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RESUMO



QUEIROZ, D.P.S. ALISQUIRENO DIMINUIU A RESPOSTA INFLAMATORIA
E A SEVERIDADE DA PERIODONTITE INDUZIDA EM CAMUNDONGOS
DIABETICOS. Tese (Doutorado em Ciéncias Fisioldgicas) — Programa
Multicéntrico de Poés-Graduacdo em Ciéncias Fisiologicas. Faculdade de
Odontologia de Aracatuba. Universidade Estadual Paulista — UNESP.
Aragatuba. 2018.

Introducédo: A associacdo do Diabetes Mellitus (DM) e a doenca periodontal
(DP) compromete a resposta inflamatéria e o metabolismo 6sseo, tornando-se
uma das principais complicagbes geradas por estas patologias. O sistema
renina-angiotensina local (SRA) tem sido encontrado em tecidos periodontais,
sugerindo que este sistema pode contribuir com a resposta inflamatéria e com
a destruicdo periodontal. O objetivo deste estudo foi avaliar o papel da renina
sobre a resposta inflamatdria de camundongos normoglicémicos e diabéticos
submetidos a periodontite induzida. Métodos: O diabetes foi induzido em dose
Gnica por estreptozotocina (200mg/kg) em camundongos Balb/c. Para inducao
da DP, camundongos normoglicémicos e diabéticos, tratados ou ndo com
Alisquireno (50mg/kg) (Alisk), receberam uma ligadura por meio de fio de seda
ao redor do primeiro molar inferior que foi mantido durante 14 dias. Mandibulas
foram removidas para analises histomorfométricas e o tecido gengival foi
coletado para avaliar a expressdo génica de componentes do SRA
(angiotensinogénio (Agt), renina (Ren), enzima conversora de angiotensina 1 e
2 (Eca e Eca2), receptores de angiotensina 1 e 2 (ATR1 e ATR?2), e receptor de
angiotensina 1-7 (MasR), além de marcadores do reparo tecidual (Collal,
Col2al, Col3al, fibronectina (Fn), fator de transformacéo beta (TGF-) por RT-
gPCR em tempo real. A andlise imuno-histoquimica (IHC) teve como objetivo
detectar e localizar os componentes do SRA no tecido gengival. Ensaios
imunoenziméticos (ELISA) foram utilizados para avaliar a producéo de proteina
C-reativa (CRP), CXCL2 e CCL8 no tecido gengival.Resultados: Observamos
a inducdo da doenca periodontal pela perda 6ssea e processo inflamatério
induzido 14 dias apos. O tratamento com Alisk diminui a resposta inflamatoria e
previniu a perda 0ssea induzida pela DP em camundongos normoglicémicos e
diabéticos. O mMRNA para Ren foi indectetavel no tecido gengival, sugerindo

que os efeitos observados foram de renina sistémica. DP aumentou a



expressdo de Agt, Eca em camundongos normoglicémicos e diabéticos. A
expressdo de AT2R foi pronunciadamente maior apenas em camundongos
normoglicémicos com DP. O tratamento com Alisk reduziu a expresséo génica
desses componentes de SRA, principalmente em camundongos diabéticos.
Componentes SRA foram expressos em todas as camadas do epitélio, com
marcagdo moderada dos componentes do tecido conjuntivo adjacentes,
incluindo fibroblastos, células endoteliais e células de infiltrado inflamatorio.
Possivelmente a renina sistémica exacerba a resposta inflamatéria tanto em
animais normoglicémicos quanto em diabéticos, apresentando producao
elevada de CRP, CXCL2 e CCL8 na presenca de DP.O tratamento com Alisk
reduziu a producdo desses marcadores inflamatérios principalmente em
camundongos diabéticos.Collal, Colla2, Col3al e Fn foram aumentados em
ambos os animais com DP, enquanto que a expressao de TGF-f3 foi reduzida.
O tratamento com Alisk reduziu a expressdo de Collal, Colla2, e Fn, no
entanto, aumentou a expressdo de TGF-B. Conclus&o: Os resultados aqui
apresentados sugerem que a renina sistémica exacerba a resposta
inflamatoria, contribuindo com a severidade da DP induzida, além de modular
0S principais componentes da matriz extracelular no tecido gengival.
Finalmente, antagonizar a renina pode ser uma ferramenta importante, no
futuro, para prevenir a perda 6ssea e principalmente a inflamacéo induzida pela
periodontite .

Palavras chave: doenca periodontal, diabetes, sistema renina angiotensina
local.



ABSTRACT



QUEIROZ, D.P.S. ALISKIREN DECREASED THE INFLAMMATORY
RESPONSE AND THE SEVERITY OF INDUCED PERIODONTITIS IN
DIABETIC MICE. Tese (Doutorado em Ciéncias Fisiolégicas) — Programa
Multicéntrico de Poés-Graduacdo em Ciéncias Fisiologicas. Faculdade de
Odontologia de Aracatuba. Universidade Estadual Paulista — UNESP.
Aragatuba. 2018.

Background: The association of Diabetes Mellitus (DM) and Periodontal
disease (PD) compromises inflammatory response and bone metabolism,
becoming one of the main complications generated by these pathologies. The
local renin-angiotensin system (RAS) has been found in periodontal tissues,
suggesting that this system may contribute to the inflammatory response and to
the periodontal destruction. The objective of this study was to evaluate the role
of renin on the inflammatory response and bone metabolism of normoglycemic
and diabetic mice submitted to induced periodontitis.Methods: Diabetes was
induced using a single dose of streptozotocin (200mg / kg) in Balb/c mice. For
PD induction, normoglycemic and diabetic mice were treated or not with
Aliskiren (50mg/kg) (Alisk), and received a silk ligature around the lower first
mandibular molar which was maintained for 14 days. Mandibles were harvested
for histomorphometric analysis and gingival tissue was collected to evaluate the
gene expression of RAS components (angiotensinogen (Agt), renin (Ren),
angiotensin converting enzyme 1 and 2 (Eca and Eca2), angiotensin 1 and 2
receptor (ATR1 and ATR2), and angiotensin 1-7 receptor (MasR), besides
tissue repair markers (Collal, Col2al, Col3al, fibronectin (Fn), and
transforming growth factor beta (TGF-) by real-time RT-gPCR.
Immunohistochemical analysis (IHC) aimed to detect and localize the
components of RAS on gingival tissue. Immunoenzymatic assays (ELISA) were
used to evaluate the production of CXCL2, CCL8 and CRP on gingival
tissue.Results: We observed the induction of periodontal disease by bone loss
and inflammatory process 14 days later.Alisk treatment decreased the
inflammatory response and prevents PD-induced bone loss in normoglycemic
and diabetic mice. The mRNA for Ren was indectable on gingival tissue,
suggesting that the effects were due to systemic renin. PD increased of Agt,

Eca expression in normoglycemic and diabetic mice. AT2R expression was



markedly increased only in normoglycemic mice with PD. Alisk treatment
reduced the gene expression of these RAS components, especially in diabetic
mice. SRA components were expressed in all layers of the epithelium, with
moderate labeling on adjacent connective tissue components, including
fibroblasts, endothelial cells and inflammatory infiltrate cells. Systemic renin
exacerbated the inflammatory response in both normoglycemic and diabetic
models, presenting high production of CRP, CXCL2, and CCL8 in the presence
of PD. Alisk treatment reduced these inflammatory response mainly in diabetic
mice. Collal, Colla2, Col3al, and Fn were increased in both PD models,
whereas TGF-B expression was reduced. Treatment with Alisk reduced the
expression of Collal, Colla2, and Fn, however, increased expression of TGF-
B. Conclusion: The results suggest that systemic renin can exacerbate the
inflammatory response, contributing to the severity of induced-PD, and can
modulate the main components of the extracellular matrix on gingival tissue.
Finally, antagonizing renin may be an important tool in the future to prevent
bone loss and mainly inflammation in induced-periodontitis..

Key words: periodontal disease, diabetes, renin angiotensin systems.
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1 Introducéo

A doencga periodontal (DP) tem alta prevaléncia em todo o mundo, €
considerada a segunda maior causa de patologia dentaria na populacao
humana, e a sétima patologia mais comum em todo o mundo (Mumghamba,
Markkanen et al. 1995). E caracterizada por apresentar uma infec¢éo cronica
que leva a destruicdo dos tecidos periodontais, resultando em perda de tecido
conectivo, perda 6ssea e formacdo de bolsas periodontais que eventualmente
causam perda dos dentes (Okada and Murakami 1998, Bascones-Martinez,
Matesanz-Perez et al. 2011).

O Diabetes Mellitus (DM) foi confirmado como um importante fator de
risco para periodontite. O risco de periodontite € aumentado em cerca de trés
vezes em pacientes diabéticos (Khader, Dauod et al. 2006, Chavarry, Vettore et
al. 2009), e o nivel do controle glicémico é de fundamental importancia na
determinacdo deste risco aumentado. Sabe-se que pacientes diabéticos tém
funcBes imunoldgicas prejudicadas, reduzindo suas fungdes fagociticas e
microbicidas (Drachman, Root et al. 1966). A diminuicdo das funcdes celulares
que ocorrem no diabetes é devido as altas concentragdes de glicose as quais
as células estdo expostas (Marhoffer, Stein et al. 1992, Geerlings and
Hoepelman 1999). Estes niveis elevados de glicose no sangue, promovera a
auto oxidacdo intracelular da glicose, gerando produtos finais de glicacao
avancada (AGEs), que ao ligar-se ao seu receptor especifico RAGE,
promovera a liberacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), interacdo com
0s receptores das células imunologicas e consequentemente alteracbes de
suas funcbes, além de promover o aumento da resposta inflamatéria, bem

como a inducdo de citocinas proé-inflamatérias, levando a maior destruicdo
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periodontal (Grossi and Genco 1998, lacopino 2001, Bascones-Martinez,
Matesanz-Perez et al. 2011, Llambes, Arias-Herrera et al. 2015).

Estudos tem demonstrado uma associagao interessante entre o DM e o
sistema renina-angiotensina (SRA), particularmente ilustrando um papel
proeminente de angiotensina Il (Angll), em complicagcbes do diabetes, tais
como nefropatia e disfuncdo cardiovascular (Ribeiro-Oliveira, Nogueira et al.
2008). O SRA sistémico € considerado um eixo enddcrino responsével por
modular uma variedade de processos fisioldgicos e patolégicos, como presséo
arterial, equilibrio hidroeletrolitico, inflamac&o, estresse oxidativo e fibrose
(Zablocki and Sadoshima 2013, Itinteang, Marsh et al. 2015, Wang, Chen et al.
2015, Xue, Yu et al. 2016). O SRA classico consistia de renina (Ren) circulante,
atuando sobre o angiotensinogénio (Agt) para produzir angiotensina | (Angl),
que por sua vez € convertida em Angll pela enzima conversora de angiotensina
(ECA).

Um dos marcos mais importantes foi a descoberta do SRA local.Nos
altimos anos, muitos estudos tém direcionado o papel dos componentes locais
do SRA em diferentes patologias, como doencas cardiovasculares, diabetes,
obesidade, artrite e DP (Sakuta, Morita et al. 2010, Underwood and Adler 2013,
Diao, Pan et al. 2014, Santos and Simoes e Silva 2014, Yu and Shi 2014).
Santos et al. (2009), demonstraram pela primeira vez a existéncia de SRA local
em tecido gengival de ratos. Este mesmo grupo de pesquisadores relataram
que antagonizar o receptor de angiotensina tipo 1 (AT1R) e renina pode
prevenir significativamente a perda 0ssea induzida pela DP em ratos (Santos,
Morandini et al. 2015). Além disso, estudos recentes mostraram que 0S

blogueadores de SRA séo capazes de reduzir a inflamacao, e portanto diminuir
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a expressao de metaloproteinases de matriz (MMPs), o eixo RANK / RANKL e
catepsina K em modelo de DP induzida em rato (Araujo, Souza et al. 2013). Em
pacientes diabéticos com DP, o tratamento com inibidores da enzima
conversora da angiotensina (Eca) levou a melhorias na glicemia e nas
condi¢Oes periodontais (Shibukawa, Fujinami et al. 2012).

Deve-se notar que o alisquireno (Alisk) é o Unico inibidor de renina
disponivel para uso clinico, portanto, essa modulacdo farmacolégica sera uma
ferramenta util para entender os efeitos dessa droga na interacdo entre SRA,
DP e doenca sistémica, como o DM. Outro fato importante que devemos levar
em consideracdo, € que na clinica, encontramos uma alta prevaléncia de
pacientes com periodontite experimental que fazem uso de drogas anti-
hipertensivas, tornando este estudo de extrema importancia. Tomados em
conjunto, o aumento da incidéncia do diabetes, associado ao fator de risco para
o desenvolvimento da DP e complicagdes cardiovasculares mostra que novos
estudos sdo necessarios para aumentar as alternativas terapéuticas e melhorar
a qualidade de vida dos individuos com essas patologias. Assim, o objetivo do
presente estudo foi avaliar o papel da renina sobre a resposta inflamatéria e a
perda O6ssea alveolar pela periodontite induzida em camundongos

normoglicémicos e diabéticos.

