao arterial média (PAM, mmHg) e frequéncia cardiaca (FC,
bpm) em ratos saciados controles e com doenga periodontal.

Em ratos normotensos controles (PAM: 101+3.4 mmHg e FC: 327+0.9 bpm),
injecoes bilaterais no NPBL de muscimol (0.5 nmol/0.2 pl, n=5) promoveram resposta
pressora e aumento da FC nos tempos de 30, 90 e 180 minutos (PAM: 13.5+1.5 mmHg
e FC: 21.2+42.3 bpm vs. salina: PAM: -0.8+1.2 mmHg e FC: 2.5+1.1 bpm/30 min), (PAM:
18.7+3.0 mmHg e FC: 48.9+6.7 bpm vs. salina: PAM: -0.06+1.4 mmHg e FC: 1.94+2.0
bpm/90 min), (PAM: 15.2+3.3 mmHg e FC: 35.8.9+6.8 bpm vs. salina: PAM: 0.6+1.3
mmHg e FC: 4.1+2.0 bpm/180 min).

Em ratos normotensos com doenga periodontal (PAM: 103.5+3.1 mmHg e FC:
318.1+7.5 bpm) inje¢dOes bilaterais no NPBL de muscimol (0.5 nmol/0.2 pl, n=5)
promoveram resposta pressora nos tempos de 90 e 180 minutos e aumento na FC nos
tempos de 30, 90 e 180 min (PAM: 5.3+2.0 mmHg e FC: 60.7+7.0 bpm vs. salina: PAM:
-0.2+0.5 mmHg e FC: 2.0+2.9 bpm/30 min), (PAM: 13.2+3.2 mmHg e FC: 72.2+2.9 bpm
vs. salina: PAM: -1.8+1.2 mmHg e FC: 2.1+3.7 bpm/90 min), (PAM: 7.5+3.1 mmHg e
FC: 27.8+2.6 bpm vs. salina: PAM: -1.7+1.0 mmHg e FC: -1.4+2.6 bpm/180 min).

Podemos observar na figura 9, que a resposta pressora dos ratos com doenca
periodontal foi significativamente menor nos tempos de 30 (5.3#2.0 vs. controle
13.5¢1.5 mmHg) e 180 minutos (7.5+3.1 vs. controle 15.2+3.3 mmHg) quando
comparado com ratos controles. Os ratos com doenca periodontal apresentaram FC
significativamente maior nos tempos de 30 (60.7+7.0 vs. controle 21.2+2.3 bpm) e 90

minutos (72.2+2.9 vs. controle 48.9+6.7 bpm).
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Figura 9. Altera¢Oes na pressao arterial média (mmHg) e frequéncia cardiaca (bpm)
de ratos saciados controles e com doenca periodontal (PD) que receberam inje¢oes de
muscimol (0.5 nmol/0.2 ul) ou salina no NPBL. Os resultados foram expressos pela

meédia + EPM; n = nimero de ratos.
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4.7. Niveis plasmaticos de IL-6

A Figura 10 representa os niveis plasmaticos de IL-6. De acordo com os
resultados, os niveis plasmaticos de IL-6 foram significamente maiores no grupo de
ratos com doenga periodontal (40.4 + 0.2 pg/ml) quando comparado com o grupo

controle (38.8 + 0.2 pg/ml).
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Figura 10. O grafico A representa os niveis plasmaticos de IL-6 (pg/ml) e o grafico B

representa os niveis plasmaticos individuais de IL-6 (pg/ml) de ratos controles e com

doenga periodontal. Os resultados foram expressos pela média + EPM; n = numero de

ratos.
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4.8. Niveis plasmaticos de TNF

A Figura 11 representa os niveis plasmaticos de TNF a. De acordo com os
resultados, os niveis plasmaticos de TNF a foram significamente maiores no grupo
de ratos com doenga periodontal (14,58 + 1.73 pg/ml) quando comparado com o

grupo controle (3.39 + 0.33 pg/ml).
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Figura 11. O grafico A representa os niveis plasmaticos de TNF a (pg/ml) e o grafico
B representa os niveis plasmaticos individuais de TNF a (pg/ml) de ratos controles e

com doenga periodontal. Os resultados foram expressos pela média + EPM; n =

numero de ratos.
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5.0. DISCUSSAO

