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RESUMO

PRESTES, A.P. AVALIACAO DO ENVOLVIMENTO DOS RECEPTORES B1 E B:
PARA CININAS NAS ALTERACOES INFLAMATORIAS E CARDIOVASCULARES
SISTEMICAS INDUZIDAS PELA PERIODONTITE. 2016. 124f. Qualificacdo de
Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas — Universidade Estadual de Ponta Grossa,
Ponta Grossa, 2016.

Processos inflamatérios estdo associados ao aumento dos niveis plasmaticos de
bradicinina (BK) e de seus metabélitos des-Arg®-bradicinina (DABK) e des-Arg'%-Lys-
bradicinina. A acao das cininas é mediada pela ativacao dos receptores B1 e Bz2. A
BK age preferencialmente a partir da estimulacao dos receptores Bz constitutivos.
Em contrapartida, os metabdlitos da BK atuam nos receptores B1 que sdo expressos
somente em tecidos que sofreram trauma prévio ou infec¢do. Estudos propdem que
a acao dos receptores B1 esteja correlacionada a processos inflamatérios crénicos
tais como a periodontite. Desta maneira, o proposito deste trabalho foi investigar a
participacdo dos receptores B1 e B2 para cininas na inflamacao sistémica e nas
alteracbes cardiovasculares induzidas pela periodontite em ratos. Quatorze dias
apods a colocacao de ligaduras para a inducdo da periodontite ou realizacdo do
procedimento de falso-operado, os animais foram submetidos ao experimento de
edema de pata para diferentes agentes flogisticos — carragenina, BK, DABK,
serotonina, histamina e prostaglandina E2. Além da avaliacdo edematogénica, a
migracao de células polimorfonucleares e a permeabilidade vascular no tecido da
pata foram avaliadas ap6s a indugdo do edema de pata mediado por carragenina.
No mesmo intervalo de tempo realizou-se a avaliacdo das alteracdes na pressao
arterial média para os agonistas dos receptores B1 e B2. Os niveis plasmaticos e
teciduais (tecido da pata) de TNF-a e IL-B foram quantificados apds trés, sete e
quatorze dias da inducdo da periodontite. A quantificagdo protéica do receptor B
para cininas foi realizada 14 dias apds a inducdo da periodontite. Os resultados
obtidos para o procedimento de edema de pata mediado por carragenina
demonstraram um aumento estatisticamente significativo no edema, na migracéao de
células polimorfonucleares e na permeabilidade vascular nos animais do grupo
ligadura. Nenhuma diferenca entre os grupos ligadura e falso-operado foram
observadas no edema de pata induzido por serotonina, histamina e prostaglandina
E2. Nenhuma diferenca entre os grupos ligadura e falso-operado foram observadas
no edema de pata induzido por BK. Intessantemente, o grupo ligadura apresentou
um aumento estatisticamente significativo no edema de pata induzido por DABK.
Dessa maneira, o edema induzido por DABK caracterizou a participacdo dos
receptores B1 no edema de pata no grupo ligadura, mas nao foi observada uma
alteracao na quantificacao protéica deste receptor entre os grupos experimentais. As
alteracoes na pressao arterial média induzidas pelos agonistas da BK e DABK foram
similares. Os niveis plasmaticos de TNF-a foram superiores no grupo ligadura apés
3 dias da inducao da periodontite. Em contrapartida, os niveis teciduais de IL-1
foram superiores no grupo ligadura. Os dados obtidos sugerem que a periodontite
pode promover alteracées na resposta inflamatéria em tecidos distantes da cavidade
oral. Dessa maneira, as alteragcbes nos parametros inflamatérios podem alterar a
ativacdo dos receptores B1 e esses receptores contribuirem nas alteragdes
inflamatorias sistémicas induzidas pela periodontite.

Palavras-chave: Cininas, receptores B1 e Bz, periodontite.



ABSTRACT

PRESTES, A.P. INVOLVEMENT OF Bi AND B2 KININ RECEPTORS IN
INFLAMMATORY AND CARDIOVASCULAR CHANGES |INDUCED BY
PERIODONTITIS. 2016. 124f. Qualificacdo de Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas
— Universidade Estadual de Ponta Grossa, Ponta Grossa, 2016.

The inflammatory process is associated with increased plasma levels of bradykinin
(BK) and its metabolites des-Arg®-bradykinin (DABK) and des-Arg'-lys-bradykinin.
The kinins effects are mediated through B1 and B2 receptors activation. BK acts
preferentially in the constitutive B2 receptors. In contrast, BK metabolites act in the B+
receptors that are expressed only in tissues that have undergone previous trauma or
infection. Studies suggest that the action of the B1 receptor is correlated to chronic
inflammatory processes such as periodontitis. Thus, the purpose of this study was to
investigate the involvement of B1 and Bz kinin receptors in systemic inflammation and
cardiovascular changes induced by periodontitis in rats. Fourteen days after the
induction of periodontitis by ligature placement or sham procedure, animals were
underwent to the paw edema procedure induced for different phogistic agents —
carragenan, BK, DABK, serotonin and prostaglandin E2. In addition to the paw
edema procedure the migration of polymorphonuclear cells and vascular permeability
changes were evaluated after carrageenan-induced paw edema. In the same period
of time the assessment of changes in mean arterial pressure for B1 and B2 receptors
agonists were determinate. The plasma and tissue levels (paw tissue) of TNF-a and
IL-1B were quantified after three, seven and fourteen days of periodontitis induction.
The protein quantification (western-blotting) of B1 receptor was determinate after
fourteen days of periodontitis induction. The results obtained for paw edema
procedure mediated by carrageenan demonstrated a statistically significant increase
in the edema, polymorphonuclear cells migration and vascular permeability in the
ligature group. No differences between the ligature and sham group were observed
in paw edema induced by serotonin, histamine and prostaglandin E2. No differences
between the ligature and sham group were observed in BK-induced paw edema.
Interestingly, the DABK-induced paw edema was increased at ligature group.
Therefore the increase at edema induced by DABK-indicate the activation of the B
receptors in the paw edema in ligature group, but changes in protein quantification of
B1 receptor were not observed between experimental groups. The changes in blood
pressure induced by BK and DABK agonist were similar. The plasma levels of TNF-a
were higher in the ligature group after three days of periodontitis induction. In
contrast, tissue levels of IL-1B8 were higher in the ligature group. The data suggest
that periodontitis can promote changes in inflammatory response in tissues distant
from oral cavity. Thus, alterations in inflammatory parameters can increase the
expression of Bi1 receptors, and these receptors may contribute in the systemic
inflammatory changes induced by periodontitis.

Keywords: Kinins, B1 and Bz receptors, periodontitis.
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1 INTRODUCAO

Patologias de origem microbiana que afetam a cavidade bucal tais como
gengivite e periodontite, apresentam elevada prevaléncia na populacdo em geral
(DEMMER et al., 2008). Além do dano local a cavidade bucal, recentes estudos
observacionais e revisbes demonstram um significativo aumento no nudmero de
doencas cardiovasculares e inflamatérias sistémicas, tais como aterosclerose,
hipertensao e artrite reumatoide, entre pessoas com doenca periodontal (CUNHA-
CRUZ; NADANOVSKY, 2003). Os mecanismos bioldégicos da relagdo entre
periodontite, doencas inflamatérias e cardiovasculares nao estdo totalmente
elucidados. Acredita-se que a inflamacao sistémica produzida pela microbiota
presente na doenca periodontal seja o elo da relacdo entre estas patologias.

Diversas linhas de pesquisa demonstram a participacdo das cininas e seus
receptores em uma lista crescente de funcbes fisiolégicas e condicbes
fisiopatolégicas (MARCEAU et al., 1998). A participacdo do sistema de cininas na
periodontite surge como uma possibilidade de correlagcdo do processo inflamatério
sistémico e das alteragcbes cardiovasculares induzidas pela doenga periodontal
(TURNER et al., 2001). Destaca-se a importancia da avaliacao da participagdo dos
receptores B1 para cininas no processo inflamatério sistémico induzido pela
periodontite.

Além da relacdo entre inflamacao sistémica e periodontite o estudo visou
avaliar a participagdo do sistema de cininas nas alteragbes cardiovasculares
induzidas pela doenca periodontal. Este foco de estudo correlaciona-se com as
alteracdes na funcao endotelial promovidas pela inflamacao sistémica decorrente da
periodontite. Desta forma, a avaliacdo da participagdo do sistema de cininas, em
especial os receptores B1 e B2 na funcédo endotelial, torna-se um importante foco de
estudo para a elucidacdo das alteracées do processo de vasodilatacdo endotélio-
dependente induzidos pela periodontite.

A partir da inflamacéao sistémica promovida pela periodontite e das evidéncias
experimentais do papel dos receptores B1 em processos inflamatérios crénicos, o
propésito deste trabalho foi investigar a participacao dos receptores B1 e B2 para
cininas no processo inflamatério sistémico e nas alteragbes cardiovasculares
promovidas pela periodontite em modelo experimental de doenca periodontal
induzida por ligaduras em ratos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Os primeiros relatos cientificos do sistema cininogénio-calicreina-cininas
(KKS) datam de 1909. Ao detectar a presenca de uma substancia hipotensiva,
denominada uro-hipotensina (SHARMA et al., 1996), na urina humana, Abelous e
Bardier iniciaram a pesquisa cientifica da formacao, metabolismo e acgéao fisiologica
do sistema de cininas. Em 1926, ao avaliar o efeito de inje¢des intravenosas de
secrecao pancreatica e de urina em caes normotensos anestesiados, Frey e
colaboradores observaram que ambas as substancias produziam redugcdo da
pressao arterial. Baseando-se na hipbétese de que ambas as substancias eram
idénticas fisiologicamente, estes pesquisadores a denominaram de calicreina, da
palavra "kallikréas” que significa pancreas (KUHR et al., 2010).

Werle et al. (PRADO et al., 2002), ao avaliar a atividade da calicreina no
musculo liso, descobriram que a calicreina isolada ndo causava contragdo do ileo
isolado de cobaia. Estes investigadores observaram que quando a calicreina era
incubada no plasma, uma substancia liberada dessa associacdo, promovia a
contragdo do musculo liso. Assim, concluiu-se que esta substadncia ndo era
resultante da calicreina, mas um produto de proteinas plasmaticas. Este agente foi
inicialmente denominado de substancia DK que posteriormente recebeu a
denominagéo de calidina (DK).

No Brasil, Rocha e Silva, Beraldo e Rosenfeld (1949) descobriram que, por
meio da incubacao do plasma de cdes com o0 veneno da serpente Bothrops jararaca
ou com a enzima tripsina, uma substancia provavelmente um polipeptideo, promovia
reducado da pressao arterial e causava, in vitro, uma contracao lenta do ileo isolado
de cobaia. Esta nova substancia foi denominada de bradicinina (BK), do grego
“bradys” e “kinesia” (COSTA-NETO et al., 2008). Sabendo que a BK e a calidina
formam-se em condicdes similares e apresentam as mesmas atividades fisiolégicas,
foi sugerido que ambas estariam correlacionadas e derivariam de uma mesma
substancia (PRADO et al., 2002).

Rocha e Silva, em 1956, realizou a purificacgo da BK (HAWGOOD;
GUTTMANN, JAQUENOUD, 1997), mas a sequéncia de aminoacidos foi
determinada em 1960 por Boissonnas et al. (1960). Nos anos de 1970 as pesquisas
sobre o sistema de cininas concentraram-se nos efeitos fisiolégicos da BK e de seus

analogos, conectando-os a multiplos processos fisioldgicos tais como o controle da
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pressao arterial, contracao e relaxamento do musculo liso, respostas inflamatérias e
inducao de nocicepgéao e hiperalgesia (LEEB-LUNDBERG et al., 2005).

Contribuindo com a investigacao dos efeitos fisiologicos do sistema de
cininas, Regoli e Barabé (1980) descreveram as respostas fisioldgicas da BK e de
seu analogo des-Arg®-bradicinina (DABK) em uma variedade de tecidos. Estes
pesquisadores propuseram que as respostas fisioldgicas das cininas eram mediadas
por dois receptores de membrana distintos, que variavam na expressao tecidual e na
acao fisiolégica, denominando-os de receptores Bi e Bz para cininas (REGOLI;
BARABE, 1980).

A caracterizagdo molecular dos receptores B1 e Bz iniciou-se entre os anos
1980 e 1990, culminando em 1991 com a clonagem do DNA do receptor B2 realizada
por Jarnagin e colaboradores (MCEACHERN et al., 1991). A caracterizacao das vias
de sinalizagdo celular que medeiam os efeitos fisiologicos dos receptores B1 e B2
também contribuiu para a investigacdo dos efeitos fisiolégicos e patolégicos do
sistema de cininas (HIGASHIDA et al., 1986; BURSCH; AXELROD, 1987). No
mesmo periodo, Palmer, Ferrige e Moncada (1987) descreveram a importancia da
BK como um potente estimulador da enzima éxido nitrico sintase endotelial (eNOS),
via ativacao dos receptores Bo.

Nas ultimas duas décadas, diversas linhas de pesquisa demonstraram que as
cininas e seus receptores estdo envolvidos em uma lista crescente de funcdes
fisiolégicas e condigoes fisiopatologicas (MARCEAU; HESS; BACHVAROV, 1998).
Patologias tais como dor inflamatéria cronica, sepse, angioedema e asma
apresentam uma participagdo proeminente da BK e de seus metabdlitos. Desta
forma, a busca cientifica de agonistas e antagonistas dos receptores B1 e B2 pode
culminar futuramente no desenvolvimento de novos alvos terapéuticos
correlacionados ao sistema de cininas (HOWL; PAYNE, 2003; ZAUSINGER, 2003).

Atualmente, as principais areas de investigacdo e desenvolvimento de
terapéuticas correlacionadas ao sistema KKS sao a fisiopatologia da dor, patologias
do sistema cardiovascular, do sistema respiratério e do cancer (LEEB-LUNDBERG
et al.,, 2005). Em paralelo a investigacao fisiopatolégica do sistema de cininas,
estudos quimicos e farmacolégicos contribuem com o delineamento de agonistas
e/ou antagonistas dos receptores B1 e B2 que futuramente possam contribuir para o
tratamento terapéutico de patologias relacionadas ao sistema de cininas (AKBARY;
WIRTH, SCHOLKENS, 1996; PROUD et al., 1995).
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2.1 FISIOPATOLOGIA DO SISTEMA CININOGENIO-CALICREINA-CININAS

Processos inflamatérios estdo associados ao aumento dos niveis plasmaticos
de BK e seus metabdlitos (des-Arg®-BK e des-Arg'%-Lys-BK). Cininas, incluindo a BK
e DK que s&o gerados no plasma sanguineo e em uma variedade de tecidos
periféricos em resposta a dano tecidual ou infeccdo (CAMPOS; SOUZA; CALIXTO,
1996).

As cininas em geral, sdo reconhecidas como potentes peptideos vasoativos
que promovem dilatacdo venular, aumento da permeabilidade do endotélio vascular
a fluidos e proteinas plasmaticas resultando na formacdo de edema, dor e
hiperalgesia (CAMPOS; SOUZA; CALIXTO, 1998, 1999). Além disso, a BK e seus
metabdlitos sdo responsaveis por muitos efeitos em leucécitos; estimulando a
liberacdo de mediadores inflamatérios o que inclui citocinas, prostaglandinas,
leucotrienos e espécies reativas de oxigénio (CAMPOS et al., 2002).

2.1.1 Formacao e metabolismo dos elementos do sistema KKS

Existem duas vias pelas quais as cininas sdo formadas, a via de ativacao
dependente da calicreina plasmatica e a via de ativacdo dependente da calicreina
tecidual (SAXENA et al., 2011). A calicreina plasmatica € uma serina protease
sintetizada nos hepatécitos na forma de molécula inativa denominada de pré-
calicreina (BHOOLA; FIGUEROA; WORTHY, 1992). Esta enzima circula no plasma
sanguineo ligada ao cininogénio de alto peso molecular (HK). O contato do plasma
com superficies macromoleculares de carga negativa leva a ativagao do fator Xll
(Fator Hageman) (KAPLAN; JOSEPH; SILVERBERG, 2002). O fator Xl ativado
(Xlla) converte a pré-calicreina em calicreina, e esta enzima cliva o HK em BK. Esta
etapa da cascata de ativacdo das cininas também esta correlacionada ao inicio da
via intrinseca da coagulacao e da via do complemento (MAURER et al., 2011).

A calicreina tecidual e o cininogénio de baixo peso molecular (LK) sdo os
elementos constituintes da via de tecidual de formagéo de cininas (SHARMA, 2006).
Esta enzima é uma glicoproteina acida que esta presente em varios tecidos
incluindo rins, vasos sanguineos, sistema nervoso central, glandulas salivares,
glandulas adrenais e neutrdfilos. A calicreina tecidual é sintetizada intracelularmente
na forma de uma pré-enzima denominada de pré-calicreina (PROUD, 1988). Por
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meio da estimulacao decorrente da acao da plasmina ou da calicreina plasmética, a
pro-calicreina € convertida em calicreina tecidual que cliva o LK em DK (FIGURA 1)
(SAINZ et al., 2007).

FIGURA 1 — Esquema da formagéo e metabolismo dos elementos do sistema KKS
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Fonte: Adaptado de SAXENA, P.; et al. Kallikrein-kinin system: a surgical perspective in post-aprotinin

#3-Arg*-bradicinina

era. Journal of Surgical Research.v. 167, n. 1, p. 70-77. 2011.

As cininas sdo metabolizadas nos fluidos extracelulares, na circulagao
sanguinea e intracelularmente a partir da acdo de enzimas denominadas de
cininases. As enzimas que clivam as cininas na posicdo amino-terminal sdo as
aminopeptidases M que degradam a calidina em BK e as aminopeptidases P, que
clivam o primeiro aminoacido da BK para formar a BK — (2-9) (SHARMA; AL-
SHERIF, 2006). As enzimas responsaveis pela degradagdo carboxiterminal das
cininas sao divididas em cininases |, que inclui a carboxipeptidase M e N e em

cininases Il, que incluem a enzima conversora de angiotensina (ECA) e a



25

endopeptidase N. As cininases | metabolizam a BK e a DK a partir da remogéao de
um residuo arginina (Arg) carboxi-terminal gerando os metabdlitos des-Arg®-BK e
des-Arg'%-DK (ERDQOS, 1990). As cininases |l metabolizam as cininas pela remogao
de um residuo fenilalanina-arginina (Phe-Arg) carboxi-terminal da BK e da DK
gerando respectivamente, BK (1-7) e KD (1-8). Estes residuos sédo posteriormente
clivados pela ECA em BK (1-5) e KD (1-6) (SHEIKH; KAPLAN, 1986).

2.1.2 Receptores B1 e Bz para cininas

Uma vez formadas, as cininas exercem seus efeitos biol6gicos por meio da
ativacao de dois receptores de membrana acoplados a proteinas G, denominados
de receptores B1 e B2 (CALIXTO et al., 2004). Os receptores B2 sao distribuidos de
maneira constitutiva na maioria dos tecidos e apresentam elevada afinidade pela BK
e DK. Em contrapartida, os receptores Bi1 apresentam alta afinidade pelos
metabodlitos DABK e lys-des-Arg®-BK. Estes receptores nao sio expressos
constitutivamente, mas tornam-se expressos em condicdes desencadeadas por
estimulos inflamatérios, infec¢do e trauma (BHOOLA, 1992).

Ambos o0s receptores para cininas foram clonados e classificados como
membros da subfamilia “rhodospin-like” de receptores acoplados a proteina G
(KUHR et al., 2010). Sendo que, a ativacao os receptores B1 e B2 contribui para a
promogao de respostas intracelulares e intercelulares que variam de acordo com o
tipo celular e tecidual (PRADO et al., 2002).

Os receptores para cininas acoplam-se as proteinas Gag11 € Gai (BLAUKAT;
DIKIC, 2001). A ativagcdo dos receptores B1 e B2 acarreta na estimulagéo da via de
sinalizacao celular mediada pela fosfolipase C-p (PLC-B), resultando na formacéao
subsequente dos segundos mensageiros inositol-1,4,5-trifosfato (IPs), diacilglicerol e
calcio (Ca*?) (NISHIZUKA, 1992).

