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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar o papel dos mastdcitos sobre os
niveis de reabsorcao 6ssea (RO), migracao de neutréfilos (MN), produgao de CINC-
2, TGF-B, colageno tipo | e NOSi no tecido gengival (TG) de ratos espontaneamente
hipertensos (SHR) e Wistar (W) (180-200g) submetidos a doenga periodontal (DP).
Para tanto, animais foram depletado de MAST pelo tratamento com composto 48/80
(48/80), i.p, sendo esse administrado no 1° dia, em duas doses de 0.6 mg/kg, no 2° e
3° dias, em duas doses de 1.2 mg/kg e no 4° dia em duas doses de 2,4 mg/kg
(intervalo de 12hs entre as doses). No 5° dia foi realizada a ligadura dos primeiros
molares homologos com fio de seda para inducao da DP. A indugao da DP também
foi realizada nos animais que nao foram tratados com o 48/80. Apds 7 e 14 dias,
foram coletados os TG para a dosagem de CINC-2 e TGF- 3 por ELISA e avaliamos
a expressao de colageno tipo | e NOSi por RT-PCR, a MN pelo nivel da enzima
mieloperoxidase (MPO), e as mandibulas foram radiografadas para a avaliagdo dos
niveis de RO pelo programa Digora. Observamos que a DP foi efetiva, pelo nivel de
RO avaliado em todos os animais com DP. A presenca dos MAST diminuiu a RO
apenas em animais SHR 14 dias apds a indu¢cdo da DP. A MN para o TG nos
animais SHR com DP foi maior quando comparados com os animais W com DP,
tanto 7 quanto 14 dias apds a inducédo da doenca. Esta migragao foi diminuida em
animais SHR depletados de MAST, mas ndo em animais W. Os niveis de CINC-2
tende a aumentar em W e os animais SHR, na presenca de DP. CINC-2 esta
aumentado na auséncia de MAST em SHR e W 7 dias apds a indugao da DP. Em
animais com 14 dias de indugdo, SHR com PD mostraram um aumento significativo
sobre o controle. A expressdo de TGF-f aumentou principalmente em animais SHR
7 e 14 dias apds a indugao da doenca, sendo mais expressivo no periodo de 14
dias, e a auséncia do MAST diminuiu a expressao de TGF- 3 em SHR 7 dias apds a
inducédo da doencga e nao alterou 14 dias apds. Quando comparamos a expressao
de colageno tipo | pelo TG observamos que o aumento da expressao de TGF-

favorece ao aumento da expressao da sintese de colageno. A expressao da enzima



NOSi ja apresentou-se elevada em animais W e SHR sem a doenga. A DP foi capaz
de reduzir a expressdo em animais W e aumentou ligeiramente em animais SHR.
Na auséncia dos MAST houve uma maior reducdo da expressdo da enzima.
Tomados em conjunto, nossos estudos mostram que o pico da resposta inflamatodria
foi 7 dias apds a DP e da RO ocorreu 14 dias apds, sendo maior em animais SHR. O
MAST apresenta uma resposta dual sobre os parametros analisados, sendo que

todas as respostas estdo potenciadas em animais SHR.

Palavras- chave= Doenca periodontal; Hipertensdo; Mastécitos; Mieloperoxidase;
CINC-2; TGF- B; colageno tipo |; NOSi
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the role of mast cells on the levels of bone
resorption (BR), neutrophil migration (NM), production of CINC-2, TGF-3, collagen
type | and iINOS in gingival tissue (GT) spontaneously hypertensive rats (SHR) and
Wistar (W) (180-200g) underwent periodontal disease (PD). For this, animals were
depleted of MAST by treatment with compound 48/80 (48/80), ip, and this is
administered on day 1, two doses of 0.6 mg / kg at 2 and 3 days in two doses of 1.2
mg / kg and on day 4 in two doses of 2.4 mg / kg (range 12h between doses). On day
5 was ligated first molars counterparts with silk thread for the induction of PD. The
induction of PD was also performed in animals that were not treated with the 48/80.
After 7 and 14 days, TG were collected for the measurement of CINC-2 and TGF-3
by ELISA and evaluated the expression of collagen type | and iINOS by RT-PCR, the
NM by the level of the enzyme myeloperoxidase (MPO) and the mandibles were
radiographed to assess the levels of RO the program Digora. We observed that the
DP was effective, the level of RO evaluated in all animals with PD. The presence of
MAST RO decreased only in SHR 14 days after induction of PD. NM for the TG in
SHR with PD was higher when compared with W animals with PD, both 7 and 14
days after disease induction. This migration was decreased in MAST-depleted SHR
but not in animals W. The levels of CINC-2 tends to increase in W and SHR in the
presence of PD. CINC-2 is increased in the absence of MAST in SHR and W 7 days
after induction of PD. In animals with 14 days of induction, SHR with PD showed a
significant increase over the control. The expression of TGF-f increased mainly in
SHR 7 and 14 days after induction of disease, being more expressive in 14 days, and
the absence of MAST decreased the expression of TGF-B in SHR 7 days after
induction of disease and did not change after 14 days. When comparing the
expression of type | collagen observed by TG that increased expression of TGF-3
promotes the increased expression of collagen synthesis. The expression of iINOS



enzyme already showed high in W and SHR animals without the disease. PD was
able to reduce expression in W animals and increased slightly in SHR. In the
absence of MAST was a further reduction of enzyme expression. Taken together, our
studies show that the peak inflammatory response was 7 days after PD and RO
occurred 14 days after being higher in SHR. The MAST has a dual response on the

parameters analyzed, and all responses are potentiated in SHR.

Keywords = Periodontal disease; Hypertension; Mast cells; Myeloperoxidase; CINC-
2, TGF-B, collagen type I, iINOS
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1 INTRODUGAO

A periodontite e a doenga cardiovascular s&o processos crénicos bastante
frequentes na populagcdo adulta. A doenca periodontal pode ser considerada um
potente fator de risco para as doencgas cardiovasculares, através de mecanismos
bacterianos orais, toxinas bacterianas, e a inducdo de mediadores inflamatérios.
Essas substancias, em quantidades elevadas, favorecem a reabsorcao 6ssea bem
como a maior destruicdo do ligamento periodontal por induzir modificacbes da
atividade e expressao de fatores de crescimento e citocinas, que sao responsaveis
pela cicatrizagdo. Além disso, também, entram na circulagado sanguinea contribuindo
para a cronificacdo da doencga vascular sistémica, que se da com a agregagao
plaquetaria, adesao e vasculites, com a subsequente deposicdo de colesterol e
eventos tromboembodlicos. A infeccdo bacteriana que afeta a gengiva por acumulo
de placa bacteriana durante a periodontite induz uma resposta inflamatéria ao
hospedeiro provocando o dano tecidual, consequentemente resultando na ativacéo
das células imunes. Os mastdcitos apresentam um papel critico no desenvolvimento
da inflamagdo da mucosa oral e da polpa dental por liberar mediadores pré-
formados e sintetizados durante a inflamagao. Assim, a regulagcéo da sua ativagéo
pode servir como uma ferramenta terapéutica eficaz para o controle do processo
inflamatorio. Desse modo, o objetivo principal do presente estudo sera investigar o
papel dos mastocitos nos mecanismos envolvidos na expressdao de TGF-B pelo

tecido gengival de ratos espontaneamente hipertensos
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2 REVISAO DE LITERATURA

Doenca periodontal

Entre os processos patologicos que afetam a denticdo humana, as doencgas
periodontais sdo umas das mais comumente observadas. Essas doencas
compreendem um grupo de lesdes que afetam os tecidos periodontais de protegao
(gengiva), denominando-se gengivite, e de suporte (cemento, osso alveolar e
ligamento periodontal), denominando-se periodontite, levando a perda dentaria
(Flemmig, 1999).

A principal causa da doencga periodontal € a massa de bactérias (isto €,
biofilme dental), principalmente anaerdbicas gram-negativas, que se acumula sobre
a superficie dentaria, ao nivel e abaixo da margem da gengiva. Este acumulo causa
inflamacéo, levando a destrui¢do do ligamento periodontal e do osso alveolar — os
tecidos de sustentagcdo de dente. Com a progressdo da doenga, os tecidos moles
separam-se da superficie do dente resultando na leséo caracteristica da periodontite
cronica — a bolsa periodontal. A destruicdo tecidual pode levar a perda do dente,
sendo a periodontite a causa mais comum de perda dentaria nos individuos com
idade superior a 35 anos (Wilson, 1995; Baelum et al., 1996; Van Dyke & Serhan,
2003).

