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RESUMO

MAIA-DANTAS, A. Estudo da relagdo entre glandulas salivares e doencga periodontal em
ratos. 2011. 106 f. Tese (Doutorado em Farmacologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S3o Paulo, S3o Paulo, 2011.

A gengivite e a periodontite constituem doengas periodontais infecciosas comuns do
homem, nas quais as bactérias periodontais e seus produtos podem participar ativamente
na inducdo da inflamacdo local e efeitos sistémicos (ex.: cora¢do). Sabendo que a saliva
representa a primeira e grande barreira as infec¢des orais, este trabalho se propés a: i)
avaliar a perda 6ssea induzida pela doenga periodontal em ratos submetidos a indugdo de
doenca, via implante de ligadura, apds os intervalos de 3, 7 e 14 dias; ii) Investigar possiveis
alteracdes de fluxo (estimulado ou ndo com pilocarpina) e composicdo salivar nesses
animais; iii) avaliar a concentragdo / expressdo de marcadores de estresse oxidativo e
inflamatdrios em glandulas salivares e em amostras de saliva; iv) avaliar o papel funcional
das glandulas salivares ex-vivo na producao da amilase. Para isto, ratos Wistar machos (180 -
200g) foram submetidos a inducdo da periodontite através do implante da ligadura, e os
pardametros inflamatdrios e bioquimicos foram avaliados nesses animais. Ratos com
periodontite no dia 3, quando comparado ao grupo sham, exibiram aumento significativo do
fluxo salivar (estimulado com pilocarpina), produgdo de Ca®', secrecio de proteinas e
producdo de amilase na saliva, bem como aumento do conteido de TBARS em glandulas
parétidas e da amilase liberada das glandulas submandibulares (GSM). Observou-se, ainda,
aumento da expressdo de mRNA para iNOS e nNOS em GSM. Em contrapartida, ratos com
periodontite apds 7 dias exibiram reducdo da taxa de salivacdo estimulada (e ndo
estimulada), da producdo de proteinas totais e da concentracdo e secre¢cdo de amilase na
saliva, muito embora o contetdo sérico e salivar de TBARS e da atividade de MPO na saliva
desses animais mostrou-se elevado em relagdo ao grupo sham. Ndo foram observadas
diferencas significativas quanto ao conteido de TBARS em glandulas salivares, secrecdo e
concentracio de Ca** na saliva e tampouco sobre o contetdo de proteinas nitradas em
amostras de GSM desses animais. Ja no 14° dia visualizou-se um aumento da atividade de
NOS Ca®* dependente e da expressaio mRNA das iNOS e nNOS em GSM. Ratos com
periodontite, apds 14 dias de indug¢do, ndo exibiram aumento significativo na taxa de
salivacdo, concentracdo e secrecdo de Ca®" salivar, producdo e concentracdo de proteinas
totais, amilase na saliva e conteudo de TBARS em amostras de saliva e glandulas salivares.
Ainda, observou-se aumento das atividades da peroxidase/MPO, concentracdo de nitrato
em saliva e proteinas nitradas em GSM e maior concentrac¢do de citocinas Thl / Th2 (IL-4, IL-
13 e IL-10) em amostras de GSM. Conclui-se que a inducdo experimental da doenca
periodontal em ratos , influencia o funcionamento de glandulas salivares de acordo com os
dias de inducdo, inicialmente estimulando, em um segundo momento inibindo e
posteriormente retornando aos niveis basais. Apds 7 dias, caracteriza-se como o tempo ideal
para a manifestacdo dos efeitos inibitérios na glandula.

Palavras-chave: Periodontite. Inflamacdo. Glandula salivar. Saliva.



ABSTRACT

MAIA-DANTAS, A. Study of the relationship between the salivary glands and periodontal
disease in rats. 2011.106 p. Ph. D. thesis (Pharmacology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S3o Paulo, Sdo Paulo, 2011.

Gingivitis and periodontitis are common infectious periodontal diseases in man, in which
periodontal bacteria and their products participate actively to induce local inflammation and
systemic effects (eg heart). Knowing that saliva represents the first major barrier to oral
infections, this study aimed to: i) to assess bone loss due to induced periodontitis in rats,
after intervals of 3, 7 and 14 days, ii) to investigate possible changes in flow (or not
stimulated with pilocarpine) and salivary composition in these animals, and iii) evaluate the
concentration and expression of markers of oxidative stress and inflammation in the salivary
glands and saliva samples, and iv) assess the functional role of salivary gland function in ex
vivo production of amylase. For this purpose, male Wistar rats (180-200g) underwent
induction of periodontitis by implanting the ligature, and biochemical and inflammatory
parameters were assessed. Rats with periodontitis on day 3 when compared to sham group,
exhibited a significant increase in salivary flow (stimulated with pilocarpine), production of
ca’’, protein secretion and production of amylase in saliva, as well as increased contents of
TBARS in the parotid and amylase released from submandibular glands (GSM). There was
also increased expression of mRNA for iNOS and nNOS in GSM. In contrast, rats with
periodontitis after 7 days exhibited a reduction in stimulated saliva (not stimulated),
production and total protein concentration and secretion of salivary amylase, although the
content of serum and salivary TBARS and the activity of MPO in saliva of these animals was
high compared to the sham group. There were no significant differences in TBARS content in
salivary gland secretion and Ca®* concentration in saliva, nor on the content of nitrated
proteins in samples from these animals GSM. By the 14th day envisioned an increase of NOS
activity and ca” dependent mRNA expression of iNOS and nNOS in GSM. Rats with
periodontitis, 14 days after induction, exhibited a significant increase in the rate of
salivation, concentration and salivary secretion of ca”, production and concentration of
total protein, salivary amylase and content of TBARS in samples of saliva and salivary glands.
Still, there was increased activity of peroxidase / MPO, nitrate concentration in saliva and
proteins nitrated in GSM and higher concentration of Thl / Th2 (IL-4, IL-13 and IL-10) in
samples of GSM. We conclude that the experimental induction of periodontal disease in rats,
influence the functioning of the salivary glands according to the days of induction, initially
stimulating, in a second time and subsequently inhibiting return to baseline levels. After 7
days, is characterized as the ideal time for the expression of an inhibitory effect on the gland
function.

Key words: Periodontitis. Inflammation. Salivary glands. Saliva.
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1 INTRODUCAO

1.1 Tecido periodontal e doengas relacionadas

A cavidade bucal constitui uma das primeiras portas de entrada para microorganismos
presentes no ar e nos fluidos (em especial a saliva) de outros individuos, e que podem ter
efeitos devastadores sobre o organismo, caso consigam penetra-lo (Tlaskalova-Hogenova et
al., 2002). Além de apresentar papel protetor sobre as infec¢Ges (Tlaskalova-Hogenova et al.,
2002), a saliva possui importante participagdo na digestdo, secrecao de enzimas (em
particular, a amilase), sensibilidade gustativa, além de auxiliar na degluticdo dos alimentos e
contribuir para a manutengao da integridade dos dentes. Desta feita, as secre¢bes salivares
mantém os tecidos bucais em estado de equilibrio (Pedersen et al., 2002).

Na cavidade bucal esta presente o periodonto, um tecido complexo que compreende o
osso alveolar, ligamento periodontal, cemento e gengiva. Por conta da complexidade desse
tecido, inumeros mediadores enddgenos sdo gerados por células residentes, que incluem
fibroblastos e leucdcitos polimorfonucleares, que muitas vezes desempenham papéis
ambiguos quanto a manutencdo da integridade tecidual (Dixon et al., 2004; Liu et al., 2010).
Dentre as fungdes principais do periodonto, destaca-se a unidao dos elementos dentarios aos
0ssos maxilares e mandibulares, a qual garante, via fibras do ligamento periodontal, que
cargas oriundas do ato da mastigacdo ndo sejam transmitidas diretamente aos ossos. Tal
controle é exercido por mecanorreceptores presentes na regiao (Trulsson, 2006).

Por seu turno, a placa bacteriana é o fator determinante das doencas periodontais.
Inicia-se a partir da maturacdo do biofilme dental, uma fina pelicula que se deposita
diretamente sobre a superficie dos dentes, dos materiais restauradores e do epitélio bucal,
formada por componentes secretados pelas glandulas salivares, por restos de alimento e por
células epiteliais descamadas (De Lorenzo, 2004).

No inicio desse processo, algumas bactérias, auxiliadas por adesinas localizadas na
superficie de fimbrias e fibrilas, se aderem as glicoproteinas encontradas na pelicula

adquirida (Rickard et al.,, 2003), permitindo que outras bactérias possam ligar-se
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seletivamente as pioneiras, acumulando-se gradativamente e amadurecendo o biofilme
dental (De Lorenzo, 2004).

As doencas periodontais podem restringir-se aos tecidos de protecdo do dente, a
chamada gengivite, ou ainda, podem estender-se aos tecidos de suporte do dente,
resultando na periodontite (Armitage et al., 1999; Page, 1991). Em geral, isto ocorre devido
ao reflexo da mudancga na microbiota da placa. Assim, na gengivite, ocorre um aumento do
nimero de bactérias, que parte de 10%-10% na condicdo saudavel, para 10*-10° na gengivite,
enquanto na periodontite, esse numero varia de 10°-10%. A composicao da placa sofre
alteracdo de acordo com seu estado. Desta feita, enquanto no estado saudavel verifica-se na
placa, aproximadamente, 15% de contaminacdo por bactérias Gram negativas, na vigéncia
da doenga periodontal, essas espécies compreendem 50% da composi¢do da placa (Tanner,
1998; Socransky, 2008).

A resposta do hospedeiro frente as bactérias é essencialmente de protecdo, muito
embora a intensificacdo dessa resposta possa levar a destruicao tecidual, evidenciando o
papel fundamental de caracteristicas individuais no desenvolvimento da doenca periodontal
(Socransky e Haffajee, 1994; Kornman et al., 1997; Carranza e Newman, 2002). Em parte,
acredita-se que essa resposta é também determinada por predisposicdo genética, apesar de
fatores adquiridos e ambientais, tais como o uso do cigarro e o abuso do dlcool,
influenciarem grandemente na progressdao da doenca (Page, 1999; Johnson e Slach, 2001;
Linden et al., 1996; Mealey et al., 2000; Hergstrom et al., 2004; Heitz-Mayfield et al., 2005;
Heasman, 2006; Timmerman, 2006).

As doencas periodontais estdo entre as doencas cronicas mais prevalentes em
humanos. Essas doencas podem acometer tecidos de suporte e protecdo dos dentes (Ford et
al., 2010; Liu et al., 2010)., No Brasil, estima-se que 85% da populacdo adulta, com idade
entre 35 e 40 anos, residentes em zonas urbanas apresentam algum tipo de doenga
periodontal (Pinto et al., 1999; Brasil, 2005). Nesses individuos, as doencas periodontais, em
diferentes graus, sdo responsaveis pela maior parte das perdas dentarias (Brown e Loe,
1993; Tinoco et al., 1997; Albandar e Rams, 2002).

As periodontopatias ndao possuem fases inflamatdrias agudas e crénicas muito
definidas, muitas vezes descritas como lesdes cronicas, devido ao tempo que demoram para
produzir destruicdo. Morfologicamente, essas doengas exibem componentes inflamatdrios

cronicos e agudos que se sobrepdem (Page e Schoreder, 1976). No entanto, a analise desses
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tecidos permite estabelecer, de acordo com os tipos celulares predominantes e do tipo de
dano tecidual apresentado, o grau de progressao da doenca; permitindo-nos classifica-la em
lesdo gengival inicial, precoce, estabelecida ou avancada (Page e Schoreder, 1976). O célculo
periodontal, vulgarmente conhecido como tartaro, é elemento caracteristico da doenca
periodontal. Este é formado gragas a mineralizagdo da placa, pela absorgao de ions calcio e
fosfato presentes na saliva e no fluido crevicular (Jin et al., 2002).

A lesdo gengival inicial se da apds 24 horas de formagdo de placa, podendo ser
caracterizada pelo aumento da permeabilidade vascular e presenca de células
polimorfonucleares (PMN). Adiante, apds 7 dias de formagdo da placa, origina-se a lesdo
precoce, cuja caracteristica morfolégica predominante inclui, angiogénese (aumento da
vascularizacdo local), presenca de linfécitos, PMN e destruicdo de fibroblastos e coldgeno. A
lesdo estabelecida, que ocorre entre 3 e 4 semanas apods a formacado de placa, é clinicamente
conhecida como gengivite. Nesse caso, detecta-se perda significativa de elementos celulares
e constituintes anatébmicos de uma gengiva normal. Adicionalmente, a inflamacdo nao se
estende aos elementos de suporte do dente e o Infiltrado inflamatério corresponde a 10-
30% do tecido conjuntivo. A lesdo avancada (periodontite) caracteriza-se por uma maior
expansdo do infiltrado de células inflamatdrias, gerando um aprofundamento da bolsa. Isto
estd associado a uma perda substancial de osso alveolar, dano extenso as fibras, migracao
apical do epitélio juncional, manifestacdes disseminadas de danos inflamatérios e
imunopatoldgicos aos tecidos. Ha ainda forte predominio de plasmdcitos (Page e Schoreder,
1976; Zappa, 1995).

Conforme as respostas do sistema imunolégico, a patogenia da doenca periodontal,
pode ser dividida em quatro estagios distintos: i) inicialmente, o epitélio de unido secreta
mediadores inflamatérios, tais como citocinas/quimiocinas (IL-8, TNF-a, IL-1a),
prostaglandinas (PGE,;) e metaloproteinases (MMP) e ocorre também a liberacdo de
neuropeptideos e de histamina; ii) inicia-se, a seguir, formacdo da resposta inflamatéria
local, além de ativacdo de proteinas séricas, como aquelas liberadas pelo sistema
complemento; iii) adiante, inicia-se o influxo do infiltrado de células, com predominio de
células mononucleares, linfécitos e plasmacitos, e o extravasamento de fluidos inflamatdrios
e, por fim iv) ocorre a ativacdo das células T, que irdo produzir subsequentemente diversas
citocinas e quimiocinas (IL-2, 3, 4, 5, 6, IL-10, IL-13 TNF-a, TGF-B, IFN-y) envolvidas na

resposta imunolégica. Além disto, os leucdcitos liberados podem secretar citocinas e
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leucotrienos, enquanto os fibroblastos ativados produzem metaloproteinases (MMP) e
inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMP).

Estabelecido o processo inflamatério crénico, observam-se alteracGes teciduais, que
podem levar a perda de funcdo e alteracdo na homeostasia tecidual, que leva a degradacao
do colageno, da matriz dssea e, por conseguinte, evolui para a periodontite (Kornman et al.,
1997; Ford et al.,, 2010; Liu et al.,, 2010). Cabe ressaltar que a magnitude da resposta
inflamatoria é crucial para determinar a severidade e duracdo da doenca, podendo esta
gerar destruicao tecidual severa, capaz de acarretar a perda do elemento dental (Lundy et
al., 2004).

Uma vez afetados, os tecidos de suporte do dente ndo se regeneram, apresentando-se
como Unica alternativa o controle da doenca, na tentativa de conter sua expansao e manter
o elemento dental na cavidade (Kinane et al., 2008). Além da perda dentaria, alguns estudos
demonstram que as bactérias periodontais e seus produtos afetam, além da cavidade bucal,
outros érgdos e sistemas (Beck et al., 1996; Beck et al., 2000; Noack et al., 2001; Seymour et
al., 2003; D'Aiuto et al., 2004; Meurman et al., 2004; Vettore et al., 2008; Buhlin et al., 2009;
de Pablo et al., 2009).