1.1 Sintese Bibliografica

1.1.2 Doencga Periodontal (DP)

A destruicdo periodontal esta intimamente ligada com a complexa

interacéo da resposta imunologica do hospedeiro com as bactérias patogénicas
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resultantes da disbiose da microbiota oral (Darveau, Hajishengallis et al. 2012,
Chen, Hemme et al. 2018). Desde meados da década de 90, sabia-se que a
DP era caracterizada principalmente pela colonizacdo de bactérias Gram
negativas, como a Phorphyromonas gingivalis,  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Treponema denticola e Tannarella forsythia, formando
o complexo vermelho patogénico (Socransky, Haffajee et al. 1998). No entanto,
nos Ultimos anos, avancos recentes de estudos metagendmicos
desenvolveram um novo modelo da patogénese da DP, no qual a progresséo
da DP resulta ndo apenas de patdgenos individuais, mas sim da sinergia de
agentes polimicrobianos e da sua disbiose associadas a uma intensa resposta
imune desregulada induzindo dano tecidual mediado pela resposta inflamatéria
exacerbada (Hajishengallis, Darveau et al. 2012, Hajishengallis 2015). Desta
forma, podemos classificar a DP como uma doenca inflamatéria de origem
infecciosa, que acomete o tecido de sustentacdo e suporte dentario, incluindo
os ligamentos periodontais, cemento radicular e osso alveolar. Esta patologia
consiste em uma infeccdo de natureza aguda ou cronica, de progressao lenta,
e € caracterizada por promover a destruicdo dos tecidos periodontais,
resultando em perda de tecido conectivo, perda 6ssea e formacdo de bolsas
periodontais que podem levar a eventual mobilizacdo dos dentes(Loe 1993,

Okada and Murakami 1998, Bascones-Martinez, Matesanz-Perez et al. 2011).

A DP apresenta indices elevados de prevaléncia em todo o mundo,
sendo considerada a segunda maior causa de patologia dentaria na populagéo
humana e um problema de saude publica (Mumghamba, Markkanen et al.
1995). O estudo desenvolvido por Eke e colaboradores (2012) relataram

incidéncia da DP em aproximadamente 65 milhdes de adultos nos Estados
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Unidos, correspondendo cerca de 47% de sua populacdo. No Brasil, esse
quadro é ainda maior, visto que em algumas regibes a porcentagem desta
doenca pode chegar a ser maior que 70%(Palma & Leite, 2014). Os principais
fatores de risco para o desenvolvimento da DP s&o: tabagismo, alcoolismo,
sexo, obesidade, sindrome metabdlica, osteoporose, falta de céalcio e vitamina

D, estresse, fatores genéticos, e diabetes (Genco and Borgnakke 2013).

A resposta inflamatdria e imunoldgica estimula a producdo de diversos
tipos celulares como os neutréfilos, fibroblastos, células epiteliais e mondcitos.
Os queratindcitos gengivais sdo células diferenciadas do tecido epitelial que
atuam como primeira linha de defesa contra os periodontopatdogenos. Essas
células secretam uma gama de peptideos antimicrobianos e, quando
estimuladas por toxinas derivadas de bactérias periodontopatogénicas, liberam
citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias que desempenham importante funcéo
na imunidade inata e adaptativa (Sandros, Karlsson et al. 2000, Takahashi,
Honda et al. 2010). A regulacdo desta resposta depende da producédo de
citocinas pelas diferentes subpopulacdes de linfécitos T helper (Th), podendo
exibir um padrdo Thl ou Th2, que atuam amenizando ou exacerbando a
resposta inflamatéria nos tecidos periodontais. As respostas mediadas com
padrées Thl consistem, predominantemente, de uma resposta imune celular e
pro-inflamatéria, caracterizadas pela presenca de citocinas como fator de
necrose tumoral- a (TNF- a) e interferon — y. Ja as respostas mediadas por um
padrdo Th2 apresentam uma resposta imune predominantemente celular, com
caracteristicas anti-inflamatérias e com a presenca de citocinas como a

interleucina 10 (IL-10)(Berglundh, Liljenberg et al. 2002, Teng 2003).
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Nos ultimos anos, inumeros estudos descrevem a presenca de um
terceiro grupo de células que sé@o responsaveis pelo desenvolvimento das
doencas periodontais inflamatorias. Este, por sua vez, € denominado como
células Th-17, as quais secretam IL-1 B, IL-6, IL-8, IL-17, IL- 22, TNF- a. Estes
mediadores inflamatorios induzem o aumento da producdo de prostaglandina
E2 (PGE2) e da matriz de metaloproteina (MP), as quais sédo responsaveis pela
destruicdo extracelular da gengiva, do ligamento periodontal e da reabsorcéo
O0ssea(Takahashi, Azuma et al. 2005, Beklen, Ainola et al. 2007, Lester, Bain et

al. 2007).

1.1.3. ASSOCIAQAO ENTRE DOENCA PERIODONTAL E O
DIABETES

O DM pertence a um grupo de doencas metabdlicas, caracterizada pela
deficiéncia relativa ou absoluta a insulina, promovendo alteracdes no
metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas. O diabetes ocorre quando o
nivel de glicose no sangue se encontra elevado, denominando um quadro de
hiperglicemia. O desenvolvimento desta patologia pode ser ocasionado por
diversos processos patogénicos resultante de uma deficiéncia na secrecao da
insulina causada pela disfuncao das células B do pancreas, resisténcia da agao
da insulina no figado e nos musculos, e/ou a combinac¢éo de ambos. As formas
mais comuns da diabetes compreendem: diabetes tipo 1 ou insulino-
dependente (IDDM), diabetes tipo 2 ou nao-insulino-depentende (NIDD) e
diabetes gestacional(Alberti and Zimmet 1998, Kemink, Hermus et al. 2000,

Xiong, Saunders et al. 2001).
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O diabetes tipo 1 é ocasionada pela destruicdo auto-imunes das células
beta pancreaticas, causando deficiéncia na producdo de insulina, ou até
mesmo perca total em sua secrec¢éo. E considerada a forma menos freqiiente
da doenca, porém a mais grave, e, comumente, acomete principalmente
criangcas e adolescentes. Ja o diabetes tipo 2, é a forma mais frequente da
doenca (90 a 95%), geralmente, este tipo de doenga tem inicio insidioso apos
os 40 anos de idade e esta relacionada com a obesidade, falta de atividade
fisica e predisposicédo genética. E uma desordem metabolica que ocorre devido
a resisténcia a insulina, ou insuficiéncia relativa de insulina. E por fim, a
diabetes gestacional, € causada por intolerancia a glicose durante o periodo
gestacional (Atkinson and Eisenbarth 2001, Taiyeb-Ali, Raman et al. 2011,
Health Quality 2015).

O Diabetes Mellitus é reconhecido como um importante fator de risco
para a periodontite, uma vez que, pacientes diabéticos apresentam funcdes
prejudicadas das células do sistema imune, principalmente as células
polimorfonucleares, as quais apresentam diminuicdo na quimiotaxia, fagocitose
e poder microbicida. As células mononucleares, como 0s mondcitos e
macréfagos, também apresentam funcgdes prejudicadas, tais como na
quimiotaxia, fagocitose, e alteracdo na secre¢do de citocinas e quimiocinas
(Drachman, Root et al. 1966, Bagdade, Root et al. 1974, Katz, Klein et al. 1983,
Marhoffer, Stein et al. 1992, Delamaire, Maugendre et al. 1997, Geerlings and
Hoepelman 1999, Joshi, Caputo et al. 1999). A diminuicdo das funcbes
celulares ocorridas no diabetes é decorrente das elevadas concentracbes de
glicose a qual as células estdo expostas, favorecendo interagcbes nao-

enzimaticas entre agucares e produtos finais de glicacdo avancada (AGES), as
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quais interagem com receptores das células do sistema imunoldgico,
consequentemente reduzindo a resposta imune do hospedeiro(Drachman, Root
et al. 1966, Marhoffer, Stein et al. 1992). Portanto, a redugcdo da funcéo
imunoldgica torna o hospedeiro mais suscetivel a desenvolver patologias
principalmente infeccdes do trato respiratério inferior, do trato urinario,
infecgOes de pele, membranas, mucosas e DP(Loe 1993, Shah and Hux 2003,
Muller, Gorter et al. 2005).

A hiperglicemia é o fator chave no desenvolvimento de complicacdes
geradas pelo diabetes, tais como: nefropatias, neuropatias, retinopatias,
doencas cardiovasculares, além de ser responsavel pela progressao e
exacerbagdo da DP (Wu, Xiao et al. 2015). As interagfes ndo-enziméaticas
entre aclcares e produtos finais de glicacdo avancada (AGEs), dependem de
sua ligacdo com seus receptores especificos (RAGES), promovendo a
formacao de radicais livres, formacao de ligacbes cruzadas com proteinas ou
interacdo com receptores das células do sistema imunolégico, promovendo
estresse oxidativo, alteracdes das funcdes imunoldgicas, aumento da
expressdo de mediadores inflamatérios, como citocinas e quimiocinas,
favorecendo maior destruicdo periodontal (Grossi and Genco 1998, lacopino
2001, Bascones-Martinez, Matesanz-Perez et al. 2011, Llambes, Arias-Herrera
et al. 2015).

Ja é bem elucidado na literatura uma relacdo bidirecional entre o DM e a
DP, onde o DM pode aumentar o risco e a severidade da DP, favorecendo as
interagcbes ndo enzimaticas, e consequentemente, exacerbando a resposta
inflamatoria que levara maior perda Ossea alveolar (Bascones-Martinez,

Matesanz-Perez et al. 2011, Llambes, Arias-Herrera et al. 2015). Aléem disso,
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varios estudos tem demonstrado que a periodontite também pode agravar o
controle glicémico. Isto acontece, porque as bactérias instaladas no biolfilme
microbiano libera suas endotoxinas, promovendo inicialmente uma intensa
resposta inflamatéria, aumentando a liberacdo de citocinas e quiomicinas proé-
inflamatorias, bem como de fatores de transcricdo NFK-B, que podem levar a
disfuncdo das células beta pancreédticas, além de prejudicar a via de
sinalizagdo insulinica, compromentendo-a, e consequentemente aumentando a
resisténcia a insulina (Negrato, Tarzia et al. 2013, Wu, Xiao et al. 2015, Nazir
2017),. Diferentes pesquisas relatam que o tratamento periodontal, como a
raspagem e alisamento radicular associadas a administracdo sistémica de

doxiciclina promove efeito benéfico no controle dos niveis glicémicos de

individuos diabéticos (Grossi et al., 1997).

Estudos tem demonstrado que o diabetes exacerba a reabsorcdo 6ssea
alveolar induzida pela DP (Sima and Glogauer 2013, Wu, Xiao et al. 2015). A
associacdo do DM e da DP compromete o metabolismo ésseo, tornando-se
uma das principais complicacdes geradas por estas patologias (Wu, Xiao et al.
2015, Nazir 2017). O desequilibrio entre o ligante do receptor ativador do fator
nuclear kapa B (RANKL) e da osteoprotegerina (OPG) tem se mostrado um
possivel mecanismo para explicar os prejuizos 6sseos em individuos diabéticos
com DP (Beam, Parsons et al. 2002, Sima and Glogauer 2013). Além disso, 0
quadro hiperglicémico reduz a diferenciacdo e proliferagcdo de osteoblastos,
bem como a producdo de colageno (Beam, Parsons et al. 2002, Sima and

Glogauer 2013).