Além disso, novas evidéncias cientificas vém sugerindo que especialmente
as periodontites podem aumentar o risco de certas doencas sistémicas, tais como as
cardiopatias, recém-nascidos prematuros e/ou de baixo peso, doencgas respiratoérias,
doencgas coronarias, entre outras (Genco & Loe, 1993; Johnson- Leong et al., 2003;
Jin et al., 2003). Varios componentes do sistema imune sdo ativados na doenca
periodontal. A interagdo entre os microorganismos e as células gengivais do
hospedeiro culmina na formagdo de moléculas que participam do controle da
resposta imune e inflamatéria (Wahe, 1982).

Os lipopolissacarideos (LPS), uns dos principais componentes das
membranas mais externas das bactérias gram-negativas e considerado fator
importante na patogénese da doenga periodontal sdo encontrados adsorvidos as

superficies dentarias radiculares e aos tecidos gengivais de pacientes com doenca
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periodontal (Mayrand & Holt, 1988). Por suas ac¢des sobre as células ésseas, o LPS
pode estimular a reabsorgao 6ssea e inibir sua formacgao, resultando em destruicéo
do osso alveolar que sustenta o dente (Wilson, 1995). Ademais, os LPS podem
ativar fibroblastos, macréfagos e leucécitos polimorfonucleares do hospedeiro para a
secregdo de citocinas pro-inflamatérias como: fator de necrose tumoral (TNF-a) e IL-
18 (Jandinski, 1991). Segundo dados de literatura, citocinas IL-1, IL-6 e 0 TNF-q,
estimulam a reabsorgéo éssea in vitro e in vivo, além disso, a IL-1 pode agir sobre
fibroblastos promovendo reparo ou destruicdo da matriz celular. Além das citocinas
acima descritas, IL-2, IL-4, IL-5, e IL-10 também s&o produzidas e podem ser
responsaveis pela potencializacdo do processo inflamatério no periodonto. Essas
moléculas sdo responsaveis pela regulagdo da atividade das células T e B. Os
linfocitos, neutrdéfilos, plasmdcitos e macréfagos variam em numero, dependendo da
condicao da doenca nos tecidos. Os anticorpos locais e sistémicos para as bactérias
bucais e o complemento também sao significantes. Essas variaveis do hospedeiro
podem influenciar a colonizacdo e invasdo bacteriana, destruicao tecidual,
cicatrizacdo e fibrose (Myers, 1991). Portanto, existem consideraveis evidéncias
implicando o LPS na patogénese da periodontite crénica, sendo que a resposta do
hospedeiro pode contribuir para o processo da doenga ou ainda modular a agao das

bactérias envolvidas (Nisengard,1997).

A resposta inflamatdria consiste na primeira linha de defesa contra um
agente agressor. Ela faz parte de uma imunidade inata, ndo especifica onde as
mesmas reagdes ocorrem sempre, independentes do tipo de agente agressor. Esta
resposta envolve alteragdes vasculares, células responsaveis pelo combate do
agente agressor e uma miriade de mediadores quimicos, tais como leucotrienos,
citocinas, quimiocinas e intermediarios relativos do oxigénio e do hidrogénio, esses
mediadores sao importantes na amplificacdo e perpetuacao da resposta inflamatéria
e apresentam os principais fatores associados a destruicdo periodontal (Brunetti,
2004).

As quimiocinas CXC sao poderosos mediadores para indugao de
recrutamento de polimorfonucleares. Um membro representativo da classe CXC é a
IL-8, a qual & quimiotatica para polimorfonucleares em humanos (Oppenheim et al.
1991; Wirthlin and hussain 1992). Em ratos, n&o foi identificado homologo a IL-8. Até
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agora, quatro quimiocinas CXC, incluindo CINC (ou CINC-1), CINC-2a, CINC-23, e
de MIP-2 (ou CINC-3), tém sido identificadas em rato (Nakagawa et al. 1994; Driscoll
et al. 1995; Shibata et al. 1996). Eles sédo estruturalmente relacionados entre si e
partiiham muitas fungdes. Tem sido demonstrado que eles tém uma capacidade de
atrair polimorfonucleares (PMN) e tém efeitos sobre outras fungdes, incluindo
expressdo de moléculas de adesao, influxo de calcio intracelular, e fagocitose
(Nakagawa et al. 1994).

Dados de literatura demonstram que a CINC-2 esta presente no tecido
periodontal de ratos sugerindo que esta quimiocina estaria induzindo recrutamento
de PMN em direcado ao patdégeno podendo ter um papel importante na iniciagao da
inflamacao e subsequente destruicdo do tecido periodontal (Miyauchi et al.2004).
Dessa forma, investigar o papel da CINC-2 no processo inflamatério do periodonto
em animais hipertensos poderia colaborar para a diminuicdo do processo e/ou

interacao dessas citocinas com proteinas da matriz

Doenca Periodontal e Doenca cardiovascular

A doenca periodontal pode ser considerada um potente fator de risco
para as doencas cardiovasculares, através de mecanismos bacterianos orais,
toxinas bacterianas e a indugcdo de mediadores inflamatorios. Estes mediadores
entram no fluxo sanguineo e contribuem para a cronificagdo da doencga vascular
sistémica, (Garcia et al, 2001) que se da com a agregacao plaquetaria, adesao e
vasculites, com a subsequente deposi¢cdo de colesterol e eventos tromboembdlicos.
Outra possibilidade, é que a inflamagao causada pela doenga periodontal induz a
infiltracao de células inflamatdrias em vasos maiores, a proliferagdo do musculo liso
vascular, a degeneragao gordurosa e o aumento do acumulo plaquetario, aos quais
contribuem para a formagao de edema e espessamento das artérias (DeStefano et
al, 1993).

Apenas alguns estudos avaliaram a associagao entre a doenga periodontal
e doencgas cardiovasculares (DCV). Uma visdo geral mostrou que 15% destes
estudos apresentam uma associagdo entre DCV e doenca periodontal (Armitage,
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2000). Para definir os mecanismos subjacentes de tal associagdo, foram
examinados: ligacdo potencial entre a doenca periodontal e fatores de risco
cardiovascular incluindo o diabetes, fumo, hiperlipidemia, e hipertensao.
Surpreendentemente, apesar dos elevados numeros de casos de hipertensdo na
populacdo geral e em sua importancia progndstica, poucos dados estdo disponiveis
relacionando elevada pressado sanguinea e a doenga periodontal (Castelli et al,
1978). De acordo com esses estudos, o estado crénico e intenso da inflamagao local
(periodontite), resulta na presenga de mediadores da inflamagdo na circulagao
podendo assim iniciar ou exacerbar a DCV (Beck et al, 1999). Estudo feito com
humanos, descreveu as manifestacbes sistémicas da doenca periodontal, que
incluiram produtos bacterianos, marcadores inflamatérios e dislipoproteinemia, que
sao fatores predisponentes a DCV (Ebersole et al, 1999), os resultados obtidos
durante a arterectomia mostraram a presenga de microorganismos patogénicos da
periodontite nas lesbes ateroscleréticas, como P. gingivalis, P. intermedia, B.
forsythus e A. actinomycetemcomitans (Chiu et al, 1999; Haraszthy et al,2000).
Estes microorganismos estdo associados também a endocardite bacteriana e a
coagulagdo sanguinea intravascular (Stelzel et al, 2002; Dorn et al,1999). Em
particular, P. gingivalis exibe severas condigdes que contribuem para a doenca
cardiovascular, ela induz a ativagdo e agregacgao plaquetaria (Pham et al, 2002),
aumento dos niveis de lipidios na circulagdo e a liberagcdo de mediadores
inflamatoérios como IL-1, TNF-a e IL-6 (Hamada et al, 2002), que quando
comparados com os niveis de indugado da E. coli, apresenta niveis significantemente

mais alto com P gingivalis (Genco et al, 2002).

Doenca periodontal e TGF-B. Papel dos Mastocitos

Sabe-se que a periodontite € uma infec¢ao bacteriana que afeta a gengiva
por acumulo de placa bacteriana alterando a estrutura e suporte do dente. Este
biofilme ira estimular uma resposta inflamatéria ao hospedeiro provocando o dano
tecidual. Conforme ja descrito, na doenga periodontal ha presenga de inumeras
células da resposta inume inata como, macrofagos, linfocitos e mastécitos, por

exemplo.
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Os mastdcitos sdo células de defesa contra parasitas e infecgbes
bacterianas intestinais e cutaneas, acredita-se que atualmente também s&ao
responsaveis pelo inicio da resposta inume adquirida (Mécherri & Dvid, 1997). Esta
célula esta normalmente localizada na vizinhanga dos vasos sanguineos,
apresentando um papel importante no recrutamento de células da resposta imune,
visto que durante a ativagdo imunoldgica, mastécitos liberam de seus granulos
mediadores pré-formados, incluindo citocinas, quimiocinas e enzimas, além de

sintetizar novos mediadores (Kaminer et al., 1995).