Os efeitos sistémicos parecem decorrer da exposicdo continua dos portadores da
doenca as bactérias e seus produtos, visto que tais pacientes exibem o epitélio ulcerado da
bolsa formada pela doenca periodontal. Assim, esses pacientes ficam mais vulnerdveis e a
circulacdo sangliinea torna-se um alvo para disseminacdo sistémica destas (Beck et al.,
2000). E interessante acrescentar que elevadas concentracdes de proteina C reativa (CRP)
foram encontradas no plasma de individuos com doenca periodontal, semelhantes as
encontradas em pacientes com cardiopatias (Beck et al., 1996; Noack et al., 2001; D'Aiuto et
al., 2004; Meurman et al., 2004).

A associacdo entre as doencas cardiacas ou renais com as doencas periodontais vem
sendo bastante discutida (Beck et al., 2000; Seymour et al., 2003 ; Buhlin et al., 2009; de
Pablo et al., 2009; Vettore et al., 2008, Herrera 2011). Ademais, a ocorréncia de parto
prematuro vem sendo atribuido a mulheres com doencas periodontais. Nesse caso, acredita-
se que lipopolissacarideos (LPS) da membrana de bactérias Gram negativas presentes na
cavidade bucal destas, estimulam a producado de IL-1B e PGE, que, por seu turno, causam

contracdo uterina, acelerando assim o trabalho de parto (Vettore, 2008).
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1.2 Glandulas salivares

As glandulas salivares maiores (pardtidas, submandibulares e sublinguais) e menores
sdo as responsaveis pela producdo da saliva na cavidade bucal, enquanto as glandulas
serosas parotideas produzem um fluido fino, rico em agua e amilase quando estimulado, o
qual contribui com mais da metade do volume salivar. Quando ndo se encontram
estimuladas, sua contribui¢cdo se reduz, e a saliva de origem submandibular passa a ser a
maior, em quantidade. Em comparacdo com a secrecdo parotidea, a secrecdo
submandibular é mais viscosa e rica em mucina (Pedersen et al., 2002; Almstahl et al., 2001).

A atividade das glandulas salivares é controlada por impulsos nervosos que chegam
através de nervos secretores motores pds-ganglionares simpaticos e parassimpaticos, que
liberam noradrenalina e acetilcolina, respectivamente, que irdo ativar seus respectivos
receptores adrenérgicos e muscarinicos, situados na membrana basolateral das células
epiteliais. O reflexo para secregdo salivar é mediado pelos quimiorreceptores dos botoes
gustativos e pelos mecanorreceptores do ligamento periodontal que levam a despolarizacao
das fibras nervosas aferentes com o conseqiiente aumento do fluxo salivar (Katchburian e
Arana, 2004).

Os receptores muscarinicos (M3 e M1) e o-adrenérgicos (o2) compreendem
receptores metabotropicos acoplados a proteinas G do tipo Gg/11. Assim, a estimulagdo do
receptor leva a hidrélise do fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP,) via ativacdo da fosfolipase C
(PKC), formando o segundo mensageiro inositol 1,4,5-trifosfato (IPs) e diacilglicerol (DAG).
IP; liga-se ao seu receptor no reticulo endoplasmatico (ER), induzindo um aumento na
concentracdo intracelular de célcio. Paralelamente, outros envolvidos na secrecdo salivar sdo
os receptores B adrenérgicos, ligados a proteina G, que por sua vez ativa adenilato ciclase e
aumenta as concentrag¢des intracelulares de AMPc, promovendo a exocitose através da
fosforilacdo protéica mediada por proteina quinase A (PKA). (Looms et al., 2002).

No que tange ao conteudo salivar, evidéncias mostram a presenga de células
provenientes da descamacao do epitélio bucal, bem como componentes provenientes do
fluido crevicular (Katchburian e Arana, 2004), fatores inorganicos (tais como bicarbonato,
sédio, potassio, fosfato, fluoreto, amoénia e didxido de carbono) e organicos (lisozima,

lactoperoxidase, mieloperoxidase e aglutininas, como glicoproteinas, mucinas, fibronectinas,
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macroglobulinas e anticorpos antibacterianos, antifungicos, hemostaticos, fatores de
crescimento, como o fator de crescimento epidermal e importantes imunoglobulinas como
as imunoglobulinas A e E (Amerogen et al., 2002)). Ainda, foram identificados na saliva
concentracdes de enzimas e peptideos que desempenham importante papel na manutencao
da homeostase bucal e de antioxidantes como a superdxido dismutase (SOD), a peroxidase e
o acido urico, que combatem os radicais livres (Nagler et al., 2002).

Além da manutencdo da saude bucal, as glandulas salivares secretam peptideos que
influenciam na saude sistémica do individuo (Mathison, 1994), uma vez que eles modulam
processos inflamatdrios induzidos sistemicamente por LPS ou ovoalbumina (Mathison et al.,
1997a, 1997b, 2001; Rougeot et al., 2000; Dery, 2001; Fialho de Araudjo et al., 2002 ). Até o
presente momento, pelo menos 27 peptideos biologicamente ativos (incluindo calicreina,
fator de crescimento nervoso e fator de crescimento epidermal) foram identificados na
saliva, e conhecidamente podem atuar como agentes imunossupressores ou
imunoestimuladores (Barka, 1980; Amerogen et al., 2002).Ademais, os peptideos salivares
como, por exemplo a proteina rica em prolina, via sitios especificos de adesdo presentes em
bactérias relacionadas a enfermidade periodontal, ligam-se a elas, as quais inicialmente se
agregarao ao biofilme (Arnold et al., 1977; Gibbons e Hay, 1988; Gibbons, 1994; Leung et al.,
1990; Alugupalli et al., 1995; Amano et al., 1996; Johansson et al., 2000; Ayad, 2000; Li et al.,
2001).

Assim, os peptideos salivares, além de atuar na composicdo da pelicula, regulam a
mineralizacdo da mesma, pois favorecem a manutencao adequada da homeostase de cdlcio,
evitando que ocorra o depdsito de cristais de calcio sobre os dentes, viabilizando a
manutencdo da saude periodontal, j& que as rugosidades na superficie dental, decorrentes
da presenca do cdlculo, facilitam o depdsito de microorganismos maléficos ao periodonto,
além de dificultar a adequada higienizac¢do (Jin et al., 2002).

Em contrapartida, os efeitos da diminuicdo da secrecdo salivar estdo associados aos
problemas de degluticdo, dificuldades na fala, presenca de cdries rampantes, presenca de
Ulceras aftosas e, principalmente, a maior prevaléncia de doencgas periodontais em

individuos com xerostomia (Shiboski, 2007).
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1.3 As espécies reativas de oxigénio e as doencgas periodontais

As doencgas periodontais geram iniumeros mecanismos de defesa, na tentativa de
erradicar os agentes patdgenos do organismo, que acabam culminando no aumento de
espécies reativas de oxigénio.

Espécies reativas de oxigénio sdo moléculas muito reativas geradas de maneira
natural, decorrente do metabolismo, e que, quando produzidas em excesso, podem gerar
lesdo e morte celular (Augusto, 2006). Dentre as espécies reativas, destacam-se o radical
hidroxila e o anion superdxido, capazes de oxidar proteinas, acidos nucléicos e lipideos,
danificando membranas e alterando fun¢des celulares (Halliwell e Gutteridge, 2007).

O oxido nitrico é um gas altamente difundivel, sintetizado a partir da conversdo do
aminoacido L-arginina em L-citrulina, através da acdo da enzima éxido nitrico sintase (NOS)
(Palmer, 1988).

Sua importancia em glandulas salivares deve-se ao fato de que uma das vias de
producdo salivar é regulada pela acetilcolina (ACh) o que gera um aumento de cdlcio
intracelular, levando a secrecdo de agua, proteinas e eletrdlitos (Looms et al., 2002). O 6xido
nitrico, tanto endégeno como exdgeno, é um importante regulador desse mecanismo de
secrecao, produzindo um aumento de cdlcio intracelular que estimula a liberacdo salivar
(Looms et al., 2002)

E importante também porque dentre os componentes presentes na saliva, destacam-
se os nitritos, encontrados em grandes quantidades. Esses sdao gerados a partir de duas vias
principais: a reducdo dos nitratos da dieta por bactérias nitrato redutase positivas ou pela
oxidacdo do oxido nitrico (NO; Grisham et al., 1995; Carrosa et al., 2001). Estudos in vitro
demonstram que o ion nitrito presente na saliva, em condi¢Ges onde o pH mostrou-se acido,
afetou o crescimento e a sobrevivéncia de bactérias periodontais, sugerindo que o mesmo
possa ocorrer in vivo (Allaker et al., 2001).

Ha trés isoformas de NOS (Bredt et al, 1991). A NOS neuronal (nNOS) , presente em
varios tipos celulares, fornece NO para processos de neurotransmissao e neuromodulagdo
centrais e periféricos, modula transmissdao de impulsos nervosos, e facilita a liberacdo de
neurotransmissores e hormonios (Shibuki, 1990; Dawson, 1994). A NOS endotelial (eNOS),

regula o tonus vascular basal, fluxo sanguineo, inibe a adesdo e agregacao plaquetarias. Ha
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também a isoforma induzivel (iNOS), presente em varios tipos celulares em condicdes
patoldgicas, como macréfagos, hepatodcitos, células epiteliais, células endoteliais. Sua
transcricdo génica é induzida por LPS bacterianos e citocinas, tais quais, TNF-a, IL-1B, IL-6 e
IFN-y. A iNOS sintetiza grandes quantidades de NO por longos periodos de tempos e tem nao
apenas func¢do citotdxica contra microorganismos e células tumorais, mas também
participaria nos processos patoldgicos de vasodilatacdo e dano tissular (Barreto, 2005).

O NO pode atuar através da ativacao da guanilato ciclase soltvel liberando diversas
proteino-cinases (sGC; Greengard, 1975); da interacdo com metalo-proteinas e com
moléculas possuidoras de residuos tidis (Hibbs, 1991; Vallance e Leiper, 2002); e da ativacao
de canais de potdssio dependentes de ca® (Kitamura, 1993).

O NO reage com o oxigénio molecular, formando diéxido de nitrogénio (NO;), que
pode reagir com outra molécula de NO e produzir triéxido de dinitrogénio (N,0O3) ou com o
proprio NO,, gerando tetréxido de dinitrogénio (N,04), apds dismutacdo geram ions nitrito e
nitrato em solugdes aquosas (Feelich, 1993, Barreto, 2005). Tanto o N,O3 como o N,04 sdo
considerados potenciais doadores de nitrosdnio (NO')®. Esta molécula pode ser transferida
para hidroxilas, aminas ou tidis, levando a formacdo de nitrito, N-nitrosaminas e §-
nitrosotidis (Beckman, 1996, Barreto, 2005).

Altas concentracdes de NO favorece sua reacdo com o anion superoxido, aumentando
a formacdo de peroxinitrito (ONO,; Beckman e Koppenol, 1996, Barreto, 2005). O
peroxinitrito, apds protonacdo pode gerar acido peroxinitroso (HONO,), que se decompse
rapidamente, produzindo didxido de nitrogénio e o radical hidroxila, capaz de iniciar a
peroxidacdo de lipideos, bem como o radical NO,, o qual pode promover nitracio de
residuos de aminoacidos aromaticos, como tirosina e triptofano, levando, por exemplo, a
formacdo de 3-nitrotirosina (3-NT)(Eiserich et al, 1996, Gatti, 1994; King, 1993).

A peroxidacdo lipidica, deterioragdo oxidativa de lipideos poliinsaturados, incluindo-se
as lipoproteinas das membranas celulares pode reduzir a fluidez das membranas, aumentar
sua permeablidade e danificar proteinas, levando a inativacdo de enzimas e canais i6nicos. A
lipoperoxidacdo gera malondialdeido (MDA) que pode ser mensurado através dos produtos
de reacdo do acido tiobarbiturico (TBARS).

A nitracdo de residuos tirosina em proteinas funciona como um biomarcador, permite
investigar a geracao de NO e outros oxidantes derivados deste, tais como didxido de

nitrogénio e anion peroxinitrito. Entretanto, a nitracao de tirosina pode ocorrer também na
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presenca de hemoproteinas que possuem atividade peroxidase, tais como a mieloperoxidase
(MPQ), enzima abudante em granulos azurodfilos de neutrofilos. Na presenca de H,0,, estas
enzimas oxidam ion nitrito a didxido de nitrogénio e residuos de tirosina ao radical tirosila. A
combinacado desses radicais também produz a 3-nitrotirosina (3-NT, Augusto, 2006)

A expressdao génica das isoformas de NOS pode ser regulada por uma série de
condicdes; LPS ou citocinas promove aumento da transcricdo de iNOS e reducdo do
conteddo de RNAm e de proteinas de nNOS e eNOS em varios tipos celulares, por exemplo
aorta, pulmao e cérebro (Scott, 2002 e Lee et al, 1995).

A atividade enzimatica das isoformas de NOS, pode ser regulada por modificacdes pds-
traducionais, tais como fosforilacdao de residuos especificos, o que pode inibir a atividade,
como no caso da fosforilacdo de Ser847 na nNOS (Koneima et al, 2000) ou fosforilacdo em
Ser635, Ser1179 e Thr497, que induzem aumento da atividade da eNOS (Boo et al, 2003; Lin
et al 2003). Outros fatores envolvidos na regulacdo da atividade das NOS sao disponibilidade
de cofatores e substratos e a presenca de inibidores endégenos.

A relacdo entre o NO e doenca periodontal ndo estd totalmente esclarecida e ha
informacodes limitadas e algumas vezes controversas sobre sua producdo na cavidade bucal.

Foram observadas concentragdes reduzidas de ion nitrito em saliva de pacientes com
periodontite quando comparadas com sujeitos sadios (Auer et al., 2001); outros autores
afirmam que a producdo de NO estaria aumentada no tecido gengival de pacientes, com
base no aumento observado nas concentragdes dos aminodcidos L-arginina e L-citrulina,
paralelo a um aumento de prostaciclina (Matejka et al., 1998). Contudo, esta afirmacdo nao
pode ser considerada conclusiva, pois ha outras vias metabdlicas nas quais a L-arginina e a L-
citrulina participam; como por exemplo, a via do ciclo da uréia, na qual a expressdo da
enzima arginase encontra-se aumentada em processos inflamatdrios (Hesse et al., 2001).

Ratos com periodontite tratados com aminoguanidina, um inibidor de dxido nitrico,
desenvolveram menor perda dssea, diminuicdo de parametros inflamatdrios locais, tais
como nitracdo de proteinas, peroxidacdo lipidica e infiltrado leucocitario (Di Paola et al.,

2004).
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1.4 Justificativa do projeto

Muito embora a diminui¢do da secregao salivar esteja associada a maior incidéncia de
caries rampantes e, principalmente, a maior prevaléncia de doencas periodontais, nada se
sabe, até o presente momento, sobre os possiveis efeitos que a doenca periodontal pode
exercer sobre a fungao e atividade das glandulas salivares. Ademais, pouco se conhece se
esse efeito decorre de alteragdes nas glandulas salivares ou se esses seriam decorrentes da
participacdo do fluido crevicular.

Partindo do pressuposto que a doenca periodontal (periodontite) pode desempenhar
um papel em alterag¢des sistémicas, como doencgas cardiacas e renais, pensar-se-ia entdo que
a presenca da doenca periodontal poderia também gerar respostas em estruturas mais

prdoximas a cavidade bucal como, por exemplo, em glandulas salivares.