Semelhante a estudos anteriores (CALLERA et al., 2005; DE OLIVEIRA et al.,
2007), o presente estudo mostrou que injecoes no NPBL bilateral de muscimol (um
agonista de receptor GABAA4), na dose de 0.5 nmol/0.2ul, induziu ingestao de NaCl
0.3 M e dgua em ratos saciados e aumentou a ingestao de NaCl 0.3 M e 4gua em ratos
depletados pelo modelo FURO+CAP. Além do aumento na ingestao de NaCl 0.3 M e
agua, a mesma dose de muscimol promoveu resposta pressora e aumento da
frequéncia cardiaca em ratos saciados. O envolvimento dos receptores GABAA no
NPBL no efeito natriorexigénico do muscimol foi demonstrado em estudos prévios
que mostraram que inje¢cdes do antagonista do receptor GABAa bicuculina, mas nao
o CGP 35348 (um antagonista de receptor GABAs) no NPBL bloqueou a ingestao de
NaCl hipertonico induzida por muscimol, o que sugere que o muscimol promove
ativagao de receptores GABAano NPBL para induzir ingestao de NaCl hipertonico.

O presente estudo utilizou o modelo de inducao da doenga periodontal (DP)
proposto por Johnson (1975), através do implante de um fio (ligadura) ao redor dos
molares de ratos em nivel do suco gengival. De acordo com este modelo, a ligadura
favorece o acumulo bacteriano desenvolvendo dessa forma a doenga periodontal. A
doenga periodontal induzida por adaptacdo de ligaduras e confirmada por andlise
radiografica causa perda Ossea alveolar, aumento na concentragao plasmatica de
citocinas pro-inflamatodrias IL-6 e TNF-a e nao promove alteragdes na ingestao de
NaCl hipertonico e dgua ratos saciados e depletados pelo modelo FURO+CAP, o que
sugere que a indugao experimental da doenga periodontal ndo inibe ou facilita este
comportamento. De outra forma, a doenga periodontal induzida por ligadura
reduziu a ingestao de dgua induzida por inje¢des bilaterais de muscimol no NPBL
em ratos saciados e reduziu a ingestao de agua e NaCl hipertonico induzido por

muscimol em ratos depletados pelo modelo FURO+CAP. A indug¢ao da doenga
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periodontal também reduziu a resposta pressora induzida pelo muscimol injetado no
NPBL em ratos saciados.

Na doenca periodontal experimental, a ligadura promove retencao de
microorganismos na regiao subgengival. A interacdo entre os microorganismos que
formam a placa bacteriana patogénica e os mecanismos de defesa do hospedeiro
resultam na doenga periodontal inflamatéria (GRAVES et al., 2008). Durante a
inflamacao periodontal hd um considerdavel aumento de linfécitos e seus
componentes no tecido gengival, este aumento de linfécitos possui relacdo direta
com a gravidade da lesdao (ALI et al., 2011). A relacao entre a infeccdo bacteriana
periodontal e os mediadores do processo inflamatdrio na perda ossea alveolar estd
bem estabelecida (ASSUMA, et al., 1998, GRAVES; COCHRAN, 2003). O estagio
avancado da doenca periodontal desencadeia respostas inflamatdrias com ativagao
de pré-clastos e consequente maturagao de osteoclastos, com perda do tecido 6sseo e
da funcao do elemento dental (NARES et al.,, 2009; TAUBMAN et al., 2005). No
presente estudo, mostramos que a perda Ossea alveolar de ratos com doenga
periodontal foi significativamente maior que ratos do grupo controle, o que mostra
que a adaptacdao da ligadura foi um método eficaz para a indugdo da doenga
periodontal. As citocinas pro-inflamatorias IL-6 e TNF-a estao entre as interleucinas
mais frequentes encontradas como promotoras da perda Ossea alveolar na doenga
periodontal (BAKER, et al., 2000; GRAVES, 2008). Além disso, ASSUMA et al., (1998),
mostraram que outras citocinas, tais como IL-1 e TNF também estao envolvidas na
perda Ossea, pois a inibigao da IL-1 e do TNF-a promoveu inibigao da perda dssea na
periodontite experimental. O presente estudo demonstrou um aumento na
concentragao plasmatica de IL-6 e TNF-a e maior perda dssea em ratos com doenga
periodontal em comparacao com ratos controle.