O aumento intracelular de Ca*? ativa a via de sinalizacdo dependente da
guanosina monofosfato ciclico (cGMP) acarretando na producdo de oOxido nitrico
(NO) (PRADO et al.,, 2002). O diacilglicerol e o Ca*?> podem ativar diferentes
isoformas de proteinas quinases C (PKC), que ativadas, participam de inUmeros vias
de sinalizacdo que controlam a proliferacao celular (LEED-LUNDBERG et al., 2005).
A ativacao dos receptores B1 e B2 também acarreta na estimulagao das fosfolipases
A2 (PLA2) e D, resultado no aumento intracelular das concentragdes de segundos
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mensageiros derivados do acido araquidbnico, com producdo subseqiente de
prostaglandinas (BLAUKAT; DIKIC, 2001).

Apesar de que as vias de sinalizacao intracelular decorrentes da ativagcao dos
receptores B1 e B2 serem semelhantes, elas apresentam importantes diferencas nos
aspectos de tempo de ativacdo e dessensibilizacdo do referido receptor (LAMB et
al., 2002). Enquanto os receptores B2 promovem uma sinalizacdo transiente
acompanhada de rapida dessensibilizacdo, os receptores Bi promovem respostas
fisioldgicas prolongadas e pouco sujeitas a dessensibilizagcdo (LEED-LUNDBERG et
al., 2001). Estes fenbmenos justificam-se pelas diferencas na cinética de aumento
das concentragdes intracelulares de Ca*? e pela rapida dessensibiliacdo dos
receptores B2 via fosforilacdo e internalizagdo. Estas atribuicbes moleculares
justificam a ativacdo dos receptores B2 em condicbes agudas e a ativacdo dos
receptores B1 em condi¢des crénicas (ENQUIST et al., 2007).

2.1.3 Mecanismos de inducao dos receptores B1 para cininas

A inducdo dos receptores Bi1 foi primeiramente descrita por Regoli et al.
(1977). Estes pesquisadores observaram que o agonista B1 (DABK) promovia
vasoconstricdo da aorta isolada de coelho apdés 2-3 horas de incubacao do tecido
em tampdo fisiolégico (REGOLI; BARABE; PARK, 1977). Este fenémeno foi
atribuido a sintese de novo dos receptores B1, pois a resposta nao foi observada nos
tecidos tratados com inibidores de transcricdo de RNA, inibidores de translocacao e
maturacao de proteinas (MARCEAU; HESS, BACHVAROQV, 1998).

A inducédo da expressao dos receptores B1 ocorre in vitro e in vivo, a partir da
participacao de citocinas especificas liberadas em situagdes de trauma, infeccao e
inflamacéo; incluindo a interleucina 1- (IL-1B) e o fator de necrose tumoral a (TNF-
a) (DEBLOIS; BOUTHILLIER; MARCEAU, 1988). Adicionalmente, estudos in vitro
demonstram que certas citocinas e fatores de crescimento (interleucina-2, interferon-
y, fator de crescimento epidérmico e oncostatina) aumentam a taxa de inducao dos
receptores B1 (LEVESQUE et al., 1995). De todas as citocinas a IL-13 € a principal
indutora da expressao dos receptores B1 em diferentes tipos celulares, atuando no
aumento da expressao do mRNA deste receptor em nivel transcricional e pos-
transcricional (SCHANSTRA et al., 1998; TSUKAGOSHI et al., 1999).
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A investigacdo dos mecanismos moleculares correlacionados a inducao dos
receptores Bi1, demonstra uma importante participacdo neste processo do fator
nuclear kappa B (NF-xB). Schanstra et al. (1998), identificaram a existéncia de
dominios de ligacao para NF-xB em regides promotoras do gene correspondente ao
receptor Bi. Zhou, Polgar e Taylor (1998) demonstraram que a inducdo dos
receptores B1, via IL-13 e TNF-a correlaciona-se diretamente a ativagdo do NF-kB
(ZHOU; POLGAR; TAYLOR, 1998). Phagoo, Poole e Leeb-Lundberg (1999)
verificaram que a ativacao dos receptores B2 pode constituir um estimulo direto para
a inducao do receptor Bi. Esta hip6tese correlaciona-se com a evidéncia
experimental de que agonistas dos receptores B2 podem causar a ativacdo do NF-
kB (FIGURA 2) (SCHANSTRA et al., 1999).

FIGURA 2 — Mecanismos de sinalizagdo celular correlacionados ao processo de inducdo dos
receptores B1 para cininas
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Nota: Estimulos inflamatérios e infecciosos podem induzir diferentes vias de sinalizagdo celular
incluindo as proteinas MAPK, PKC e PI3-K, que podem modular diferentes fatores de transcricao (NF-
B, AP-1 e CREB). Esses fatores de transcricao regulam a expressao dos receptores Bi. AKT/PKB
(proteina quinase B), AP-1 (proteina ativadora-1), CREB (proteina ligante ao elemento de resposta de
resposta do 3’5’-adenosina monofosfato ciclico), ERK (quinase regulada por sinal extracelular), JNK
(quinase ativada por mitogenos), NF-xB (fator nuclear kappa B), IP3-K (inositol trifosfato), PLC
(fosfolipase C), PKC (proteina quinase C), TLR (receptor toll). Fonte: Adaptado de CALIXTO, J.B.; et
al. Kinin B1 receptors: key G-protein-coupled receptors and their role in inflammatory and painful
processes. British Journal of Pharmacology. v. 143, n. 7, p. 803-818. 2004.
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Estudos recentes demonstraram que no processo de indug¢édo dos receptores
B1 ocorre significativa ativacdo de proteinas quinases. Larrivee et al. (1998) foram os
primeiros pesquisadores a descrever que a inducao dos receptores B1 mediada por
IL-18 e TNF-a envolve a ativacao de proteinas PKC, tirosinas quinases e quinases
regulados por sinal extracelular (ERK) (CAMPOS et al., 2002). Dados recentes
demonstraram que, no tecido vascular, as proteinas quinases ativas por mitégenos
(MAPK) e as quinases c-Jun NHz-terminal (JNK) contribuem para a expressao do
mRNA do receptor B1 (MEDEIROS et al., 2004). Juntos, esses dados demonstram a
importancia das proteinas quinases, da mediagao inflamatéria via citocinas e da
participacao dos receptores B2 na inducao dos receptores Bi.

2.2 PARTICIPACAO DOS RECEPTORES B:i E B: EM PROCESSOS
FISIOPATOLOGICOS

Nas ultimas décadas, a investigacdo dos constituintes do sistema KKS e dos
receptores para cininas, demonstra que este sistema esta correlacionado a diversas
condicbes fisiopatoldgicas (FIGURA 3) (LEEB-LUNDBERG et al., 2005).

FIGURA 3 — Patologias sistémicas correlacionadas ao sistema KKS
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Fonte: NO (Oxido nitrico), PGl (Prostaciclina), I-PA. Adaptado de MAURER, M.; et al. New topics in
bradykinin research. European Journal of Allergy and Clinical Immunology. v. 66, n. 11, p. 1397-1406.
2011.
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Pouco é conhecido sobre a importancia clinica da ativacao dos receptores
para cininas em humanos. Mas, a participacao deste sistema ja é caracterizada em
diferentes patologias tais como rinite alérgica, cirrose, doengas cardiacas, traumas
cerebrais, doencga de Alzheimer, asma, pancreatite e choque séptico (COSTA-NETO
et al., 2008; SHARMA; AL-SHERIF, 2006). Sabendo-se disso, diversos agonistas e
antagonistas para os receptores B1 e B2 estdo em fase de desenvolvimento
farmacéutico e investigados laboratorialmente e clinicamente quanto a eficiéncia

clinica e aplicacoes terapéuticas (TABELA 1).

Tabela 1 — Agonistas e antagonistas dos receptores B1 e B2 para cininas e suas aplicagdes clinicas

Farmaco Aplicacao Fase da investigacédo Referéncia
Labradimil Modulagéo transiente da | Ensaios clinicos Saaber et al.
(Agonista do receptor Bz) barreira (2014)

hematoencefélica
Icatibant Dor inflamatéria Uso clinico aprovado Bas et al. (2015)
(Antagonista do receptor B2) | Angioedema hereditério | para o tratamento do
Edema vasogénico angioedema
Deltibant Sepse Resultados negativos | Fein et al. (1997)
(Antagonista do receptor B>) em ensaios clinicos
Sar-[d-Phe®]-des-Arg®-BK Angiogénse e Efeitos especulativos Emanueli et al.
(Agonista do receptor B1) vasculogénese em em humanos (2002)
doencgas isquémicas
severas
Des-Arg'°-Hoe 140 Alergias respiratérias Efeitos benéficos em | Christiansen et al.
(Antagonista do receptor B1) modelo animais, (2002)
efeitos  especulativos
em humanos

2.2.1 Funcdes fisiopatolégicas dos receptores B1 € B2 em processos inflamatérios

Desde a descoberta da BK, diversos estudos demonstram que esse peptideo
e seus metabdlitos correlacionam-se a indugdo dos quatro sinais de inflamacao
(calor, rubor, dor e tumor) (ELLIOT et al., 1960). A ativacdo de ambos os receptores
para cininas € fundamental para o desenvolvimento e manutencdo de processos
inflamatoérios agudos ou crénicos (KHASAR et al., 1995). Nestas situacdes os efeitos
inflamatérios de vasodilatacdo, edema, dor, hiperalgesia e contragdo do musculo liso
estao relacionados a ativacdo dos receptores B2 em estados inflamatérios agudos e
a ativacao dos receptores B1 em situagdes inflamatérias crénicas (DRAY, 1992).
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A descoberta de que, em macréfagos, os receptores B1 participam da indugéo
e liberacdo de diversas interleucinas, substancias quimiostaticas e leucotrienos,
contribuiu para a caracterizacdo de que ambos 0s receptores de cininas apresentam
um componente pré-inflamatério mediado pela producao de citocinas (SATO et al.,
1996). Sabe-se que a ativacdo dos receptores B2 induz uma liberagdo rapida de
eicosanoides e subsequentemente de prostaglandinas, provavelmente pelo aumento
da expressao da enzima ciclooxigenase 2 (COX-2) (BOGAR et al., 1999). Estes
eventos foram primeiramente descritos para os receptores B2, mas evidéncias
experimentais sugerem que os receptores Bi1 também estejam envolvidos na
ativacao dos metabdlitos do acido araquidonico (KOYAMA et al., 2000).

Somando-se a contribuicao dos receptores B1 e B2 na inducao de mediadores
inflamatérios, sabe-se que a ativagdo dos receptores B1 induz as trés etapas do
processo de recrutamento de leucdcitos (rolamento, adesdo celular e migracao
através do endotélio) (BOCKMANN; PAEGELOW, 2000). Esta funcado inflamatoria
associa-se a presenca dos receptores B1 em neutréfilos, macréfagos, fibroblastos,
células epiteliais, células musculares lisas e células endoteliais; sugerindo que esta
subclasse dos receptores para cininas seja importante para a ativacdo dos
componentes celulares da resposta inflamatéria (BHOOLA, 2001).

Uma das fungdes inflamatorias mais relevantes dos receptores B1 consiste na
capacidade deste sistema de alterar o tbnus vascular. Esta atividade vasodilatadora
esta associada a liberacao de prostaglandinas e NO em decorréncia da ativacao
endotelial do receptor Bi1 (RHALEB et al., 1989). As prostaglandinas e o NO
liberados durante o processo inflamatério produzem vasodilatacdo local, aumento
regional do fluxo sanguineo e aumento da permeabilidade microvascular
(WEDMORE; WILLIAMS, 1981). Juntos, essas evidéncias fisiopatoldgicas sugerem
que a ativacdo endotelial do receptor B1 facilita o acumulo de neutréfilos pelo
aumento do fluxo sanguineo e da permeabilidade vascular, indicando um papel
indireto no recrutamento de neutréfilos (VIANNA; CALIXTO, 1998).

Contribuindo com a hiperemia inflamatéria (vasodilatagdo local), as cininas
também interferem na estabilidade da barreira endotelial. Wojciak-Stothard e Ridley
(2002) demonstraram que a estimulagdo das proteinas Rho pela BK promove um
desequilibrio na manutencao das juncdes intercelulares endoteliais facilitando, desta
maneira a exsudacao de fluidos protéicos.
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Além das acdes inflamatérias indiretas descritas, recentes estudos sugerem
que a ativacdo do receptor Bi diretamente estimula o trafico de neutrofilos
(DUCHENE; AHLUWALIA, 2009). Esta funcao inflamatéria correlaciona-se com a
ativagcao dos receptores B+ localizados em fibras nervosas sensoriais do tipo C que
ao serem ativadas induzem a liberagdo local de substancia P (AHLUWALIA;
PERRETTI, 1996). Esse mediador induz por meio da estimulacdo dos receptores
endoteliais de neurocininas (NK1 e NK3) a inducéo do processo de recrutamento de
neutroéfilos pelo aumento da expressao das moléculas de adesao de leucocitos LFA-
1 (CD11a/CD18b) (MCLEAN; AHLUWALIA; PERRETTI, 2000).

Figueroa et al. (2014) demonstraram que a ativacdao dos receptores B1 para
cininas aumenta a expressao das moléculas de adesao intracelular-1 (ICAM-1), das
integrinas Mac-1 e LFA-1 e da quimiocina CXCL5, indicando que o proprio receptor
B1 é capaz de contribuir com a inducédo do recrutamento de neutréfilos (DUCHENE
et al, 2007). Desta maneira o0 desenvolvimento farmacolégico de
agonistas/antagonistas dos receptores B1 e B2 torna-se de especial interesse no
tratamento de condigdes patoldgicas tais como o edema vasogénico, o angioedema
hereditario e outras situagdes clinicas onde a mediacao inflamatéria do sistema de
cininas esteja envolvida na patogénese da moléstia em questdo (KAPLANSKI et al.,
2002; ZAUSINGER et al., 2003).

2.2.2 Fungbes fisiopatolégicas dos receptores B1 e B2 em processos

cardiovasculares

Sabe-se atualmente que a BK e seus metabdlitos peptidicos sdo mediadores
fisioldgicos efetivos no controle e manutencao do tonus vascular (REGOLI; PLANTE;
GOBEIL JR, 2012). As cininas atuam como agentes vasodilatadores produzidos e
liberados localmente na superficie endotelial. Essa capacidade paracrina da BK faz
com que as cininas sejam um dos sistemas fisiolégicos que atuam na manutencao
do fluxo sanguineo garantindo assim a adequada oxigenacao aos tecidos corporais
(SHARMA, 2006).

As atividades cardiocirculatérias das cininas, em especial a vasodilatacdo da
musculatura lisa vascular, sdo mediadas pela ativagcdo dos receptores B1 e B2. As
cininas estimulam a sintese de NO, de PGl: e do fator relaxante derivado do
endotélio (EDHF) via ativacdo dos receptores Bi1 e B2 presentes nas células
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endoteliais (MCLEAN; PERRETTI; AHLUWALIA, 2000). Cada um desses agentes
pode agir em segundos mensageiros distintos, respectivamente, cGMP para o NO,
cAMP para as prostaciclinas e ions potassio (K*) para o EDHF. Além dessa via de
ativacao, acredita-se que os receptores B1 induzem a sintese de NO por uma via
dependente da ativagdo da enzima oOxido nitrico sintase induzivel (iNOS) (FIGURA
4) (REGOLI; GOBEIL JR, 2015).

FIGURA 4 — Mecanismos de vasodilata¢cdo endotelial induzidos pela ativagado dos receptores B1 e B2
para cininas
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Nota: A ativacdo dos receptores B1 e Bz nas células endoteliais induz o aumento intracelular de ions
de célcio (Ca*2) com sucessiva ativacdo da enzima fosfolipase Az (PLA2) e da enzima 6xido nitrico
sintase endotelial (eNOS). Nas células do musculo liso vascular o éxido nitrico (NO) promove o
aumento intracelular das concentragdes de guanosina monofosfato ciclico (cGMP). A prostaciclina
(PGl2) promove o aumento das concentragfes intracelulares de adenosina monofosfato ciclico
(cAMP). Estes fendmenos culminam no relaxamento da musculatura lisa vascular. A hiperpolarizagao
NO-independente de canais i6nicos de potassio (K*) na célula do mdsculo liso vascular também
contribui para o processo de vasodilatacdo decorrente da ativacdo dos receptores para cininas.
Fonte: Adaptado de LEEB-LUNDBERG, I.M.F.; et al. International union of pharmacology. XLV.
Classification of the kinin receptor family: from molecular mechanisms to patophysiological
consequences. Pharmacological Reviews. v. 57, n. 1, p. 27-77. 2005.

Além de sua importancia fisiolégica o sistema KKS é um mediador de
patologias cardiovasculares destacando-se a hipertensdo arterial, hipertrofia
ventricular esquerda, insuficiéncia cardiaca e isquemia do miocardio (COSTA-NETO
et al., 2008).
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Amplas evidéncias clinicas correlacionam o sistema KKS com a patogénese
da hipertensdo (SHARMA, 2006; SHARMA et al., 1996). A descoberta do papel do
sistema KKS na hipertensao arterial deu-se a partir da publicacao de Margolius et al.
(1972). Estes autores observaram que a excrecdao dos metabdlitos das cininas era
significativamente reduzida em pacientes com hipertensdo. Este achado clinico-
laboratorial culminou com a hipétese de que a excreg¢do reduzida significaria uma
producdo reduzida dos elementos constituintes do sistema KKS (BRAUNWALD,
1997). Desta forma, a reducdo na formacédo de cininas poderia contribuir para o
desenvolvimento da hipertensao (SMITH; CAMPBELL; ALBANO, 1990).

Desde a descoberta do papel do sistema renina-angiotensina-aldosterona
(RAS) na patogénese da hipertensdao e a introducdo dos inibidores da enzima
conversora da angiotensina (iECA) na terapéutica cardiovascular, observou-se uma
reducdo temporal da taxa de mortalidade em decorréncia de doencas
cardiovasculares (REGOLI; PLANTE; GOBEIL JR, 2012). Essa classe de
medicamentos apresenta importantes beneficios terapéuticos na maioria das
doencas cardiovasculares e seus mecanismos farmacolégicos, além da inibicao da
ECA, correlacionam-se com a vasodilatacdo mediada pelo sistema de cininas
(CAREY; PADIA, 2008).

A correlacdo dos iIECA com o sistema de cininas ocorre em decorréncia da
capacidade desta classe farmacolégica em inibir a biodegradacdao das cininas e
promover o bloqueio da formagdo de angiotensina Il (FIGURA 5) (QUITTERER,;
ABDALLA, 2014).

FIGURA 5 — Interconexao entre os mecanismos vasoativos do sistema KKS e do sistema RAS
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Fonte: Adaptado de QUITTERER, U.; ABDALLA, S. Vasopressor meets vasodepressor: The AT1-B2
receptor heterodimer. Biochemical Pharmacology. v. 88, p. 284-290. 2014.
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A relagédo das cininas nos efeitos cardioprotetivos dos iECA é demonstrada
em diferentes estudos pré-clinicos e clinicos. Utilizando camundongos knockout para
o receptor B2, Yang et al. (2001) demonstraram que os efeitos cardioprotetivos dos
iECA séao perdidos. A BK também contribui para os efeitos a curto prazo dos iECA
em individuos hipertensos e normotensos (SQUIRE et al., 2000). Witherow et al.
(2001) demonstraram que em individuos insuficientes cardiacos tratados com iECA,
a utilizacdo de antagonistas dos receptores Bi e B2 produz vasoconstricdo dose-
dependente, confirmando a participacao das cininas nos efeitos farmacol6gicos dos
iECA.

Diversos estudos clinicos e experimentais demonstraram que as cininas
apresentam efeitos cardioprotetivos em condigdes patoldgicas tais como o infarto
agudo do miocardio e insuficiéncia cardiaca (GROVES et al., 1995). A explicacao
biologica para os efeitos benéficos do sistema de cininas nestas patologias
cardiovasculares baseia-se na participacao dos receptores B1 e B2 (HASHIMOTO et
al., 1978).