1.5 Estratégia Experimental

1. Investigar possiveis alteracées de fluxo (estimulado ou ndo com pilocarpina) e
composicao salivar em animais submetidos a inducdo de periodontite; via implante
de ligadura, apds os intervalos de 3, 7 e 14 dias;

2. Correlacionar a perda déssea em ratos nesses animais a diferentes parametros
salivares;

3. Avaliar a concentracdo / expressio de marcadores de estresse oxidativo e
inflamatodrios em glandulas salivares e em amostras de saliva;

4. Avaliar o papel funcional das glandulas salivares ex-vivo na produc¢do da amilase
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2 OBJETIVOS

Tendo em vista a importancia dos efeitos da doencga periodontal na manutencdo da
salde sistémica e o papel das glandulas salivares nos mecanismos de defesa do
organismo, este projeto se prop0ds a estudar os efeitos da doenca periodontal induzida

em diferentes parametros e saliva e glandulas salivares.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Indug¢do de doeng¢a periodontal em ratos

Para a inducdo de doenca periodontal, foram utilizados ratos Wistar machos pesando
entre 180 e 220 g, provenientes do biotério central do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Sdo Paulo (ICB/USP) os quais foram mantidos com livre acesso a ragdo e a
agua. Todos os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica nimero:

CEEA-ICB (protocolo 020, fls. 29, livro 2).

Os animais foram anestesiados com cetamina (80 mg/kg) e xilazina (20 mg/kg) e a
periodontite foi induzida por meio do implante de fio de algodao ao redor da regido cervical
dos primeiros molares inferiores do lado direito. O fio foi atado pela face vestibular do
dente, passado subgengivalmente do lado lingual e de forma supragengival para o lado
vestibular. No grupo de animais controle (Sham), o fio de sutura foi retirado imediatamente
apos o procedimento. Os animais foram mortos, através de deslocamento cervical, nos 3 9,
72 ou 142 dia apds o procedimento de implante da ligadura e outro grupo foi utilizado para

realizacdo de experimento in vitro.

3.2 Mensuragdo da perda dssea

Para efeitos de estudo da evolucao temporal da perda dssea, as mandibulas foram
coletadas apods o sacrificio dos animais para andlises de radiografias digitais padronizadas
usando-se um sistema de imagem computadorizada que utiliza um sensor com um filme de
raio-x. A perda dssea alveolar foi calculada, nas peliculas de raio- X, através da mensuracao
da distancia entre a juncdo cemento-esmalte e a crista dssea alveolar do primeiro molar

inferior direito empregando o software AlphaEase FC (Alpha Innotech, EUA).
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O sensor foi exposto a 65 KV e 10 mA com o tempo de exposicao de 12
impulsos/segundo. A distancia do cone até o filme foi de 50 cm, e uma escala de aluminio foi

colocada sobre o sensor para dar uma referéncia da densidade radiografica.

A perda dssea de cada mandibula foi avaliada por 3 examinadores independentes
(que desconheciam o grupo ao qual pertencia cada amostra) e a média aritmética dos

valores foi entdo calculada.

Figura 1. Pelicula radiografica e os pontos de analise utilizados (Imagem A). Aumento da area
hachurada, com evidencia¢do dos pontos utilizados nas medicdes (Imagem B).

3.3 Taxa de salivagdo ndo estimulada

Na noite anterior a determinacdo da taxa de salivacdo e coleta das amostras de saliva
(pelo menos 12 h), os animais foram mantidos em gaiolas sem alimento sélido, podendo
ingerir apenas agua destilada. Falsos fundos colocados nas caixas garantiram o isolamento
fisico desses animais, a fim de evitar que eles ingerissem nitrato exdgeno advindos das

excretas e maravalhas.

Nos diferentes tempos de estudo, e previamente ao sacrificio, os animais foram
anestesiados conforme descrito no item 3.1. Em seguida, discos de papel de filtro foram
colocados no assoalho bucal para absor¢do da saliva pré-existente na cavidade bucal,
tentando-se evitar a indugdo de salivagdo por qualquer trauma mecanico decorrente da

secagem manual.

A seguir, cones de papel de filtro (Tanari, #80) foram seccionados (5 mm de
comprimento), pesados e posicionados no assoalho bucal durante 5 minutos e logo apds

retirados, pesados novamente. As diferengas de pesos (em mg) foram divididas pelo tempo
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de duracdo da coleta (5 min) para obtencdo dos valores de fluxo salivar ndo estimulado. Os

resultados foram expressos como variacao percentual em relagdo ao grupo Sham.

3.4 Indugdo da secregdo salivar

Para fins de coleta de quantidades apropriadas de saliva e para analise do fluxo salivar
estimulado, a secre¢do salivar dos animais foi induzida através da administragdo de agonista

muscarinico (pilocarpina, 1 mg/kg; i.p.) apds anestesia.

Antes do procedimento, as cavidades bucais dos animais foram enxaguadas com
agua deionizada (grau HPLC) em abundancia. Imediatamente apds a injecdo da pilocarpina, e
com a ajuda de pipetas de transferéncia de polietileno previamente enxaguadas com agua
desionizada, amostras de saliva foram coletadas (volume aproximado 200 uL) em tubos
Eppendorf (os quais também passaram por uma lavagem prévia com agua desionizada) e
entdo armazenadas a -70 °C. Os resultados foram expressos como varia¢do percentual em

relacdo ao grupo Sham.

3.5 Taxa de salivagdo estimulada

Apds 15 minutos da inje¢do da pilocarpina foi avaliada a taxa de salivagao estimulada.
Para isso, discos de papel foram usados para secar as cavidades bucais dos animais e
pequenas esferas de algoddo hidréfilo (aproximadamente 3x2mm) previamente pesados
foram inseridos na cavidade bucal e mantidos durante 2 minutos. Apds esse periodo as
bolotas foram coletadas e pesadas, a subtracdo dos valores: final menos inicial, dividido pelo
tempo de permanéncia na cavidade bucal, nos deu a taxa de salivacdo estimulada. Os

resultados foram expressos como variacao percentual em relacdo ao grupo Sham.

3.6 Coleta de gldndulas salivares
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Apds os procedimentos de coleta de saliva, amostras de glandulas pardtidas e
submandibulares (tanto ipsilateral, quanto contralateral) foram cuidadosamente
seccionadas, armazenadas em tubos de polietileno e imediatamente congeladas em gelo
seco e mantidas a -70 °C até o processamento das mesmas. As glandulas dos lados direito e

esquerdo foram estocadas separadamente.

3.7 Andlise da concentracdo salivar de cdlcio

A concentragdo salivar de calcio foi medida usando-se kit comercial (Labtest®, Sao
Paulo, Brasil) baseado na reacdo do calcio com a purpura de ftaleina em meio alcalino,
resultando em um complexo de cor violeta. A intensidade da formacdo do cromdforo é

proporcional a concentrac¢ao de calcio nas amostras.

Para tanto 5ul de amostra foram pipetados em microplacas para leitor de ELISA e
foram adicionados 250ul do reagente, composto por: tampado (700 mmol/L), o-cresolftaleina
(80 umol/L), 8-hidroxiquinoleina (3,4 mmol/L), acido cloridrico (32 mmol/L) e azida sddica
(15 mmol/L). Em paralelo foi realizada uma curva com o padrao, diluido entre 2,5 a 20
mg/ml. A leitura da absorbancia foi medida a 570 nm em leitor de placas de ELISA
(Molecular Devices, EUA). Os resultados foram expressos como variacdo percentual em

relagdo ao grupo Sham.

3.8 Determinagdo de proteinas totais da saliva

Para analisar a concentracdo de proteinas na saliva foi utilizado o método de
Peterson, baseado nas rea¢6es do reagente de biureto. O cobre em meio alcalino reage com
a proteina gerando um complexo, este complexo formado pelo cobre e pela prépria proteina
apresenta aminodcidos fendlicos que reduzem o reativo de Folin resultando em coloragao

azulada.
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Calculam-se as taxas correspondentes numa curva de referéncia estabelecida com a
solucdo padrdo de albumina (10 pg/ml a 100 pg/mL).

As amostras foram diluidas (1:100) em &agua destilada, e a seguir adicionou-se o
composto formado por: Sulfato cuprico pentahidratado(0,2 g/L), tartarato duplo de sddio e
potdssio (0,4 g/L), carbonato de sédio (20 g/L),SDS 10% (5 g/50 ml) e Hidroxido de sédio
0,8N (3,2 g/100 ml), as amostras foram agitadas e incubadas durante 10 min. Adicionou-se,
em seguida, o reagente Folin Ciocalteau 2N, realizando-se (nova) agita¢do e incubacdo por
40 minutos a temperatura ambiente. Procedeu-se, entdo, a leitura das absorbancias a 700

nm contra agua destilada em leitor de placas de ELISA (Molecular Devices, EUA).

A concentrac¢do de proteina e a producgdo salivar (quantidade de proteina gerada por

minuto) foram expressas como variagdo percentual em relagdo ao grupo Sham.

3.9 Proteinograma da saliva

Para andlise das proteinas presentes na saliva, realizou-se proteinograma. Para tanto,
as amostras de saliva foram diluidas (1:4) em tampao TRIS-HCI 50 mM, pH 7,4 com adicdo de
tampado de Laemmli (0,0625 M de Tris-HCl, pH 6,8 contendo 2% de SDS, 10% de glicerol,
0,001% de azul de bromofenol e 5% de 2-mercaptoetanol) na concentragao final de 20 ug de

proteina.

As amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida a 12%, aplicou-se também
marcador de peso molecular. As proteinas foram separadas por eletroforese aplicando-se

uma corrente constante de 10 mA durante aproximadamente cinco horas.

Os géis foram incubados em solucdo de acido acético 5% e etanol 25% durante 30
minutos e corados utilizando Coomassie blue (Coomassie blue 0,25%, metanol 50% e acido
acético 7%) durante 16 horas. Os géis foram entdo lavados em solugdo descorante (5% de
metanol e 7,5% de acido acético) e fotografados, usando-se o sistema Chemilmager 5500

(Alpha Innotech Corporation, CA, EUA).

As intensidades das bandas foram quantificadas por densitometria, empregando-se o

software que acompanha o sistema de aquisi¢cao de imagens.
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3.10 Andlise da cinética enzimdtica da a-amilase

Os niveis de a—amilase foram determinados na saliva; no liberado no meio de
incubacdo ou nos sobrenadantes das glandulas dos experimentos in vitro (amilase total da
glandula) usando-se um kit comercial (Laborlab®, Sdo Paulo, Brasil) um método cinético, que
utiliza substrato Gal G2 - CNP (2-cloro-4-fenil-galactato piranosil maltodiose) que é

diretamente hidrolisado pela a-amilase produzindo cloronitrofenol (CNP).

Para tanto, 5ul das amostras foram pipetados em microplaca e foram adicionados
250 pl de substrato, composto por: tampdo bioldgico (50 mmol/L), cloreto de sddio(70
mmol/L), cloreto de célcio(6 mmol/L), Gal G2 - CNP (2,27 mmol/L). As amostras, assim como
o substrato, foram mantidos a 37 °C e a reacdo foi realizada sob temperatura constante. A
absorbancia foi detectada a 405 nm em leitor de placas de ELISA, a 37°C (Molecular Devices,
EUA). A concentracdo de a-amilase foi calculada a partir da velocidade maxima da reacao
por segundo e o resultado foi expresso como variagdo percentual em relagao ao grupo

Sham.

3.11 Determinag¢do do conteudo tecidual de produtos de reagdo do dcido tiobarbiturico

(TBARS)

A determinacdo dos produtos de reacdo do acido tiobarbiturico analisa a quantidade
de peroxidacao lipidica mediante a quantificacdo dos aldeidos formados pela degradacao de
hidroperoéxidos, incluindo o malondialdeido (MDA), descrito por Bird et al. (1984).

As amostras de glandulas submandibulares e pardtidas foram pesadas e
homogenizadas em 10 volumes de solucdo de fosfato de potassio (50 mM, pH 7.4) contendo
butil hidroxitolueno (BHT, 12,6 mM). No caso de salivas, 40 ul de saliva foram utilizadas
somando-se 160 pl de tampdo fosfato. Aliquotas de 200 pL do homogenato foram
adicionadas a 400 pL de solucdo contendo acido tiobarbiturico (0,37%) em meio fortemente
acido (acido tricloroacético a 15 % e acido cloridrico 0,25 N) e entdo incubadas a 90 °C

durante 45 minutos.
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As amostras foram centrifugadas durante 5 minutos a 10000 g, e 300 pL do
sobrenadante foram submetidos a extracdo do produto de reacdo. Para tanto, 300 puL de n-
butanol juntamente com 30 pL de solucdo aquosa saturada de cloreto de sédio foram
agregados ao sobrenadante e agitadas utilizando-se vortex durante 30 segundos. Apds
centrifugacdo (2 minutos a 10000 g) 200 pL dos sobrenadantes (fase organica) foram
pipetados em microplaca para leitura de ELISA dos valores de absorbancia a 535 nm

(corrigidos pelos valores de absorbancia a 572 nm).

Foi calculado nmol de aldeido formado por mg de tecido ou mg de proteina (Bose et
al., 1989) utilizando-se para o calculo um coeficiente de extingdo molar de 1.55 x 10° M cm’

! Os resultados foram expressos como variacdo percentual em relagdo ao grupo Sham.

3.12 Determinacgdo das concentragdes salivares totais de nitrato + nitrito (NOy) pelo

método de Griess

As amostras de saliva foram diluidas 1:10 em agua desionizada (grau HPLC) e
desproteinizadas por ultrafiltracdo (5.000 g durante 120 min a 4 °C.) empregando-se tubos

tipo Eppendorf providos de filtros de valor de cut-off de 5 kDa (Fisherbrand”, Pittsburgh, PA).

A determinacdo de NO, (nitrato + nitrito) nos ultrafiltrados foi realizada através da
reducdo prévia do ion nitrato para nitrito pela nitrato redutase e posterior deteccdo do ion

nitrito formado pelo método de Griess (diazotizacdo / acoplamento).

A determinacdo de NO, (nitrato + nitrito) foi realizada incubando-se previamente as
amostras e curva padrao (solucdes aquosas de nitrato de potdssio entre 0,2 e 200 uM), com
NADPH (100 uM; Sigma Chem. Co., EUA), FAD (5 uM; Sigma Chem. Co., EUA) e nitrato
redutase (200 mU/mL) durante 1 hora a 37 °C para reduc¢do do ion nitrato para nitrito. O
excesso de NADPH foi eliminado através da adicdo de lactato desidrogenase (LDH, 13,5
U/mL; Calbiochem, EUA) e piruvato (90 mM; Sigma Chem. Co. EUA) e posterior incubacdo a
37 °C durante 30 min. Por ultimo, 50 pL do reagente de Griess (solu¢do contendo 0,1% de
sulfanilamida e 0,01% de naftiletilenodiamina em acido fosférico a 5%; Sigma Chem. Co.,

EUA) foram adicionados as amostras e apds incubacdo durante 10 min a temperatura
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ambiente, foram realizadas as leituras dos valores de absorbancia a 540 nm em leitor de
placas de ELISA (Molecular Devices, EUA). Os resultados foram expressos como variagao

percentual em relagdao ao grupo Sham.

3.13 Medida da atividade tecidual e salivar de mieloperoxidase (MPO) e peroxidase

A medida de atividade de MPO baseia-se na velocidade de oxidacdo do substrato o-
dianisidina na presenca de agua oxigenada, evidenciada pela mudanca de coloracdo (Bradley

et al., 1982).

As amostras de glandulas foram pesadas e homogeneizadas em 20 volumes (p/v) de
solucdo de fosfato de potassio pH 6,0 contendo 0,5% brometo de hexadeciltrimetilamobnio
(HTAB, Sigma Chem. Co, EUA,) Para as salivas foram utilizados 20 pl de saliva adicionando-se

20 pul de tampao fosfato e HTAB.

Os homogenatos foram sonicados por 20 segundos, aquecidos durante duas horas a
60 °C para inativacdo da catalase enddgena (Ohta, 2002) e centrifugados a 10.000 g por 2

minutos.