Alteragdes comportamentais induzidas por processos infecciosos e
inflamatorios incluem diminui¢do da ingestao de alimentos e dgua apds infusao

sistémica de citocinas ou a administragao de moléculas que induzem a sintese de
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citocinas, [exemplo: lipopolissacarideos (LPS), fragmento ativo da endotoxina de
bactérias gram-negativas] o que é denominado “comportamento de doenga”
(DANTZER, 2001). Tem sido demonstrado que a administragao sistémica de IL-1f e
TNF-a suprime a ingestao alimentar. Além disso, alguns estudos mostram que
inje¢Oes centrais de IL-1f3 é capaz de inibir todos os tipos de sede (LUZ et al., 2006) e
injecOes intraperitoneais de IL-1p inibiu a sede intracelular induzida por NaCl
hipertonico (OSAKA et al., 1992). No presente estudo, para monitorar a saude dos
animais foi verificada a ingestdao de agua e sddio hipertonico (ml/24 hrs) em ratos
com 3 e 16 dias apos indugao da doenga periodontal. Observamos, que ndo houve
diferenca significativa na ingestao de agua e NaCl 0.3 M em ratos com doenga
periodontal em comparagdo com o grupo controle em ambos os periodos analisados
(3 e 16 dias apds indugao da DP). Os resultados deste protocolo, mostram que os
ratos com doenga periodontal possuem boas condigdes sistémicas e que a doenga
periodontal sé foi capaz de alterar o efeito pressor, ingestao de sddio hipertonico e
agua quando os animais receberam as injegoes bilaterais de muscimol no NPBL.

O NPBL esta envolvido com varios mecanismos homeostaticos, dentre eles a
regulacao cardiovascular (WARD, 1988; MENANI et al, 1995) e controle do
comportamento de ingestao (OHMAN; JHONSON, 1996; KOBASHI et al., 1993). Este
nucleo possui conexdes com estruturas do tronco cerebral como o nucleo do trato
solitario (NTS), drea postrema (AP) e bulbo ventro lateral (VLM) (SHAPIRO;
MISELIS, 1985, HERBERT et al, 1990) e envia projecOes eferentes para dareas
anteriores como nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN) e ntcleo central da
amigdala (CeA) (CIRIELLO et al., 1984; FULWILER; SAPER, 1984; JHAMANDAS et
al., 1992; JHAMANDAS et al., 1996). O NPBL possui papel importante na integracao
das informagdes ascendentes da AP e mNTS que por sua vez podem possivelmente
influenciar a atividade de areas prosencefdlicas envolvidas no controle do equilibrio

hidroeletrolitico (MENANI et al., 1996).
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Importantes mecanismos inibitorios para o controle da ingestao de agua e
sodio estdo presentes no NPBL. O bloqueio de receptores serotonérgicos,
colecistocinérgicos e glutamatérgicos no NPBL com injecoes de metisergida,
proglumide e DNQX, respectivamente, aumenta a ingestao de NaCl 0.3 M induzida
pelo tratamento com FURO+CAP, mas nao em ratos saciados sem nenhum
tratamento prévio (MENANI et al., 1996 MENANI; JHONSON, 1998; DE GOBBI et
al., 2009). Diferente dos estudos anteriores, o presente estudo mostrou que injegoes
no NPBL bilateral de agonista GABAA muscimol induz ingestao de agua e NaCl 0.3
M em ratos saciados e também em ratos depletados pelo modelos FURO+CAP. Os
resultados sugerem que a desativagao de mecanismos inibitdrios presentes no NPBL
por inje¢coes de muscimol em ratos saciados € suficiente para inibir a saciedade e
fazer os ratos ingerirem grande quantidade de NaCl 0.3 M.

Estudos da literatura mostram que neurdnios do nucleo parabraquial,
especialmente aqueles da porcao lateral, podem regular ou modular respostas
centrais produzidas pela ativacdo do sistema imune (ERICSON et al, 1994;
ELMQUIST et al, 1996; TKACS; LI, 1999; BULLER; DAY, 2002). O NPBL possui
papel fundamental na expressao da proteina C-Fos em neurdnios do CeA, BNST e
VLM ap0s injegOes periféricas de citocinas pro-inflamatdrias (BULLER et al., 2004).
Além disso, lesao do NPBL promove diminuicdo significativa da ativa¢gao neuronal
no CeA apds administragao sistémica de IL-1f3, o que sugere que a integridade do
NPBL ¢é fundamental para a ativacdo de neuronios do CeA apods estimulo do sistema
imunoldgico (BULLER; DAY, 2002). Outro estudo, combinando métodos de
imunohistoquimica e marcacao de ativagdo neuronal, mostrou que uma grande
quantidade de neur6nios do NPBL sao ativados e se projetam para a amigdala apos
inje¢Oes sistémicas de LPS, sugerindo que projegdes NPBL-CeA sao importantes para
ativacao do sistema imunolédgico (RICHARD et al., 2005).