A ativacao dos receptores B2 promove efeitos vasodilatadores em decorréncia
da producédo de NO pelas células endoteliais, indugdo de efeitos anti-proliferativos
nos fibroblastos e anti-hipertréficos nos cardiomiécitos (ISHIGAI et al, 1997). Estudos
demonstraram que apés infarto agudo do miocérdio, os receptores B1 para cininas
tornam-se expressos no tecido cardiaco (TSCHOPE; HERINGER-WALTHER,;
WALTHER, 2000). Chahine e colaboradores (1993) demonstraram que a atividade
cardioprotetiva da DABK em lesdes isquémicas ocorre em virtude da redugcédo do
fluxo simpatico, manutencdo da funcdo endotelial e prevencao da fibrilagao
ventricular.

Além dos efeitos vasculares e cardiacos, o sistema KKS estimula o processo
de neovascularizacdo (EMMANUELI et al., 2000). A ativacdo dos receptores B2
participa do processo de neoangiogénese a partir da sinalizagao celular dependente
da fosforilacdo da Akt, aumento da enzima eNOS e indugcdo do fator 2 de
crescimento de fibroblastos (PARENTI et al., 2001). Em modelo de arteriogénese,
Stone et al. (2009), demonstraram que as cininas, via receptor B2 induzem, a
proliferacao de células endoteliais, células da musculatura lisa vascular e migracao
de pericitos. Os mesmos autores demonstraram que a calicreina

independentemente dos receptores para cininas pode estimular a producdo de
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metaloproteinases de matriz (MMPs) que sado importantes enzimas pro-

angiogénicas.

2.3 A PERIODONTITE E SEUS IMPACTOS SISTEMICOS

2.3.1 Associacao da doenca periodontal e patologias sistémicas

A periodontite € uma doencga inflamatéria crénica que compromete os tecidos
de suporte do elemento dentério, coletivamente conhecidos como periodonto. Esta
patologia afeta cerca de 750 milhdes de pessoas ao redor do mundo (KASSEBAUM
et al.,, 2014) sendo que o custo anual da terapia periodontal na populacao norte-
americana estende a cifra de 14 bilhdes de dolares (HAJISHENGALLIS, 2010).

Atualmente, além das alteracbes locais promovidas pela periodontite,
pesquisas emergentes interligam a periodontite com um variado numero de
patologias sistémicas, incluindo doencas cardiovasculares, nascimento prematuro,
diabetes melittus, infeccbes respiratérias, osteoporose e artrite reumatoide (WANG,
2015).

A correlacao biolégica entre periodontite e alteracdes sistémicas, origina-se
na teoria de infeccdo focal. Em 1891, W. Miller publicou a hipétese de que
microrganismos e/ou seus produtos metabdlicos seriam capazes de acessar regides
distantes do foco da infeccéo oral e nesses locais originar um processo patogénico
levando a uma alteracédo fisiopatologica sistémica (AIMETTI; ROMANO; NESSI,
2007). Até meados do final do século XX a teoria de infeccéo focal ficou subjugada
devido a falta de evidéncias cientificas. Mas em 1989, o interesse cientifico na teoria
de infeccdo focal foi restaurado devido a publicacdo do estudo de Matilla e
colaboradores (1989) que relacionavam a infeccao dental com o infarto agudo do
miocardio.

Com esse novo impulso cientifico para a investigacao da teoria de infeccéao
focal, a Academia Americana de Periodontologia introduziu o termo medicina
periodontal (PIZZO et al., 2010). Essa nova area de conhecimento visa-se a
validacdo das relagdes bioldgicas entre periodontite e alteragdes sistémicas por
meio de estudos clinicos e modelos animais. Desta maneira, o desenvolvimento
pioneiro da medicina periodontal vem ajudando a renovar a compreensao da teoria

focal de infeccao e aprofundar o conhecimento cientifico das relagées entre doenga
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periodontal crénica e alteracdes sistémicas (FITZPATRICK; WIJEYEWICKREMA;
PIKE, 2009).

2.3.2 A periodontite como um processo disbiotico

Anteriormente compreendida como uma patologia decorrente da acdo de
patdbgenos individuais, dados recentes de analises metagendmicas,
metatranscriptdmicas e estudos mecanisticos conduzem a interpretacdo da
periodontite como uma patologia decorrente de uma alteracéo disbiética da cavidade
oral (COSTALONGA; HERZBERG, 2014; WANG, 2015). Associa-se a patogénese
periodontal uma dramatica mudanca na comunidade microbiana simbiotica, que em
situacdes nao patologicas € composta principalmente por microrganismos do género
Actinomyces e Streptococci para uma comunidade disbidtica composta por
microrganismos anaerobicos dos filos Firmicutes, Proteobacteria, Spirochaetes,
Bacterioidetes e Synergistetes (DEWHIRST et al., 2010; ABUSLEME et al., 2013).

A alteracao disbidtica dos constituintes microbianos da cavidade oral perturba
o equilibrio da microbiota local acarretando na perda da homeostase imuno-
inflamatéria do tecido periodontal (HAJISHENGALLIS, 2015). Genericamente o
sinergismo polimicrobiano decorrente da disbiose do periodonto sugere que a
resposta imune do hospedeiro € inicialmente subvertida pelos fatores de viruléncia
dos periodontopatégenos. Nesse processo, os periodontopatégenos sao auxiliados
por microrganismos periodontais anteriormente ndo associados a essa patologia e
subsequentemente ativados por patobiontes presentes no periodonto (ZENOBIA;
HAJISHENSHENGALLIS, 2015).

Essa cadeia de interagdo entre a microbiota disbibtica acarreta na perda da
homeostase do tecido periodontal levando, em individuos susceptiveis, as
consequUéncias inflamatorias destrutivas da resposta imune (MEYLE; CHAPPLE,
2015). Essas consequéncias caracterizam-se histologicamente pela inflamacéao
cronica mediada pela infiltracao de linfécitos B, linfécitos T e mondcitos; destruicdo
do tecido conectivo e reabsorcao Ossea alveolar. Além do aumento dos niveis
teciduais de mediadores inflamatérios incluindo a IL-1B, TNF-a, interleucina-6 (IL-6),
prostaglandina E2 (PGE2) e MMPs no tecido periodontal afetado
(KOLLENBRANDER, 2000).
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Mecanismos moleculares especificos decorrentes do sinergismo disbiotico
entre os periodontopatéogenos e os patobiontes orais conduzem a manipulacao das
respostas imunes e inflamatérias do hospedeiro (AMANO, 2010). Diferentemente
dos mecanismos imunossupressores de outros patdégenos, a comunidade disbiética
periodontal necessita da inflamacéo tecidual como fonte de nutricdo, mas precisa
manipular a fagocitose mediada pelos componentes celulares do sistema imune.
Para tanto, os microrganismos disbiéticos periodontais apresentam a capacidade de
modulacdo da migracdo e ativacdo de neutrofilos, subversdo do sistema do
complemento e modulagéao da resposta inflamatéria da cavidade oral (MAEKAWA et
al., 2014).

Os neutrdfilos oriundos do epitélio juncional gengival formam uma primeira
barreira de defesa celular da cavidade oral. Em decorréncia disso, o epitélio gengival
apresenta um gradiente estavel de interleucina — 8 (IL-8), sendo essa citocina
responsavel pelo controle da migragéo de neutrdéfilos ao tecido gengival (FIGURA 6)
(ZENOBIA; HAJISHENSHENGALLIS, 2015).

FIGURA 6 — Manipulagédo da migragéo de neutréfilos ao epitélio gengival induzida pela P. gingivalis
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Nota: Em condigbes homeostaticas os microrganismos orais sdo controlados imunologicamente pelo
recrutamento de neutréfilos em decorréncia do gradiente de IL-8 produzido pelo epitélio gengival. A P.
gingivalis apresenta a capacidade de manipular o gradiente de IL-8 pela secre¢do de SerB, uma
enzima que é capaz de desfosforilar a subunidade p65 do NF-kB inibindo a transcrigéo de IL-8. Esse
processo resulta na paralisagéo transiente do recrutamento de quimiocinas ao epitélio gengival
possibilitando a formagao do biofilme dental. Fonte: Adaptado de ZENOBIA, C.; HAJISHENGALLIS,
G. Porphyromonas gingivalis virulence factors involved in subversion of leukocytes and microbial
dysbiosis. Virulence. v. 6, n. 3, p. 236-243. 2015.
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Como estratégia de defesa a barreira de neutrofilos gengivais, a P. gingivalis
ao entrar em contato com neutrélifos, especificamente nas bolsas sub-gingivais
secreta uma serina fosfatase (SerB). Essa enzima inibe a produgéo de IL-8 por meio
da desfosforilacdo da serina-536 da subunidade p65 do NF-kB. Essa inibicdo
previne a translocacao nuclear e transcricao do gene IL8. Tal mecanismo molecular
acarreta na paralisacdo da sinalizacdo celular por quimiocinas e inibicdo da
migracao de neutrofilos para o epitélio gengival (BAINBRIDGE et al., 2010;
TAKEUCHI et al., 2013).

A partir desse mecanismo transiente de subversdo, a colonizagdo do
periodonto pela P. gingivalis leva ao retardo da migragao de neutréfilos ao epitélio
gengival permitindo a instalagéo do biofilme dental, sendo a formacéo deste biofilme
um pré-requisito fundamental para a progressdo da doenca periodontal
(MOUTSOPOULOQOS et al., 2014).

Em cooperacdo com a modulagdo dos niveis gengivais de IL-8 os
microrganismos P. gingivalis, T. forsythia e P. intermédia a partir das proteases
gingipains, karilysin e interpain A, respectivamente, podem proteger-se da
opsonizacdo e fagocitose induzida pelo sistema do complemento a partir da
degradacao da fracdo C3 do complemento ou de outros componentes-chave dessa
via de opsonizagdo (HAJISHENGALLIS, 2010).

A gingipain arginina-especifica da P. gingivalis também pode clivar a fracao
C5 do complemento gerando altas concentracbes da fracdo C5 ativada (C5a)
independente da ativacao do sistema complemento. Em neutréfilos que reconhecem
a P. gingivalis por meio do receptor Toll-Like 2 (TLR2), esse patdogeno pode coativar
o receptor da fracdo C5 do complemento (C5aR) e o TLR2 levando a uma
sinalizagdo comum (WINGROVE et al., 1992). Em neutréfilos humanos a ativagéao
C5aR-TLR2 leva a ubiquitinacdo e degradacdo proteossomal da proteina de
diferenciacao de resposta mieldide primaria 88 (MyD88), que consiste em uma
proteina adaptadora da sinalizacao do TLR2, essa ativacao leva por fim a supressao
dos efeitos antimicrobianos mediados pelo TLR2 (HAJISHENGALLIS et al., 2013).

Além disso, a interagdo C5aR-TLR2 ativa uma via alternativa em que a
proteina adaptadora TLR-2/MyD88 (MAL) induz a sinalizagdo da proteina
fosfoinositideo-3-quinase (PI3K), que posteriormente inibe a polimerizacao da actina
dependente da familia de Rho GTPases. A ativacao da via PISK também estimula a

manutencdo de uma robusta resposta inflamatéria mesmo com a inibicdo pelos
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demais mecanismos da migracdo de neutrofilos (FIGURA 7) (RYDER 2010;
HAJISHENGALLIS et al., 2013).

FIGURA 7 — Subversdo da resposta imune oral mediada pelo microrganismo P.gingivalis
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Nota: A formacdo do complexo C5aR-TLR2 induzido pela P. gingivalis ativa a via alternativa da
proteina adaptadora TLR-2/MyD88 (Mal) que induz a sinalizagao da proteina PI3K. Essa via inibe a
polimerizagao da actina dependente de Rho GTPases. Por fim, a P. gingivalis consegue subverter as
respostas fagociticas e antimicrobianas e manter uma resposta inflamatéria favoravel mediada por
neutrofilos. Fonte: Adaptado de ZENOBIA, C.; HAJISHENGALLIS, G. Porphyromonas gingivalis
virulence factors involved in subversion of leukocytes and microbial dysbiosis. Virulence. v. 6, n. 3, p.
236-243. 2015.

2.3.3 Periodontite - Da inflamacéo sistémica ao dano aterosclerético

As doencgas cardiovasculares (DCVs) constituem-se em um grupo de
patologias do coracdo e dos vasos sanguineos, incluindo hipertenséao arterial,
insuficiéncia cardiaca congestiva, doenca arterial coronariana, infarto do miocardio e
o acidente vascular cerebral (AVC) (KHOLY; GENCO; VAN DYKE, 2015). Estas

patologias sao responsaveis por mais de 17,3 milhdes de mortes por ano e sdo as
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principais causas de morbidade e mortalidade ao redor do mundo (BELSTROM et
al., 2012).

De acordo com os relatérios cientificos da American Heart Association,
estudos observacionais suportam a associacao entre doenga periodontal e doenca
cardiovascular, sendo a periodontite caracterizada como um fator de risco
independente para a ocorréncia de eventos cardiovasculares adversos (LEONG et
al., 2014). A principal relagdo associativa entre estas patologias consiste em
evidéncias de que, em pacientes com doenca periodontal, ocorrem episoédios de
bacteremia transiente e aumento dos niveis plasmaticos de marcadores
inflamatérios sistémicos (HAYASHI et al., 2010).

O epitélio gengival inflamado e ulcerado torna-se porta de entrada para que
os periodontopatégenos e seus fatores de viruléncia penetrem na circulacado
sistétmica (SCHENKEIN; LOOS, 2013). Para sua disseminagdo sistémica os
microrganismos relacionados a periodontite podem se perpetuar sistemicamente por
meio da invasao celular em macrofagos, células dendriticas e células endoteliais.
Além disso, estudos demonstram a ocorréncia de um transporte alternativo da P.
gingivalis mediado por eritrocitos (KEBSCHULL; DEMMER; PAPAPANOU, 2010).

Além das estratégias de perpetuacdo sistémica por meio da invasdo de
macrofagos, células dendriticas e eritrocitos, os mediadores pré-inflamatérios (IL-1p,
IL-6, TNF-a e PGE-2) produzidos localmente no tecido gengival podem extravasar na
circulagao sistémica (INABA; AMANO, 2010). Esses fendmenos induzem no figado
uma resposta inflamatéria de fase aguda, elevando os niveis plasmaticos da
proteina C reativa (PCR), fibrinogénio, proteina amiléide A sérica e do inibidor 1 do
ativador do plasminogénio (PAI-1) (HAJISHENGALLIS, 2015).

Diversos estudos clinicos indicam a ocorréncia de niveis plasmaticos
elevados de citocinas e proteinas de fase aguda em pacientes com periodontite
(TABELA 2). Essas evidéncias corroboram com os mecanismos de bacteremia
transiente e propagacéao sistémica de mediadores proé-inflamatérios (FRIEDEWALD
et al., 2009). Além disso, constata-se que o tratamento clinico e medicamentoso da
periodontite reduz significativamente os niveis plasmaticos destes marcadores
inflamatorios sistémicos relacionados ao quadro patolégico da doencga periodontal
(OFFENBACHER et al., 2009).
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Tabela 2 — Estudos clinicos que correlacionam a periodontite com alteracdes inflamatérias sistémicas

Referéncia Objetivo N Achados clinicos
Gomes-Filho et | Avaliar a relagdo da periodontite | 359 | Niveis plasmaticos de PCR
al. (2011) (DP) crénica com o0s niveis significativamente superiores em

plasmaticos de PCR pacientes com PD
Nakajima et al. | Determinar os niveis plasmaticos de | 118 | Pacientes com DP
(2010) PCR, IL-6 e TNF-a em pacientes apresentaram niveis plasmaticos
com DP significativamente elevados para
hsPCR e IL-6
Pacientes com DP
apresentaram niveis plasmaticos
significativamente reduzidos
para TNF-a
Buhlin et al. | Investigar a relagio da PD com | 116 | Niveis plasmaticos de PCR e
(2009) niveis  plasmaticos de PCR, fibrinogénio  significativamente
fibrinogénio, IL-18 e IL-4 superiores em pacientes com
PD
Niveis plasméticos de IL-18 e IL-
4 significativamente reduzidos
em pacientes com PD
Chen et al. | Avaliar a relagdo da DP com os | 87 Pacientes com DP
(2010) niveis plasmaticos do fator de apresentaram niveis plasmaticos
ativacdo plaquetaria (PAF) em de PAF semelhantes aos niveis
pacientes com ou sem histérico de de pacientes com DCVs
DCVs
Soder et al. | Determinar os niveis plasmaticos de | 111 | Niveis plasmaticos de MMP-9
(2009) MMP-9 em pacientes com DP sao significativamente
superiores em pacientes com
DP
Glurich et al. | Investigar a relagdo da DP com os | 80 | Niveis plasméaticos de PCR
(2002) niveis plasmaticos de PCR, proteina significativamente superiores em

amildide A sérica (SAA), ICAM-1 e
VCAM em populagao adulta com ou
sem CAD

pacientes com PD e CAD

Niveis plasmaticos de SAA
significativamente elevados nos
pacientes com PD e DCVs

Pacientes  com PD néo
apresentaram diferenca nos
niveis plasmaticos de ICAM-1 e
VCAM

Independentemente da associagdo com os fatores de risco cardiovasculares

tradicionais, dados recentes demonstram a ocorréncia de disfuncdo endotelial em

pacientes com periodontite (HIGASHI et al., 2008; 2009). Sabendo da importancia

clinica das alteracées na funcao endotelial, acredita-se que a inflamacéao sistémica

induzida pela microbiota presente na doencga periodontal possa contribuir para o

desenvolvimento de disfuncao endotelial (EKUNI et al., 2009).
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Em termos gerais, disfungdo endotelial refere-se ao prejuizo do endotélio em
manter a homeostasia vascular (BRUNNER et al., 2005; TONETTI et al., 2007).
Esse conceito, apesar de comumente associado a reducao da biodisponibilidade de
NO, também reflete o aumento na producdo de fatores vasoconstritores,
especialmente endotelina-1, e disturbios na regulacdo da inflamacao, trombose e
crescimento celular da parede vascular (CELEMAJER et al., 1997).

Os mecanismos moleculares e celulares que relacionam a periodontite e a
disfungdo endotelial ainda nao estdo totalmente elucidados (PUSSINEN et al.,
2007). Acredita-se que as substancias inflamatérias e/ou pré-trombdéticas, originarias
do processo inflamatério sistémico decorrente da periodontite, provocam alteracdes
na vasodilatacdo endotélio-dependente (SAFFI et al., 2015). Fatores como a
liproproteina de baixa densidade oxidada (LDL-ox), lipopolissacarideos (LPS), IL-1,
TNF-a, PCR, moléculas de adesao celular (ICAM-1, VCAM-1), fator tecidual, PAI-1,
COX-2, possuem a capacidade de ativar as células endoteliais podendo assim,
produzir o fenétipo endotelial disfuncional (KEBSCHULL; DEMMER; PAPAPANOU,
2010).

Somando-se a disfuncado endotelial decorrente dos mediadores inflamatorios
sistémicos, estudos in vitro demonstram que a interacdo do endotélio com as
fimbrias (FimA) da P. gingivalis induz a invasao das células endoteliais por esse
microrganismo (MADRIGAL et al., 2012; HUCK et al., 2014). Esse processo invasivo
induz o aumento de IL-8, de moléculas de adesao celular (ICAM-1, VCAM-1, E-
selectina) e COX-2 nas células endoteliais (HAROKOPAKIS et al., 2006).
Acrescenta-se a esse mecanismo a capacidade das proteinas gingipains da
P.gingivalis de induzirem a apoptose das células endoteliais. Ambos os processos
contribuem para o estabelecimento da disfungdo endotelial e o desenvolvimento do
processo aterosclerético (FIGURA 8) (HOTCHKISS et al., 2009; POBER; MIN;
BRADLEY, 2009).
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Figura 8 — Contribuicao da infecgao periodontal no processo aterosclerético
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Nota: Para promover sua disseminacdo sistémica, os periodontopatégenos podem invadir células
endoteliais e leucocitarias por meio da interagdo com o receptor C3b-CR1 do complemento, dos
receptores Toll-like 4 (TLR4) em leucécitos e da imunoglobulina ndo-integrina captadora de moléculas
de adesao especifica de células dendriticas (DC-SIGN) em células dendriticas (DC). A invasao das
células endoteliais aumenta a liberagdo de quimiocinas e moléculas de adesao no endotélio o que
promove a migragdo transendotelial de leucdcitos. Esses microrganismos podem invadir células
musculares lisas vasculares (SMC) induzindo a proliferagéo deste tipo celular. A invasdo microbiana
em monaocitos promove o aumento da captura de LDL e a formagédo de células espumosas. Em
estagios tardios a infec¢do periodontal pode induzir a ruptura da placa aterosclerética pela producao
de metaloproteinases de matriz (MMPs) em neutréfilos e linfécitos. Os periodontopatégenos podem
induzir agregagao plaquetaria o que contribui com o processo aterotromboético. Adaptado de:
HAJISHENGALLIS, G. Periodontitis: from microbial immune subversion to systemic inflammation.
Nature Reviews Immunology. v. 15, n. 1, p. 30-44. 2015.

