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RESUMO

A doenca periodontal (DP) compreende um grupo de lesdes que afetam os
tecidos periodontais de protecédo (gengivite) e suporte (periodondite), envolvendo a
participacdo de células residentes, células estruturais e mediadores inflamatorios.
Pesquisas recentes mostram a existéncia de um Sistema Renina Angiotensina
(SRA) local no tecido gengival de ratos e sugeriram que o SRA esta envolvido na
iniciacdo da progressao da DP induzida experimentalmente em ratos. Portanto, o
objetivo deste trabalho foi avaliar se o enalapril, inibidor da enzima conversora de
angiotensina (ECA), reduz a perda 6ssea e a expressao de componentes do SRA no
tecido gengival. Para tanto foi utilizado o modelo de inducéo da DP por colocacédo de
ligadura ao redor do primeiro molar inferior de ratos e tratamento destes animais
com enalapril (20 mg/kg/dia, gavage), sendo utilizado micro CT para analise do
volume ésseo. Os grupos experimentais foram os seguintes (n = 5): Grupo 1 - pré-
tratamento com enalapril por 14 dias, inducédo da DP e pés-tratamento por 14 dias;
Grupo 2 — pré-tratamento com enalaprii por 14 dias, inducdo da DP e poés-
tratamento por 7 dias; Grupo 3 - pré-tratamento com enalapril por 7 dias, inducdo da
DP e poés-tratamento por 14 dias; Grupo 4 - pré-tratamento com enalapril por 7 dias,
inducdo da DP e pos-tratamento por 7 dias. Para fins de comparacao, em todos 0s
grupos, além do tratamento com enalapril, outros animais receberam agua (n =5) e
em outros (n = 5) foi realizada cirurgia ficticia para inducdo da DP (sham). Foram
realizadas analises de perda déssea alveolar e reacdo em cadeia da polimerase
guantitativa (qQPCR) dos seguintes componentes do SRA como Angiotensinogénio
(AGT), ECA, ECA-2 e dos receptores ATla, AT1lb, AT2 e Mas). Os dados foram
devidamente analisados por meio de graficos, sendo utilizado o teste t para
comparacao dos animais tratados com enalapril ou 4gua com os respectivos sham,
adotando-se o nivel de significancia de 5%. Os resultados demonstraram que
apenas no grupo com o menor tempo de pré-tratamento com o enalapril (Grupo 3)
ndo houve bloqueio da perda 6ssea, porém nos demais grupos houve diminuigdo de
forma estatisticamente significativa deste parametro (Grupos 1, 2 e 3). Em relacéo a
analise molecular, de todos os alvos testados, apenas a expressdo do AGT e
receptor Mas foi alterada, com aumento estatisticamente significativo da expressao
do RNAm para esta enzima identificado no grupo 4. Em concluséo, o pré-tratamento
com enalapril, inibidor da ECA, pode prevenir a perda 6ssea alveolar no modelo de
DP induzida experimentalmente em ratos.

Palavras-chave: Doenca Periodontal, Sistema Renina-Angiotensina, Enalapril,
Enzima Conversora de Angiotensina







ABSTRACT

Periodontal disease (PD) comprises a group of injuries affecting the
periodontal tissue protection (gingivitis) and support (periodondite), involving the
participation of resident cells, structural cells and inflammatory mediators. Recent
research has shown the existence of a Renin Angiotensin System (RAS) site in the
gingival tissue of rats and suggested that the SRA is involved in the onset of
progression of PD experimentally induced in rats. Therefore, the aim of this study
was to evaluate whether enalapril, angiotensin converting enzyme (ACE), bone loss
and reduces the expression of RAS components in the gingival tissue. For this model
was used for induction of PD placement of ligature around the mandibular first molar
of rats and treatment of these animals with enalapril (20 mg / kg / day gavage) being
used for micro-CT analysis of bone volume. The experimental groups were as follows
(n = 5 each): Group 1 - the pre-enalapril treatment for 14 days, and DP induction of
post-treatment for 14 days, Group 2 - the pre-enalapril treatment for 14 days,
induction of DP and after treatment for 7 days and Group 3 - pre-enalapril treatment
for 7 days, induction of PD-and post-treatment for 14 days, and Group 4 - the pre-
enalapril treatment for 7 days, induction of post-treatment DP, and for 7 days. For
comparison, all groups, and treatment with enalapril other animals received water (n
= 5) and other (n = 5), sham surgery was performed to induce PD (sham). Analyses
of alveolar bone loss and polymerase chain reaction quantitative (qQPCR) of the
following RAS components (angiotensinogen, ACE, ACE-2 receptor and AT1a, AT1b,
AT2 and Mas). The data were properly analyzed by means of graphs, by using the t
test for comparison of animals treated with enalapril or water with their sham,
adopting a significance level of 5%. The results showed that only in the group with
the shortest pre-treatment with enalapril (Group 3) showed no blocking of bone loss,
but the other groups was statistically significant decrease in this parameter (Groups
1, 2 and 3). Regarding the molecular analysis of all targets tested, only the
expression of angiotensinogen and Mas receptor was altered, with a statistically
significant increase in the expression of mMRNA for this enzyme identified in group 4.
In conclusion, pre-treatment with enalapril ACE inhibitor can prevent bone loss in PD
model experimentally induced in rats.

Keywords: Periodontal Disease, Renin-Angiotensin System, Enalapril, Angiotensin
Converting Enzyme
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1 INTRODUCAO E SINTESE BIBLIOGRAFICA

1.1 DOENCA PERIODONTAL (DP)

Entre os processos patologicos que afetam a denticdo humana, as doencas
periodontais sdo das mais comumente observadas. E bem documentado que de 5%
a 15% de qualquer populagdo sofre de periodontite generalizada, apesar da
periodontite moderada afetar em maior nimero os adultos (Oliver, 1998; Burt, 2005).

Essas doencas compreendem um grupo de lesGes que afetam os tecidos
periodontais de protecdo (gengiva), denominando-se gengivite, e de suporte
(cemento, osso alveolar e ligamento periodontal), denominando-se periodontite, a
qual pode levar a perda dentéaria (Flemmig, 1999).

A principal causa da doenca periodontal € a placa dentobacteriana que se
acumula sobre a superficie dentaria, bem como ao nivel e abaixo da margem da
gengiva. Este acumulo causa inflamacao e fibrose da gengiva, levando a destruicao
do ligamento periodontal e do osso alveolar. Com a progressdo da doencga, 0s
tecidos moles separam-se da superficie dentaria resultando na leséo caracteristica
da periodontite crbnica — a bolsa periodontal (Wilson, 1995; Van Dyke e Serhan,
2003).

Interacdes entre patbgenos microbianos e varios sistemas de resposta do

hospedeiro desempenham um papel critico no desenvolvimento e progressao
da DP via liberacdo de varios mediadores inflamatorios e imunolégicos (Page, 1991,
Ebersole, 2003).

1.2 SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA (SRA)

O sistema renina-angiotensina (SRA) circulante € um sistema endocrino que
promove a liberacdo de angiotensina (Ang) Il, a qual exerce seus efeitos pela
interacdo com receptores especificos (Peach, 1977; Leung, 2004; Paul, Mehr;
Kreutz, 2006). A Ang Il € gerada pela acao da renina, uma enzima produzida pelos

rins, sobre o angiotensinogénio (AGT) plasmatico, produzido pelo figado, formando o
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decapeptideo Ang | (Asp’-Arg®-Val-Tyr*lle>-His®-Pro’-Phe®-His®-Leu®), que é
clivado na ligacdo Phe®-His® pela enzima conversora de Ang |, presente em
abundancia no endotélio pulmonar, liberando o octapeptideo ativo Ang Il (Asp*-Arg*-
Val*-Tyr*Ile>-His®-Pro’-Phe®). A Figura 1 ilustra o SRA com o0s componentes

descritos acima, além de outros que serdo apresentados a seguir.

Angiotensinogénio

Angiotensina |
Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu (1-10) —a—) Ang (1-9)
1-2-3-4-5-6-7-8-9-10

ECA, Quimase humana e Quimase e

Elastase 2 de rato Catepsinas

Angiotensina Il (1-8) —m—) Ang(1-7)
v

Interage com os receptores Interage com
/ \ o receptor
AT1a Atlb AT2 Mas

Figura 1 — Principais componentes do sistema renina-angiotensina.

A classica visao referente ao SRA é de que este € um sistema enddcrino,
porém atualmente essa visdo vem sendo modificada e de um modo mais atual, esse
sistema inclui também a presenca dos SRA locais (teciduais), pois estes também
sao considerados produtores de Ang Il. Essa constatacdo foi confirmada gracas ao
seu papel em vérios processos como a inflamacéo, hipertrofia e osteoporose.
(Goodman e Gilman, 2012).
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1.2.1 Angiotensinogénio (AGT)

O AGT humano, uma enzima alfa 2 globulina de 452 aminoacidos, €
sintetizado no figado. O RNAmM que codifica a proteina também € abundante no
tecido gorduroso, em determinadas regides do Sistema Nervoso Central (SNC) e
nos rins (Campbell; Habener, 1986; Cassis; Save; Peach, 1988). Varios horménios
como glicocorticoides, hormdnio tireoidiano e a préopria Ang Il (Bem-Ari; Garrison,
1988) estimulam a sintese de AGT.

O AGT pode ser convertido em Angiotensina | ou diretamente em
Angiotensina Il através da catepsina G e Tonina, esta via é considerada como uma
via alternativa para a producao destes substratos. (Paul e Cols., 2006).

Pesquisas apontam que a superexpressdo de angiotensinogénio induz a

inflamac&o no tecido adiposo (Nishan S., 2012).

1.2.2 Renina

A enzima renina é uma glicoproteina de 340 aminoé&cidos, sendo sintetizada e
armazenada sob a forma inativa, denominada pré-renina nas células
justaglomerulares dos rins, que sdo células musculares lisas modificadas localizadas
nas paredes das arteriolas aferentes (Oliveira, M et al. 1999).