A 10 pL dos sobrenadantes foram acrescentados 200 uL de solug¢dao de fosfato de
potdssio (5 mM, pH 6) contendo 16,7 mg/mL de o-dianisidina (Sigma Chem. Co., EUA) e
0,0005% de H,0, em microplaca.

O monitoramento da velocidade de formacdo do produto de oxidacdao da o-dianisidina
foi realizado registrando-se o aumento da absorbancia da mistura a 460 nm (leituras
coletadas em intervalos de 10 segundos durante 10 minutos). A atividade de MPO foi
calculada a partir da velocidade mdaxima da reacao por segundo e o resultado foi expresso
em UMPO/mg de tecido ou por UMPO/mI. Uma unidade de MPO é definida como a

guantidade em umol de H,0, degradado por minuto.

A andlise da densidade otica (460 nm) foi realizada em leitor de placas de ELISA
(Molecular Devices, EUA), a cada intervalo de 10 s, durante 10 min. A atividade da enzima
MPO em unidades e corrigida pela quantidade de tecido (g) utilizado no ensaio, segundo a

formula: MPO (U/g) = Vmax/s x 60/0, 0113/0,5. Considerou-se que uma unidade de
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atividade de MPO corresponde aquela capaz de degradar um micromol de H,0, por minuto
(Bradley et al., 1982). Os resultados foram expressos como varia¢do percentual em relacdo

ao grupo Sham.

3.14 Andlise da expressdo de residuos protéicos de nitrotirosina (NT)

As amostras foram pesadas e homogenizadas em 10 volumes de tampao Tris-HCI 50
mM (Tris-HCI 50 mM, pH 7,4 contendo 1 mM de PMSF, leupeptina 10 pg/ml, inibidor de

tripsina 10 pg/ml e 1 mM de L-cit) e centrifugadas durante 5 minutos a 1000 g e 4 °C.

A concentragdo de proteinas totais nas amostras foi determinada através do método
de Braford (1976). A curva padrdo foi realizada utilizando-se uma solucdo de albumina de
soro bovino nas concentragbes de 2,5, 5, 10, 20, 30, 40 e 50 pg/ml. As amostras foram
devidamente diluidas em agua Milli-Q e reagente de Bradford e a leitura de absorbancia a

595 nm foi realizada em leitor de placas de ELISA (Molecular Devices, EUA).

As amostras foram entdo transferidas (0.5 pyg) para uma membrana de nitrocelulose
através do sistema slot blot utilizando-se vacuo. As membranas foram entdo coradas com
solu¢do de vermelho de Ponceau e fotografadas a fim de se verificar a eficiéncia da

transferéncia (e foram descoradas com agua).

O blogueio de sitios inespecificos presentes nas membranas de nitrocelulose foi
realizado através da incubagdo das membranas com uma solugao de caseina (0,2% em TBS-t)

por uma hora, sob agita¢dao continua.

Apds esse periodo, as membranas foram incubadas com o anticorpo primdrio anti
nitro-tirosina (camundongo), na dilui¢do de 500 ng/mL em TBS-t, durante 16 h sob agitacdo

continua a 18 °C.

As membranas foram lavadas com TBS-t e incubadas com o anticorpo secundario de
coelho anti-camundongo conjugado com fosfatase alcalina na diluicdo de 1:3000 em TBS-t

por duas horas, foram posteriormente lavadas com TBS-t e submetidas a revelacgao.
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Um mililitro de substrato mais 50 pL de intensificador foram incubados com as
membranas durante 5 minutos. A captacdo dos sinais de quimioluminiscéncia foi feita em

sistema Chemilmager 5500 (Alpha Innotech Corporation, CA, EUA).

As intensidades das bandas foram quantificadas por densitometria, empregando-se o
software que acompanha o sistema de aquisicdo de imagens. Os resultados foram expressos

como variacdo percentual em relacdo ao grupo Sham.

3.15 Atividade funcional “ex vivo” de gldndulas submandibulares e sublinguais”

Apds anestesia e previamente ao sacrificio dos animais, as glandulas
submandibulares e sublinguais foram removidas e incubadas em tampdo Krebs-Ringer-
bicarbonato sem glicose, sob borbulhamento do gas carbogénio (5% O, em CO,) a 37 °C
durante 10 min, apds esses 10 minutos, 300 ul desse meio e as glandulas foram removidas
do meio e armazenadas a -80 'C. Posteriormente, as glandulas foram homogenizadas a 4 "C
em 500 pl em tampdo Krebs bicarbonato contendo inibidores de protease (aprotininal
ug/ml, leupeptina 2 pg/ml, inibidor de tripsina tipo soybean 3 pg/ml, fenilmetilsulfonil
fluoreto (PMSF) 2 ug/mil)

Os homogenatos e o meio foram centrifugados a 10. 000 X g a 4 'C durante 5 min e a
atividade da a-amilase foi determinada. Os resultados foram expressos como variacdo

percentual em relacdo ao grupo Sham.

3.16 Avaliagdo dos niveis de citocinas nas glédndulas salivares

As medidas das concentragdes das citocinas INF, IL-5, IL-4, IL-13, IL-10, TNF, IL6 e IL1B
nas amostras de glandulas salivares foram realizadas usando-se o teste imunoenzimatico

(ELISA), segundo as instrugdes do fabricante (ReD System, EUA).

As amostras foram pesadas e homogeneizadas em 10 volumes de tampao Tris-HCI 50
mM (Tris-HCI 50 mM, pH 7,4 contendo 1 mM de PMSF, leupeptina 10 ug/ml, inibidor de

tripsina 10 ug/ml e 1 mM de L-cit) e centrifugadas durante 5 minutos a 1000 g e 4 °C.
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A seguir, o sobrenadante foi pipetado (em duplicata) em microplacas de 96 pogos
previamente sensibilizadas (18 horas, 4 °C) com 100 ul de anticorpo monoclonal para cada
citocina em tampao carbonato (0,1M, pH 9,6). A leitura das placas foi realizada em leitor de
placas de ELISA (Molecular Devices, EUA). nos comprimentos de ondas que variaram de 450
nm a 570 nm. As concentra¢des das amostras foram calculadas a partir das curvas-padrao
obtidas com as citocinas recombinantes. O limite de detecg¢do foi pg/ml. Os resultados foram

expressos como variagao percentual em relagdo ao grupo Sham.

3.17 Medida da atividade de oxido nitrico sintase (NOS)

A atividade da NOS em glandulas salivares foi estimada pelo método de conversao da

[*H]L-arg para [*H]L-cit (Hiki et al., 1992).

Os tecidos foram pesados e homogeneizados a 1:10 em tampao (Tris-HClI 50 mM, pH
7,4; 1 mM de PMSF, leupeptina 10 ug/ml, inibidor de tripsina 10 pg/ml e 1 mM de L-cit) e
passados em resina de troca iOnica (tipo anidnica forte, Dowex AG 50X-8) para eliminacdo da
L-arg enddgena. Para avaliacdo da atividade enzimdtica total, um primeiro tubo recebeu
uma aliquota do eluato (50 ul) que foi incubado a temperatura de 37 °C durante 10 minutos
na presenca de 10 pl de CaCl, 10mM, e dos cofatores (FAD 100uM, NADPH 100uM, BH4 100
uM, calmodulina 3U/ml) e 1 uM L-arg contendo o marcador [2,3,4,5—3H] L-arginina mono
hidrocloreto (que corresponde a 100000 com; AmerSham Biosciences, EUA) num volume
final de 100 pul. O segundo tubo recebeu outra aliquota de amostra no qual foi acrescentado,
juntamente com os cofatores e a arginina marcada, o EGTA 1 mM, porém neste tubo foi
suprimido o CaCl, (para avaliacio da atividade enzimatica Ca’*-independente). Um terceiro
tubo recebeu os mesmos reagentes do primeiro tubo, acrescido de L-NAME 1 mM (inibidor
nao seletivo de NOS), e sua atividade corresponde a producdo de citrulina via “ndo NOS”.
Assim, a atividade total da NOS corrigida corresponde a atividade do primeiro tubo
subtraido do valor da atividade do terceiro tubo. Um quarto tubo recebeu os mesmos
reagentes do segundo tubo, acrescido também de L-NAME. Assim, a atividade de NOS Ca*"-
dependente corrigida corresponde ao valor obtido do segundo tubo subtraido do valor

encontrado no quarto tubo. O valor da atividade de NOS Ca2*-independente corresponde ao
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valor corrigido para atividade de NOS subtraido do valor corrigido para a atividade da NOS

Ca2'-dependente.

Apds a incubacdo, a reacdo foi interrompida pela adicdo de tampao HEPES pH 5.4
contendo EGTA e EDTA. Os homogenatos foram aplicados novamente em colunas contendo
resina Dowex AG 50X-8, lavados em 1 mL de tamp3do aplicado sobre a resina e recolhidos em
viais de cintilacdo. Apds a adicdo de 10 mL do liquido de cintilacdo, a radioatividade foi
determinada em espectrofotometro de cintilagdo liquida. Para o cdlculo das atividades
enzimaticas, as leituras corrigidas (em contagens por minuto, cpm) sdo relacionadas a leitura
da [2,3,4,5->H]L-arg mono hidrocloreto adicionada diretamente no vial de cintilacio (sem
passagem através da coluna de troca idnica) e correspondem a: pmol L-cit/min = 1000 x
(cPMamostra = CPM L.name) / CPMiotais / 10 (onde 1000 representa a quantidade de L-arginina

adicionada a mistura de incubagdo (em pmols) e 10 foi o tempo de incubagdo (em min)).

O conteudo de proteinas foi determinado por colorimetria, empregando-se o
reagente Coomasie brilliant blue (Bradford, 1976) para que a atividade da NOS fosse

expressa como pmols de L-cit produzidos por minuto e por mg de proteina.

3.18 Avaliagdo da expressdo génica de oxido nitrico sintase

A presenca de mRNA para as isoformas de NOS, como medida do grau de expressao
génica, foi avaliada pela reacdo em cadeia da polimerase apds transcricdo reversa (qPCR) em
tempo real. Amostras da glandula submandibular foram removidas e imediatamente

armazenadas em gelo seco e mantidas a -80 °C até o seu processamento.

3.18.1 Extragao do RNA total

O RNA total foi extraido usando-se o reagente Trizol (Gibco BRL, EUA), conforme o

método indicado pelo fabricante, posteriormente dissolvido em agua tratada com DEPC e a
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integridade do RNA isolado foi verificada através de eletroforese em gel de agarose
contendo brometo de etidio para revelacdo das bandas sob luz ultravioleta.

Posteriormente, o RNA foi dissolvido em 50 ul de dgua tratada com DEPC. Aliquotas
desta solucdo foram diluidas 1:1000, as absorbancias medidas a 260 nm e as concentracdes

de RNA total foram calculadas considerando a relagdo: 1 AU = 40 ug/ml.

3.18.2 Transcricao do cDNA

Cuidadosamente, 1 ul de oligo dT (GIBCO BRL, EUA) 4 ul de tamp3do de reagdo (5X
first strand buffer), 1 pl de dNTP (10 mM, AmerSham, Inglaterra), 2 pul de DTT (0,1 M), 1 ul de
inibidor de RNAses (RNAseOUT, AmerSham, Inglaterra) 1 pul de DNAse 1 e 3 ul de RNA foram
misturados. A mistura foi aquecida a 37 °C durante 10 minutos e 75 °C por 5 minutos,
posteriormente adicionou-se 1 pul da enzima RT (transcriptase reversa — MMLV, GIBCO BRL,
EUA) e novamente aquecida a 37 °C por 1 h. Posteriormente, as amostras foram aquecidas a

75 °C durante 15 min e a 37 °C por 2 min e mantidas a -20 °C, até serem submetidas ao PCR.

3.18.3 Reac¢do em cadeia da polimerase (qPCR) quantitativa em tempo real

Os primers utilizados foram diluidos a uma concentragdo de 100 pmoles/pul (solugdo
estoque) com H,0 Milli-Q autoclavada.

A reagdo de gPCR foi realizada em um volume final de 12 ul contendo 3 pl de cDNA
(amostra), diluido 1:10; 1,5 pul do primer 1 (0,3 uM), 1,5 ul do primer 2 (0,3 uM) e 6 ul de
Syber Green. O primer de HPRT1 (hipoxantina guanina fosforibosil transferase) foi utilizado
como gene normalizador.

As amostras da reacdo, pipetadas em duplicatas, foram adicionadas a placa de 96
pocos (MicroAmp, Applied Biosystems, EUA) para amplificacdo e leitura no equipamento
Mx3000P (Stratagene, EUA). O equipamento para os ciclos de amplificacdo a seguir: 10 min a

94 °C para ativagdo da enzima, seguido por 40 ciclos de amplificagdo.
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A normalizagdo foi realizada utilizando-se como controle interno a expressao génica
da hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase (HPRT). Todos os primers apresentaram

eficiéncia >90% conforme o requerido para a quantificacdo através do algoritmo 2hAc

Tabela 1 - Desenho dos primers utilizados para realizagao da qPCR

Gene Sequéncia “forward” (5°-3") Sequéncia “reversa” (5°-3")
eNOS AGCATGAGGCCTTGGTATTG CCCGACATTTCCATCAGC

iNOS AAAATGGTTTCCCCCAGTTC GTGGATGGAGTCACATGCAG
nNOS CACCTGAAGAGCACACTGGA GGCTAGAGGGAAGAGCTGGT
HPRT AAGCTTGCTGGTGAAAAGGA TGATTCAAATCCCTGAAGTGC

3.19 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como médiaterro padrdao da média (EPM). A analise
estatistica foi realizada utilizando-se o teste t ndao pareado. Valores de p<0,05 foram

considerados como estatisticamente significantes.
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4 RESULTADOS

4.1 Andlise da perda dssea alveolar

A perda 6ssea foi calculada por meio do método radiografico, mensurando a distancia
entre a juncdo esmalte-cemento (JEC) e a crista déssea alveolar apds 3, 7 ou 14 dias da

inducdo da doenca periodontal pelo implante da ligadura.

Conforme mostrado na Figura 1, ndo foram encontradas diferencas significativas entre
os grupos controle (Sham, sem ligadura) e o grupo que recebeu implante de ligadura quando
avaliado apds 3 dias (0,080+0,012 vs. 0,11240,014 UA; p>0,05). As analises realizadas apds 7
ou 14 demonstraram que houve aumento significativo na distancia entre a juncdo esmalte-
cemento e crista dssea alveolar (Figura 2; 0,093+0,019 vs. 0,22 60,037 UA, p<0,05 e
0,093+0,027 vs. 0,285+0,027 UA, p<0,001).
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4.2 Taxa de salivagdo

Como pode ser observado no painel A da Figura 3, apds 3 dias de inducdo da doenca
periodontal, ndo houve diferencas significativas entre o grupo periodontite e o grupo Sham
guanto a taxa de salivacdo ndo estimulada (10048,2 vs. 129,3+15,9 % de Sham). Entretanto,
guando da estimulagdo da secrecdo de saliva utilizando pilocarpina (painel B), observou-se
aumento do fluxo nos animais que tiveram o implante de ligadura, em compara¢do com os
animais que passaram pelo procedimento simulado (100£2.6 vs. 114.6+5.1 % de Sham,

p<0,05).

Apds 7 dias de indugdo da doenga periodontal, a taxa de salivagao nao estimulada foi
significativamente reduzida, (Figura 3, painel C; 100£6,3 vs. 79,9+5.1 % de Sham, p<0,05),
assim como a estimulada por pilocarpina (Figura 3, painel D; 100+4,3 vs. 79,7+6,9 1 % de

Sham, p<0,05) em relacdo ao grupo Sham.