Além da invasado endotelial a P.gingivalis possui a capacidade de invadir
células leucocitarias. Essa invasao induz a migracdo transendotelial de mondcitos
infectados e o aumento da producao endotelial de TNF-a e IL-6 (ROTH et al., 2006).
Os mondcitos infectados com a P.gingivalis apresentam um aumento da capacidade

de captura de LDL o que acarreta na formacao de células espumosas essenciais
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para a progressao aterosclerética (LAKIO et al., 2006). Outros estudos demonstram

in vitro a ocorréncia de efeitos diretos e indiretos da P.gingivalis na agregagao
plaquetaria (DELBOSC et al., 2011; NAKAYAMA, 2010). Essas evidéncias sugerem
que a P.gingivalis apresenta a capacidade de acelerar o processo de aterotrombose

pelo recrutamento e ativacdo de neutréfilos como também pela inducdo da

agregacao plaquetaria via interagdo com as glicoproteinas llb-llla das plaquetas.

Todos esses mecanismos biolégicos de conexao entre a patologia periodontal

e a patogénese cardiovascular sdo evidenciados em ensaios clinicos que

demonstram uma relagcdo moderada, mas significativa entre periodontite e DCVs

(Tabela 3).

Tabela 3 — Estudos clinicos que correlacionam a periodontite com alteracdes inflamatérias sistémicas

Referéncia | Design do N Pais Consequéncia DCV
estudo cardiovascular

Holtfreter et | Transversal 1234 Alemanha | Disfuncao Associacdo significativa

al. (2013) endotelial entre  periodontite e
alteragbes na dilatagéo
fluxo-mediada da artéria
braquial

Nakatani et | Transversal 513 Japéo Endocardite A periodontite € um dos

al. (2013) principais fatores de
predisposicdo para a
endocardite

Nesse et al. | Transversal 1208 Holanda Hipertensao Aumento da prevaléncia

(2010) arterial de hipertensdo arterial
em  pacientes com
periodontite

Andriankaja | Caso- 1461 Estados Infarto do | Associagao positiva

et al. (2007) | controle Unidos miocardio ndo- | entre  periodontite e

fatal infarto do miocardio nao

— fatal em homens e
mulheres

Tu et al | Coorte 12223 Escocia Mortalidade em | Aumento do risco para

(2007) decorréncia de | DCV em individuos com

DCV perda de 9 ou mais

elementos dentarios

Accarini, de | Transversal 361 Brasil Obstrugdo severa | Associagao significativa

Godoy
(2006)

da artéria
coronariana

entre doencga
periodontal e obstrucao
severa da artéria
coronariana
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2.4 CONTRIBUICAO DO SISTEMA DE CININAS NA INFLAMACAO INDUZIDA
PELA PERIODONTITE

O sistema KKS, em especial os receptores B1 e Bz para cininas participam da
patogénese da inflamacdo local induzida pela periodontite, contribuindo
principalmente na formacdo do edema gengival, reabsorcdo do osso alveolar,
modulacado de mediadores pré-inflamatérios e inducao de dor.

Em estudo utilizando cultura de fibroblastos gengivais humanos, Gutiérrez-
Vengas e Arreguin-Cano (2011), demonstraram que a BK, via receptor Bz, induz a
expressao de receptores TLR-2 como também estimulam a sintese de COX-2 e
PGE2. Na doenca periodontal, a ativacdo dos receptores TLR-2 estimulada pela BK
€ de extrema importancia no reconhecimento dos diferentes periodontopatégenos e
na modulacdo da imunidade celular e sintese de citocinas.

Modéer e colaboradores (1998) observaram que em fibroblastos gengivais
humanos a atividade sinérgica entre BK, IL-1 e TNF-a contribui para o0 aumento da
sintese de IL-6. Esta correlacao estaria envolvida na patogénese da periodontite em
virtude de que a atividade da IL-6 estimula a liberagdo de linfécitos B, a producao
nao especifica de anticorpos e a reabsorcdo 6ssea via formacdo de osteoclastos.
Utilizando o mesmo tipo de cultura celular, Brunius e colaboradores (2005)
concluiram que a atividade sinérgica entre BK, IL-1 e TNF-a também contribui para o
aumento da producao de IL-8.

Brechter e colaboradores (2008) demonstraram que as citocinas IL-1 e TNF-
a, por meio das vias de sinalizacdo mediadas pelo NF-kB e pelas MAPKs,
estimulam em tecidos conectivos a expressao de ambos 0s receptores para cininas.
Este aumento da expressdo dos receptores para cininas poderia contribuir para o
mecanismo sinérgico de interagdo entre citocinas proé-inflamatérias e cininas na
formacao de prostaglandinas e na reabsorcao 6ssea alveolar, interagéo essa, crucial
para a inflamacao cronica e reabsorcdo Ossea induzida a partir da infeccao
periodontal (LERNER, 1991).

Estudos experimentais e clinicos demonstram que o sistema de cininas é
fundamental na disseminacdo sistémica do processo inflamatério oriunda da
infeccdo periodontal (HU et al., 2006). A infeccdo pelo microrganismo P.gingivalis
promove, apos dano tecidual proteolitico, uma rapida formacdao de cininas. As

proteinases oriundas deste microrganismo, incluindo a cisteina proteinase gingipain-
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1, apresentam a capacidade de hidrolisar a enzima pré-calicreina e assim contribuir
para a formacao local da BK e de seus metabdlitos (HOLT et al., 2000).

As cininas por si modulam muitos dos eventos observados durante o
processo inflamatério periodontal, incluindo a vasodilatacdo local, o aumento da
permeabilidade vascular, a exsudacao plasmatica e migracao celular (IMMURA et
al., 1995). Ao facilitar a disseminacao sistémica dos periodontopatégenos e de seus
fatores de viruléncia pela barreira endotelial, as cininas contribuem para a
patogénese das doencas sistémicas correlacionadas a periodontite (RAPALA-KOZIK
et al., 2011).
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OBJETIVOS
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar a participacdo dos receptores Bi e B2 para cininas no processo

inflamatério sistémico e em alteragdes cardiovasculares promovidas pela
periodontite induzida em ratos (FIGURA 9).

FIGURA 9 — Representacao esquematica dos objetivos centrais do trabalho

e A Endotélio Indugéo?
v v
Alteragdes
endoteliais?
——
 J—
—>
" Circulagio
sistémica
L
[ . " B.R B,R
“q?
i ! / P :‘I : v h
Mediadores | 4 oot "
inflamatérios Wi o et
N AR ‘ oee. C
o/ & 4 o
Célula do tecido
Tecido distante do foco da Indugdo?
infecgdo periodontal v v

Alteragtes
inflamatérias?

Nota: A periodontite promove um quadro de inflamagédo sistémica a partir da disseminagéao pela
circulagao sistémica dos periodontopatégenos e dos mediadores inflamatérios locais produzidos pela
resposta inflamatéria. O sistema de cininas, em especial os receptores B:1 e B2 para cininas sédo
fundamentais na fisiopatologia inflamatéria e cardiocirculatéria, destacando-se a capacidade de
processos inflamatérios crénicos induzirem a expressado celular e tecidual dos receptores B para
cininas. Desta maneira o propésito deste trabalho consistiu na: 1) Avaliacdo da participacdo dos
receptores B1 e B2 nas alteragdes endoteliais promovidas pela patologia periodontal. 2) Avaliacdo da
expressao e funcionalidade inflamatéria dos receptores B1 e B2 em um tecido distante do foco da
infecgdo periodontal (edema de pata). Fonte: A autora.
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3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar o papel dos receptores B1 e B2 no processo inflamatério em um sitio
distante da infecgéo bucal (inflamagéo na pata).

e Avaliar o papel dos agentes edematogénicos carragenina, serotonina,
histamina e PGE2 no processo inflamatério sistémico induzido pela
periodontite (inflamacéo na pata).

e Analisar a migragdo de neutréfilos e a permeabilidade vascular apés edema
de pata mediado por carragenina.

e Avaliar o papel dos receptores B1 e B2 em alteragbes cardiovasculares
induzidas pela periodontite.

e Analisar os niveis plasmaticos e teciduais (tecido da pata) de TNF-a e
interleucina 1-B apdés a inducdo da periodontite em diferentes tempos
experimentais.

e Quantificar os niveis protéicos do receptor B:1 para cininas em um sitio

distante da infeccao bucal (inflamagéo na pata).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar adultos, de 2-3 meses de idade,
pesando entre 200 a 300 g. Os animais foram fornecidos pelo biotério central da
Universidade Estadual da Ponta Grossa (UEPG). Os mesmos foram mantidos,
durante todo o periodo de experimento, em ambiente com temperatura de 21 + 2 °C
e ciclo de claro/escuro (12/12h) controlado automaticamente, bem como tiveram livre
acesso a agua e comida (racao Nuvilab CR-1, Quimtia S.A., Canguiri, Colombo, PR,
Brasil). Os procedimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da UEPG (005/2015) e os animais foram manipulados conforme as
recomendagdes da diretriz brasileira para o cuidado e a utilizacdo de animais para
fins cientificos e didaticos (DBCA) do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA).

4.2 COMPOSTOS E REAGENTES UTILIZADOS

As seguintes substancias foram utilizadas neste estudo: Quetamina (Parke-
Davis, Sao Paulo, SP, Brasil); xilazina (Bayer, Sao Paulo, SP, Brasil); peréxido de
hidrogénio 10v (Rioquimica Ltda, Sdo José do Rio Preto, SP, Brasil); azul de
metileno (LabMaster Ltda, Pinhas, PR, Brasil); BK, DABK, des-lys-Arg®-bradicinina
(DALBK), serotonina, histamina, PGE2 e carragenina tipo kappa/lambda (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, EUA); tampao fosfato de sédio,
hexadeciltrimetilaménio, tetrametilbenzidina e dimetilformamida (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO, EUA); reativo de Bradford (Bio-Rad Laboratories, INC, EUA) e
heparina sddica (Cristalia Produtos Farmacéuticos, Sao Paulo, SP, Brasil).

4.3 INDUGCAO DA PERIODONTITE POR MEIO DE LIGADURAS

Para o procedimento de colocacéo de ligaduras, os ratos foram anestesiados
por via intraperitoneal, com uma combinacao de quetamina (75 mg/Kg) e xilazina (15
mg/Kg). Os animais foram posicionados em um aparato de Doku, para que

permanecessem com a cavidade oral aberta. Com o auxilio de uma sonda
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exploradora, os primeiros molares inferiores e segundos molares superiores dos
animais foram levemente luxados (FIGURA 10, PAINEL A), para criar um espaco
para a colocagao das ligaduras. As ligaduras de fio de algodao (Tex34 Glacé 50 —
Lipasa — Brasil) foram colocadas bilateralmente nos primeiros molares inferiores e
segundos molares superiores (FIGURA 10, PAINEL B), atentando-se para que as
mesmas ficassem posicionadas dentro do sulco gengival, com o né na face mesial
dos molares inferiores e na face palatina dos molares superiores (GALVAO et al.,
2003; BUDUNELI et al.,, 2004). Os animais do grupo falso-operado foram
submetidos aos mesmos procedimentos, porém o n6 nao foi fixado e a ligadura foi

imediatamente removida.

FIGURA 10 — Indugéao da periodontite por meio de ligaduras

Fonte: MACHADO, W.M. O efeito da sinvastatina em alteragbes cardiovasculares e na perda dssea
induzida pela periodontite. 2013, 77f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) —
Universidade Estadual de Ponta Grossa, Ponta Grossa, 2013.

4.4 AVALIACAO DA PERDA OSSEA ALVEOLAR — EXAME MORFOMETRICO

Ap6s a eutanasia dos animais por meio de sobredose anestésica, a
mandibula e maxila foram retiradas para analise da perda 6ssea alveolar induzida
pela ligadura e, portanto, caracterizacdo da periodontite. O tecido gengival da regiao
das hemi-mandibulas e maxilas foram retirados e a parte 6ssea subjacente foi
submetida ao procedimento de fervura em agua por 30 minutos, com posterior
imersao das amostras em peréxido de hidrogénio (H202) 10v ou 3% por 12 horas.
Depois das amostras estarem secas, estas foram imersas e imediatamente
removidas de uma solugédo de azul de metileno (1 g/100 mL) para delineamento da
linha da jun¢ao cemento-esmalte.
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O método utilizado para quantificar a perda éssea periodontal foi adaptado de
Bjornsson et al. (2003). As amostras foram fotografadas em uma Lupa Digital
(ZaissStemi 2000-C, Carl Zaiss do Brasil Ltda, SP, Brasil), salvas em um
computador e as medidas — das regides linguais e vestibulares das mandibulas e
das maxilas — foram realizadas entre a juncdo cemento-esmalte e a crista dssea
alveolar. As imagens foram analisadas pelo programa Image-Pro Plus ® Version
4.5.0.29 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA), sendo consideradas cinco
medidas lineares para cada face dos dentes inferiores e trés medidas lineares para
cada face dos dentes superiores (FIGURA 11).

FIGURA 11 — Exame morfométrico da perda 6ssea alveolar média

o

Nota: Painel A — Mandibula, Painel B — Maxila e suas respectivas marcagcdes lineares para
mensuragdo da perda Ossea alveolar média. Fonte: MENDES, R.T. Efeitos cardiovasculares da
inibicdo da ciclooxigenase 2 em um modelo experimental de periodontite induzida por ligadura. 2012,
85f. Dissertacdo (Mestrado em Odontologia) — Universidade Estadual de Ponta Grossa, Ponta
Grossa, 2012.

4.5 AVALIACAO DO EDEMA DE PATA

Para a avaliacdo do edema de pata os animais foram submetidos a injecao
intraplantar de 50 pL de solucao fisiolégica (NaCl 0,9%) em uma das patas traseiras
(pata controle), e na pata contralateral (pata teste) os animais receberem 50 uL de
solucao fisiolégica contendo um dos agentes edematogénicos: BK (3 nmol/pata),
DABK (30 nmol/pata), DALBK (200 nmol/pata), serotonina (5 nmol/pata), histamina
(10 nmol/pata), PGE2 (1 nmol/pata) ou carragenina (100 pg/pata). O edema foi
mensurado a partir da utilizagdo de balanga eletrénica de precisdo (Bioprecisa -
Modelo BS 3000A, TDS Instrumental Ltda, SC, Brasil) nos tempos recomendados
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para cada agente edematogénico (DI ROSA; SORRENTINO, 1970). O edema foi
expresso em mL como diferenca entre as patas teste e controle (WINTER et al.,
1962).

4.6 AVALIAGAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA MIELOPEROXIDASE (MPO)

O recrutamento de neutréfilos foi quantificado indiretamente por meio da
avaliacao da atividade enzimatica da MPO (SUKUKI et al., 1983) a partir da
metodologia adaptada de Bradley (1982). O tecido da pata dos animais foi
homogeneizado (T10 Basic Ultra Turrax, IKA Works, INC, USA) em solugcédo tampao
fosfato de sédio (80 mM, pH 5,4) contendo brometo de hexadeciltrimetilambnio
(HTAB, 0,5%, p/v). O homogenato resultante foi centrifugado (20 min, 11.200 g, 4°C)
e 0 sobrenadante utilizado para o ensaio de determinacédo da atividade enzimatica
da MPO.

A reacado enzimatica foi desenvolvida em ftriplicata utilizando-se 30 pL do
sobrenadante na presenca de tetrametilbenzidina (1,6 mM) em dimetilformamida e
H202 (0,5 mM) totalizando um volume final de 250 pL. A reacéo foi realizada a 37°C
por 3 min, sendo interrompida com acetato de sédio (1,46 M/ pH 3,0). A absorbancia
foi determinada em um leitor de placas a 630 nm (Ultra microplate reader EL 808,
Bio-Tek Instruments, INC, EUA). A quantidade de proteina total do homogenato foi
estimada por meio da metodologia de Bradford (BRADFORD, 1976) e os valores
finais foram apresentados na forma de unidade de densidade 6ptica (D.O.)/mg de
proteina.

4.7 AVALIACAO DO EXTRAVASAMENTO PLASMATICO — PERMEABILIDADE
VASCULAR PARA O AGENTE EDEMATOGENICO CARRAGENINA

O extravasamento plasmatico foi quantificado por meio do derrame do corante
azul de Evans na pata (MARTIN, Y. et al., 2010). Aos animais foi administrado o
corante azul de Evans (50 mg/Kg, 0,1 mL/100 g, i.v.) 30 min antes da injecao
intraplantar de 50 pyL de carragenina (100 pg/pata) na pata teste e de 50 uL de
solucao fisiolégica na pata controle.

Apébs a mensuracao do edema de pata, os animais foram sacrificados por
sobredose anestésica — quetamina e xilazina. Em seguida, foi realizada a retirada da
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pata posterior direita (teste) e esquerda (controle) na altura da articulagao
tibiotarsica. As patas foram cortadas em pequenos pedacos e incubadas em solucéao
aquosa de formamida (1/1, v/v) por 48 h a 56°C. Em triplicata, a densidade 6ptica do
sobrenadante foi medida a 620 nm em um leitor de placas (Ultra microplate reader
EL 808, Bio-Tek Instruments, INC, EUA).

Por meio da confeccdo de uma curva de calibracdo do corante azul de Evans
diluido em formamida, as concentracoes de azul de Evans obtidas para cada
amostra foram determinadas a partir da relacdo matematica entre concentracao
versus absorbancia obtida pela férmula de regressao linear. Os resultados foram
expressos por meio da razao pg de azul de Evans/mg de tecido.

4.8 AVALIACAO DE PARAMETROS CARDIOVASCULARES

Os animais foram anestesiados com uma combinacao de quetamina (75 mg/
Kg) e de xilazina (15 mg/ Kg), injetados por via intramuscular. Uma vez
anestesiados, os animais foram posicionados em decubito dorsal sobre uma mesa
cirurgica aquecida (35-36°C). A veia femoral foi localizada e nesse acesso venoso foi
inserida uma agulha acoplada a uma canula de polietileno (PE 50) e seringa. Esse
acesso serviu para a administracao dos compostos que foram utilizados no estudo.
Na sequéncia, a artéria carétida esquerda foi localizada e, de forma cuidadosa e
rapida, separada do nervo vago e tecidos adjacentes. Logo apds esse procedimento,
inseriu-se um cateter de polietileno (Angiocath®, numero 19), devidamente
heparinizado, o qual foi firmemente amarrado na artéria e conectado a um transdutor
de pressdo acoplado ao PowerLab 8/30 (AD Instruments, Castle Hill, Australia)
(FIGURA 12).

Os valores de pressao arterial média, sistélica e diastélica (em mmHg) e da
frequéncia cardiaca (em batimentos por minuto, bpm) foram registrados em um
computador por um software de integracao (ChartPro7®). Apés um periodo de 30
minutos de estabilizacdo, a reatividade vascular para BK e DABK foi avaliada
através da injecao subseqlente de doses crescentes (3, 10, 30 ou 100 nmol/Kg) de
cada composto antes e ap6s a administracdo do antagonista B1 DALBK. Ao final do
experimento os animais foram sacrificados por sobredose anestésica — quetamina e

xilazina.
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FIGURA 12 - Representacdo do preparo do animal para a avaliagdo dos parametros
cardiovasculares e administracdo dos agentes vasoativos
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Fonte: MENDES, R.T. Efeitos cardiovasculares da inibicdo da ciclooexigenase 2 em um modelo
experimental de periodontite induzida por ligadura. 2012, 85f. Dissertagao (Mestrado em Odontologia)
— Universidade Estadual de Ponta Grossa, Ponta Grossa, 2012.