38



1.1.4 Sistema Renina Angiotensina Classico (SRA)

O SRA cléssico é um eixo enddcrino responsavel por regular a pressao
arterial e o balanco eletrolitico, além de participar de processos inflamatérios e
promover a elevacéo de varios peptideos hormonais. A viséo classica do SRA
consistia na renina sistémica (Ren) atuando sobre o angiotensinogénio
(Agt)para formar o decapeptideo Angiotensina | (Angl) (Asp!-Arg2-Val3-Tyr4-
lle®-Hisb-Pro’-Phe8-Leu'?), metabdlito que atua como substrato para vias
enzimaticas formadoras de Angiotensina Il. A Angl é convertida em
Angiotensina Il (Angll) pela acédo da enzima conversora de angiotensina (ECA).
A Ang Il é um octapeptideo (Aspi-Arg?-Val®-Tyr*-lle®-His8-Pro’-Phe?), ativo,
responsavel por promover o efeito vasoconstritor, e exerce suas fungdes
interagindo com os receptores de membrana, denominados receptores de
angiotensina tipo 1 e 2 (AT1R/ AT2R) (Peach 1977, Carey and Siragy 2003,
Fyhrquist and Saijonmaa 2008). A atuacdo da Ang Il em condi¢bes anormais
gera efeitos deletérios sobre o sistema cardiovascular, como hipertenséo e
resisténcia vascular(Mascitelli and Pezzetta 2007). A Figura 1 ilustra o SRA

classico.
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Figura 1. Principais componentes do sistema renina angiotensina
classico (SRA). O produto final Ang Il é gerado pela a¢édo da renina, convertendo o
angiotensinogénio, na forma inativa Angl, que entdo € convertida pela enzima
conversora de angiotensina (ECA) em Ang Il, que podera ligar-se ao receptor de
angiotensina tipo 1 (AT1R) ou 2 (AT2R).

A Angll quando interage com o receptor de membrana tipo 1 (AT1R),
possui efeitos vasoconstritores, promove proliferacao celular, fibrose, liberacao
de espécies reativas de oxigénio (EROs), acentuando o processo inflamatdério.
J& a sua interacdo com o receptor tipo 2 (ATR2), promove um efeito oposto,
favorecendo a vasodilatacédo, reduzindo a fibrose e a proliferacdo celular,
promovendo desta forma, um efeito protetor no organismo (Unal and Karnik

2014, Santos, Morandini et al. 2015).

Abaixo, a figura 2 demonstra vias alternativas para a formacao de Angll,
independentes da renina e da ECA, como por exemplo pela agcéo da tonina, e

da quimase.
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Figura 2. Visdo atual do SRA. Surgimento de varios peptideos, enzimas e
vias alternativas.

Além da Angll, também ja é descrito na literatura diferentes receptores
para Angll (AT1R, AT2R, AT4R), e para diferentes peptideos (receptor Mas).
Outros peptideos biologicamente ativos ja foram identificados, como a Ang 2-8,
também conhecida como Anglll, responsavel por funcées semelhantes a Angll.
A Ang 3-8 (AnglV), também conhecida como Ang IV, exerce as suas funcdes

via receptores regulados por insulina.

Outro peptideo ja descrito é a Ang 1-9, o qual é formado através da
clivagem da Angl pela enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) também ja
foi descrita.Acredita-se que ela possa estar envolvida na regulacédo da funcéo
plaquetaria (Kramkowski, Mogielnicki et al. 2006). J4 a Angl-7 € um outro
produto final do SRA formado a partir da Angl por uma via independente da
Ren e da ECA, como as propril endopeptidase (PEP) e endopeptidase neutra
(NEP)(Santos, Brosnihan et al. 1988), que liga-se ao receptor de membrana

acoplado a proteina G, receptor Mas (receptor funcional de angiotensinas), e
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apresenta acbes contra-regulatorias as a¢bes da Angll, promovendo efeitos

vasodilatadores, anti-proliferativos, anti-fibrético (Trask and Ferrario 2007) .

Nos ultimos anos o conceito de SRA classico vem sendo modificado
com evidéncias em novos estudos que demonstram um papel proeminente da
Angll em diferentes o6rgdos e tecidos, assim foi possivel formular novos

conceitos a respeito da funcionalidade deste sistema local.

1.1.5 Sistema Renina Angiotensina Local

Nos Ultimos anos, muitos estudos mostram a existéncias de
componentes locais do SRA, capazes de gerar angiotensinas independentes
do SRA classico. Varios érgaos e tecidos como tecido adiposo, coragao, rim,
pancreas, gbnadas, cérebro, tecido gengival sdo capazes de gerar localmente
produtos da cascata do SRA, como angiotensinogénio, ECA, receptores de
angiotensinas(Ganten, Marquez-Julio et al. 1971, Campbell 1987, Sernia 2001,
Paul, Poyan Mehr et al. 2006, Cassis, Police et al. 2008, Santos, Akashi et al.

2009, Tojo, Kinugasa et al. 2016).

Estudos tem relacionado o SRA local com mudltiplas fun¢des teciduais
como ac¢les anti-proliferativas, anti-fibroticas, apoptose, formacédo de espécies
reativas de oxigénio, acdes pro-inflamatérias, entre outras em diferentes 6rgaos
e tecidos (Campbell and Habener 1986, Paul, Poyan Mehr et al. 2006).
Enquanto que o SRA classico € visto como promotor da homeostasia da
presséao arterial e do balanco eletrolitico. Todas essas evidéncias tornou o SRA
local capaz de exercer fungbes endocrinas, autocrinas e paracrinas (Fyhrquist

and Saijonmaa 2008).
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Alguns estudos ainda descrevem a existéncia de um SRA intracelular,
cuja funcédo estaria relacionado com o controle do influxo de Ca*?e na
regulacdo da expressdo génica das células, no entanto, os mecanismos pelos
quais a Angll é gerada sdo desconhecidos (De Mello 2006, Re and Cook
2007). Portanto, nos dltimos anos iniUmeros estudos vem sendo direcionado a
respeito do SRA local, uma vez que este sistema pode estar relacionado com a
fisiopatologia de diferentes doencgas sistémicas, como por exemplo doencas

cardiovasculares e diabetes.

1.1.6 Sistema Renina Angiotensina Local e Doenca Periodontal

Estudos recentes vem sendo direcionados em SRA locais relacionados
com os tecidos periodontais, tais como: tecidos gengivais, ligamentos
periodontais, tecidos 0sseos. Trabalhos mostram a existéncia de componentes
do SRA em tecidos periodontais de diferentes espécies, como ratos, coelhos,
porcos da india e polpa de humanos(Ohuchi, Koike et al. 2002, Berggreen, Wiig
et al. 2003, Souza, Fukada et al. 2007, Santos, Akashi et al. 2009, Santos,

Morandini et al. 2015).

Alguns estudos tem demonstrado o papel da Ang Il sobre células e
tecidos periodontais (Ohuchi, Koike et al. 2002, Segawa, Nakao et al. 2003).
Ohuchi e colaboradores (2002) relataram que Angll era produzida localmente
em fibroblastos gengivais de guinea pig, e que a proliferacdo destas células era
mediada através da ativacdo de receptores angiotensina tipol. Além disso,
estes mesmo grupo de pesquisadores verificaram que a Angll promovia um
efeito proliferativo em fibroblastos gengivais de coelhos via dose-dependente

(Ohuchi, Hayashi et al. 2004).
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Segawa e colaboradores (2003) demonstraram que a Angll estimula a
produgdo de prostaglandinas E2 (PGE2) em fibroblastos gengivais de
humanos. Além disso, verificou-se que essas a¢des da Angll na liberacdo de
mediadores inflamatérios, e seus efeitos proliferativos estariam relacionados
diretamente com os receptores tipo 1 de angiotensina, o que foi confirmado
com o uso de drogas antagonistas especificas (Ohuchi, Koike et al. 2002,

Berggreen and Heyeraas 2003, Ohuchi, Hayashi et al. 2004).

Santos et al. (2009), demonstraram pela primeira vez a existéncia de
SRA local em tecido gengival de ratos. Este mesmo grupo de pesquisadores
relataram que antagonizar o receptor de angiotensina tipo 1 (AT1R) (Losartan)
e a renina (Alisquireno) pode prevenir significativamente a perda &ssea
periodontal induzida pela DP em ratos (Santos, Morandini et al. 2015). Além
disso, estudos recentes mostraram que os bloqueadores de SRA sao capazes
de reduzir a inflamacéo, e portanto diminuir a expressdo de metaloproteinases
de matriz (MMPs), o eixo RANK / RANKL e catepsina K em modelo de rato de
DP(Araujo, Souza et al. 2013). Logo, nota-se que o0 uso de drogas anti-
hipertensivas pode ser uma ferramenta eficaz no controle da progressao da

DP.

Dados da literatura demonstraram que inibidores especificos do SRA,
como carvedilol, losartana, alisquireno promove efeito benéfico sobre a
resposta inflamatoéria e metabolismo 6sseo em modelos de periodontite(Li, Liao
et al. 2006, Santos, Morandini et al. 2015), uma vez que foicapaz
dereduzirosniveis demieloperoxidase, COX-2, IL-13, e TNF-a, além de afetar a
formacao/destruicdo Ossea, reduzindo os niveis deRANKeRANKLe induzindo

ao aumento da expressaode OPG(de Araujo Junior, Souza et al. 2013).
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O alisquireno (Alisk), é o unico inibidor de renina disponivel no mercado
para uso clinico. Comumente, é utilizado no controle da hipertenséo arterial
(HA) e de doencgas cardiovasculares relacionadas. Este farmaco promove o
bloqueio do sitio catalitico da renina, impedindo a conversdo do
angiotensinogénio em angiotensina I, e consequentemente, reduzindo os niveis
de angiotensina Il na circulacdo sanguinea. Seu pico de concentracdo
plasmatica é alcancado em torno de 1 a 3 horas apos absorcdo oral, e sua
biodisponibilidade absoluta € de 2,6%. Sua eliminacdo ocorre pelo trato
hepatobiliar como droga ndo metabolizada (Dalla Vestra, Simioni et al. 2009,
Rao 2010). Poucos estudos tem investigado o seu efeito sobre as patologias
odontoldgicas, no entanto, j& ha evidéncias na literatura de que o alisquireno
pode promover um efeito benéfico na perda 6ssea alveolar induzida pela DP
em ratos (Santos, Morandini et al. 2015).

Estudos recentes tem demonstrado que o SRA esta intimimamente
relacionado com o diabetes. Estudos demonstram que pacientes diabéticos
apresentam niveis elevados de Angll(Prabhakar 2013, Lastra, Syed et al.
2014). Além disso, muitos estudos tem demonstrado que a Angll participa da
inicializacdo e progressdo de complicacdes geradas pelo diabetes, como a
nefropatia diabética, hipertensédo, retinopatia (Lastra, Syed et al. 2014). Em
pacientes diabéticos, com DP, o tratamento com inibidor da enzima conversora
de angiotensina, Captopril, induziu uma melhora nos niveis de glicose, assim
como nas condi¢cdes periodontais do individuo (Shibukawa, Fujinami et al.
2012, Prabhakar 2013). Além disso dados da literatura demonstam que 0 uso

de inibidores de SRA reduz a incidéncia de complica¢cbes cardiovasculares, e
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estas melhorias parecem estar relacionadas com os efeitos benéficos na
protecdo das ilhotas pancreaticas, e consquentemente melhora da resisténcia a

insulina (2000, Brenner, Cooper et al. 2001, Lastra, Syed et al. 2014).

Diante destes relatos, nota-se uma interagdo complexa entre SRA, DP e
DM, e desmembrar/compreender melhor esta interacdo pode torna-se uma
ferramente Util no controle desta patologias, que comumente apresentam alta
prevaléncia na populagdo, tornando-se um grave problema de salde publica.
Além disso, outro fato importante que devemos levar em consideracao, € que
na pratica clinica, encontramos uma alta prevaléncia de pacientes diabéticos
com periodontite experimental que fazem uso de drogas anti-hipertensivas,
como inibidores de renina, e inibidores de receptores de Angll, tornando este
estudo de extrema importancia, uma vez que o uso de inibidores do SRA
podem apresentar efeitos benéficos sobre as consequéncias geradas pela

periodontite experimental e pelo DM.
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OBJETIVOS GERAIS

E ESPECIFICOS
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2.0 OBJETIVO GERAIS

Avaliar o papel da renina sobre a resposta inflamatéria e severidade da

periodontite induzida em camundongos normoglicémicos e diabéticos.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

No decorrer da pesquisa foram investigados os parametros de biologia

tecidual, para tanto avaliamos:

a) O desenvolvimento da doencga periodontal nos grupos experimentais

por meio de técnicas histoldgicas e histomorfométrica.

b) Avaliamos a expressdo da enzima conversora de angiotensina

(ECA), ECA-2, receptor de angiotensina do tipo 1 (ATR1), receptor
de angiotensina do tipo 2 (ATR2), angiotensinogénio (Agt), receptor

Mas (MasR), e renina no tecido gengival dos grupos experimentais;

c) Avaliamos a producgédo da enzima conversora de angiotensina (ECA),

ECA-2, receptor de angiotensina do tipo 1 (ATR1), e receptor de
angiotensina do tipo 2 (ATR2), no tecido gengival dos grupos

experimentais por meio de IHC;

d) Avaliamos a producédo de CXCL2, CCL8, e CRP, no tecido gengival

dos grupos experimentais pelo ensaio imunoenzimatico ELISA;

e) Avaliamos a expressao g@énica de Collal, Col2al, Col3al,

f)

Fibronectina (Fn), e TGF-B em tecido gengival dos grupos
experimentais;

Investigamos o efeito da Alisquireno sobre os alvos descritos acima
no tecido gengival de camundongos diabéticos submetidos a

periodontite induzida.
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3.0 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais, aspectos éticos e desenho experimental

Para realizagdo deste trabalho foram utilizados 72 camundongos Balb/c
de 18 - 22g provenientes do biotério do Departamento de Ciéncias Basicas da
Faculdade de Odontologia de Aragatuba. Estes animais permaneceram em
uma sala climatizada com temperatura em torno de 22 + 3°C, umidade 55%
+3%, com sistema de exaustéo, ciclo claro/escuro de 12 horas, e com consumo
de agua e racao a vontade. Os protocolos experimentais foram submetidos a
Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal (CEUA) da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba — UNESP, Aracatuba-SP, Brasil, protocolo n © FOA-
00106-2016.