Aos 14 dias de inducdo de doenca periodontal, a taxa de salivacdo (tanto ndo
estimulada, quanto a estimulada) ndo se mostraram significativamente diferentes (Figura 3,

painéis E e F; 10046,5 vs. 98,8+8,5% e 100+3,92 vs. 89,2+7,7 % de Sham).
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Figura 3. Analise do fluxo salivar ndo estimulado ou estimulado. Foram avaliados os fluxos salivares
apods 3 (painéis A e B), 7 ( painéis C e D) ou 14 (painéis E e F) dias apds a inducdo da
doenga periodontal ou do procedimento simulado (n=11-12). O fluxo salivar foi
mensurado apds estimulacdo ou ndo com pilocarpina. Os dados foram plotados como
médiatEPM para cada grupo e analisados pelo teste t ndo pareado. *(p<0,05) indica
diferencas significativas em relagdo ao respectivo grupo controle - Sham
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4.3 Cdlcio salivar

Apds 3 dias da indugdo da doenca periodontal, o grupo periodontite mostrou aumento
significativo tanto a concentracdo de calcio salivar (Figura 4, painel A; 100+1,3 vs. 139416 %
de Sham, p<0,05), quanto da secrecdo salivar de cdlcio (Figura 4, painel B; 100 #,1 vs.

124+5,5 1 % de Sham, p<0,001) em rela¢do ao grupo Sham.

Apds 7 dias dos procedimentos, ndo foram observadas diferencas significativas com
relagdo a concentragao de calcio salivar (Figura 4, painel C; 100£3,5 vs. 98,916,4 1 % de
Sham) e com relacdo a secrecdo salivar de calcio (Figura 4, painel D; 100+7,4 vs. 91,1+11,6 1

% de Sham) do grupo periodontite em comparacdo ao grupo Sham.

Apds 14 dias de indugdo de doenca periodontal ou do procedimento simulado, ndo
foram observadas diferencas significativas com relacdo a concentracdo de cdlcio salivar
(Figura 4, painel E; 100+4,6 vs. 104,2+4,9 1 % de Sham) e com relacdo a secrec¢do salivar de
calcio (Figura 4, painel F; 100+9,5 vs. 95+12,1 % de Sham) do grupo periodontite em

comparagdo ao grupo Sham.
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Figura 4. Medida da concentragdo e secre¢do de cdlcio salivar. Mensuragdo de calcio salivar em
amostras de saliva obtidas apds 3 (painéis A e B), 7 (painéis C e D) ou 14 (painéis E e F)
dias apods a indugdo da doencga periodontal ou da simulagdo do procedimento (n=8-12).
Os dados foram plotados como médiatEPM para cada grupo e analisados pelo teste t
ndo pareado. *(p<0,05) e **(p<0,01) indicam diferengas significativas em relagdo ao
respectivo grupo controle - Sham.
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4.4 Proteinas salivares totais

Na Figura 5, observa-se que, apds 3 dias da inducao da doenca periodontal, nos grupos
com periodontite ou procedimento simulado ndo foram observadas diferencas significativas
entre os grupos, quanto a concentracdo de proteinas totais salivares (painel A, 100+3,8 vs.
103,5+8,6 % de Sham). Porém, com relacdo a secrecdo de proteinas salivares foi observado
aumento nos animais do grupo periodontite com relagdo ao grupo Sham (painel B, 100£10,2

vs. 148,7+12,21 % de Sham, p<0,05).

Apds 7 dias de indugdo da doenga periodontal, observa-se que as salivas dos animais
do grupo periodontite ndo diferiram significativamente das salivas do grupo simulado com
relacdo a concentracdo de proteinas totais (Figura 5, painel C; 100+7 vs. 84,2+6,6 % de
Sham), entretanto, encontra-se diminuida quanto a producdo de proteinas salivares (Figura

5, painel D; 100+9,9 vs. 74+7,7 % de Sham, p<0.05 vs. Sham).

Apd6s 14 dias, ndo foram observadas diferencas significativas entre as salivas dos
animais do grupo periodontite e do grupo Sham, com relacdo a concentracdo de proteinas
totais e producdo de proteinas salivares (Figura 5, painéis E e F; 100+13,9 vs. 98,717 e

100£11,4 vs. 94,1+13,5 % de Sham).

Além da mensuracdo das quantidades de proteina total presente na saliva realizou-se
proteinograma para avaliar se a saliva dos animais submetidos a inducdo da doenca
periodontal apresentava padrao protéico distinto da saliva dos animais do grupo Sham, nos
diferentes tempos de inducdo da doenca. Como pode ser observado nas Figuras 6, 7 e 8,
apo6s 3, 7 e 14 dias da indugdo da doenca, ndo havendo diferenca significativa entre os

grupos.
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Figura 5. Concentracdo e taxa de secre¢ao protéica salivares. Quantificagcao das proteinas salivares
em amostras de saliva obtidas apds 3 (A e B), 7 (C e D) ou 14 (E e F) dias da indugdo da
doenca ou da simulagdo do procedimento (n=12-14). Os dados foram plotados como
média+EPM para cada grupo e analisados pelo teste t ndo pareado. *(p<0,05) indica
diferencas significativas em relagdo ao respectivo grupo controle - Sham.
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Figura 6. Proteinograma eletroforético de amostras de saliva Eletroforese de amostras de saliva
obtidas apds 3 dias da indugdo da doenca periodontal ou da simulacdo do procedimento
(n=3-4). Painel A: figura representativa do perfil eletroforético obtido das amostras (S:
amostras de animais Sham, P: amostras de animais com doencga periodontal, MW:
padrdes de calibragdo de peso molecular). Painel B: analise densitométrica das bandas
presentes, expressas em unidades arbitrdrias. Os dados foram plotados como
médiatEPM para cada grupo e analisados pelo teste t ndo pareado. Ndo foram
observadas diferencas significativas em relagdo ao grupo Sham (P>0,05).
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Figura 7. Proteinograma eletroforético de amostras de saliva Eletroforese de amostras de saliva
obtidas apds 7 dias da inducdo da doencga periodontal ou da simulacdo do procedimento (n=3-
4). Painel A: figura representativa do perfil eletroforético obtido das amostras (S: amostras de
animais Sham, P: amostras de animais com doencga periodontal, MW: padrdes de calibragao de
peso molecular). Painel B: andlise densitométrica das bandas presentes, expressas em
unidades arbitrdrias. Os dados foram plotados como médiatEPM para cada grupo e analisados
pelo teste t ndo pareado. Ndo foram observadas diferencas significativas em relacdo ao grupo

Sham (P>0,05).
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Figura 8. Proteinograma eletroforético de amostras de saliva Eletroforese de amostras de saliva
obtidas apds 14 dias da indugdo da doenca periodontal ou da simulacdo do
procedimento (n=3-4). Painel A: figura representativa do perfil eletroforético obtido das
amostras (S: amostras de animais Sham, P: amostras de animais com doenca
periodontal, MW: padrSes de calibragdo de peso molecular). Painel B: analise
densitométrica das bandas presentes, expressas em unidades arbitrarias. Os dados
foram plotados como médiatEPM para cada grupo e analisados pelo teste t nao
pareado. Nao foram observadas diferengas significativas em relagdo ao grupo Sham

(P>0,05).
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4.6 Amilase salivar

A concentracdo, taxa de secrecao e atividade especifica de amilase foram analisadas
nas amostras de saliva obtidas apds inducdo da doenca periodontal ou da simulacdo do

procedimento.

Apés 3 dias do implante da ligadura, ndo foram observadas diferencas entre os grupos
com relacdo a concentracdo salivar de amilase (Figura 9, painel A; 100+8.6 vs. 121+12,3 % de
Sham), ou a sua atividade especifica (Figura 9, painel C; 100£6,8 vs. 83,1+6.5 % de Sham).
Entretanto, a taxa de secregdo salivar apresentou-se aumentada nos animais do grupo
periodontite em relacdo aos animais que passaram pelo procedimento simulado (Figura 9,

painel B; 10046,8 vs. 155,7+16,3 % de Sham, p<0.05 vs. Sham).

Apds 7 dias do implante da ligadura, as amostras de saliva dos animais com
periodontite induzida mostraram uma diminuicdo quanto a concentragao salivar de amilase
(Figura 10, painel A; 100+4,5 vs. 80,814,6 3 % de Sham, p<0.05 vs. Sham) e com relagao a
taxa de secrecdo salivar (Figura 10, painel B; 10045,4 vs. 71,5+6 3 % de Sham, p<0,01 vs.
Sham), j4 com relacdo a sua atividade especifica, ndo foram observadas diferencas

significativas (Figura 10, painel C; 100£10,6 vs.92,8+7,3 % de Sham).

Aos 14 dias de indugdo da doencga, ndao foram observadas diferencas entre os grupos
com relagdo a concentragdo salivar de amilase (Figura 11, painel A; 100£4,7 vs. 96,4+4% de
Sham); com relacdo a taxa de secrecdo (Figura 11, painel B; 100+7,4 vs. 82,316,2 % de Sham)
e com relacdo a sua atividade especifica (Figura 11, painel C; 10048,1 vs. 90,845,1% de

Sham).
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Figura 9. Mensuragdo salivar de amilase. Foram analisadas a concentragdo (painel A), taxa de
secrecdo (painel B) e atividade especifica salivar de amilase em amostras obtidas 3 dias
apods a inducdo de periodontite ou da simula¢do do procedimento (n=11-12). Os dados
foram plotados como médiatEPM para cada grupo e analisados pelo teste t nao
pareado. *(p<0,05), indica diferencas significativas em relacdo ao respectivo grupo
controle - Sham.
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Figura 10. Mensuragao salivar de amilase. Foram analisadas a concentragdo (painel A), taxa de
secrecdo (painel B) e atividade especifica salivar de amilase em amostras obtidas 7 dias
apos a indugdo de periodontite ou da simulagdo do procedimento (n=11-12). Os dados
foram plotados como médiatEPM para cada grupo e analisados pelo teste t nao
pareado. *(p<0,05), (** p<0,01) indica diferencas significativas em relacdo ao respectivo
grupo controle - Sham.



62

1204

[}
o
E 100
a
()
° 801
=
I
=
® = 60
a5
g
Q2
oS 404
Ss
£8
c
3 20
c
S8
0- T
Sham Perio
B.
120
o 1001
[%2]
K]
£ 80+
@
[}
©
s 60-|
IS
25
0G40
o3
e
@ 20-
[S]
[
(]
0- T
Sham Perio
C.
120
] T
S 1004
£
I
3 80-
s
IS
= 60
== |
< B
238 0]
T
[
o
a 20-|
(0]
g
0- T
Sham Perio

Figura 11. Mensuragao salivar de amilase. Foram analisadas a concentragdo (painel A), taxa de
secrecdo (painel B) e atividade especifica salivar de amilase em amostras obtidas 14 dias
apods a inducdo de periodontite ou da simulagdo do procedimento (n=11-12). Os dados
foram plotados como médiatEPM para cada grupo e analisados pelo teste t nao
pareado. Nao foram observadas diferengas significativas em relagdo ao grupo Sham
(P>0,05).
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4.7 Determina¢do do conteudo tecidual de produtos de reagdo do dcido tiobarbiturico

(TBARS)

Ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos
experimentais quanto ao conteudo salivar de TBARS medido apds 3 dias da indugdao da
doenca (Figura 12, painel A; 100416 vs. 177+36 % de Sham), plasmatico (Figura 12, painel B;
100+3,6 vs. 11045 % de Sham), assim como o conteddo de TBARS em amostras de glandulas
submandibulares (Figura 12, painel C; ipsilateral: 100418 vs. 112,3+12 ; contralateral:
100+12,1 vs. 122+11,2 % de Sham ). J& em amostras de glandulas pardtidas, foi observado
um aumento no contelddo de TBARS nas amostras dos grupos periodontite em relagdo ao
grupo Sham ipsilateral ao procedimento, ndo sendo observado tal efeito nas amostras de
glandulas contralaterais (Figura 12, painel D; ipsilateral: 100+6,4 vs. 149,548,2; contralateral:

100+8,8 vs. 121,3+7,2 % de Sham, p<0,001 vs. Sham).

Aos 7 dias do implante da ligadura, foram observadas diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos experimentais quanto ao conteudo salivar de TBARS (Figura 13,
painel A; 100+£16,5 vs. 239+43,6 % de Sham, p<0,05), assim como aumento do conteldo
plasmatico de TBARS em animais com periodontite em relacdo ao grupo Sham (Figura 13,
painel B; 100£12,0 vs.145 +4,9 nmol MDA/m, p<0,05 vs. Sham). J4 em amostras de glandulas
submandibulares e em amostras de glandulas parétidas ndo foram observadas diferencas
entre os grupos experimentais (Figura 13, painel C; ipsilateral: 100+6,3 vs. 96,8+7,3;
contralateral: 100+8,3 vs. 94+4,5 % de Sham ) e (Figura 13, painel D; ipsilateral: 100+11,5 vs.

98+13.8; contralateral: 100+8,6 vs.134+22,7 % de Sham ), respectivamente.

Ndo foram observadas diferengas significativas 14 dias apds o procedimento de
implante de ligadura ou simulacdo no conteido de TBARS em amostras de plasma (Figura
14, painel B; 10045 vs. 117412 nmol MDA/ml), glandula submandibular (Figura 14, painel C;
ipsilateral: 100+10,4 vs. 98,8+4,2; contralateral: 100+6,6 vs. 102,4+12,4 % de Sham) e em
amostras de glandula pardtida (Figura 14, painel D; ipsilateral: 100+4,6 vs. 104+5,4;
contralateral: 100+7,7 vs. 113+2,2 % de Sham). J& em amostras de saliva foi observado um
aumento no conteddo de TBARS no grupo periodontite em relacdo ao grupo Sham (Figura

14, painel A; 100+23 vs. 3804+51,8 % de Sham, p<0,01).
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Figura 12. Determinac¢ao do contetido tecidual de produtos de rea¢ao do acido tiobarbiturico em
amostras de 3 dias. O conteldo de TBARS foi determinado em amostras de saliva
(painel A), plasma (painel B), glandula submandibular (painel C) e glandula pardtida
(Painel D) obtidas apds 3 dias da inducdo da doenca periodontal ou procedimento
simulado (n=4-6). Os dados foram plotados como médiatEPM para cada grupo e
analisados pelo teste t ndo pareado. ***(p<0,001) indica diferencas significativas em
relagdo ao respectivo grupo controle - Sham.
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Figura 13. Determinac¢ao do conteudo tecidual de produtos de rea¢ao do acido tiobarbittrico em
amostras de 7 dias O conteludo de TBARS foi determinado em amostras de saliva (painel
A), plasma (painel B), glandula submandibular (painel C) e glandula parétida (Painel D)
obtidas apds 7 dias da inducdo da doenca periodontal ou procedimento simulado (n=5-
7). Os dados foram plotados como médiazEPM para cada grupo e analisados pelo teste t
nao pareado. *(p<0,05) indica diferencas significativas em relacdo ao respectivo grupo

controle Sham.
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Figura 14. Determinac¢ao do contetido tecidual de produtos de rea¢ao do acido tiobarbiturico em
amostras de 14 dias. O conteddo de TBARS foi determinado em amostras de saliva
(painel A), plasma (painel B), glandula submandibular (painel C) e glandula pardtida
(Painel D) obtidas apds 14 dias da inducdo da doenca periodontal ou procedimento
simulado (n=3-5). Os dados foram plotados como médiatEPM para cada grupo e
analisados pelo teste t ndo pareado. ** p<0,01 indica diferencas significativas em

relacdo ao grupo Sham.
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4.8 lons nitrito e nitrato salivares

Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos
experimentais quanto as concentragdes de ions nitrito + nitrato (NO4) apds 3 dias da
inducdo da doenca (Figura 15, painel A; 100£8 vs. 122,5+17,3 % de Sham).