Com a queda de presséao arterial, reacdes intrinsecas nos proprios rins fazem
com que muitas moléculas de pré-renina sejam clivadas assim liberando a renina. A
secrec¢ao da renina é controlada por 3 mecanismos: 2 agem predominantemente nos
rins (mecanismo de méacula densa e mecanismo barorreceptor infra-renal) e o 3% age
por meio do SNC (mecanismo do receptor [B-adrenérgico). O mecanismo
denominado de feedback negativo de alca curta consiste no fato de que elevagbes
da secrecdo de renina aumentam a formacéo de Ang Il, que, interagindo com seus
receptores renais, inibe a liberagcdo de renina nas células justaglomerulares. O
mecanismo de feedback negativo de al¢a longa consiste na inibicdo da liberacéo da
renina devido a aumentos da pressédo arterial induzidos pela Ang Il (Jackson;
Garrison, 1995).

Dados apontam que a pré-renina que anteriormente era considerado um
“precursor inativo” tem uma grande atuagcdo em ativar o SRA local (tecidual)

relacionado também com eventos dependentes ou ndo da angiotensina Il e visto que
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as concentracdes de pré-renina citoplasmaticas em pacientes diabéticos podem
chegar a concentracées de 100 vezes maiores do que em relagdo a um paciente
saudavel e que devido a isso, podem estar envolvidas em um maior aumento dos
processos que afetam os rins e suas respectivas estruturas (Danser e Deinum, 2005

; Nguyen e Danser, 2008).

1.2.3 Enzima Conversora De Angiotensina (ECA)

A enzima conversora de angiotensina humana, uma metaloprotease de
ligacdo de membrana, contém 1.278 residuos de aminoacidos e possui 2 dominios
homologos, cada um com um local catalitico e com uma regido de ligacdo do zinco
(Soubrie et al., 1988; Berstein et al., 1989). A ECA é encontrada abundantemente no
endotélio dos vasos pulmonares (Ryan et al., 1975, 1976) e também no plasma e em
diversos tecidos organicos como endotélio vascular (Caldwell et al., 1976; Ryan et
al., 1976), cérebro, placenta, intestino e nos tubulos renais (Hall et al., 1976; Erdos ;
Skidgel , 1986; Schulz et al., 1988).

1.2.4 Enzima Conversora De Angiotensina-2 (Eca-2)

A ECA-2 tem sido descrita como uma metaloprotease dependente de zinco
com atividade de carboxipeptidase. A ECA-2 estd envolvida na geracdo de
peptideos de angiotensina alternativos, em particular pela conversdo de Ang Il em
Ang 1-7, sendo esta considerada sua principal funcdo, e Ang | em Ang 1-9. A
expressdo de genes da ECA-2 é descrita no sistema cardiovascular, no cortex renal
e medula, em alguns tecidos do trato gastrintestinal, nos testiculos (Raizada;
Ferreira, 2007), endotélio vascular, hipotalamo e na parede da aorta (Fyhrquist, F;
Saijonmaa, 0.;2008; Santos R,A. Ferreira A,J.;2007). A ECA-2 também esta
presente em macréfagos, células endoteliais e musculares lisas (Kramkowski;
Mogielnicki; Buczko, 2006) e tem sido sugerida como um importante regulador das
funcdes cardiacas e do desenvolvimento (Paul; Mehr; Kreutz, 2006).

Porém a regulacédo referente a ECA-2 ainda nao foi totalmente elucidada,
sendo assim sua regulagcédo ainda nao foi constatada como completa, nem pelos
inibidores da ECA e nem pelos da BRA (Blogueadores de receptores de

Angiotensina), porém ambos apresentam uma certa auto-regulacéo na expressao da
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ECA-2 relacionados ao cortex renal e no miocardio de ratos. (Ferrario CM.; 2006).
Contudo dados apontam que a expressdo da ECA-2 no coracgdo, contribue
para um aumento do infarto do miocardio. (Burrell LM, Risvanis J, Kubota E et al.;
2005).
Atualmente nota se que a ECA-2 ndo € inibida pelos inibidores padrbes da

ECA e que o mesmo néo tem efeito sobre a bradicinina. (Goodman e Gilman, 2012).
1.2.5 Angiotensina |

A angiotensina | € um peptideo de 10 aminoacidos (Asp*-Arg?-Val*-Tyr*lle-
His®-Pro’-Phe®-His®-Leu'®) desprovido de propriedades vasoconstritoras capazes de
produzir em alteracGes funcionais significativas na fungéo circulatoria; serve como
substrato para vias enzimaticas formadoras de Ang Il (Paul; Mehr; Kreutz, 2006).

Ao bloquear a cascata do SRA, a angiotensina | € acumulada e
consequentemente € desviada para as vias metabdlicas alternativas, resultando
assim na producdo aumentada de certos peptideos como a angiotensina 1-7
(Goodman e Gilman, 2012).

1.2.6 Angiotensina Il

Pela acdo da ECA, ha a liberacéo dos 2 tltimos aminoécidos da Ang | (His®-
Leu®), formando a Ang II, um octapeptideo (Asp’-Arg®-Val*-Tyr*lle>-His®-Pro’-Phe®).
A Ang Il é considerada o principal peptideo efetor do SRA (Paul; Mehr; Kreutz,
2006).

Além do seu efeito vasoconstritor e estimulatorio sobre a secre¢do de
aldosterona, a Ang Il tem uma acdo ionotrOpica e cronotropica positiva sobre o
coracao (Peach, 1977). Em adicdo aos seus efeitos no sistema cardiovascular, tem-
se demonstrado que a Ang Il esta envolvida em outras funcdes, tais como
mitogénese de fibroblastos da pele, sintese de DNA por células do ligamento
periodontal, regulacdo da formacdo éssea, crescimento celular, apoptose, geracao
de espécies reativas ao oxigénio, secrecdo hormonal, acdes pro-fibrogenéticas,
tbnus vascular e inducao da liberacdo de prostaglandina E, (PGE,) em fibroblastos

gengivais humanos (Nickenig et al., 1997; lundergan et al., 1999; Hiruma et al., 1997;
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Hagiwara et al., 1998; Lamparter et al., 1998; Segawa et al , 2003; Paul; Mehr;
Kreutz, 2006).

Vérios estudos tém mostrado a participacdo de outras enzimas, além da ECA,
na geracdo de Ang Il. As primeiras descricdes de uma via alternativa de formacéo da
Ang Il foram relatadas por Boucher, Asselin e Genest (1974) nas glandulas
submandibulares de rato, por Cornish, Joyner e Gilmore (1979) na bochecha de
hamster e no musculo papilar cardiaco de gato. Cornish, Joyner e Gilmore (1979)
também observaram a formacéo de Ang Il de forma independente da ECA na artéria
coronaria de hamster. Okunishi, Miyazaki e Toda (1984) identificaram uma enzima
geradora de Ang Il sensivel a quimostatina na artéria mesentérica de céo, a qual
também é insensivel a inibidores da ECA (como por exemplo o captopril). Urata et al.
(1990) demonstraram in vitro um duplo caminho para a formagédo de Ang Il em
homogenatos de coracdo humano. Esses autores observaram que
aproximadamente 80% da formacéao total de Ang Il associava-se a presenca de uma
serino-protease até entdo desconhecida, enquanto a atividade formadora de Ang Il
dependente da acdo da ECA era responsavel somente por aproximadamente 11%
da formacdo total de Ang Il. Esta serino-protease cardiaca foi posteriormente
purificada e identificada como um novo membro da familia quimase e, desde entéo,
denominada de quimase do coracdo humano (Urata et al., 1990).

Embora varias enzimas, incluindo a tripsina, quimotripsina, tonina, catepsina
G, calicreina e quimase | de rato, possam produzir Ang Il in vitro por meio da
clivagem da ligacéo Phe®-His® da Ang | (Urata; Nishimura; Ganten, 1995; Hollenberg;
Fisher; Price, 1998), a atividade fisiol6gica das mesmas no sistema cardiovascular in
Vivo ndo esta esclarecida. Aléem disso, algumas destas enzimas, como por exemplo
tripsina e quimotripsina, também degradam a Ang Il (Le Trong; Neurath; Woodbury,
1987), deixando em duvida a funcéo destas enzimas na formacéo deste hormdonio.
Interessante notar que, enquanto as quimases humana e de hamster clivam
eficientemente Ang |, formando Ang Il (Takal et al., 1996; Urata et al., 1990), a
guimase | de rato apresenta principalmente atividade de degradacgéao da Ang Il (Le
Trong; Neurath; Woodbury, 1987). Dados gerados a partir da suscetibilidade dessas
diferentes enzimas a inibidores de proteases permitiram a classificacdo das enzimas
formadoras de Ang Il em trés categorias (Arakawa, 1996). A primeira categoria
corresponde a metalodipeptidil carboxipeptidase conhecida como ECA. A segunda

categoria inclui um grupo de serino-proteases sensiveis a quimostatina, tais como a




Introduc&o e Sintese Bibliografica 21

enzima geradora de Ang Il sensivel a quimostatina da artéria mesentérica de cao
(Okunishi et al., 1987), quimase (Urata et al., 1990b; Takai et al., 1996), catepsina G
(Tonnesen et al., 1982) e elastase-2 (Paula et al., 1998; Santos C et al., 2002a,;
Santos C et al., 2002b; Santos C et al.; 2003; Santos C et al., 2004). A terceira
categoria agrupa as serino-proteases sensiveis a aprotinina, destacando-se a
calicreina (Maruta; Arakawa, 1983), tripsina (Arakawa, 1996) e tonina (Boucher;
Asselin; Genest, 1974).

Além disso, pesquisas apontam que a angiotensina Il tem uma papel
modulador importante em algumas enfermidades como a doenga pulmonar aguda e
na inflamagéo (Hagiwara,S. et al. 2009).

A Ang Il parece estar bastante envolvida durante o processo inflamatdrio, pois

seus mediadores secundarios, tais como prostaglandinas e fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF) influenciam na permeabilidade vascular (Suzuki et
al.2003) e na migracao e adesao de leucdcitos (Piqueras et al. 2000). A adeséo dos
leucdcitos foi atenuada pelo anticorpo anti-P-selectina e com a terapia da
combinacdo dos antagonistas dos receptores AT1 e AT2, sugerindo que ambos 0s
receptores participam no processo de adesao dos leucocitos.
Além das acbes supracitadas, a Ang |l participa da diferenciacdo das células
derivadas da medula 6ssea tais como macrofagos e células dendriticas (Lapteva et.
al 2001). Tem sido relatado ainda que a ligacdo da Ang Il ao receptor AT1 nos
osteoblastos aumenta a expressdo de RANKL (ligante do receptor ativador de NF-
kKB) o qual se liga aos receptores RANK (receptor ativador de NF-kB) nos
osteoclastos aumentando a reabsorcao 0ssea (Shimizu et al. 2008).