Em linhas gerais o trabalho foi dividido em 6 grupos experimentais,
sendo estes: grupo 1: camundongos normoglicémicos (NG); grupo 2:
normoglicémicos com DP (NG+DP); grupo 3: normoglicémicos com DP
tratados com alisquireno (NG+Alisk+DP); grupo 4: camundongos diabéticos
(D); grupo 5: diabéticos com DP (D+DP); grupo 6: diabéticos com DP

tratados com alisquireno (D+Alisk+DP).
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Abaixo segue o cronograma experimental:

-7 0 1 14 15
¢
Aplicar erificar Instalacio Fim do Eutanasia e coleta
5TZ (i. glicemia da ligadura tratamento de amostras
com Alisk

Figura 3. Delineamento experimental. No dia -7, foi realizada
aplicacao da estreptozotocina (200mg/kg) via intraperitoneal, para inducéo do
DM. Posteriormente, no dia 0 verificamos a glicemia dos animais e
consideramos os mesmos diabéticos quando os niveis de glicemia encontrava-
se igual ou superior a 250mg/dL. O tratamento com Alisk teve inicio no dia O
(momento que antecede a instalacdo da ligadura) tanto em animais
normoglicémicos quanto em diabéticos. Dia 1 foi realizado a instalagdo da
ligadura, para inducdo da DP experimental, e por fim, consideramos o fim do
tratamento com Alisk no dia 14, sendo a mandibula e o tecido gengival
coletados no dia 15 para posterior analise.

3.2. Inducéo de diabetes

Para indugcéo de diabetes, os camundongos receberam 200 mg/kg de
estreptozotocina por via intraperitoneal (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)
diluidos em tampéao citrato (100 mM, pH 4,5). Apés 7 dias, os niveis de glicemia
foram medidos por um glicosimetro (One Touch Ultra 2, Johnson & Johnson
Medical, Milpitas, CA, EUA) e os animais foram considerados diabéticos

quando os valores mostraram ser = 250 mg / dL(Kim, Choi et al. 2014).

3.3 Inducédo da doenca periodontal

A DP foi induzida pela insercéo bilateral de uma ligadura ao redor do

primeiro molar inferior, mantida por 14 dias, como descrito anteriormente
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(Bonato, do-Amaral et al. 2012). Resumidamente, o0s animais foram
anestesiados com 80 mg / Kg de cloridrato de quetamina (Cetamim, Syntec;
Hortolandia, Sdo Paulo, Brasil) associado a 10 mg / Kg de cloridrato de xilazina
por via intraperitoneal (Calmium, AgenerUnido; Embu-Guagu, S&o Paulo,
Brasil). Um fio de seda 4-0 (Shalon; Goiania, Goias, Brasil) foi enrolado em
torno dos primeiros molares inferiores, empurrando com cuidado a ligadura
para o sulco gengival e dando um n6é mesial. Os grupos controle ndo
receberam a ligadura, no entanto, foram anestesiados e manipulados de forma

semelhante, para serem submetidos ao mesmo estresse que os demais.

3.4 Tratamento com alisquireno

O alisquireno foi administrado diariamente por gavage, na dose de 50
mg/Kg, diluidos em PBS pH 7,4, conforme descrito por (Santos, Morandini et al.
2015), iniciando um dia antes da instalacdo da ligadura e mantida por 14 dias.
Grupos néo tratados foram manipulados de forma semelhante, e receberam

apenas PBS pH 7,4, para sofrer 0 mesmo estresse que 0s demais.

3.5 Eutanasia e coleta das amostras

No 15°. dia apés a inducdo da DP, os animais foram eutanasiados por
inalacdo com overdoses de halotano (Tanohalo; Cristalia, Itapira, SP, Brasil). A
presenca de ligadura bilateral foi avaliada, e os animais nos quais ela estava
ausente foram excluidos do estudo. A gengiva marginal foi cirurgicamente
colhida em condicbes de limpeza, imediatamente congelada em nitrogénio
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liguido e posteriormente armazenada a -80 ° C até ser utilizada para
quantificacdo de citocinas e andlise de expressdo génica, ou fixada para
processamento histolégico. Hemimandibulas também foram colhidos para

avaliar a perda 6ssea alveolar através de métodos histoldgicos.

3.6 Analise histomorfoldgica

Tecido gengival e hemimandibula foram fixados em solu¢do tamponada
com formaldeido a 10% por 48 h. O tecido foi lavado em agua corrente por 24
horas e as hemimandibulas foram descalcificadas com solucdo de &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA) a 10% por 60 dias. Em seguida, o tecido foi
desidratado e embebido em parafina. Cortes transversais foram obtidos com 5
pm de espessura foram obtidos e corados com hematoxilina e eosina (HE).
Para determinar a reabsorcao 0ssea, a area total da regido de furca e a area
0ssea alveolar foram medidas com o software ImageJ (Versédo 1.47, National
Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA) e, finalmente, a porcentagem de 0sso
alveolar foi calculada(Saadi-Thiers, Huck et al. 2013, de Molon, Mascarenhas

et al. 2015).

3.7 Analise Imunohistoquimica (IHC)

Os cortes histologicos foram obtidos como descrito acima e
imunomarcados para determinar a producdo da enzima conversora de

angiotensina | (Eca), enzima conversora de angiotensina | (Eca2), receptor de
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angiotensina 1l tipo 1 (ATR1) e receptor de angiotensina Il tipo 2 (ATR2).
Resumidamente, as laminas ficaram 30 min em estufa a 60°C para
desparafinizar, em seguida passou-se por um processo de desidratacéo,
seguindo os seguintes passos: Xilol | e Il por 5 minutos, Alcool 95°.C |, Alcool
95°.C 1l, Alcool 70°.C I, Alcool 70°.C IlI, Alcool 50°.C I, Alcool 50°.C Il por 3
minutos cada. Em seguida as laminas foram lavadas em agua deionizada duas
vezes por 2 minutos e a recuperagao antigénica foi realizada utilizando tampé&o
citrato (0,2626g de acido citrico para cada 25 ml de tampao), seguido de
lavagem com agua deionizada. Os cortes foram delimitados com caneta
(Dakopen), o bloqueio foi realizado utilizando peroxido de hidrogénio 3%
(Merke), durante 45 minutos, seguido de lavagem com agua deionizada. Os
anticorpos primarios (Biotecnologia Santa Cruz, Santa Cruz, CA, EUA)
incluiram anticorpos policlonais de coelho anti-ECA (1:50) e anti-ECA2 (1:50) e
policlonais de cabra anti-ATR1 (1: 250), e anti -ATR2 (1: 100) foram diluidos
em tampao diluente ou PBS/BSA 1%, durante 1 hora em temperatura ambiente
(TA), seguido de lavagem em PBS/Tween20, 3 vezes por 3 minutos. E entéo,
detectou-se a presenca de anticorpos com kit Histofine® Simple Stain ™
Mouse MAX PO (cabra e coelho) (Nichirei Biosciences Inc; Toquio, Japao),
durante 30 minutos em camara escura Umida, e o 3,3-diaminobenzidina-
tetrahidrocloreto (DAB) (Dako Corp., Carpinteria, CA, EUA) foi utilizado como
substrato cromogeno. O procedimento foi completado pela contracoloracao de
hematoxilina de Harry. Todos os ensaios foram acompanhados por um controle
positivo (rim) e controle negativo (rim e gengiva).

Para a andlise IHC, cinco secfes de cada grupo foram selecionadas

aleatoriamente para examinar a imunomarcacdo do epitélio gengival e do
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tecido conjuntivo. Em resumo, a expresséo foi baseada em: intensidade da
imunomarcacédo (0 = negativa; 1 = fraca; 2 = moderada; 3 = forte; 4 = muito
forte) e porcentagem de células positivas (0 = 0% de células positivas; 1 = 25
% de células positivas, 2= 50% de células positivas, 3= 75% células positivas e
4= 100% células positivas), conforme descrito por Faustino, Oliveira et al.
(2008) com algumas modificagcdes. As laminas representativas foram
fotografadas com uma camera digital (Olympus, XC50, Tokyo, Japan) acoplada
a um microscopio de luz (Olympus, BX53, Tokyo, Japan), e a analise foi
realizada avaliando as laminas fotografadas em aumento de 20X e 40X por
duas pessoas, de forma independente, sem identificacdo dos casos, na forma

duplo cedo. Eventuais resultados conflitantes foram discutidos pelos

mesmos para definicdo consensual da analise.

3.8Quantificacdo de citocinas por Ensaio de Imunoadsorcéao

Enzimética (ELISA)

A producdo de CRP, CXCL2, e CCL8 foram quantificadas do tecido
gengival dos camundongos, pelo ensaio imunoenzimético (ELISA). As
amostras gengivais do mesmo animal foram reunidas e sonicadas até a total
desintegracdo em 500 puL de tampé&o de lise (PBS pH 7,4 mais coquetel inibidor
de protease), centrifugadas e o sobrenadante foi usado para quantificacado de
CRP, CXCL2, e CCLS8 por ELISA. Cada pool (2 gengivas) foi considerado n=1
e 0 numero experimental foi n=5.

Placas de 96 pocos foram incubadas com anticorpos primarios anti-CRP,

anti-CXCL2 e anti-CCL8 (R&D systems, Minneapolis, MN, USA) diluidos em
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tampao fosfato salino 1x (PBS 1x)(NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, KHPO4 2 mM, e
Na2HPO4 8 mM) (18 horas, 4°C) (R&D systems, Minneapolis, Minnesota,
EUA).Posteriormente, as placas foram lavadas com solugéo de lavagem (PBS,
Tween 20 1%) e bloqueadas com solu¢édo de albumina sérica bovina 1% (ASB
1% em PBS) (1 hora, temperatura ambiente) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA). Em seguida, as placas foram lavadas e o anticorpo recombinante (R&D
systems, Minneapolis, MN, USA), para confec¢cdo da curva padréo (4000-
31.25 pg/mL, em diluicdo seriada de 2x em ASB 1%), e as amostras foram
adicionadas (50ulL) e incubadas por 3 horas em TA. Depois deste periodo, as
placas foram novamente lavadas, e o anticorpo secundario/biotinilado (R&D
systems, Minneapolis, MN, USA), correspondente a cada alvo, foi incubado por
1 hora em TA. Em seguida, as placas foram lavadas e adicionadas
estreptoavidina conjugada com peroxidase (ExtrAvidin®-Peroxidase, Sigma)
(1:2000) por 30 minutos em TA. Passado este tempo, apés lavagem da placa,
foi adicionado solucdo de substrato cromogénico 3,3 ', 5,5'-tetrametilbenzidina
TMB (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) por 30 minutos a TA. A reacao entdo,
foi parada com solucao de &acido sulftrico 1M (Gomes, Filho et al. 2008).

A quantificacdo da cor produzida nas reacdes foi feita por
espectrofotometro (Spectra Max 190, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA),
em comprimento de onda de 450 nm. A concentragdo de CRP, CXCL2 e CCL8
foi calculada em pg/mL por comparagdo com os resultados da curva padrao.
No presente trabalho, o0 modelo de curva logistica de quatro parametros (4PL)
foi utilizado como referéncia para a curva de calibragdo, melhorando a

veracidade e a precisdo sobre um maximo intervalo de calibragdo utilizavel.
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3.9 Analise da expressdo génica por reacdo em cadeia da

polimerase por transcricao reversa em tempo real (RT-qPCR)

3.9.1 Extracéo e quantificagdo do RNA total

A extracdo do RNA total foi realizada por meio da adicdo do reagente
Trizol (Life Technologies - Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, USA) aos tecidos
gengivais seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante. Para tanto, apds
a homogeneizacdo dos tecidos em 1 mL de Trizol, foram adicionados 200 uL
de cloroférmio (Merck, Millipore - Darmstadt, HE, Alemanha), logo em seguida,
os tubos foram vigorosamente agitados e mantidos em repouso a temperatura
ambiente (TA) por 3 minutos. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas
a 4°C e 13000 g, por 15 minutos, e a fase aquosa superior de cada tubo foi
retirada e acondicionada em tubos novos. Para precipitagdo do RNA foram
adicionados 1 mL de alcool isopropilico (Merck, Millipore - Darmstadt, HE,
Alemanha) para cada 1 mL de fase aquosa coletada. Entdo, as amostras foram
estocadas a -20 °C overnight.