Da mesma forma, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas
entre os grupos experimentais quanto as concentracdes de ions nitrito + nitrato (NO, ) apds
7dias (Figura 15, painel B; 100+8,2 vs. 112+11,6 % de Sham) da inducdo da doenca.

Aos 14 dias do implante de ligadura, foi observado aumento na concentragao salivar
guanto as concentracgdes de ions nitrito + nitrato (NO,) nas amostras de saliva dos animais
do grupo periodontite em relagdo aos animais do grupo Sham (Figura 15, painel C; 100+3,7

vs. 124,6%9,3 % de Sham, p<0,05 vs. Sham).
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Figura 15. Concentra¢do de ions nitritos+nitratos (NO,) em amostras de saliva. Mensuragdo
realizada em amostras de saliva, obtidas apds 3 (Painel A), 7 (Painel B) e 14 dias (Painel
C) de inducdo da doenca periodontal ou procedimento simulado (n=9-10). Os dados
foram plotados como médiatEPM para cada grupo e analisados pelo teste t nao
pareado. *(p<0,05) indica diferencas significativas em relacdo ao respectivo grupo
controle - Sham
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4.9 Medida da atividade tecidual e salivar de mieloperoxidase (MPO) e peroxidase

Apds 3 dias da inducdo da doenca periodontal, ndo foram observadas diferencas
estatisticas entre os grupos quanto a atividade de MPO/ peroxidase em amostras de saliva
(Figura 16, painel A; 100423 vs. 181+37), assim como em amostras de glandula
submandibular (Figura 16, painel B; lIpsilateral: 100+59,8 vs. 24,4+6,5; Contralateral:
100+52,5 vs. 15,615,6 % de Sham) e em amostras de glandula parétida (Figura 16, painel C;
Ipsilateral: 100+42,5 vs. 82,3+47,9; Contralateral: 100247 vs. 108,7+38 % de Sham).

Aos 7 dias do implante de ligadura ou do procedimento simulado, a atividade de MPO/
peroxidase em amostras de saliva estava aumentada (Figura 17, painel A; 100+41,7 vs.
441+83,5 % de Sham, p< 0,01). J&4 em amostras de glandula submandibular (Figura 17, painel
B; Ipsilateral: 100+29,5 vs. 84+28; Contralateral: 1004£39,3 vs. 54,5+21,2 % de Sham) e em
amostras de glandula parétida (Figura 17, painel C; Ipsilateral: 100+15,3 vs. 70116,2;
Contralateral: 100+51 vs. 78,5t29 % de Sham) ndo foram observadas diferengas

significativas.

Em amostras de saliva de animais que tiveram a periodontite induzida ou passaram
pela simulagdo do processo por 14 dias a atividade de MPQO/ peroxidase estava aumentada
(Figura 18, painel A; 100+30,7 vs.1734+203 % de Sham, p<0,001). Em amostras de glandula
submandibular foi observado aumento nas amostras dos grupos Perio e Sham ipsilateral,
nao sendo observado tal efeito nas amostras de glandulas contralaterais (Figura 18, painel B;
Ipsilateral: 100+47,2 vs. 7597+3106; Contralateral: 1004£27,1 vs. 6371+3724 % de Sham,
p<0,05). Em amostras de glandula pardétida ndo foram observadas diferencas significativas
entre os grupos (Figura 18, painel C; lpsilateral: 100£23,7 vs. 73,7+19,5; Contralateral:
100421,4 vs. 71,6£28,5 % de Sham).
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Figura 16. Determinacdo da atividade de MPO/ peroxidase salivar. Foram analisadas amostras de
saliva (Painel A), de glandula submandibular (Painel B) e glandula parétida (Painel C)
obtidas 3 dias apods a inducdo da doenca periodontal ou procedimento simulado (n=5-6).
Os dados foram plotados como médiatEPM para cada grupo e analisados pelo teste t
nado pareado. Ndo foram observadas diferencas significativas em relagdo ao grupo Sham

(P>0,05).
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Figura 17. Determinacdo da atividade de MPO/ peroxidase salivar. Foram analisadas amostras de
saliva (Painel A), de glandula submandibular (Painel B) e glandula parétida (Painel C)
obtidas 7 dias apds a inducdo da doenca periodontal ou procedimento simulado (n=5-6).
Os dados foram plotados como médiatEPM para cada grupo e analisados pelo teste t
nado pareado. ** p<0,01 indica diferencas significativas em relacdo ao respectivo grupo

controle - Sham.
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Figura 18. Determinagdo da atividade de MPO/ peroxidase salivar. Foram analisadas amostras de
saliva (Painel A), de glandula submandibular (Painel B) e glandula parétida (Painel C)
obtidas 14 dias apds a indugdo da doenca periodontal ou procedimento simulado (n=5-
6). Os dados foram plotados como médiatEPM para cada grupo e analisados pelo teste t
nado pareado. ***( p<0,001) e * (p<0,05) indicam diferencas significativas em relagdo ao
respectivo grupo controle - Sham.
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4.10 Andlise de residuos protéicos de nitrotirosina

Os resultados de analise de residuos protéicos de nitrotirosina presentes em amostras
de glandula submandibular (GSM) apds 3 dias da inducdo da doenca periodontal estdo
representados na Figura 19. O Painel A mostra imagem representativa dos dados obtidos no
experimento. No painel B, observa-se o grafico da andlise densitométrica da banda nitrada
(em unidades arbitrarias), usando-se a analise densitométrica das proteinas totais coradas
com vermelho de Ponceau como fator normalizador. Apds 3 dias da inducdo da doenca
periodontal, as amostras de glandulas de animais com periodontite, tanto do lado ipsilateral,
guanto do lado contralateral ao procedimento ndo apresentaram diferencgas significativas

(Ipsilateral: 100+£13,3 vs. 84,7++ 6,8; Contralateral: 100+13,6 vs. 116,7 +3,7 % de Sham).

Na Figura 20 vemos a representacao dos dados de analise de residuos protéicos de
nitrotirosina, detectados por slot blot presentes em amostras de glandula submandibular
(GSM) de animais 7 dias apds a inducdo da doenca. O Painel A mostra imagem
representativa dos dados obtidos no slot blot (painel A). J4 o Painel B mostra a analise
densitométrica da banda nitrada (em unidades arbitrarias) usando a andlise densitométrica
das proteinas totais coradas com vermelho de Ponceau como fator normalizador. Apds 7
dias da induc¢ado da doenca periodontal, ndo foram observadas diferencgas significativas entre
os grupos (Ipsilateral: 100£14,9 vs. 112,3+£13,9; Contralateral: 100+10,9 vs. 130+15,81 % de
Sham).

Na Figura 21 encontram-se dados de analise de residuos protéicos de nitrotirosina,
detectados por slot blot presentes em amostras de glandula submandibular (GSM) de
animais 14 dias ap6s a inducdo da doenga. O Painel A mostra imagem representativa dos
dados obtidos no slot blot. J& o Painel B mostra a analise densitométrica da banda nitrada
(em unidades arbitrarias) usando-se a andlise densitométrica das proteinas totais coradas
com vermelho de Ponceau como fator normalizador. Apés 14 dias da inducdo da doenca
periodontal, as amostras de glandulas de animais com periodontite do lado ipsilateral ao
procedimento estavam aumentadas em relacdo ao grupo Sham (Ipsilateral: 100£7,4 vs.

142,8+13,7,2; Contralateral: 10045,6 vs. 94,5+7,9 % de Sham, p<0,05).
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Figura 19. Analise de residuos protéicos de nitrotirosina, detectados por slot blot presentes em

glandula submandibular (GSM). Amostras obtidas apds 3 dias da indugdo da doenca
periodontal ou procedimento simulado(n=4-5). Imagem representativa dos dados obtidos
no slot blot (painel A - PI- Periodontite Ipsilateral; PC- Periodontite Contralateral; SI- Sham
Ipsilateral; SC- Sham Contralateral ). O grafico acima (painel B) representa a analise
densitométrica da banda nitrada (em unidades arbitrarias) usando a andlise
densitométrica das proteinas totais coradas com vermelho de Ponceau como fator
normalizador. Os dados foram plotados como médiazEPM para cada grupo e analisados
pelo teste t ndo pareado. Ndo foram observadas diferencas significativas em relacdo ao
grupo Sham (P>0,05).
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Figura 20. Anadlise de residuos protéicos de nitrotirosina, detectados por slot blot presentes em
glandula submandibular (GSM). Amostras obtidas apds 7 dias da indugdo da doenca
periodontal ou procedimento simulado(n=4-5). Imagem representativa dos dados
obtidos no slot blot (Painel A - PIl- Periodontite Ipsilateral; PC- Periodontite
Contralateral; SI- Sham lIpsilateral; SC- Sham Contralateral). O grafico acima (Painel B)
representa a andlise densitométrica da banda nitrada (em unidades arbitrarias) usando
a anadlise densitométrica das proteinas totais coradas com vermelho de Ponceau como
fator normalizador. Os dados foram plotados como médiatEPM para cada grupo e
analisados pelo teste t ndo pareado. Ndo foram observadas diferengas significativas em
relacdo ao grupo Sham (P>0,05).
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Figura 21. Anadlise de residuos protéicos de nitrotirosina, detectados por slot blot presentes em
glandula submandibular (GSM). Amostras obtidas apds 14 dias da indugdo da doenga
periodontal ou procedimento simulado(n=4-5). Imagem representativa dos dados
obtidos no slot blot (Painel A - Pl- Periodontite Ipsilateral; PC- Periodontite
Contralateral; SI- Sham Ipsilateral; SC- Sham Contralateral). O grafico acima (Painel B)
representa a andlise densitométrica da banda nitrada (em unidades arbitrarias) usando
a anadlise densitométrica das proteinas totais coradas com vermelho de Ponceau como
fator normalizador. Os dados foram plotados como médiatEPM para cada grupo e

analisados pelo teste t ndo pareado. * (p<0.05), indica diferencas significativas em
relacdo ao grupo Sham.
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4.11 Atividade funcional “ex vivo” de gldndulas submandibulares e sublinguais

Aos 3 dias foi observado aumento da atividade de amilase em amostras de glandula
submandibular no lado contralateral a inducdo da doenca (Figura 22, Painel A; Ipsilateral:

100+7,6 vs. 123,2418,75; Contralateral: 100+9,2 vs. 164,31+38,5 % de Sham, p <0,05)

Aos 7 dias foi observada diminuicdo da atividade de amilase em amostras de glandula
submandibular no lado ipsilateral ao implante da ligadura (Figura 22, Painel B; Ipsilateral:

100+ 15 vs. 47+14,7; Contralateral: 100+10,6 vs. 156+26,4 % de Sham, p <0,05)

Aos 14 dias de inducdo da doenca nao foram observadas diferengas estatisticas entre
os grupos Sham e Perio, lados ipsilateral e contralateral, quanto a quantidade de amilase em
amostras de glandulas submandibulares e sublinguais (Figura 22, Painel C; Ipsilateral:

100£15,3 vs. 73,3+£29,6; Contralateral: 100+30,4 vs.45,2+13,2 % de Sham)
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Figura 22. Medida da concentragdo de amilase liberada por GSM ex-vivo. Concentracdo de amilase
em amostras de GSM apds 3 dias da indugdo da doenga ou da simulagdo do
procedimento (n=4-5). Os dados foram plotados como médiatEPM para cada grupo e
analisados pelo teste t ndo pareado. * (p<0.05), indica diferencas significativas em
relagdo ao grupo Sham.
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4.12 Dosagem de citocinas em amostras de gldndulas submandibulares (GSM)

Aos 3 dias do implante de ligadura, houve aumento dos niveis de TNF-o. em amostras
de animais com periodontite em relacdo ao grupo Sham (Periodontite: 231+76,1 vs. Sham
100+7 % de Sham, p<0,05). Os niveis das demais citocinas ndo foram alterados pela inducdo

de periodontite em amostras de glandulas submandibulares (Tabela 2).

Aos 7 dias de inducdo da doenca, ndo foi observada alteracdo na quantidade de
citocinas liberadas das glandulas submandibulares do grupo periodontite em relagdo ao

grupo Sham (Tabela 3).

Apds 14 dias do implante da ligadura observamos aumento de IL4 (p<0.05), e IL13

(p<0,01) no grupo que recebeu a ligadura em relagdo ao grupo Sham (Tabela 4).
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Tabela 2 - Andlise das citocinas encontradas em glandulas submandibulares. Apds 3 dias da

inducdo da doenca periodontal.

3 dias

Sham

Perio

INF-y

100+ 18,3 (n=4)

100,5+16,8(n=4)

IL-13

100+32,2 (n=5)

61,8+20,4 (n=4)

IL-10

100+37,1 (n=5)

83,8+25,6 (n=5)

IL-4

100+22,3 (n=4)

96,3+23,7 (n=4)

TNF

100+7 ( n=5)

231+76,1 (n=4)(p<0.05)

IL6

100+12,5 (n=5)

68,7+4,0(n=4)

IL1B

100%10,2 (n=6)

72,449,1 (n=4)

Tabela 3 - Andlise das citocinas encontradas em glandulas submandibulares. Apds 7 dias da

inducdo da doenca periodontal.

7 dias

Sham

Perio

INF-y

100+3,8(n=3)

114,3 +9,7(n=4)

IL-10

100£4,8 (n=4)

104,515,3 (n=4)

iL-4

100 (n=1))

65,216,5 (n=4)

TNF

100,0%23,3 (n=4)

122,8+55,1 (n=4)

IL6

10029,6 (n=4)

119,6%15,9 (n=4)

IL1B

100+5,8 (n=4)

102,4+£8,7(n=4)
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Tabela 4 - Andlise das citocinas encontradas em glandulas submandibulares. Apds 14 dias da
inducdo da doenca periodontal.

14 dias

Sham

Perio

INF-y

100+ 18,4(n=4)

177+31,34(n=4)

IL-13

100+13,1 (n=5)

270%30,3 (n=8) (p<0,01)

IL-10

100+41,8 (n=2)

172,4+8,7( n=3)

IL-4

100+27,4 (n=4)

203,6+33,9 (n=4) (p<0,05)

IL-5

100+24,76 (n=5)

57+1,2 (n=5)

TNF

100,2+32,8 (n=5)

140+23,5 (n=4)

IL6

100+ 11,79 n=5)

105+12,9 (n=5)

IL1B

100+13,2 (n=5)

99+9,05 (n=5)
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4.13 Medida da atividade de oxido nitrico sintase

Na Figura 23, observa-se que, apds 3 dias da inducdo da doenca periodontal, em
amostras de glandula submandibular, as atividades das enzimas NOS constitutiva- Ca*'
dependente (Painel A; Ipsilateral: 100+7,7 vs. 135+18; Contralateral: 1005 vs.9317 % de
Sham) e iNOs- Ca** independente (Painel B; Ipsilateral: 100£5 vs. 95+2; Contralateral: 10014
vs.132+22 % de Sham), ndo estavam alteradas nos animais do grupo Perio com relacdo ao

grupo Sham, ocorrendo tanto em lado ipsilateral, quanto contralateral.

Na figura observa-se também que, 7 dias apds inducdo da doenca periodontal, as
amostras de glandula submandibular de animais do grupo periodontite ndo houve aumento
com relagdo as atividades das enzimas NOS - ca® dependente (Painel C; Ipsilateral: 100+18
vs. 6213,8 Contralateral: 100+1,3 vs. 116,56+ 11,3 % de Sham) e NOs- ca® independente
(Painel D; lIpsilateral: 100 +2 vs. 112+10;5 Contralateral: 100+6,1 vs. 97+ 12,1% de Sham)

guando comparadas ao grupo Sham.