1.2.7 Angiotensina 1-7

A angiotensina 1-7 € um componente bioativo do SRA, sendo um
heptapeptideo (Asp*-Arg>Val®-Tyr*-lle®>-His®-Pro’) amino-terminal formado a partir da
Ang | por acdo de endopeptidases neutras, ou seja, por uma via independente da
ECA (Santos, R et al.,, 1988; Santos; Compagnole-Santos, 1994). Algumas destas
enzimas como a neprilisina estdo envolvidas no metabolismo do fator natriurético
atrial e bradicinina. A ECA também tem sido envolvida no metabolismo e quebra da
Ang 1-7, sugerindo uma interagcdo entre diferentes sistemas de peptideos

cardiovasculares (Paul; Mehr; Kreutz, 2006). A Ang 1-7 tem acbes contra-
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regulatorias com a Ang Il, como a proliferagdo celular da Ang Il e acdes anti-
proliferativas da Ang 1-7. Enquanto a Ang Il tem efeitos vasoconstritores, a Ang 1-7
tem efeitos vasodilatadores. A Ang 1-7 pode regular a pressdo sanguinea, a funcéo
cardiaca e o crescimento celular, sendo talvez importante futuramente no tratamento
de doencas cardiacas, cancer, doenca renal e pré-eclampsia (Trask; Ferrario, 2007).

Outros estudos apontam que o papel da Ang 1-7 esta relacionado com a
regulacdo das principais acdes relacionadas com a angiotensina Il. (Fyhrquist F,
Saijonma O. 2008). Dentre essas acdes destaca-se a passagem em que o receptor
Mas pode dimerizar com o receptor AT1, formando um heterodimero que antagoniza
as acoes da Angll e que nesse receptor promove uma interagcdo da Angl-7 com o
Receptor Mas provocando numerosas estimulacdes protetoras como vasodilatacéo,
geracdo de oxido nitrico (NO), além de possuir um efeito anti-tréfico e ser capaz de

amplificar a acdo vasodilatadora da bradicinina (Ishikiriama, 2012).

1.2.8 Angiotensina 1-9

A angiotensina 1-9 (Asp*-Arg®-Val®>-Tyr*-lle®>-His®-Pro’-Phe®-His®) é conhecida
como um peptideo com pouca atividade biol6gica (Kramkowski; Mogielnicki; Buczko,
2006). Acredita-se que seja inativa até que a ECA a clive e libere Ang 1-7.
Subsequentemente, Ang 1-7 € inativada pela liberacdo do dipeptideo C-terminal
para formar Ang 1-5 (Asp’-Arg®-Val®-Tyr’-lle®) (Chen et al., 2005). Por ser
provavelmente o principal produto do metabolismo de Ang | em plaquetas, a Ang 1-9
pode estar envolvida na regulacéo da funcéo plaquetaria (Kramkowski, Mogielnicki,
Buczko, 2006). Em concentragdes micromolares, Ang 1-9 inibe a ECA (Snyder;
Wintroub, 1986; Marcic et al., 1999) e potencializa a acdo da bradicinina em seu
receptor B, (Marcic et al., 1999). Em coragdo humano, a catepsina A (CATA) gera

derivados Ang 1-9 e Ang 1-7 a partir de Ang | (Jackman et al., 2002).
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1.2.9 Receptores de Angiotensinas

A Ang Il possui interacdes com diferentes tipos de receptores, conhecidos
como AT; e AT,. No musculo liso vascular, o receptor AT;, membro da familia de
receptores ligados a proteina G, possui 7 regifes transmembranicas com 359
aminoacidos, é mediador da angiogénese e possui propriedades vasoconstritoras,
enquanto que o receptor AT, tem 363 aminodacidos, possuindo propriedades
vasodilatadoras e inibindo a angiogénese. Os subtipos de receptores AT; e AT,
apresentam estruturas genémicas e localizac6es diferentes, e também expressao e
regulacdo especificas para cada tecido. Em quimiorreceptores do corpo da carétida,
o receptor AT, pode mediar a liberacdo de calcio intracelular. As funcdes da Ang II,
tais como constricdo vascular, proliferacdo celular e liberacdo da aldosterona séo
conhecidas por serem mediadas via receptores AT;. Em ratos e camundongos, dois
subtipos de receptores AT; foram clonados e caracterizados: ATia € ATy
(Linderman; Greene, 2001; Paul; Mehr; Kreutz, 2006; Lam; Leung, 2002; Hirasawa et
al., 2002; Inagami et al., 1994; de Gasparo; Siragy, 1999; de Gasparo et al., 2000;
Speth; Thompson; Johns, 1995; Wright; Yamamoto; Harding, 2008) .

Ha evidéncias de um receptor de angiotensina adicional denominado AT4, que
interage com um peptideo de Ang truncado, a Ang IV ou Ang 3-8 (Val>-Tyr*-lle>-His®-
Pro’-Phe®). AT, foi originalmente definido como especifico com local de ligacdo de
alta afinidade para Ang IV (Paul; Mehr; Kreutz, 2006) e parece estar relacionado a
consolidacdo da memodria, fluxo sanguineo, reabsorcao tubular renal e proliferacao
celular (Wright; Yamamoto; Harding, 2008).

O protooncogene Mas ¢é sugerido como um receptor funcional de
angiotensinas (Jackson, et al.,, 1988). O Mas é caracterizado como um receptor
acoplado a proteina G, originalmente descrito como um fator envolvido na
tumorogénese. Os efeitos do receptor Mas podem ser mediados por Ang 1-7 ou
outros peptideos de angiotensina, o que sugere alguma relevancia funcional in vivo
(Paul; Mehr; Kreutz, 2006).
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1.3 VIAS ALTERNATIVAS DA GERACAO DE ANGIOTENSINA I

Por meio da via considerada alternativa, também pode ocorrer a producao da
angiotensina Il, gerada enzimaticamente pela acdo da quimase humana e elastase-2
de rato (Santos et al., 2004; Becari et al., 2011 ) e de outros peptideos ativos,
também foram propostos. No entanto, acredita-se que novos componentes e

funcdes do SRA ainda permanecem desconhecidos (Fyhrquist & Saijonmaa, 2008).

[ Anglotenslnogénlo]
CatepsinaG Renina
Tonina

\ 4

{Anglotenslna I]

Quimase humana ECA
Elastase 2 de rato

[Anglotenslna II]

Figura 2: Esquema referente a via alternativa para a producdo de angiotensina Il,. (adaptado de
Fyhrquist & Saijonmaa; 2008).

Através do complexo macromolecular em que havendo a presenca de
heparina de proteoglicanos a quimase é armazenada nesse complexo e uma vez
estimulada essa é secretada através dos granulos das células presentes nos
mastécitos (Takai S, Jin D, Muramatsu M, Miyazaki M. 2004). Esses granulos séo
ativados atraves de estimulos que provém de danos vasculares, porém torna se
enzimaticamente inativa no tecido vascular normal e geralmente acarreta na
producdo de angiotensina Il, que se torna presente somente em paredes dos vasos
danificados ou com aterosclerose. (Fyhrquist.; Saijonmaa; 2008). Porém vale




Introducdo e Sintese Bibliografica 25

ressaltar que o inibidor de serina enddgena de protease que esta presente no fluido
intersticial € considerado potente inibidor da enzima quimase (Kokkonen JO,
Lindstedt KA, Kovanen PT.; 2003).

J4 a Angiotensina 1-7 foi por muito tempo considerada desprovida de
atividade bioldgica (Schiavone MT, Santos RA, Brosnihan KB et al 1988), mas a Ang
1-7 passou a ter uma maior importancia devido a descoberta relativamente recente
da ECA-2, devido a producédo de Ang Il a partir da enzima Ang 1-7 (Fyhrquist, F.;
Saijonmaa, O. 2008). Além disso a Ang 1-7 provoca reacdes opostas em relacdo a
Ang Il em relacdo aos seus efeitos sistémicos como vasodilatacdo (também
provocada pela bradicinina) e antitroficos (Ferrario CM.2006; Watanabe T, Barker

TA, Berk BC; 2005; Santos RA, Castro CH, Gava E et al.2006).

g9
v y

Interage com Interage com
o receptor o receptor

Vasocontri¢ao Vasodilatacao
Estresse da fungao
oxidativo endotelial
Fibrose Antihipertrofico
Hipertrofia Antifibrotico
Antitrombédtico

Figura 3: representagdo dos componentes presentes no SRA, seus respectivos receptores além de
suas respostas sistémicas e moleculares (adapatado de Fyhrquist, F.; Saijonmaa, O. 2008).
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Sendo assim muitos experimentos sugerem uma grande interacdo entre a
Ang 1-7, prostaglandinas, bradicinina e NO (6xido nitrico), uma vez que estes
apresentam acles sistémicas que agem de uma maneira contraria aquelas
provocadas pela Ang Il, como por exemplo quando a Ang 1-7 ao se ligar no receptor
Mas, que provoca acOes vasodilatadora e antiproliferativa (Fyhrquist,F.;
Saijonmaa,O. 2008).

Os inibidores da ECA provocam aumento dos niveis de bradicinina, que por
sua vez esta ligada a biossintese de prostaglandinas, de maneira que ambas
favorecem os efeitos provocados pelos inibidores da ECA. Sendo assim, devido a
essa inibicdo, consequentemente estimula um aumento dos niveis de renina e a
formacédo de Ang I. Sendo assim com um aumento da producdo de Angl, ocorre 0
desvio para a producdo por meio dessas vias metabdlicas alternativas envolvidas
nesse sistema provocando um aumento na producéo de peptideos como a Ang 1-7
(Goodman e Gilman, 2012).