Os mastoécitos apresentam um papel critico no desenvolvimento da
inflamacao da mucosa oral e da polpa dental tanto em eventos induzidos nos vasos
como na transicdo da inflamagdo aguda para crbnica, por sua proximidade aos
vasos sanguineos, funcionando como controlador da microvasculatura na cavidade
oral. Por causa das multiplas interagdes dos mastécitos com as células endoteliais,
células nervosas e outros tipos celulares do sistema imune, o controle da ativagao

dos mastécitos pode servir como uma ferramenta terapéutica eficaz na inflamacéao.

Uma das células mais comuns no tecido periodontal é fibroblasto (Hassel,
1993). O papel desta célula é produzir as proteinas do tecido conjuntivo tais como,
colageno, fibronectina e elastina, como também as glicoproteinas e
glicosaminoglicanos, que formam uma rede de emaranhado tecidual do tecido
conjuntivo periodontal. Normalmente, os fibroblastos periodontais produzem e
modificam a matriz extracelular e tem importante papel na manutencdo da
integridade e homeostasia tecidual (Hefti, 1993). Essas células secretam uma
variedade de citocinas, quimiocinas imunoreguladoras, assim como, mediadores
quimicos que podem modelar positivamente ou negativamente a resposta
inflamatéria (Murakimi & Okada, 1998).

Uma das varias citocinas que sabemos que regula a inflamagao e cicatrizagao
sendo liberada pelos fibroblastos, participando, assim, da resposta imune é o fator
transformador do crescimento (TGF-3). Este fator € um peptideo que se expressa
por quase todos os tipos de células e tem um importante papel no recrutamento de
leucdcitos, adesdo e ativagdo da rolagem leucocitaria em resposta a agressao
bacteriana e ao desafio imunoldgico. (Souza et al., 2003;). O fato de TGF-3 ser

multi-funcional significa que este peptideo apresenta importédncia fundamental em
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uma variedade de processos fisioldgicos normais e na patogénese de determinados
processos de doenca. Em analise observamos o envolvimento do TGF-B nos
processos normais e patologicos dos tecidos oral-facial e dentes, entre outros.
(Steinsvoll et al., 2004). TGF-B participa na cicatrizagdo através da estimulacédo da
proliferacdo do fibroblasto que esta presente no tecido periodontal, aumentando a
deposigcdo de colageno na matriz extracelular e a produgdo de inibidores da
metaloproteinase do tecido (Gartner et al. 1992, Bennet et al. 1993). O reforgo da
expressao de TGF-B1 em fibroblastos pode assim, ajudar a sustentar a homeostase
do tecido e para contrabalancar a exagerada degradagdo do tecido conjuntivo
periodontal. TGF- 1 é o quimioatraente mais potente conhecido de mastdcitos
(Gruber et al. 1994). Dessa forma, investigar o papel regulatério do TGF-B na
inducdo da doenca periodontal em animais hipertensos pode funcionar como um

estimulo de ataque para diminuigdo do processo.

Desse modo, o objetivo principal do presente estudo sera investigar o papel
dos mastdcitos nos mecanismos envolvidos na expressao do Fator transformador do
crescimento (TGF-B) pelo tecido gengival inflamado em ratos espontaneamente

hipertensos.
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3 PROPOSICAO

Apenas alguns estudos avaliaram a associagdo entre a doenga periodontal
e doencgas cardiovasculares (DCV). Uma visdo geral mostrou que 15% destes
estudos apresentam uma associagao entre DCV e doencga periodontal. De acordo
com esses estudos, o estado crénico e intenso da inflamagéo local (periodontite),
resulta na presenca de mediadores da inflamagdo na circulacdo podendo assim
iniciar ou exacerbar a doencga cardiovascular. Varios componentes do sistema imune
sao ativados na doencga periodontal, como a participagdo dos mastocitos da mucosa
oral, que posicionados estrategicamente na vizinhanga dos vasos sanguineos,
podera influenciar a producdo de fatores de crescimento assim como a resposta
intracelular dos receptores de bactérias. Sabendo-se que essas células respondem
a varias citocinas inflamatérias e fatores de crescimento, essa interacdo podera
interferir notavelmente no controle do balango entre a sintese de proteinas da matriz
e sua degradacdo. Alteragdes nesse balango podem induzir sérias lesdes
patolégicas, principalmente diante de alguma doenga sistémica como a hipertenséao.
Dessa forma, o entendimento de como modular as atividades do reparo tecidual
pode servir como uma terapéutica eficaz no controle da destruicdo periodontal que
se manifesta exacerbada em pacientes evitando o inicio ou a agravamento das

doencas cardiovasculares. Dessa forma, os objetivos do presente estudo seréo:

1- Avaliar os niveis de reabsorcdo éssea nos ratos portadores de doenga
periodontal normais e espontaneamente hipertensos.

2- Avaliar a producdo de mieloperoxidase na gengiva dos ratos normais ou
SHR com doenca periodontal;

3- Avaliar o papel dos mastécitos na expressao de TGF- no tecido gengival
de ratos normais e espontaneamente hipertensos com doenga periodontal;

4- Avaliar a produgao de CINC-2 pelo tecido gengival e plasma do sangue
periférico de ratos normais e espontaneamente hipertensos com doenca
periodontal.

5- Investigar se a CINC-2 esta envolvida nos mecanismos de indugdo da
expressao de TGF-beta pelo tecido gengival em ratos normais e SHR com

doenca periodontal;
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6- Avaliar o papel dos mastocitos na produgéo de colageno tipo | na gengiva
dos ratos espontaneamente hipertensos portadores de doenca periodontal e

do grupo controle
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4 METODOLOGIA
Animais

Foram utilizados ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e normotensos
de 180-200 g provenientes do biotério de ratos do Departamento de Ciéncias
Basicas da Faculdade de Odontologia de Aragatuba- FOA-UNESP. Estes animais
tiveram livre acesso a agua e comida e estavam em uma sala climatizada com
temperatura em torno de 20-22°C, com um sistema de exaustdo e ciclo claro/escuro

de 12 horas.

Foram divididos em 8 grupos, sendo eles:

Grupo | Ratos SHR (controle)
Grupo I Ratos SHR com doenca periodontal
. Ratos SHR depletados mastécitos com doenga periodontal
Grupo Il
Composto 48/80 [ 0,6;0,6;0,6;1,2mg/kg]
. Ratos SHR depletados mastécitos com doenga periodontal
Grupo IV
Composto 48/80 [0,6;1,2;1,2;2,4mg/kg]
Grupo V Ratos Wistar (controle)
Grupo VI Ratos Wistar com doencga periodontal
. Ratos Wistar depletados mastdcitos com Doenga Periodontal
Grupo Vi
Composto 48/80 [ 0,6;0,6;0,6;1,2 mg/kg ]
. Ratos Wistar depletados mastocitos com doenga periodontal
Grupo VI
Composto 48/80 [0,6;1,2;1,2;2,4 mg/kg]

*

A realizagdo de novos grupos de animais utilizando o tratamento com o composto

48/80 foi realizado devido ao fato de que os animais que receberam a dose de (0,6;

0,6; 06; 1,2 mg/kg) nao tiveram seus mastdcitos totalmente depletados no periodo
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da realizacdo da cirurgia para indugdo da doenga periodontal. Dessa forma,

realizamos um tratamento com uma nova dosagem (0,6; 1,2; 1,2 e 2,4 mg/kg).

Esses grupos foram subdivididos em 2 subgrupos para avaliagdo dos

parametros inflamatorios em dois periodos de tempo:

Subgrupo A Coleta apo6s 7 dias de indugéo da doenga periodontal.

Subgrupo B Coleta apés 14 dias de inducdo da doencga periodontal

Avaliacado da pressao arterial dos animais SHR

Os animais SHR foram avaliados quanto a pressao arterial pelo método
indireto, utilizando o pletismografo e aferindo trés dias seguidos, antes de cada

experimento para avaliar se realmente estavam hipertensos.

Inducao da doenca periodontal nos animais normais e SHR.