4.9 AVALIACAO DOS NiVEIS PLASMATICOS E TECIDUAIS DE TNF-a e IL-1B

A fim de caracterizar a inflamacao sistémica induzida pelo processo
periodontal e sua correlacdo com a inducdo da expressdo dos receptores B
para cininas, os niveis plasmaticos e do tecido da pata das citocinas TNF-a e IL-
1B foram quantificados. Os animais (grupo falso-operado e ligadura) foram
sacrificados por sobredose anestésica sendo coletado o conteldo sanguineo e o
tecido da pata. A mensuracado plasmatica e tecidual do TNF-a e da IL-1B foram
realizadas por meio da metodologia de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay), sendo utilizado o kit Quantikine ® ELISA Rat IL-1B/IL-1F2 (R&D
Systems, INC, Minneapolis, EUA) para a quantificacdo da IL-18 e o Kkit
Peprotech® para a quantificacdo do TNF-a.
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4.10 WESTERN-BLOTTING PARA O RECEPTOR B1 PARA CININAS

4.10.1 Preparo das amostras

Os animais foram sacrificados por sobredose anestésica sendo coletados o
tecido vascular da aorta toracica, o tecido gengival e o tecido da pata.
Imediatamente, estes tecidos foram homogeneizados (T10 Basic Ultra Turrax, IKA
Works, INC, USA) em tampao RIPA. O homogenato resultante foi centrifugado a
13.000 rpm por 10 min a 4°C e o sobrenadante armazenado em -80°C. A
concentracdo de proteinas presentes nos tecidos foi determinada por meio da
metodologia de Bradford (BRADFORD, M. M., 1976). Neste procedimento, 1 uL da
amostra foi colocada em contato com 200 pyL do reagente de Bradford sendo a
intensidade da absorbancia da mistura determinada em 595 nm.

4.10.2 Eletroforese em gel de sulfato dodecil de sédio (SDS)/Poliacrilamida

Aliquotas de 70 pg de proteinas extraidas dos tecidos em analise foram
adicionadas ao tampao de amostra (Tris-HCI 200 mM, pH 6,8, gilcerol 50%, SDS
2%, B-mercaptoetanol 2,75 mM e azul de bromofenol 0,04%). Em seguida, as
amostras foram aquecidas em banho seco, a 100°C, por 4 min. As amostras assim
preparadas foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 10% sob uma
tensdo de 15 V (Sistema Mini VE, GE Healthcare, Reino Unido).

4.10.3 Transferéncia e revelacao

Apés a realizacao da eletroforese em gel de poliacrilamida 10% em presenca
de SDS, foi realizada a transferéncia eletroforética (30 mA, 60 minutos) (Sistema
Mini VE, GE Healthcare, Reino Unido) das proteinas do gel de poliacrilamida para
uma membrana de nitrocelulose. A membrana contendo as proteinas transferidas foi
incubada com solucao bloqueadora 5% de leite desnatado em tampao Tris 200 mM,
pH 7,5, NaCl 500 mM, contendo 0,1% de detergente Tween 20, durante 1 h a
temperatura ambiente. Posteriormente, realizou-se a incubacao overnight a 4°C,
com o anticorpo policlonal (produzido em coelho) anti-B:1 (1:250) (Santa Cruz
Biotechnology, Inc, EUA) sob agitacdo orbital fraca. Apds a incubacdo com o
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anticorpo primario, a membrana foi lavada com tampéao fosfato de sédio (PBS) —
Tween 20 e incubada com o anticorpo secundario (1:1000) anti-coelho marcado com
estreptovidina-peroxidase (Santa Cruz Biotechnology, Inc, EUA) por 2 horas sob
agitacao orbital fraca. A reacdo foi detectada por autorradiografia
quimioluminescente, utilizando como substrato para a enzima estreptovidina-
peroxidase uma solugcédo contendo H202 e luminol. Apds 5 minutos de incubacéo da
membrana com o agente quimioluminescente, as bandas foram reveladas a partir do

auxilio de um filme fotografico.

4.11 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

4.11.1 Protocolo 1 - Variaveis inflamatérias: Avaliacao inflamatéria do edema de pata
induzido por carragenina, BK, serotonina, histamina e PGE:2

Um total de 40 animais foram submetidos ao procedimento de colocagao de
ligadura, 40 animais foram incluidos no grupo falso-operado e 3 animais formaram o
grupo naive. Apos 14 dias da colocacao das ligaduras ou da falsa cirurgia (item 4.3)

cada um destes grupos foi novamente randomizado para formar os grupos abaixo:

Grupo 1A: Grupo ligadura + Injecao intraplantar de carragenina (n=8)
Grupo 1B: Grupo falso-operado + Injecao intraplantar de carragenina (n=8)
Grupo 1C: Grupo naive + Injecao intraplantar de carragenina (n=3)

Grupo 2A: Grupo ligadura + Injecao intraplantar de BK (n=8)

Grupo 2B: Grupo falso-operado + Injecao intraplantar de BK (n=8)

GRUPO 3A: Grupo ligadura + Injecao intraplantar de serotonina (n=8)

GRUPO 3B: Grupo falso-operado + Injecao intraplantar de serotonina (n=8)

GRUPO 4A: Grupo ligadura + Injecao intraplantar de histamina (n=8)
GRUPO 4B: Grupo falso-operado + Injecao intraplantar de histamina (n=8)

GRUPO 5A: Grupo ligadura + Injecao intraplantar de PGE2 (n=8)
GRUPO 5B: Grupo falso-operado + Injecao intraplantar de PGE2 (n=8)
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Apés a injecao intraplantar de cada uma destas substancias foi realizado o
procedimento de edema de pata (item 4.5). Ao término da realizacdo do
procedimento os animais foram eutanasiados por sobredose anestésica, sendo
retirada mandibula e maxila para a avaliagao da perda 6ssea alveolar (item 4.4).

4.11.2 Protocolo 2 — Variaveis inflamatérias: Avaliacdo do antagonismo B1 (DALBK)

no edema de pata induzido pelo agonista DABK

Um total de 16 animais foram submetidos ao procedimento de colocacao de
ligaduras e 8 animais foram inseridos no grupo falso-operado. Ap6s 14 dias da
colocacdo das ligaduras ou da falsa cirurgia (item 4.3) cada um destes grupos foi

novamente randomizado para formar os grupos abaixo:

Grupo 1A: Grupo ligadura + Injecao intraplantar de DABK (n=8)
Grupo 1B: Grupo ligadura + Injegao intraplantar de DABK e DALBK (n=8)
Grupo 1C: Grupo falso-operado + Injecao intraplantar de DABK (n=8)

Apés 14 dias da colocacao das ligaduras ou da falsa cirurgia os animais foram
submetidos a avaliacdo do edema de pata (item 4.5), sendo que a injecéao
intraplantar na pata teste no grupo 3B consistiu em uma mistura de 20 pL de solugéo
fisiolégica contendo DABK (30 nmol/pata) e 30 pL de solugéo fisiolégica contendo
DALBK (200 nmol/pata).

4.11.3 Protocolo 3 - Inflamacado: Avaliagdo da migracdo de neutréfilos por meio da
determinacao da atividade da enzima mieloperoxidase

Um total de 32 animais foram submetidos ao procedimento de colocagcao de
ligadura ou a falsa cirurgia, conforme descrito acima (item 4.3) e 3 animais formaram
o grupo naive. Apds 14 dias da colocacao das ligaduras ou da falsa cirurgia cada um

destes grupos foi novamente randomizado para formar os grupos abaixo:

Grupo 1A: Grupo ligadura + Avaliagdo da migracdo de neutrofilos (MPO) apés 2
horas da injegéo intraplantar de carragenina (100 pg/pata) (n=8)
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Grupo 1B: Grupo falso-operado + Avaliacdo da migracao de neutréfilos (MPO) apds
2 horas da injecao intraplantar de carragenina (100 pg/pata) (n=8)

Grupo 2A: Grupo ligadura + Avaliagdo da migracao de neutréfilos (MPO) apés 4

horas da injecao intraplantar de carragenina (100 pg/pata) (n=8)

Grupo 2B: Grupo falso-operado + Avaliagcdo da migracao de neutréfilos (MPO) apds
4 horas da injecao intraplantar de carragenina (100 pg/pata) (n=8)

Apbs 2 horas (grupo 1) e 4 horas (grupo 2) da injecao de intraplantar de 50 uL de
carragenina (pata teste) e de 50 pL de solugao fisiologica (pata controle), os animais
foram eutanasiados e o tecido de ambas as patas foi coletado. Nestes tecidos, a
avaliagdo da migracdo de neutrofilos foi realizada por meio da quantificacdo da
atividade da enzima mieloperoxidase (item 4.6).

4.11.4 Protocolo 4 - Inflamacdo: Avaliacdo do extravasamento plasmatico —
permeabilidade vascular para o agente edematogénico carragenina

Um total de 16 animais foram submetidos ao procedimento de colocagcao de
ligadura ou a falsa cirurgia, conforme descrito acima (item 4.3). Ap6s 14 dias da
colocacéao das ligaduras ou da falsa cirurgia cada um destes grupos foi novamente

randomizado para formar os grupos abaixo:

Grupo 1A: Grupo ligadura + Avaliacao da permeabilidade vascular apds 4 horas da

injecao intraplantar de carragenina (100 pg/pata) (n=8)

Grupo 1B: Grupo falso-operado + Avaliacdo da permeabilidade vascular apos 4

horas da injegéo intraplantar de carragenina (100 pg/pata) (n=8)

Apbs 4 horas (grupo 2) da injecao de intraplantar de 50 yL de carragenina (pata
teste) e de 50 pL de solucdo fisioldgica (pata controle), os animais foram
eutanasiados e o tecido de ambas as patas foi coletado. Nestes tecidos, a avaliacdo
da permeabilidade vascular foi realizada por meio da quantificacdo da atividade do
extravasamento plasmatico (item 4.7).
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4.11.5 Protocolo 5 - Inflamacao: Avaliacao do estado inflamatério sistémico induzido

pela periodontite

Um total de 24 animais foram submetidos ao procedimento de colocacéo de
ligaduras e 24 animais foram incluidos no grupo falso-operado, 2 animais foram
incluidos no grupo controle positivo. Apés a colocacao das ligaduras ou falsa cirurgia
(item 4.3) cada um destes grupos foi novamente randomizado para formar o grupo

abaixo:

Grupo 1A: Grupo ligadura submetido a quantificacao plasmatica e tecidual de TNF-a
e IL-1B ap6s 3 dias da indugao da periodontite (n=8)
Grupo 1B: Grupo falso-operado submetido a quantificacdo plasmatica e tecidual de

TNF-a e IL-1B ap6s 3 dias da inducao da periodontite (n=8)

Grupo 2A: Grupo ligadura submetido a quantificacao plasmatica e tecidual de TNF-a
e IL-1PB apéds 7 dias da indugao da periodontite (n=8)
Grupo 2B: Grupo falso-operado submetido a quantificacao plasmatica e tecidual de

TNF-a e IL-1B apés 7 dias da indugao da periodontite (n=8)

Grupo 3A: Grupo ligadura submetido a quantificacao plasmatica e tecidual de TNF-a
e IL-1B ap6s 14 dias da indugéo da periodontite (n=8)
Grupo 3B: Grupo falso-operado submetido a quantificacdo plasmatica e tecidual de

TNF-a e IL-1B ap6s 14 dias da inducéo da periodontite (n=8)

Apbs 3 dias (grupo 1), 7 dias (grupo 2) e 14 dias (grupo 3) da colocacao das
ligaduras ou da falsa cirurgia os animais foram eutanasiados por sobredose
anestésica sendo retirado o conteddo sanguineo por meio da canulacdo da artéria
carotida e o tecido da pata. Como controle positivo do teste, foi aplicado LPS de E.
coli (1 mg/Kg) 24 h antes da coleta do sangue nos animais do grupo controle. Em
seguida, foi realizada a quantificagdo das citocinas IL-1p para o plasma e para o

tecido da pata (item 4.9).
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4.11.6 Protocolo 6 — Variaveis cardiovasculares: Avaliacao da resposta de agonistas
dos receptores B1 € Bzq

Um total de 16 animais foram submetidos ao procedimento de colocacéo de
ligadura (n=8) ou a falsa cirurgia (n=8) (item 4.3). Ap6s 14 dias da colocacao das
ligaduras ou da falsa cirurgia os animais foram submetidos a avaliagcdo da pressao
arterial (item 4.8). Brevemente, para cada animal foi avaliado tanto a reatividade
vascular para BK nas doses crescentes de (1, 30, 100 nmol/Kg) e DABK nas doses
crescentes de (10, 30, 100 nmol/Kg) antes e ap6s a administracdo do antagonista B
DALBK na dose de 100 nmol/Kg. Apo6s o término da realizacdo dos procedimentos

0s animais foram eutanasiados por sobredose anestésica.

4.11.7 Protocolo 7: Western-blotting para o receptor B+ para cininas

Um total de 16 animais foram submetidos ao procedimento de colocacéao de
ligadura ou a falsa cirurgia, conforme descrito acima (item 4.3). Ap6s 14 dias da
colocacao das ligaduras ou da falsa cirurgia cada um destes grupos foi novamente

randomizado para formar os grupos abaixo:

Grupo 1A: Grupo ligadura + western-blotting para o receptor B1 para cininas (n=8)

Grupo 1B: Grupo falso-operado + western-blotting para o receptor B1 para cininas
(n=8)

Apébs 14 dias da inducao da periodontite os animais foram eutanasiados e o
tecido da pata foi coletado. Nestes tecidos, a quantificagdo protéica para o receptor
B+ para cininas foi realizada por meio da metodologia de western-blotting (item 4.10).

Os protocolos experimentais realizados no presente trabalho se resumem na
figura a seguir (FIGURA 13).



FIGURA 13 — Resumo esquematico dos protocolos experimentais
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Os resultados sdo apresentados como média + erro padrdao da média

(S.E.M.). A significancia estatistica entre os grupos foi avaliada por analise de

variancia de duas vias (ANOVA de duas vias) seguida pelo post hoc de Bonferroni.

O nivel de significancia aceito para os testes foi de a = 0,05 (5%). Todas as anélises

estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPadPrism versao 5.01, San

Diego, California, EUA.
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RESULTADOS
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5 RESULTADOS

5.1 PERDA OSSEA ALVEOLAR MEDIA EM MODELO EXPERIMENTAL DE
PERIODONTITE - CARACTERIZACAO DA INSTALACAO DA DOENCA
PERIODONTAL

A fim de confirmar a instalacdo da doenca periodontal por meio do modelo
experimental de colocacdo de ligaduras entre os primeiros molares inferiores e
segundos molares superiores direito e esquerdo, realizou-se 0 experimento descrito
nos itens 4.3 e 4.4. Como pode ser observado (FIGURA 14), houve perda 6ssea
alveolar estatisticamente significativa (p < 0,001) tanto na mandibula como na maxila

do grupo ligadura em relacao ao grupo falso-operado.

FIGURA 14 — Avaliacdo da perda éssea alveolar média (mm) induzida pelo modelo experimental de

periodontite
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Nota: As barras representam a média e a linha acima o erro padrédo da média, n = 8. A andlise
estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias seguida pelo post hoc de Bonferroni. (* p < 0,001 em
relacdo ao grupo falso-operado para mandibula e # p < 0,001 em relagdo ao grupo falso-operado
para maxila).

5.2 AVALIACAO DO EDEMA DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA —
CARACTERIZACAO DA INFLAMACAO SISTEMICA INDUZIDA PELA

PERIODONTITE
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Conforme o item 4.11.1, a realizacdo do experimento de edema de pata com
a utilizacdo da carragenina, um agente edematogénico inespecifico, permitiu a
avaliacdo do quadro inflamatorio sistémico entre os grupos experimentais. Diferenca
estatistica significativa foi obtida respectivamente nos tempos de 60 min (p < 0,001),
120 min (p < 0,001) e 240 min (p < 0,01) onde o edema de pata nos animais falso-
operado foi respectivamente 71 £ 5%, 55 + 10% e 56 = 5% menor do que o edema
de pata nos animais do grupo ligadura (FIGURA 15). Para os animais do grupo naive
0 edema de pata foi respectivamente 87 + 3%, 95 + 3% e 88 = 4% menor do que o
edema de pata do grupo ligadura para os tempos de 60 min (p < 0,001), 120 min (p
< 0,001) e 240 min (p < 0,001). Nenhuma diferenga significativa foi obtida na analise

estatistica entre o grupo falso-operado e o grupo naive.

FIGURA 15 — Avaliagdo da inflamagéao sistémica induzida pela periodontite por meio do edema de
pata mediado por carragenina (100 pg/pata)
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Nota: Os pontos representam a média e a linha acima o erro padrdo da média, n =8 e n = 3 para o
grupo naive. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias seguida pelo post hoc de
Bonferroni. (** p < 0,01 e *** p < 0,001 em relagédo ao grupo falso-operado e ### p < 0,001 em relagéo

ao grupo naive).

5.3 AVALIAGAO DO EDEMA DE PATA INDUZIDO POR BRADICININA -
CARACTERIZACAO DA PARTICIPAGAO DO RECEPTOR Bz NA INDUGCAO DO
EDEMA DE PATA
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A participacao dos receptores B2 para cininas no edema de pata induzido pela
BK foi realizada conforme o item 4.11.1. Os valores obtidos para o edema de pata
induzido pela BK nos intervalos de 10, 20, 30, 60 e 120 min foram respectivamente
0,30 £ 0,08 mL, 0,41 £ 0,04 mL; 0,35 + 0,05 mL; 0,29 + 0,03 mL e 0,15 £ 0,03 mL
para os animais do grupo ligadura e 0,22 + 0,04 mL; 0,27 + 0,04 mL; 0,25 + 0,05 mL;
0,18 £ 0,02 mL e 0,16 + 0,03 mL para os animais do grupo falso-operado (FIGURA
16). Diferenca estatistica significativa (p < 0,05) entre os grupos experimentais foi

observada no tempo de 20 min.

FIGURA 16 — Avaliagéo da inflamagéao sistémica induzida pela periodontite por meio do edema de

pata mediado por BK (3 nmol/pata)
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Nota: Os pontos representam a média e a linha acima o erro padrédo da média, n = 8. A andlise
estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias seguida pelo post hoc de Bonferroni. (* p < 0,05 em

relagédo ao grupo falso-operado).

5.4 AVALIACAO DO EDEMA DE PATA INDUZIDO POR DES-ARG®-BRADICININA
— CARACTERIZAGAO DA PARTICIPAGAO DO RECEPTOR Bi NA INDUGAO DO
EDEMA DE PATA

A participagao dos receptores B1 para cininas no edema de pata induzido por
DABK foi realizada conforme o item 4.11.2. Os valores obtidos para o edema de
pata induzido por DABK nos intervalos de 10, 20, 30, 60 e 120 min foram
respectivamente 0,32 + 0,03 mL; 0,45 + 0,04 mL; 0,36 + 0,03 mL; 0,33 £ 0,083 mL e
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0,19 + 0,03 mL para os animais do grupo ligadura e 0,20 + 0,04 mL; 0,23 + 0,03 mL;
0,19 + 0,03 mL; 0,15 £ 0,03 mL e 0,14 = 0,04 mL para os animais do grupo falso-
operado (FIGURA 17). Diferenga estatistica significativa entre o grupo ligadura e
falso-operado foram observadas nos tempos de 10 min (p < 0,05), 20 min (p <
0,001), 30 min (p < 0,001) e 60 min (p < 0,001).

Os valores obtidos para o edema induzido pela solucdo DABK/DALBK nos
intervalos de 10, 20, 30, 60 e 120 min foram respectivamente 0,24 + 0,03 mL; 0,28 *
0,04 mL; 0,24 + 0,03 mL; 0,22 £ 0,02 mL e 0,19 + 0,03 mL. Diferenca estatistica
significativa entre o grupo ligadura + DABK e o grupo ligadura + DABK/DALBK foram
observadas nos tempos de 20 min (p < 0,001) e 30 min (p < 0,05), correspondendo

respectivamente a uma reducéo de 38,18% e 34,19% do edema induzido por DABK.