1.4 SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA LOCAL GENGIVAL

H& muitas evidéncias acerca da existéncia de alguns componentes do SRA
no tecido gengival e em fibroblastos gengivais de diferentes espécies (Ohuchi et al.,
2002; Segawa et al., 2003; Berggreen e Heyeraas, 2003; Ohuchi et al., 2004; Santos
et al.,, 2009). Ohuchi et al. (2002) sugeriram, por meio da utilizacdo de drogas
antagonistas de receptores de Ang Il, que a proliferacao de fibroblastos gengivais de
cobaios estimulada pela fenitoina e nifedipina é mediada indiretamente por
receptores AT1 presentes em fibroblastos gengivais em cultura. Os autores também
sugeriram que Ang |l é sintetizada localmente nestas células. Segawa et al. (2003)
investigaram o efeito da Ang Il sobre a producéo de prostaglandina E, (PGE2) em
fibroblastos gengivais humanos. Um antagonista de receptores AT1, mas ndo um
antagonista de receptores AT2, foi capaz de inibir a producdo de PGE2 estimulada
pela Ang Il administrada exogenamente. Berggreen e Heyeraas (2003) sugeriram,
com a utilizacdo de drogas antagonistas de receptores AT1, a existéncia destes
receptores na polpa dentaria e no tecido gengival de furdo quando estudaram o
efeito da Ang Il sobre o fluxo sanguineo em tecidos orais destes animais. Ohuchi et

al. (2004) demonstraram que a Ang Il induziu a proliferacao de fibroblastos gengivais
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de coelhos de maneira concentragao-dependente. Esta proliferagdo foi inibida por
um antagonista de receptores AT1, porém nao foi alterada por um antagonista de
receptores AT2, sugerindo, portanto, que a proliferacdo de fibroblastos gengivais de
coelho induzida pela Ang Il nestas células em cultura ocorre via receptores AT1.
Adicionalmente, em complemento aos achados farmacoldgicos, o0s autores
demonstraram a presenca dos receptores AT1 e AT2 nestas células com auxilio da
técnica de Western blot.

Os receptores AT1 e AT2 foram encontrados na polpa dental por Souza et al.
(2007), demonstrando a participacdo destes receptores de Ang Il na pulpite pelo
envolvimento tanto no estabelecimento como na modulacdo das alteragdes pulpares.

Estudos do nosso laboratorio demonstraram a existéncia de um SRA local no
tecido gengival de ratos. Experimentos mostraram que neste tecido existe a
expressdo de RNAm para todos os principais componentes do SRA (AGT, renina,
ECA e receptores AT1la, AT1lb e AT2) (Santos et al., 2009).

Além disso, ficou constatado recentemente que além da presenca dos
principais componentes SRA, ocorrem também indicios da presenca de enzima
elastase-2 no mesmo tecido, e que através de experimentos de imunoistoquimica
confirmaram a presenca de algumas dessas proteinas (AT1, AT2, Renina, ECA) no
tecido gengival relacionado a cascata do SRA e quando administrado losartan (
antagonista de receptores AT1) ou alisquireno (inibidor da renina), ambos
bloquearam a perda éssea no modelo de inducao experimental da DP em ratos. O
mesmo efeito ndo foi observado com o enalapril, administrado concomitantemente a
indugdo da DP por um periodo de 14 dias) mas foi observado uma discreta
diminuicdo na perda Ossea alveolar deixando uma duvida sobre o possivel efeito
tempo dependente sobre o método aplicado (Lima, 2011).

Outro trabalho do nosso grupo demonstrou que fibroblastos de gengiva e de
ligamento periodontal, cultivados a partir de bidpsias gengivais, expressaram alguns
componentes do SRA como a AGT, renina, ECA e AT1. Foi detectada ainda
expressao génica diferenciada entre fibroblastos de gengiva e ligamento periodontal
para a ECA, sendo significativamente maior nos fibroblastos da gengiva. Houve
imunomarcacdo positiva tanto nos fibroblastos de gengiva quanto de ligamento
periodontal compativel com a presenca dos receptores AT1 e Mas em ambas as
células. Pdde-se observar, por fim, que o contato com LPS de P. gingivalis e E. coli,
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na concentracao de 10 pg/mL/24 h, ndo alterou a expressdo dos componentes do
SRA (Ishikiriama, 2012).

Em outro trabalho, nosso grupo demonstrou que houve expressdo génica de
RNAmM em tecido gengival sem diferencas estatisticamente significativas entre trés
condi¢des de saude periodontal (gengiva saudavel, gengiva afetada por gengivite e
gengiva afetada por periodontite) para os seguintes componentes do SRA: AGT,
renina, ECA, ECA2, receptor de Ang | tipo 1(AT1) e receptor do tipo MAS. Houve
imunomarcacdo para os receptores de angiotensina AT1 e AT2 sem diferencas
estatisticas entre as trés condicdes testadas. Os testes fluorimétricos mostraram
maior atividade da ECA nas amostras afetadas por gengivite em comparagcdo as
amostras com saude gengival (p<0,05). Nos ensaios de HPLC, quando os
homogenatos de tecido gengival foram incubados com Ang |, houve formacédo de
Ang 1-7, Ang 1-9 e Ang Il. Para as formacdes de Ang 1-7 e Ang Il ndo houve
diferencgas estatisticas entre as trés condigfes clinicas, enquanto que para Ang 1-9
houve maior formacéo nas amostras afetadas por periodontite em comparagédo as
amostras com saude gengival (p<0,05). Péde-se concluir que existe um SRA local
no tecido gengival humano com diferencas entre saude gengival, gengivite e
periodontite, com maior atividade nos tecidos gengivais acometidos pela gengivite e
periodontite. (Figueiredo, 2012).

Dados na literatura sugerem ainda a existéncia de um SRA intracelular que
aparentemente pode ser funcional ou completo (De Mello, 2006; RE & Cook,2006).
Desta forma parece que esse SRA intracelular estaria relacionado ao controle de
fluxo exercido pelo Ca*?, além de controles exercidos por genes nas células (Além et
al.,1996).

1.5 INTERACAO ENTRE INFLAMACAO E ANGIOTENSINA I

Na doenca periodontal, a inflamacéo e a destruicdo tecidual s&o eventos
iniciais e constantes durante o processo mediado pelo hospedeiro em resposta a
infeccdo bacteriana (Listgarten, 1987; Delima e Van Dyke, 2003; Van Dyke e
Serhan, 2003).

A inflamacdo é um processo complexo que pode ocorrer nos tecidos em

resposta a estimulos patologicos e usualmente leva a recuperacdo da integridade
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tecidual, mas se o reparo ndo € perfeitamente controlado o processo inflamatério
pode resultar em dano tecidual permanente (Marchesi et al. 2008). Independente da
etiologia do estimulo primario e do tecido envolvido, a inflamacéo classicamente
segue trés estagios: aumento na permeabilidade vascular (mudancas no
calibre/fluxo vascular e incremento na permeabilidade vascular); recrutamento de
leucécitos (rolamento/adesao/transmigracdo e quimiotaxia) e ativacdo dos processos
para reparo tecidual. A Ang Il esta envolvida em todos estes trés estagios da
resposta inflamatéria (Suzuki et al., 2003; Marchesi et al., 2008).

A Ang Il, o principal peptideo ativo do SRA, além de ser um mediador
fisiolégico do sistema circulatério, é reconhecida como um fator de crescimento que
regula o crescimento celular e fibrose. Um grande numero de estudos tem
demonstrado que a Ang |l esta envolvida em eventos-chave da inflamacdo. Nesse
processo, as células inflamatérias sdo equipadas com todos os componentes do
sistema renina-angiotensina (SRA), podendo produzir angiotensina (Ang) Il (Gomez
et al., 1993; Owen e Campbell, 1998).

A Ang Il é capaz de induzir dano vascular independente dos efeitos
hemodindmicos de inducdo da remodelacdo vascular e disfuncdo endotelial e
aumento nos niveis de pressao arterial (Schiffrin, 2002) e isso pode ser explicado
pelo menos parcialmente pelos efeitos pré-inflamatérios da Ang |l.

A Ang Il exerce seus efeitos pro-inflamatoérios na vasculatura por meio da
inducdo de integrinas, moléculas de adeséao, citocinas e mediadores profibréticos e
de crescimento pela ativacdo de fatores de transcricdo e vias envolvendo espécies
oxigénio reativas (Marchesi et al 2008). Também provoca suas respostas
inflamatorias devido a suas ligacdes com os receptores AT1, desencadeando assim
a cascata em que ocorrerd a sinalizagdo intracelular que por consequéncia ir4
regular varios genes considerados pro-inflamatorios (Suzuki, 2003), Além disso ANG
Il acaba que estimulando a inflamacao através da mediacdo do NF-KB que por sua
vez sao induzidos por genes pro-inflamatérios (Phillips et al 2002 ; Tham et al 2002;
Tham DM, Martin-McNulty B, Wang YX, et al. 2002).

Um estudo feito por de Cavanagh et al (2010), em ratos, concluiu que a
inibicdo do SRA com bloqueadores dos receptores AT1 e com inibidores da ECA,
além da diminuicdo da presséo arterial e protecdo contra as acdes profibroticas e
proliferativas da Ang |Il, reduziram o0 estresse oxidativo principalmente pela

prevencado da formacéo de espécies reativas de oxigénio derivadas da ativacdo da
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enzima nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NAD(P)H) oxidase induzida pela
Ang Il

Outro estudo feito por Borges Jr et al (2007) sobre marcadores
préinflamatorios e estresse oxidativo na doenca periodontal comprovou uma
importante correlagcdo entre marcadores de estresse oxidativo e a doenca
periodontal.

Somando-se as informac¢des de que a Ang Il esta presente em todas as fases
da inflamacdo (Marchesi et al 2008) (figura 4), que a inibicdo do SRA diminui o
estresse oxidativo pela inibicdo da via Ang Il de ativacdo da NAD(P)H oxidase (de
Cavanagh et al 2010) e que a doenca periodontal e o estresse oxidativo tém
importante correlacdo (Borges Jr et al 2007) sugere-se que a inibicdo do SRA
diminua os danos da doenca periodontal durante sua progressdo por meio da
diminuicdo do estresse oxidativo pela inibicdo da via Ang ll-enzima NAD(P)H
oxidase.

Permeabilidade
vascular t

l

Infiltracao de células
inflamatorias t

|

Reparo tecidual e
remodelamento

'

Resolugao Fibrose

FIGURA 4: Ang Il participa em importantes eventos da resposta inflamatoria (modificado de Suzuki et
al., 2003). PG - prostaglandinas; VEGF — fator de crescimento endotelial vascular.