A inducao da doenca periodontal foi realizada através de cirurgia. Um grupo
de animais SHR foi submetido a indugao da doenca periodontal experimental e outro
grupo (grupo sham) os animais sofreram a manipulagéo cirurgica sem a indugéo da
doencga periodontal. Os animais foram anestesiados e a ligadura com fio de seda
numero 4 foi realizada em torno do primeiro molar de ambos os lados. Apés um
periodo de 7 e 14 dias respectivamente, os animais foram sacrificados para coleta

das amostras para os ensaios subsequentes.

Pré-tratamento dos animais com o composto 48/80.

Para avaliar o papel dos mastécitos no controle da doencga periodontal, os
ratos SHR e Wistar foram depletados, sistemicamente, de mastécitos pelo
tratamento com composto 48/80, i.p., uma droga que induz degranulagdo dessas

células. O composto 48/80 foi administrado em 2 diferentes dosagens: nos grupos Il
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e VIl foi administrado, no 1°, 2° e 3° dia, duas aplicagées de 0.6 mg/kg e no 4° dia
duas aplicagdes de 1.2 mg/kg (intervalo de 12hs entre as doses); nos grupo IV e VIII
foi administrado, no 1° dia duas aplicacbes de 0.6 mg/kg , 2° e 3° dia, duas
aplicacoes de 1,2 mg/kg e no 4° dia duas aplicagdes de 2,4 mg/kg (intervalo de 12hs
entre as doses). No 5° dia foi realizada a cirurgia para indugdo da doencga

periodontal nos animais em todos os grupos.

Com a finalidade de avaliar a eficiéncia das doses utilizadas na aplicacéo do
composto 48/80 na desgranulagdo dos mastdcitos, foi realizado um estudo, que
consistiu na aplicagdo da droga em ratos Wistar, nas diferentes concentragdes, em
seguida realizado uma lavagem intraperitoneal com PBS+heparina1% e a

quantidade de mastdcitos foi avaliada no sobrenadante.

Coleta do sanque

As amostras foram coletadas dos animais pertencentes aos 8 grupos, no
periodo da manha, em horario igual para todos animais Os animais foram
anestesiados e foi coletado 8 ml de sangue periférico pela canulagdo da aorta
abdominal, através de seringas descartaveis de 10 ml heparinizadas (1ml). Os
neutrofilos do sangue periférico coletado dos ratos foram purificados por meio de
uma solucao de Ficoll-Paque. O sangue foi colocado sob uma camada de 15 ml de
Ficoll, e centrifugados a 1500 rpm por 20 minutos em 4°C. Apds este periodo, o
plasma foi retirado e armazenado em congelador com temperatura —20°C e a
camada de mononucleares foi submetido a solugcdo de lise pela presenca de
algumas hemacias, foi centrifugada a 1200 rpm por 5 minutos e armazenadas em
TRIzol a uma temperatura de —70°C para realizacdo de experimentos posteriores, e
finalmente os polimorfonucleares ficaram junto com as hemacias no fundo do tubo.
Os eritrocitos foram removidos por meio de lise hipotbnica e centrifugados a 1200
rom por 5 minutos. Normalmente, 95% dos polimorfonucleares sdo neutrofilos, estes

foram armazenados em TRIzol a uma temperatura de —70°C.



23

Coleta do tecido gengival

As amostras do tecido gengival foram coletadas dos animais pertencentes
aos 8 grupos, no periodo da manha, em horario igual para todos animais. Foram
retirados a gengiva marginal livre ao redor do 1° molar de ambos os lados do animal,
com auxilio de instrumentos cirurgicos. Depois, as amostras de cada animal foram
devidamente armazenadas em congelador com temperatura de -70°C para

dosagens posteriores.

Dissecacdo das mandibulas

As mandibulas foram coletadas dos animais pertencentes aos 8 grupos, e
com auxilio de cabo e lamina n°15 de bisturi, foram dissecados todos os tecidos

moles, e foram armazenadas em fracos com alcool 70°.

Avaliacado dos niveis de reabsorcdo 6ssea pelo programa Digora.

As mandibulas dos animais foram dissecadas e armazenadas em alcool 70
até a realizagcao das tomadas radiograficas, estas foram realizadas com o seguinte
padrao: 40 cm de distancia da fonte de raio-x, 10mA, 60KVP, com 08 pulsos. Apds
as tomadas radiograficas, as imagens foram transferidas para o computador para
analisamos utilizando o programa Digora. Neste programa medimos a regidao de

distal dos molares que receberam a ligadura com os seus respectivos controles.

Avaliacdo dos niveis da enzima mieloperoxidase para a contagem de

neutrofilos no tecido gengival

O tecido gengival dos animais SHR e Wistar foi coletado, triturado e

armazenados a —20°C. Em uma placa de 96 pogos pipetamos 40 ul da solugao
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NaPO, 0,08M em cada pog¢o, em seguida pipetamos 100 ul da curva padrao
(comegando com 30.000 neutréfilos) e 10 ul da amostra. Em cada pocgo, tanto para
curva como para as amostras, pipetamos 25 ul do TMB. Apds cinco minutos
adicionamos 100 pl de H20O, e cinco minutos mais tarde 50 puL de H,SO4 a fim de
parar a reagao. Por fim realizamos a leitura no espectrofotdmetro utilizando o

comprimento de onda de 450 nm.

Avaliacado dos niveis plasmaticos de NO3.

O plasma periférico dos animais foi coletado para medir a produgdo NO. Em
uma placa de 96 pocos, pipetamos 40uL da curva padrdo (comegando com a
concentracdo 200uM, para a curva NO3), pipetamos também 40uL da amostra; e
em cada pogo para a curva ou para as amostras pipetamos 40uL do coquetel (500 pl
NADPH ,1000 ul KH,PO4 tampéao, 500 ul H,O mais enzima (50 ul nitrate redutase
mais 450 ul de H,0), envolvemos a placa com papel aluminio e incubamos a 37°C
overnight. No dia seguinte pipetamos 40uL da curva padrdo do NO;, (comegando
com a concentragao de 200uM), acrescentamos 80uL do reagente de griess e em
seguida realizamos a leitura no espectrofotdmetro com comprimento de onda de 540

nm.

Determinacdo dos niveis de CINC-2 e TGF-B no plasma do sangque

periférico e no tecido gengival de animais espontaneamente hipertensos

submetidos a doenca periodontal.

O plasma do sangue periférico e o tecido gengival dos animais SHR
submetidos a doencga periodontal experimental e do grupo sham foram coletados
para dosagem de CINC-2 e TGF-3 pelo método de ELISA.

ELISA: Placas de 96 pocos serdo recobertas e incubadas com anticorpos anti-
CINC-2 ou TGF-B e diluidos em tampao de fosfato de calcio, durante 15-18h a 4°C.
Apos o tempo de incubacédo, as placas serdo lavadas com PBS, contendo 0,5% de

Tween 20 e bloqueadores durante 1 hora, em temperatura ambiente, com PBS
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contendo 1% de BSA. As placas, entdo, foram lavadas e incubadas com os
sobrenadantes das células ou com recombinante especifico durante 1 hora a 4°C.
ApoOs este periodo, as placas foram lavadas e incubadas com anticorpo biotinilado
anti-CINC-2 ou TGF-B por 30 minutos a 37°C. As placas foram lavadas e o
substrato adicionado. A leitura foi realizada em espectrofotémetro ajustado para o

comprimento de onda de 490nm.

Extracdo e dosagem do RNA total dos neutrofilos e dos tecidos

gengivais

O RNA total foi extraido a partir da maceracgdo do tecido gengival e dos neutrofilos
purificados do sangue periférico de todos animais dos grupos formados, utilizando o

reagente TRIzol (Life Techonologies).

Avaliacao da expressao de mRNA para TGF-B, Colageno tipo I, NOSi no

tecido gengival de animais SHR com doenca periodontal.

O tecido gengival dos animais SHR com doencga periodontal e do grupo
sham foram coletados para a avaliagdo da expressdo de TGF-B, NOSi, Colageno
tipo | pelo método de RT-PCR.