O CeA também estd envolvido no controle da ingestao de agua e sddio

(COVIAN et al., 1975). Além disso, JIA et al., (2005) mostrou a existéncia de conexdes
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GABAérgicas entre o0 CeA e o NPBL. Recentemente, um estudo mostrou que lesdes
bilaterais do CeA em ratos saciados, aboliu a ingestao de agua e NaCl 0.3 M induzida
pela ativagao de receptores GABAa com inje¢oes no NPBL bilateral de muscimol,
sugerindo que mecanismos facilitatdrios presentes na amigdala sao importantes para
as respostas dipsogénicas e natriorexigénicas produzidas pela desativagao dos
mecanismos inibitérios presentes no NPBL pelo muscimol (ANDRADE-FRANZE et
al., 2010).

Os mecanismos precisos pelos quais a doenga periodontal induzida pela
ligadura inibe o efeito pressor, dispsogénico e natriorexigénico do muscimol nao
estdo demonstrados neste estudo. Alguns estudos mostram que citocinas pro-
inflamatdrias podem modular a neurotransmissao GABAérgica (YU; SHINNICK-
GALLAGHER, 1994; WANG et al.,2000; STELLWAGEN et al., 2005; KAWASAKI et
al., 2008). A administracao de IL-1p e IL-6 promove redugdo da frequéncia de
correntes espontaneas pds-sindpticas inibitorias e correntes induzidas por GABA em
neurdnios da medula espinhal (KAWASAKI et al., 2008) e em neurdnios da amigdala
(YU; SHINNICK-GALLAGHER, 1994). Além disso, IL-13 e TNF-a inibiu corrente em
receptores GABA em cultura de neur6nios do hipocampo, o que resulta em uma
diminui¢do da neurotransmissdao sindptica inibitéria (WANG et al, 2000;
STELLWAGEN et al., 2005).

De acordo com as evidéncias apresentadas até aqui, sugerimos que os niveis
plasmaticos elevados de citocinas pro-inflamatodrias, tais como IL-6 e TNF- «
liberados na circulacao apos a instalagao da doenca periodontal, podem promover a
reducao da atividade dos neurdonios GABAérgicos localizados no NPBL. Com a
menor atividades dos neurdnios GABAérgicos, os mecanismos inibitérios presentes
no NPBL responsaveis pelo controle da ingestdao de dgua e sodio (mecanismos
serotonérgicos, colecistocinérgicos ou glutamatérgicos) estariam livres da inibigao,

reduzindo assim, a atividade dos mecanismos facilitatorios presentes no CeA, e
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promovendo a reducgdo da resposta pressora, dipsogénica e natriorexigénica do
muscimol injetado no NPBL em ratos com doenga periodontal.

Nao excluimos a possibilidade do envolvimento de outras citocinas pro-
inflamatdrias, tais como IL-1p e IL-8 na redugao da ingestdo de agua e NaCl
hipertonico induzido pelo muscimol injetado no NPBL de ratos com doenca
periodontal. Este fato ndo é improvavel, visto os inumeros mediadores que podem
ser liberados na doenga periodontal (GRAVES, 2008).

E importante enfatizar que o presente estudo foi o primeiro a analisar os
efeitos de um evento inflamatério como a doenca periodontal com efeitos
cardiovasculares e na ingestao de 4gua e NaCl hipertonico, induzido pela ativagao de
receptores GABAA com muscimol no NPBL, estabelecendo assim uma ligagao entre
mediadores do processo inflamatorios e a neurotransmissao GABAérgica no controle
do comportamento de ingestao.

Em conclusao, os presentes resultados sugerem que a ativacdo do sistema
imunoldgico pela indugao experimental da doenga periodontal foi capaz de reduzir a
resposta pressora e os efeitos dipsogénicos e natriorexigénicos induzidos pela
ativagao de receptores GABAA com muscimol injetado no NPBL em ratos saciados e
depletados pelo modelo FURO+ CAP, provavelmente por elevar a concentragao
plasmatica de IL-6 e TNF-a. Mais estudos sdao necessarios para esclarecer como a
doenca periodontal e o processo inflamatorio podem afetar a atividade dos
mecanismos inibitérios do NPBL, o papel especifico das citocinas na
neurotransmissao GABAérgica e como estes mecanismos interagem entre si no

controle da sede e apetite ao sddio.
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6.0 CONCLUSAO

Os resultados sugerem que a ativagao do sistema imunoldgico pela doenga
periodontal promove reducdo da resposta pressora e redugao dos efeitos
dipsogeénicos e natriorexigénicos induzidas pela ativagao de receptores GABAa com
muscimol no NPBL de ratos saciados e tratados com FURO+CAP, provavelmente por

elevar os niveis plasmaticos de IL-6 e TNF a.
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Anexos



Anexo 1. Radiografias de mandibulas de ratos controle com histologia positiva para

injecoes no NPBL.



85

Anexo 2. Radiografias de mandibulas de ratos com doenca periodontal com

histologia positiva para injecoes no NPBL.
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