Introducdo e Sintese Bibliografica 31

1.6 DROGA QUE AFETA O SRA UTILIZADA NESTE ESTUDO

O enalapril (maleato de enalapril) € uma pro-droga que € hidrolisada por
esterases no figado, produzindo sua forma ativa: o enalaprilato, que é um inibidor
altamente potente da ECA. O pico de concentracdo plasmética da droga (forma
ativa) acontece cerca de trés a quatro horas apés a ingestdo. Em virtude de sua forte
ligacdo a ECA tem meia-vida plasmatica de cerca de 11 horas, sendo excretado na
forma de enalapril inalterado ou enalaprilato pelos rins. O Enalapril sofre rapida
absorcdo quando administrado por via oral e ndo sofre interferéncia devido a
presenca de alimento e este sofre biodisponibilidade de aproximadamente 60% apo6s

sua metabolizacdo (Goodman e Gilman, 2012) (figurab).

Angiotensinogénio

Angiotensina |
Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu (1-10) —-m-) Ang (1-9)
1-2-3-4-5-6-7-8-9-10

, Quimase humana Quimase e

Elastase 2 de rato

Catepsinas

.Angiotensina Il (1-8) —m—) Ang(1-7)

v

Interage com os receptores Interage com
/ \ o receptor
) |
AT1a At1b AT2 Mas

Figura 5: Agcdo do enalapril inibindo a acdo da enzima conversora de angiotensina na cascata do
sistema renina angiotensina.
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4.3 MODELOS ANIMAIS PARA ESTUDO DA DOENCA PERIODONTAL

A pesquisa da doenca periodontal requer o uso de animais de laboratoério para
0 teste de agentes terapéuticos e para a avaliacdo da seguranca e eficiéncia de
técnicas, drogas e ferramentas para a melhora da cicatrizacdo. Pelo fato da maior
parte das doencas periodontais resultar em destruicdo irreversivel do tecido
conjuntivo e do 0sso alveolar, a inducéo da periodontite em humanos nao representa
um procedimento ético. Portanto, os modelos animais, nos quais a doenca
periodontal é induzida experimentalmente, continuaréo indispensaveis para o estudo
desta doenca. A facilidade de manejo, o custo relativamente baixo e o curto periodo
de tempo de estudo fazem do rato um instrumento versatil para estudo da doenca
periodontal (Madden e Caton, 1994).
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2 PROPOSICAO

7

Conforme descrito anteriormente, a DP é uma afeccdo que envolve a
participacdo de células residentes, células estruturais e mediadores inflamatorios.
Experimentos recentes realizados em nosso laboratério mostraram que no tecido
gengival de rato existe a expressdo de RNAm para todos os componentes do SRA,
presenca da renina (experimentos de imunohistoquimica) e atividade da ECA (em
homogenatos de tecido gengival). Desta forma, justifica-se a realizacdo de
investigacdes adicionais para que aspectos relativos a inibicdo da ECA e sua
possivel correlacdo com a progressdo da doenca periodontal induzida
experimentalmente em ratos sejam esclarecidos. Isso podera trazer contribuicbes
importantes para um melhor entendimento dos mecanismos envolvidos na DP, os

quais poderao ser Uteis nas terapias preventivas e curativas dessa doenca.
Portanto, o objetivo do presente projeto sera:

1) investigar se o pré-tratamento e o pés tratamento com enalapril (inibidor
da ECA) altera a progressao da DP induzida experimentalmente em ratos.

2) Investigar se ocorre alteracdo da perda éssea, em relacdo aos periodos
tratados.

3) Observar por meio da técnica de reacdo de cadeia da polimerase
guantitativa (QPCR) se a expressdo dos respectivos alvos AGT, ECA,
ECA-2 e dos receptores ATla, AT1lb, AT2 e Mas, serdo afetadas pelo
tratamento com enalapril em relagcéo a individuos com ou sem a acéo da
DP.







3 MATERIAIS E
METODOS
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS E CARACTERIZACAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados ratos Wistar, machos, com peso entre 200 e 250 g
(aproximadamente 60 dias), todos 0s grupos apresentaram peso padrdo e tais
animais foram provenientes do Biotério Central da Faculdade de Odontologia de
Bauru/ Universidade de Sao Paulo (FOB/USP) e divididos em quatro grupos:

GRUPO 1: 20 animais foram pré tratados com agua ou 20 mg/Kg de enalapril
(inibidor da ECA) por gavagem durante 14 dias. Um dia ap6s o Uultimo dia de
tratamento, os animais foram submetidos & inducdo da doenca periodontal por
ligadura com fio de sutura 3.0 (Ethicon), permaneceram com a ligadura durante esse

periodo e apo6s 14 dias o grupo sofreu eutanasia

14 Dias 14 Dias
| | ™

pré tratamento Inducao da Eutanasia
20 mg/kg/dia de Doenca

Enalapril

Periodontal

GRUPO 2: 20 animais serdo pré tratados com agua ou 20 mg/kg de Enalapril
(inibidor da ECA) por gavagem durante 14 dias. Um dia apdés o ultimo dia de
tratamento, os animais foram submetidos a inducdo da doenca periodontal por
ligadura com fio de sutura 3.0 (Ethicon), permaneceram com a ligadura durante esse

periodo e apos 7 dias 0 grupo sofreu eutanasia.

14 Dias 7 Dias
| | I~

pré tratame_nto Inducdo da Eutanasia
20 mg/kg/dia de Doenca

Enalapril Periodontal
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GRUPO 3: 20 animais foram pré tratados com agua ou 20 mg/kg de Enalapril
(inibidor da ECA) por gavagem durante 7 dias. Um dia apdés o ultimo dia de
tratamento, os animais foram submetidos a inducdo da doenca periodontal por
ligadura com fio de sutura 3.0 (Ethicon), permaneceram com a ligadura durante esse
periodo e apos 7 dias o grupo sofreu eutansia.

7 Dias 7 Dias
| l r
pre tratamgnto Inducao da Eutanasia
20 mg/kg/dia de Doenca
Enalapril Periodontal

GRUPO 4: 20 animais foram pré tratados com agua ou 20 mg/kg de Enalapril
(inibidor da ECA) por gavagem durante 7 dias. Um dia apdés o ultimo dia de
tratamento, os animais foram submetidos a inducdo da doenca periodontal por
ligadura com fio de sutura 3.0 (Ethicon), permaneceram com a ligadura durante esse

periodo e apo6s 14 dias o grupo sofreu eutanasia.

7 Dias 14 Dias
| I ~
pre tratame_nto Inducéo da Eutanasia
20 mg/kg/dia de Doenca
Enalapril Periodontal

3.2 DOENCA PERIODONTAL INDUZIDA EXPERIMENTALMENTE EM RATOS

A manipulacédo animal seguiu o protocolo aprovado pela Comissdo de Etica
no Ensino e Pesquisa em Animais da FOB/USP (Processo n° 13-001/2012). Os
animais foram anestesiados com Cloridrato de Ketamina e Cloridrato de xilazina
(Dopalen® - 0,4 mL/kg e Anasedan® - 0,02 mL/kg, via intramuscular; de Almeida et
al., 2007).

A ligadura constituiu-se de fio de seda preta 3-0 estéril e foi colocada na
regiao cervical do primeiro molar inferior direito, tomando-se o cuidado de penetrar o
fio no sulco gengival, portanto em intima proximidade aos tecidos gengivais, ficando

0 nd na regido mesial (Gyorfi et al., 1994; Lohinai et al.,1998). Os ratos de todos os
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grupos foram mantidos no biotério da Disciplina de Farmacologia da FOB/USP e

alimentados com racédo normal e agua ad libitum.

A B

Mo

Figura 6: imagem representando a indug¢éo da doenca periodontal no primeiro molar no rato. A:
primeiro molar com o fio de sutura. B: primeiro molar ap6s a retirada do fio de sutura.

O Inibidor da ECA utilizado foi o Enalapril, do qual foi Manipulado pela
farméacia de manipulacdo Espeficia, em que tal inibidor foi manipulado e diluido em
agua na concentracdo de 10 mg/ 1mL, sendo que a cada administracdo do inibidor
foram aplicados 2 mL por via oral (gavagem) durante todo o periodo de tratamento

referente a cada grupo especifico.

3.3 OBTENCAO DE ESPECIMES PARA OS DIFERENTES EXPERIMENTOS

Os animais foram eutanasiados com dose excessiva de anestésico nos
tempos de 7 e 14 dias ap6s a colocacdo da ligadura e tratamento com enalapril,
durante os tempos citados, procedendo-se a obtencdo de espécimes para 0s
diferentes experimentos, que envolveram as seguintes analises durante a

progressao da DP:

a) Volume 6sseo alveolar;
b) Reacéo da cadeia da polimerase (QPCR) quantitativa,;
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Imediatamente apés a eutanasia dos animais a hemimandibula com o fio de
sutura foi removida. O material destinado a analise da perda éssea alveolar teve o
tecido mole cuidadosamente descolado, armazenado em tudo de microcentrifuga
contendo 500 pL da solugdo conservadora RNAlater (Ambion, CA, Estados Unidos)
e congelado a -80°C para andlises de expressdo génica por PCR. J& o tecido ésseo
foi tratado com perdxido de hidrogénio 30 volumes 50%, para analises tomograficas
para avaliacdo da possivel perda 6ssea alveolar provocada pela doenca periodontal
(SkyScan CT-Analyser ).

3.4 EXTRACAO DO RNA

No momento da extragdo do RNA das amostras, as mesmas foram
descongeladas em gelo e em seguida transferidas para outro tudo de
microcentrifuga contendo a solucdo de lise celular do RNeasy Mini Kit (Qiagen®,
Germany). A etapa seguinte constituiu na homogeneizacdo dos tecidos nesta
solugdo seguida de uma centrifugacdo para separar 0s restos celulares do
sobrenadante que consta o0 RNA. Este sobrenadante foi transferido para outro tubo
contendo alcool absoluto, e esta mistura foi colocada numa coluna de silica presente
no kit, a qual reteu o RNA. Duas lavagens, com solucdes especificas do kit, foram
providas nestas colunas e a ultima etapa constituiu na eluicdo do RNA apds a adicao

de agua livre de RNAse nas colunas contendo o RNA.