RT-PCR: O RNA total foi extraido a partir da masceragao do tecido gengival dos
SHR com doencga periodontal ou do grupo sham utilizando o reagente TRIzol (Life
Techonologies). A sintese do DNA complementar foi obtida em 20ul de uma mistura
contendo 2ug RNA, 1uL dNTP 100mM, 5pl de um primer de oligo (dT) 1218 0,5mg/ml,
5ul do inibidor para RNAase 40U/ml, 5ul transcriptase reversa 25U/ml e 10ul de dTT
0,1M. A mistura foi incubada durante 7 min. a 65°C e depois por 1 h a 37°C. A
transcriptase reversa AMV foi desnaturada por 5 min. A 90°C e em seguida, o cDNA
obtido foi congelado para reagao de polimerase em cadeia (PCR). A solu¢gdo mix de
PCR foi preparada em um volume final de 20ul contendo as seguintes substéancias:
0,5ul de cada ANTP 100 mM, 2ul de dTT 0,1M, 0,2ul de cada primer 300ng/ml e

1,5uL da enzima Taq polimerase 5U/ml. A mistura foi incubada em termociclador
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seguindo-se as temperaturas que foram previamente padronizadas de acordo com o
primer utilizado. As amostras de PCR correram em gel 2% de agarose que foi
corado com 10mg/ml de brometo de etidio e o produto visualizado em luz ultravioleta
e fotografado. Os primes das seguintes enzimas foram utilizados nos ensaios:

TGF-B: sense: TGC AGA GAT TCA AGT CAACTG TGG

antisense: AGC AGT AGT TGG TAT CCA GGG CTC

Colageno tipo I: sense: GGT TAT GAC TTC AGC TTC CTG CCT

antisense: ATG TAG GCT ACGCTG TTC TTG CAG

NOSi : sense: ATC CCG AAACGC TACACTT

antisense: TCT GGC GAA GAA CAATCC

Avaliacdo da expressao de mRNA para TGF-8 e NOSi em neutréfilos de

animais SHR com doenca periodontal.

Os neutrdfilos purificados do sangue periférico dos animais SHR com doencga
periodontal e do grupo sham foram coletados para a avaliagdo da expressédo de
TGF-B pelo método de RT-PCR.

RT-PCR: O RNA total foi extraido a partir dos neutrofilos do sangue periférico dos
SHR com doenga periodontal ou do grupo sham utilizando o reagente TRIzol (Life
Techonologies). A sintese do DNA complementar foi obtida em 20ul de uma mistura
contendo 2ug RNA, 1uL dNTP 100mM, 5pl de um primer de oligo (dT) 1248 0,5mg/ml,
5ul do inibidor para RNAase 40U/ml, 5ul transcriptase reversa 25U/ml e 10ul de dTT
0,1M. A mistura foi incubada durante 7 min. a 65°C e depois por 1 h a 37°C. A
transcriptase reversa AMV foi desnaturada por 5 min. A 90°C e em seguida, o cDNA
obtido foi congelado para reagao de polimerase em cadeia (PCR). A solu¢gdo mix de
PCR foi preparada em um volume final de 20ul contendo as seguintes substancias:
0,5ul de cada ANTP 100 mM, 2ul de dTT 0,1M, 0,2ul de cada primer 300ng/ml e
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1,5uL da enzima Taq polimerase S5U/ml. A mistura foi incubada em termociclador
seguindo-se as temperaturas que foram previamente padronizadas de acordo com o
primer utilizado. As amostras de PCR correram em gel 2% de agarose que foi
corado com 10mg/ml de brometo de etidio e o produto visualizado em luz ultravioleta

e fotografado. Os primes das seguintes enzimas foram utilizados nos ensaios:

TGF-B: sense: TGC AGA GAT TCA AGT CAACTG TGG

antisense:. AGC AGT AGT TGG TAT CCA GGG CTC

NOSi : sense: ATC CCG AAACGC TACACTT

antisense: TCT GGC GAA GAA CAATCC

Analise estatistica

ANOVA com corregao de Bonferroni foi usado para determinar a significancia

da diferenca entre os grupos dentro do mesmo ensaio.
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5 RESULTADOS

Determinacao dos niveis de pressao arterial em ratos SHR

Os animais hipertensos foram submetidos a pletismografia trés dias
seguidos, para a confirmacao da pressao arterial alta (acima de 150 mmHg) (Tabela
1). Verificamos que todos os animais apresentaram os valores de pressao arterial

acima de 150 confirmando a condi¢&o de hipertensos.

Tabela 1: Niveis de pressdo arterial de 4 grupos de ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) avaliados durante trés dias

seguidos. Os valores expressos representam a medida de cada dia.

Pressao Pressao Pressao
Arterial Arterial Arterial
Ratos SHR

(mmHg) (mmHg) (mmHg)

Dia 1 Dia 2 Dia 3

SHR1 > 175 >175 =175

SHR2 =175 >150 >150

Grupo | SHR3 =190 =200 =190

SHR4 >150 =175 >150

SHR5 >175 ~175 >175

SHR1 =200 =200 >175

SHR2 >175 =175 =175

Subgrupo
SHR3 200 200 ~200
Grupo Il A

SHR4 >175 ~175 >175

SHR5 =190 >190 =190

Subgrupo SHR1 >150 51 75 >1 50




B SHR2 >175 =200 =200
SHR3 >150 >150 >150
SHR4 =175 =175 >175
SHR5 150 >150 150
SHR1 >175 =200 =200

Subgrupo
A SHR2 =200 =200 >175
SHR3 =175 =175 =175

Grupo lll

SHR1 =200 =200 >175

Subgrupo
B SHR2 >175 =175 =175
SHR3 >175 =200 =200
Grupo VIl | gypgrupo | SHR1 | 2175 =175 > 175
A SHR2 =175 >150 =175
B SHR2 >150 >150 >150

Pré-tratamento dos animais com o composto 48/80.
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Com a finalidade de avaliar a melhor dose do composto 48/80 capaz de

induzir deplegao sistémica dos mastécitos de ratos foram utilizados dois tipos

diferentes de concentragées do farmaco. Observamos no grupo de animais sem

tratamento com o composto 48/80, a presenga de grande quantidade de mastdcitos

com seus granulos (Figura 1). Nos grupos de animais que foram tratados com o

composto 48/80 utilizando a seguinte concentracdo: 1°, 2° e 3° dia, duas aplicagdes

de 0.6 mg/kg e no 4° dia duas aplicagbes de 1.2 mg/kg (intervalo de 12hs entre as

doses), houve a deplegdo dos mastocitos, mas essa né&o foi eficiente para deplecao

total dos mastdcitos para o estudo de seu efeito 7 e 14 dias apds a inducédo da

doencga periodontal (Figura 2 e 3). Dessa forma, resolvemos alterar a dose do
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composto 48/80 para verificarmos um maior efeito da droga. Portanto, observamos
uma maior eficacia na deplegao de mastdcitos, que durou cerca de 15 dias, no grupo
de animais em que foi utilizada a seguinte concentragao: no 1° dia duas aplicagdes
de 0.6 mg/kg , no 2° e 3° dias, duas aplicagdes de 1,2 mg/kg e no 4° dia duas
aplicagbes de 2,4 mg/kg (intervalo de 12hs entre as doses) (Figura 4 e 5). Dessa
forma, para os experimentos subsequentes utilizando tratamento com o composto

48/80 foi utilizada essa posologia.

Figura 1. Lavagem peritoneal de ratos Controle (Sem aplicagao do composto 48/80) (A)

Lavagem peritoneal de rato, em aumento 20x, técnica utilizada: HE. (B) Lavagem peritoneal

de rato, em aumento 40x, técnica utilizada: HE. Setas vermelhas marcam os Mastdcitos.
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Figura 2. Lavagem peritoneal de ratos 7° dia apds a aplicagao do Composto 48/80, com
a seguinte posologia: 1°, 2° e 3° dia duas aplicagoées de 0.6 mg/kg , e no 4° dia duas
aplicagoes de 1,2 mg/kg (intervalo de 12hs entre as aplicagoes). (A) Lavagem peritoneal
de rato, em aumento 20x, técnica utilizada: HE. (B) Lavagem peritoneal de rato, em aumento

40x, técnica utilizada: HE. Setas vermelhas marcam os Mastdcitos.
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Figura 3. Lavagem peritoneal de ratos 14° dia apés a apllcagéo do Composto 48/80, 1°
2° e 3° dia duas aplicagoes de 0.6 mg/kg , e no 4° dia duas aplicagées de 1,2 mg/kg
(intervalo de 12hs entre as aplicag¢oes). (A) Lavagem peritoneal de rato, em aumento 20x,

técnica utilizada: HE. (B) Lavagem peritoneal de rato, em aumento 40x, técnica utilizada: HE.