No dia seguinte, os tubos foram centrifugados a 4°C e 13000 g, por 15
minutos, para obtencdo dos precipitados. Posteriormente, estes precipitados
foram lavados com etanol (Merck, Millipore - Darmstadt, HE, Alemanha) a 75%
e novamente centrifugados a 4°C e 10000 g, por 10 minutos. Apds, o
sobrenadante foi desprezado e os precipitados formados foram dissolvidos em
15 yL de agua tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) (AppliedBiosystems -
Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) e estocados em freezer a -80 °C. Para

quantificacdo do RNA total, aliquota de 2 uL de cada amostra de RNA obtido foi
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diluida em 98 pL de agua destilada ultra pura - livre de DNAse/RNAse. A leitura
foi realizada em espectrofotometro (Spectra Max 190, Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, USA), considerando as leituras nos comprimentos de onda de

280 e 260 nm.

3.9.2 Transcricao reversa

Com o propésito de eliminar possiveis contaminacdes por DNA
gendmico, o RNA total das amostras foi tratado com DNAse | (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA), e o DNA complementar (cDNA) foi sintetizado a partir de
2 ug de RNA total, por reacdo de transcricdo reversa, com a utilizacdo de kit
High Capacity (AppliedBiosystems, Life Technologies - Carlsbad, CA, USA),

ambos os kits, foram feitos de acordo com instru¢des do fabricante.

3.9.3 PCR quantitativo

A expresséo quantitativa do RNAm para os diferentes alvos foi realizada
por meio das reacdes de PCR em tempo real, utilizando-se o sistema Tagman
(AppliedBiosystems, Life Technologies - Carlsbad, CA, USA), em um aparelho
StepOne Real-Time PCR System (AppliedBiosystems, Life Technologies -
Carlsbad, CA, USA). Para esta reacdo foram utilizadas sondas inventoriadas
marcadas com fluor6foro FAM disponibilizadas pela mesma empresa. Séo
elas:(Angiotensinogénio, MmM00599662_m1, Agt; Renina, Mm02342887_mH,
Ren; Enzima conversora de Angiotensina I, Mm00802048_m1, Eca; Enzima
Conversora de Angiotensina Il, M21159006_m1, Eca2; Receptor
deAngiotensina Il tipo 1a, Mm01957722_s1, Atrl; ReceptorAngiotensina Il tipo

2, MmM00431727_gl, Atr2 e Receptor de Angiotensina 1-7, Mm00434823_s1,
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Masl) e alvos do reparo tecidual (Colageno tipo | alfa 1, Mm00801666 g1,
Collal; Colageno tipo | alfa 2, Mm00483888_m1, Colla2; Colageno tipo Il alfa
1, Mm00802300_m1, Col3al; Fibronectina 1, Mm01256744_m1, Fnl; Fator de
crescimento transformador beta 1, MmM01178820_m1, Tgfbl). Paralelamente,
também foi realizada a amplificacdo do gene constitutivo com sonda
inventoriada  disponibilizada pela mesma empresa: Gapdh(Gapdh,
Mm99999915 g1) fluoréforo VIC.

Para obtencdo da melhor eficiéncia da reacao, foram realizadas
diluicdes seriadas de um pool de amostras de cDNA (1:2, 1:4; 1:8; 1:16, 1:32 e
1:64), utilizando as concentracdes dos reagentes para do sistema Tagman
determinadas previamente.

Para realizacdo do ensaio adicionou-se a microplacas aliquotas de 2 uL
do cDNA na melhor diluicdo encontrada no teste descrito acima, reagentes
Tagman Gene Expression Master Mix (AppliedBiosystems, Life Technologies -
Carlsbad, CA, USA), mais as sondas, tudo como determinado pelo fabricante,
num volume final de reag¢ao de 10 uL. Esta reacao de amplificagdo compreende
em 2 minutos a 50°C; 10 minutos a 95°C; e 40 ciclos de 15 segundos a 95°C, e
1 min a 60°C, conforme recomendado pela empresa. A determinacdo dos
niveis de expressao dos genes alvos foi realizada pela quantificacdo relativa
(RQ), utilizando-se a equacdo RQ = 2-AACT (Livak and Schmittgen 2001).
Para cada grupo, foi detectado o valor de CT (ciclethreshold — ou ciclo limiar)
tanto para o gene alvo quanto para o normalizador. Esse valor representa o
ponto em que o sinal de amplificac&o foi detectado. O valor do CT do gene alvo
foi subtraido do valor do CT do normalizador e resultou no valor de ACT; o

valor de ACT do gene alvo foi entdo subtraido do valor do ACT do calibrador
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(controle), e foi encontrado o valor de AACT. Este valor foi utilizado na férmula
do nivel de expresséo, onde 0 nimero 2 representou a somatoéria da eficiéncia
do gene alvo e do normalizador, considerando que ambos 0S genes possuem
100% de eficiéncia (Livak and Schmittgen 2001). Uma amostra negativa (agua)
foi submetida a reacdo com cada par das sequéncias das sondas inventoriadas

utilizadas.

3.10 Analise estatistica

Os dados paramétricos sdo representados como gréficos de colunas,
plotados com média e erro padrédo, e foram analisados por one-way ANOVA,
seguido pelo pos teste de Sidak, apds passar no teste de distribuicdo de
normalidade de Shapiro-Wilk. Os dados ndo paramétricos (analise IHC) sdo
representados como grafico de caixa, plotados com mediana e valores minimos
e maximos, e foram analisados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis
seguido pelo poés-teste de Dunn. Para todas as andlises, p <0,05 foi
considerado  estatisticamente  significante e comparacdes multiplas
compreendendo (*) Controle vs. DP, (*) DP vs. animais tratados com Alisk com
DP, e (#) Normal vs Diabético na mesma condi¢cdo experimental. Todas as
andlises foram realizadas no software estatistico Graph Pad Prism v7.0

(GraphPad Software Inc .; San Diego, California, EUA).
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4.0 Resultados

4.1 Os componentes do SRA podem contribuir com a perda 6ssea
alveolar e o tratamento com alisquireno previne a perda 0ssea alveolar
induzida pela DP em camundongos diabéticos

Primeiramente, nds avaliamos a perda 6ssea alveolar induzida pela DP
para confirmar a indugdo da doenga por meio de andlise histomorfométrica,
utilizando cortes histolégicos da mandibula corados pela HE. Os animais
apresentaram perda 0ssea significativa sugerindo que a DP induzida foi efetiva
quando comparados aos controles. Observamos que o0s animais diabéticos
apresentaram uma destruicdo periodontal mais severa, em comparagdo aos
camundongos normoglicémicos (Figura 4 A, B, C, D e G). O tratamento com
Alisk foi capaz de reduzir significativamente a perda 6ssea, tanto em animais
normoglicémicos quanto em diabéticos, em comparagdo com os animais nao

tratados (Figura 4 E, F e G).
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Figura 4. Perda 6ssea alveolar pela DP induzida em camundongos
normoglicémicos e diabéticos. Cortes histolégicos transversais dos primeiros molares
inferiores corados com HE, dos grupos Controle Normoglicémicos (NG) (A), Controle Diabético
(D)(B), Normoglicémico com DP (NG+DP) (C), Diabético com DP (D+DP) (D), Normoglicémico
com DP tratado com Alisquireno (NG+Alisk+DP) (E), Diabético com DP tratado com alisquireno
(D+Alisk+DP) (F). O simbolo OA = osso alveolar inter-radicular, D= dentina, LP= ligamento
periodontal. Medida de area de osso alveolar por um2usando software Image J (G). Resultados
expressam meédia + EPM. Valores significativos estdo representados por, *p<0,05 (NG vs.
NG+DP; NG+DP vs. NG+Alisk+DP e D vs D+DP; D+DP vs. D+Alisk+DP); # indica diferenca
significante entre os grupos normoglicémicos e diabéticos (NG vs. D; NG+DP vs D+DP;

NG+Alisk+DP vs. D+Alisk+DP).
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4.2 Tratamento com Alisquireno modula a expressdo dos
componentes de SRA pela periodontite induzida.

Com o objetivo de avaliar a expressao dos componentes do SRA apds a
DP induzida, avaliamos a expressdo génica de Ren, Agt, Eca, Eca2, ATR1,
ATR2 e MasR por RT-gPCR no tecido gengival de animais normoglicémicos e
diabéticos com DP tratados ou ndo com Alisk.

O RNAm da renina no tecido gengival ndo foi detectado pelo método
avaliado (dados ndo mostrados).

A DP aumentou a expressao de Agt e Eca em animais normoglicémicos
e diabéticos, em comparacdo aos seus respectivos controle. O tratamento com
Alisk diminuiu significativamente a expressdo de Agt e Eca em ambas as
condicBes, sendo a expressdo. Observamos uma reducdo maior da expressao
de Eca em animais diabéticos do que em animais normoglicémicos (Figura 5 A-

B).
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Figura 5. Expressdo génica de Agt e Eca em tecido gengival de
camundongos normoglicémicos e diabéticos com DP induzida. Andlise
quantitativa da expressdo génica de Agt (A), Eca (B), em tecido gengival de
camundongos normoglicémicos e diabéticos com DP tratados ou ndo com alisquireno.
O RNA total isolado das amostras experimentais foi submetido a transcricédo reversa
seguida de amplificacdo por reacdo em cadeia de polimerase. Todos os resultados
foram normalizados pelo controle normoglicémico e os resultados séo representados
por médias + EPM. Valores significativos sdo expressos por *p<0,05 (NG vs. NG+DP;
NG+DP vs. NG+Alisk+DP e D vs D+DP; D+DP vs. D+Alisk+DP); # indica diferenca
significante entre os grupos normoglicémicos e diabéticos (NG vs. D; NG+DP vs
D+DP; NG+Alisk+DP vs. D+Alisk+DP).
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A expressao dos receptores da angiotensina Il (Ang Il), ATR1,
apresentou uma maior expressao constitutiva em animais diabético, comparado
ao controle normoglicémico. DP n&o alterou a expressdo de ATR1 em
camundongos normoglicémicos, mas sim em animais diabéticos. O tratamento
com Alisk reduziu significativamente sua expressao, principalmente em
diabéticos. A DP aumentou a expressdo de ATR2 em ambas os animais, sendo
mais pronunciada em camundongos normoglicémicos. O tratamento com Alisk
reduziu expressivamente essa resposta tanto em animais normoglicémicos

quanto em diabéticos (Figura 6A-B).