3.4.1 Quantificacao e qualificagdo do RNA

O aparelho utilizado foi o espectrofotdmetro Nanodrop 1000 (Thermo
Scientific®, Estados Unidos) o qual forneceu os dados de absorbancia em 230, 260
e 280 nandmetros (nm) apds o carregamento de 2uL de amostra sem dilui¢cdo. Este
aparelho emite luz nos comprimentos de onda citados acima, e a0 mesmo tempo
detecta quanto dessa luz foi absorvida pela amostra. No caso do RNA, ha a
absorcdo da luz no comprimento de 260 nanémetros e o calculo utilizado para a
quantificacdo deste RNA é: [RNA] = Absorbancia em 260 nanémetros x fator de
diluicdo x 50 (constante para o RNA).
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A qualificagdo do RNA se dara pela razéo estabelecida entre a absorbancia
em 260 nm e 280 nm, assim como na razdo entre 260 nm e 230 nm. Os valores

esperados para estas razoes € entre 1,9 e 2,1, configurando em amostras puras.

3.4.2 Transcricdo Reversa

Os RNAs que apresentaram pureza foram transcritos com a utilizacdo do
Quantitect Reverse Transcription Kit (Qiagen®, Germany). Este kit contém a enzima
DNAse a qual sera previamente utilizada para garantir a ndo contaminacdo com
DNA genbmico nas amostras de RNA. Apds esta etapa, foram misturadas as
amostras a enzima transcriptase reversa, os oligos DTs e randémicos e um tampao
especifico do kit. Toda esta mistura foi incubada a 37°C por 30 min no termociclador
Verit (Applied Biosystems, USA).

3.4.3 Reacao em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR)

ApOGs a transcricdo reversa, os cDNAs foram misturados ao Tagman gene
expression master mix (Applied Biosystems, USA) o qual contém a enzima taq
polimerase, as base nitrogenadas A, T, C e G, o cloreto de magnésio e o tampéao
gue confere a reacdo as condi¢des ideais de amplificacdo. A esta mistura foram
adicionados os primers e sondas marcadas com o fluoréforo FAM para a deteccéo
quantificacdo dos componentes do sistema renina angiotensina. Os numeros de
catadlogo dos ensaios que contém estes primers e sondas marcadas podem ser

observados na Tabela 1.

Alvo Numero de catalogo (Applied Biosystems, USA)
Angiotensinogénio Rn00593114 m1l
Renina Rn00561847_m1l

ECA Rn00561096_m1
ECA2 Rn01416289_m1
Receptor ATla Rn00578456_m1
Receptor AT1b Rn02132799_s1
Receptor AT2 Rn00560677_s1
Receptor MAS Rn00562673_s1
GAPDH Rn01775763_gl

Tabela 1. Alvos da PCR quantitativa e codigos dos ensaios inventoriados (Applied Biosystems®)
utilizados nos experimentos
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Apébs o preparo das reacdes em placas de 384 pocos (Applied Biosystems,
USA), esta foi alocada no aparelho de gPCR Viia 7 (Applied Biosystems, USA) e as
seguintes condicbes de ciclagem foram utilizadas para a realizacdo das
amplificacdes: temperatura inicial de 95°C por 10 minutos para a ativagdo da taq
polimerase seguido de 45 ciclos de 95°C por 15 segundo e 60°C por 1 minuto.

Para o estabelecimento das expressdes relativas, de cada gene em estudo, a
expressdo do gene GAPDH (gene de referéncia), foi feita a subtracéo do Ct do alvo
em estudo do Ct da beta actina (ACt). Por conta de estes ensaios serem pré-
fabricados e validados pela empresa Applied Biosystems, assumimos que a
eficiéncia da reacdo serd de 100%, logo utilizaremos a férmula 1+eficiéncia da

— AACt (2— AACt

reacao ) para os célculos de quantificacao relativa.

3.5 ANALISE DO VOLUME OSSEO POR MICROTOMOGRAFIA

ApOs a eutandsia, as mandibulas foram coletadas e armazenadas em tubo de
microcentrifuga de 2 mL com 1,5 mL de &lcool 70% e mantidos em 4°C.

Para a analise microtomografica foi utilizado o programa SkyScan CT-
Analyser onde foram analisadas as mandibulas. Para a avaliacdo do volume ésseo,
foi selecionada uma area delimitada a partir da crista éssea alveolar até o apice
radicular do primeiro molar desde o extremo da face mesial até seu limite distal,

conforme visualizado na figura 7.

Figura 7: Representagdo do volume ésseo feita por andlise através da técnica de microtomografia .

A: primeiro molar analisado através da técnica de microtomografia, onde é representada a estrutura

0ssea e o0 dente. B: representa apenas a estrutura 0ssea analisada referente ao volume 6sseo em
3

mm”.
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Através desta técnica, pode se observar com uma maior riqueza de detalhes a

perda 6ssea referente ao dente lesionado usado para a analise em questéao.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise dos resultados tanto para a perda éssea alveolar, quanto para
expressao génica foi utilizado o teste t de student. As comparacfes foram feitas
entre os grupos de animais com doenca periodontal versus aqueles com a doenca

periodontal ficticia (sham). O nivel de significancia adotado foi de 5%.
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE DO VOLUME OSSEO ALVEOLAR

O volume 6sseo alveolar nos animais com DP e tratados com agua foi menor
guando comparado aos animais submetidos a inducao ficticia da DP (Sham) nos
grupos 1 (9,86 + 0,21 vs 8,27 + 0,82 mm?® (média e desvio padrdo) para Sham e DP
respectivamente) , 2 (9,27 + 0,76 vs 8,38 + 0,35 mm® para Sham e DP
respectivamente) e 4 (10,61 + 0,91 vs 9,14 + 0,52 mm® para Sham e DP
respectivamente) (Figura 8).

Por outro lado, quando os animais foram tratados com enalapril ndo notou-se
diferencas significativas entre os volumes 6sseos dos animais com DP e animais
Sham em todos os grupos analisados, sugerindo que o droga em questao foi capaz
de diminuir a progressado da perda de volume ésseo alveolar nos animais com DP
(Figura 8). No grupo 1 podemos notar ainda que os animais com DP tratados com
enalapril possuem volume 6sseo maior comparados aos animais com DP tratados
com agua, mostrando mais uma vez a acao protetora do enalapril na progressao da
DP (Figura 8).
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42 ANALISE DO VOLUME OSSEO POR MICROTOMOGRAFIA
COMPUTADORIZADA

Grupo 2 .
Grupo 1 |:| Agua
715 55 [0 Enalapri
£ # E
K] %
I3 104 * 510 J— %
I o
‘g 51 0 5
[}
5 5
o
>0 r T g 0 T T
SHAM DP SHAM bp SHAM DP SHAM DP

14 Dias - DP - 14 Dias 14 Dias - DP - 7 Dias

Grupo 3 Grupo 4

=
g

N

&

=
S

H
il
*

g
T

Volume ésseo total (mm?

Volume 6sseo total (mm®
S

=

SHAM DP SHAM DP SHAM DP

SHAM DP

7 Dias - DP - 7Dias 7 Dias - DP - 14 Dias

Figura 8: Volume 0sseo alveolar ao redor do primeiro molar de todos os grupos estudados de
acordo com o tempo de pré e pés-tratamento analisados por microtomografia
computadorizada. Grupo 1 = ratos pré-tratados por 14 dias com 4gua ou enalapril, indugéo da
DP no 14° dia e pés-tratamento por 14 dias com agua ou enalapril; Grupo 2 = ratos pré-
tratados por 14 dias com &gua ou enalapril, indugcdo da DP no 14° dia e pos-tratamento por 7
dias com &gua ou enalapril; Grupo 3 = ratos pré-tratados por 7 dias com agua ou enalapril,
inducé@o da DP no 7° dia e pds-tratamento por 7 dias com 4gua ou enalapril e Grupo 4 = ratos
pré-tratados por 7 dias com agua ou enalapril, indugdo da DP no 7° dia e pOs-tratamento por
14 dias com &gua ou enalapril. * vs Sham tratado com agua e * vs DP tratado com agua.
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A figura 9 mostra quatro imagens advindas das analises tomogréficas as
quais ilustram a perda de volume 6sseo alveolar. O grupo escolhido para esta
representacdo foi o grupo 1, ou seja, aquele que houve pré e pés-tratamento com

agua ou enalapril por 14 dias.

Figura 9 : Representacao da perda 6ssea do grupo pré-tratado com agua ou enalapril durante 14 dias
e pos-tratado com agua ou enalapril durante 14 dias. Através da técnica de microCT. A: Grupo tratado
com agua sem a inducdo da doenca periodontal. B: grupo tratado com &gua com a inducdo da
doenca periodontal. C: grupo tratado com enalapril sem a inducdo da doenca peridontal. D: grupo
tratado com enalapril com a indu¢éo da doenca periodontal.
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4.3 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA NO TECIDO GENGIVAL DE TODOS 0OS
COMPONENTES DO SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA

Antes de relatar os resultados das expressfes génicas para 0s componentes
do sistema renina-angiotensina, vale esclarecer que ndo foi possivel detectar a
expressdo do RNAm para renina em qualquer amostra analisada.

ApoOs as analises das expressdes de RNAmM observou-se que a DP induzida
experimentalmente em ratos ndo causou modificacdes significativas na expressao
do AGT (figura 10), ECA (figura 11), ECA-2 (figura 12), AT1la (figura 13), AT1b
(figura 14), AT2 (figura 15) e receptor Mas (figura 16) nos animais tratados com
agua. Entretanto, nos animais com DP e tratados com enalapril detectou-se aumento
de trés vezes na expressdao de AGT comparados aos animais Sham também
tratados com enalapril (figura 10). O mesmo pbdde ser visto na expressdo do
Receptor Mas que houve aumento de 1,7 vezes nos animais com DP em relagéo
aos Sham induzidos (figura 16). Ambos o0s resultados supracitados foram
encontrados nos ratos pertencentes ao grupo 4 (7-DP-14).