Setas vermelhas marcam os Mastdcitos.
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Figura 4. Lavagem peritoneal de ratos 7° dia apés a aplicagao do Composto 48/80, 1°
dia duas aplicagoes de 0.6 mg/kg , 2° e 3° dia, duas aplicagoes de 1,2 mg/kg e no 4° dia
duas aplicagcées de 2,4 mg/kg 1° (intervalo de 12hs entre as aplicagées). (A) Lavagem

peritoneal de rato, em aumento 20x, técnica utilizada: HE. (B) Lavagem peritoneal de rato,

em aumento 40x, técnica utilizada: HE. Setas vermelhas marcam os Mastdcitos.
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Figura 5.Lavagem peritoneal de ratos 14° dia apés a aplicagao do Composto 48/80, 1°

dia duas aplicagoes de 0.6 mg/kg , 2° e 3° dia, duas aplicagoes de 1,2 mg/kg e no 4° dia
duas aplicagoes de 2,4 mg/kg 1° (intervalo de 12hs entre as aplicagées). (A) Lavagem
peritoneal de rato, em aumento 20x, técnica utilizada: HE. (B) Lavagem peritoneal de rato,

em aumento 40x, técnica utilizada: HE. Seta vermelha marca os Mastdcitos.
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Avaliacdo dos niveis de reabsorcao 6ssea dos animais hipertensos e

normotensos com e sem doenca periodontal.

Com o objetivo de avaliar os niveis de reabsorgao 6ssea apds a indugéo da
doenca periodontal, realizamos o teste radiografico das mandibulas dos animais. Os
dados representados na figura demonstram a densidade 6ssea, na regido distal do
1° molar dos animais. No grupo de 7 dias podemos notar que a houve uma
reabsorgcéo 6ssea nos animais Wistar e SHR apds a indugao da doencga periodontal.
Nos animais tratados com o composto 48/80 nao houve alteragdo dessa reabsorcao
quando comparados com os animais Wistar e SHR com doencga periodontal (Figura
6.A). No grupo de 14 dias podemos notar que houve reabsor¢gao 6ssea nos animais
Wistar e SHR apés a indugao da doenca periodontal. Nos animais Wistar tratados
com o composto 48/80 ndao houve alteracdo dessa reabsorcido quando comparados
com os animais Wistar com doencga periodontal. Nos animais SHR tratados com o
composto 48/80, houve uma diminuicdo da reabsorcdo 6ssea quando comparados
com os animais SHR com doencga periodontal e também quando comparados com

os ratos Wistar que também foram tratados com o composto 48/80 (Figura 6.B).
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Figure 6 - Avaliagao da densidade éssea de animais hipertensos (SHR) e normotensos
(Wistar) com e sem a doencga periodontal (DP) e com e sem aplicagao do composto
48/80 (48/84). A densidade 6ssea em mmAl foi avaliada na regido distal do 1° molar de
ambos os lados de animais hipertensos e normotensos com e sem a ligadura de indugéo da
doencga periodontal e com ou sem o pré tratamento com o composto 48/80 para deplecao
dos mastdcitos Painel A: Apds 7 dias de DP os animais foram sacrificados, as mandibulas
foram retiradas, dissecadas, radiografadas e analisadas, p< 0,001 (* vs C). Painel B: Apos
14 dias de DP os animais foram sacrificados, as mandibulas foram retiradas, dissecadas,
radiografadas e analisadas, * p< 0,001(Wistar C vs Wistar+DP, Wistar C vs Wistar+48/80,
SHR C vs SHR+DP) , # (p< 0,001 SHR C vs SHR+48/80, SHR+DP vs SHR+48/80) (p< 0,01
( Wistar+48/80 vs SHR+48/80), resultados sao expressos por média +EPM em um grupo de
36 animais (ANOVA, com correcao de Bonferroni)
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Avaliacao dos niveis da enzima mieloperoxidase.

Para avaliar o numero de neutréfilos que migraram para o tecido gengival
dos animais hipertensos e normotensos, dosamos o0s niveis da enzima
mieloperoxidase.No grupo de 7 dias podemos notar que a houve um aumento da
migragdo de neutrofilos nos animais Wistar e SHR apds a indugdo da doenga
periodontal. Nos animais Wistar tratados com o composto 48/80 nao houve alteragao
no numero de neutréfilos quando comparados com os animais Wistar com doenca
periodontal. Nos animais SHR tratados com o composto 48/80, houve uma
diminuicdo da migragcdo de neutrdfilos quando comparados com os animais SHR
com doenca periodontal (Figura 7.A). No grupo de 14 dias podemos notar que houve
um aumento da migragao de neutrdfilos nos animais Wistar e SHR apds a doenga
periodontal. O tratamento com o composto 48/80 ndo alterou a migracdo de

neutrofilos nos animais Wistar e SHR com doencga periodontal (Figura 7.B).
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Figure 7 - Avaliacdo da enzima mieloperoxidase, marcadora de neutréfilos, em tecido
gengival de animais normotensos (Wistar) e hipertensos (SHR). Painel A: O Tecido
gengival dos animais SHR e Wistar foi coletado apds 7 dias da indugdo da doenga
periodontal, triturado e analisado pela dosagem da enzima mieloperoxidase.* P < 0.05
(Wistar C vs Wistar+DP),** P < 0.001 (SHR C vs SHR+DP), # P < 0.01 (SHR+DP vs
SHR+48/80). Painel B: O Tecido gengival dos animais SHR e Wistar foi coletado apés 14
dias da indugdo da doencga periodontal, triturado e analisado pela dosagem da enzima
mieloperoxidase. * P < 0.05 (Wistar C vs Wistar+tDP e SHR C vs SHR+48/80), ** P <
0.001(SHR C vs SHR+DP). Os resultados sédo expressos por média tEPM em um grupo de
36 animais. (ANOVA, com corregao de Bonferroni)
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Determinacao dos niveis de oxido nitrico liberado no plasma

sangqliineo periférico.

No sentido de avaliar os niveis de o6xido nitrico liberado no plasma do
sangue periférico dos animais hipertensos e normotensos com a doenga periodontal
e mastocitos e com doenga periodontal e sem mastdcitos, realizamos a dosagem de
nitrato (NO3).

Os resultados nao foram satisfatérios, pelo fato das amostras analisadas
estarem com concentracdo de NO3; muito baixas, sendo assim, decidimos fazermos
a determinagao por RT-PCR através da expressao da enzima NOSi (Inibidor de

Oxido Nitrico sintase) que sera observado adiante.

Avaliacado dos niveis de quimiocina CINC-2« e citocina TGF-8 no

tecido gengival

1. CINC-2¢

Para realizar a dosagem da quimiocina CINC-2a no plasma e no tecido
gengival dos animais hipertensos e normotensos com e sem a DP, na presenga e

auséncia dos mastdcitos realizamos o ensaio imunoenzimatico (ELISA).

A figura 8 apresenta os resultados dos niveis de CINC-2a no tecido gengival
nos grupos de 7 e 14 dias respectivamente. Observamos que os niveis de CINC-2
tende a aumentar nos animais Wistar e SHR na presenga da doenga periodontal.
CINC-2 esta aumentada na auséncia dos mastécitos nos animais SHR com 7 dias
apos a inducao da doenca periodontal e tende a aumentar nos animais wistar sem
mastocitos com 7 dias apds a indugcdo da doenga periodontal (Figura 8.A). Nos
animais com 14 dias de indugcdo, os SHR com DP apresentaram aumento
significativo em relagao a seu controle (Figura 8.B). Para esta quimiocina, os valores

plasmaticos ndo apresentaram niveis significativos.
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Figure 8 - Dosagem da quimiocina CINC-2a no tecido gengival de ratos normotensos
(Wistar) e hipertensos (SHR). Painel A: O Tecido gengival dos animais SHR e Wistar, foi
coletado apés 7 dias da indugdo da doenga periodontal, triturado e analisado pelo
ensaio imunoenzimatico (ELISA), (SHR C vs SHR+48/80 e SHR+DP vs SHR+48/80).
Painel B: O Tecido gengival dos animais SHR e Wistar, foi coletado apés 14 dias da
inducao da doenga periodontal, triturado e analisado pelo ensaio imunoenzimatico
(ELISA), (SHR C vs SHR+DP) Os resultados sao expressos por média [l EPM em um
grupo de 60 animais., * P < 0.0001 (ANOVA, com corre¢ao de Bonferroni)



39

2. TGF-B

Para realizar a dosagem TGF- no tecido gengival dos animais hipertensos
e normotensos com e sem a DP, na presenga e auséncia dos mastdcitos realizamos

o ensaio imunoenzimatico (ELISA).