66



14
12 #
<10 f
©
o g
(]
5.1 L
6T . #
—
o
— 44
<
2_ ’l‘

Qo \6 (A
0(\'é é x?”\ Q" x?‘\\
© %O «O\Q’ ©
Q\'
o
@]
B
#
14
12 1
- \
= 10 —
o ]
2 L
© 6
~ 6 —
N
[
— 4
<
2 _ ’l‘
odl L 1T 1 [
< <O
é O 0 ~ XQ XO
e
o\ éo \\% .\Q;Q Q &\"o\l-
OQ\ x Q x?~
© %O \0\0 ©
©
OQ
O

Figura 6. Expressdao génica de ATR1 e ATR2 em tecido gengival de
camundongos normoglicémicos e diabéticos com DP induzida. Andlise
guantitativa da expressdo génica de ATR1 (A), ATR2 (B), em tecido gengival de
camundongos normoglicémicos e diabéticos com DP tratados ou ndo com alisquireno.
O RNA total isolado das amostras experimentais foi submetido a transcricdo reversa
seguida de amplificacdo por reacdo em cadeia da polimerase. Todos os resultados
foram normalizados pelas controles normoglicémicos e os resultados sdo expressos
com médias + EPM. Valores significativos sdo expressos por *p<0,05 (NG vs. NG+DP;
NG+DP vs. NG+Alisk+DP e D vs D+DP; D+DP vs. D+Alisk+DP); # indica diferenca
significante entre os grupos normoglicémicos e diabéticos (NG vs. D; NG+DP vs
D+DP; NG+Alisk+DP vs. D+Alisk+DP).
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Em relacdo a Eca2, a DP levou a uma reducdo da expressdo em
camundongos normoglicémicos, no entanto, em diabéticos ndo observamos
alteracdo dos niveis de expressdo. Por outro lado, o tratamento com Alisk
reduziu significativamente sua expressdo apenas em camundongos diabéticos
(Figura 7 A). Observamos ainda, uma maior expressao constitutiva de ECA2
em animais normoglicémicos quando comprado a animais diabéticos. A
expressdo de Masl, receptor de angiotensina 1-7, também foi avaliada, e foi
observada ser constitutivamente em ambos animais e maior nos animais
diabéticos, comparado ao animais controles normoglicémicos. DP néo alterou
esta resposta em camundongos normoglicémicos, no entanto, em diabéticos
reduziu significativamente esta expressdo. O tratamento com Alisk reduziu sua
expressdo em ambos 0s animais, mas mais principalmente no animal diabético

(Figura 7B).
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Figura 7. Expressé@o génica de Eca2 e MasR em tecido gengival de
camundongos normoglicémicos e diabéticos com DP induzida. Andlise
gquantitativa da expressdo génica de Eca2 (A), Masl (B), em tecido gengival de
camundongos normoglicémicos e diabéticos com DP tratados ou ndo com alisquireno.
O RNA total isolado das amostras experimentais foi submetido a transcricdo reversa
seguida de amplificacdo por reacdo em cadeia da polimerase. Todos os resultados
foram normalizados pelo controle-normoglicémico e os resultados sdo expressos com
médias + EPM. Os valores significativos sdo expressos por *p <0,05 (NG vs. NG+DP;
NG+DP vs. NG+Alisk+DP e D vs D+DP; D+DP vs. D+Alisk+DP); # indica diferenca
significante entre os grupos normoglicémicos e diabéticos (NG vs. D; NG+DP vs
D+DP; NG+Alisk+DP vs. D+Alisk+DP).
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43 O tratamento com alisquireno reduz a producdo dos

componentes de SRA no tecido gengival

Também avaliamos a presenca e localizacdo dos componentes do SRA
no tecido gengival, nas condi¢cdes experimentais propostas. Primeiro, n0Ssos
resultados demonstraram marcagdo imunoldgica positiva para Eca, Eca2,
ATR1, e ATR2, confirmando a presenca de um SRA local, no entanto,
observamos perfis de imunomarcacgao diferentes entre os alvos avaliados.

A Eca demostrou marcacdo moderada no epitélio, especialmente na
camada granulosa (Figura 8 A-F). Observamos na por¢ao conectiva, marcacao
constitutivamente mais pronunciada nos grupos diabéticos (Figura 8G, H). A
DP aumentou a marcacdo de Eca em animais normoglicémicos (epitélio e
tecido conjuntivo), mas nao em diabéticos, em comparagdo com o controle
(Figura 8 C, D, I, J). O tratamento com Alisk ndo alterou essa resposta em
camundongos normoglicémicos, mas reduziu significativamente esta marcagao

no modelo diabético (Figura 8 E, F, K e L).
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Figura 8. Producdo de Eca no tecido gengival de camundongos
normoglicémicos e diabéticos com DP induzida e tratados ou ndo com
alisquireno por meio da técnica de IHC. Foto representativa da porgédo do epitélio e
tecido conjuntivo do tecido gengival de camundongos normoglicémicos (A,G), diabético (B,H),
normoglicémico com DP (C,l), diabético com DP (D,J), normoglicémico com DP tratado com
alisquireno (E,K), diabético com DP tratado com alisquireno (F,L) por IHC. Figura (M)
representa o controle negativo (gengiva) e (N) representa o rim, como controle positivo,
respectivamente. O gréfico (O) representa o score do epitélio e tecido conjuntivo marcado. As
setas indicam marcacgdes positivas de fibroblastos gengivais. As diferencas estatisticas sédo
representadas pela mediana. Valores significativos sdo representados por * p<0,05 (NG vs.
NG+DP; NG+DP vs. NG+Alisk+DP e D vs D+DP; D+DP vs. D+Alisk+DP); # indica diferenca
significante entre os grupos normoglicémicos e diabéticos (NG vs. D; NG+DP vs D+DP;
NG+Alisk+DP vs. D+Alisk+DP).
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A Eca2 demonstrou forte marcacdo em todas as camadas do epitélio e
imunomarcao moderada na porgdo conjuntiva, sendo semelhante entre os
controles normoglicémicos e diabético (Figura 9 A, B, G, H). A DP nao alterou a
marcacdo de Eca2 em animais normoglicémicos, mas em diabéticos
observamos uma maior marcacdo no epitélio, enquanto reduzida na por¢cao
conectiva (Figura 9 C, D, I, J). O tratamento com Alisk foi capaz de reduzir
significativamente a marcacao de Eca2 apenas em animais diabéticos (porcao

epitélio) (Figura 9F).

72



ECA2 EPITELIO

10+ Epitélio

ECA2/
Marcagéo Score
Yy B B
al
[T
[ TH
[L]

@0’ eox \é{f & ox é{ox
O éo 601 Ox
10+ Conjuntivo
Q8
§ DH O
2’@ 3
8 8 44 *
: . -
]
0 O L L L
s OF g Of O
FE & iy &
O°° eOx @0’ <>x

Figura 9. Producdo de Eca2 no tecido gengival de camundongos
normoglicémicos e diabéticos com DP induzida e tratados ou n&do com
Alisquireno. Foto representativa da porcdo do epitélio e tecido conjuntivo da gengiva de
camundongos normoglicémicos (A, G), diabético (B, H), normoglicémico com DP (C, ),
diabético com DP (D, J), normoglicémico com DP tratado com alisquireno (E, K), diabético com
DP tratado com alisquireno (F, L) por IHC. Figura (M) representa o controle negativo (gengiva)
e (N) representa o rim, como controle positivo, respectivamente. O gréfico (O) representa o
score do epitélio e tecido conjuntivo marcado. As setas indicam marcacdes positivas de
fibroblastos gengivais. As diferencas estatisticas sdo representadas pela mediana. Valores
significativos sé@o representados por * p<0,05 (NG vs. NG+DP; NG+DP vs. NG+Alisk+DP e D
vs D+DP; D+DP vs. D+Alisk+DP); # indica diferenca significante entre 0s grupos
normoglicémicos e diabéticos (NG vs. D; NG+DP vs D+DP; NG+Alisk+DP vs. D+Alisk+DP).
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O ATR1 mostrou forte marcacdo nas camadas basais do epitélio,
especialmente em diabéticos, e moderada marcacdo no tecido conjuntivo
(Figura 10 A, B, G, H). A DP aumentou significativamente a marcagcao de ATR1
em animais normoglicémicos (epitélio e por¢édo conjuntiva) (Figura 10 C, 1), mas
em diabéticos ndo houve altera¢des (Figura 10 D, J). O tratamento com Alisk,
no entanto, foi capaz de reduzir significativamente esta imunomarcacédo de
ATR1 em ambos os modelos experimentais (epitélio e conectivo) (Figura 10 E,

F, K, L).
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Figura 10. Producdo de AT1R no tecido gengival de camundongos
normoglicémicos e diabéticos com a DP induzida e tratados ou n&do com
Alisquireno. Foto representativa da porgdo do epitélio e tecido conjuntivo da gengiva de
camundongos normoglicémicos (A, G), diabético (B, H), normoglicémico com DP (C, ),
diabético com DP (D, J), normoglicémico com DP tratado com alisquireno (E, K), diabético com
DP tratado com alisquireno (F, L) por IHC. Figura (M) representa o controle negativo (gengiva)
e (N) representa o rim, como controle positivo, respectivamente. O gréfico (O) representa o
score do epitélio e tecido conjuntivo marcado. As diferencas estatisticas sdo representadas
pela mediana. As setas indicam marcacdo positiva para fibroblastos gengivais. Valores
significativos sé@o representados por * p<0,05 (NG vs. NG+DP; NG+DP vs. NG+Alisk+DP e D
vs D+DP; D+DP vs. D+Alisk+DP); # indica diferenca significante entre 0s grupos
normoglicémicos e diabéticos (NG vs. D; NG+DP vs D+DP; NG+Alisk+DP vs. D+Alisk+DP).
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Observamos fraca marcacdo de AT2R nas camadas do epitélio e no
tecido conjuntivo dos animais controles normoglicémicos (Figura 11A, G), no
entanto, houve marcagdo moderada no epitélio e tecido conjuntivo dos animais
diabéticos (Figura 11B, H). A DP aumentou significativamente a marcagdo de
AT2R apenas em animais normoglicémicos (Figura 11C, I). O tratamento Alisk
reduziu significativamente esta resposta nos grupos normoglicémicos (Figura
11E, K), e em diabéticos observamos reducdo desta marcacdo apenas na

porcao conjuntiva (Figura 11L).
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Figura 11. Producdo de AT2R no tecido gengival de camundongos
normoglicémicos e diabéticos com a DP induzida e tratados ou ndo com
Alisquireno. Foto representativa da porgdo do epitélio e tecido conjuntivo da gengiva de
camundongos normoglicémicos (A, G), diabético (B, H), normoglicémico com DP (C, 1),
diabético com DP (D, J), normoglicémico com DP tratado com alisquireno (E, K), diabético com
DP tratado com alisquireno (F, L) por IHC. Figura (M) representa o controle negativo (gengiva)
e (N) representa o rim, como controle positivo, respectivamente. O gréafico (O) representa o
score do epitélio e tecido conjuntivo marcado. As setas indicam marcacdo positiva para
fibroblastos gengivais. As diferencas estatisticas sdo representadas pela mediana. Valores
significativos séo representados por * p<0,05 (NG vs. NG+DP; NG+DP vs. NG+Alisk+DP e D
vs D+DP; D+DP vs. D+Alisk+DP); # indica diferenga significante entre 0s grupos
normoglicémicos e diabéticos (NG vs. D; NG+DP vs D+DP; NG+Alisk+DP vs. D+Alisk+DP).
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4.4 Tratamento com Alisquireno reduz a producédo de mediadores
inflamatorios provocados pela periodontite induzida

Em seguida, avaliamos a resposta inflamatoria medindo os niveis de
producdo de CRP, marcador especifico da inflamagcdo e producdo das
quimiocinas CXCL2 e CCL8 por ELISA. Nossos resultados demonstram uma
producdo de CRP significativamente elevada em ambos 0S grupos
normoglicémico e diabéticos com DP. O tratamento com Alisk reduziu
significativamente esta resposta, apenas em animais diabéticos (Figura 12 A).

A DP foi capaz de aumentar a producdo de CXCL2 tanto em animais
normoglicémicos quanto em diabético. O tratamento com Alisk reduziu esta
resposta apenas em camundongos diabéticos. Por outro lado, a DP elevou a
producdo de CCL8 em ambos o0s animais, sendo este aumento mais
pronunciado em animais normoglicémicos. J4 o tratamento com Alisk reduziu
significativamente a producdo de CCL8 apenas em animais normoglicémicos.

(Figura 12 B, C).
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Figura 12. Producdo de CRP, CXCL2, CCL8 em tecido gengival de
camundongos normoglicémicos e diabéticos com DP induzida tratados ou né&o
com Alisquireno. CRP (A), CXCL2 (B), CCL8 (C) por pg / mL no tecido gengival
controle normoglicémico (NG), normoglicémico com DP (NG+DP), normoglicémico
com DP tratado com Alisk (NG+Alisk + DP), diabético (Diabético) , diabético com DP (
D+DP), diabético com DP tratado com Alisk (D+Alisk + DP) por ELISA. Resultados
expressam média + EPM. Valores significativos sé@o representados por p * <0,05 (NG
vs. NG+DP; NG+DP vs. NG+Alisk+DP e D vs D+DP; D+DP vs. D+Alisk+DP); # indica
diferenca significante entre os grupos normoglicémicos e diabéticos (NG vs. D;
NG+DP vs D+DP; NG+Alisk+DP vs. D+Alisk+DP).
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4.5Tratamento com alisquireno modula a expressdao génica dos
marcadores do remodelamento tecidual

Com o objetivo de evidenciar o efeito do tratamento com alisquireno
sobre o reparo tecidual, avaliamos a expressao génica de alguns marcadores
dos componentes da matriz extracelular do tecido gengival de camundongos
normoglicémicos e diabéticos com DP, tratados ou ndo com Alisk. A DP
aumentou a expressao de Collal, Colla2, Col3al, Fnl, e diminuiu Tgfbl em
camundongos normoglicémicos e diabéticos, quando comparado aos seus
respectivos controles (Figura 13A-E). Em camundongos normoglicémicos, o
tratamento com Alisk reduziu a expressdo de Collal e Fnl, enquanto
aumentou Tgfbl (Figural3 A, D e E). Em camundongos diabéticos, Alisk
apresentou uma resposta semelhante, além de diminuir a expressédo de Colla2

(Figura 13 B).
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Figura 13. Analise quantitativa da expressédo génica de Collal, Colla2,
Col3al, Fn, TGF-1 em tecido gengival de camundongos normogliémicos e
diabéticos com DP induzida e tratados ou ndo com Alisquireno.Expresséo génica
de Collal (A), Colla2 (B), Col3al (C), Fn (D), TGF-B (E). O RNA total isolado das
amostras experimentais foi submetido a transcricdo reversa seguida de amplificacao
por reagcdo em cadeia da polimerase. Todos os resultados foram normalizados
pelospelo controle-normoglicémico e séo representados com médias + EPM. Valores
significativos séo expressos por * p<0,05(NG vs. NG+DP; NG+DP vs. NG+Alisk+DP e
D vs D+DP; D+DP vs. D+Alisk+DP); # indica diferenca significante entre os grupos
normoglicémicos e diabéticos (NG vs. D; NG+DP vs D+DP; NG+Alisk+DP vs.
D+Alisk+DP).
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DISCUSSAO
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5.0 Discussao

No presente estudo, avaliamos uma correlacdo entre os componentes
locais do SRA e doencas periodontais (DP), sobre marcadores da inflamacéo e
reparo tecidual em tecido gengival de camundongos normoglicémicos e
diabéticos. Este estudo sugere que os componentes do SRA podem exacerbar
a resposta inflamatoria e possivelmente a perda 6ssea alveolar, principalmente
em camundongos diabéticos. Além disso, também confirmou a existéncia de
componentes do SRA local no tecido gengival, bem como sua contribuicdo na
remodelacgao tecidual.