A expressdo de RNAmM para ECA encontrou-se aumentada de forma
significativa nos animais do grupo 2 (14-DP-7) com DP e tratados com enalapril
guando comparados aqueles também com DP tratados com agua. Por outro lado a
expressdo de RNAm para os receptores AT1la esta diminuida nos animais Sham do
grupo 3 (7-DP-7) tratados com enalapril comparados aos animais Sham tratados
com agua. Ainda com relagdo ao receptor AT1la, 0s animais do grupo 2 (14-DP-7)
com DP e tratados com enalapril tiveram queda significativa na expressao desse
receptor comparados aos animais com DP tratados com agua.

Os niveis de RNAmM para ECA-2 encontra-se reduzido significativamente no
grupo 1 (14-DP-14) nos animais com DP e tratados com enalapril comparados
aqueles com DP tratados com agua. O mesmo pode ser observado nos animais
Sham tratados com enalapril comparados aos animais Sham tratados com agua. No
grupo 3 (7-DP-7) o tratamento com enalapril reduziu a expressao de ECA-2 nos
animais com DP em relacdo aos animais Sham.

Para todos os outros alvos da cascata do SRA em todos os grupos analisados

néo foi possivel detectar diferencas significativas.




Resultados 53

4.3.1 Analise da expressdo do RNAm para Angiotensinogénio
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Figura 10: Representacgéo grafica da expressao do receptor de angiotensinogénio em relagdo
ao GAPDH em amostras de animais sham e DP tratados com agua ou enalapril, referente
aos diferentes tempos de tratamento farmacolégicos. SHAM: operacdo ficticia para a inducéo
da doenca periodontal . DP: doenca periodontal induzida experimentalmente.

(*) diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) em relacdo ao respectivo grupo sham.
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4.3.2 Analise da expressdo do RNAm para ECA
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Figura 11: Representacdo grafica da expressdo do receptor da ECA em relacdo ao GAPDH
em amostras de animais sham e DP tratados com agua ou enalapril, referente aos diferentes
tempos de tratamento farmacologicos. SHAM: operacao ficticia para a indugdo da doenga
periodontal . DP: doenca periodontal induzida experimentalmente. # vs ratos com DP tratados
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4.3.3 Analise da expressdo do RNAm para ECA-2
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Figura 12: Representacdo grafica da expressdo do receptor da ECA-2 em relacdo ao
GAPDH em amostras de animais sham e DP tratados com 4gua ou enalapril, referente aos
diferentes tempos de tratamento farmacoldgicos. SHAM: operacéo ficticia para a inducéo da
doenca periodontal . DP: doenca periodontal induzida experimentalmente. # vs ratos com DP
tratados com &gua. & vs ratos sham tratados com agua.
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4.3.4 Analise da expressdo do RNAm para AT1la
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Figura 13: Representacéo grafica da expressédo do receptor da Atla em relagdo ao GAPDH
em amostras de animais sham e DP tratados com agua ou enalapril, referente aos diferentes
tempos de tratamento farmacoldgicos. SHAM: operacgédo ficticia para a inducdo da doenca
periodontal . DP: doenca periodontal induzida experimentalmente. # vs ratos com DP tratados
com agua. & vs ratos sham tratados com agua.
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4.3.5 Analise da expressdo do RNAm para AT1b
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Figura 14: Representacdo grafica da expressao do receptor da Atlb em relacdo ao GAPDH
em amostras de animais sham e DP tratados com agua ou enalapril, referente aos diferentes
tempos de tratamento farmacologicos. SHAM: operacao ficticia para a inducdo da doenca
periodontal . DP: doenca periodontal induzida experimentalmente.

(*) diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) em relacdo ao respectivo grupo sham.
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4.3.6 Analise da expressdo do RNAm para AT2

1.59

1.0

0.5

Quantificacéo relativa
AT2 / GAPDH

0.0

AT2G1

1.59

1.0

Quantificag&o relativa
AT2/ GAPDH

0.0

SHAM

DP

SHAM
14-DP-14

AT2G3

SHAM

DP

SHAM
7-DP-7

Quantificacao relativa

Quantificacdo relativa

AT2/ GAPDH

AT2 / GAPDH

=
i

0.59

0.0

AT2G2

1.0

SHAM

0.0

SHAM

O Agua
O Enalapril
o
oP SHAM oP
14-DP-7
AT2 G4
P SHAM oP
7-DP-14

Figura 15: Representacdo grafica da expressao do receptor da AT2 em relacdo ao GAPDH
em amostras de animais sham e DP tratados com agua ou enalapril, referente aos diferentes
tempos de tratamento farmacol6gicos. SHAM: operacgédo ficticia para a inducdo da doenca
periodontal . DP: doenca periodontal induzida experimentalmente.
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4.3.7 Analise da expressdo do RNAm para Receptor Mas
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Figura 16: Representagéo gréafica da expresséo do receptor Mas em relagdo ao GAPDH em
amostras de animais sham e DP tratados com &gua ou enalapril, referente aos diferentes
tempos de tratamento farmacol6gicos. SHAM: operacgédo ficticia para a inducdo da doenca
periodontal . DP: doenca periodontal induzida experimentalmente.

* diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) em relacdo ao respectivo grupo sham. & vs
ratos sham tratados com agua.
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5 DISCUSSAO

Foram utilizados para a composicdo da amostra ratos Wistar, com idade de
aproximadamente 60 dias, quando o ponto de contato dental ja estd bem
estabelecido. O estabelecimento da funcéo oclusal nesta espécie ocorre aos 25, 28
e 40 dias para primeiro, segundo e terceiro molares, respectivamente, (apos a
irrupcdo dos molares aos 19, 22 e 35 dias de vida animal para primeiro, segundo e
terceiro molares, respectivamente) (Madden, Caton 1994). No entanto, com a idade,
ocorre uma perda 6ssea fisioldgica resultante dos processos de remodelacdo 6ssea
conforme a atricdo interproximal dos molares (Weinberg, Bral 1999). Devido a esta
reabsorcéo fisioldgica, o presente estudo foi baseado na comparagdo com amostras
de animais sham operados, ou seja, sem DP induzida experimentalmente.

Utilizou-se um modelo experimental bem estabelecido em ratos para inducao
da doenca periodontal inflamatoria , que envolve a colocacéo de ligadura ao redor da
regido cervical do primeiro molar inferior (Madden, Caton 1994). A insercdo da
ligadura e sua manutencdo subgengival, porém sem destruir completamente a
adesdo propiciada pela juncdo dentogengival, possibilita o acumulo progressivo e
espontaneo de biofilme composto por bactérias presentes na propria microbiota do
animal e na sua dieta, sem qualquer manipulacdo adicional. A ligadura age como um
fator promotor da formacdo de biofilme na &rea dentogengival, provocando
achatamento e deslocamento dos tecidos gengivais mesial e distal, bem como reduz
a integridade tecidual pela ulceracdo ocasional do epitélio sulcular, 0 que permite
interacdo entre hospedeiro e biofilme dentario.

Apesar de nao ser uma doenca espontanea, a manipulacdo do animal para
sua inducdo € feita uma Unica vez e, a partir de entdo, a doenca periodontal
inflamatoria progride naturalmente (Bezerra et al., 2000).

Modelos animais séo largamente utilizados em beneficio da compreenséo da
patogénese da doenca periodontal inflamatéria e na avaliacdo de suas variadas
modalidades terapéuticas (Madden, Caton 1994; Bezerra et al., 2000; Rodini et al.,
2008; Oliveira et al., 2008). Embora ndo se possam esperar respostas idénticas e
agressdes semelhantes entre as diferentes espécies, modelos animais podem

funcionar como modelos de tendéncias biolégicas e fornecer informacdes
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impossiveis de se obter em humanos. Neste sentido, rato geralmente é alvo de
estudos experimentais da doenca periodontal inflamatéria, devido as grandes
semelhancas com os humanos em relacdo a anatomia da regido de molares,
inclusive da juncdo dentogengival, baixo custo de pesquisa, facil manuseio e
disponibilidade de utilizagdo de vérias racas com diferentes estados microbiol6gicos
e imunoldgicos (Madden, Caton 1994; Weinberg, Bral 1999). Além disso, estudos
longitudinais da doenca periodontal inflamatéria em humanos levantam varios
problemas como a determinagéo do nivel de atividade da doenca, riscos individuais
e suscetibilidade a progressao da doenca. Entdo, € importante escolher um modelo
animal experimental que possua caracteristicas semelhantes com relacdo a
anatomia e a doenca periodontal inflamatéria humana (Weinberg, Bral 1999). Uma
das vantagens de se estudar uma doenca experimentalmente induzida € poder
observar seu curso ao longo do tempo, a fim de se compreender sua patogénese e
definir a melhor forma de trata-la (Madden, Caton 1994).

A doenca experimentalmente induzida em ratos mostrou-se capaz de
promover a diminuicdo do volume Osseo alveolar no presente estudo, assim como
em outros trabalhos (Lima 2011 ; Oliveira 2007). Na figura 8 podemos notar que,
tanto 7 quanto 14 dias ap0s a inducdo da DP, houve diminuicdo do volume 6sseo
alveolar nos ratos que receberam agua durante o periodo. Por outro lado, no
tratamento com enalapril nos grupos 1, 2 e 4 observou-se que a droga em questéo
foi capaz de conter a perda do volume ésseo alveolar nos animais com DP
comparados aos animais Sham também tratados com enalapril. Vale destacar, que
nestes grupos o periodo minimo de tratamento com enalapril foi de 21 dias, ou seja,
houve tratamento antes e apds a inducao da DP.

Os resultados acima sugerem gque esta droga precisa de um periodo superior
a 14 dias para promover a protecdo contra a perda 0ssea em ratos com DP, uma
vez que notamos no trabalho de Lima 2011, o qual também testou a eficacia do
enalapril na progressdao da DP sem o pré-tratamento, que apés 14 dias de
tratamento com enalapril os animais com DP apresentaram perda 0ssea alveolar.

Assim como esperado e demonstrado no trabalho de Lima 2011, o presente
estudo mostrou que o tratamento com enalapril nos animais Sham operados nao
provoca modificacdo no volume 0Osseo alveolar. Porém, os animais com DP que
receberam pré e pdés-tratamento com enalapril durante 14 dias (28 dias no total)

apresentaram um volume 0sseo maior quando comparados aos animais com DP
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tratados com &gua pelo mesmo periodo (Figura 8). Este resultado n&o foi observado
nos demais grupos com periodos de tratamento inferiores, sugerindo mais uma vez
a necessidade de maiores periodos de tratamento com enalapril para o alcance de
resultados preventivos da perda de volume ésseo alveolar em ratos com DP.