A figura 9 apresenta os resultados dos niveis de TGF- no tecido gengival
nos grupos de 7 e 14 dias respectivamente. Observamos que os niveis de TGF-f3
nao houve diferenga nos animais Wistar e SHR na presenga da doenca periodontal
e também na auséncia dos mastdocitos no periodo de 7 dias em relagdo ao seu
controle( Figura 9.A). Nos animais com 14 dias de inducao, TGF- tende a aumentar
na presencga da doenca periodontal tanto nos animais Wistar e SHR (Figura 9.B). Na
auséncia dos mastdcitos nos animais Wistar com 14 dias apds a indugao da doencga
periodontal tem uma tendéncia de diminuir os niveis de TGF-3, no entanto nos

animais SHR com 14 dias nao houve alteracdo em relagéo a doencga periodontal.
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Figura 9 - Niveis da citocina TGF- no tecido gengival de ratos normotensos
(Wistar) e hipertensos (SHR). Painel A: O Tecido gengival dos animais SHR e
Wistar, foi coletado apds 7 dias da inducdo da doencga periodontal, triturado e
analisado pelo ensaio imunoenzimatico (ELISA). Painel B: O Tecido gengival dos
animais SHR e Wistar, foi coletado apds 14 dias da indugdo da doenca. Os
resultados sdo expressos por média [1 EPM em um grupo de 60 animais. (ANOVA,

com corregao de Bonferroni)
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Extracdo e dosagem do RNA total dos tecidos gengivais

O RNA total foi extraido a partir da maceragao do tecido gengival de todos

animais para avaliagdo da expressao de TGF-f3, colageno tipo | e NOSi.

Avaliacdo da expressdao de mRNA para TGF-B, Colageno tipo I, NOSi no tecido

gengival de animais SHR com doenca periodontal.

Com o objetivo de avaliar a expresséo de TGF-B, Colageno tipo I, NOSi no
tecido gengival, realizamos a indugao da doenca periodontal e apés 7 e 14 dias foi
coletado o tecido gengival e através do cDNA avaliamos a expressdo. Observamos
através da figura 10 que no tecido gengival dos animais de 7 dias de doencga
periodontal temos como resultado nos ratos Wistar a diminuicdo na expresséo de
TGF-B e NOSi nos animais com a doenca periodontal e o0 aumento da expressao de
Colageno tipo 1, a auséncia de mastécitos nesses animais acarretou um pequeno
aumento na expressado de TGF — e diminuigdo da expresséo do Colageno tipo 1 e
do NOSi. Os animais SHR com 7 dias de doenga periodontal teve aumento na
expressao do TGF —, colageno tipo 1 e do NOSi, e na auséncia de mastdcitos

ocorreu a diminuigdo da expressao.

Nos ratos Wistar com 14 dias de doencga periodontal, houve diminuicdo da
expressdo de TGF-f e NOSi e aumento da expressao do colageno tipo 1, a
auséncia de mastdcitos diminuiu ligeiramente a expressao de TGF-f e aumentou o
niveis de colageno tipo1 e diminui NOSi. Os animais SHR com 14 dias de doenca
periodontal apresentou aumenta na expressao de TGF- , colageno tipo 1 e NOSi, a
auséncia de mastocitos faz com que os niveis de TGF-f3 e colageno tipo 1 aumente
ainda mais, e diminua a NOSi.
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FIGURA 10: Avaliagao da expressao de TGF-f, Colageno tipo 1 e NOSi por RT-PCR em
tecido gengival de ratos Wistar e SHR. Painel A: Expressdao do TGF-B (387 bp),
Colageno tipo | (548 bp), NOSi (548 bp) e B-actina (445bp) como controle positivo em tecido
gengival de ratos Wistar e SHR avaliados por RT-PCR no periodo de 7 e 14 dias de doenga
periodontal. A expressao de 2ug de RNA total foi avaliada usando gel de agarose 1,8%.
Painel B,C e D: Representagao da razao TGF-B/B-actina (B), Colageno tipo I/B-actina (C),
NOSi/p-actina (D) avaliado pela analise densitométrica.
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Avaliacdo da expressdao de mRNA para TGF-B e NOSi nos neutrofilos de

animais SHR com doenca periodontal.

Com o objetivo de avaliar a expressao de TGF-B, nos neutréfilos, realizamos a
inducao da doenga periodontal e apds 7 e 14 dias foi coletado o sangue periférico do
animal e através de purificagdo do mesmo, conseguimos os neutrofilos, com seu
cDNA e avaliamos a expressao. Observamosna figura 11 que a nivel sistémico nos
animais de 7 dias de doencga periodontal temos como resultado nos ratos Wistar a
diminuicdo na expressao de TGF-3 e com a auséncia dos mastécitos 0 aumento da
expressao. Nos SHR com 7 dias de doenca periodontal também ocorre a diminui¢ao
na expressao de TGF-3 e com a auséncia dos mastdcitos o aumento da expressao.
Nos animais com 14 dias apds a inducdo da doenca periodontal avaliamos a
diminuicdo da expressao de TGF-B nos ratos Wistar, e a auséncia de mastécito
acentua ainda mais essa diminuigdo. Nos SHR com 14 dias de doenca periodontal a
expressao de TGF- aumenta e a auséncia de mastdcitos diminui a expressdo. Nao

foi expresso por RT-PCR a enzima NOSi nos neutrofilos.
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FIGURA 11: Expressdao de TGF-B em neutréfilos de sangue periféricos de
ratosWistar e SHR. Painel A: Expressdo do TGF-B (387 bp) e B-actina (445bp)
como controle positivo em neutrofilos de sangue periféricos de ratos Wistar e SHR
avaliados por RT-PCR no periodo de 7 e 14 dias de doenga periodontal. A
expressao de 2ug de RNA total foi avaliada usando gel de agarose 1,8%. Painel B:

Representagao da razao TGF-f/B-actina avaliado pela analise densitométrica.
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6 DISCUSSAO E CONCLUSAO

A associacdo entre infeccdo dental e doenca cardiovascular tem sido
descrita, no entanto, os mecanismos envolvidos para que essa associagao aconteca
ainda nado esta completamente elucidado. O uso de animais espontaneamente
hipertensos permite utilizar um modelo experimental de hipertensédo para estudar as
modificagdes funcionais junto a instalagdo da doencga periodontal (Bell et al., 2004).
Dessa forma, em nosso estudo demonstramos que os animais SHR apresentam
uma facilidade maior em sofrer alteragbes imunoldgicas apds desenvolver a doenga
periodontal e em alguns parametros, at¢é mesmo antes da doenca. Estudos
experimentais demonstram que a ligadura que induz a periodontite resulta em
degeneragdo do colageno, e causa um aumento no numero de neutréfilos e
osteoclastos no processo alveolar (Bezerra, et al, 2000) o que resulta na reabsorgao
0ssea. Em nossos resultados observamos que este fato acontece tanto em animais
normotensos como em animais hipertensos, principalmente 14 dias apds a doenca
periodontal, no entanto, em animais SHR houve uma diferenga estatisticamente
significante no nivel de reabsor¢gdo Ossea quando comparados aos animais
normotensos, demonstrando que a hipertensdo aumenta a reabsorgao Ossea.
Observamos que a auséncia de mastdcitos parcialmente diminuiu a reabsorgéo nos
animais SHR, mas ndo em normotensos, possivelmente os mastocitos estejam
produzindo algum mediador que seja responsavel por acelerar o processo de
destruicdo Ossea, o que parecer ser mais evidente em animais SHR. Dados de
literatura tém demonstrado que a histamina liberada pelo mastécitos apds sua
desgranulagdo nos estagios iniciais do processo inflamatério tem um papel
importante na regulacao da reabsorgéo (Fouilloux et al., 2006,Chiappetta & Gruber,
2006).