FIGURA 17 — Avaliagcao da inflamacgéao sistémica induzida pela periodontite a partir do edema de pata
mediado por DABK (30 nmol/pata)
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Nota: Os pontos representam a média e a linha acima o erro padrédo da média, n = 8. A andlise
estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias seguida pelo post hoc de Bonferroni. (* p < 0,05, ***
p < 0,001 em relacdo ao grupo falso-operado; # p < 0,05 e ### p < 0,001 em relacdo ao grupo
ligadura + DABK/DALBK).

5.5 AVALIACAO DA CONTRIBUICAO DE AGENTES EDEMATOGENICOS NAO
RELACIONADOS AO SISTEMA DE CININAS NO QUADRO INFLAMATORIO
SISTEMICO INDUZIDO PELA PERIODONTITE
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5.5.1 Avaliagédo da inflamacéao sistémica induzida pela periodontite a partir do edema
de pata mediado por serotonina (5-HT)

A participacdo da serotonina na reagdo edematogénica entre 0s grupos
ligadura e falso-operado foi realizada conforme o item 4.11.1. Os valores obtidos
para o edema de pata induzido por serotonina nos intervalos de 10, 20, 30, 60 e 120
min foram respectivamente 0,24 + 0,03 mL, 0,32 + 0,03 mL; 0,44 + 0,05 mL; 0,50 %
0,04 mL e 0,35 + 0,04 mL para os animais do grupo ligadura e 0,35 + 0,06 mL; 0,40
+ 0,07 mL; 0,48 + 0,07 mL; 0,43 + 0,06 mL e 0,37 + 0,05 mL para os animais do
grupo falso-operado (FIGURA 18). Nos cinco tempos avaliados nenhuma diferenca
estatistica significativa entre os grupos experimentais foi observada para o aumento
do volume da pata (mL).

FIGURA 18 — Avaliagcao da inflamacgéao sistémica induzida pela periodontite a partir do edema de pata
mediado por serotonina (5 nmol/pata)
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Nota: Os pontos representam a média e a linha acima o erro padrdo da média, n = 8. A andlise
estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias seguida pelo post hoc de Bonferroni.

5.5.2 Avaliagédo da inflamacéao sistémica induzida pela periodontite a partir do edema
de pata mediado por histamina (His)

A participacdo da histamina na reacdo edematogénica entre 0s grupos
ligadura e falso-operado foi realizada conforme o item 4.11.1. Os valores obtidos
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para 0 edema de pata induzido por histamina nos intervalos de 10, 20, 30, 60 e 120
min foram respectivamente 0,14 + 0,05 mL, 0,20 £ 0,05 mL; 0,20 £ 0,04 mL; 0,16 %
0,04 mL e 0,10 £ 0,03 mL para os animais do grupo ligadura e 0,15 + 0,03 mL; 0,15
+ 0,05 mL; 0,18 = 0,04 mL; 0,18 £ 0,02 mL e 0,06 + 0,02 mL para os animais do
grupo falso-operado (FIGURA 19). Nos cinco tempos avaliados nenhuma diferenca
estatistica significativa entre os grupos experimentais foi observada para o aumento

do volume da pata (mL).

FIGURA 19 — Avaliagcao da inflamacgéao sistémica induzida pela periodontite a partir do edema de pata
mediado por histamina (10 nmol/pata)
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Nota: Os pontos representam a média e a linha acima o erro padrdo da média, n = 8. A andlise
estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias seguida pelo post hoc de Bonferroni.

5.5.3 Avaliagédo da inflamacéao sistémica induzida pela periodontite a partir do edema
de pata mediado por PGE:2

A participacao da PGE2 na reacdo edematogénica entre os grupos ligadura e
falso-operado foi realizada conforme o item 4.11.1. Os valores obtidos para o edema
de pata induzido por PGE2 nos intervalos de 10, 20, 30, 60 e 120 min foram
respectivamente 0,16 + 0,03 mL, 0,25 £ 0,02 mL; 0,35 + 0,04 mL; 0,32 £ 0,07 mL e
0,20 + 0,03 mL para os animais do grupo ligadura e 0,16 + 0,03 mL; 0,23 + 0,02 mL;
0,29 + 0,03 mL; 0,26 + 0,04 mL e 0,16 = 0,083 mL para os animais do grupo falso-

operado (FIGURA 20). Nos cinco tempos avaliados nenhuma diferenca estatistica
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significativa entre os grupos experimentais foi observada para o aumento do volume

da pata (mL).
FIGURA 20 — Avaliagéo da inflamacéao sistémica induzida pela periodontite a partir do edema de pata
mediado por prostaglandina Ez (1 nmol/pata)
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Nota: Os pontos representam a média e a linha acima o erro padrdo da média, n = 8. A andlise
estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias seguida pelo post hoc de Bonferroni.

5.6 COMPARATIVO DA CONTRIBUICAO DOS AGENTES EDEMATOGENICOS
RELACIONADOS E NAO RELACIONADOS AO SISTEMA DE CININAS NO
QUADRO INFLAMATORIO SISTEMICO INDUZIDO PELA PERIODONTITE

A comparacao dos diferentes agentes edematogénicos analisados a partir da
determinacado da area sobre a curva (A.U.C.) demonstrou que a carragenina € o
mediador derivado do sistema de cininas, DABK, foram os principais agentes
edematogénicos relacionados a alteracbes significativas entre o0s grupos
experimentais ligadura e falso-operado (FIGURA 21).
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FIGURA 21 — Avaliacdo da inflamagéo sistémica induzida pela periodontite a partir da andlise da
A.U.C. do edema de pata mediado por BK (3 nmol/pata), DABK (30 nmol/pata), 5-HT (5 nmol/pata),
His (10 nmol/pata), PGE2 (1 nmol/pata) e carragenina (100 pg/pata)
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Nota: As barras representam a média e a linha acima o erro padrdo da média, n = 8. A andlise
estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias seguida pelo post hoc de Bonferroni. (* p < 0,05, ***

p < 0,001 em relagcdo ao grupo falso-operado).

5.7 AVALIACAO DA MIGRAGAO DE NEUTROFILOS POR MEIO DA
DETERMINAGAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA MIELOPEROXIDASE

A contribuicdo da migracdo de neutréfilos no edema de pata induzido por
carragenina foi avaliada conforme o item 4.11.3. No tempo de 2 h apés a injecéao
intraplantar de carragenina, nenhuma diferenga estatistica significativa entre os
grupos experimentais e o grupo naive foi observada (FIGURA 22, PAINEL A). Para
o tempo de 4 h apds a injecao intraplantar de carragenina observou-se, para 0 grupo
falso-operado, um aumento na atividade da enzima MPO de 2,28 vezes em relagao
a pata solucéo fisiolégica e a pata carragenina. Para o grupo ligadura, observou-se
um aumento na atividade da enzima MPO de 2,67 vezes em relacédo a pata solugao
fisiologica e a pata carragenina, sendo observado uma diferenca estatistica
significativa (p < 0,05) entre as patas carragenina e solugéo fisiolégica para este
grupo experimental (FIGURA 22, PAINEL B).
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FIGURA 22 — Avaliagcao da migracdo de neutréfilos por meio da determinacao da atividade da enzima
mieloperoxidase
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Nota: Atividade da enzima MPO (O.D./mg de proteina) apés (A) 2 h e (B) 4 h da injegéo intraplantar
de carragenina. As barras representam a média e a linha acima o erro padrédo da média, n = 8. A
andlise estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias seguida pelo post hoc de Bonferroni. (* p <

0,05 em relagéo ao grupo pata salina).
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5.8 AVALIACAO DO EXTRAVASAMENTO PLASMATICO - PERMEABILIDADE
VASCULAR PARA O AGENTE EDEMATOGENICO CARRAGENINA

A contribuicdo do aumento da permeabilidade vascular no edema de pata
induzido por carragenina foi avaliada conforme o item 4.11.4. No tempo de 4 h apéds
a injecdo intraplantar de carragenina observou-se, para o grupo falso-operado, um
aumento estatisticamente significativo (p < 0,001) de 2,47 vezes no extravasamento
do corante azul de Evans entre a pata carragenina e a pata solucéo fisioldgica. Para
o grupo ligadura, observou-se um aumento estatisticamente significativo (p < 0,001)
de 7,29 vezes no extravasamento do corante azul de Evans entre a pata carragenina
e a pata solucao fisiologica. Além disso, foi observado um aumento estatisticamente
significativo (p < 0,001) de 1,61 vezes no extravasamento do corante azul de Evans
entre as patas submetidas a injecao intraplantar de carragenina para os grupos
ligadura e falso-operado (FIGURA 23).

FIGURA 23 — Avaliacado da permeabilidade vascular a partir do extravasamento do corante azul de

Evans
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Nota: Extravasamento plasmatico do corante azul de Evans (O.D./ g tecido) apds 4h da injegao
intraplantar de carragenina. As barras representam a média e a linha acima o erro padrao da média, n
= 8. A andlise estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias seguida pelo post hoc de Bonferroni.

(** p < 0,001 em relacdo ao grupo pata salina e ### p < 0,001 em relagéo falso-operado).



75

5.9 AVALIAGAO DE PARAMETROS CARDIOVASCULARES INDUZIDOS PELA
REATIVIDADE VASCULAR AOS COMPONENTES DO SISTEMA DE CININAS
FRENTE AO ESTADO INFLAMATORIO CRONICO INDUZIDO PELA
PERIODONTITE

Apés a avaliacao da participacao dos receptores B1 e Bz para cininas em nivel
de inflamacéo sistémica (edema de pata), realizou-se a investigacdo da participacao
dos mesmos receptores na reatividade vascular endotelial conforme o item 4.11.6.
Primeiramente, foram comparados o0s niveis de pressao arterial média basal
(FIGURA 24, PAINEL A) e frequéncia cardiaca (FIGURA 24, PAINEL B) entre os
grupos ligadura e falso-operado. Na avaliagdo destes parametros nenhuma

diferenca estatistica significativa entre os grupos experimentais foi encontrada.

FIGURA 24 — Avaliacdo de parametros cardiovasculares (pressao arterial média basal e frequéncia

cardiaca) em modelo experimental de periodontite
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Nota: (A) Pressdo arterial média basal (mmHg) e (B) Frequéncia cardiaca (BPM). As barras
representam a média e a linha acima o erro padrdo da média, n = 8. A andlise estatistica foi realizada

por ANOVA de duas vias seguida pelo post hoc de Bonferroni.

A investigacao especifica da participagdo dos receptores B2 para cininas na
funcdo endotelial entre os grupos experimentais ligadura e falso-operado foi
comparada a partir da acédo vasodilatadora promovida pela BK. Nas trés doses de
BK avaliadas, foi observado um padrdo dose-resposta, mas nenhuma diferenca
estatistica significativa entre os grupos experimentais foi observada na variagao da
pressao arterial média (FIGURA 25, PAINEL A), no tempo de vasodilatacao
(FIGURA 25, PAINEL B) e na relacdo pressado arterial versus tempo de
vasodilatacao (FIGURA 25, PAINEL C).
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FIGURA 25 — Avaliacdo de parametros cardiovasculares induzidos pela reatividade vascular do

receptor Bz para cininas
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Nota: (A) Variagcdo na pressao arterial média (mmHg), (B) Tempo de vasodilatacédo e (C) Relagéo
pressdo arterial versus tempo de vasodilatacdo (mmHg.s'), apds a administragdo i.v. de doses
crescentes (nmol/Kg) do agonista B2BK. As barras representam a média e a linha acima o erro
padrdo da média, n = 8. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias seguida pelo post

hoc de Bonferroni.
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A investigacdo especifica da participacao dos receptores By na funcdo endotelial
entre os grupos experimentais ligadura e falso-operado foi comparada a partir da acéo
vasodilatadora promovida pelo agonista Bi DABK. Nenhuma diferenga estatistica
significativa entre 0s grupos experimentais foi observada na variacdo da pressao
arterial média (FIGURA 26, PAINEL A) e no tempo de vasodilatacdo (FIGURA 26,
PAINEL B). Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) foi observada na
avaliagdo da relacdo pressao arterial versus tempo de vasodilatagdo para a
concentragdo de 1 nmol/Kg de DABK (FIGURA 26, PAINEL C).

FIGURA 26 — Avaliacdo de paréametros cardiovasculares induzidos pela reatividade vascular do

receptor B+ para cininas
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Nota: (A) Variagcdo na pressao arterial média (mmHg), (B) Tempo de vasodilatacédo e (C) Relagéo
pressdo arterial versus tempo de vasodilatagcdo (mmHg.s'), apds a administragdo i.v. de doses
crescentes (nmol/Kg) do agonista BiBK. As barras representam a média e a linha acima o erro
padrdo da média, n = 8. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias seguida pelo post

hoc de Bonferroni. (* p < 0,05 em relagéo ao grupo falso-operado).

A fim de avaliar se os efeitos na variacdo da pressao arterial média e no
tempo de vasodilatagdo obtidos na figura 26 foram especificos ao receptor Bi,
realizou-se o0 bloqueio deste receptor a partir do uso do antagonista DALBK
(FIGURA 27).

FIGURA 27 — Avaliagdo de parametros cardiovasculares induzidos pela reatividade vascular do

receptor B+ para cininas
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Nota: (A) Variagdo na pressao arterial média (mmHg), (B) Tempo de vasodilatagao (s) e (C) Relagao
pressdo arterial versus tempo de vasodilatacdo (mmHg.s'), apés a administracdo i.v. de doses
crescentes (nmol/Kg) do agonista BiBK. As barras representam a média e a linha acima o erro
padrdo da média, n = 8. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias seguida pelo post
hoc de Bonferroni.

Apébs o blogqueio do receptor B1 com o uso do antagonista DALBK nenhuma
diferenca estatistica significativa entre 0s grupos experimentais foi observada na
variacdo da pressao arterial média (FIGURA 27, PAINEL A), no tempo de
vasodilatacdo (FIGURA 27, PAINEL B) e na relacdo pressao arterial versus tempo
de vasodilatacdo (FIGURA 27, PAINEL C). Esse resultado indica que os efeitos
vasoativos obtidos a partir da utilizagédo do agonista Bt DABK nao foram especificos

ao receptor B1 para cininas.



80

5.10 AVALIACAO DO ESTADO INFLAMATORIO SISTEMICO INDUZIDO PELA
PERIODONTITE — QUANTIFICAGAO DOS NIVEIS PLASMATICOS E TECIDUAIS
DE TNF-a e IL-1B

5.10.1 Quantificacdo dos niveis plasmaticos e teciduais de TNF-a

A avaliacao dos niveis plasmaticos de TNF-a apés 3, 7 e 14 dias da inducao
da periodontite demonstrou um aumento estatisticamente significativo nos niveis
plasmaticos de TNF-a entre os grupos experimentais no tempo de 3 dias (p < 0,001)
(FIGURA 28).

FIGURA 28 — Avaliacdo dos niveis plasmaticos de TNF-a apds 3, 7 e 14 dias da inducdo da

periodontite

[ Falso-operado

Bl Ligadura
15-
* k%
-
£ 10
o)
e
e
L -
= 5
] - ) i
0

3 d'ias 7 d'ias 14 <':Iias

Nota: Concentracdo plasmatica de TNF-a (pg/mL) apds 3, 7 e 14 dias da indugéo da periodontite. As
barras representam a média e a linha acima o erro padréo da média, n = 8. A andlise estatistica foi

realizada por ANOVA de duas vias seguida pelo post hoc de Bonferroni.

Em contrapartida ao resultado dos niveis plasmaticos de TNF-a, a avaliagao
dos niveis teciduais (pata) desta citocina 14 dias apds a inducao da periodontite nao
demonstrou nenhuma diferenga estatistica significativa entre os grupos ligadura e o
falso-operado (FIGURA 29).
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FIGURA 29 — Avaliagao dos niveis teciduais de TNF-a apés 14 dias da indugao da periodontite
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Nota: Concentragédo tecidual (pata) de TNF-a (pg/mg de proteina) apds 14 dias da inducdo da
periodontite. As barras representam a média e a linha acima o erro padrédo da média, n = 8. A andlise

estatistica foi realizada por teste t nao-pareado.

5.10.2 Quantificacao dos niveis plasmaticos e teciduais de IL-13

A avaliacéo dos niveis plasmaticos de IL-13 apds 3, 7 e 14 dias da inducédo da
periodontite ndo demonstrou nenhuma diferenca estatistica significativa entre os
grupos ligadura e o falso-operado nos diferentes tempos avaliados (FIGURA 30).

FIGURA 30 — Avaliacdo dos niveis plasmaticos de IL-1B ap6s 3, 7 e 14 dias da inducdo da

periodontite
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Nota: Concentragéo plasmatica de IL-1B (pg/mL) ap6s 3, 7 e 14 dias da indugdo da periodontite. As
barras representam a média e a linha acima o erro padréo da média, n = 8. A andlise estatistica foi

realizada por ANOVA de duas vias seguida pelo post hoc de Bonferroni.
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Apesar da nao observacdo de alteragdes nos niveis plasmaticos de IL-1
entre 0s grupos experimentais foi observado uma redugdo gradual e
estatisticamente significativa nos niveis plasmaticos desta interleucina entre os
tempos experimentais de 3 e 14 dias (p < 0,001) para o grupo falso-operado e 3, 7 (p
< 0,05) e 14 dias (p < 0,001) para o grupo ligadura (FIGURA 31).

FIGURA 31 — Avaliagao temporal dos niveis plasmaticos de IL-1B3 apds 3, 7 e 14 dias da indugéo da

periodontite
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Nota: Concentragcéo plasmatica de IL-1B (pg/mL) ap6s 3, 7 e 14 dias da indugao da periodontite. As
barras representam a média e a linha acima o erro padréo da média, n = 8. A andlise estatistica foi
realizada por ANOVA de duas vias seguida pelo post hoc de Bonferroni. (* p < 0,05 e *** p < 0,001

em relacao ao tempo de 3 dias).

Em contrapartida ao resultado dos niveis plasmaticos de IL-1B, os niveis
teciduais (pata) de IL-1B ap6s 14 dias da inducéo da periodontite demonstraram um
aumento estatisticamente significativo (p < 0,001) entre o grupo ligadura e o grupo
falso-operado (FIGURA 32).
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FIGURA 32 — Avaliagao dos niveis teciduais de IL-1B apds 14 dias da indugao da periodontite
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Nota: Concentracdo tecidual (pata) de IL-1B (pg/mg de proteina) apdés 14 dias da indugdo da
periodontite. As barras representam a média e a linha acima o erro padrdao da média, n = 8. A analise

estatistica foi realizada por teste t ndo-pareado. (*** p < 0,001 em relagéo ao grupo falso-operado).

5.11 AVALIACAO DO ESTADO INFLAMATORIO SISTEMICO INDUZIDO PELA
PERIODONTITE — QUANTIFICAGAO DOS NIVEIS TECIDUAIS DO RECEPTOR B

PARA CININAS

A quantificacdo protéica do receptor B+ para cininas no tecido da pata dos
animais submetidos a 14 dias de indugéao da periodontite nao demonstrou nenhuma

diferenca estatistica significativa entre os grupos ligadura e o falso-operado

(FIGURA 33).

FIGURA 33 — Quantificagcao protéica do receptor B+ para cininas no tecido da pata
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Nota: Quantificagdo protéica do receptor B1 para cininas no tecido da pata apds 14 dias da indugao

da periodontite. As barras representam a média e a linha acima o erro padrdo da média, n = 8. A

andlise estatistica foi realizada por teste t ndo-pareado.
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6 DISCUSSAO

6.1 CONTRIBUICAO DO SISTEMA DE CININAS NAS ALTERAGCOES
INFLAMATORIAS INDUZIDAS PELA PERIODONTITE

A periodontite € uma doenga inflamatéria crénica que compromete os tecidos
de suporte do elemento dentario. Esta patologia afeta atualmente cerca de 750
milhdes de pessoas ao redor do mundo (KASSEBAUM et al., 2014). Além da
relevancia epidemioldgica, pesquisas emergentes interligam a periodontite a um
variado numero de patologias sistémicas (OTOMO-CORGEL et al., 2012).