Apds 14 dias da inducdo da doenca periodontal as atividade das enzimas NOS
constitutiva- Ca®* dependente (Painel E; lIpsilateral: 100+1,3 vs. 94+1,8; Contralateral:
100+1,2 vs. 90+3 % de Sham, p<0.05 vs. Sham) estavam diminuidas no lado ipsilateral em
relacdo ao grupo Sham; ndo sendo observada alteracdo com relacdo a atividade de iNOs-
ca® independente (Painel F; Ipsilateral: 100+1,4 vs. 105+3,6; Contralateral: 100+2,3 vs.
102+1,7 % de Sham).
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Figura 23. Medida da atividade de Oxido nitrico sintase em glandula submandibular (GSM).
Amostras obtidas apds 3 (Painéis A e B), 7 (Painéis C e D) e 14 dias (Painéis E e F) apds a
inducdo da doenca periodontal ou procedimento simulado (n=4-5). As atividades das
NOS dependente e independente de Ca** foram expressas como % de Sham. Os dados
foram plotados como médiatEPM para cada grupo e analisados pelo teste t nao
pareado. * (p<0.05), indica diferencas significativas em relagdo ao respectivo grupo

controle - Sham.
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Na figura 24, observa-se que, apdés 3 dias da inducdao da doenca periodontal, em
amostras de glandula parétida, as atividades das enzimas NOS constitutiva- Ca®* dependente
(Painel A; lpsilateral: 10042,2 vs. 118+ 17,9; Contralateral: 100+20 vs.97+12,7 % de Sham) e
iNOs- Ca* independente (Painel B; lpsilateral: 100+7,5 vs. 85%3; Contralateral: 10014
vs.97+2 % de Sham), ndo estavam alteradas nos animais do grupo Perio com relacdo ao

grupo Sham, ocorrendo tanto em lado ipsilateral, quanto contralateral.

Na mesma figura, observa-se que, apds 7 dias da indugdo da doenga periodontal, em
amostras de glandula parétida, a atividade das enzimas NOS Ca® dependente (Painel C;
Ipsilateral: 100+0,2 vs. 108+ 5,4; Contralateral: 10042 vs.141+3,7 % de Sham p<0,001)
estavam aumentadas no grupo periodontite no lado contralateral, em relacdo ao grupo
Sham, ja a atividade de NOs- Ca*' independente (Painel D; lIpsilateral: 100+23,4vs. 4,9+4,9;
Contralateral: 100+13 vs.90+67 % de Sham, p<0,01), estava diminuida nas amostras dos
animais do grupo Perio com relagao ao grupo Sham, no lado ipsilateral.

Apds 14 dias de indugdo da doenca periodontal, em amostras de glandula pardtida, as
atividades das enzimas NOS constitutiva- Ca’* dependente (Painel E; Ipsilateral:
100+0,2vs.10140,9; Contralateral: 10042,2 vs.98+0,2 % de Sham) e iNOs- ca® independente
(Painel F; lpsilateral: 100+7,8 vs. 91+ 7; Contralateral: 100+7 vs.99+10 % de Sham), ndo
estavam alteradas nos animais do grupo Perio com relagdo ao grupo Sham, ocorrendo tanto

em lado ipsilateral, quanto contralateral.
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Figura 24. Medida da atividade de dxido nitrico sintase em glandula parétida. Amostras obtidas
apos 3 (Painéis A e B), 7 (Painéis C e D) e 14 dias (Painéis E e F) apds a inducdo da doenca
periodontal ou procedimento simulado (n=4-7). As atividades das NOS dependente e
independente de Ca** foram expressas como % de Sham Os dados foram plotados como
médiatEPM para cada grupo e analisados pelo teste t ndo pareado. **(p<0,01),
***(p<0,001) indica diferencas significativas em relagdo ao grupo Sham.



86

4.14 Avaliagdo da expressdo génica de oxido nitrico sintase

Na Figura 25A, observa-se a expressao génica relativa da enzima iNOS em amostras de
glandula submandibular apds 3 dias do implante da ligadura. A inducdo da doengca aumentou
a expressao génica de iNOS nos animais com periodontite em relacdo aos animais Sham
(1£0,002 vs. 1,1140,03, p<0,01). Na Figura 25B observamos que a induc¢do da doenga ndo
alterou a expressao génica de eNOS nas amostras dos animais com periodontite em relagdo
as amostras dos animais Sham (1+0,002 vs. 1,02+0,037) 0,4822. A Figura 25C mostra a
expressao génica relativa da enzima nNOS em amostras de glandula submandibular apés 3
dias do implante da ligadura. A indu¢do da doenga aumentou a expressao génica de nNOS
em amostras de animais periodontite em relagdo as amostras dos animais Sham (1+0,002 vs.
1,09+0,023, p<0,01)

Na Figura 26A, observa-se a expressao génica relativa da enzima iNOS em amostras de
glandula submandibular apds 7 dias do implante da ligadura. A inducdo da doenga aumentou
a expressdo génica de iNOS nos animais com periodontite em relacdo aos animais Sham
(1£0,002 vs. 1,240,036, p<0,01). Na Figura 26B observamos que a inducdo da doenca nao
alterou a expressao génica de eNOS nos animais periodontite com relagao aos animais Sham
(1+0,002 vs. 1.117+0,02.) Na Figura 26C mostra a expressao génica relativa da enzima nNOS
em amostras de glandula submandibular apds 3 dias do implante da ligadura. A inducdo da
doenca aumentou a expressdo génica de nNOS nas amostras dos animais com periodontite
em relacdo as amostras dos animais Sham (140,002 vs. 0,98+0,03, p<0,01)

Na Figura 27A, observa-se a expressao génica relativa da enzima iNOS em amostras de
glandula submandibular apds 14 dias do implante da ligadura. A inducdo da doencga
aumentou a expressao génica de iNOS nos animais com periodontite em relagdo aos animais
Sham (10,002 vs. 0,99+0,008). Na Figura 27B, observamos que a inducdo da doenca ndo
alterou a expressdo génica de eNOS nas amostras dos animais com periodontite em relagao
as amostras dos animais Sham (1+0,002 vs. 0,96+0,02). A Figura 27C mostra a expressao
génica relativa da enzima nNOS em amostras de glandula submandibular apds 3 dias do
implante da ligadura. A inducdo da doenca aumentou a expressdao génica de nNOS nos

animais periodontite em relagdo aos animais Sham (1+0,002 vs. 1,1+0,06).
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Figura 25. Anadlise de PCR quantitativo para as diferentes isoformas de NOS em glandula
submandibular (GSM). Amostras obtidas apds 3 dias da indu¢do da doenca periodontal
ou procedimento simulado (n=3-4). Efeito da periodontite sobre a expressdo génica de
iNOS (Painel A), eNOS(Painel B) e nNOS(Painel C). Os dados foram plotados como
médiatEPM para cada grupo e analisados pelo teste t ndo pareado.**(p<0,01), indica
diferencas significativas em relagdo ao grupo Sham.
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Figura 26. Analise de PCR quantitativo para as diferentes isoformas de NOS em glandula
submandibular (GSM). Amostras obtidas apds 7 dias da indu¢do da doencga periodontal
ou procedimento simulado (n=3-4). Efeito da periodontite sobre a expressdo génica de
iNOS (Painel A), eNOS(Painel B) e nNOS(Painel C). Os dados foram plotados como
médiatEPM para cada grupo e analisados pelo teste t ndo pareado.**(p<0,01), indica
diferencas significativas em rela¢do ao grupo Sham.
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Figura 27. Analise de PCR quantitativo para as diferentes isoformas de NOS em glandula
submandibular (GSM). Amostras obtidas apds 14 dias da indugdo da doenga periodontal
ou procedimento simulado (n=3-4). Efeito da periodontite sobre a expressdo génica de
iNOS (Painel A), eNOS(Painel B) e nNOS(Painel C). Os dados foram plotados como
médiatEPM para cada grupo e analisados pelo teste t ndo pareado. Nao foram
observadas diferencas significativas em relagdo ao grupo Sham (P>0,05).
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5 DISCUSSAO

A doenca periodontal, enfermidade que afeta os tecidos de suporte e sustentacao dos
dentes presente em grande parte na popula¢ao adulta, vem sendo relacionada a alteragdes
da saude sistémica dos individuos.

Uma possivel correlacdo entre o grau de afec¢do da doenca periodontal e marcadores
salivares (imunoglobulinas, calcio, cortisol entre outros) (Kaufman e Lamster, 2000) vem
sendo estudada de modo a facilitar o diagndstico da doenca, o qual ainda é basicamente
clinico e radioldgico. Entretanto, ndo se sabe ao certo, até que ponto estes marcadores sao
provenientes das glandulas salivares, pois na cavidade bucal a saliva total mistura-se com
fluido crevicular presente no sulco gengival e na bolsa periodontal, secrecdes bronquicas,
soro e células sanquineas provenientes de feridas orais, bem como bactérias e produtos
bacterianos e células epiteliais descamadas (Mandel e Wotman, 1976; Sreebny, 1989; FDI,
1992).

O modelo de inducdo de doenca periodontal em ratos através do implante de ligadura
ha bastante tempo vem sendo empregado. Sua escolha deve-se ao baixo custo, a facilidade
de manipulacdo e, principalmente, as semelhancas bioldgicas com os tecidos humanos
(Rovin et al., 1966). A ligadura causa um maior acumulo de placa e ulcera¢do do epitélio
sulcular, facilitando a invasdo do tecido conjuntivo por bactérias. No rato, a perda de
aderéncia e perda éssea ocorrem em um periodo de sete dias (Nowotny e Sanavi, 1983;
Lohinai et al., 1988; Bezerra et al., 2000, 2002; Herrera, 2011). Assim como ocorre em
humanos a perda de osso alveolar é dependente de bactérias, fato comprovado por estudos
nos quais a colocacdo da ligadura ndo induziu significante inflamacdo ou perda dssea
periodontal, quando da utilizacdo de ratos gnobidticos (Rovin et al., 1966). Outros estudos
em animais, nos quais a administracdo tdpica de clorexidina ou antibidticos via oral reduziu a
reabsorcdo 6ssea e a perda de aderéncia, reforcam a idéia de que as bactérias
desempenham um importante papel na destruicdo tecidual (Weiner et al., 1979; Kenworthy
e Baverel, 1981).

Em nosso estudo, observamos que, trés dias apds a inducdo de doenca periodontal
através de implante de ligadura, ha aumento da taxa de salivacdo estimulada por

pilocarpina, ndo havendo, porém diferencas na taxa de salivacao basal.
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O aumento na taxa de salivagdo poderia ser explicado pela presenca do fio de algodao
ao longo do sulco gengival, o que poderia estimular os mecanorreceptores presentes no
periodonto, e também envolvidos na estimulacdo do fluxo salivar, principalmente parotideo

(Anderson e Hector, 1987; Hector e Linden, 1987).

As terminacdes nervosas do periodonto sdo divididas em dois tipos: terminagées livres
nociceptivas e terminais mecanorreceptores especializados (Byers, 1985; Sato et al., 1988;
Maeda et al., 1989), dentre os quais as terminacdes de Ruffini sdo os principais
componentes (Maeda et al., 1999). Esses receptores respondem a pequenas alteragdes de
pressdo, provocadas pelas forcas mastigatérias, menos de de 5% da forca mastigatoria
comum, ja é suficiente para sua estimulacdo (Trulsson, 2006).As terminaces de Ruffini
possuem certo grau de plasticidade, com grande poder de regeneracao, considerando que
de trés a cinco dias apds uma grande movimentacdo ortodontica, ha regeneracao desses
mecanorreceptores, e catorze dias apds, essas terminagdes nervosas ja voltam a sua
condicdo normal (Maeda et al., 1999). As informacg&es recebidas pelos neurénios aferentes
dos mecanorreceptores, assim como ocorre com as informagdes geradas pelas papilas
gustativas, geram impulsos nervosos enviados ao nucleo salivatdrio parassimpatico,
localizado na medula oblonga. Desse centro, emergem fibras nervosas eferentes
parassimpaticas, sendo a integracdo dos impulsos nervosos do centro salivatério para a

glandula mediada pelo sistema nervoso central (Proctor e Carpenter, 2007).

Os receptores gengivais podem ter grande importancia no mecanismo de salivacdo,
apesar da mastigacdo de um objeto n3ao estimular as papilas gustativas, é capaz de gerar
uma resposta secretora, na qual a glandula parotida é de primordial importancia (Scott,
1999). A presenca da ligadura estaria causando uma estimulacdo constante dos

mecanorreceptores e conseqliientemente da glandula parétida.

A ativacdo continua dos receptores pode fazer com que seja gerado um certo grau de
desensibilizacdo dos receptores, que quando do emprego do agonista muscarinico
pilocarpina suplantaria essa inibicdo, fazendo com que observe-se diferengas somente

guando da salivagcdo estimulada.

Em seu estado fisioldgico esta glandula é responsavel por um fluxo salivar
intermitente, sua estimulacdo constante, direta e ininterrupta, poderia gerar um pequeno

processo inflamatdrio, aumentando o grau de peroxidacdo lipidica dessa glandula.Um
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excesso de radicais livres envolvidos na sinalizacdo intercelular excesso de mediadores,
como o NO, também poderia ser responsdvel por essa lipoperoxidacdo glandular, a
tendéndia observada na atividade da enzima éxido nitrico sintase cdlcio depedente, bem
como o aumento da expressao génica de nNOS corroboram tal fato.Nao foram observadas
diferengas com relagdo ao TBARS nem em glandula submandibular, nem em amostras de
saliva e soro dos animais. A peroxidase salivar/mieloperoxidase também n3do se encontrava

aumentada.

O fato de a producdo de proteinas, bem como da secrecdo de amilase, estarem
aumentadas trés dias apds a colocacdo do fio, mas sua concentracdo salivar ser semelhante
entre os grupos, poderia também estar vinculada a uma maior estimulacdo parassimpatica,
com conseqliente liberacdo de proteinas dos estoques intracelulares mais agilizada. Ao
verificar as bandas especificas através de eletroforese, nota-se uma das bandas (de
aproximadamente 18 KDa) apresenta forte tendéncia de aumento na saliva de animais com
periodontite. Essa banda poderia corresponder a chamada proteina de translocacao,
encontrada em ductos e células acinares de glandulas submandibulares. Um possivel papel
dessa proteina na liberacdo de ions K*, Na*, CI" e conteudo protéico da saliva vem sendo
estudado (Ostuni, 2008). Hd também aumento da liberacdo, in vitro, de amilase nas
amostras de GSM de animais que sofreram o implante de ligadura, em relagdo ao seu grupo
controle, aumento foi observado nas amostras de glandula contralateral a realizacdo do
procedimento, sugerindo que a periodontite poderia ter algum efeito na atuacdo da

glandula contralateral com relagdo a amilase.

O célcio, eletrdlito de bastante importancia na saliva, estava aumentado, tanto em sua
concentracdo, quanto em sua secrecdo. O calcio tem sua secrecdo dependente do fluxo
salivar e atua nos processos de remineralizacdo do esmalte do dente (Thylstrup, 2001). Esse
aumento de cdlcio salivar, possivelmente esta associado ao aumento de fluxo salivar, mas
também poderia ser decorrente de uma tentativa do organismo de aumentar o pH na bolsa,

diminuido devido a inflamacdo gerada pela presenca de bactérias.

Nao foi observada perda dssea; entretanto, macroscopicamente, observa-se que a
regido encontra-se edemaciada, evidenciando a ocorréncia de um processo inflamatadrio,
localizado nos tecidos de protecdo dos dentes (gengivite). Os efeitos observados quanto a

taxa de salivacdo poderiam ser secundarios a essa gengivite induzida. A manutencdo da
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ligadura durante trés dias ocasionou uma inflamacdo nos tecidos de protecao dos dentes,
processo geralmente associado a aumento de PMNs, e geracdo de exsudato inflamatorio e

dor (Zoellner et al., 2002), respostas que também poderiam influenciar a salivacao.