Os mastdcitos estdo normalmente localizados na vizinhanga dos vasos
sanguineos, apresentando um papel importante no recrutamento de células da
resposta imune (KAMINER et al., 1995). A ativacdo dessa célula possui um grande
efeito biolégico em uma variedade de células e tecido por ser capaz de liberar
histamina, proteoglicanos, proteases, citocinas, especialmente TNF-alfa e IL-16.
Além disso, é capaz de sintetizar mediadores derivados de lipideos, citocinas, e

quimiocinas que podem modular a resposta inflamatoria (Mekori & Metcalfe, 2000).
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Neutrdfilos sdo polimorfonucleares (PMN) que tém um papel importante na
resposta do hospedeiro contra microrganismos patdégenos invasores. O papel dos
PMN é bastante controverso na doencga periodontal, uma vez que eles atuam na
resposta do hospedeiro contra invasdo bacteriana e ao mesmo tempo possuem o
potencial de causar destruigao tecidual (Kinane & Lappin, 2002; Van Dyke & Serhan,
2003). A presenca de neutrofilos no local da leséo € observada através da dosagem
da enzima mieloperoxidase, que é considerada um marcador de neutréfilos ativados
que ficam armazenadas nessas células e langcada no fluido extracelular no
estabelecimento de processo inflamatoério (Montanher, 2000). Em nossos resultados
observamos que ocorreu a migragao de neutrofilos para o tecido inflamado tanto em
animais normotensos como em animais hipertensos, embora possam observar, que
nos animais SHR com doencga periodontal o numero de neutréfilos € maior quando
comparados com os animais Wistar com doencga periodontal. A constatacdo de que
a mieloperoxidase esta envolvida no estresse oxidativo e inflamatorio tem sido um
dos principais fatores para estudar esta enzima como um possivel marcador de
instabilidade da placa aterosclerética e uma ferramenta util na avaliagao clinica de
pacientes com doenca coronaria, pois a placa aterosclerética apresenta um acumulo
focal de macréfagos, envolvendo residuos de LDL e colesterol, no espago
subendotelial do vaso, caracterizando o estado inflamatério. O tratamento com o
composto 48/80 dos animais SHR no periodo de 7 e 14 dias, mostrou a migracao de
neutrofilos para o tecido inflamado diminuida, portanto a auséncia dos mastdcitos,
faz com que ocorra diminuigdo da migracao dos neutrofilos para os tecidos com
doencga periodontal aguda, possivelmente pela auséncia de mediador inflamatério

liberado pelo mastocitos que apresenta quimiotaxia para neutrofilos.

A doencas cardiovasculares € um dos maiores problemas de saude publica
que representam um aumento da morbidade e mortalidade. Além da menopausa e
idade avancada, outros fatores de risco para Doenga cardiovascular como
dislipidemia, estresse oxidativo, inflamacao, hipertensdo e diabetes também tém
sido associados a um risco aumentado de baixa densidade mineral 6ssea (Mc
Farlane et al, 2004).



47

A CINC-2 é uma quimiocina da classe CXC que esta presente no tecido
periodontal de ratos sugerindo que esta quimiocina estaria induzindo recrutamento
de PMN em diregcdo ao patdogeno podendo ter um papel importante na iniciagéo da
inflamacao e subsequente destruicdo do tecido periodontal ( Miyauchi ET al 2004).
Além disso, dados de literatura tem demonstrado que esta quimiocina tem outros
efeitos em outras fungdes dos PMN, incluindo a expressao de moléculas de adeséao,
influxo de calcio intracelular, e fagocitose (Nakagawa et al. 1994; Shibata et al. ,
1995). Nossos resultados mostram que no local da inflamagao apresenta niveis mais
elevados de CINC-2 sendo esse aumento mais acentuado nos animais SHR do que
nos animais normais, principalmente apdés 14 dias da instalacdo da doenca
periodontal. A auséncia dos mastocitos aumentou ainda mais os niveis de CINC-2
principalmente nos animais SHR sugerindo que os mastdcitos podem produzir
alguma citocina e/ou quimiocina que esteja inibindo a producédo de CINC-2. Dados
de literatura mostram que mastécitos sdo capazes de produzir CINC-2 e

possivelmente estejam modulando sua expressao (Kumar &Sharma, 2010).

A doenca periodontal estda associada a placa dentobacteriana, produtos
bacterianos difundem-se através dos tecidos periodontais, induzindo mecanismos de
defesa nao especificos e especificos, com sintese de varios mediadores pro-
inflamatadrios, incluindo o éxido nitrico (NO). A enzima responsavel pela producéo de
NO, a NO sintase (NOS), foi identificada em varios tipos celulares e possui agao
direta sobre 0 metabolismo 6sseo, bem como sobre fenbmenos destrutivos teciduais
e imunopatoldgicos. Com o objetivo de comparar a producédo de NO sistemicamente,
e 0 papel dos mastdcitos nesse processo em animais hipertensos e normotensos
com e sem a doencga periodontal realizamos a dosagem dos niveis de nitrato no
plasma pela técnica de Griess. Nao obtivemos resultados significantes através da
dosagem de NOs, sendo assim, decidimos realizar a determinagao por RT-PCR
através da expressdo da enzima NOSi (Oxido Nitrico sintase induzida) no local da
lesdo inflamatério, avaliando a expresséo dessa enzima no tecido gengival. A
expressao da enzima NOSi é uma resposta a um estimulo inflamatério e produz uma
grande quantidade de 6xido nitrico (NO), o qual pode atuar como uma molécula
citotdxica contra o microorganismo invasor e pode estar relacionada a ambos efeitos
prejudiciais e benéficos para os tecidos ( Batista ET AL, 2002). Em nossos dados

demonstram que tanto nos grupos de 7 e 14 dias de doencga periodontal, houve uma
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ligeira diminuigdo da expressdo da enzima NOSi no tecido gengival de ratos Wistar
com doenca periodontal e uma diminuigdo ainda maior na auséncia dos mastocitos,
ja nos animais SHR, houve um ligeiro aumento na expressdo de NOSi na presenca
da doencga periodontal e na auséncia dos mastécitos houve uma reducédo da
expressao da enzima, principalmente 7 dias apo6s a indugdo da doenga. Os
resultados indicam que a expressdo da enzima NOSi ja apresenta-se elevada em
animais Wistar e SHR sem a doenga, e que a doenga reduziu a expressao no animal
normotenso e aumentou ligeiramente em animais SHR. Esses resultados favorecem
a idéia de que a expressao da enzima NOSi estd sendo modulada, possivelmente
por uma mistura de citocinas pro-inflamatérias. Em células epiteliais alveolares a
expressao de NOSi foi modulada por uma mistura de IL-1beta, TNF-alfa e IFN-gama
(Nishina et al., 2005).

TGF-B € uma citocina que pode ser classificado como proé-inflamatérias
porque € quimiotatico para neutréfilos, mondcitos, mastocitos e linfocitos, mas
também tem potente papel imunossupressor, pois inibe a producao de citocinas pro-
inflamatadrias ([IL] interleucina-1, IL-12, fator de necrose tumoral-a (TNF-a)(Chantry
et al. 1989, Musso ET al. 1990) O TGF-B é quimiotatico para fibroblastos portanto é
um estimulador potente de sintese de colageno. De acordo com Varo at al, 2000, os
animais hipertensos apresentam exagerada sintese de colageno e inadequada
degradagdo do colageno no ventriculo esquerdo do coragdo, além disso,
observaram aumento da expressao e da atividade de TGF- B em SHR. Em nossos
resultados observamos que no tecido gengival a expressdo de TGF-B aumenta
principalmente em animais SHR 7 e 14 dias apds a indug¢ao da doenga, sendo mais
expressivo no periodo de 14 dias, e a auséncia do mastdcitos diminuir a expressao
de TGF- B em SHR 7 dias apds a indugao da doenca e nao alterou 14 dias apos.
Quando comparamos a expressao de colageno tipo | pelo tecido gengival
observamos que o aumento da expressao de TGF- B favorece ao aumento da
expressao da sintese de colageno, possivelmente pela estimulagdo dos fibroblastos
gengivais por TGF- B. Dessa forma, em conjuntos esses dados favorecem ao

aumento do tecido cardiaco e a progressao da hipertenséao.

Segundo citou Varo et al, 2000, nos animais SHR a expressao de colageno

tipo | € maior, podendo ser considerado um fator prejudicial a hipertensdo. A
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auséncia dos mastdcitos no periodo de 14 dias de doencga periodontal, potenciou a
expressdo do colageno tipo | tanto nos Wistar quanto nos SHR, sendo assim,
podemos sugerir que o mastocitos através dos seus mediadores auxilia na
regulacdo da expressado do colageno, pela liberacdo de mediadores inflamatérios
que podem manipular o controle da sintese, ou da degradacdo do colageno,
possivelmente pela producao de TGF-p.

Tomados em conjunto, nossos estudos mostram que o pico da resposta
inflamatdria foi 7 dias apds a doenca periodontal e a reabsorgao 6ssea ocorreu 14
dias apds, sendo maior em animais SHR. O mastécito apresenta uma resposta dual
sobre os parametros analisados, sendo que todas as respostas estdo potenciadas

em animais SHR.
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