O mecanismo biolégico de correlacdo entre periodontite e alteracdes
sistémicas € evidenciado pela capacidade dos microrganismos orais, produtos
metabdlicos e mediadores inflamatérios produzidos localmente pela
infeccao/inflamacao periodontal acessarem regides distantes do foco oral e nesses
locais promoverem alteracdes fisiopatoldgicas sistémicas (HAJISHENGALLIS,
2015). Para a comprovacao desta relacao bioldgica entre periodontite e alteragdes
sistémicas € necessario a realizagdo de estudos clinicos e a utilizacdo de modelos
animais.

A utilizacdo de modelos animais tem sido importante na compreensao da
fisiopatologia da periodontite e das alteragdes sistémicas induzidas por esta
patologia. O modelo de doencga periodontal em ratos é uma alternativa vélida e
promissora (STRUILLOU et al., 2010) que consiste no método mais utilizado para a
compreensao do inicio e progressdao da periodontite (KIMURA et al., 2000).
Alternativas para a indugdo da periodontite em modelos experimentais sdo a
colocacdo de ligaduras e ou a inoculacdo de periodontopatéogenos (OZ; PULEO,
2011).

No presente trabalho optou-se pelo modelo de indugdo da periodontite por
meio da colocacao de ligaduras de algodao em ratos Wistar machos. Esse modelo ja
consagrado na literatura (HOLZHAUSEN et al., 2002), comprovadamente induz uma
inflamacédo que se assemelha a periodontite humana. A colocacao das ligaduras ao
redor dos dentes do animal, a nivel cervical e possivelmente na regido subgengival,
objetiva 0 acumulo de biofilme na regido com o consequiente desenvolvimento da
patologia periodontal (HAJISHENGALLIS; LAMONT; GRAVES, 2015).
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A maioria dos trabalhos com modelos de indugédo da periodontite através de
ligaduras reporta a utilizacdo de uma (AZOUBEL et al., 2007) ou duas ligaduras
(SOUZA et al., 2010), visto que a finalidade desses estudos consistiu na avaliagao
dos efeitos locais da periodontite. Todavia, para o presente estudo optou-se pela
colocagao de quatro ligaduras visto que o objetivo do trabalho consistiu na avaliacéao
das alteragdes sistémicas promovidas pela periodontite.

Embora a inflamacédo e infeccdo local com conseqlente perda dssea ja
iniciem nos primeiros dias apds a colocagao das ligaduras em ratos (HERRERA et
al., 2011), as alteracoes sistémicas sdo mais marcantes a partir do sétimo dia, com
um pico de ocorréncia em torno da segunda semana de inducédo (BRITO et al.,,
2013). Herrera et al. (2011), demonstraram que a partir de 7 dias da colocacao das
ligaduras ja se observava significativa perda éssea alveolar, porém esta alteracao se
tornava mais marcante a partir do décimo quarto dia. Sabendo destes fatores, no
presente trabalho, optou-se pela realizagdo da maioria dos procedimentos
experimentais ap6s 14 dias da inducdo da doenca periodontal.

Em conformidade com os estudos prévios do modelo de inducdo da
periodontite a partir da colocacao de ligaduras, o presente estudo demonstrou que
este modelo foi efetivo em induzir perda éssea alveolar (FIGURA 14), simulando
desta forma, uma das principais caracteristicas da periodontite humana.

Além dos impactos locais, a doenca periodontal exibe uma associacdo com
multiplas condicbes sistémicas (OTOMO-CORGEL et al.,, 2012). Apesar do
mecanismo de correlacdo entre periodontite e doencas sistémicas nao estar
totalmente elucidado, diversos estudos propéem que os periodontopatdégenos
possam acessar a circulacao sistémica ocasionando a invasao do endotélio vascular
e 0 aumento dos niveis plasmaticos de mediadores inflamatorios (HOKAMURA et
al., 2010; MONTEIRO et al., 2009). Dessa maneira, pacientes com periodontite
crbnica podem apresentar um aumento no risco de desenvolvimento de condi¢cdes
fisiopatolégicas complexas como diabetes, doencas cardiovasculares, osteoporose,
artrite reumatdide e doencas respiratorias (DETERT et al., 2010).

Ao avaliar os estudos disponiveis sobre a conexao entre doenca periodontal e
marcadores inflamatorios sistémicos, Gomes et al. (2013) a partir de uma meta-
analise, observaram que a periodontite, em humanos, associa-se ao aumento dos
niveis plasmaticos de PCR, IL-1, IL-2, IL-6, imunoglobulinas A, G, M e TNF-a. Esses

achados descritos na literatura cientifica sugerem que a periodontite contribui para
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uma resposta inflamatéria sistémica ndo confinada ao local da lesdo periodontal, o
gue potencialmente correlaciona a doenca periodontal com diferentes patologias de
natureza inflamatéria e cardiovascular (PALM et al., 2013).

Baseando-se na correlacdo entre periodontite e inflamacao sistémica o
presente trabalho investigou, a partir da metodologia de edema de pata, o estado
inflamatério sistémico e a participagdo dos receptores B1 e B2 para cininas na
inflamacéao sistémica promovida pela doenca periodontal.

O modelo experimental de inducdo de edema de pata estabeleceu-se na
literatura cientifica como uma ferramenta de investigacao pré-clinica de farmacos
antiinflamatérios (SAKAT et al.,, 2013). Diferentes substancias edematogénicas
podem ser utilizadas para a inducdo de respostas inflamatérias tais como
carragenina e sulfato de dextrana. Em geral, a mensuracdo quantitativa do edema
de pata pode ser realizada a partir da medicao do diametro dorsoventral da pata
submetida ao teste como também a partir da mensuracédo da diferenca de volume
entre as patas teste e controle, utilizando-se nesta metodologia o equipamento
denominado plestimdédmetro (BHAFT; MEHTA; SHRIVASTAVA, 1977; MURAYAMA et
al., 1991).

O uso da carragenina, um polissacarideo sulfatado derivado da alga
Chondrus Crispus, para a indu¢ao de edema de pata foi inicialmente introduzido por
Winter et al. (1962). Este agente promove a formacdo de edema por meio de um
processo irritante e proteolitico que promove a liberacédo e formacéo subseqiente de
varios mediadores inflamatérios (DI ROSA; SORRENTINO, 1968). A inflamacéao
aguda induzida pela carragenina caracteriza-se como um evento bifasico (DI ROSA;
GIROUD; WILLOUGHBY, 1971; DI ROSA; WILLOUGHBY, 1971). Na primeira fase
(0 — 1 hora), histamina, serotonina, bradicinina e substancia P sdo os principais
mediadores inflamatérios liberados, sendo seguidos pela liberacdo de
prostaglandinas e infiltracdo de células polimorfonucleadas que induzem, no sitio
inflamatério, a secrecdo de outros mediadores tais como o &xido nitrico,
prostaglandinas e citocinas (GILLIGAN et al., 1994).

No presente estudo, a avaliagdo do edema de pata induzido pela carragenina
teve como objetivo a comparacado do quadro inflamatério sistémico entre os grupos
falso-operado e ligadura. Optou-se pela utilizacao da metodologia de mensuracao a
partir do uso de pletismémetro. A dose de carragenina utilizada encontra-se dentro
da faixa prevista pela literatura cientifica (0,1 a 1,0%), optando-se pelo limite inferior
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para melhor avaliacdo de um possivel aumento na resposta inflamatoria
(SHEJAWAL; MENON; SHAILAJAN, 2013).

Os resultados obtidos para o edema de pata induzido pela carragenina
demonstraram que o grupo ligadura apresentou uma resposta inflamatoria
significativamente superior aos grupos experimentais falso-operado e controle em
ambas as fases inflamatérias do edema (FIGURA 15). Este resultado demonstrou o
potencial inflamatorio sistémico da periodontite (NAKAJIMA et al., 2010), indicando a
capacidade do processo periodontal em promover alteragdes na resposta
edematogénica em um tecido distante da cavidade oral.

A observacdo experimental do edema de pata mediado por carragenina
demonstra que o aumento do edema no grupo ligadura em relacdo ao grupo falso-
operado inicia-se apds a primeira hora da inoculagdo da carragenina e perdura até
as 4h do periodo de analise (FIGURA 15). Sabendo-se disso, surge a indagacao
biologica da possibilidade de que alteragbes nos mediadores inflamatérios
especificos em cada fase do edema de pata induzido por carragenina possam estar
alteradas em decorréncia da inflamagéo sistémica induzida pela periodontite.

Para determinar uma possivel alteragdo induzida pela periodontite nos
mediadores inflamatérios relacionados a primeira hora do edema de pata induzido
pela carragenina (DI ROSA; SORRENTINO, 1968), foi realizada a avaliagdo do
edema de pata induzido por serotonina e histamina apdés 14 dias da inducdo da
periodontite. Nestes experimentos, ndo foram observadas diferengas estatisticas
entre os grupos experimentais ligadura e falso-operado no edema de pata mediado
por serotonina (FIGURA 18) e histamina (FIGURA 19).

A histamina sintetizada nos granuldcitos basoéfilos, nas plaguetas e,
principalmente nos mastécitos, provoca contragbes das células endoteliais
venulares, com consequente aumento da permeabilidade vascular e vasodilatagao
(DE BENEDETTO et al., 2015). Ja a serotonina encontrada nas plaquetas tem acao
vasodilatadora e promove aumento da permeabilidade vascular (SHAJIB; KHAN,
2015). Dessa forma, o resultado obtido demonstra que as respostas inflamatérias e
edematogénicas de ambas as substancias, de seus receptores e vias de sinalizacao
parecem nao serem afetados pela inflamacéao sistémica oriunda da periodontite.

A mediacdo inflamatéria no periodo entre 1 e 2h apds a inoculagdo da
carragenina € caracterizada pela liberacdo de cininas (DI ROSA; SORRENTINO,
1968). Na situacao patoldgica em questao a avaliagdo das cininas, em especifico a
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contribuicao dos receptores B1 e B2 na acao edematogénica torna-se relevante visto
a natureza induzivel do receptor B1 em situagdes inflamatérias crénicas como a
periodontite (LEEB-LUNDBERG et al., 2001).

O envolvimento dos receptores B1 e B2 no edema de pata induzido por BK ja
€ conhecido (CAMPOS; SOUZA; CALIXTO, 1998), como também a natureza
constitutiva dos receptores B2 em processos inflamatérios agudos e crénicos. Para
tanto, no presente estudo, a avaliagcdo da atividade do receptor B2 no edema de pata
induzido por BK teve como objetivo caracterizar a atividade fisiopatolégica deste
sistema receptor B2/BK no processo inflamatério cronico induzido pela periodontite e
verificar que a atividade deste receptor nado foi diferenciada entre os grupos
experimentais (FIGURA 16).

Corroborando com o resultado obtido para o edema de pata induzido pela BK,
Hinode et al. (1992) demonstrou que diversas proteases isoladas do microrganismo
P. gingivalis, apresentam in vitro, uma potente atividade cininogenase (SCOTT et al.,
1993; SOJAR et al., 1993). Griesbacher et al. (1994) demonstraram que a injecao
intraplantar em ratos Sprague-Dawley de extratos de P. gingivalis, ocasiona um
aumento dose-dependente da permeabilidade vascular quantificada por meio do
edema de pata. Onde, o uso do antagonista B2, Icatibant, reduziu significativamente
o edema promovido pelos extratos de P. gingivalis. Estes resultados demonstram
que parte da resposta inflamatéria presente no edema de pata no grupo ligadura
ocorre devido a ativagao tecidual dos receptores Bz para cininas.

A correlacao entre os receptores B1 para cininas e a patologia periodontal foi
primeiramente apresentada por Dornelles et al. (2009) que demonstraram que o LPS
do microrganismo P. gingivalis promoveu um edema de pata induzido pelo agonista
B1 DABK. O presente estudo corrobora e amplia a relacdo entre periodontite e
expressao dos receptores B1 observadas por Dornelles et a. (2009). Sendo que, a
observacao do aumento significativo da atividade funcional do receptor B1 no edema
de pata induzido por DABK no grupo ligadura, indica que os receptores B1 foram
expressos em um local distante do foco periodontal. Esse resultado amplia as
observacdes de Dornelles et al. (2009) que analisam especificamente a expressao
dos receptores Bi1 ap6s a administracao intraplantar do LPS do microrganismo P.
gingivalis.

Tendo em vista 0 aumento da atividade funcional dos receptores B1 para
cininas no grupo ligadura, a pergunta proveniente desta observacao experimental
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foi: “Como a periodontite foi capaz de estimular os processos de sinalizacao celular
relacionadas a inducdo dos receptores B1?” A literatura cientifica demonstra a
ocorréncia de um rapido aumento do edema de pata causado pelos agonistas
seletivos do receptor B1 apds tratamento agudo com citocinas pro-inflamatorias tais
como IL-1B8 e TNF-a (ROCHA et al., 2005). Sendo que os efeitos da IL-13 e do TNF-
a na indugao da expressao dos receptores B1 correlacionam-se com a modulagao da
producdo secundaria de citocinas inflamatorias, pela ativacdo de diversas proteinas
quinases, e a partir da ativagéo do fator NF-xB (CAMPOS; SOUZA; CALIXTO, 1998;
1999).

Sabendo-se da correlacdo entre TNF-a e IL-1B na inducdo da expressao dos
receptores B1 para cininas, realizou-se a quantificagdo dos niveis plasmaticos e
teciduais de TNF-a e IL-B para determinar a participacdo destas citocinas no
processo inflamatdrio sistémico induzido pela periodontite e correlacionar o aumento
dos niveis plasmaticos destas citocinas com a inducédo do receptor B1 no tecido da
pata.

O presente trabalho demonstrou um aumento significativo dos niveis
plasmaticos de TNF-a entre os grupos ligadura e falso-operado apds 3 dias da
inducao da periodontite (FIGURA 28). Em contrapartida os niveis plasmaticos de IL-
1B ndo variaram entre os grupos ligadura e falso-operado apés 3, 7 e 14 dias da
inducdo da periodontite (FIGURA 30). Apesar disso, observou-se uma redugao
gradual estatisticamente significativa dos niveis plasmaticos de IL-1B entre os
tempos experimentais de 3, 7 e 14 dias em ambos 0s grupos experimentais
(FIGURA 31).

Na situacao em estudo, evidencia-se a participacao do TNF-a na modulagao
da resposta inflamatéria sistémica em resposta a periodontite. Evidéncias
experimentais demonstram um aumento plasmatico de IL-6 ap6s 14 dias da
colocacao de ligaduras (MACHADO et al., 2013). Essa observacao experimental é
relevante visto que a IL-6 é produzida em resposta a microrganismos € em resposta
ao aumento plasmatico de TNF-a. (JIMENEZ-DALMARONI; GERSWHIN;
ADAMOPOULQS, 2015). Pode-se entdo sugerir que, nos estagios iniciais da
patogénese inflamatoria sistémica originaria da doenca periodontal o TNF-a, um
importante indutor da expressao dos receptores B1 para cininas, possa contribuir
para a modulacdo da resposta imune inata ao insulto inflamatério sistémico

originario da periodontite.



91

O resultado da quantificacao dos niveis plasmaticos de IL-13 corrobora com
as observacdes realizadas por Vardar-Segul et al. (2006) e Gurkan et al. (2009).
Nestes estudos ndo foram observadas diferengcas nos niveis plasmaticos de IL-13
entre os grupos experimentais apés 15 dias da inducao da periodontite pelo modelo
de administragdo gengival de LPS de E.coli Ao avaliar o perfil de citocinas
induzidas pelo processo inflamatorio sistémico apdés 8 dias da indugdo da
periodontite pela metodologia de colocagdo de ligaduras, Kats et al. (2013) nao
observaram diferencas estatisticas significativas nos niveis plasmaticos de IL-1(,
IFN-vy, IL-4, IL-6, IL-7, IL-10, IL-13 e IL-18.

Os resultados obtidos para os niveis plasmaticos de TNF-a e IL-1B ap6s 3, 7
e 14 dias da inducdo da periodontite demonstram a necessidade de uma
investigacao detalhada sobre a indugéo plasmatica tempo-dependente de diferentes
citocinas em decorréncia da inflamagédo sistémica originaria da periodontite. Visto
que experimentos que avaliam as conseqUéncias inflamatorias sistémicas da
periodontite demonstram o aumento plasmatico de IL-6 e PCR (PALM et al., 2013).

Em relagdo a quantificacdo local das citocinas TNF-a e IL-1B, o presente
estudo observou um aumento estatisticamente significativo nos niveis de IL-1 no
tecido da pata dos animais do grupo ligadura apés 14 dias da inducdo da
periodontite (FIGURA 32). Este resultado correlaciona-se com as observagdes de
diferentes estudos experimentais que demonstram quantitativamente um aumento
dos niveis de IL-1B no tecido gengival no decorrer do desenvolvimento patogénico
da periodontite (BRANCO-DE-ALMEIDA et al., 2012; ARAUJO et al., 2013).

A observagao do aumento nos niveis de IL-13 no tecido da pata dos animais
do grupo ligadura indica a possibilidade desta citocina contribuir diretamente para a
inducédo da expressao dos receptores B1 para cininas neste tecido. Esta hipbtese
torna-se plausivel visto a observacdo farmacoldgica do aumento estatisticamente
significativo no edema de pata mediado por DABK entre os grupos falso-operado e
ligadura. Corroborando com a hipétese proposta, Dornelles et. al. (2009) observaram
um aumento dos niveis de IL-18 e um aumento da expressdao do mRNA do receptor
B1 no tecido da pata em ratos Wistar apdés a administracédo intraplantar do LPS do
microrganismo P. gingivalis.

Apéds a avaliacdo do edema mediado por cininas realizou-se a investigagao do
edema de pata induzido pela prostaglandina E2 ap6s 14 dias da colocacdo das
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ligaduras. Essa avaliagdo foi relevante ao estudo em decorréncia da observagéao
experimental do edema de pata mediado pela carragenina (FIGURA 15). Onde,
observou-se um aumento do edema no grupo ligadura em relacdo ao grupo falso-
operado nos intervalos de tempo de 2 e 4h, onde a liberacéo local de PGE:2 torna-se
importante na mediagao do edema induzido pela carragenina.

A PGE2 é um dos produtos da via metabdlica do acido araquidénico sendo
sintetizada pela prostaglandina E:z sintetase a partir da prostaglandina Hz (PGH2).
Esta substancia € um mediador lipidico que atua em conjunto aos receptores EP1,
EP2, EP3 e EP4 (KAWAHARA et al., 2015). Em situacdes inflamatérias destaca-se a
contribuicdo da PGE2 no processo de vasodilatacdo e modulacao da liberagao local
de citocinas (NORBERG et al., 2013).

No experimento de inducdo do edema de pata a partir da injecao intraplantar
de PGE2 ndo foram observadas diferengas estatisticas entre o grupo ligadura e
falso-operado (FIGURA 20). Este resultado demonstra que a resposta
edematogénica mediada pela PGE2 ndo se diferencia entre os grupos experimentais,
indicando que a contribuicao inflamatéria da PGE2 ndo é alterada pela inflamacgao
sistémica oriunda da periodontite.

Sabendo-se da importancia da migracao de células polimorfonucleares e das
alteracdes na permeabilidade vascular para o processo edematogénico, realizou-se
a avaliacdo da migracdo de neutréfilos por meio da metodologia indireta de
quantificacdo da atividade da enzima MPO apds 2h e 4h da injeg&o intraplantar de
carragenina. A avaliagdo da permeabilidade vascular foi realizada por meio da
metodologia de extravasamento do corante azul de Evans apds 4h da injecao
intraplantar de carragenina.

A avaliagdo da migracao de neutréfilos entre o grupo falso-operado e ligadura
nao demonstrou diferenca estatistica significativa entre as patas teste e controle
para 0s grupos experimentais, 2h ap6s da injecdo intraplantar de carragenina
(FIGURA 22, PAINEL A). Em contrapartida, observou-se um aumento na atividade
da enzima MPO entre as patas teste e controle no grupo ligadura apds 4h da
inoculacao deste agente edematogénico. Neste mesmo intervalo de andlise
nenhuma diferenca foi observada entre as patas teste e controle no grupo falso-
operado e no grupo naive (FIGURA 22, PAINEL B).