No sétimo dia apds o implante da ligadura, a taxa de salivagdo dos animais com
periodontite encontra-se diminuida. Ao contrario do que ocorreria aos trés dias, os
mecanorreceptores ndo desempenhariam um papel estimulatdrio sob as glandulas, fato
devido tanto por causa do remodelamento dos mecanorreceptores que sofreram grande
estimulagdo, mas principalmente por causa da migracao apical dos tecidos periodontais,
gerados pela perda dssea presente no periodo, que os manteria afastados do fio. A
diminuicdo da taxa, aos sete dias, € acompanhada pela diminuicdo da concentracdo e
secrecao salivares do ion cdlcio e também pela concentracdo total de proteinas.

Tal fato nos levar a considerar que, assim como ocorreria no processo de maturagao
da placa no homem, bactérias Gram negativas estariam aderindo-se a pelicula dental. Como
decorréncia disso ocorreria um aumento no LPS, que ativaria os receptores do tipo Toll-like,
os quais ativariam a via do NF-kB, liberando citocinas que atingiriam a corrente sanguinea,
gerando também um aumento de prostaglandina circulante.

A ativacdo dos receptores Toll-like, bem como aumento de prostaglandina poderia
estar relacionado a diminuicdo do fluxo salivar, tanto estimulado, quanto ndo estimulado
por pilocarpina, nos animais do grupo periodontite com relagdo aos animais do grupo Sham.
Achado que esta de acordo com estudo de Lomnicz et al. (1997), no qual foi gerado aumento
de prostaglandinas,bem como diminuicdo da taxa de salivacdo apds a administracao
intraperitoneal de LPS.

Essa ativagao pode gerar citocinas que podem desencadear, ou aumentar respostas
inflamatdrias que gerariam espécies ativadas derivadas do oxigénio (como o radical
hidroxila), que promove a formacdo de peréxidos organicos intermediarios resultantes da
acdo sobre acidos graxos insaturados (peroxidacdo lipidica). Tal fato explicaria o aumento de
peroxidacdo lipidica que ocorre no plasma dos animais com periodontite, apds sete dias de
doencga, refletindo-se nas salivas desses animais. Estudos mostram alteragdes no sangue de
ratos com doenca periodontal, como por exemplo, diminuicdo da glutationa redutase,

glutationa oxidase e superdxido dismutase (Sobaniec et al., 2000).
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Em estudos in vitro de GSM, o IFN-y foi capaz de estimular a producao de NO, que
regula a secrecdo de amilase, que, efeito potencializado pela adi¢do de carbacol, sugerindo a
ocorréncia de cross-talk entre citocinas e neurotransmissores. (Espafiol, 2001).

Na saliva dos animais sete dias apds a inducdo observamos um aumento da atividade
da mieloperoxidase/peroxidases salivares no grupo periodontite quando comparado ao
grupo Sham. A presenca de peroxidases (peroxidase salivar e mieloperoxidase) é de grande
importancia para capacidade antioxidante desse fluido. Além de possuirem acdo
bacteriostatica, transformando o ion tiocianato em hipotiocianato (e o correspondente acido
hipotiocianico em acido hipotiociandico), os quais inibem o crescimento bacteriano, tem a
capacidade de atuar sobre a H,0, abolindo sua toxicidade (lhalin, 2006). Entretanto o
mesmo ndo ocorre para atividade presente em amostras de glandulas submandibular e
pardtidas, o que nos leva a pensar que o aumento da atividade da
mieloperoxidase/peroxidases salivares possui origem distinta, conforme a progressdo da
doenca, aos sete dias, poderia haver participacao do fluido crevicular, ou até mesmo do
plasma.

O aumento da producdo de peroxidase salivar, com a prostaglandina E2 (PGE,)
produzida em resposta a inflamacdo, na tentativa de prevenir danos maiores ao organismo,
mediado por aumento de AMPc e ativacao de 6xido nitrico foi observado (Anesini e Ferraro,
2006).

Além disso, nossos dados sugerem que a liberacdo de proteinas dos estoques
intracelulares pode estar mais demorada, refletido na diminui¢cdo da produgdo de proteinas
totais nos grupo periodontite. Apesar disso, a composicdo salivar, em ambos os grupos, é
equivalente em relacdo a quantidade de peptideos que a forma, entretanto, notamos, uma
tendéncia a estarem diminuidos os peptideos de peso molecular ao redor de 74kDa. Essa
proteina poderia corresponder a osteopontina (Opn), uma glicoproteina fosforilada acida,
presente em glandula submandibular, mas principalmente nos ductos estriados dessa
glandula (Obermiiller, 2006). E associada @ modulacio da expressdo de metaloproteinases e
também um papel quimiotatico sobre células inflamatdrias (Denhardt, 2001), sua presenca
pode ser associada a remodelacdo tecidual glandular (Gresik, 1980), relacionando-se a
preservacao da estrutura de suas células acinares (Obermdiller, 2006). A quantidade de Opn

na saliva é um reflexo do contelddo glandular dessa proteina; a menor expressdo de Opn
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estaria vinculada a modificagdes danosas na estrutura glandular, gerando as alteracdes
observadas, como taxa de salivacdo, producdo e secrecdo de amilase diminuidas.

O aumento ou a diminuicdo de determinadas proteinas, também é encontrada em
humanos, quando da presenca de doenca periodontal. Cistatina € uma proteina de 14 Kda,
cujo principal efeito é inibir a cisteina peptidase, envolvida no processo de degradagao do
coldgeno e na reabsorcdo dssea, sendo provenientes dos patégenos orais, incluindo,
Porphyromonas gingivalis, assim como de células inflamatdrias, de osteoclastos e de
fibroblastos (Curtis, 2001). Na saliva de pacientes com doenca periodontal ha aumento de
cistatinas S e C, apds tratamento periodontal, ha diminuicdo de seus niveis (Henskens et al.,
1994). Outra proteina, que se apresenta em maiores quantidades na saliva de pacientes com
doenca periodontal, é a lactoferrina de 76 Kda, sendo observada sua diminuicdo apds
tratamento periodontal (Jentsch, 2004). Em nossos estudos, ndo foram observadas
diferencas com relacdo a essas proteinas, possivelmente, devido a diferencas na microbiota
dos ratos, com relagdo aos humanos.

Assim como a composicao da saliva, os ions calcio ndo estavam alterados, tanto com
relacdo sua secrecdo, quanto com relacdo a sua producao.

Apds catorze dias apds da inducdo da doenca periodontal, o funcionamento das
glandulas salivares parece ja estar normalizado, ao menos no que concerne a producdo de
saliva. As taxas de salivacdo sdo semelhantes, tanto apds o estimulo com pilocarpina, quanto
a producdo/ concentracdo de calcio, proteinas salivares e amilase. Entretanto, apesar do
funcionamento da glandula estar aparentemente normalizado, observa-se ainda um

aumento no TBARS salivar.

Aos catorze dias, os valores elevados de mieloperoxidase/peroxidases, estdo,
provavelmente, relacionados ao aumento da peroxidase nas glandulas submandibulares, Em
nosso estudo o aumento da atividade da peroxidase parece estar vinculado diretamente a
atividade da peroxidase glandular, diferentemente do que ocorre aos 7 dias da inducdo da
doenca. Sendo assim, esse aumento da peroxidase da glandula submandibular, poderia estar
vinculado ao retorno as taxas normais de salivacdao, bem como de outros parametros

salivares.
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Podemos pensar entdo que as alteragdes funcionais decorrentes do processo
inflamatorio podem estar compensadas por outros mecanismos nas glandulas salivares, ou
entdo que diferentes mecanismos de controle do processo inflamatdrio podem estar
atuando. Especialmente, porque apds catorze dias da doenca, é observada uma tendéncia
ao aumento de IL-10 em GSM (que devido ao n pequeno, ndo se observou diferenca
estatistica). IL-10 é uma citocina que possui papel anti-inflamatério, ativada por mediadores
enddgenos e exégenos como o LPS (via receptores toll-like 4) (Sabat, 2010). Além disso, ha
também aumento da producdo de IL-13, e IL-4 apds inducdo da doenca, ambas sdo citocinas
pleiotrépicas, produzidas por células T e por mastécitos (Nelms, 1999) e compartilham
propriedades biolégicas como regular a acdo do INFy sob células CD41, e em mondcitos e
macréfagos regular respostas inflamatdrias, por suprimir TNF a e IL-1 (Doherty, 1993; de

Waal, 1993).

Ndo foram observadas alteracGes nas concentracdes salivares de ions NO3 + NO;
(NO,) em decorréncia da implantagdo de ligadura aos trés e aos sete dias apds a inducdo da
doenca. Ja aos catorze dias observamos um aumento das concentragdes salivares de NO,..
Neste ponto, vale destacar os cuidados extremos que foram tomados em relacdo as coletas
das amostras, assim como no controle da ingestdo de nitratos exégenos (uma vez que os
animais foram mantidos em jejum, isolados das préprias excretas e bebendo dgua destilada)
durante as 12 h prévias aos procedimentos. Interessante que, apesar de observarmos
maiores concentracdes dos produtos finais de oxida¢do de NO, NO, e NO3; (medidos como
NO,) em saliva, a atividade de NOS dependente de calcio estd diminuida nos animais perio
em relacdo aos animais Sham (em GSM), e n3do foi observada alteracdo quanto a expressao
génica de suas isoformas. Provavelmente ha algum mecanismo intraglandular regulando a
atividade da dxido nitrico sintase. Em pacientes com doencas periodontais foi detectado
aumento da atividade salivar de arginase, a qual compete com as NOS pela L-arginina como
substrato (Ozmeric et al., 2000); da mesma forma, quantidades relativamente grandes de
arginase foram detectadas em glandulas salivares de rato (Yasuda et al., 2004). Estes dados
poderiam justificar a diminuicao da atividade de iNOS, através do controle da metabolizagao

da L-arginina pela arginase ao invés da NOS.
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O 6xido nitrico desempenha importante papel nos mecanismos de sinaliza¢do intra e
extracelular com implicagBes tanto fisiolégicas quanto patoldgicas. Dentre as primeiras, a
regulacdo da pressdo arterial e do fluxo sanguineo é uma das principais acdes do 6xido
nitrico produzido pela enzima éxido nitrico sintase endotelial (eNOS) encontrada nos vasos
(Looms et al., 2002). A éxido nitrico sintase do tipo neuronal (nNQOS) é expressa em fibras
nervosas que rodeiam os acinos das glandulas pardtidas e submandibulares de muitas
espécies de mamiferos, incluindo os ratos (Looms et al., 2002).

Assim, o NO pode influenciar a salivagdo garantindo um adequado suprimento
sanguineo durante as secrecOes longas, exercendo efeitos regulatdrios (inibitérios e
excitatérios) sobre a liberacdo de neurotransmissores pelos neurbnios periacinares,
regulando o crescimento e a diferenciacdao das células vasculares nos tecidos ao redor da
glandula, e/ou participando do sistema de defesa do hospedeiro dependendo do seu grau de
producdo. Por exemplo, macréfagos e neutrdfilos ativados produzem elevadas quantidades
de NO (de efeito citotdxico) durante a resposta imune ndo especifica contra
microorganismos (Looms et al., 2002).

O trabalho de Xia et al. (2003) mostra que a ablacdo bilateral das glandulas parétidas
em porcos resulta em queda pronunciada do fluxo salivar paralelo a concentracdo do ion
nitrato salivar em comparagdo aos animais controle, sem diferencas quanto as
concentracdes séricas e/ou excrecdo urinaria deste ion. Entretanto, em condi¢Bes de
sobrecarga de nitrato, os autores observaram que os animais com ablacdo das parétidas
apresentavam maiores concentracdes séricas (e conseqilientemente excrecdo urinaria
aumentada) em comparagdo aos animais controle, assim como diminuicdo das
concentracgGes salivares de nitrato, mostrando claramente a importancia da funcionalidade
das glandulas salivares no controle das concentragdes sistémicas de nitrato

Quanto a presenca de residuos protéicos de nitrotirosina nas glandulas
submandibulares, o aumento observado na quantidade de proteinas nitradas no grupo
periodontite esteja relacionado a a¢do da mieloperoxidase/peroxidases. As peroxidases
oxidam o ion nitrito a N02°, e residuos de tirosina ao radical tirosila, a recombina¢ao desses
radicais produz a 3-NT .

Podemos propor trés possiveis vias que seriam capazaes de gerar tais alteracdes: a
circulacdo sanguinea, a circulacdo linfatica e a inervacdo. Os nervos que seguem para as

glandulas salivares submandibulares e pardétidas passam pelo ganglio trigeminal, o mesmo
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ganglio de onde saem as inervag¢des que vao para cavidade bucal como um todo, inclusive
para o periodonto (Garret et al., 1992). Talvez por esse fato, as respostas geradas no
periodonto poderiam sim afetar a resposta nas glandulas salivares. Especialmente podemos
pensar nessa possibilidade, respaldando-nos em publicacbes recentes que relacionam a
alteracdo da expressdao de peptideos nos ganglios trigeminais de ratos com a doenga

periodontal, de maneira ipsilateral a inducdo da doenca (Gaspersic, 2008).

As alteragbes linfaticas poderiam ocorrer de maneira semelhante a proposta por
Cavriani e colaboradores (2006), ao realizar estudo em ratos, realizando-se isquemia e
reperfusdo intestinal demonstraram que grande parte da resposta gerada por essa doenca
em orgdos periféricos, como o pulmdo, por exemplo, era bastante diminuida quando a
cadeia linfatica que conectava os tecidos era removida, sugerindo que essa resposta era
entdo dependente da drenagem de substancias inflamatdrias da regido intraperitoneal para

o pulmdo. Essa possibilidade é devida, principalmente, a proximidade das glandulas

submandibular/sublingual com a cadeia linfatica cervical.

As alteragdes poderiam também ser provenientes do sistema circulatério, como ja
mencionado anteriormente, ha estudos que correlacionam o implante da ligadura em ratos

a um maior conteudo de TBARS em sangue (Sobaniec et al., 2000).

As nossas observagdes demonstram que o desenvolvimento da doenga periodontal
pode alterar o funcionamento das glandulas salivares, variando conforme o periodo do
implante da ligadura. Considerando o modelo animal utilizado no presente estudo a doenga
periodontal evolui para o estabelecimento de uma periodontite passando por uma gengivite,
podemos especular que os possiveis efeitos da doenca sobre as glandulas salivares e a
salivacdo sigam padrao semelhante em humanos, excec¢do feita para o fato da periodontite
presente neste modelo ser mais branda do que a observada em humanos, onde geralmente

o numero de elementos dentdrios afetados é maior do que um.
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6 CONCLUSAO

Podemos concluir que em nosso modelo experimental ha alteragdes em glandulas
salivares, nas fases mais inicias da doenca.
A fase tardia do modelo reproduziria o que ocorre na doenca periodontal em

humanos.

6.1 Sugestoes de mecanismos

Com base nos resultados aqui expostos podemos concluir que:

- a inducdo da doenca periodontal nos animais aos trés dias foi capaz de estimular a
atividade das glandulas salivares, com aumento do fluxo salivar estimulado; provavelmente
essa acdo deve-se a uma estimulagdo maior do sistema simpatico/parassimpatico nas
glandulas, ndo foi observada perda dssea;

- aos sete dias é observada diminui¢gao do funcionamento glandular; provavelmente
essa acao deve-se a uma inibicdo das respostas glandulares ao sistema
simpatico/parassimpatico e ha presenca de perda dssea;

- aos catorze dias, hd um retorno aos padrdes de normalidade da glandula,
provavelmente pela ac¢do de citocinas que desempenham papel anti-inflamatério;

entretanto perda dssea esta presente.
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