Em primeiro lugar, demonstramos a perda éssea alveolar induzida pela
DP em camundongos normoglicémicos e diabéticos. Nossos resultados
demonstraram que a DP foi mais pronunciada em camundongos diabéticos, do
que em camundongos normoglicémicos, corroborando com dados da literatura
qgue relatam que o diabetes favorece o desenvolvimento e progressao da DP,
conforme revisado por Preshaw, Alba et al. (2012). Também é relatado que a
condigdo diabética apresenta alteracdes no sistema renina-angiotensina (SRA)
(Amemiya, Ishihara et al. 1990, Zhang, Qu et al. 2017), portanto, propusemo-
nos investigar os efeitos do tratamento com alisquireno (Alisk), um inibidor
sistémico da renina, nas condi¢cdes experimentais propostas.

O tratamento com Alisk foi capaz de prevenir significativamente a perda
O0ssea e a inflamacdo periodontal, como jA& demonstrado em ratos normais,
corroborando com nossos resultados (Santos, Morandini et al. 2015). No
entanto, observamos um efeito mais pronunciado nos animais diabéticos,
quando comparados aos animais normoglicémicos. Nossos resultados

sugerem que o SRA pode ter um papel importante na perda 0ssea alveolar
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induzida pela DP, principalmente em camundongos diabéticos, onde os efeitos
da inibicdo da renina foram mais significativos. Esse resultado necessita de
maiores estudos para compreendermos o mecanismo pelo qual isso ocorre
neste modelo.

Com o objetivo de confirmar uma possivel correlacdo entre o SRA e a
DP no animal diabético, avaliamos a expressdo génica e protéica dos
componentes do SRA por RT-gPCR e IHC, respectivamente, no tecido
gengival. Nossos resultados confirmam a presencga de varios componentes do
SRA no tecido gengival (SRA local), exceto pela expressédo do gene da renina,
que nao foi detectada (ndo mostrado), como também relatado por Santos e
colaboradores (2015) em ratos, sugerindo que os efeitos do tratamento de Alisk
podem ser devidos a inibicdo sistémica da renina e néo local.

Em relagcdo aos outros componentes do SRA, a DP foi capaz de
aumentar a expressao de Agt, em ambos animais normoglicémicos e
diabéticos, e por ser o primeiro componente da cascata de SRA, com o
substrato da renina para gerar Ang | (Atlas 2007), a expressdo de Agt induzida
pela DP pode sugerir um aumento em todos os peptideos de angiotensina.
Autores ja relataram que a angiotensina Il estd aumentada em condi¢cfes
inflamatérias, incluindo a DP, atuando como potente mediador inflamatério
(Piqueras, Kubes et al. 2000, Alvarez, Cerda-Nicolas et al. 2004, Nobuhiko,
Suganuma et al. 2004, Chang and Wei 2015, Santos, Morandini et al. 2015).
Em contraste, a inibicdo da renina por Alisk preveniu significativamente essa
resposta inflamatéria em camundongos normoglicémicos e diabéticos,
provavelmente reduzindo os niveis locais da circulacdo de Angll, que, além de

ser uma molécula inflamatéria, regula a expressédo génica e proteica de Agt,
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como j& mostrado (Kobori, Harrison-Bernard et al. 2001). A expresséo de Agt
foi similar entre animais normoglicémicos e diabéticos, e, apesar de
relacionada a resposta inflamatéria da DP induzida, como discutido, ndo €&
responsavel pelas diferengas observadas no modelo diabético.

A enzima conversora de angiotensina (Eca) é uma enzima chave na
producdo de Ang Il a partir de Ang |. Nossos resultados apresentaram
expressdo génica semelhante nos grupos normoglicémico e diabético, mas
elevada marcacdo proteica no epitélio gengival e tecido conjuntivo em
camundongos diabéticos, como ja demonstrado em outros modelos diabéticos,
(Ustundag, Canatan et al. 2000, Cordonnier, Zaoui et al. 2001, Lely, Luik et al.
2007), o que sugeriria uma maior produgao constitutiva de Ang Il. A DP levou a
um aumento significante da expressdo génica de Eca, nos grupos normal e
diabético, mas a IHC apresentou diferencas apenas no grupo normoglicémico
com DP, uma vez que o tecido diabético ja apresentava marcacao elevada,
sem inflamacgédo. O tratamento com Alisk foi mais efetivo em camundongos
diabéticos, mas levou a diminuicdo da expressdo génica e proteica de Eca em
ambos os animais. Visto isso, podemos sugerir que a resposta exacerbada
observada em animais diabéticos com DP, pode ser explicada em parte, pela
elevacdo da producédo de Angll, devido ao aumento da expressdo de Eca,
enquanto o tratamento com Alisk é capaz de proteger contra essa resposta,
principalmente em animais diabéticos. Alisk bloqueia a geracao de Agt em Angl|
pela inibicdo da renina, reduzindo todos os peptideos de angiotensina, e assim
induzindo uma baixa regulacdo de Eca, conforme demonstrado por outros
autores (Schunkert, Ingelfinger et al. 1993, Sadjadi, Kramer et al. 2005),

corroborando com nossos resultados..

85



Em relagcdo aos receptores tipo 1 (AT1R) e tipo 2 (AT2R) de
angiotensina, também observamos respostas interessantes. AT1R é o caminho
pelo qual a Ang Il age como um mediador inflamatoério, levando ao aumento da
proliferagdo celular, fibrose, estresse oxidativo e produgédo de citocinas e
quimiocinas, enquanto AT2R apresenta efeitos opostos, como um ramo
antiinflamatdrio da cascata de SRA(Unal and Karnik 2014, Santos, Morandini et
al. 2015). Nossos dados mostram uma maior expressao génica e proteica de
AT1R constitutiva no tecido gengival do grupo controle diabético, comparado
ao controle normoglicémico, como ja mostrado na condicao diabética (Wagner,
Gehlen et al. 1999, Romero-Nava, Rodriguez et al. 2016). AT2R foi
similarmente expresso em ambas as condi¢des, exceto pela maior marcagéo
protéica na por¢ao conectiva da gengiva diabética. A DP levou a um aumento
pronunciado na expressdo génica do AT1R no grupo diabético, enquanto no
grupo normoglicémico, s6 observamos o aumento da imunomarcagéo gengival
de AT1R. Em relagdo ao AT2R, camundongos normoglicémicos com DP
apresentaram maior expressdo génica e protéica, no entanto no grupo
diabético essa resposta foi menos pronunciada. Esses dados podem ajudar a
explicar as consequéncias exacerbadas da DP no modelo diabético, que
apresentou maior resposta ATI1R, relacionada a promocao da inflamacao,
combinada a uma menor resposta do AT2R, demonstrando menores efeitos
protetores na inflamacao e leséo tecidual (Benndorf, Krebs et al. 2009, Abadir,
Walston et al. 2011, Dhande, Ma et al. 2015),sugerindo um mecanismo protetor
endogeno alterado na condicdo diabética.

O tratamento com Alisk levou a uma reducao significativa da expresséo

génica e protéica de AT1R e AT2R em grupos normoglicémicos e diabéticos.
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Santos, Morandini et al. (2015) ndo observaram reducao dos receptores Angll
com tratamento com Alisk no tecido gengival de ratos, entretanto, outros
autores relataram reducdo da expressao de AT1R no tecido inflamado de
camundongos diabéticos tratados com Alisk(Ye, Qian et al. 2011). O efeito
protetor do Alisk na DP pode ser explicado devido a reducao da expressédo do
génica e protéica do AT1R, uma vez que a ligacdo Angll/ Agtlr € o principal
eixo do SRA relacionado a efeitos danosos/inflamatorios.

Angll é o maior efetor deletério do SRA, no entanto Eca2, uma enzima
homéloga Eca, € capaz de converter Angll em Angl-7, que age através do
receptor Mas (Masr), que por sua vez mostra efeito oposto ao eixo Angll/ATR1,
compreendendo um importante mecanismo enddégeno que elimina a producéo
de Angll e neutraliza seus efeitos (Rodrigues Prestes, Rocha et al. 2017).
Nossos resultados mostraram que camundongos diabéticos tiveram diminuicéo
da expressao de Eca2, que ja foi demonstrado estar reduzido em animais
diabéticos induzidos por estreptozotocina (Tikellis, Bialkowski et al. 2008,
Tikellis, Pickering et al. 2012). DP levou a diminuicdo da expressado génica de
Eca2 em camundongos normoglicémicos, mas em diabético ndo foi alterada,
no entanto, IHC demonstrou diminui¢cdo significativa da marcacdo de Eca2 no
tecido conjuntivo gengival. Estas diferencas na expressdo génica e protéica
podem ser explicadas, pois na IHC é possivel distinguir um padrao de
expressao espacial, que pode ser mascarado no ensaio RT-qPCR, no qual os
niveis de mMRNA sé&o agrupados de todas as porcdes do tecido (epitélio e tecido
conjuntivo).

O tratamento com Alisk ndo alterou a expressao génica de Eca2 em

camundongos normoglicémicos, mas reduziu a marcagao protéica na porgcao
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conectiva do tecido gengival. No grupo diabético, o tratamento levou a
diminuicdo da expressdo de Eca2 e reduziu a marcacao no epitélio gengival.
Até o presente momento, ndo ha estudos na literatura demonstrando os efeitos
do tratamento com Alisk na expressdo génica e protéica de Eca2, no entanto,
ja observamos que os camundongos diabéticos tratados com Alisk apresentam
uma reducdo de Eca2 mais pronunciada, do que o0s camundongos
normoglicémicos. Alguns elementos demonstraram modular a expressédo de
Eca2, como peptideos e horménios da angiotensina, mas ainda pouco se sabe
sobre sua regulacao(Clarke and Turner 2012).

Em relacdo a expressdo do génica de MasR, receptor da Angl-7, DP,
ndo alterou significativamente essa resposta em camundongos
normoglicémicos, como ja observado em ratos normais com DP (Santos,
Morandini et al. 2015), entretanto, camundongos diabéticos com DP tiveram
expressdo significativamente diminuida. Este resultado, combinado a uma
reducdo na expressdo constitutiva de Eca2 no modelo diabético e, portanto,
possivel reducdo da producdo de Angl-7, sugere uma diminuicdo do
mecanismo antiinflamatério enddégeno, o que pode ajudar a explicar a
pronunciada inflamagéo periodontal nos camundongos diabéticos com DP. O
tratamento com Alisk diminuiu a expressédo de Masr em ambos 0s animais, mas
especialmente em diabéticos.