A analise da migracdo de neutréfilos apds 4h da injecdo intraplantar de
carragenina indica que o aumento da atividade da enzima MPO no grupo ligadura
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ocorre em decorréncia do processo inflamatério sistémico induzido pela periodontite
visto que nao foram observadas alterac6es na migracdo de neutréfilos entre os
demais grupos experimentais. Esta observagdo corrobora com os estudos de
Dornelles et al. (2009) que demonstraram um aumento da atividade da enzima MPO
apos a injecao intraplantar do LPS do microrganismo P. gingivalis em ratos Wistar.

A contribuicdo do aumento da permeabilidade vascular no edema de pata
induzido por carragenina demonstrou a ocorréncia de um aumento estatisticamente
significativo no extravasamento do corante azul de Evans entre as patas submetidas
a injecao intraplantar de carragenina para os grupos ligadura e falso-operado
(FIGURA 23). Esse resultado corrobora com investigagdes in vitro e in vivo que
evidenciam alteragbes na permeabilidade endotelial em decorréncia do estimulo
inflamatério promovido pelo LPS do microrganismo P. gingivalis. Dessa maneira, 0
estimulo inflamatério sistémico induz a formacao de jungdes GAP nas células
endoteliais com consequente desestabilizacdo da homeostasia endotelial (KIM et al.,
2013).

Analisados em conjunto, os resultados experimentais indicam que a
periodontite induz uma alteracao inflamatéria sistémica, sendo que, os receptores B
para cininas parecem ser os principais mediadores inflamatérios relacionados a
estas alteracdes inflamatdrias. Essa hip6tese se justifica pela auséncia de diferencas
entre 0s grupos experimentais nas respostas edematogénicas para os mediadores
BK, serotonina, PGE2 e histamina. Sendo necessario salientar que o presente
estudo néo realizou a avaliagdo de outros agentes inflamatérios, tais como o NO e
substancia P, que também podem estar relacionadas as alteragdes inflamatérias
induzidas pela periodontite.

A observacao do aumento da atividade funcional dos receptores B1 no edema
de pata induzido por DABK no grupo ligadura sugere que a periodontite é capaz de
induzir as rotas de sinalizagcao de indugdo do receptor Bi. Dentre essas rotas,
destaca-se a capacidade dos periodontopatégenos ativar os receptores TLR2 e
TLR4 (LIU et al., 2008). Sabendo que, a literatura cientifica demonstra que a
ativacdo dos receptores TLR2 via LPS do microrganismo P. gingivalis leva a
ativacdo da via TLR/UNK e a ativagcao dos receptores TLR4 leva a sinalizagao
TLR4/NF-kB/p38MAPK (DARVEAU et al., 2004). Pode-se sugerir que essas duas
vias de sinalizagdo, somadas a ativacao celular pelos mediadores inflamatérios TNF-
a e IL-1B, podem ativar o fator NF-kB. (KIKKERT et al., 2007) Desta maneira, a
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ativacao do fator NF-xB pode induzir a expressao protéica do receptor B1 a partir da
interacdo deste fator de transcricio com as regidbes promotoras do gene
correspondente ao receptor B1.

O aumento da ativacdo dos receptores B1 no edema de pata induzido por
DABK no grupo ligadura indica que os receptores B1 contribuem para as alteracoes
na inflamacgao sistémica induzidas pela periodontite a partir de suas propriedades de
vasodilatacao, aumento da permeabilidade vascular e aumento da migracdo de
células polimorfonucleares (VIANNA; CALIXTO, 1998). No presente estudo, os
efeitos diretos de vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular e migracao de
células polimorfonucleares desencadeados pela ativacdo dos receptores Bi nao
foram avaliados especificamente, sendo necessarios estudos complementares para
a caracterizacao da contribuicdo dessas atividades fisiopatologias dos receptores B
nas alteracdes inflamatorias induzidas pela periodontite.

Destaca-se que o presente trabalho demonstrou um aumento da atividade
funcional dos receptores Bi para cininas na pata dos animais submetidos a
periodontite. Para a confirmacado da ocorréncia da inducdo dos receptores B1 no
tecido da pata, realizou-se a quantificacdo protéica do receptor B1 para cininas no
tecido da pata dos animais submetidos a 14 dias de inducédo da periodontite. Nesse
experimento nao foi possivel a observacdo de uma diferenca na quantificacao
protéica do receptor B1 entre os grupos ligadura e o falso-operado.

Mesmo com a auséncia de comprovacao do aumento dos niveis teciduais dos
receptores B1 no tecido da pata nos animais submetidos a periodontite, sugere-se
quatro hipbteses para justificar esse resultado experimental (FIGURA 33).
Primeiramente, a técnica de western-blotting possui uma limitagdo experimental em
decorréncia de realizar a quantificacdo do conteudo global de proteinas do receptor
B1, ndo quantificando especificamente os receptores B1 presentes na membrana
celular. Em segundo lugar, destaca-se a dificuldade experimental observada na
extracdo do material protéico da pata, podendo essa limitacdo ter interferido na
quantificacao final das proteinas do receptor B1 para cininas.

A terceira justificativa para o resultado obtido no experimento de western-
blotting consiste na hipétese de que a inflamacao sistémica originaria da periodontite
induziria um aumento da translocacao dos receptores B1 pré-formados em direcéo a
membrana celular, essa modulagdo bioldgica permitiria que o sistema cininas-

receptor B1 desempenhasse suas funcdes fisiopatoldgicas em resposta ao estimulo
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inflamatério sistémico decorrente da periodontite. Para confirmacédo dessa hipétese
torna-se necessario a realizacao de experimentos de imunohistoquimica e PCR
(Reagao em cadeia da polimerase) em tempo real.

A quarta justificativa para o resultado obtido no experimento de western-
blotting consiste na hipétese de que a inflamacao sistémica originaria da periodontite
induziria um aumento da atividade enzimatica da carboxipeptidase M. Estudos
recentes demonstram que a carboxipeptidase M, enzima responsavel pela
degradacao carboxiterminal das cininas, possui a capacidade de ativagao alostérica
dos receptores B1 para cininas (ZHANG et al., 2013). A partir dessa hipbtese sugere-
se que a enzima carboxipeptidase M poderia ser o elo de interligacdo entre o
estimulo inflamatério sistémico decorrente da periodontite e 0 aumento da atividade
funcional dos receptores B1 para cininas.

Por fim, salienta-se que o presente estudo é o primeiro trabalho cientifico que
demonstra um aumento da atividade funcional dos receptores B1 para cininas em um
tecido distante do focal da inflamacéao periodontal por meio do modelo experimental
de periodontite a partir da colocacao de ligaduras (FIGURA 34). Esse achado pode
contribuir para a compreensao fisiopatolégica da relacdo entre periodontite e
patologias sistémicas que apresentem alteragdes inflamatérias relevantes no seu
desenvolvimento patogénico. Nessa correlacao fisiopatoldgica, destaca-se a relacéao
entre periodontite e artrite reumatoide.

Estudos reportam que 0 mecanismo de desenvolvimento da artrite reumatdide
€ similar a patogénese das alteragbes inflamatérias sistémicas induzidas pela
periodontite cronica (ARAUJO; MELO:; LIMA, 2015). De fato, a artrite reumatéide é
definida como uma doenca auto-imune crénica caracterizada pelo acumulo de
infiltrado leucocitario nas membranas sinovias e aumento dos niveis dos mediadores
inflamatérios, PGE2, TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-12, IL-18, RANK-L, NO e MMPs no fluido
sinovial (ANDERSSON; LI; BRENNAN, 2008) Essas alteracbes patoldgicas
acarretam na sinovite e destruigdo inflamatoria das articulagées (FIRESTEIN, 2005).

Evidéncias consideraveis indicam a participacdo do sistema KKS na artrite
reumatoide (CASSIM; MODY; BHOOLA, 2002). A liberacao de cininas no fluido
sinovial desencadeia as complicacées patogénicas de vasodilatagdo, dor, aumento
da permeabilidade vascular, migracdo de leucécitos e estimulagdo da liberagdo de
citocinas por mondécitos (SELWYN et al., 1989). Além disso, estudos em humanos

demonstram o aumento da expressao dos receptores B1 para cininas em neutrofilos
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presentes no fluido sinovial de pacientes com artrite reumatdide (CASSIM et al.,

2009).

FIGURA 34 — llustragao esquematica dos achados experimentais
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Nota: 1) A periodontite promovida por periodontopatégenos promove uma infecgao/inflamacéao local.
2) Os mediadores inflamatérios e microrganismos podem migrar para a circulagéo sistémica. 3) Os
mediadores inflamatérios e microrganismos derivados da periodontite podem promover alteragdes
inflamatérias sistémicas em tecidos distantes do foco da infec¢@o periodontal (tecido da pata). 4) Os
mediadores inflamatdrios induzidos pela inflamacéo sistémica em decorréncia da periodontite podem
induzir a expressao dos receptores B1 para cininas. No presente estudo a participagdo do TNF-a foi
relevante nas alteracdes inflamatdrios sistémicas e a IL-1B foi relevante na indugéo dos receptores B+
no tecido da pata. Sugere-se que a indugao dos receptores B1 seja decorrente da sinalizagao celular
apresentada por CALIXTO, J.B.; et al. Kinin B+ receptors: key G-protein-coupled receptors and their
role in inflammatory and painful processes. British Journal of Pharmacology. v. 143, n. 7, p. 803-818.
2004. 5) O edema de pata induzido por carragenina demonstra que as respostas edematogénicas
mediadas por 5-HT, His, BK e PGE2 ndo se diferenciam entre os grupos experimentais. Em
contrapartida, foi observado um aumento da atividade funcional dos receptores B+, 0 que indica a
possivel indugéo deste sistema receptor induzida pela periodontite. A migracdo de neutréfilos e o
aumento da permeabilidade vascular foram importantes, no grupo ligadura, apés 4h da indugéo do

edema de pata. Fonte: A autora.

Dessa forma, o estudo do envolvimento dos receptores B1 para cininas na
condicao inflamatéria sistémica induzida pela periodontite torna-se relevante, visto a
importancia deste receptor na perpetuacdo de estimulos inflamatérios crénicos.
Além disso, a contribuicdo patolégica das cininas em situacdes inflamatdrias
crénicas indica a importancia do estudo cientifico dos receptores B1 na investigacao
biolégica da relagdo entre periodontite e patologias inflamatérias, tais como a artrite
reumatdide. Essas investigagbes podem contribuir futuramente com o
desenvolvimento de farmacos capazes de modular as funcdes fisiopatolégicas dos
receptores Bi.

6.2 CONTRIBUICAO DO SISTEMA DE CININAS NAS ALTERAGCOES
CARDIOVASCULARES INDUZIDAS PELA PERIODONTITE

A investigagcdo da participacdo dos receptores B1 e B2 para cininas na
reatividade vascular no modelo experimental de periodontite baseou-se na possivel
caracterizacdo de uma correlacado do sistema KKS nas alteraces cardiovasculares
promovidas pela patologia periodontal. Esta hipétese baseia-se na importancia do
sistema KKS na manutencao do tbnus vascular e da inducdo endotelial dos
receptores B1 em situagdes inflamatorias cronicas (DUCHENE; AHLUWALIA, 2009).
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A avaliagdo da participacdo do sistema de cininas nas alteragdes
cardiovasculares decorrentes da periodontite iniciou-se com a avaliagcdo dos
parametros hemodinamicos de pressao arterial média basal e frequéncia cardiaca
(FIGURA 24). Nesta analise observou-se que o processo periodontal ndo promoveu
alteracoes na pressao arterial média basal e na frequéncia cardiaca entre os grupos
experimentais. Este resultado corrobora com os dados apresentados por Mendes et
al. (2013) e Machado et al. (2013). Nestes estudos nenhuma alteracao nos niveis de
pressao arterial média basal e frequéncia cardiaca foram observados apés 14 e 21
dias da inducéo da doenca periodontal entre os grupos falso-operado e ligadura.

Apés a avaliacao dos parametros hemodinamicos, deu-se a investigacao da
participacdo dos receptores Bz para cininas na atividade vasodilatadora promovida
pela BK. Os resultados obtidos demonstraram auséncia de diferenga estatistica
significativa entre os grupos experimentais o que corrobora com a interpretacédo da
natureza constitutiva dos receptores B2 nas células endoteliais tanto no grupo
experimental falso-operado e ligadura.

Em geral a acdo vascular da BK via receptor Bz, induz hipotenséo a partir da
reducao da resisténcia periférica, acarretando numa redugcdo do débito cardiaco e
consequiente hipotensdo (LEEB-LUNDBERG et al., 2005). A vasodilatagéo
promovida pela BK ocorre via mecanismos NO-dependentes e NO-independentes,
sendo 0s mecanismos de vasodilatagdo NO-dependentes proeminentes
(COCKCROFT et al., 1994). Prostaglandina I e canais ibnicos sao outros
mediadores secundarios liberados a partir da acao das cininas no endotélio vascular
(IGNARRO et al., 1987; BATENBURG et al., 2004).

O resultado da reatividade vascular para a BK demonstra que a periodontite
nao foi capaz de alterar a acdo vasodilatadora da BK. Evidéncias experimentais
demonstram que apés 21 dias da indugéao da periodontite pelo modelo de ligaduras,
ocorre uma reducado das concentracdes plasmaticas de NO (MENDES et al., 2011).
Brito et al. (2013) observaram reducdo da vasodilatacdo endotélio-dependente,
aumento de espécies reativas de oxigénio na artéria mesentérica e reducdo do
conteudo de eNOS apo6s 28 dias da indugao da periodontite.

Apesar das evidéncias que indicam uma alteracdo na via e na
biodisponibilidade do NO em decorréncia da doenca periodontal; a avaliacdo da
vasodilatacdo para a BK entre os grupos ligadura e falso-operado nao apresentaram
diferenca estatistica significativa apdés 14 dias da inducédo da periodontite. A partir
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desse fato, observa-se a necessidade de realizacao de estudos especificos para a
avaliacao de possiveis alteragdes induzidas pela periodontite na via NO-dependente
para a BK. Visto que, no presente estudo, possiveis alteracbes na via NO-
dependente podem ter sido mascaradas por mecanismos compensatorios NO-
independentes.

A primeira descricdo da atividade vasoativa dos receptores B1 para cininas
ocorreu a partir da observacdo da acao vasoconstritora do sistema DABK/B1R em
aorta de coelhos (REGOLI; BARABE; PARK, 1977). Com poucas excecoes, a
ativacdo dos receptores B1 promove efeitos vasoconstritores em leitos venosos e
vasodilatadores em leitos arteriais. Em geral, a reatividade vascular do receptor B1 e
de seus ligantes ndo esta presente constitutivamente, mas € acompanhada por um
estimulo inflamatério (MCLEAN et al., 2000). Desta maneira, o aumento da
expressao dos receptores B1 no endotélio vascular foi previamente reconhecido em
estados patolégicos tais como choque séptico, diabetes, insuficiéncia cardiaca,
hipertensao e aterosclerose (BASEI et al., 2012).

No presente estudo nao foi possivel caracterizar efetivamente a participacao
dos receptores B1 para cininas na reatividade vascular dos animais experimentais
submetidos a periodontite. Os resultados da variagdo da pressao arterial média e
tempo de vasodilatacdo para o agonista B1 DABK demonstraram uma resposta
vasodilatadora inespecifica que ndo pode ser atribuida aos receptores B1. Essa
conclusao deve-se a ndo observacdo de uma dose-resposta vascular entre as doses
de DABK e a auséncia de alteracdo na resposta vasoativa do receptor B1 apés a
utilizagdo do antagonista B+ DALBK.

Pode-se considerar que o processo inflamatdrio promovido pela periodontite
nao foi suficiente para promover alteragdes sistémicas vasculares que culminassem
com a alteracdo da funcao vasodilatadora endotelial mediada pelos receptores Bi.
Drapeau et al. (1993), ao avaliar a participacdo dos receptores Bi1 no controle da
pressdo arterial em ratos, observaram que baixas doses de LPS aumentaram a
expressao dos receptores B1 mas a correlacdo com alteracdes na pressao arterial
basal ndao foram observadas mesmo apds a infusdo de agonistas ou antagonistas
dos receptores Bi.

Este resultado experimental contrapde-se ao estudo de McLean et al. (1999).
Ao avaliar a expressao dos receptores B1 para cininas em coracdao endotoxémico de
ratos, McLean e colaboradores (1999) demonstraram que o tratamento in vivo com
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LPS promoveu uma resposta hipotensiva ao DABK que foi antagonizada pelo
DALBK.

Apesar da observacao experimental de que os receptores B1 para cininas nao
participam efetivamente na reatividade vascular em animais experimentais
submetidos a periodontite, salienta-se que o presente estudo avaliou a contribuicao
global deste sistema receptor nas alteragcbes da pressao arterial média apds a
infusdo do agonista B1 DABK, ndo avaliando especificamente leitos venosos e/ou
arteriais de interesse.

A avaliacao especifica da contribuicdo endotelial dos receptores B1 para
cininas em leitos venosos e/ou arteriais especificos mostra-se relevante, visto a
observacao experimental da contribuicdo cardioprotetiva da ativagdo dos receptores
B1 nas artérias coronarias em situacdées de isquemia do miocardio (POTIER et al.,
2013). Como também nas situacdes de hipertensdo portal (BASEI et al., 2012) e
contribuicdo na regulacao vascular dos leitos arteriais mesentéricos (SOARES DE
MOURA et al., 2004).

Visto a importancia dos receptores B1 e B2 na modulagdo da atividade da
eNOS, a cooperatividade na acao vasoativa entre estes receptores e as alteracdes
na biodisponibilidade de NO promovidas pela periodontite, estudos complementares
sobre a correlacdo entre disfuncdo endotelial, sistema KKS e periodontite séo
necessarios para correlacionar estes efeitos fisiopatoldégicos com as alteragdes da
vasodilatacao endotélio-dependente promovidas pela doenca periodontal.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados apresentados permitem concluir que:

A periodontite promove alteracbes sistémicas, visto que o edema de pata
induzido por carragenina foi estatisticamente superior no grupo ligadura em
relacdo ao grupo falso-operado e ao grupo controle.

A periodontite ndo influencia significativamente a participacao dos receptores
B2 para cininas a partir da indugdo do edema de pata mediado pela BK entre
os grupos falso-operado e ligadura.

A diferenga estatistica observada no aumento do volume da pata entre os
grupos falso-operado e ligadura no edema de pata mediado pelo agonista B+
DABK, e a reducédo da intensidade do edema a partir do antagonista B+
DALBK, caracterizam a inducao funcional dos receptores B1 para cininas em
decorréncia da inflamacao sistémica promovida pela periodontite.

As atividades inflamatérias dos agentes edematogénicos nao relacionados ao
sistema de cininas (serotonina, histamina e PGE2) ndo sado afetadas pela
inflamacéao sistémica oriunda da doenca periodontal.

A periodontite promove apés 4h da indugdo do edema de pata mediado por
carragenina um aumento da migracdo de neutréfilos no tecido da pata em
ratos.

A periodontite promove apés 4h da inducdo do edema de pata mediado por
carragenina um aumento da permeabilidade vascular no tecido da pata em
ratos.

A quantificacado plasmatica de TNF-a 3 dias apds a indugédo da periodontite
indica que essa citocina € relevante na resposta inflamatério sistémica
induzida pela periodontite.

Os niveis plasmaticos de IL-1B ndo se diferenciam entre 0s grupos
experimentais ligadura e falso-operado apés 3, 7 e 14 dias da inducdo da
periodontite.

A quantificagdo tecidual de TNF-a demonstra que essa citocina nao contribui
para a inducdo dos receptores B1 no tecido da pata de ratos apos 14 dias da
indugéo da periodontite.
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A quantificagcao tecidual de IL-1B demonstra que essa citocina contribui para a
inducao dos receptores B1 no tecido da pata de ratos apds 14 dias da inducao
da periodontite.

Apds 14 dias da indugdo da periodontite pela colocacdo das ligaduras em
ratos ndo sao observadas alteracbes na frequéncia cardiaca e na pressao
arterial média basal.

Nao ha alteracdo na redugcdo da pressdo arterial induzida por agonista do
receptor B2 entre os grupos falso-operado e ligadura. Embora a observacao
da ocorréncia de alteracées na inflamagédo induzida por agonista B1 em
animais com periodontite, ndo foi encontrado alteragdes na resposta

pressérica induzida por este agente.
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9 ANEXO A
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