Uma possivel explicacdo para este efeito protetor conferido pelo enalapril € a
acao de diminuir a disponibilidade de Ang Il para interagir com os receptores AT1, o
gue tem sido demonstrado como um dos fatores na promoc¢éo da reabsorcdo 6ssea
(Kaneko et al. 2011). Tem sido demonstrado ainda que o sistema renina-
angiotensina esta presente e ativo em microambientes 0sseos (Lavoie e Sigmund,
2003).

Pérez-Castrillon et al (2003) mostraram que mulheres hipertensas com
maiores niveis de Ang Il circulante responderam ao tratamento de 1 ano com
enalapril, uma vez que foi detectado aumento significativo da densidade mineral
0ssea em comparacdo as mulheres que ndo tomaram a droga.

Camundongos nocautes para 0s receptores ATla apresentam maior massa
Ossea (tibia) comparados aos camundongos selvagens (Kaneko et al. 2011). Neste
mesmo trabalho foi demonstrado ainda que tanto numero de trabéculas 6sseas
quanto a densidade conectiva da tibia estdo aumentadas nos animais nocautes para
ATl1a, sugerindo que a Ang Il pode promover reabsorcéo 0ssea.

No presente estudo os niveis de Ang Il local e circulante ndo foram avaliados,
porém a expressdo de RNAm para o AGT (grupo 4) no tecido gengival, adjacente a
area da perda de volume Gsseo, encontrou-se aumentada de forma significativa nos
animais tratados com enalapril e com DP. Este aumento provavelmente foi por conta
da propria DP que tende a aumentar os niveis de Ang Il apés o aumento de AGT,
renina e ECA, e também pelo feedback negativo causado pela inibicdo da ECA pelo
enalapril. Entretanto, acredita-se que a droga foi eficaz na inibicdo da ECA
diminuindo os niveis de Ang Il neste caso, pois néo foi observada perda de volume
0sseo alveolar nos animais com DP.

Os mecanismos envolvidos na perda de volume 6sseo causada pela DP
podem ser explicados pelo aumento de Ang Il por conta da inflamacao instalada
durante a progressdo da DP (Suzuki et al. 2003). Hatton et al. (1997) demonstraram
que na presenca de Ang Il os osteoclastos em co-culturas com osteoblastos
promovem mais reabsorcdo 6ssea em calvaria de ratos. Tem sido relatado ainda

que a Ang Il acelera o processo de osteoporose pela maior atividade dos
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osteoclastos (Shimizu et al. 2008). Esta atividade aumentada dos osteoclastos esta
associada ao aumento da expressdo de RANKL pelos osteoblastos, ligante este que
uma vez acoplado ao receptor RANK na superficie dos osteoclastos promove o
aumento da reabsor¢cdo Ossea. Vale destacar que o tratamento com a droga
losartan, antagonista dos receptores AT1, desacelera este processo (Shimizu et al.
2008 e Rajkumar et al. 2013), assim como a droga enalapril (Rajkumar et al. 2013).
Neste mesmo trabalho também se bloqueou os receptores AT2 com a droga
antagonista PD123329, entretanto os niveis de RANKL e a atividade dos
osteoclastos continuaram aumentados, sugerindo mais uma vez que € a interacao
da Ang Il com os receptores AT1 que promove a perda de volume ésseo durante o
processo inflamatério. Por outro lado, Izu et al. (2009) demonstraram que 0sS
receptores AT2 quando bloqueados, ou nocautes em camundongos, favorecem ao
aumento da massa 6ssea em fémur de camundongos adultos. Neste estudo os
autores notaram que 0 antagonismo aos receptores AT2 promove diminuicdo do
numero de osteoclastos na superficie 6ssea apés estimulo com Ang Il.

Até aqui foram discutidos os mecanismos envolvendo os osteoclastos no
metabolismo 0sseo, porém sabe-se que o0s osteoblastos conferem papel
fundamental no processo de formacao éssea. No trabalho de Hagiwara et al. (1998)
foi relatado que a Ang Il ligada aos receptores AT1 nos osteoblastos causou inibicéo
na expressdo de RNAmM para osteocalcina, uma importante proteina para a
maturacdo dos osteoblastos. Além disso, a atividade da fosfatase alcalina,
importante proteina da diferenciagdo dos osteoblastos, também diminuiu indicando
gue a Ang Il além de favorecer a atividade dos osteoclastos, desfavorece a acédo dos
osteoblastos.

O processo de envelhecimento também é conhecido pela diminuicdo da
deposicao de tecido 6sseo. Gu et al. 2012 demonstraram que a tibia e o fémur de
ratos idosos possuem menos densidade mineral 0ssea comparados aos animais
jovens. Estes autores associaram este evento ao aumento significativo da expressao
de RNAmM do AGT e renina nos ratos idosos, com consequente aumento da Ang Il
nos 0ssos avaliados.

A Ang 1-7 quando ligada ao receptor do tipo Mas parece mediar
positivamente o processo anti-inflamatorio, pois tem sido relatado que este
heptapeptideo reduz a migracdo de leucoOcitos e a expressdo de citocinas

inflamatorias tais como TNF-a, IFN-y, IL-1B e IL-6 (Sukumaran et al. 2011). Estas




Discussdo 67

acOes parecem estar associadas a diminuicdo da LOX-1 (receptor 1 tipo lectina de
lipoproteina de baixa densidade) causada pela Ang 1-7 (Wang et al. 2013).
Entretanto, ndo ha dados na literatura mostrando a possivel acdo da Ang 1-7 no
metabolismo 6sseo.

No presente estudo foi avaliada a expressao de RNAm para o receptor do tipo
Mas a qual encontra-se aumentada nos animais do grupo 4 (7-DP-14) com DP e
tratados com enalapril. Tanto a DP quanto o tratamento com o inibidor da ECA pode
favorecer o aumento da expressédo de Ang 1-7, pois durante o processo inflamatoério
instalado o organismo, como agao protetora, pode passar a produzir agentes anti-
inflamatdrios como a Ang 1-7. Além disso, o bloqueio da ECA causara um acumulo
de Ang | o qual é substrato para as endopeptidases na formacdo de Ang 1-7
(Ferreira e Santos 2005).

A expressdo de RNAmM para a ECA no presente estudo mostrou-se
aumentada nos animais tratados com enalapril e com DP no grupo 2 (14-DP-7).
Sabe-se que a inflamacéo pode aumentar os niveis de RNAm (Miguel-Carrasco et
al. 2010) e a atividade da ECA (Figueiredo 2011), assim como a inibicdo da ECA
pela acdo do enalapril pode, por feedback negativo, levar a uma producdo de mais
RNAm para a ECA. No trabalho de Ishikiriama (2012) os niveis de RNAm para ECA
encontrou-se aumentados em fibroblastos humanos em cultura estimulados com
LPS. Estes dados sugerem novamente que a condi¢do inflamatéria tende a
aumentar a expressao de Ang Il por aumentar os componentes da cascata do SRA.

Os niveis de RNAm dos receptores AT1a no grupo 3 (7-DP-7) encontram-se
diminuidos nos animais Sham tratados com enalapril. A diminuicdo dos niveis de
Ang Il pode ter sido a causa desta queda. O mesmo pbde ser visto no grupo 2 (14-
DP-7) nos animais com DP tratados com enalapril, e este fato pode ter conferido
protecdo na progressao da DP ja que estes animais tratados com enalapril ndo
apresentaram perda de volume 0Osseo alveolar muito provavelmente pela menor
interacdo da Ang Il com os receptores AT1.

Embora seja possivel que a ECA-2 possa mediar de forma positiva a
progressdo da DP, pois a mesma é responsavel pela formagcdo de Ang 1-7, no
presente trabalho a expressdo de RNAm para ECA-2 encontra-se reduzida nos
animais com DP tratados com enalapril (grupos 1 e 3). Provavelmente as vias
alternativas mediadas pelas endopeptidases possam estar contribuindo para a

formacéo da Ang 1-7 e assim contrapondo a inflamacéo causada pela DP.
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Como pode-se observar no presente trabalho, ndo houve expressao de
RNAm para a renina. Esta enzima responséavel pela producédo de Ang | por meio da
clivagem da proteina AGT, advém das células endoteliais presentes nas arteriolas
dos tecidos (Lima 2011) ou da circulacdo sanguinea. Logo é de se esperar que as
células que compde o tecido gengival ndo expressem tal enzima.

Parece estar claro de que maneira o tratamento com enalapril promoveu
protecdo contra a perda de volume dssea alveolar em ratos com DP, embora néo
tenhamos dados neste trabalho que sustente os relatos levantados. Sera alvo dos
proximos trabalhos a andlise da SRA no tecido 6sseo além de investigacbes com
relagdo as citocinas e quimiocinas inflamatdrias, além de proteinas presentes nos
osteoblastos e osteoclastos as quais modulam o metabolismo 6sseo. Em relacdo as
expressbes de RNAm torna-se dificil associar nossos resultados pela falta de
trabalhos na literatura que abordem o mesmo tema. Sabe-se que o minimo estimulo
causado a um tecido causa aumentos ou diminuicbes quase que imediatas na
expressdo dos RNAmM. Além disso, a expressdao de RNAm € muito labil, logo o
interessante seria estuda-lo nas horas iniciais apés a inducédo da DP e/ou apés o
inicio do tratamento farmacolégico, pois esta andlise aguda da expressao de RNAmM
para os componentes do SRA poderé ajudar a explicar as condi¢cdes encontras nos
periodos crbénicos da DP e tratamento.
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6 CONCLUSOES

O pré-tratamento com inibidor da ECA previne a perda 6ssea alveolar no
modelo de doenca periodontal induzida experimentalmente em ratos.

A Reacdo de cadeia de polimerase quantitativa (PCR(Q), apresentou no grupo
4 uma maior expressao entre os receptores Mas e Agt, 0 que pode sugerir uma

interac&o entre tais alvos estudados do SRA.
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