Alguns estudos ja mostraram que inibidores de SRA sdo capazes de
aumentar a resposta do eixo Eca2/Angl-7/Masr em diferentes modelos
experimentais, atenuando varios efeitos deletérios de diferentes patologias,
como obesidade, resisténcia a insulina e nefropatia diabética (Frantz, Crespo-

Mascarenhas et al. 2013, Callera, Antunes et al. 2016). Em nosso estudo, a
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reducdo drastica do MasR promovida pelo tratamento com Alisk pode ser
explicada em parte pelo bloqueio completo da renina na primeira etapa da
cascata do SRA, reduzindo todos os componentes subsequentes do SRA e
consequentemente a ligacdo com este receptor. Além disso, o modelo
experimental, assim como o modo de indugcdo da doenca utilizado neste
trabalho, pode ser um fator importante nesta diferenca de resposta. Embora,
novos estudos possam ser necessarios para elucidar a participacdo do eixo
Eca2/Angl-7/MasR sobre o desenvolvimento da DP e sua relagdo com a
condicao diabética, essas evidéncias e o perfil diferencial da expressdo de
genes e proteinas do componente SRA no tecido gengival observado no
presente estudo podem ajudar a explicar, pelo menos em parte, porque 0s
animais diabéticos apresentaram maior destruicdo periodontal e porque o
tratamento com Alisk teve efeitos protetores mais pronunciados no modelo
diabético. Além disso, novos estudos demonstrando a participacdo das vias
alternativas da cascata do SRA, como a via da tonina, catepsina G, quimase,
elastase-2, dentre outras, na geracdo de Angll, seria extremamente importante
para elucidar/compreender a participacdo do SRA local em diferentes
patologias, como na DP.

Resumidamente, nossos resultados demonstraram que a DP é capaz de
aumentar a expressao génica e a producdo dos componentes da cascata do
SRA, aumentando Agt e Eca, bem como a ativacdo dos receptores ATR1 e
ATR2, além de reduzir a resposta do eixo Eca2. O tratamento com Alisk por
sua vez, apresentou resultados bem interessantes, no qual a inibicdo de renina
sistémica foi capaz de reduzir todos os peptideos da cascata do SRA

principalmente no modelo diabético. O uso de drogas anti-hipertensivas em
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modelos com periodontite experimental, comumente € observado na pratica
clinica. Logo, o uso destas drogas nestes modelos experimentais pode ser uma
excelente alternativa terapéutica, ja que a inibicdo de componentes do SRA
parece contribuir com a prevenc¢ao da resposta inflamatoria induzida pela DP.

Nosso proximo passo foi avaliar a resposta inflamatéria induzida pela
DP, bem como o efeito do tratamento do Alisk sobre esta resposta. Para tanto,
0os niveis de CRP, um marcador especifico do processo inflamatério foi
avaliado. Nossos resultados demonstram que a DP aumentou a resposta
inflamatéria tanto em animais normoglicémicos quanto em diabéticos.
Corroborando com nossos achados, diferentes estudos tem demonstrado que
pacientes diabéticos com periodontite também apresentam niveis elevados de
CRP (Fronczyk, Moleda et al. 2014, Peng, Wang et al. 2015). Este aumento de
CPR, est4 intimamente relacionado com a interacdo complexa entre as acdes
bacterianas e a resposta imunoldgica do hospedeiro, as quais envolvem
secrecdo de mediadores proé-inflamatérios como as citocinas e quimiocinas,
que sdo responsaveis por exacerbar a resposta inflamatéria (Sandros, Karlsson
et al. 2000, Takahashi, Honda et al. 2010).

O tratamento com Alisk reduziu os niveis de CRP, apenas em animais
diabéticos. Dados da literatura tem demonstrado que bloqueadores dos
receptores de Angll, como Candesartan suprimem o0s mediadores da
inflamacé&o, como IL-6, MCP-1 e CRP, em pacientes DM tipo 2, corroborando
com 0s nossos resultados (Pavlatou, Mastorakos et al. 2011). Da mesma
maneira, Dandona e colaboradores (2007) relataram que inibidores de
receptor de Angll, diminuem as EROs, CRP e aumentam a inibicdo do fator

nuclear de transcricdo kappa-p, possivelmente pela estimulagdo sem oposi¢cao
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do receptor ATR2 da Angll. Esta reducéo da resposta inflamatéria promovida
pelo Alisk, pode ser explicada em parte, devido a reducédo da estimulacdo do
receptor ATR1, diminuindo os efeitos deletérios no organismo, como a
inflamacdo. Além disso, vias alternativas na geracdo de Angll, e
consequentemente ativacdo de receptores de Ang Il, como MasR e ATR2
podem estar sendo estimulados, sobressaindo os efeitos anti-inflamatérios, e
reduzindo assim o processo inflamatério induzido pela DP.

A producado gengival da quimiocina C-X-C do ligante 2 (CXCL2), um
quimioatraente crucial para o recrutamento de neutréfilos (Zenobia, Luo et al.
2013), e o ligante 8 do quimiocina C-C (CCL8), relacionado a quimiotaxia de
mondcitos também foi avaliada (Asano, Takahashi et al. 2015, Panezai, Ghaffar
et al. 2017). A DP aumentou significativamente a producéo dessas quimiocinas
em ambos os animais, mas a CCL8 foi mais evidente em camundongos
normoglicémicos do que nos diabéticos, 0 que nos permite sugerir menor
recrutamento de mondcitos no tecido gengival diabético. Um balanceamento
correto entre neutréfilos e mondcitos/macrofagos é crucial para a resolucao da
inflamacéo e tentativa de reparo tecidual (Chapple, Srivastava et al. 1998,
Cekici, Kantarci et al. 2014), bem como, ja foi demonstrado que o diabetes nédo
reduz o recrutamento de leucdcitos, mas prejudica a capacidade fagocitaria e a
depuracéo bacteriana (Pettersson, Christoffersson et al. 2011). Assim, essas
diferencas na producdo de quimiocinas observadas no presente estudo podem
representar um dos mecanismos responsaveis pelo aumento da destruicdo
periodontal durante a inflamac&o em diabéticos.

O tratamento com Alisk preveniu o0 aumento de CXCL2 em diabéticos,

mas ndo em camundongos normoglicémicos, mas reduziu a producao de CCL8
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em ambos os animais. Estudos ja mostraram que o eixo Angll/Agtrl esta
envolvido no recrutamento de neutréfilos em diferentes modelos experimentais,
atraves de quimiocinas CXC (Nabah, Mateo et al. 2004, Shimada, Murayama et
al. 2011). Poucos estudos relacionam o SRA e a quimiocina CCL8, mas um
estudo in vitro j& demonstrou que o Angll pode estimular a expressédo de CCL8
em macrofagos humanos (Tone, Shikata et al. 2007). Nossos dados
corroboram com a literatura, evidenciando um papel visivel do SRA na
producdo de quimiocinas, principalmente no modelo diabético, ajudando a
explicar o aumento pronunciado das consequéncias da DP e os efeitos
protetores da inibicdo da renina induzida pelo tratamento com Alisk obtidos no
presente estudo.

Nosso objetivo final foi avaliar o papel da inibicdo da renina na
expresséo génica de marcadores do remodelamento tecidual na gengiva dos
animais na presenca de DP induzida. A DP leva a destruicdo da matriz
extracelular (MEC), ruptura da arquitetura tecidual e perda de coesao,
favorecendo o infiltrado inflamatério e a invasao patogénica (Seguier, Godeau
et al. 2000). O colageno é um dos componentes da matriz extracelular mais
importante e abundante. O colageno tipo 1, composto por uma estrutura de
hélice helicoidal de trés cadeias de peptideos (a1, a1 e a2)(Shoulders and
Raines 2009) e colageno tipo 3, consistindo de apenas uma cadeia a (Karsdal,
M.A), ja foi relacionado a progressédo da DP e outras condi¢des inflamatorias
(Lorencini, Silva et al. 2009). Em seguida, analisamos a expressao dos genes
Collal, Colla2 e Col3al nas condi¢cdes experimentais propostas.

DP levou a um aumento significativo da expressdo do gene Collal,

Colla2 e Col3al, sendo mais pronunciado em camundongos diabéticos.
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Estudos ja relataram aumento da expressao de coladgeno no modelo DP, como
mecanismo compensatério e tentativa de reparo devido ao aumento da
degradacédo da MEC (Larjava, Sandberg et al. 1989, Larjava, Sandberg et al.
1990). Ja foi mostrado que a Angll estimula a sintese de coldgeno em células
musculares lisas vasculares humanas(Ford, Li et al. 1999), fibroblastos
cardiacos(Lijnen, Petrov et al. 2001) e fibroblastos diabéticos da pele (Ren,
Hao et al. 2013), e nossos resultados mostraram que o tratamento com Alisk
reduziu Collal, Colla2 em ambos os animais, provavelmente devido uma
diminuicdo nos niveis de Angll, no entanto, Col3al néo foi alterada, sugerindo
que ela nado é regulada por produtos derivados da renina.

Também avaliamos a expresséo de fibronectina (Fn), uma glicoproteina
da MEC relacionada ao reparo tecidual e ades&do/migracédo celular (Singh,
Carraher et al. 2010). Estudos ja relataram alteracdes de Fn na condi¢do
diabética (Roy, Sala et al. 1990, Stanley, Wang et al. 2008), corroborando com
nossos resultados, onde observamos uma expressao constitutiva aumentada
de Fn no controle diabético, comparado ao controle normoglicémico. A DP
aumentou significativamente a expressédo de Fn em camundongos
normoglicémicos e diabéticos. O tratamento da Alisk foi capaz de impedir essa
resposta em ambos 0s animais. Estudos recentes ja mostraram que Angll
estimula a sintese de Fn em células tubulares proximais (Alexander, Ding et al.
2014) e coletoras (Cuevas, Gonzalez et al. 2015) por diferentes vias. Em
conjunto, nossos resultados sugerem um importante papel do SRA na
remodelacéo tecidual, uma vez que a inibicdo da renina reduz drasticamente os
niveis de Fn, possivelmente pela reducéo dos niveis de Angll, demonstrando

uma atividade modulatéria na sintese de Fn.
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Por fim, analisamos o TGF-B1, um importante fator de crescimento
envolvido no processo de reparo tecidual, sendo responsavel por regular a
producdo de moléculas da MEC, aumentando a cicatrizacdo tecidual,
acelerando a remodelagdo do tecido conjuntivo e angiogénese (Branton and
Kopp 1999, Tuxhorn, Ayala et al. 2002, Babel, Cherepnev et al. 2006). As
baixas atividades biologicas do TGF-B1 resultam em remodelagao e perfusao
insuficientes dos tecidos de suporte dos dentes, contribuindo para a destruicao
periodontal (Babel, Cherepnev et al. 2006). Embora os niveis de TGF-p1
estejam elevados na doenca moderada, a progressdo da DP diminui essa
resposta em amostras de liquido obtidas nas bolsas periodontais (Skaleric,
Kramar et al. 1997). Esses achados corroboram com nossos resultados, nos
quais a DP reduziu significativamente a expressdo de TGF-B1 nos dois
animais, possivelmente contribuindo para uma maior resposta inflamatéria
induzida pela DP. Além disso, o tratamento com Alisk foi capaz de reverter
essa resposta, aumentando esses niveis principalmente em camundongos
diabéticos. Estes resultados sugerem que a producao de TGF-1 é dependente
da interacdo da cascata de SRA, possivelmente em associacdo a outros
mediadores inflamatérios, independente de Angll, que podem estar
participando desta resposta. Novos estudos sdo necessdrios para elucidar a
relacdo entre os componentes do SRA e a producdo de TGF-B na progresséo
da DP.

Em resumo, no presente estudo, sugerimos que a renina sistémica pode
estar exacerbando a resposta inflamatéria na DP induzida. Além disso o
tratamento com Alisk foi capaz de promover um efeito protetor na resposta

inflamatoria e na perda 6ssea alveolar, podendo ser uma alternativa eficiente
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no controle da DP. Verificamos também que os componentes do SRA local no
tecido gengival, estdo mediando o remodelamento tecidual. Finalmente, o uso
de inibidores de renina, como o Alisquireno, pode ser uma nova alternativa na
prevencado e severidade da DP, principalmente na presenca de condi¢cdes de
doencas sistémicas, visto que, na pratica clinica, comumente observamos
pacientes diabéticos fazendo uso de drogas anti-hipertensivas, tornando o uso
deste inibidor promissor na pratica odontoldgica, principalmente por apresentar

efeitos benéficos sobre a destruicdo periodontal.

95



CONCLUSAO
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6.0 Concluséo

A renina, possivelmente sistémica, bem como os componentes do SRA
desempenham um papel importante na exacerbacéo da resposta inflamatéria e
do remodelamento tecidual na DP induzida em camundongos normoglicémicos
e principalmente em diabéticos. Finalmente, o uso de inibidores de renina,
como o Alisquireno, pode ser uma nova alternativa na prevencédo e severidade
da DP, uma vez que, na prética clinica, comumente observamos pacientes
diabéticos fazendo uso de drogas anti-hipertensivas, tornando o uso deste
inibidor promissor na préatica odontoldgica, principalmente por apresentar

efeitos benéficos sobre a destrui¢cdo periodontal.
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